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KORISTENE KRATICE

1xABB - 1x pufer za vezanje aneksina (engl. 1x Annexin-Binding Buffer)

ADP — adenozin difosfat (engl. Adenosine Diphosphate)

Apaf-1 — apoptozni proteazni aktivirajuCi Cimbenik 1 (engl. Apoptotic protease
activating factor 1)

ATP — adenozin trifosfat (engl. Adenosine Triphosphate)

Bak — bcl-2 homologni protein antagonist/protein ubojica (engl. Bcl-2 homologous
antagonist/killer protein)

Bax — bcl-2 povezani x protein (engl. Bcl-2-associated X protein)

Bcl-2 — B-stanicni limfom 2 (engl. B-cell lymphoma 2)

Bcl-xI — iznimno veliki B-stani¢ni limfom protein (engl. B-cell lymphoma-extra large)
Bid — protein koji promovira smrt, agonist BH3-reagiraju¢e domene (engl. BH3-
interacting-domain death agonist)

bp — broj parova baza (engl. base pairs)

BSO - L-butionin sulfoksimin (engl. Buthionine Sulfoximine)

Cys — cistein (engl. Cysteine)

Cyt ¢ — citokrom ¢ (engl. Cytocrome c)

dATP — deoksiadenozin trifosfat (engl. Deoxyadenosine Triphosphate)

DISC - signalni kompleks koji inducira smrt (engl. Death-Inducing Signalling
Complex)

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. Deoxyribonucleic Acid)

EGF — epidermalni ¢imbenik rasta (engl. Epidermal Growth Factor)

EGFR — receptor epidermalnog ¢imbenika rasta (engl. Epidermal Growth Factor
Receptor)

elF-2a — alfa podjedinica eukariotskog inicijacijskog ¢imbenika 2 (engl. eucaryotic
Initiation Factor — 2 alpha)

ER - endoplazmatski retikulum (engl. Endoplasmic Reticulum)

Erk-1 — izvanstaniCnim signalima regulirana kinaza 1 (engl. Extracellular signal-
regulated kinase-1)

ETA — etakrina kiselina (engl. Etacrynic Acid)



FADD — Fas-povezani protein sa domenom za smrt (engl. Fas-Associated protein
with Death Domain)

FasL — Fas Ligand (engl. Fas Ligand)

FITC — fluorescein izotiocijanat (engl. Fluorescein Isothiocyanate)

GABA — gama-aminobutirenska kiselina (engl. Gamma-Amniobutyric Acid)

Gly — glicin (engl. Glycine)

GS — GSH-sintetaza, glutation sintetaza (engl. GSH-sinthetase)

GSH, y-glu-cys-gly — glutation, reducirani oblik (engl. Glutathione)

GSSG — glutation disulfid, oksidirani oblik (engl. Glutathione disulfide)

ICs0 — ona koncentracija spoja koja je potrebna da se promatrani bioloski efekt smaniji
za pola (engl. 50% Inhibitory Concentration)

kaspaza — cistein-aspartiCka proteaza (engl. cysteine-aspartic protease)

MAPK — mitogenom-aktivirana proteinska kinaza (engl. Mitogen-Activated Protein
Kinase)

mGSH — mitohondrijski glutation (engl. mitochondrial GSH)

MRP —protein otpornosti na vise lijekova (engl. Multidrug-Resistant Protein)

MTT - 3-(4,5-metiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (engl. (3-(4, 5-
dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide)

NAC - natrijev acetilcistein (engl. N-acetylcysteine)

NF«xB — nuklearni ¢imbenik-kB (engl. Nuclear Factor-Kappa B)

P-gp — P-glikoprotein (engl. P-glycoprotein)

p53 — tumorski protein 53 (engl. tumour protein 53)

PARP — poli(ADP-riboza) polimeraza (engl. Poli ADP-Ribose Polymerase)

PBS - fosfatni pufer (engl. Phosphate Buffered Saline)

Pl — propidij jodid (engl. Propidium lodide)

PM — proteinski marker (engl. Protein Marker)

prokaspaza — pro-cistein-asparti¢ka proteaza (engl. pro-cysteine-aspartic protease)
RNaza A — Ribonukleaza A (engl. Ribonuclease A, RNase A)

ROS - reaktivne kisikove vrste (engl. Reactive Oxygen Species)

rpm — broj okretaja u minuti (engl. rounds per minute)

SERCA - Ca**-ATPaza sarko/endoplazmatskog retikuluma (engl. Sarco/

Endoplasmatic Reticulum Ca**-ATPase)



SL — seskviterpen lakton (engl. Sesquiterpene Lactone)

tBid — okrnjeni Bid protein (engl. truncated Bid)

tempol — 1-oksil-2,2,6,6-tetrametil-4-hidroksipiperidin, mimetik* enzima superoksid
dismutaze

TNF, TNF-a — tumorski nekrozni ¢imbenik (engl. Tumor Necrosis Factor /alpha)
y-GCS - y-glutamilcistein sintetaza (engl. y-Glutamylicysteine Sinthetase)

v-glu-cys — y-glutamilcistein (engl. y-glutamyicysteine)

*mimetik — onaj koji kopira ili se prikazuje kao isti



1 UVOD

1.1 Tumori

Tumori su, uz kardiovaskularne bolesti, najéeSéi uzrok smrti dana$nje
populacije (Mitra i sur, 2015; Ramaswami i sur, 2013). Donedavno su bili smatrani
samo nenormalnim izrastima nekontrolirano dijeleCih stanica. Medutim, novija
istraZivanja pokazala su da su tumori mnogo kompleksniji. Naime, to su sloZzena tkiva
sastavljena od viSe tipova stanica koje su, ne samo u medusobnoj interakciji, vec i
interakciji sa stanicama koje ih okruzuju i ¢imbenicima koji zajedno ¢ine tumorski
mikrookoli§. Nastali su od normalnih stanica koje su stekle nove karakteristike
nakupljanjem mutacija. Karakterizira ih nekontrolirani rast, izbjegavanje programirane
smrti stanice i starenja, izbjegavanje imunosnog odgovora organizma, angiogeneza,
besmrtnost i invazivnost. Nakupljanjem mutacija i stjecanjem novih karakteristika,
stanice prolaze kroz proces karcinogeneze koji moze zavrsiti pojavom malignog

tumora (Hanahan i Weinberg, 2011).

