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1. UVOD

1.1. Tumori

Tumor (lat. tumor, -oris, m.- oteklina), neoplazma (lat. neoplasia, -ae, f- — novotvorevina)
ili blastom (gr¢. blastos, -u, m. klica + sufiks -oma §to oznacCava novotvorevinu) nakupina je
promijenjenih stanica odredenog tkiva u obliku izraslina ili oteklina. Znacajke takvih stanica su
gubitak normalnih mehanizama regulacije rasta Sto uzrokuje nekontroliranu, autonomnu,
nesvrhovitu diobu (Taradi, 2010; Jiang 1 sur., 2015). Dva osnovna dijela tumora su parenhim i
potporna stroma. Parenhim tumora je graden od promijenjenih stanica po kojem tumor dobiva
svoje ime 1 odreduje bioloSko ponasanje tumora. Potporna stroma je gradena od vezivnog tkiva i

krvnih Zzila koje su presudne za rast i razvoj tumora (De Wever i Mareel, 2003; Jiang i sur., 2015).

Proces nastanka tumora se naziva tumorigenezom, a zapocinje nastankom tumorske stanice
iz koje ¢e se razviti tumorski ¢vor, kao rezultat dugotrajnih i postupnih genetskih i epigenetskih
promjena koje mogu biti stecene ili nasljedne, a koje se nakupe u samoj stanici ¢ime ona poprima
nove bioloske osobine odnosno maligni fenotip (Pecorino, 2012; Jiang i sur., 2015). Tri glavne
skupine gena u kojima se dogadaju promjene koje dovode do malignosti su onkogeni, tumor-
supresorski geni te geni proteina koji sudjeluju u popravku oste¢enja DNA (Kingston 2002). U
prvoj fazi tumorigeneze, inicijaciji, dolazi do nastanka trajnih i ireverzibilnih mutacija kao
posljedica izlaganja stanice odredenoj dozi nekog karcinogena. Druga faza tumorigeneze je
promocija, koju karakterizira stimulacija proliferacije prethodno promijenjenih stanica te dolazi
do promjena koje su kroni¢ne i reverzibilne. Tre¢u fazu tumorigeneze, progresiju, karakterizira
genska nestabilnost, nekontroliran rast, invazivnost, metastatski potencijal, jata angiogenska
aktivnost, smanjena imunogenost te aktivacija telomeraze (Hanahan i Weinberg, 2011). Inicijatori

tumorigeneze mogu biti fizicki, bioloski (endogena i infektivna) i kemijski (Pecorino 2012).

Tumori se prema bioloSkom ponaSanju mogu podijeliti u 3 skupine: benigni, maligni 1
semimaligni tumori. Benigni tumori su u pravilu oStro ograniceni na tkiva u kojima se razvijaju,
rastu ekspanzivno i ne stvaraju metastaze. Maligni tumori nisu oStro grani€eni, rastu infiltrativno
1 metastaziraju u okolna tkiva 1 organe Sireci se krvlju, limfom ili Supljinama organa. Semimaligni
(grani¢ni) tumori imaju nizak maligni potencijal 1 ponekad ih je tesko razlikovati od malignih

tumora niskog histoloskog gradusa (Jukic¢ i sur., 2002).



1.1.2. Sirenje tumora

Kako tumor raste, dolazi do stanja hipoksije (niske koncentracije kisika). Inducibilni
¢imbenik hipoksije 1o (HIF-la, engl. hypoxia-inducible factor I-a) se ne razgraduje te
heterodimerizira s podjedinicom HIF-1B (engl. hypoxia-inducible factor I1-f) u transkripcijski
¢imbenik HIF koji poti¢e ekspresiju gena ¢imbenika rasta krvozilnog endotela (VEGF, engl.
vascular endothelial growth factor). U normalnim uvjetima razine kisika, aktivna je prolil-4-
hidroksilaza koja hidroksilira podjedinicu HIF-1a., na ¢iju se OH skupinu veze protein VHL (von
Hippel-Lindau) te oznadava HIF-la za ubikvitinaciju i razgradnju stoga nema vezanja s
podjedinicom HIF-1p u transkripcijski cimbenik HIF. Pri niskim koncentracijama kisika inaktivna

je prolil-4-hidroksilaza i nema oznacavanja HIF-1a za razgradnju (Slika 1).

VEGF poti¢e nastajanje novih krvnih zila u procesu koji se naziva angiogeneza. Da bi
stanice mogle dobivati hranjive tvari 1 kisik, moraju biti udaljene od najblize krvne Zile oko 100-
200 um, Sto odgovara difuzijskom kapacitetu kisika. Rastom tumora, odredene tumorske stanice
se mogu naci u stanju hipoksije 1 dolazi do ekspresije VEGF, kao §to je ve¢ opisano. VEGF je

pocetni igra¢ u iniciranju angiogeneze, a brojni angiopoetini i efrini su bitni za daljnje sazrijevanje.

Vezanjem VEGF za receptore VEGF (VEGFR) dolazi do njihove dimerizacije i
autofosforilacije te se aktivira signalni put RAS-Raf-MAP kao i PI3K (engl. Phosphatidylinositol-

X6

3-kinase) (Slika 2). Osim hipoksije, kao angiogeni ,,okidac* mogu djelovati i onkoproteini i
gubitak tumor-supresora. Primjerice, transkripcijski ¢cimbenik p53 u normalnim uvjetima veze 1
aktivira promotor gen trombospondin-1, €iji protein trombospondin-1 djeluje kao antiangiogeni
¢imbenik, a mutacije u p53 genu rezultiraju smanjenjem tog inhibitora angiogeneze (Pecorino,

2012).

Porodicu VEGF proteina ¢ini 5 ¢lanova (VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD, VGFE) koji
su odgovorni za prenoSenje signala preko tri receptora VEGF (VEGFR-1, VEGFR-2 i VEGFR-3).
Proizvodnja VEGF-a u tumorskim stanicama je povecana. Indukcija promotora VEGF u
nepromijenjenim stanicama koje okruzuju tumorske pokazuje da postoji suradnja normalnih

(nepromijenjenih) i tumorskih (promijenjenih) stanica (Pecorino, 2012).



normoksiéni uvjeti hipoksicni uvjets
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Slika 1. Indukcija angiogeneze hipoksijom (preuzeto i prilagodeno prema Pecorino, 2012).



VEGFR | [ VEGFR

—el— —a

/ @ RAF
kaspaza 9 eNOS
BAD
l _ proizvodnja NO-a (MEK
apoptoza
vaskularna
permeabilnost
( MAPK

|

transkripcijski =
faktor

genska ekspresija

Slika 2. Signalni put VEGFA. Jedna molekula VEGFA se veZe za dva receptora VEGFR2 koji
dimeriziraju i1 autofosforiliraju. Proteini s domenama SH2 (siva boja) se vezu za fosforilirani
receptor 1 aktiviraju kaskadu RAS-Raf-MAP. Takoder, aktivira se i PI3K. AKT dovodi do
inhibicije apoptoze. AKT stimulira 1 endotelnu sintazu duSikovog oksida (eNOS) na proizvodnju

NO $to vodi krvozilnoj permeabilnosti (preuzeto i prilagodeno prema Pecorino, 2012).

Sam proces angiogeneze sastoji se od vazodilatacije, razgradnje bazalne membrane
proteolitickim enzimima, migracije endotelnih stanica prema angiogenom stimulatoru,
proliferacije 1 sazrijevanja endotelnih stanica te mobilizacije pericita (Pecorino, 2012; Viallard i
Larrivée, 2017). Osim $to omogucava proziljenost rastu¢eg primarnog tumora, angiogeneza je

takoder bitna u procesu metastaziranja, gdje na isti na¢in omogucava proziljenost metastaza.



Metastaziranje je proces u kojem tumorske stanice napusStaju mjesto nastanka (primarno
mjesto), invadiraju i Sire se po tijelu stvarajuc¢i metastaze. Koraci u procesu metastaziranja su
invazija, intravazacija, transport, ekstravazacija, metastatska kolonizacija te angiogeneza. Da bi
invazija tumora i metastaziranje bili moguci, potrebna je proteoliticka razgradnja izvanstani¢nog
matriksa (ECM, engl. extracellular matrix). Dolazi i do promjena u reakcijama izmedu stanica i
izmedu stanica iECM te migracije tumorskih stanica kroz bazalnu membranu. Tumorska stanica

epitelnog fenotipa poprima fenotip mezenhimske stanice.

Proteini koji razgraduju bazalnu membranu i ECM zovu se matriksne metaloproteinaze
(MMP, engl. matrix metalloproteinases) (Pecorino, 2012). MMP su endopeptidaze koje sadrze
cink (Zn?") ovisan o kalciju (Ca*"). Supstrati za MMP mogu biti razli¢iti prekursori i receptori
¢imbenika rasta, adhezijskih receptora, citokina i njihovih receptora (Pittayapruek i sur., 2016).
Na temelju specifi¢nosti svojih supstrata i funkcije, mogu se razlikovati gelatinaze, stromelizini,
kolagenaze, matrilizini, membranske (MT) vrste MMP-a te ostale (skupina neimenovanih)

(Tablica 1) (Sbardella i sur., 2012).

Tablica 1. Skupine ljudskih MMP*

Skupina Naziv MMP  Alternativno Supstrati

MMP ime

Gelatinaze MMP-2 gelatinaza A gelatin, kolagen I, II, III, IV, V, VII, X, elastin,
osteonektin, agrekan, laminin, fibronektin

MMP-9 gelatinaza B gelatin, kolagen III, IV, V, VII, X, XI, elastin,
agrekan, fibronektin, vitronektin,

Stromelizini MMP-3 stromelizin-1 kolagen III, IV, V, IX, X, XI, gelatin, agrekan,
osteonektin, tenascin, fibronektin, laminin,
perlekan

MMP-10 stromelizin-2 kolagen III, IV, V, IX, X, XI laminin, fibronektin,
elastin, gelatin, agrekan, tenascin
MMP-11 stromelizin-3 fibronektin, laminin, agrekan, gelatin
Kolagenaze MMP-1 intersticijska kolagen I, II, III, VII, VIII, X, gelatin, entaktin
kolagenaza (nidogen-1), agrekan, tenascin, perlekan
MMP-8 neutrofilna kolagen I, 11, III, V, VII, VIII, X, gelatin, entaktin
kolagenaza (nidogen-1), agrekan, tenascin, fibronektin



MMP-13 kolagenaza-3 kolagen 1, II, III, IV, VII, IX, X, XIV; agrekan,
gelatin, osteonektin, fibronektin, laminin, perlekan,
tenascin

Matrilizini MMP-7 matrilizin-1 fibronektin, laminin, kolageni I1I, IV, V, IX, X, XI;
gelatin, elastin, agrekan, tenascin, vitronektin

MMP-26 matrilizin-2 fibrinogen, fibronektin, kolagen IV, gelatin,
vitronektin

MT-MMP MTI1-MMP MMP-14 kolageni I, II, III; gelatin, agrekan, fibronektin,
fibrin, laminin, proteoglikani, vitronektin

MT2-MMP MMP-15 fibronektin, tenscin, nidogen, agrekan, kolagen,
gelatin, perlekan, vitronektin

MT3-MMP MMP-16 kolagen III, agrekan, gelatin, fibronektin,
vitronektin

MT4-MMP = MMP-17 gelatin, fibrinogen

MT5-MMP MMP-24 gelatin, fibronektin, vitronektin, agrekan

MT6-MMP MMP-25 kolagen IV, fibronektin, fibrin, gelatin, laminin

MMP-23A femalizin nepoznato

MMP-23B / gelatin

Ostale MMP-12 makrofag- elastin, fibronektin, kolagen IV, gelatin, agrekan,
metaloelastaza nidogen, osteonektin

MMP-19 RASI-1 agrekan, elastin, fibrilin, kolagen IV, gelatin

MMP-20 enamelizin agrekan, amelogenin, gelatin

MMP-21 / /

MMP-27 / /

MMP-28 epilizin /

*preuzeto 1 prilagodeno prema Sbardella i sur., 2012

Matriksna metaloproteinaza 2 (MMP-2) poznata je jo§ i pod imenom gelatinaza A ili
kolagenaza tipa IV. MMP-2 specifi¢no cijepa kolagen tipa IV, glavnu strukturnu komponentu
bazalne membrane (Nagase 1 Woessner, 1999). MMP-2 ima bitnu ulogu u stvaranju prikladnog
mikrookoliSa za proliferaciju tumorskih stanica i u epitelno-mezenhimalnoj tranziciji (EMT, engl.

epithelial-mesenchymal transition). Matriksna metaloproteinaza 9 (MMP-9) poznata je jo§ kao



gelatinaza B (GELB) ili takoder, kolagenaza tipa IV (Pittayapruek i sur., 2016). Ekspresija MMP-
9 je povecana u razli¢itim tipovima malignih tumora, ukljucujué¢i karcinom dojke (Yan i sur.,
2022). Povecana razina MMP-2 i MMP-9 je povezana s invazivnim i metastatskim potencijalom
malignog tumora jajnika (Stack i sur., 1998). Osim toga, u istrazivanju metastaziranja malignog
tumora jajnika pokazalo se da je potaknuta ekspresija MMP-2 nakon vezanja kancerogenih stanica

jajnika za mezotelium (Kenny i sur., 2008).



1.1.3. Epigenetske promjene tumora
Stanice tumora u cijelom genomu imaju promjene koje se ocituju u nizu epigenetickih
biljega, kao Sto su globalna hipometilacija, specificna promotorska hipermetilacija, smanjenje

aktivnosti malih nekodiraju¢ih miRNA (mikro RNA) te histonska deacetilacija (Taby i Issa, 2010).

1.1.3.1. Histonske deacetilaze

Kovalentne modifikacije histonskih repova moduliraju strukturu kromatina. Lizin pri
neutralnom pH nosi pozitivno nabijenu amonijevu skupinu. Dodatak acetilne skupine stvara
nenabijenu amidnu skupinu. Pri takvoj promjeni, afinitet histonskog repa za DNA se drasticno
smanjuje, olabavljujuc¢i kompleks histona i DNA (Berg i sur., 2007). Histonske acetilaze (HAT,
engl. histone acetyltransferases) dodaju acetilne grupe na lizine histona. Acetiliranje histona moze
aktivirati transkripciju smanjenjem afiniteta histona za DNA, privla¢enjem sastavnica sustava za
transkripciju 1 poticanjem remodeliranja strukture kromatina. Deacetiliranje histona pridonosi
prigusivanju transkripcije. Histonske deacetilaze (HDAC, engl. histone deacetylases) uklanjaju
acetilne grupe i1 uzrokuju zbijanje kromatina, Sto otezava vezanje sastavnica sustava za
transkripciju na DNA 1 ne dolazi do transkripcije (Berg i sur., 2007; Pecorino, 2012). Osim
regulacije razine acetilacije histona u kromatinu, HDAC mogu modificirati i nehistonske proteine,

kao Sto su NF-kB, p53 1 STAT3 (Singh i sur., 2010).