Glavnim pokretaCima i vaznim €imbenicima napretka tumorigeneze u zdravim
stanicama smatraju se mutacije. Dijelimo ih na prateée i pogonske. Prate¢im
mutacijama (engl. passenger) smatramo one koje ne rezultiraju direktno nastankom
promjena karakteristiCnih za tumore. One mogu uzrokovati promjene u tkivima, ali ne
dovode do razvoja tumorigenog ili malignog svojstva. S druge strane, pogonske
mutacije (engl. driver) su promjene koje "okidaju" tumorigenezu stanice. Nastaju u
genima Ciji produkti sudjeluju u procesima rasta stanice, prezivljavanja i odrzavanju
stabilnosti genoma te rezultiraju stjecanjem obiljezja karakteristiCnih za tumorske
stanice (Slika 1.) (Hanahan i Weinberg, 2011). Transformirane tumorske stanice u

prosjeku sadrze izmedu dvije do osam pogonskih mutacija (Vogelstein i sur, 2013).
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Slika 1. Obiljezja stanica tumora. Preuzeto i prilagodeno iz Hanahan i Weinberg, 2011.

Ovisno kada su se mutacije dogodile, mogu se podijeliti na urodene i steCene.
Urodene mutacije prenose se s roditelja na potomke, dok steCene nastaju za vrijeme
zivota. Ste€ene mutacije dogadaju se spontano tijekom rasta stanice, njezine diobe,
odrzavanja stabilnosti genoma i slicnih unutarstaniCnih procesa, ali mogu biti
potaknute i izvanstaniCnim cCimbenicima poput konzumacije duhanskih proizvoda i
alkohola, izlozenosti kemikalijama u hrani i okoliSu, izloZzenosti razlicitim oblicima
zraCenja i slicno. Za pojedine Cimbenike postoje dokazi da povecavaju stopu
mutacija. Samim time povecana je vjerojatnost nastanka pogonskih mutacija, ¢ime
tumore i rizine ¢imbenike dovodimo u korelacijsku vezu (Dieterich i sur, 2014;
Hanahan i Weinberg, 2011).

U posljednjih 50 godina postignut je veliki napredak u podrucju istrazivanja
malignih tumora (Shewach i Kuchta, 2009). Velika nov€ana sredstva ulazu se u
prevenciju i lijeCenje. Nadalje, stopa prezivljenja bolesnika s dijagnosticiranim rakom

ovisi 0 njegovom tipu i stadiju (Ramaswami i sur, 2013). Podaci pokazuju da u svijetu



najveci broj muskaraca umire od raka pluéa, prostate, zatim raka debelog crijeva,
rektuma i melanoma, dok Zene najviSe umiru od raka plu¢a, dojke, raka vrata

maternice te debelog crijeva i rektuma (Miller i sur, 2016).

1.2 Lije€enje tumora

Danas se jo$ uvijek vecina tumora lijeCi kirurSkim zahvatom, kemoterapijom i
radioterapijom. Bolesnici nerijetko primaju viSe tipova terapija, jer su kombinirani
pristupi lije¢enja uspjesniji, pogotovo kod metastazirajuéih tumora. Na Zzalost, bez
obzira na napredak u dijagnostici, lijeCenju, aktivnijem i zdravijem nacinu Zivota,
smrtnost uzrokovana rakom je joS uvijek vrlo visoka. Glavni razlog tome mozemo
prikazati vrlo jednostavnom re€enicom iz stripa “Pogo“ Walt Kelly-ja: ,Upoznali smo
neprijatelja, i on je mi,...“. U prijevodu, stanice tumora su nase vlastite transformirane
stanice, Sto znaci da su neizmjerno slicne i koriste iste metaboliCke putove kao
zdrave stanice naSeg tijela (Mitra i sur, 2015; Ramaswami i sur, 2013), pa je tesko
pronadi terapiju koja bi diferencijalno ciljala samo tumorske stanice, a ne i zdrave.

KirurSko izrezivanje i fizicko odstranjivanje najstarija je i najucinkovitija metoda
lije€enja solidnih tumora ako je dijagnosticiran pravovremeno i u potpunosti uklonjen.
Medutim, ako se dijagnosticira u kasnijim stadijima razvoja tumorske bolesti kada je
tumor vecih dimenzija, ne moze biti lokaliziran, metastazirao ili se zZeli smanijiti
mogucnost pojave recidiva, primjenjuju se druge metode lijec¢enja poput radioterapije,
imunoterapije, kemoterapije, terapije matiCnim stanicama i druge (Baskar i sur,
2012).

U radioterapiji se koristi ioniziraju¢e zraenje kako bi se tumor uklonio ili
smanijio. Postoje gama zrake i protonsko zracenje, a cilj je oStetiti DNA i ubiti stanice
tumora. Elektricno nabijene Cestice prolaze kroz tkivo i pritom ga oStecuju. Zbog toga
je vazno da su ioni precizno usmijereni, kako bi se smanijila oste¢enja zdravog tkiva.
Ako zdravo tkivo ipak bude zahvaceno, ono ¢esto ima bolju sposobnost popravijanja
oSteCenja, zbog Cega nerijetko prezivi zraCenje i oporavi se. Medutim, viSestruka
izlaganja ioniziraju¢em zracenju vrlo ¢esto nepovratno ostecuju zdravo tkivo. Ako se

koristi prije kirurSkog zahvata, zra¢enje ima ulogu smanjenja dimenzija tumora. Moze
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se Kkoristiti i nakon kirurSkog lijeCenja tumora, medutim tada sluzi za uklanjanje
preostalih stanica tumora i sprjeCavanje recidiva (Baskar i sur, 2012).

Imunoterapija je vrsta lijeCenja pri kojemu se nastoji obnoviti, stimulirati ili
pojacati prirodna protutumorska funkcija imunolo8kog sustava pacijenta. Moze biti
aktivna - kada se potiCe stvaranje specifiCnih stanica imunoloSkog sustava potrebnih
za imunoloSku reakciju, pasivna — prijenos protutijela sintetiziranih u drugom
organizmu, i adoptivna — prijenos cijelih senzibiliziranih stanica (npr. infuzija
donorskih limfocita (Baskar i sur, 2012).