HDAC su grupirane u 4 razreda (I, II, III 1 IV). Razredi [, Il 1 IV se nazivaju i ,,klasi¢nim*
HDAC i broje ukupno 11 ¢lanova. Razred III HDAC ¢ine enzimi poznatiji pod nazivom sirtuini.
Klasi¢ne HDAC 1 sirtuini se razlikuju u katalitickim mehanizmima (klasicne HDAC su ovisne o
Zn", dok je sirtuinima bitan kofaktor NAD") (Witt i sur., 2009). Sirtuini mogu imati i tumor-
supresorsku 1 onkoproteinsku ulogu, ovisno o tipu i stadiju tumora (Chalkiadaki i Guarente, 2015).
Tumorske stanice imaju povecane koncentracije (klasi¢cnih) HDAC. Hipoksija, koja je Cesta u
tumorskim tkivima, odgovorna je za prekomjernu ekspresiju razreda I HDAC-a, $to uzrokuje
aktivaciju HIF-1a i promovira angiogenezu (Liang i sur., 2006). Prekomjerna ekspresija HDACI1
posreduje smanjenju ekspresije pS3 i pVHL S§to rezultira povecanjem ekspresije HIF-1a, odnosno
HDACI induciraju angiogenezu negativnom regulacijom tumor-supresorskih gena (Kim 1 sur.,
2001). HDAC stimuliraju proliferaciju stanica 1 njihovo prezivljavanje te su prekomjerno
eksprimirane u karcinomu dojke, prostate, Zeluca i1 debelog crijeva (Kulka 1 sur., 2020). Inhibitori

HDAC-a poticu apoptozu stanica raka jajnika otpornih na cisplatinu (Muscolini i sur., 2008). Kim



1 njegovi suradnici (2012) su potvrdili korelaciju prekomjerne ekspresije HDAC i smanjene

osjetljivosti na cisplatinu na stanicnim linijama karcinoma jajnika SKOV3 i OVCAR3.

Antiangiogeni ucinak inhibitori HDAC-a- postizu utiSavanjem proangiogenih gena poput
gena za Cimbenik rasta krvozilnog endotela (VEGF) 1/ili gena za endotelnu sintazu dusSikovog
oksida (eNOS) (Zupkovitz i1 sur., 2006). Jedan od moguéih mehanizama djelovanja je
hiperacetilacija podjedinice HIF-la i posljedi¢no degradacija te podjedinice, pa nema ekspresije
VEGF-a (Jeong i sur., 2002). Lijekovi inhibitori dokazano smanjuju koli¢ninu receptora VEGF na
stanicama neuroblastoma (Deroanne i sur., 2002). Smanjena aktivnost HDAC povecava ekspresiju
glavnog sustava tkivne podudarnosti (MHC, engl. Major Histocompatibility Complex) i
kostimuliraju¢ih molekula §to rezultira aktivacijom stanica T (Woan i sur., 2015). Izlaganje stanica
karcinoma dojke, prostate i1 guSteraca inhibitorima HDAC- povelava osjetljivost na lizu

posredovanu T-stanicama (Gameiro 1 sur., 2016).

1.1.4. Polarizacija makrofaga

Makrofagi su Siroko rasprostranjeni u organima i vezivnom tkivu, a imaju sredi$nju ulogu
u urodenoj i adaptivnoj imunosti. Stanice makrofagne loze potjecu od usmjerenih prastanica u
kostanoj srZi, a njihov nastanak je potaknut ¢imbenikom rasta monocita (M-CSF, engl. Monocyte
colony stimulating factor). Sazrijevanjem prastanica nastaju monociti koji ulaze u krvni optjecaj i
cirkuliraju, te se premjestaju u tkiva u kojima se razvijaju u makrofage. Makrofagi djelovanjem
inducibilne dusik oksid sintaze (iNOS, engl. Inducibile nitric oxide synthase) stvaraju reaktivne
radikale dusika. iNOS je citosolni enzim odsutan u miruju¢im makrofagima, ali se moze inducirati

u odgovoru na IFN-y. iNOS katalizira pretvorbu arginina u citrulin pri ¢emu se oslobada NO.

Ovisno o aktivacijskom stanju, makrofagi imaju sposobnost sprjeCavanja 1 poticanja rasta
1 Sirenja tumora. Makrofagi aktivirani na klasi¢an nacin ili M1 makrofagi mogu unistiti brojne
tumorske stanice mehanizmima kojima i uobi¢ajeno uniStavaju zarazne mikroorganizme. Medu
tim mehanizmima uni$tavanja isti¢e se proizvodnja duSikova oksida (NO) za koji je u nekim
misjim modelima dokazano da moze unistiti tumor in vitro, ali i in vivo. Klasi¢na aktivacija
makrofaga moze biti inducirana interferonom y (IFN-y) ili mikrobnim podrazajima kao $to su
primjerice, ligandi mikroorganizama vezani za receptor TLR te citokinima poput TNF-a.

Makrofagi M1 su uspjeSne imunosne izvrSne stanice akutnog upalnog fenotipa, sposobne u
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ubijanju mikroorganizama i tumorskih stanica. Ove stanice luce visoke razine klasi¢nih proupalnih
citokina kao $to su TNF-a, interleukine IL-1, IL-6, IL-12 ili IL-23 te povecavaju koncentraciju
dusikovog oksida (NO), superoksidnih aniona i slobodnih radikala kisika (Abbas i sur., 2015). M1
eksprimiraju visoke razine antigena glavnog sustava tkivne podudarnosti MHC) klase I i II,

potrebnih za predoCavanje tumorski specificnih antigena (DeNardo i Ruffell, 2019).

Makrofagi aktivirani alternativnim nacinom ili M2 makrofagi, izvor su VEGF-a, TGF-8,
MMP-a ¢ime pospjesuju angiogenezu i uzrokuju promjene u izvanstani¢cnom okolisu. Alternativnu
aktivaciju makrofaga poticu citokini IL-4 1 IL-13 koje proizvode pomo¢nicki limfociti Th2 1 drugi
leukociti te djeluju kako bi obuzdali upalu. Oni takoder mogu poticati cijeljenje tkiva i fibrozu
lu¢enjem ¢imbenika rasta koji poti¢u proliferaciju fibroblasta (PDGF), sintezu kolagena (IL-13,
TGF-B) te angiogenezu (FGF) (Abbas i sur., 2015). Makrofagi M2 imaju slabu sposobnost
predocavanja antigena. U mnogim tumorima prisutno je poticanje fenotipa M25to pogoduje rastu
tumora. Makrofagi M1 imaju citotoksi¢na 1 antitumorska svojstva, a M2 imaju protumorska
svojstva (Slika 3) (Mantovani i sur., 2004). Tumoru pridruzeni makrofagi (TAM, engl. tumor-
associated macrophages) odrzavaju fenotip sli¢an fenotipu M2 primanjem polarizacijskih signala
iz malignih stanica. Imaju visoku ekspresiju lektinskih receptora tipa C, stabilina-1 1 Arg-1
(Mantovani i sur., 2004). Izlu¢uju brojne ¢imbenike rasta (VEGF, PDGF, TGF-$), IL-§, MMP
proteine, plazmin, urokinazni plazminogen aktivator i receptor, kemokine 1 dr. (Krecicki 1 sur,
2001; Balkwill, 2004; Giraudo 1 sur., 2004; Hagemann i sur, 2006), a sve to pogoduje
napredovanju tumora. Prognoza pacijenata sa solidnim tumorima je loSa u odnosu na gustoc¢u
TAM i njegovih biljega (Bingle i sur., 2002; Qian i Pollard, 2010), osim kod karcinoma ne-malih
stanica plu¢a (NSCLC, engl. non-small cell lung carcinoma) (Kerr 1 sur., 1998; Kim 1 sur., 2008).

M1 makrofagi povecavaju regulaciju enzima iNOS koji katalizira pretvorbu L-arginina u
NO 1 citrulin, dok M2 makrofagi povecavaju ekspresiju enzima Arg-1, a ta dva enzima su
kompeticiji za L-arginin (Rodriguez i Ochoa, 2008; Tugal i sur, 2013). Arginaza je krajnji enzim
u ciklusu ureje koji pretvara L-arginin u ureu 1 L-ornitin te ima vaZznu ulogu u uklanjanju
amonijevih iona iz tijela. Aktivno mjesto arginaze sadrzi mangan, te se pojavljuje u dvije izoforme
(Arg-1 1 Arg-2) (Berg i sur., 2007). Promijenjeni metaboli¢ki putevi u tumorima, ukljucuju i
promjene u koncentraciji L-arg. Primjerice, koncentracija L-arg u srzi solidnih tumora moZe biti 5

puta niza nego u periferiji tumora (Pan 1 sur., 2016). Arginazu povecano eksprimiraju tumorske
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stanice, ali 1 stromalne stanice tumora (Gannon i sur., 2010; Mussai i sur., 2013, 2015).
Prekomjerna ekspresija Arg-1 je lo§ prognostic¢ki ¢imbenik u razli¢itim tipovima raka, ukljucujuéi
neuroblastom, akutnu mijeloidnu leukemiju (AML), karcinom gusterace, karcinom jajnika i
kolorektalni karcinom (Ino i sur., 2013; Mussai i sur., 2013, 2015; Czystowska-Kuzmicz i sur.,

2019; Ma i sur., 2019) .

M1 M2
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Slika 3. Induktori i odabrana funkcionalna svojstva razli¢itih populacija polariziranih makrofaga.
Makrofagi polariziraju i poprimaju razlic¢ita funkcionalna obiljezja kao odgovor na signale iz okolisa.
Izlaganje signalima IFN-y i LPS pokre¢u M1 polarizaciju s potencijalnim citotoksi¢nim i antitumorskim
svojstvima. M2a (inducirani citokinima IL-4 i IL-13), Mb2 (inducirani kombiniranim izlaganjem
imunokompleksima i TLR ili agonistima IL-1R), M2c (inducrani citokinom IL-10) opcenito imaju
protumorska svojstva. DTH - hipersenzitivnost odgodenog tipa (engl. delayed-type hypersensitivity); 1C-
imunokompleksi; IFN-y- interferon-y; iNOS- inducibilna dusik sintaza; LPS- lipopolisaharid; MR —
receptor za manozu; PTX3 — dugi pentraksin PTX3, RNI — reaktivne vrste dusika (engl. reactive nitrogen
intermediates; ROI —reaktivne vrste kisika (engl. reactive oxygen intermediate); SLAM- signalna molekula
aktivacije limfocita (engl. signaling lymphocytic activation molecule; SR — receptori Cistaci (engl.

scavenger receptors); TLR -Toll-like receptor (preuzeto i prilagodeno prema Mantovani i sur., 2004).
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1.2. Kemoterapija

Lijekovi koji se koriste u kemoterapiji dijele se na citostatike i citotoksike. Djeluju
neselektivno, odnosno ciljaju sve stanice koje imaju ubrzanu stopu proliferacije neovisno radi li se
o zdravom ili tumorskom tkivu. U kemoterapiju se ubrajaju alkilirajuci spojevi i lijekovi bazirani

na platini, antimetaboliti i organski spojevi (biljni alkaloidi).

Alkilirajuéi spojevi mogu stvarati adukte DNA kovalentno se vezu¢i preko alkilne grupe.
Mogu djelovati tijekom svih faza stani¢nog ciklusa. Takvi su primjerice klorambucil i
ciklofosfamid. Lijekovi bazirani na platini, kao $to su cisplatin i karboplatin, stvaraju kovalentne

veze preko atoma platine.

Antimetaboliti su spojevi strukturno slicni endogenim molekulama, npr. dusi¢énim bazama
u DNA, stoga mogu imitirati njihovu ulogu i inhibirati sintezu nukleinskih kiselina.

Florodeoksiuridilat (F-dUMP) i metotreksat djeluju kao antimetaboliti.

Biljni alkaloidi vinkristin i vinblastin se vezu za tubulin i sprjeCavaju formiranje
mikrotubula, dok paklitaksel (taksol) se veze za B-tubulinsku podjedinicu polimera i stabilizira
mikrotubule tako da se ne mogu depolimerizirati. Na taj nacin se koriste dvije suprotne strategije

kako bi se destabiliziralo mitotsko vreteno i izazvala mitotska katastofa (Pecorino, 2012).

1.2.1. Cisplatina

Michele Peyrone je 1845. godine otkrio cisplatinu, a 1985. godine biofizi¢ar Barnett
Rosenberg njeno inhibirajuée djelovanje na stani€nu diobu (Trimmer 1 Essigmann, 1999).
Cisplatina pripada skupini lijekova baziranih na platini koji se koriste kao konvencionalna

kemoterapija.