U hormonskoj terapiji lijeCenje se temelji na sprjeCavanju rasta i napredovanja
tumorske bolesti kontroliranjem aktivnosti hormona uklju¢enih u navedene procese.
Pritom se koriste lijekovi poput tamoksifena, toremifena, fulvestranta itd. (Cuzick i
sur, 2015). Medutim, u Klinici se, uz kirur§ko odstranjivanje tumora, i dalje najcesce

primjenjuje kemoterapija (Baskar i sur, 2012).

1.2.1 Kemoterapija

Kemoterapija je lije€enje tumora primjenom kemijskih spojeva (citostatika).
Promjenom strukture DNA polimeraze i topoizomeraza I/ll, inhibicijom njihovog
enzimatskog djelovanja, uvodenjem dvolan¢anih lomova i drugih ostecenja te
ometanjem sinteze DNA, funkcije sustava za popravak DNA, signaliziranja ili
utjecanjem na mehanizam membranskih pumpi pokuSava se potaknuti apoptotska
smrt stanice tumora (Shewach i Kuchta, 2009). Prema tipu djelovanja, kemijske
spojeve koji se koriste u kemoterapiji mozemo podijeliti na alkiliraju¢a sredstva,
antimetabolite, protutumorske antibiotike, inhibitore topoizomeraza, inhibitore mitoze i
druge. Koji kemoterapeutik ¢e bolesnik primiti ovisi o tipu tumora, njegovoj
proSirenosti i lokalizaciji te opéem stanju bolesnika, dok s druge strane trajanje i
nac¢in primjene kemoterapije ovise o odabranom kemoterapeutiku i rezultatima
lije€enja. Posljednjih nekoliko godina sve je veéa paznja usmjerena k molekularnom
profiliranju bolesnika s tumorom koje se temelji na Cinjenici da je svaki tumor
drugaciji te da terapiju treba odabrati prema molekularnim promjenama unutar

stanica tumora. Lije¢enje bolesnika je na taj na€in personalizirano, a rezultat terapije



Cesto uspjesSniji (manji broj ciklusa terapije) i s manje nezeljenih popratnih pojava
(Capdevila i sur, 2017).

AlkilirajuCi kemoterapeutici skupina su spojeva s jednom ili vie alkilnih grupa
u kemijskoj strukturi. Prvi alkilirajuéi spoj, dusikov iperit, koristio se kao kemijsko
oruzje u Prvom svjetskom ratu. Nakon rata krenula je njegova kliniCka primjena u
lije€enju zlocudnih tumora. Mehanizam djelovanja alkilirajuéih sredstava temelji se na
mogucénosti vezanja alkilnin grupa na bioloSke molekule. Vezanjem na molekule
poput DNA, glutationa i drugih, alkilirajuéi spojevi izazivaju toCkaste mutacije,
ometaju transkripciju i replikaciju DNA, funkciju i metabolizam vezanih proteina te na
taj nacin potiCu programiranu smrt tumorskih, ali ¢esto i zdravih stanica. Alkilirajuci
kemoterapeutici koji se danas koriste u terapiji su altretamin, busulfan, karmustin,
klorambucil, ciklofosfamid, dakarbazin, lomustin, malfalan, temozolomid. Medutim,
danas su najSire primjenjivi oni alkilirajuéi spojevi koji u svoj strukturi imaju atom
platine kao Sto su cisplatina, karboplatina i oksaliplatina (Brozovic, 2017; Warwick,
1963).

Antimetaboliti  (5-fluorouracil, gemcitabin, kapacitabin, merkaptopurin,
metotreksat itd.) su lijekovi Cija je kemijska struktura vrlo slicha bioloSki vaznim
molekulama u organizmu poput duSi¢nih baza i folne kiseline. U slu€aju analoga
dusi¢nih baza, tijekom sinteze bivaju ugradeni u strukturu DNA umjesto uobi¢ajenih
baza i zbog svoje kemijske strukture blokiraju daljnju sintezu. Na taj nacin zaustavlja
se rast tumorske stanice (Kaye, 1998).

Protutumorski antibiotici (daunorubicin, doksorubicin, epirubicin, idarubicin,
aktinomicin-D, bleomicin, mitomicin-C itd.), inhibitori topoizomeraza (topotekan,
irinotekan, etopozid itd.) i inhibitori mitoze (paklitaksel, vinkristin, vinblastin itd.)
inhibiraju rast i diobu stanice, zaustavljajuci tako daljnji rast tumora.

Medutim, zbog Cesto vrlo nespecificnog djelovanja kemoterapeutika, Stetnih
uinaka na zdrave stanice i razvoja otpornosti stanica tumora na primjenjivanu
kemoterapiju, znanstvenici su u potrazi za preciznijim i uCinkovitijim metodama

lijec¢enja (Miller i sur, 2016).



1.2.2 Otpornost na kemoterapiju

lako je napredak u lije¢enju zloudnih tumora u posljednjih 50 godina itekako
vidljiv, i dalje najveCi problem ostaje razvoj otpornosti na kemoterapiju. Otpornost
stanica tumora na terapiju moze se razviti vec tijekom tumorigeneze. No, u najveéem
broju slu¢ajeva otpornost se razvije tijekom ili nakon terapije. Molekularni mehanizmi
otpornosti mogu biti razli€iti, kao Sto su niska koncentracija citostatika unutar stanice
zbog njegovog smanjenog wunosa ili pojacanog izbacivanja, modulacija
detoksikacijskog mehanizma stanice koja rezultira smanjenom bioloSkom
raspolozivoScu citostatika u stanici, u€inkovitiji mehanizmi popravka ostecCenja DNA,
odupiranje programiranoj smrti stanice uzrokovanoj promjenom signalnih puteva

aktivacije itd. (Housman i sur, 2014).