Cisplatina je molekula topljiva u vodi. Sadrzi atom platine (Pt) vezan s 4 funkcionalne
grupe. Veza Pt-N je kovalentna veza i ireverzibilna je, a veza Pt-Cl je nesto slabija. Kloridni ion
(CI) se zamijeni s vodom u plazmi 1 citosolu prije nego $to se molekula veZze na N7 gvanina i
adenina na ciljnoj DNA (Pecorino, 2012). Ovaj proces zamjene kloridnih iona molekulama vode,
¢ime se molekula cisplatine zapravo aktivira, dogada se zbog niske koncentracije kloridnih iona u
citosolu 1 zato Sto su kloridni ioni jaki elektrofili (Dasari 1 Tchounwou, 2014). MoZe nastati

molekula cisplatine koja ima zamijenjen jedan ili oba kloridna iona molekulama vode. Istrazivanja
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in vitro su pokazala da je produkt s jednom molekulom vode reaktivniji od produkta s dvije
molekule vode §to se tice DNA vezanja (Davies i sur., 2000). Stvaraju se adukti GG, AG 1 GXG
(gdje X predstavlja bilo koju bazu) i1 takvo oSte¢enje DNA potice apoptozu (Pecorino, 2012).
Mehanizam djelovanja cisplatine je i induciranje oksidacijskog stresa stvarajuci reaktivne kisikove
vrste (ROS, engl. reactive oxygen species) kao $to su hidroksil radikali i1 superoksid, §to ovisi o
koncentraciji cisplatine i vremenu izlaganja (Brozovic i sur., 2010). ROS uzrokuje lipidnu
peroksidaciju, depleciju sulthidrilnih grupa, mijenja razli¢ite signalne puteve Sto dovodi do
ostec¢enja DNA 1 posljedi¢no apoptoze stanice (Florea i Biisselberg, 2011). ROS djeluje i na
mitohondrijsku funkciju. Zajedno s Bax i Ca*", ROS uzrokuje osteéenje mitohondrijske DNA
(mtDNA) te dolazi do puknuéa mitohondrija. Puknu¢em mitohondrija oslobadaju se citokrom c 1
prokaspaza 9 koji se onda u citosolu vezu s Apaf-1 i ATP-om u apoptosmom, kompleks koji
aktivira kaspazu 9 i zapoc€inje kaspazna kaskadna reakcija, a rezultat je smrt stanica (Fuertes i sur.,
2003). Cisplatina moZe uzrokovati 1 vanjski put apoptoze aktiviranjem receptora Fas (Fuertes 1
sur., 2002). Glavna meta cisplatine je genomska DNA (gDNA) iako se samo 1% koliCine cisplatine

veze na nju (Lin i sur., 2002).

Cisplatina se ve¢ dugo vremena koristi kao kemoterapeutik uglavnom u lijecenju solidnih
tumora (Xu 1 Gewirtz, 2022). Medutim, primjena cisplatine je ograni¢ena zbog nuspojava kao §to
je primjerice nefrotoksicnost (Arany 1 Safirstein, 2003; Kong 1 sur., 2018, 2019). Najveca mana
cisplatine je stvaranje otpornosti kod nekih tipova malignih tumora (Fuertes i sur., 2003).
Djelovanjem cisplatine stvara se oksidacijski stres, pa se u kombinaciji koriste i antioksidansi kako

bi se smanjio Stetan uc¢inak (Conklin, 2004; Longchar i Prasad, 2015).
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1.3. Resveratrol

Biljke proizvode resveratrol (3,5,4"-trihidroksi-trans-stilben), prirodni fitoaleksin, koji im
sluzi za zaStitu od okoliSnog stresa i invazije patogena. Resveratrol se moze izolirati iz vise od 70
biljaka (Aggarwal i sur., 2004). Pripada skupini stilbena, ne-flavoidnih polifenola. Prisutan je u
kikirikiju, pistacijama, borovnicama, bijeloj murvi, grozdu, a posebno je ovojnica bobice grozda
bogata resveratrolom (Burns i sur., 2002; Li i sur., 2021). Takoder, resveratrol se moze pronaéi i
u svjezem soku od brusnice, kakau, tamnoj ¢okoladi i drugim namirnicama (Hurst 1 sur., 2008).
Casa crvenog vina (u dozi 0,15-0,2 L za zene 1 0,3-0,4 L za muSkarce) konzumirana uz obrok
dnevno ima zastitni u¢inak na ljudsko zdravlje (Nelson i Kolls, 2002). Resveratrol aktivira enzim
sirtuin SIRT-1 koji promovira prezivljenje u uvjetima stresa (Penumathsa i Maulik, 2009; Huber i
Superti-Furga, 2011). Medureakcijom s ciklooksigenazama COX-1 1 COX-2, resveratrol suprimira
proupalne ¢imbenike (Yar i sur., 2010; Kutil i sur., 2014). Brojna istrazivanja su pokazala
protutumorski ucinak resveratrola djelovanjem u raznim signalnim putevima (Cao i sur., 2004;
Kotha i sur., 2006; Su i sur., 2007; Ji 1 sur., 2013, 2015; Buhrmann i sur., 2019; Ashrafizadeh i

sur., 2020), Sto je saZeto prikazano na Slici 4.

Resveratrol se pojavljuje u obliku dva razli¢ita izomera, cis-izoformi i trans-izoformi. Cis-
izoforma resveratrola je nestabilna, stoga nije komercijalno dostupna. Trans-izoforma resveratrola
(trans-resveratrol) je stabilnija, ali se pretvara u cis-izoformu kada je izloZena visokom pH ili UV
svjetlu (Vian 1 sur., 2005). Trans-resveratrol ima antitumorska svojstva i brojne pogodnosti za
zdravlje, stoga su brojna istrazivanja usmjerena na terapeutsko djelovanje trans-resveratrola (Ren

1sur., 2021).

Zbog svojih antioksidacijskih, protutumorskih, protuupalnih i kardioprotektivih svojstava,
resveratrol ima veliki potencijal kao komplementarno djelotvorno svojstvo konvencionalnoj
kemoterapiji (Trimmer 1 Essigmann, 1999; Harikumar i sur., 2010). Antioksidacijski ucinci
resveratrola temelje se na uklanjanju slobodnih radikala te regulaciji funkcije mitohondrija (Huo 1
sur., 2022). Primjena resveratrola u nizim koncentracijama utjece na zaustavljanje ranih faza
razvoja tumora. Resveratrol mozZe imati prooksidacijsko djelovanje ako se primjenjuje u visSim

koncentracijama te moze potaknuti apoptozu malignih stanica (Shaito 1 sur., 2020).
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Slika 4. Shematski prikaz razlicitih signalnih puteva ciljanih resveratrolom kao strategija u
lijeenju tumora. Resveratrol: (I) smanjuje ekspresiju B-katenina i blokira nuklearnu translokaciju
B-katenina tako Sto inhibira IncRNA MALATTI; (II) suprimira epitelno-mezenhimsku tranziciju
(EMT) induciranu putem TGF-/Smad ; (IIT) smanjuje DNA-vezujucu aktivnost ¢imbenika kB
(NF-kB) te inhibira proliferaciju tumorskih stanica; (IV) inhibira posredovanu p-PI3K/p-AKT
nuklearnu akumulaciju transkripcijskog ¢imbenika FOXO3a; (V) suprimira fosforilaciju Src-
STAT3 i inducira apoptozu tumorskih stanica; (VI) inhibira aktivaciju HIF-1a induciranu putem

AKT/MAPK 1 ubrzava razgradnju HIF-1a (preuzeto i prilagodeno prema Ren i sur., 2021).
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1.4. Hipertermija

Hipertermija se moze koristiti u terapiji tumora zbog citotoksi¢nih ucinaka poviSenih
temperatura na tumorske stanice (Youssef i Amin, 2022). Hipertermija se pokazala uspjeSnom u
poboljsanju ucinkovitosti kemoterapija i radioterapija koje se koriste u lije¢enju solidnih tumora.

Poboljsava akumulaciju, raspodjelu i u€inkovitost kemoterapeutika (Dunne 1 sur., 2020).

Istrazivanja su pokazala da temperature izmedu 41 °C i1 44 °C povecéavaju toksi¢ni u¢inak

na tumorske stanice. Stani¢ne promjene izazvane hipertermijom ukljucuju:

e povedanje stanicne permeabilnosti $to poveéava unos Ca**, iona koji stimuliraju
proteine ukljucene u signalnu kaskadu apoptoze, te povecavanje prijenosa lijeka u
stanicu;

e razaranje citoskeleta; povecanje pora tumorskih stanica Sto olakSava dostavu lijeka;

e promjene mitotskog vretena, promjene u organizaciji centrosoma, denaturaciju
proteina §to dovodi do stvaranja viSejezgrenih neklonogenskih stanica;

e stvaranje dvolancanih lomova DNA zbog denaturacije i disfunkcije proteina
potrebnih za popravak oStecenja DNA;

e poticanje apoptoze stvaranjem reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) 1 povecanom

ekspresijom pro-apoptotskog gena BAX (Youssef i Amin, 2022).

Osim $§to izravno ubija tumorske stanice, hipertermija aktivira 1 antitumorsku imunost kao

neizravni u¢inak. Hipertemija povecava klastogeni ucinak cisplatine (OrSoli¢ 1 Car, 2014).
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1.5. Proteini toplinskog stresa

Proteini toplinskog stresa (HSP, engl. heat shock proteins) su molekularni Saperoni koji
odrzavaju homeostazu pravilnim smatanjem i aktivacijom proteina u stanici. Ekspresija HSP se
povecava izlaganjem stanica fizioloSkim i okoliSnim stimulatorima, kao Sto su hipertermija,
anoksija, UV svjetlo, toksini, kemijski agensi ili neka druga sredstva koja narusavaju homeostazu
(Jaatteld, 1999; Hartl i sur., 2011; Kim i sur., 2013). Superporodica HSP podijeljena je u nekoliko
porodica koje su dobile ime prema njihovim pribliznim molekulskim masama: mali proteini HSP,
HSP-60, HSP-70, HSP-90 i HSP-110 (Pockley 2003). HSP imaju ulogu u regulaciji apoptoze,
autofagiji, mati¢nosti tumorskih stanica, EMT-u, metabolizmu lipida, angiogenezi, tumorskoj
imunosti, podrzavaju tumorski rast i razvoj (Mosser i sur., 1997; Ciocca i Calderwood, 2005; Cook
1 sur., 2016; Ono 1 sur., 2020; Albakova 1 sur., 2020). Izvanstanicni HSP mogu djelovati kao
okidaci imunosnog odgovora, $to je uvjetovalo razvoju imunoterapija baziranih na HSP (Stangl 1
sur., 2011; Albakova i sur., 2021). Tablica 2 sazeto prikazuje poveznicu imunomodulatornih
puteva i patoloskih stanja u koja su uklju¢eni HSP-70 i HSP-90 (Gross i sur., 2003; Borges i sur.,
2012; Mbofung i sur., 2017).

Tablica 2. Imunomodulatorna uloga HSP-70 i HSP-90 u kroni¢nim upalnim stanicama i tumorima

HSP Patoloska stanja Imunomodulatorna funkcija

HSP-70 Kroni¢ne upalne bolesti Potice stvaranje protupalnih citokina. Reagira s
dendritickim stanicama 1 monocitima, vezujuci se za
endocitne receptore Sto rezultira otpustanjem

protuupalnih citokina IL-10 i imunosupresijom.

HSP-70 Tumori Vezanje HSP-70 sa receptorom CD94 na stanicama

NK rezultira citolitickim razaranjem stanica tumora.

HSP-90 Tumori Povezan s protutumorskim odgovorom

posredovanim T-limfocitima.

Otpusten izvan stanica, HSP-70 se moze nalaziti u slobodnom i topljivom obliku, u
kompleksu s antigenskim peptidima tumora te u obliku eksosoma (Vostakolaei i sur., 2021). HSP-
70, ¢ija je koncentracija u malignim stanicama jako visoka, suprimira apoptozu, dopustajuci

progresiju tumora (Mosser 1 sur., 1997). Prekomjerna koncentracija HSP-70 povezana je 1 s
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otpornos¢u na kemoterapiju (Garrido 1 sur., 2003; Jego i sur., 2013). Smanjenje koncentracije
HSP-70 je povezano sa stani¢nom smrti tumorskih stanica (Davies i sur., 2000). Smanjena
ekspresija HSP-70 u stanicama moze poboljsati u¢inkovitost terapija u lijeCenju tumora (Saenz-

Santamaria i sur., 1995; van lersel i sur., 1996).

Prekomjerna ekspresija HSP-90 je povezana s brojnim bolestima, razli¢itim tipovima
tumora, virusnim infekcijama, upalom i neurodegenerativnim bolestima (Whitesell i Lindquist,
2005; Luo i sur., 2010; Geller i sur., 2012 ). Ekspresija HSP-90 je povezana s aktivacijom HIF-1a
1 NF-«xB te time s EMT-om, invazijom i migracijom tumorskih stanica (Nagaraju i sur., 2015).
Razine HSP-90 imaju potencijal kao biomarkeri loSe prognoze u raku pluca, karcinomu jednjaka,
raku mjehura, melanomu i leukemijama (McCarthy i sur., 2008; Z4&kova i sur., 2013; Huang 1
sur., 2014). Blokiranje ili neutraliziranje proteina HSP-90 inhibira pokretljivost tumorskih stanica

in vitro 1 metastaziranje tumora in vivo (Tsutsumi i sur., 2008).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj rada jest istraziti zdruzeno djelovanje cisplatine 1 otopine resveratrola u hipertermalnim
uvjetima na inhibiciju brzo rastu¢eg Ehrlichovog solidnog tumora (EAT) pra¢enjem razine VEGF-
a, MMP-2 i MMP-9 te polarizacije makrofaga. Nadalje, cilj je utvrditi moze li viSemodalni pristup
s hipertermijom i resveratrolom dokinuti otpornost tumorskih stanica na cisplatinu kroz
modulaciju aktivnosti HDAC-a i razine HSP-70 1 HSP-90 te tako doprinijeti direktnoj toksi¢nosti
na stanice tumora, inhibiciji angiogeneze i rasta tumora, te posljedicnom povecanju zivotnog

vijeka miSeva.
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3. MATERIJALI Il METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Pokusne Zivotinje

Za istrazivanje su koriSteni Swiss albino miSevi. Koristeni misevi su bili stari 2-3 mjeseca,
teski 20-25 g te su uzgojeni na Zavodu za animalnu fiziologiju Prirodoslovno-matematickog
fakulteta, Sveucilista u Zagrebu. Istrazivanje je provedeno na ukupno 80 miSeva podijeljenih u 4
pokusne skupine po 20 miSeva s obzirom na obradu (1. kontrolna skupina: fizioloska otopina +
hipertermija; 2. skupina: cisplatina + hipertermija; 3. skupina: resveratrol + hipertermija 1 4.
skupina: cisplatina + resveratrol + hipertermija). MiSevi su hranjeni standardnom hranom za
laboratorijske zivotinje (4RF 21 Mucedola S.R.L., Settimo Milanese, Italija) uz stalnu dostupnost
vode. Uzgajani su u standardnim uvjetima: dnevni ritam od 12 sati dana i 12 sati mraka,

temperatura 24 °C uz kontroliranu vlaznost zraka.

Istrazivanje je provedeno prema etickim nacelima Republike Hrvatske prema Pravilniku
o zaStiti zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (Narodne Novine br. 19/1999; Zakon o zastiti
zivotinja te Narodne novine br. 102/17) te sukladno Vodicu za drZanje i koriStenje laboratorijskih

zivotinja (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, DHHS Publ. (NIH) # 86-23, 1985).