1.2.3 Kemoterapeutici izolirani iz biljaka

Uloga biljaka u lije€enju ozljeda, poremecaja i bolesti je oduvijek bila vrlo
velika i zna€ajna (Duan i sur, 2010; Ghantous /i sur, 2010; van Haaften j sur, 2015;
Ko i sur, 2005; Kretschmer i sur, 2012; Lohberger i sur, 2013; Saeed i sur, 2015; Sun
i sur, 2003). Razvojem znanosti, medicine i kemijske industrije poCetkom 20. stoljeca,
poCela je potraga za ucinkovitijim i dostupnijim terapijama, kako za brojne druge
bolesti, tako i za zloCudne tumore. lako je interes za otkrivanje novih
kemoterapeutika bio velik, zbog dugotrajnih biokemijskih analiza, pretklini¢kih i
klinickih istrazivanja, prvi protutumorski lijekovi uvedeni su na trziste tek vise
desetaka godina nakon otkri¢a aktivne tvari. Prvi otkriveni bili su vinka alkaloidi —
vinkristin i vinblastin, izolirani iz biljike Catharanthus roseus L. (madagaskarski
zimzelen). Upravo nakon njihovog otkri¢a uslijedio je ogroman porast interesa za
istrazivanje novih i ve¢ prethodno istrazivanih biljnih supstanci u cilju pronalaska
potencijalnih citostatika. U sljedecih pola stolje¢a otkriveni su brojni kemoterapeutski
spojevi od kojih su neki jos uvijek primjenjuju, poput paklitaksela, prvi put izoliranog iz
bilike Taxus brevifolia Nutt. (pacifiCke tise). Medutim, kod spojeva izoliranih iz biljaka,

najveéi je problem nabava resursa. U slu€aju paklitaksela, bilo je izraCunato da je za



jedan kilogram spoja potrebno oguliti koru i tako unistiti izmedu 2000 i 3000 stabala
pacificke tise. Ipak, znanstvenici su nekoliko godina kasnije prona$li nac¢in da
polusintetskim putem dobiju dovoljne koli¢ine paklitaksela iz iglicastih listova
europske tise (Taxus baccata L.). Danas je paklitaksel glavna aktivna tvar
protutumorskog lijeka Taxol®-a koji je ujedno jedan od najprodavanijih lijekova za
liije¢enje karcinoma jajnika, dojke, pluéa i Kaposijeva sarkoma. Osim spomenutih
alkaloida i taksana, iz biljaka su izolirani i poznati protutumorski spojevi poput
kamptotecina, podofilotoksina, roskovitina, maitansina, tapsigargina, terpena

partenolida, artemizina i drugih (Cragg i Newman, 2005; Zhang i sur, 2005).

1.2.4 Seskviterpen laktoni

Seskviterpen laktoni (SL), skupina su viSe desetaka tisuca razliCitih spojeva
koje nalazimo u dvadesetak biljnih porodica (Apiaceae, Magnoliaceae, Laureaceae i
druge). Medutim, najbrojniji su i najvazniji sekundarni metaboliti biljaka porodice
glavoCika (Asteraceae), to€nije rodova Artemisia, Arnica, Ambrosia, Helenium,
Tanacetum, Vernonia i Parthenium (Amorim i sur, 2013; Ivanescu i sur, 2015). Vec¢
stoljeéima se bilike iz porodice Asteraceae koriste u tradicionalnoj medicini pri
lije€enju brojnih bolesti i ozljeda (Ilvanescu i sur, 2015; Lohberger i sur, 2013; Politeo i
sur, 2012; Radi¢ i sur, 2013; Zaghloul i sur, 2014),. SL-i su bezbojni i gorkoga okusa,
zbog Cega bilici sluze kao sredstva za privlaCenje ili ¢eSée za odvracanje
organizama. NajCeS¢e su izolirani iz lis¢a i cvjetova, medutim kod porodice
Asteraceae velike koli€ine SL-a nalazimo i u dlakama.

SL-i se biosintetiziraju u endoplazmatskom retikulumu iz tri izoprenske jedinice
putem farnezil pirofosfata. Njihov lipofilni karakter rezultat je terpenoidne strukture
nastale od 15 cikliziranih i oksidativno transformiranih ugljikovih atoma. Svi SL-i imaju
a-B-nezasiéeni ostatak, peteroClani laktonski prsten s karbonilnom grupom. Medutim,
iako se ona smatra vrlo vaznom, a po nekima €ak i nuznom za citotoksi¢nost svakog
SL-a, drugi pak tvrde da su za razli¢iti uinak SL-a na tumorske stanice odgovorne
druge funkcionalne grupe unutar njihove strukture i sama biodostupnost spoja unutar

stanice (Amorim i sur, 2013; Chadwick i sur, 2013; Heilmann i sur, 2001).



Na temelju kemijskih i strukturnih karakteristika, SL-i su podijeljeni u nekoliko
skupina (Slika 2.). Germakranolidi su najpoznatiji zbog svoje upotrebe u lijecenju
raznih bolesti te imaju prsten s deset ugljikovih (C) atoma. Guaianolidi imaju dva
prstena sa sedam i pet C atoma, ali ih karakterizira metilna grupa na poziciji C-4.
Struktura pseudoguaianolida jednaka je strukturi guaianolida, ali je karakteristiCha
metilna skupina na poziciji C-5. Eudesmanolidi imaju dva spojena Sesteroflana

prstena.
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Slika 2. Strukture najpoznatijih skupina seskviterpen laktona. A) Germakranolidi B)
Heliangolidi C+D) Guaianolidi E) Pseudoguaianolidi F) Hipokretenolidi G) Eudesmanolidi.

Preuzeto iz Seaman, 1982.

Ono Sto skupinu seskviterpen laktona Cini zanimljivom jest da dokazano imaju
Sirok spektar bioloskih aktivnosti koji  ukljuCuje citotoksicni, protuupalni,
antibakterijski, antigljivicni, antivirusni, antidepresijski i antiproliferativni uc¢inak na
normalne i tumorske stanice. Najpoznatiji i dosad najvie istrazen SL je artemizin Kkoji
se koristi u lije€enju malarije, dok je drugi najpoznatiji iz skupine germakranolida —
kostunolid joS uvijek u fazi istrazivanja potencijalne primjene (Duan i sur, 2010; Sun i
sur, 2003; Zhang i sur, 2005).