3.1.2. Tumorske stanice
Ehrlichov ascitesni tumor (EAT) se pojavljuje kod miSeva kao spontani karcinom mlijecne

zlijezde. EAT je brzorastu¢i, agresivni, maligni tumor slabe diferenciranosti.

U svrhu izazivanja solidnog tumora EAT za ovo istraZivanje, mi$evima je injicirano 1x10°

stanica EAT subkutano (sc) u bedro.

3.1.3. Laboratorijska oprema

e spektrofotometar: Libra S22, Biochrom,UK

20



e homogenizator: Bandelin Sonoplus, Bochem Laborbedarf, Njemacka
e centrifuge: TermoFisher Scientific; MIKRO 200R, Hettich, Njemacka
e analiticka vaga: Kern i Sohn GmbH ABS 220-4, Njemacka

e mikrotitarski ¢ita&: Infinite M Plex, TECAN, Svicarska

e vorteks: Vortex Genius 3, IKA, SAD

3.1.4. Resveratrol
Otopina resveratrola je pripremljena otapanjem resveratrola (Evolva SA, Svicarska) u
procis¢enoj vodi uz dodatak dimetil sulfoksida (DMSO) koriste¢i najmanju mogucu koli¢inu

DMSO (16 mg/mL) u svrhu povecanja njegove topljivosti. Otopina resveratrola davala se per os

(po) u dozi od 50 mg/kg.

3.1.5. Cisplatina
Cisplatina (Pliva, Zagreb, Hrvatska) je miSevima injicirana intraperitonealno (ip) u dozi od

2,5 mg/kg desetog 1 dvanaestog dana te u dozi od 5 mg/kg petnaestog dana.

3.1.6. Hipertemija
Sve 4 pokusne skupine miSeva su izlagane sustavnoj hipertermiji koja je provedena prema

protokolu uz promjene u vremenu i temperaturi izlaganja (Duhan 1 sur., 2012).

Neposredno nakon davanja cisplatine ili resveratrola, 0,5 mL fizioloske otopine koja je
prethodno zagrijana u vodenoj kupelji na 41 °C, injicirana je intraperitonealno (ip) miSevima kako
bi se izazvala intraperitonealna hipertermija. Nakon primjene intraperitonealne hipertermije,

zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji u inkubatoru pri 41 °C tijekom 15 minuta.
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3.2. Metode

3.2.1. Obrada Zivotinja

Nakon mjerenja tjelesne tezine, misevi su podijeljeni u 4 pokusne skupine po 20 jedinki te
je u njih subkutano (sc) u bedro injicirano 1x10° EAT stanica §to oznacava 0. dan pokusa. Od
drugog (2.) dana pokusa miSevima je dan resveratrol u dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom 5
dana u nizu. MiSevima je injicirana cisplatina u dozi od 2,5 mg/kg (ip) 10. 1 12. dana te dozom od
5 mg/kg 15. dana. Neposredno nakon davanja cisplatine i/ili resveratrola, miSevi su izlozeni
sustavnoj hipertermiji. Kontrolna skupina obradena je ip s fizioloSkom otopinom i izloZena
sustavnoj hipertermiji. Doza 50 mg/kg odabrana je sukladno literaturi (Carter i sur., 2014;

Alobaedi i sur., 2017; Davatgaran-Taghipour i sur., 2017; Kim i sur., 2017).

Misevi su zrtvovani 16. dan pokusa (24 h nakon zadnje obrade). Iz svake skupine je
Zrtvovano po 10 Zivotinja. Zivotinje su anestezirane i analgezirane ip primjenom Narketana®
(Vetoquinol S.A., BP 189 Lure Cedex, Francuska) i Xylapana® (Vetoquinol Biowet Sp., Gorzow,
R. Poljska) u dozi od 25 mg/kg nakon cega su prikupljena tumorska tkiva za daljnje analize.

Skladistena su na -80 °C, a nakon vaganja u epice ili obrade tkiva su ¢uvana na -20 °C.

Drugi dio zivotinja (10 po skupini) ostavljen je za pra¢enje veli¢ine tumora i prezivljavanja.

3.2.2. Pradenje promjene mase Zivotinja

Prije pocetka izvodenja pokusa, obavljena su mjerenja tjelesne mase za svaku zivotinju
pojedina¢no pomocu digitalne vage. Zatim su Zivotinje, sukladno slicnim masama (£ 3 g),
podijeljene u skupine. Na temelju mase Zivotinja za pojedinu skupinu odredena je koli¢ina
pojedinacnih pripravka koje su davane tijekom obrade Zivotinja. Promjene mase Zivotinja su

pracene tijekom izvodenja pokusa.

3.2.3. Pradenje promjene volumena tumora i inhibicije rasta tumora
Pomocu kalipera mjerene su duZine 1 Sirine tumora, potrebne za izracun volumena tumora:

Sirina tumora? x duzina tumora
2

Volumen tumora (mm?) =
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Nadalje, iz dobivenih podataka racuna se postotak inhibicije tumora (%TVI) prema

formuli:

sred.vrij. vol. tumora onery — Sred. vrij. vol. tumora ret grupa)* 100
%TVI =

sred. vrij. vol. tumora ontr)

3.2.4. Prezivljavanje
Za pracenje prezivljavanja pokusnih misSeva pratili su se spontani slucajevi smrti nakon
obrade misSeva. Dan uginuca i broj uginulih miSeva unutar svake tretirane skupine su se biljezili

od 0. dana pokusa.

3.2.5. Odredivanje koncentracije proteina u uzorcima tumorskog tkiva metodom po
Lowryju

Metoda po Lowryju se temelji na stvaranju kompleksa dvovalentnog iona bakra Cu®" s
peptidnim vezama u luznatim uvjetima. Pritom se reducira u monovalentni ion bakra Cu®. Cu'i
ostaci tirozina, triptofana i cisteina iz proteina reagiraju s Folinovim reagensom, pri ¢emu nastaje

nestabilni produkt koji se zatim reducira do molibden/volfram plavog (Lowry i sur., 1951).

Za metodu po Lowryju pripremila sam 30 uzoraka. [zvagala sam 50 mg tumorskog tkiva
za svaku epruvetu. U svaku epruvetu sam dodala 500 puL 0,1 M PBS-a, homogenizirala te

centrifugirala 15 minuta na 15000 rpm. Supernatant sam prebacila u nove epruvete.

Homogenate tumorskog tkiva sam razrijedila 10x. U staklene epruvete sam stavila 100 uL.
uzorka 1 2 mL otopine D (Tablica 3) te ih inkubirala 10 min na sobnoj temperaturi. Nakon toga
dodala sam 200 pL otopine D (Tablica 3), vorteksirala 1 inkubirala u mraku 30 min na sobnoj
temperaturi. Absorbanciju uzoraka sam izmjerila spektrofotometrom na A = 600 nm. Kao standard

koristila sam albumin govedeg seruma BSA (engl. bovine serum albumin) koji sam prethodno

pripremila u poznatim koncentracijama (2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,0312; 0,0156 mg/mL).

Pomocu bazdarnog pravca izraunate su koncentracije proteina. Koncentracija proteina je

izrazena kao mg proteina/mL uzorka.
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Tablica 3. Priprema otopina za odredivanje koncentracije proteina metodom prema Lowryju

Otopina Priprema otopine

Otopina A 9,6 g Na,CO3 + 480 mL 0,1 M NaCl

Otopina B 0,1 g natrij-kalij tartarat + 10 mL dH,O

Otopina C 0,05 g CuSO4 x 5H,O + 10 mL dH-,O

Otopina D pomijesati otopine u omjeru A:B:C=48:1:1

Otopina E pomijesati Folin & Ciocalteu's phenol reagens i
dH,O u omjeru 2:1 (npr. 14 mL Folin & Ciocalteu's
phenol reagens + 7 mL dH,0O)

3.2.6. Odredivanje koncentracije VEGF-a
Za odredivanje koncentracije ¢imbenika VEGF koristio se misji komplet VEGF
Quantikine® ELISA kit (R&D Systems, Inc., SAD).

Sve otopine, standardi, kontrole i uzorci su pripremljeni prema uputama u kompletu. U
svaku jazicu dodala sam 50 pL otopine RDIN. Zatim sam u odgovarajuce jazice nanijela standard,
kontrolu ili odgovarajuéi uzorak, u volumenu od 50 uL. Inkubacija je trajala 2 sata na sobnoj
temperaturi. Nakon ispiranja, dodala sam 100 pL miSjeg konjugata VEGF u jaZice i ponovno
inubirala 2 sata na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja, dodala sam 100 pL otopine supstrata 1
inkubirala 30 min u mraku na sobnoj temperaturi. Zatim sam dodala 100 pL otopine za
zaustavljanje reakcije. Apsorbancije sam ocitala pomocu ¢itaca mikrotitarskih plo¢ica na A=450

nm te sam pomocu standardne krivulje izracunala koncentracije VEGF-a.

3.2.7. Odredivanje koncentracije matriks metaloproteinaze 2 (MMP-2)

Za odredivanje koncentracije MMP-2 koriSten je misji komplet MMP2 ELISA kit
proizvodaca Biospes (BEK1157, Chongqing Biospes Co., Kina). Komplet je baziran na metodi
ELISA sendvic-test. Poliklonsko antitijelo anti-MMP2 je vezano na dno jazica, a za detekciju
MMP-2 koristeno je poliklonsko obiljezeno s biotinom anti-MMP?2 antitijelo. Standardi, uzorci i
biotin-obiljezeno antitijelo su u jaZice dodavani pravovremeno prema uputama i ispirani puferom
za ispiranje. Dodan je Avidin-Biotin-Peroksidaza kompleks, a nevezani konjugati su isprani. Za

vizualizaciju enzimatske reakcije hrenove peroksidaze (HRP) koriSteni su supstrati TMB. HRP
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katalizira supstrat TMB pri ¢emu se stvara plava boja koja prelazi u zutu kada se doda kisela
otopina za zaustavljanje reakcije (stop solution). JaCina Zute boje je razmjerna koli¢ini MMP-2 u
uzorku. Apsorbancije su ocitane na valnoj duljini od 450 nm u ¢itacu mikrotitarskih plocica i

izraCunate su koncentracije MMP-2.

3.2.8. Odredivanje koncentracije matriks metaloproteinaze 9 (MMP-9)

Za odredivanje koncentracije MMP-9 koriSten je miSji komplet MMP9 ELISA kit
proizvodaca Biospes (BEK 1163, Chongqing Biospes Co., Kina). Princip je isti kao Sto je opisano
u 3.2.7., samo su koriStena poliklonska anti-MMP9 antitijela vezana za dno jazice i poliklonsko
obiljezeno s biotinom anti-MMP9 antitijelo. Apsorbancije su o€itane na valnoj duljini od 450 nm

pomocu Citaca za mikrotitarske plocice 1 izracunate su koncentracije MMP-9.

3.2.9. Mjerenje duSikovog oksida metodom prema Griessu

Dusikov oksid (NO) je bitan fizioloski prijenosnik i izvrSna molekula u brojnim bioloSkim
sustavima, ukljuc¢ujuéi tkiva imunoloskog, ziv€anog i kardiovaskularnog sustava (Dawson i
Dawson, 1995). Kako bi se ispitalo stvaranje NO, mjeri se razina nitrita (NO2"), a analiza se temelji

na reakciji diazotacije koju je prvi opisao Griess 1879. godine.

Koristen je komplet Griess reagent system proizvodaca Promega (SAD) koji se temelji na
kemijskoj reakciji koja koristi sulfanimid i N-1- naftiletilenediamin dihidroklorid (NED) u kiselim
uvjetima (fosforna kiselina). Ovaj sustav otkriva ione nitrita u razli¢itim bioloskim 1
eksperimentalnim teku¢inama (plazma, serum, urin, medij za kulturu tkiva) pri ¢emu osjetljivost
nitrita ovisi o vrsti tekuc¢ine. Granica detekcije je 2,5 uL nitrita (u jako cistoj, deioniziranoj,
destiliranoj vodi). Otopine sulfanilamida i 1 NED-a se medusobno natjeCu za ione nitrita u
Griessovoj reakciji, stoga se bolja osjetljivost postize kada se dva reaktanta dodaju odvojeno
(Fiddler 1977). Za bolju kvantifikaciju iona nitrita potrebno je pripremiti referentne krivulje

standardne otopine nitrita, koristeci pri tom isti pufer ili otopinu u kojoj su ispitivani uzorci.

Dodala sam 50 pL uzorka u odgovarajuce jazice mikrotitarske plo¢ice. Zatim sam dodala
50 uL otopine sulfanilamida i ploc¢icu inkubirala 10 min u mraku na sobnoj temperaturi. Nakon

inkubacije, dodala sam 50 uL otopine NED 1 ponovila inkubaciju 10 min u mraku na sobnoj
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temperaturi. U ovom koraku pojavljuje se ruzicasto obojenje uzoraka u jazicama. Ocitane su
vrijednosti apsorbancija na mikroc¢itacu s filterom A = 540 nm. Kao standard koriSten je 0,1 M
natrijev nitrit otopljen u puferu u koncentracijama 100; 50; 25; 12,5, 6,25, 3,13; 1,56 uM). Pomoc¢u

referentne krivulje, odredila sam koncentracije nitrita u uzorcima.

3.2.10. Mjerenje aktivnosti arginaze

Za mjerenje razine aktivnosti arginaze (Arg-1) koriSten je komplet proizvodaca Sigma-
Aldrich (Arginase Activity Assay Kit, MAK112, Sigma-Aldrich Co. LLC, SAD). Ovaj komplet se
temelji na kataliti€koj sposobnosti arginaze u konverziji arginina do ureje i ornitinina. Ureja
specifiCno reagira s reagensom za razvoj boje pri ¢emu nastaje obojenje razmjerno aktivnosti
arginaze. Jedna jedinica arginaze predstavlja koli¢inu enzima dovoljnu za konverziju 1,0 umola

L-arginina do ornitina i ureje u minuti pri pH =9,5137 °C.

Uzorke, standard ureje, 5x supstratni pufer i ureja reagens sam pripremila prema uputama
iz kompleta. U odgovarajuce jazice dodala sam 10 pL 5x supstratnog pufera. Zatim sam sve
inkubirala 2 sata pri 37 °C. U svaku jaZicu dodala sam 200 pL pripremljenog reagensa ureje (jaZice
sa standardom ureje, vodom, uzorkom 1 jazicu za slijepu probu). Za zaustavljanje reakcije prvo
sam dodala 200 pL reagensa ureje u svaku jazicu, a potom jo§ 10 pL 5x supstratnog pufera u jaZice
za slijepu probu. Inkubacija mikrotitarske plocice trajala je 60 min na sobnoj temperaturi.
Apsorbancije sam izmjerila na valnoj duljini od 430 nm te sam aktivnost arginaze izracunala prema

formuli:

A430)uzorka — Aso)blank (ImM x 50 x 103)

(430)standarda — A(430)vode (V X T)

Activity =

gdje T oznaCava reakcijsko vrijeme u minutama, V volumen uzorka u jazici (uL), 1 mM

koncentraciju standarda uree, 50 reakcijski volumen (uL), 10° faktor pretvorbe mM do pM.

3.2.11. Odredivanje koncentracije proteina toplinskog stresa HSP-70 i HSP-90
Za odredivanje koncentracije proteina toplinskog stresa HSP-70 i HSP-90 koriSteni su
misji komplet HSP-70 ELISA kit i miSji komplet HSP-90 ELISA kit proizvoda¢a MyBioSource

prema naputku proizvodaca.
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U ELISA sendvic-testu je poznata koli¢ina monoklonskog antitijela, koje je specifi¢no za
HSP-70/HSP-90, naneSena u jazice mikrotitarske plocice. Standardi i uzorci se dodaju u
odgovarajuce jazice i inkubiraju odredeno vrijeme kako bi se antigen (HSP), ako je prisutan, vezao
za antitijelo. Nevezani antigeni se uklone ispiranjem, a u jazice se zatim doda sekundarno antitijelo
za koje je vezan enzim ili radioizotop. Vezanje tog obiljeZenog antitijela, koje prepoznaje
nepreklapajucu determinantu na antigenu, povecava se kako se povecava koncentracija antigena,

Sto omogucuje njegovu kvantifikaciju (Abbas i sur., 2015).

3.2.11.1. Odredivanje koncentracije HSP-70
Za odredivanje koncentracije proteina toplinskog stresa HSP-70 koriSten je mi§ji komplet

HSP-70 ELISA (MyBioSource, SAD).

U odgovarajuce jazice sam dodala po 50 pL standarda ili uzorka (homogenati tumora), a
za negativnu kontrolu 50 uLL PBS-a. U jazice s uzorcima dodala sam i 5 pL ,balans® otopine uz
mijeSanje. Zatim sam dodala po 100 puL konjugata u svaku jazicu (osim negativne kontrole).
Mikrotitarsku plocicu sam poklopila i inkubirala 1 h na 37 °C. Uslijedilo je ispiranje, a nakon toga
sam u jazice dodala po 50 pL supstrata A i po 50 pL supstrata B te inkubirala 20 minuta na 37 °C.
Nakon inkubacije dodala sam po 50 uL stop otopine za zaustavljanje reakcije. Izmjerila sam
apsorbancije (A=450 nm) pomocu citac¢a mikrotitarskih plo¢ica. Pomoc¢u standardne krivulje

izracunala sam koncentracije HSP-70.

3.2.11.2. Odredivanje koncentracije HSP-90

Za odredivanje koncentracije HSP-90 koriSten je mi§ji komplet HSP-90 ELISA
(MyBioSource, SAD). Pripremila sam standarde i uzorke prema uputama u kompletu i dodala ih
u odgovarajuce jazice po 100 uL. Mikrotitarsku plo€icu sam inkubirala 90 min na 37 °C. Zatim
sam jazice ispirale 2 puta puferom za ispiranje. Dodala sam 100 pL biotin-obiljeZenog antitijela 1
inkubirala 60 min na 37 °C. Zatim, nakon §to sam jazice isprala 3 puta, dodala sam 100 pL otopine
SABC (sadrzi HRP-streptavidin) te sam plocCicu inkubirala 30 min na 37 °C. JaZice sam potom

ispirala 5 puta, te dodala 90 pL supstrata TMB i ostavila na inkubaciju u mraku na 37 °C 15-ak
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minuta. Po zavrSetku inkubacije, dodala sam 50 pL stop otopine za zaustavljanje reakcije.

Izmjerila sam apsorbancije na A=450 nm pomocu ¢itaca mikrotitarskih plocica.

3.2.12. Nuklearna ekstrakcija

Zanuklearnu ekstrakciju koristila sam komplet Nuclear Extraction Kit (ab113474, Abcam,
SAD). Prvo sam pripremila 1X pre-ekstrakcijski pufer tako $to sam razrijedila 10X ekstrakcijski
pufer u omjeru 1:10 (za 40 mL 1X pre-ekstrakcijskog pufera se 4 mL 10X ekstrakcijskogpufera
razrijedi s 36 mL dH20). Zatim sam dodala 40 pL. DTT-a. Otopine DTT 1 PIC sam dodala u

ekstrakcijski pufer u omjeru 1:1000 (po 10 pL)

U epruvete s uzorcima tumorskog tkiva sam dodala po 500 uL pre-ekstrakcijskog pufera
te ih homogenizirala. Homogenate tumora sam inkubirala 15 minuta na ledu, a zatim centrifugirala

10 min pri 12 000 rpm na 4 °C. Nakon toga sam uklonila supernatant iz epruveta.

U epruvete sam dodala po 250 pL pripremljenog ekstrakcijskog pufera s DTT-om 1 PIC-
om, inkubirala na ledu 15 min uz vorteksiranje (5 sekundi) svake 3 minute. Ekstrakt tkiva sam
dodatno sonicirala 3 puta po 10 sekundi. Zatim sam uzorke centrifugirala 10 min pri 14 000 rpm
na 4 °C i prebacila supernatant u nove obiljeZene epruvete. Uzorke sam razrijedila 100x. Uslijedilo

je mjerenje koncentracije proteina nuklearnog ekstrakta.

3.2.13. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Metoda odredivanja koncentracije proteina po Bradford-u temelji se na izravnom vezanju
boje Coomassie brilliant blue (CBB) G-250 na proteine na bo¢nim skupinama arginina, triptofana,
tirozina, histidina i fenilalanina. Vezanjem anionske boje dolazi do brzog pomaka maksimuma
apsorbancije boje, od 465 nm do 595 nm. Hidrofobne medureakcije i elektrostatske sile nastaju
izmedu sulfonatnih skupina boje i proteina, Sto stabilizira boju u anionskom obliku i dovodi do

vidljive promjene boje iz smede u plavu (Garret i Grisham, 2013).

Za pripremu Bradfordovog reagensa otopila sam 100 mg CBB G-250 u 50 mL etanola
(95%). Kada se boja potpuno otopila dodala sam 100 mL fosforne kiseline te dH>O do 1 L.
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U jazice sam dodala po 20 uL uzorka 1 40 uL Bradfordova reagensa. Kao standard koristila
sam otopinu BSA (y= 1 mg/mL) pomocu koje je pripremljena serija otopina koje sadrze razliCite

koliCine proteina (od 2 mg/mL do 1,953 ug/uL).

Nakon inkubacije u trajanju od 20 min na sobnoj temperaturi izmjerila sam apsorbanciju
uzoraka pri valnoj duljini od 595 nm. Izracunala sam koncentracije proteina pomocu kalibracijske

krivulje 1 izrazila ih u pg/pL.

3.2.14 Kolorimetrijsko mjerenje aktivnosti HDAC

Za mjerenje aktivnosti HDAC koristila sam komplet HDAC Activity Colorimetric Assay
Kit (BioVision, USA), metodi koja se zasniva na dva koraka. Prvo se kolorimetrijski HDAC
supstrat (koji sadrzi acetilirani lizinski bo¢ni lanac) inkubira s uzorkom koji ima aktivnost HDAC.
(Lysine Developer) proizvodi kromofor, koji se onda lako moZe analizirati mikrotitarskim ¢itacem

ili spektrofotometrom.

Za standardnu krivulju koristila sam deacetilirani standard iz kompleta razrijeden u
koncentracijama 100 uM, 50 uM, 25 uM (Tablica 4), a za 0 ng/pL pripremila sam 90 uL dH>O 1
10 pL 10x pufera HDAC.

Tablica 4. Priprema standardnih otopina za standardnu krivulju u svrhu mjerenja HDAC

Koncentracija Priprema

100 uM 2 pL 10 mM standarda + 198 uL dH>O
50 uM 100 uL 100 uM standarda + 100 uL dH>O
25 uM 100 uL 50 uM standarda + 100 uL dH,O

U odgovarajuce jazice sam dodala 10 pL uzorka i 75 pL dH>O. Za pozitivnu kontrolu sam
razrijedila 10 pL nuklearnog ekstrakta HeLa u 75 pL ddH:O, a za negativnu kontrolu razrijedila
sam uzorak u 83 pL. ddH2O i dodala 2 pL trihostatina. Zatim sam u jaZice dodala 10 pL 10x pufera
HDAC te 5 pL kolorimetrijskog HDAC supstrata. Inkubirala sam ploc¢icu 1 h na 37 °C. Nakon

inkubacije dodala sam 10 pL lizinskog razvijaa te ponovno inkubirala na 37 °C 30 min.
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Apsorbancije sam ocitala pomocu ¢itaca na A= 400 nm te pomocu standardne krivulje dobila i

izraCunala koncentracije.

3.2.15. Statisticka obrada podataka

StatistiCka analiza je provedena pomoc¢u programa STATISTICA 14 (StatSoft, Tulsa, OK,
USA), a statisticka to¢nost odredena je s p < 0,05. Svi rezultati izrazeni su kao srednja vrijednost
+ standardna pogreska (SV + SP). Podaci su analizirani pomoc¢u Kruskal-Wallis ANOVA-a testa.
Prema Kaplan-Meierovoj metodi napravljena je krivulja prezivljavanja, a usporedba izmedu
krivulja prezivljavanja odredena je Log-Rank testom (o = 5%). Daljnja analiza razlika izmedu
skupina napravljena je viSestrukom komparacijom srednjih vrijednosti svih skupina. Rezultati su

prikazani tabli¢no 1 grafi¢ki pomocu box-plot prikaza.

Za pripremu podataka i izracun koncentracija, koriSten je racunalni program Microsoft

Excel 2016.
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4. REZULTATI

4.1. Promjena tjelesne mase

U osamdeset miSeva injicirane su stanice EAT te su potom bili obradeni resveratrolom 1
cisplatinom u hipertermalnim uvjetima. Tijekom obrade Zivotinja pratila se promjena tjelesne
mase miSeva i rezultati promjene mase su prikazani na Slici 5. Dobiveni rezultati pokazuju da
kontrolna skupina, kojoj su injicirane stanice EAT i koja je izloZena hipertermiji, biljezi najveci
porast tjelesne mase koji je gotovo linearan od 6. do 23. dana nakon ¢ega slijedi stagnacija do 28.
dana i blagi pad mase od 28. do 33. dana. Skupina injicirana stanicama EAT, a zatim obradena
resveratrolom u hipertermalnim uvjetima (Res + HT) pokazuje nagli porast mase od 3. do 6. dana,
te stagnaciju mase do 9. dana nakon ¢ega slijedi linearan porast mase do 16. dana. Od 16. do 33.
dana je zabiljeZen blagi porast mase u navedenoj skupini. S druge strane, kod skupine injicirane
stanicama EAT, a zatim obradene cisplatinom u hipertermalnim uvjetima (Cis + HT) od 3. do 9.
dana dolazi do naglog gubitka tjelesne mase, a onda od 9. do 28. dana dolazi do njenog povecanja.
Skupina injicirana stanicama EAT, a zatim obradena resveratrolom i cisplatinom u hipertermalnim
uvjetima (Res + Cis + HT) biljeZi najveci gubitak tjelesne mase 1 to od 3. do 9. dana kad dolazi do
blagog povecanja do 33. dana koje je, sveukupno gledajuéi, najmanje u usporedbi s ostalim
skupinama. Sve obradene skupine od 9. dana biljeze porast tjelesne mase, no vrijednosti tjelesne

mase su 1 dalje ispod najviSe postignute vrijednosti kontrolne skupine.
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Slika 5. Promjene tjelesne mase u miseva nositelja EAT-a obradenih resveratrolom, cisplatinom 1
njihovom kombinacijom u hipertermalnim uvjetima. Misevi (N= 10 po skupini) su nakon subkutanog
(sc) unosa 1x10° stanica EAT obradeni resveratrolom u dozi od 50 mg/kg po tijekom 5 dana u nizu s
pocetkom 2 dana od injiciranja tumora, dok je cisplatina injicirana u dozi od 2,5 mg/kg ip 10.1 12. dan te
od 41 °C. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP). Gubitak mase (%) izracunat je prema formuli:
(masa prvog dana- masa tijekom ispitivanja)/masa prvog dana x 100. Kratice: Res + HT - otopina
resveratrola u dozi od 50 mg/kg + hipertermija; Cis + HT — cisplatina u dozi od od 2,5 i 5 mg/kg +
hipertermija; Res + Cis + HT — otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od 2,5 i 5 mg/kg

hipertermija; sc¢ — subkutano; po - per os; ip — intraperitonealno.
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4.2. Promjena volumena tumora

Kod miSeva kojima su injicirane stanice EAT i koji su bili obradeni resveratrolom i
cisplatinom u hipertermalnim uvjetima pratila se promjena volumena tumora. Na Slici 6 su
prikazani rezultati promjene volumena tumora. Rezultati pokazuju nagli porast volumena tumora
kod svih skupina 13 dana od pocetka pokusa, ali ukazuju i na to da je volumen tumora bio smanjen
kod svih obradenih skupina u odnosu na kontrolnu skupinu s hipertermijom. Kod kontrole skupine
s hipertermijom uocen je linearni porast volumena tumora koji je posebice izrazen od 9. do 23.
dana, nakon ¢ega slijedi nagli porast volumena od 23 do 33. dana. U skupini obradenoj Res + HT
vidljiv je takoder linearni rast tumora od 6. do 16. dana, te nagli porast do 33. dana. Skupina
obradena Cis + HT pokazuje linearni porast od 9. do 23. dana od kojeg je volumen tumora u stagnaciji
sve do 28. dana gdje ponovno pocinje njegov nagli rast do 33. dana koji je, sveukupno gledajuci,
najmanji u odnosu na ostale obradene skupine. Skupina obradena Res + Cis + HT pokazuje blagi rast

tumora do 23. dana, zatim stagnaciju izmedu 23. i 28. dana, a onda od 28. do 33. njegovo povecanje.
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Slika 6. Promjena volumena tumora u miSeva nositelja EAT-a obradenih resveratrolom,
cisplatinom 1 njithovom kombinacijom u hipertermalnim uvjetima. Misevi (N=10) su nakon
subkutanog (sc) unosa 1x10° stanica EAT obradeni resveratrolom u dozi od 50 mg/kg po tijekom 5 dana u

nizu s pocetkom 2 dana od injiciranja tumora, dok je cisplatina injicirana ip u dozi od 2,5 mg/kg 10. 1 12.
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temperaturi od 41 °C. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP). Sirina i duzina tumora su mjerene

kaliperom, a volumen tumora je izraunat prema formuli: Volumen tumora (mm?) =

sirina tumora? x dutina tumora
2

. Kratice: Res + HT - otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg + hipertermija;
Cis + HT — cisplatina u dozi od od 2,5 i 5 mg/kg + hipertermija; Res + Cis + HT — otopina resveratrola u
dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od 2,5 i 5 mg/kg hipertermija; sc¢ — subkutano; po - per os; ip —

intraperitonealno.