1.3 Molekularni mehanizmi djelovanja seskviterpen laktona

SL-i su najprije bili poznati po vrlo toksiénom djelovanju na stoku. Njihovom
konzumacijom, stoka je nerijetko umirala, a sto¢ari su dozivljavali velike financijske
gubitke. Medutim, znanstvenici su s godinama uvidjeli potencijalnu ulogu SL-a u
lije€enju zlocudnih tumora. Prema mehanizmu djelovanja, SL-i se mogu podijeliti na

alkilirajuée, nealkilirajue i neurotoksine (Amorim i sur, 2013).

Naj¢es¢im mehanizmom protutumorskog djelovanja SL-a smatra se alkilacija.
Kovalentnim vezanjem na sulfhidrilnu skupinu enzima i drugih funkcionalnih proteina
Michaelovom adicijom elektrofilnih a-B-nezasi¢enih karbonilnih ostataka, SL-i
alkiliraju i tako ometaju funkciju biomolekula na koje se vezu (DNA, proteina, itd).
Osim spomenute alkilacije biomolekula, SL-i mogu inhibirati membranske
transportere, inhibirati signalni put p53 i NFxB, modulirati epigenetiCke promjene
genske ekspresije, ometati stani¢ni redoks sustav promjenom koncentracije
reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i slobodnog glutationa u stanici, izazvati oSteCenja
DNA stvaranjem ROS-a ili djelovati na sintezu i strukturu odredenih receptora i
transkripcijskih faktora te na taj nacin inhibirati metastaziranje i angiogenezu
tumorskih stanica (Slika 3.) (Amorim i sur, 2013; Chadwick i sur, 2013).
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Slika 3. Najées¢éi mehanizmi djelovanja SL-a u stanici. 1) Alkilacija proteina i glutationa
(GSH) sto rezultira promjenom njihove funkcije i stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta; 2)
Alkilacija DNA; 3) Hipersenzitivna reakcija (negativna reakcija imunosnog sustava) alkiliranih
proteina pri ¢emu oni postaju "strana tijela" te se izbacuju iz stanice; 4) OSteéenje DNA
izazvano produktima oksidativnog stresa; 5) Blokiranje pumpi SERCA, §to rezultira
nakupljanjem citoplazmatskog CI', zbog ¢ega dolazi do neravnoteze koncentracije ROS-a u
mitohondriju; 6) Neravnoteza transporta ClI" u stanicu zbog antagonistickog djelovanja na
receptor GABA; 7) Ometanje epigeneti¢kih procesa. Preuzeto i prilagodeno iz Amorim j sur,
2013.

1.4 Glutation

Glutation (GSH) je dehidrogenirajuci tripeptid koji se sastoji od tri
aminokiseline: glicina, cisteina i glutaminske kiseline. Sintetizira se u citoplazmi u dva
koraka koja zahtijevaju potroSnju ATP-a. Prvi korak rezultira sintezom Y-
glutamilcisteina iz glutamata i cisteina pomocCu enzima y-glutamilcistein sintetaze. U

drugom koraku, GSH sintetaza koristi produkt prve reakcije i glicin kako bi katalizirala

10



sintezu glutationa. lako se sintetizira u citosolu, GSH nalazimo i u drugim staniénim
organelima poput mitohondrija, endoplazmatskog retikuluma i jezgre (Slika 4.) (Mari i
sur, 2009).

ATP  ADP ATP ADP

Glu+Cys —— y-glu-cys ———» y-glu-cys-gly (GSH)

Gly

Citoplazma

GSH GSH Mitohondrij

Endoplazmatski
retikulum Jezgra

Slika 4. Sinteza i raspodjela glutationa u stanici. Preuzeto i prilagodeno iz Mari i sur,
20009.

Vecina glutationa u stanici je u reduciranom obliku (GSH) (Slika 5.), medutim
on lako dehidrogenira i prelazi u oksidirani disulfidni oblik (GSSG) (Slika 6.), koji je u
stanici prisutan u koli¢ini manjoj od jedan posto. Omjer ta dva oblika odreduje
stani¢ni redoks status koji je usko povezan s oksidacijsko-redukcijskim svojstvima
staniénog organela/odjeljka u kojemu se nalaze. Glutation je upravo zbog toga vazan
staniéni antioksidans koji sprjeCava ostecenja DNA. Medutim, novija istrazivanja
pokazala su da ima ulogu medijatora u mnogim fizioloSkim reakcijama poput
metabolizma ksenobiotika, u tiol-disulfidnim reakcijama izmjene, stani¢noj

signalizaciji i drugima (Aquilano i sur, 2014; Mari i sur, 2009; Schmitt i sur, 2015).
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Slika 5. Kemijska struktura glutationa (GSH). Preuzeto i prilagodeno iz Bouligand i sur,

2007.
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Slika 6. Reducirani i oksidirani oblik glutationa. Preuzeto i prilagodeno iz Bouligand i sur,
2007.
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1.4.1 Uloga glutationa u regulaciji rasta i razvoja tumorskih stanica

Mitohondrij je najveéi potroSa¢ kisika u stanici. U njemu se dogada vazan
metaboliCki proces — disanje stanice, kojim se stvara velik broj reaktivnih kisikovih
vrsta (ROS). Reaktivne kisikove vrste su meduprodukti stanichog metabolizma, koji,
ako nastanu u koli¢inama iznad stani¢nog oksidativnog kapaciteta, mogu negativno
djelovati na funkciju drugih molekula u stanici poput lipida, proteina i DNA. Kako bi
mitohondrij i drugi stani¢ni organeli izbjegli oSte¢enja izazvana ROS-om i zadrzali
svoju funkciju, u njima je neprestano aktivan antioksidativhi mehanizam obrane.
Glavni antioksidansi mitohondrija, ali i drugih organela su glutation, glutaredoksin i
tioredoksin (Mari i sur, 2009).

Oksidativni stres smatra se glavnim uzro¢nikom neravnoteznog stanja redoks
sustava stanice. Stanje u kojem koli¢ina nastalih ROS-ova prelazi stani¢ni oksidativni
kapacitet moze biti vrlo Stetho za stanicu te se Cesto povezuje s velikim brojem
patoloskih stanja, bolesti i poremecaja organizma. U stanicama zlo¢udnih tumora vrlo
su Cesto zabiljezene poviSene razine GSH, koje ih nerijetko ¢ine i otpornima na
citostatike (Mari i sur, 2009; Thannickal i Fanburg, 2000). S druge strane, tretmani u
kojima je L-butionin sulfoksiminom (BSO) snizena koncentracija GSH, ucinili su
1979).