4.3. Inhibicija rasta tumora

Veli¢ina tumora kod miSeva obradenih resveratrolom i cisplatinom u hipertermalnim
uvjetima usporedena je s kontrolnom skupinom te su rezultati prikazani na Slici 7 koja pokazuje
visi postotak inhibicije rasta tumora kod sve tri obradene skupine u odnosu na kontrolu 16. dana.
Za skupinu obradenu Res + HT 16. dana je uocena inhibicija rasta od 15% u odnosu na kontrolu,
dok je obrada Res + HT 33. dana vodila povec¢anju tumora (preko 12%). Skupina obradena Cis +
HT 16. dana biljezi inhibiciju rasta od 54% u odnosu na kontrolu, a 33. dana biljeZi inhibiciju od
27% u odnosu na kontrolu. Na temelju navedenog, skupina obradena Cis + HT biljezi najveci
postotak inhibicije u odnosu na ostale obradene skupine. Za skupinu obradenu Res + Cis + HT

uocena je 16. dana inhibicija rasta tumora od 42% u odnosu na kontrolu, a 33. dana od 12%.
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Slika 7. Postotak inhibicije rasta tumora u miSeva nositelja EAT-a obradenih resveratrolom,
cisplatinom i njthovom kombinacijom u hipertermalnim uvjetima u odnosu na kontrolu. Misevi
(N=10) su nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° stanica EAT obradeni resveratrolom u dozi od 50 mg/kg po
tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2 dana od injiciranja tumora, dok je cisplatina injicirana ip u dozi od 2,5
minuta pri temperaturi od 41 °C. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP). Iz dobivenih vrijednosti

volumena tumora izracunat je postotak inhibicije tumora (%TVI) prema formuli: %TVI =

sred.vrij.vol.tumorakontr.)—Sred.vrij.vol.tumora ret. X 100 . . .
(kontr) (treterupd)” ~ Kratice: Res + HT - otopina resveratrola u dozi

sred.vrij.vol.tumoraontr,)
od 50 mg/kg + hipertermija; Cis + HT — cisplatina u dozi od od 2,5 1 5 mg/kg + hipertermija; Res + Cis +
HT — otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od 2,5 i 5 mg/kg + hipertermija; sc —

subkutano; po - per os; ip — intraperitonealno.

35



4.4. Prezivljavanje Zivotinja

U Tablici 5 1 Slici 8 prikazani su rezultati pra¢enja vremenskog perioda prezivljavanja
zivotinja nakon obrade s resveratrolom, cisplatinom i njthovom kombinacijom u hipertermalnim
uvjetima. MiSevi obradeni sa Res + Cis + HT 1 Cis + HT pokazuju najbolje rezultate povecanja
zivotnog vijeka (%ILS) za 47,54% odnosno 46,99%, dok je najmanje poveéanje zivotnog vijeka
vidljivo kod skupine obradene Res + HT i iznosi 15,04% u odnosu na kontrolnu skupinu. Kaplan-
Meirer krivulja prezivljavanja misSeva i rezultati Log-Rank testa pokazuju statisticki znacajnu
razliku izmedu slijedecih skupina: Kontrola + HT vs Res + HT (p < 0,00659); Kontrola + HT vs
Cis + HT (p <0,01821); Kontrola + HT vs Res + Cis + HT (p < 0,00506).

Tablica 5. Prezivljavanje miSeva s Ehrlichovim solidnim tumorom obradenih resveratrolom,

cisplatinom i njihovom kombinacijom u hipertermalnim uvjetima.

Raspon Srednja vrijednost | njodian Broj
preZivljavanja | preZivljavanja % T/C® | %ILS ¢ | preZivjelih
Skupina® | (qapni) (dani) (dani) Zivotinja
Kontrola +
28 -40 34,77 £ 1,10 34,00 / / 0
HT
Res + HT | 35-45 40,00 + 0,97 41,00 115,04 15,04 0
Cis+HT | 34-80 51,11 £ 6,28 45,00 146,99 46,99 1
Res + Cis
32-96 51,30+ 6,37 45,00 147,54 47,54 1
+HT

aMisevi (N=10) su nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° stanica EAT obradeni resveratrolom u dozi od 50
mg/kg po tijekom 5 dana u nizu s poc¢etkom 2 dana od injiciranja tumora, dok je cisplatina injicirana ip u

dozi od 2,5 mg/kg 10. i 12. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan. Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji

tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41 °C.° %% = (%) x100%; T - srednja vrijednost vremena

prezivavljavanja obradene skupine zivotinja; C - srednja vrijednost vremena preZzivljavanja kontrolne
T—C

skupine Zivotinja. ¢ % ILS = (T) x 100%; postotak povecanja zivotnog vijeka (% ILS); T - srednja

vrijednost vremena prezivljavanja obradene skupine Zivotinja; C - srednja vrijednost vremena

prezivljavanja kontrolne skupine zivotinja. Kratice: Res + HT - otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg +
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hipertermija; Cis + HT — cisplatina u dozi od od 2,5 i 5 mg/kg + hipertermija; Res + Cis + HT — otopina
resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od 2,5 1 5 mg/kg + hipertermija; sc¢ — subkutano; pe - per

0s; ip — intraperitonealno.
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Slika 8. Kaplan-Meier krivulja preZivljavanja miSeva nositelja EAT-a obradenih resveratrolom,
cisplatinom 1 njithovom kombinacijom u hipertermalnim uvjetima. Misevi (N=10) su nakon
subkutanog (sc) unosa 1x10° stanica EAT obradeni resveratrolom u dozi od 50 mg/kg po tijekom 5 dana u
nizu s poc¢etkom 2 dana od injiciranja tumora, dok je cisplatina injicirana ip u dozi od 2,5 mg/kg 10.1 12.
dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan. Zivotinje su izlozene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri
temperaturi od 41 °C. Rezultati Log-Rank testa pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedu slijedecih
skupina: Kontrola + HT vs Res + HT (p < 0,00659); Kontrola + HT vs Cis + HT (p < 0,01821); Kontrola +
HT vs Res + Cis + HT (p < 0,00506). Kratice: Res + HT - otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg +
hipertermija; Cis + HT — cisplatina u dozi od od 2,5 i 5 mg/kg + hipertermija; Res + Cis + HT — otopina
resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od 2,5 1 5 mg/kg + hipertermija; sc¢ — subkutano; pe - per

0s; ip — intraperitonealno.
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4.5. Koncentracija krvozilnog endotelnog ¢imbenika rasta u tumorskom tkivu

Misevima, kojima su injicirane stanice EAT 1 koji su bili obradeni resveratrolom i
cisplatinom u hipertermalnim uvjetima, izmjerena je koncentracija VEGF-a u tumorskom tkivu
ELISA sendvic-testom po zavrsetku obrade. Iz rezultata prikazanih na Slici 9 vidljivo je smanjenje
koncentracije kod svih obradenih skupina u odnosu na kontrolu, a statisticki znacajno smanjenje
razine VEGF-a uoceno je kod skupine obradene Cis + HT u odnosu na kontrolnu skupinu (p <

0,01).

1200

1100

1000

900

800

700 L
—f—

* %k

=

[m]

1

VEGF (pg/mL)

600

500

: : ' ' B SV
Kontrola + HT Res + HT Cis + HT Res + Cis + HT  [J gyisp

Skupine I sv+sD

400

Slika 9. Koncentracija VEGF-a u tumorskom tkivu miSeva nositelja EAT-a obradenih
resveratrolom, cisplatinom 1 njthovom kombinacijom u hipertermalnim uvjetima. Misevi (N=10) su
nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° stanica EAT obradeni resveratrolom u dozi od 50 mg/kg po tijekom 5

dana u nizu s poc¢etkom 2 dana od injiciranja tumora, dok je cisplatina injicirana ip u dozi od 2,5 mg/kg 10.

temperaturi od 41 °C. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).*Statisticki znacajno u odnosu na
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kontrolnu skupinu (**p < 0,01). Kratice: Res + HT - otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg +
hipertermija; Cis + HT — cisplatina u dozi od od 2,5 i 5 mg/kg + hipertermija; Res + Cis + HT — otopina
resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od 2,5 1 5 mg/kg + hipertermija; sc¢ — subkutano; pe - per

o0s; ip — intraperitonealno; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD - standardna devijacija.

4.6. Koncentracija matriksne metaloproteinaze 2 (MMP-2) u tumorskom tkivu

Misevima, kojima su injicirane stanice EAT 1 koji su bili obradeni resveratrolom i
cisplatinom u hipertermalnim uvjetima, izmjerena je koncentracija MMP-2 u tumorskom tkivu
ELISA sendvic-testom po zavrSetku obrade. 1z rezultata prikazanih na Slici 10 vidljivo je statisticki

znacajno smanjenje koncentracije MMP-2 kod skupine obradene Res + HT u odnosu na kontrolnu

skupinu (p <0,01).
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Slika 10. Koncentracija MMP-2 u tumorskom tkivumiSeva nositelja EAT-a obradenih

resveratrolom, cisplatinom 1 njthovom kombinacijom u hipertermalnim uvjetima. Misevi (N=10) su
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nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° stanica EAT obradeni resveratrolom u dozi od 50 mg/kg po tijekom 5

dana u nizu s pocetkom 2 dana od injiciranja tumora, dok je cisplatina injicirana ip u dozi od 2,5 mg/kg 10.

temperaturi od 41 °C. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV=+ SD (SP).*Statisticki znacajno u odnosu na
kontrolnu skupinu (**p < 0,01). Kratice: Res + HT - otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg +
hipertermija; Cis + HT — cisplatina u dozi od od 2,5 i 5 mg/kg + hipertermija; Res + Cis + HT — otopina
resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od 2,5 i 5 mg/kg + hipertermija; sc¢ — subkutano; po -
per os; ip — intraperitonealno; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD - standardna

devijacija.

4.7. Koncentracija matriksne metaloproteinaze 9 (MMP-9) u tumorsk om tkivu

MiSevima, kojima su injicirane stanice EAT 1 koji su bili obradeni resveratrolom i
cisplatinom u hipertermalnim uvjetima, izmjerena je koncentracija MMP-9 u om tkivu ELISA
sendvic-testom po zavrSetku obrade. Na Slici 11 vidljivo je statisticki znacajno povecanje
koncentracije MMP-9 kod skupine obradene Res + HT u odnosu na kontrolnu skupinu (p <0,001)
1 skupinu obradenu Res + Cis + HT (p < 0,001).
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Slika 11. Koncentracija MMP-9 u tumorskom tkivu miSeva nositelja EAT-a obradenih
resveratrolom, cisplatinom 1 njthovom kombinacijom u hipertermalnim uvjetima.Misevi (N=10) su

nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° stanica EAT obradeni resveratrolom u dozi od 50 mg/kg per os (po)

tijekom 5 dana u nizu s poc¢etkom 2 dana od injiciranja tumora, dok je cisplatina injicirana u dozi od 2,5

15 minuta pri temperaturi od 41 °C. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).*Statisti¢ki zna¢ajno
u odnosu na kontrolnu skupinu (***p < 0,001); * Statisticki znacajno u odnosu na Res + Cis + HT (***
p < 0,001). Kratice: Res + HT - otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg + hipertermija; Cis + HT —
cisplatina u dozi od od 2,5 1 5 mg/kg + hipertermija; Res + Cis + HT — otopina resveratrola u dozi od 50
mg/kg i cisplatina u dozi od 2,5 i 5 mg/kg hipertermija; sc — subkutano; po - per os; ip — intraperitonealno;

SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD - standardna devijacija.

41



4.8. Aktivnost duSikova oksida (NO) u tumorskom tkivu

MiSevima, kojima su injicirane stanice EAT 1 koji su bili obradeni resveratrolom i
cisplatinom u hipertermalnim uvjetima, metodom prema Griessu izmjerena je aktivnost dusikova
oksida u tumorskom tkivu po zavrSetku obrade. Rezultati mjerenja dusSikova oksida (NO) prikazani
na Slici 12. pokazuju statisticki znacajno povecanu aktivnost NO kod skupine obradene Cis + HT
u odnosu na skupinu obradenu Res + HT (p < 0,05) i na kontrolnu skupinu (p < 0,01). Takoder,
skupina obradena Res + Cis + HT pokazuje statisticki znacajno povecanje aktivnosti NO u odnosu

na kontrolnu skupinu (p < 0,05).
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Slika 12. Aktivnost NO;™ u tumorskom tkivu miseva nositelja EAT-a obradenih resveratrolom,
cisplatinom 1 njthovom kombinacijom u hipertermalnim uvjetima.Mievi (N=10) su nakon
subkutanog (sc) unosa 1x10° stanica EAT obradeni resveratrolom u dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom

5 dana u nizu s pocetkom 2 dana od injiciranja tumora, dok je cisplatina injicirana ip u dozi od 2,5 mg/kg

pri temperaturi od 41 °C. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).*Statisti¢ki znac¢ajno u odnosu
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na kontrolnu skupinu (*p < 0,05; **p < 0,01);° Statisticki znacajno u odnosu na Res+ HT (°p < 0,05).
Kratice: Res + HT - otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg + hipertermija; Cis + HT — cisplatina u dozi
od od 2,51 5 mg/kg + hipertermija; Res + Cis + HT — otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina
u dozi od 2,5 i 5 mg/kg hipertermija; sc — subkutano; pe - per os; ip — intraperitonealno; SV - srednja

vrijednost; SP - standardna pogreska; SD - standardna devijacija.