Bolesti i poremecaji povezani sa sintezom, transportom, raspodjelom,
dostupnoséu glutationa i njegovim kemijskim vezanjem s drugim tvarima, naj¢escée
se lije¢e primjenom razli¢itih prekursora sinteze glutationa (N-acetil cistein, L-butionin
sulfoksimin), inhibitora membranskih pumpi (probenecid) i antioksidansa (Atkuri i sur,
2007; Drew i Miners, 1984; Homolya i sur, 2003; Schmitt i sur, 2015; Wen | sur,
2002).

1.5 Smrt stanice

Smrt stanice moze biti sastavni dio fizioloSkih procesa ili odgovor na odredena

patoloSka stanja. MozZe biti neprogramirana i programirana, kao dio procesa
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embrionalnog razvoja, razvoja imuniteta i sliéno. S obzirom na morfolo$ki izgled
stanice, smrt stanice se moze definirati kao nekroza, apoptoza, autofagija ili smrt
povezana s mitozom. Medutim, danas je poznato da postoje joS i piroptoza, anoikis,
onkoza, kornifikacija, mitotska katastrofa, nekroptoza i drugi oblici smrti (Tait i sur,
2014; Trump i sur, 1997).

Nekroza se javlja kao posljedica izravnhog osteéenja membrane nastalog
djelovanjem fizikalno-kemijskih &imbenika. Stanica bubri zbog naruSene ravnoteze
koncentracija iona unutar i izvan stanice, stani¢ni organeli i membrane se raspadaju,
uzrokujuci istjecanje stani¢nog sadrzaja u okolno tkivo. Sastojci stani¢hog sadrzaja
pokrecCu upalne procese, Ciji produkti (enzimi, ROS) osteéuju zdravo tkivo i nerijetko
uzrokuju veca ostecenja tkiva (Elmore, 2007).

Apoptoza, takoder poznata kao najéeSCi tip programirane smrti stanice,
poseban je oblik smrti koji karakteriziraju biokemijske i morfoloSke promjene stanice.
Stanica se vidno smanjuje, kromatin se kondenzira, a kasnije i fragmentira. Ako
stanica ne bude fagocitirana od strane fagocita, apoptoza se nastavlja promjenom
oblika stanicne membrane koja postaje mjehurasta. Nastali mjehuri ¢esto sadrze
ostatke kromatina i stani¢nih struktura te se nazivaju "apoptotska tijela". Apoptoza se
razlikuje od nekroze po tome Sto se odvija na vrlo uskom podrucju, strogo je
kontrolirana i ne uzrokuje upalu. Ovisno odakle je signal pristigao, mehanizam
pokretanja apoptoze mozemo podijeliti na unutarn;ji i vanjski (Elmore, 2007; Hassan i
sur, 2014).

Vanjski put apoptoze zapocinje vezanjem molekule TNF liganda na TNF
membranski receptor i trimerizacijom preko molekule FADD. Vezanjem FADD na
prokaspazu 8 dolazi do stvaranja kompleksa DISC i cijepanja prokaspaze 8, odnosno
aktivacije kaspaze 8 i okidanja signalne kaskade. U kaskadi sudjeluju
prokaspaze/kaspaze koje dijelimo na pokretacke (prokaspaze 2, 8, 9 i 10) i izvrSne
(kaspaze 3, 6 i 7). Osim $to cijepaju druge prokaspaze, kaspaze cijepaju i brojne
proteine od kojih je najpoznatiji PARP. Proteini bivaju pocijepani i deaktivirani, kako
ne bi doslo do spontane aktivacije nekrotske smrti stanice ili drugih nezeljenih
procesa (Slika 7.) (Elmore, 2007; Green i Llambi, 2015; Hassan i sur, 2014; Kiraz i
sur, 2016).
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Unutarnji put apoptoze posredovan je velikom skupinom membranskih
proteina obitelji Bcl-2. Dijele se na proapoptotske (Bak, Bax, Bcl-xl, ...) i
antiapoptotske (Bcl-2, Bcl-w i drugi) proteine. U slu€aju neravnoteze u unutarnjoj
membrani mitohondrija, mijenja se transmembranski potencijal mitohondrijskih
membrana i proapoptotski proteini, citokrom c¢ i drugi kroz pore izlaze iz
medumembranskog prostora mitohondrija u citosol. Tamo aktiviraju apoptotski put
ovisan o kaspazama. Citokrom ¢ veze se na medijatorske molekule (Apaf-1), formira
apoptosom, koji aktivira kaspazu 9, a ona pokrece otprije opisanu signalnu kaskadu.
Aktivaciju ovog puta mogu uzrokovati toksiCne tvari, virusne infekcije, oSte¢enja
molekule DNA, izlaganje zraCenju ili nedostatak faktora rasta (Slika 7.) (Green i
Llambi, 2015; Kiraz i sur, 2016).

Vanjski put

O R R R e R IR

prokaspaza-8
Unutarnji put

kaspaza-8

prokaspaza-9

apaf-1 c 4 /
dATPcyt —cytc

i
™ kaspaza-9 ‘ _

STANICNA SMRT -

Slika 7. Vanjski i unutarnji put apoptoze. Preuzeto i prilagodeno iz Mari i sur, 2009.
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Osim §to se moze dokazati vizualizacijom karakteristiCnih stani¢nih struktura
pomocéu svjetlosnog ili elektronskog mikroskopa, apoptozu u dana$nje vrijeme
mozemo proucCavati i dokazati koriStenjem brojnih drugih metoda. Proto¢na
citometrija je izvrstan alat kojim mozemo kvantificirati apoptotske i nekrotske stanice
na temelju signala koriStenih  fluorokroma. Komet testom mozZemo
mikroelektroforetski vizualizirati fragmente DNA pojedinaénih stanica Kkoji su
posljedica apoptotske smrti, koristenjem propidij jodida i sliénih fluorokroma. Jo$
jedna karakteristika apoptoze je i otkrivanje fosfatidilserina, koji se kod Zivih stanica
nalazi na unutarnjoj strani membrane stanice. Kod mrtvih stanica, on se pojavljuje i
na vanjskoj strani membrane te se moze dokazati afinitetnim vezanjem specificnog
antikoagulantskog proteina od 36 kDa oznaenog fluorokromom — Annexin-a V.
Kombiniranjem navedenih proba i ozna¢avanjem stanica mozemo ih sortirati prema
tipu stanicne smrti (Nykky i sur, 2010). Razvijene su brojne imunohistokemijske
metode te metode odredivanja ekspresije endonukleaza, proapoptotskih i
antiapoptotskih gena (Ras, ERK-1, ...) i drugih markera apoptoze poput kaspaza
(Cas 3/7), proteina (PARP) i tako dalje (Chaitanya i sur, 2010; Zlender, 2004).
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2 CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog diplomskog rada je ispitati citotoksi¢nu aktivnost seskviterpen laktona