4.9. Aktivnost arginaze (Arg-1) u tumorskom tkivu

MiSevima, kojima su injicirane stanice EAT 1 koji su bili obradeni resveratrolom i
cisplatinom u hipertermalnim uvjetima, izmjerena je aktivnost arginaze u tumorskom tkivu po
zavrSetku obrade. Rezultati mjerenja arginaze (Arg-1) prikazani na Slici 13 pokazuju statisticki
znacajno smanjenu aktivnost Arg-1 kod skupine obradene Cis + HT (p < 0,05) 1 Res + Cis + HT

(» < 0,001) u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Slika 13. Aktivnost Arg-1 u tumorskom tkivu miSeva nositelja EAT-a obradenih resveratrolom,
cisplatinom 1 njihovom kombinacijom u hipertermalnim uvjetima.Misevi (N=10) su nakon
subkutanog (sc) unosa 1x10° stanica EAT obradeni resveratrolom u dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom
5 dana u nizu s pocetkom 2 dana od injiciranja tumora, dok je cisplatina injicirana ip u dozi od 2,5 mg/kg
pri temperaturi od 41 °C. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).*Statisticki znacajno u odnosu
na kontrolnu skupinu (*p < 0,05; ***p < 0,001). Kratice: Res + HT - otopina resveratrola u dozi od 50
mg/kg + hipertermija; Cis + HT — cisplatina u dozi od 2,5 i 5 mg/kg + hipertermija; Res + Cis + HT —
otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od 2,5 1 5 mg/kg + hipertermija; sc¢ — subkutano;
Ppo - per os; ip — intraperitonealno; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD - standardna

devijacija.
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4.10. Koncentracija proteina toplinskog stresa HSP-70 (engl. HSP - heat shock

protein) u tumorskom tkivu

Misevima, kojima su injicirane stanice EAT 1 koji su bili obradeni resveratrolom i
cisplatinom u hipertermalnim uvjetima, ELISA sendvic-testom je izmjerena koncentracija HSP-
70 u tumorskim stanicama po zavrSetku obrade. Rezultati odredivanja koncentracije HSP-70
prikazani na Slici 14 pokazuju statisticki znacajno viSu koncentraciju HSP-70 kod skupine
obradene Cis + HT u odnosu na skupinu obradenu Res + Cis + HT (p < 0,01) i kontrolnu skupinu

(p < 0,05).
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Slika 14. Koncentracija HSP-70 u tumorskom tkivu miSeva nositelja EAT-a obradenih
resveratrolom, cisplatinom i njthovom kombinacijom u hipertermalnim uvjetima.Misevi (N=10) su
nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° stanica EAT obradeni resveratrolom u dozi od 50 mg/kg per os (po)

tijekom 5 dana u nizu s pocetkom 2 dana od injiciranja tumora, dok je cisplatina injicirana ip u dozi od 2,5

45



minuta pri temperaturi od 41 °C. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).*Statisticki znacajno u
odnosu na kontrolnu skupinu (*p < 0,05);*Statisticki znacajno u odnosu na Res + Cis + HT (**p < 0,01).
Kratice: Res + HT - otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg + hipertermija; Cis + HT — cisplatina u dozi
od od 2,51 5 mg/kg + hipertermija; Res + Cis + HT — otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina
u dozi od 2,5 1 5 mg/kg + hipertermija; sc — subkutano; po - per os; ip — intraperitonealno; SV - srednja

vrijednost; SP - standardna pogreska; SD - standardna devijacija.

4.11. Koncentracija proteina toplinskog stresa HSP-90 (engl. HSP - heat shock

protein) u tumorskom tkivu

Misevima, kojima su injicirane stanice EAT 1 koji su bili obradeni resveratrolom i
cisplatinom u hipertermalnim uvjetima, ELISA sendvic-testom izmjerena je koncentracija HSP-
90 u tumorskom tkivu po zavrSetku obrade. Rezultati prikazani na Slici 15 pokazuju statisticki
znacajno nizu koncentraciju HSP-90 kod skupine obradene Res + HT (p < 0,001) i kod skupine

obradene Res + Cis + HT (p < 0,001) u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Slika 15. Koncentracija HSP-90 u tumorskom tkivu miSeva nositelja EAT-a obradenih
resveratrolom, cisplatinom i njthovom kombinacijom u hipertermalnim uvjetima.Misevi (N=10) su
nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° stanica EAT obradeni resveratrolom u dozi od 50 mg/kg per os (po)
tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2 dana od injiciranja tumora, dok je cisplatina injicirana ip u dozi od 2,5
minuta pri temperaturi od 41 °C. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).*Statisticki znacajno u
odnosu na kontrolnu skupinu (***p < 0,001). Kratice: Res + HT - otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg
+ hipertermija; Cis + HT — cisplatina u dozi od od 2,5 1 5 mg/kg + hipertermija; Res + Cis + HT — otopina
resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od 2,5 1 5 mg/kg + hipertermija; sc — subkutano; po - per

os; ip — intraperitonealno; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD - standardna devijacija.
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4.12. Aktivnost histonskih deacetilaza u tumorskim stanicama

MiSevima, kojima su injicirane stanice EAT i koji su bili obradeni resveratrolom i
cisplatinom u hipertermalnim uvjetima, kolorimetrijskim mjerenjem izmjerena je aktivnost HDAC
u tumorskom tkivu po zavrSetku obrade. Rezultati mjerenja aktivnosti HDAC-a prikazani na Slici
16 pokazuju statisti¢ki znacajno nizu razinu aktivnosti HDAC-a kod skupine obradene Cis + HT
(p <0,01) 1 kod skupine obradene Res + Cis + HT (p < 0,01) u odnosu na skupinu obradenu Res
+ HT.
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Slika 16. Aktivnost HDAC u tumorskom tkivu miSeva nositelja EAT-a obradenih resveratrolom,
cisplatinom 1 njithovom kombinacijom u hipertermalnim uvjetima. Misevi (N=10) su nakon
subkutanog (sc) unosa 1x10° stanica EAT obradeni resveratrolom u dozi od 50 mg/kg po tijekom 5 dana u
nizu s poc¢etkom 2 dana od injiciranja tumora, dok je cisplatina injicirana ip u dozi od 2,5 mg/kg 10.1 12.
dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan. Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri
temperaturi od 41 °C. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).*Statisticki zna¢ajno u odnosu na
Res+ HT (*°p < 0,01). Kratice: Res + HT - otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg + hipertermija; Cis +
HT — cisplatina u dozi od od 2,5 i 5 mg/kg + hipertermija; Res + Cis + HT — otopina resveratrola u dozi
od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od 2,5 1 5 mg/kg + hipertermija; sc¢ — subkutano; po - per os; ip —

intraperitonealno; SV - srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD - standardna devijacija.
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5. RASPRAVA

U ovom diplomskom radu istrazili smo terapeutski potencijal resveratrola u kombinaciji s
cisplatinom na rast tumora u hipertermalnim uvjetima u misa tako Sto smo misevima subkutano
(sc) injicirali 1x10° stanica EAT §to oznacava 0. dan pokusa te smo zatim mi$eve obradili razli¢itim
spojevima. MiSevi su obradeni resveratrolom u dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom 5 dana u nizu
s pocetkom 2. dana od injiciranja tumora, a cisplatina je injicirana intaperitonealno (ip) u dozama
15 minuta pri temperaturi od 41 °C. Pra¢enjem razine VEGF-a, MMP-2 i MMP-9 te polarizacije
makrofaga istrazen je potencijal resveratrola i cisplatine na inhibiciju brzorastu¢eg EAT-a u
hipertermalnim uvjetima u misa. Takoder, istrazeno je moZe li viSemodalni pristup s hipertermijom
1 resveratrolom dokinuti otpornost tumorskih stanica na cisplatinu kroz modulaciju aktivnosti
HDAC-a i razine HSP-70 i HSP-90 te tako doprinijeti direktnoj toksi¢nosti na stanice tumora,

inhibiciji angiogeneze i rasta tumora, te posljedicnom povecanju zivotnog vijeka miseva.

Maligne tumorske stanice mogu cirkulirati i proliferirati unutar krvnih 1 limfnih Zzila te
stvarati metastaze, a za razvoj metastaza klju¢na je angiogeneza (Nishida i sur., 2006). VEGF je
bitan pro-angiogenetski ¢imbenik, a proizvodnja VEGF-a u tumorskim stanicama je povecana
(Pecorino, 2012). Brojni biljni pripravci sadrze sastavnice koje u¢inkovito djeluju u kontroli rasta
tumora 1 inhibiciji angiogeneze, ukljucuju¢i resveratrol, kvercetin 1 kurkumin. Kombinacija
kvercetina 1 cisplatine ima sinergisticki u¢inak s hipertermijom (43 °C) 1 inhibira rast EAT-a in
vivo te povecava zivotni vijek miSeva (OrSoli¢ 1 sur., 2020). Analog kurkumina H-4073 poboljSava
terapeutski u¢inak cisplatine u lijeCenju tumora glave 1 vrata. H-4073 blokira stvaranje VEGF-a i
tako inhibira angiogenezu u tumorskim stanicama (Kumar i sur. 2014). EI-Azab i suradnici (2011)
su pokazali da resveratrol 1 kurkumin ostvaraju antiangiogeni ucinak smanjenjem mikroZilne
gustoce. U istrazivanju koje su oni proveli, koncentracije VEGF-a u plazmi su bile znacajno
smanjene u skupinama miSeva nositelja EAT-a obradenim resveratrolom ili kurkuminom 1
njihovom kombinacijom s karboplatinom 7. dana nakon unosa. Obje fitokemikalije djeluju
antiangiogeno tako Sto inhibiraju VEGF 1 njegov receptor tipa 2 Flk-1 u ranim fazama rasta tumora
(El-Azab 1 sur., 2011). Rezultati naseg istrazivanja su pokazali smanjenje koncentracije VEGF-a
u tumorskim stanicama kod svih obradenih skupina, a statisticki znacajno je smanjenje

koncentracije VEGF-a kod skupine obradene Cis + HT (p < 0,01) u odnosu na kontrolu (Slika 9).
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Takoder, skupina obradena Cis + HT biljezi najmanji rast tumora usporedujuc¢i ostale skupine
(Slika 6) 1 najveci postotak inhibicije tumora u odnosu na ostale obradene skupine (Slika 7), a
nakon nje skupina obradena Res + Cis + HT. Skupine obradene s Res + Cis + HT i Cis + HT
pokazuju i najbolje rezultate povecanja zivotnog vijeka (%ILS) za 46,99%, odnosno 47,54% (Slika
8). Dobiveni rezultati jasno ukazuju na vecu antitumorsku ucinkovitost cisplatine te kombinacije

resveratrola i cisplatine na rast tumora misa u hipertermalnim uvjetima.

Vezanjem za VEGFR endotelnih stanica, VEGF stimulira lucenje matriks
metaloproteinaza (MMP) koje uzrokuju razaranje izvanstani¢nog matriksa (Nishida i sur., 2006).
Supstrati za MMP mogu biti razli€iti prekursori i receptori ¢cimbenika rasta, adhezijskih receptora,
citokina 1 njihovih receptora (Pittayapruek i sur., 2016). Povecana razina MMP-2 i MMP-9
povezana je s invazivnim 1 metastatskim potencijalom malignog tumora jajnika (Stack i sur.,
1998). Potvrdeno je da resveratrol dokazano smanjuje ekspresijsku razinu proteina MMP-2 1
MMP-9 u MDA-MB-231 stanicama (Sun i sur., 2019). Smanjena razina MMP-2 i MMP-9 uvjetuje
smanjenje invazivnosti i metastaziranja te posljedi¢no bolju prognozu (Reunanen i Kéhéri, 2013).
Nasi rezultati su pokazali statistiCki znacajno smanjenje koncentracije MMP-2 kod skupine
obradene Res + HT u odnosu na kontrolu (p <0,01), a kod ostalih obradenih skupina koncentracija
MMP-2 je takoder niza u odnosu na kontrolu, ali bez znacajnosti (Slika 10). Smanjenje
koncentracije MMP-2 u tumorskim stanicama nakon obrade resveratrolom je u skladu s
rezultatima istraZivanja koje su proveli Gagliano 1 sur. (2005) i dokazali sposobnost resveratrola
da smanji ekspresiju MMP-2 u primarnoj kulturi stanica glioblastoma. Takoder, Xiong i sur.
(2016) su pokazali da resveratrol moZe inhibirati pokretljivost 1 invazivnost stanica glioblastoma

smanjenjem ekspresije MMP-2.

Resveratrol inhibira migraciju i invaziju karcinoma prostate, promoviraju¢i demetilaciju 1
povecanje ekspresije tkivnih inhibitora metaloproteinaza, TIMP2 i TIMP3 (engl. tissue inhibitor
of metalloproteinases) te suprimiranjem ekspresije MMP-2 1 MMP-9 (Wang i sur., 2020).
Suprotno navedenim rezultatima, nasi rezultati pokazuju statisti¢ki znac¢ajno vecu koncentraciju
MMP-9 kod skupine obradene Res + HT u odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,001) (Slika 11).
Takoder, skupina Res + HT ima statisti¢ki znacajno povecanu koncentraciju u odnosu na skupinu
obradenu Res + Cis + HT (p <0,001) (Slika 11). Dobiveni rezultati mogu se objasniti dvostrukom

ulogom MMP-a. Toc¢nije, MMP su ukljuc¢ene u brojne procese, ukljucujuéi rast, prezivljavanje,
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angiogenezu, invaziju 1 imunost, ali njithova dvojna uloga ukazuje i na njihovu uklju¢enost u
kontroli stani¢ne smrti, upale, infekcije 1 angiogeneze. lako su nize razine MMP-9 povezane s
boljom prognozom u lije¢enju tumora, viSe razine ne moraju znaciti suprotni u¢inak s obzirom na
ulogu MMP-9 u kontroli angiogeneze 1 njihovoj sposobnosti cijepanja antiangiogenih prekursora
1 aktiviranja angiostatina i drugih antiangiogenih ¢imbenika kao §to su endostatin i tumstatin Sto
posljedi¢no vodi smanjenju tumorskog rasta i gusto¢e krvozilja (Folgueras i sur., 2004).
Angiostatin, kao antiangiogeni ¢imbenik reducira proliferaciju i migraciju endotelnih stanica,
oslobada se iz plazminogena djelovanjem plazmina, plazmin reduktaze, te MMP (MMP-12, MMP-
9, MMP-7 1 MMP-3) (Reunanen i K&héari 2013). Skupina obradena Res + HT pokazala je najmanje
povecanje Zivotnog vijeka od 15,04% (Tablica 5; Slika 8) te je za istu skupinu 16. dana pokusa
uocena inhibicija rasta od 15% u odnosu na kontrolu, dok je 33. dana uoceno povecanje tumora
preko 12% (Slika 7). Povecana razina MMP-9, u ovoj skupini (Res + HT), ocito je posljedica
kratkotrajne biodostupnosti resveratrola i nemoguc¢nosti dugorocne kontrole angiogeneze.
Dugorocno bolje rezultate inhibicije rasta tumora i1 prezivljenja Zivotinja imaju skupine obradene

s Res + Cis + HT i Cis + HT (Slika 7, Slika 8).

Rezultati mjerenja duSikova oksida (NO) prikazani na Slici 12 pokazali su statisticki
znacajno povecanu aktivnost NO kod skupine obradene Cis + HT u odnosu na skupinu obradenu
Res + HT (p <0,05) 1 na kontrolnu skupinu (p < 0,01). Takoder, skupina obradena Res + Cis + HT
pokazuje statisticki znacajno povecanje aktivnosti NO u odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,05)
(Slika 12). Uloga NO-a u tumorima ovisi o koncentraciji NO-a, trajanju izloZenosti u stanicama,
osjetljivosti stanice, izvanstani¢nim uvjetima i smjeStaju iNOS-a u tkivima (Mocellin 1 sur., 2007;
Khan 1 sur., 2020; McGinity 1 sur., 2021). NiZe i srednje koncentracije NO-a poticu angiogenezu,
metastaziranje, vecu invazivnost 1 koce procese apoptoze. Pri vi§im koncentracijama, NO postaje
citotoksic¢an za tumorske stanice 1 poti¢e apoptozu (Fukumura 1 sur., 2006). NO moze modulirati
apoptozu 1 prezivljavanje brojnih stanica ukljuenih u imunosni odgovor medu kojima su i
makrofagi (Bogdan 2001). M1 makrofagi povecavaju regulaciju iNOS enzima koji katalizira
pretvorbu L-arginina u NO i citrulin, dok M2 makrofagi povecavaju ekspresiju enzima Arg-1, ata
dva enzima su u kompeticiji za L-arginin (Rodriguez i Ochoa, 2008; Tugal i sur, 2013). M1
makrofagi su proupalni i inhibiraju stani¢nu proliferaciju i uniStavaju oSte¢ena tkiva izlu€ivanjem
proupalnih citokina (IL-12 1 IL-23) i duSikovog oksida (NO) te imaju veliku sposobnost
predocCavanja antigena (Verreck i sur., 2004; Fujiwara 1 Kobayashi, 2005; Wynn i sur., 2013; Wang
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1 sur., 2014). M2 makrofagi se karakteriziraju kao anti-upalni, sa slabom sposobnoscu
predoCavanja antigena, luCe visoke koncentacije citokina IL-10, IL-4 1 IL-13 1 imaju
imunosupresivan ucinak (Allavena i sur., 2008). Ekstrizina polarizacija makrofaga je
posredovana citokinima koje luce stanice poput CD4+ Thl i Th2 ili putevima koji ne ukljucuju
citokine, primjerice hipoksija i1 produkcija laktata u tumorskim stanicama koji vode prema M2
polarizaciji (Murray, 2017). U tumorskom mikrookoliSu, tumoru-pridruzeni makrofagi se najcesce
nalaze u fenotipu M2 (Mantovani i sur., 2002; Allavena i Mantovani, 2012). Kao S§to je ve¢
navedeno M2 makrofagi poveéano eksprimiraju Arg-1, a prekomjerna ekspresija Arg-1 je lo$
prognosticki ¢imbenik u razli¢itim tipovima raka, ukljucujuéi neuroblastom, akutnu mijeloidnu
leukemiju (AML), karcinom gusterace, karcinom jajnika i kolorektalni karcinom (Ino i sur., 2013;
Mussai i sur., 2013, 2015; Czystowska-Kuzmicz i sur., 2019; Ma i sur., 2019). Arginaza je klju¢na
hidrolaza u ciklusu uree koja hidrolizira L-arginin u ureu i L-ornitin. Sve ve¢i broj istrazivanja
posljednjih godina pokazuje da arginaza 1 i 2 ima klju¢nu ulogu u regulaciji rasta tumora i
metastaza kroz razli¢ite mehanizme kao $to je reguliranje metabolizma L-arginina, promjene u
signalnim putevima, utjecaj na tumorsko imunolosko mikrookruzenje (TME, engl. Tumor
microenviroment), itd. Stoga, arginaza dobiva sve veéi znacaj kao atraktivna meta za terapiju raka.
Arginaza regulira imunoloSki bijeg stanica raka na razliite nacine u TME kroz nekoliko
mehanizama: (i) visoko izraZene Arg-1 i Arg-2 u stanicama raka izravno oStecuju funkciju T
stanica iscrpljivanjem L-arginina u TME; (i1) izluena Arg-1 ili izvanstani¢ne vezikule koji sadrze
Arg-1 1z mijeloidnih dendriti¢kih supresorskih stanica (MDSC, engl. Myeloid-derived suppressor
cells) 1 TAM iscrpljuju L-arginin u TME, $to dovodi do supresije aktivacije i proliferacije T-
stanica, $to u konacnici uzrokuje imunoloski bijeg tumorskih stanica; (iii) konacno, visoka
ekspresija Arg-2 u stanicama Treg pojacava supresivni kapacitet 1 nakupljanje stanica Treg putem
inhibicije signalnog puta mTOR, §to zauzvrat uzrokuje imunoloski bijeg tumorskih stanica (Zea 1
sur., 2005; Rodriguez i Ochoa 2008; Delgoffe i sur., 2009; Sahin i sur., 2014; Wang i sur., 2016;
Nan i sur., 2018; Lowe i sur., 2019). Nasi rezultati mjerenja arginaze Arg-1 prikazani na Slici 13
su pokazali statistiCki znac¢ajno smanjenu aktivnost Arg-1 kod skupine obradene Cis + HT i Res +
Cis + HT (p < 0,001) u odnosu na kontrolnu skupinu. Manja aktivnost Arg-1 u ovim skupinama
ukazuje na polarizaciju makrofaga M2 prema M1 fenotipu, §to ukazuje na bolje antitumorsko
djelovanje primjenom kombinacije Cis + HT i Res + Cis + HT. Cini se da je ovaj mehanizam

ukljucen u smanjenje volumena tumora i u znacajno prezivljavanje zivotinja. Cisplatina, kao jedan
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od najvaznijih i najviSe primjenjivanih kemoterapeutika inhibicijom stanica Treg i MDSC moze

pojacati efektornu aktivnost citotoksi¢nih stanica T na tumor.

Izlaganjem stanica fizioloSkim 1 okoliSnim stimulatorima, kao $to su hipertermija, anoksija,
UV svjetlo, toksini, kemijski agensi ili neka druga sredstva koja narusavaju homeostazu, povecava
se ekspresija proteina toplinskog stresa HSP (Jaatteld, 1999; Hartl i sur., 2011; Kim i sur., 2013).
Stresni uvjeti kao Sto su hipoksija i gladovanje, ¢ine tumorske stanice podlozne apoptozi (Hanahan
1 Weinberg, 2011), a HSP-70, koji je prekomjerno zastupljen u tumorima, suprimira apoptozu i
dovodi do progresije tumora (Mosser i sur., 1997; Albakova i sur., 2020). HSP-70 moZe vezati i
stabilizirati HIF-1o u tumorskim stanicama (Zhou i sur., 2004). Neka istrazivanja su pokazala da
HSP-70 stabilizira lizosomsku membranu dopustajuci tumorskim stanicama izbjegavanje stani¢ne
smrti (Nylandsted i sur., 2004; Bivik i sur., 2007; Daugaard i sur., 2007). Imunogena priroda HSP-
70 proizlazi iz sposobnosti vezanja antigenskih tumorskih peptida (Srivastava 2002). Kompleks
HSP-70-peptid rezultira stani¢énim odgovorom specificnim za antigen CD8+ T (Blachere 1 sur.,
1997). Prekomjerna koncentracija HSP-70 povezana je s otpornoS¢u na kemoterapiju (Garrido 1
sur., 2003; Jego i sur., 2013). Osim HSP, rezistencija na cisplatinu moze biti urodena i stecena, a
neki od mehanizama rezistencije najée$ée su promjene u stanicnom unosu i izbacivanju lijeka,
povecanoj detoksikaciji lijeka, inhibiciji apoptoze i povecanim mehanizmima popravka DNA
(Shen i sur., 2012). U istraZivanju koje su proveli Li 1 sur. (2021) na tkivima pacijenata oboljelih
od karcinoma jajnika EOC, ekspresija HSP-70 je znacajno veca bila u tkivu otpornom na
kemoterapiju nego u tkivu osjetljivom na kemoterapiju. Nasi rezultati odredivanja koncentracije
HSP-70 su pokazali da je koncentracija HSP-70 u skupini obradenoj Res + Cis +HT bila znacajno
niZa (p < 0,01) u odnosu na skupinu obradenu Cis + HT (Slika 14). Smanjena koncentracija HSP-

70 pogoduje smrti tumorskih stanica.

Prekomjerna ekspresija HSP-90 je povezana s brojnim bolestima, razli¢itim tipovima tumora,
virusnim infekcijama, upalom i neurodegenerativnim bolestima (Whitesell i Lindquist, 2005; Luo
1 sur., 2010; Geller 1 sur., 2012). Visoke razine HSP-90 povezane su i sa slabijim odgovorom na
lije¢enje malignih bolesti (Pick 1 sur., 2007). Ekspresija HSP-90 je povezana s aktivacijom HIF-
la 1 NF-kB te time s EMT-om, invazijom i migracijom tumorskih stanica (Nagaraju i sur., 2015).
Pojacana invazivnost je povezana sa sekrecijom HSP-90a iz invazivnih tumorskih stanica putem

egzosoma pri ¢emu dolazi do aktivacije MMP-2 (McCready 1 sur., 2010). Blokiranjem ili
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neutraliziranjem proteina HSP-90 inhibira se pokretljivost tumorskih stanica in vitro 1
metastaziranje tumora in vivo (Tsutsumi i sur., 2008). Nasi rezultati su pokazali statisticki znacajno
nizu koncentraciju HSP-90 kod skupine obradene Res + HT (p < 0,001) i kod skupine obradene
Res + Cis + HT (p < 0,001) u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 15). Smanjene koncentracije
HSP-90 mogu ukazivati na dokidanje mehanizama otpornosti i smanjene toksi¢nosti citostatika

primjenom resveratrola.

U hipoksi¢nim uvjetima brojne stani¢ne linije (maligne i primarne) in vitro imaju povecane
razine mRNA 1 proteina HDACI1, HDAC2 1 HDAC3. Supresijom p53 i pVHL dolazi do
prekomjerne ekspresije HIF-1a i VEGF, a suprotan ucinak se dobije primjenom trihostatina A
(TSA), inhibitora HDAC-a, in vitro 1 in vivo. HDAC reguliraju aktivnost HIF-1a neizravno u
hipoksi¢nim uvjetima (Kim 1 sur., 2001). U lije€enju tumora inhibitorima HDAC-a, antiangiogeni
ucinak postize se utiSavanjem proangiogenih gena poput gena za ¢imbenik rasta krvozilnog
endotela (VEGF) 1/ili gena za endotelnu sintazu dusikovog oksida (eNOS) (Zupkovitz i sur., 2006).
Inhibitori HDAC-a poti¢u apoptozu stanica raka jajnika otpornih na cisplatinu (Muscolini i sur.,
2008). Kim 1 suradnici (2012) su potvrdili korelaciju prekomjerne ekspresije HDAC i smanjene
osjetljivosti na cisplatinu na SKOV3 i OVCAR3 stani¢nim linijama karcinoma jajnika. HDAC
reguliraju gen HtrAl, koji ima ulogu u razvijanju otpornosti na cisplatinu, a ciljanjem puta
HDAC/RXR/HtrAl moze se dokinuti otpornost na cisplatinu (Wang 1 sur., 2020). NaSi rezultati
su pokazali statisticki znacajno niZu razinu aktivnosti HDAC-a kod skupine obradene Cis + HT (p
< 0,01) 1 kod skupine obradene Res + Cis + HT (p < 0,01) u odnosu na skupinu obradenu Res +

HT (Slika 16).

Najbolje rezultate je dala primjena resveratrola i cisplatine u hipertemalnim uvjetima 1

mozemo zakljuciti da ova kombinacija ima dobar terapeutski potencijal.
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6. ZAKLJUCAK

Temeljem dobivenih rezultata iznosimo zakljucke kako slijedi:

e Cisplatina povecava prezivljenje miSeva u odnosu na kontrolu, s i bez treatmana
resveratrolom, u hipertermalnim uvjetima.

e Najveca inhibicija rasta tumora postignuta je kod miSeva obradenih cisplatinom u
hipertermalnim uvjetima.

e Smanjena koncentracija MMP-2 ukazuje na moguci antiangiogeni ucinak resveratrola dok
povecana razina MMP-9 vjerojatno ukazuje na nastanak angiostatina koji vodi inhibiciji
¢imbenika angiogeneze VEGF.

e Tumori obradeni cisplatinom, s ili bez resveratrola, pokazuju povecanu koncentraciju NO
1 smanjenu koncentraciju Arg-1 $to ukazuje na polarizaciju makrofaga prema fenotipu M1
1 povecanu citotoksi¢nu i tumorocidnu aktivnost makrofaga na tumorske stanice.

¢ Smanjene koncentracije HSP-70 i HSP-90 u skupini obradenoj resveratrolom i cisplatinom
u hipertermalnim uvjetima pogoduju smrti tumorskih stanica i dokidanju rezistencije te
jacanju imunosnog odgovora efektorskih T i NK stanica.

e Primjena resveratrola i cisplatine te cisplatine u hipertermalnim uvjetima ucinkovito
inhibira aktivnost Arg-1, reaktivira imunosni sustav i povecava prezivljavanje miSeva.

e ViSemodalni pristup s hipertermijom, resveratrolom 1 cisplatinom jest u€inkovit pristup u
terapiji tumora; uspjeSno inhibira rast tumora te dokida otpornost tumorskih stanica na
cisplatinu kroz modulaciju aktivnosti HDAC-a i razine HSP-70 1 HSP-90 te tako doprinosi

povecanju Zivotnog vijeka miSeva.
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