raguzinina, izoliranog iz dubrovacke zeCine (C. ragusina L.), koristeCi stanice

ljudskog raka vrata maternice (HelLa) te razjasniti molekularni mehanizam njegova

djelovanja sa svrhom njegove moguce primjene u lije¢enju zlo¢udnih tumora.

Specific¢ni ciljevi ovog diplomskog rada su:

1)

2)

Ispitati bioloSko djelovanje seskviterpen laktona raguzinina na stanice Hela.

Ispitati molekularni mehanizam djelovanja raguzinina tj. potencijalna uloga
glutationa u odgovoru stanica HeLa na spoj. Pri tome ¢e biti ispitana moguca
uloga glutationa u stabilizaciji oksidativho-reduktivnog statusa stanica i u

detoksikaciji.

Ispitati koju vrstu stanicne smrti uzrokuje raguzinin. U tu svrhu vrsta smrti
stanica biti e utvrdena mjerenjem intenziteta bojanja stanica Annexin-om V i
propidij jodidom te odredivanjem ekspresije proteina ukljuéenih u stani¢nu

smrt.
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3 MATERIJALI I METODE

3.1 Materijali

3.1.1 Linije stanica

Ljudske stanice raka vrata maternice (HelLa) nabavljene su iz banke stani¢nih
kultura (GIBCO BRL, Invitrogen, SAD). Stanice su rasle kao jednoslojna kultura u
Dulbeccovoj modifikaciji Eaglove hranjive podloge (DMEM) s 10 % fetalnog seruma

(Lonza, Svicarska) u vlaznoj atmosferi pri 37 °C i 5 % COs..

3.1.2 Kemikalije

Raguzinin. U Zavodu za farmakognoziju Sveucilista Bec izoliran je ekstrakt u
etanolu iz bilike Centaurea ragusina L., sakupliene na podrucju Katalini¢ briga i
Sustipana, Split, Hrvatska. U Laboratoriju za biomolekularne interakcije i
spektroskopiju Zavoda za organsku kemiju i biokemiju Instituta Ruder Boskovi¢ (IRB)
napravljene su analize kemijskih svojstava ekstrakata te odredene pojedine kemijske
frakcije. ToCnije, iz ekstrakata su izolirana tri flavonoida i tri seskviterpen laktona pri
¢emu su izdvojeni seskviterpen laktoni hemistepsin A i 3aR,4S,6aR,8S,9aR,9bR)-
[dodekahidro-8-dihidroksi-3,6,9-tris(metilen)-2-okso-2(3H)-azuleno[4,5-b]furanil]-3-

metil-butanoat (Zdero i sur, 1989), imenovan raguzinin.
Kemikalije koriStene u radu navedene su u Tablici 1.
Tablica 1. KorisStene kemikalije

Naziv Proizvodac

2-merkaptoetanol (C,HsOS) Serva, Njemacka
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoli bromid (MTT) (C1gH16BrNsS) Sigma-Aldrich, SAD
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4-Hidroksi-TEMPO, tempol (CgH1gNO5)
Akrilamid (C3HsNO)

Akrilamid smjesa 30%

Amonijev persulfat, APS ((NH,4)>S20s)
Amonijev persulfat, APS 10% ((NH4)2S20g)
Annexin V-FITC

Bisakrilamid (C;H1oN2O5)

Bromfenol-plavo (engl. Bromphenol blue)
Dimetil sulfoksid, DMSO (C,HgOS)

Dulbeccova modifikacija Eaglove hranjive podloge (engl. Dulbecco'’s

Modified Eagle's Medium, DMEM)

Etakrina kiselina (C43H12Cl,04)

Etanol, 96% (CH3CH,0OH)

Fiksir

Glicerol

Glicin (NH,CH,COOH)

Govedi serumski albumin (engl. Bovine Serum Albumine, BSA)
IsoFlow tekuc¢ina (engl. IsoFlow Sheath Fluid)

Kalcijev klorid (CaCl,)

Kalijev hidrogen-fosfat (KH,PO,)

Kalijev klorid (KCI)

Klorovodi¢éna kiselina (HCI)

L-butionin sulfoksimin, BSO (CgHgN»>03S)

Metanol (CH3OH)
N-(2-hidroksietil)piperazin-N'-2-etansulfoni¢na kiselina, HEPES
(CeH18N204S)

N-acetil cistein, NAC (HSCH,CH(NHCOCH;)CO,H

N, N, N’, N’-tetrametiletilenediamin, TEMED (CgH1gN>)
N, N, N’, N’-tetrametiletilenediamin, TEMED (CgH1gN>)
Natrij-dodecil sulfat, SDS (NaC12H25S0,)

Natrijev hidrogen-fosfat (Na,HPO,)

Natrijev klorid (NaCl)

Natrijeva luzina (NaOH)

Nemasno mlijeko u prahu

Probenecid (C13H1gNO,4S)

Propidij jodid, Pl (Co7H3415Ny)

Proteinski marker (engl. Protein Marker, PM)

Razvija¢

RNaza A (engl. RNase A)

Salubrinal (C1H47CI3N4OS)

Tris (C4H11NO3)

Santa Cruz Biotechnology, SAD
Serva, Njemacka

Serva, Njemacka

Serva, Njemacka

Serva, Njemacka

BD Biosciences, SAD

Serva, Njemacka
Sigma-Aldrich, SAD

Gram Mol, Hrvatska

Lonza, Svicarska

Sigma-Aldrich, SAD

Kefo d.o.0., Hrvatska
Fotokemika, Hrvatska
Kemika, Hrvatska
Sigma-Aldrich, SAD
Macherey-Nagel, Njemacka
Beckman Coulter Inc., SAD
Kemika, Hrvatska

Kemika, Hrvatska

Kemika, Hrvatska

Gram Mol, Hrvatska
Biochemika, Njemacka

Gram Mol, Hrvatska
Sigma-Aldrich, SAD

Sigma-Aldrich, SAD
Sigma-Aldrich, SAD
Sigma-Aldrich, SAD
Sigma-Aldrich, SAD

Kemika, Hrvatska

Kemika, Hrvatska

Kemika, Hrvatska

Roth, Njemacka

Santa Cruz Biotechnology, SAD
Thermo Fisher Scientific, SAD
Thermo Scientific, SAD
Fotokemika, Hrvatska
Sigma-Aldrich, SAD

Santa Cruz Biotechnology, SAD

Sigma, Njemacka
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Tris-klorovodi¢na kiselina, Tris-HCI
Troloks (C14H1804)

Tween-20® (CsgH114026)

Virocid 1%

Western Lightening® Plus ECL Enhanced Luminol Reagent Plus
Western Lightening® Plus ECL Oxidizing Reagent Plus

3.1.3 Protutijela

Merck, SAD

Santa Cruz Biotechnology, SAD
Sigma-Aldrich, SAD

Genera, Hrvatska

PerkinElImer®, SAD
PerkinElImer®, SAD

Protutijela koriStena u istrazivanju navedena su u Tablici 2.

Tablica 2. KoriStena protutijela

Specificnost

Primarna Cas 3
protutijela ERK1/2 (K-23)
PARP-1

Sekundarna  Anti-misje IgG ECL™ HRP

protutijela Anti-ze¢je IgG-HRP

3.1.4 Uredaiji

Proizvodac

Cell Signaling Technology (SAD)
Santa Cruz Biotechnology (SAD)
Santa Cruz Biotechnology (SAD)

GE Healthcare Life Sciences (SAD)

Santa Cruz Biotechnology (SAD)

Uredaji koristeni u radu navedeni su u Tablici 3.

Tablica 3. Koristeni uredaji

Naziv

EV -100

EV -102

Heraeus cell 150

Heraeus Functionline Labofuge 400
JB Nova

KDG Zastitni uredaj

Proizvodad

Tehtnica Zelezniki, Slovenija
Tehtnica Zelezniki, Slovenija
Thermo Electron Corporation, SAD
Thermo Electron Corporation, SAD
Grant, Engleska

Klimaoprema, Hrvatska

Kataloski broj

#9662, Lot # 10

sc-94, Lot # F1615
sc-8007, Lot # F2816
NA931V, Lot # 9799907
sc-2370, Lot # B0445

Namjena
Vorteks
Vorteks
Inkubator
Centrifuga
Vodena kupelj

Digestor
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Klimaoprema custom

LX-300+

Mini Spin

Mini-PROTEAN® Tetra System
Opton 4758862

PowerPac™ Basic

Rotamix 560 MMH

Stat Fax - 2100

Thermomixer compact

Uredaj za razbijanje stanica ultrazvukom
Vibromix 301 EVT

Z2 Coulter® Particle Count and Size

Analyzer

3.1.5 Pomagala

Klimaoprema, Hrvatska

EPSON, Japan
Eppendorf, Njemacka
BIO-RAD, SAD
Zeiss, Njemacka

BIO-RAD, SAD

Tehtnica Zelezniki, Slovenija

Awareness Technology Inc., SAD

Eppendorf, Njemacka
Cole Palmer, SAD

Tehtnica Zelezniki, Slovenija

Beckman Coulter, SAD

Kabinet za rad sa
stani€énom kulturom
Pisa¢

Mini centrifuga
Elektroforetska kadica
Invertni mikroskop
Izvor napona
Magnetska mijeSalica
Spektrofotometar
Grija¢ i mijeSalica
Homogenizator
Tresilica

Automatski brojac i

analizator stanica

Pomagala koridtena u radu navedena su u Tablici 4.

Tablica 4. Materijali i pomagala

Materijal

Bocice za uzgoj stanica, T-25i T-75
Fotografski film

Gumena strugalica

Mikroepruvete

Nitrocelulozna membrana s porama 0,45 pm

Plocice za uzgoj stanica sa 6 i 96 bunarci¢a

Proizvodac¢

Falcon Becton Dickinson, SAD
GE Healthcare Limited, UK
Falcon Becton Dickinson, SAD
Eppendorf, Njemacka
Sigma-Aldrich, Njemacka

Falcon Becton Dickinson, SAD
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3.2 Metode

3.2.1 Uzgoj stanica u kulturi

Ljudska linija stanica raka vrata maternice (HeLa) uzgajana je kao jednoslojna
kultura na plasti¢noj podlozi. Za potrebe odrzavanja kulture stanica u svrhu izvodenja
eksperimenata, stanice su odvajane 0,25 % tripsinom Kkoji kao proteoliticki enzim
cijepa proteinske veze izmedu stanica te stanica i podloge. Zdrava kultura stanica
sastavljena je od stanica u logaritamskoj fazi rasta Cije je vrijeme diobe oko 16,2
sata. Stoga je stanice HelLa potrebno dva puta tjedno rasaditi. Stanice su rasadivane
tako da je prvo uklonjen medij u kojemu su stanice rasle, zatim dodana te uklonjena
mala koli¢ina tripsina ili sterilnog fosfatnog pufera (PBS) (0,2 g 2,7 mM KCI; 0,2g 1,5
mM KH2POy4; 8,0 g 137 mM NacCl; 1,15 g 8 mM Na,HPO4 u 1000 ml deH»0) kako bi
se uklonili moguci ostaci starog medija koji bi inhibirali djelovanje tripsina zbog
prisutnosti seruma u njemu. Nakon dodavanja nove koli€ine tripsina, kultura stanica
je nekoliko minuta ostavljena pri 37 °C kako bi tripsin djelovao, a stanice odvojile od
podloge. Stanice odvojene od podloge resuspendirane su u svjezem mediju. Prema
potrebi, suspenzija stanica je rasadena bez brojanja stanica ili su stanice izbrojene
koriStenjem automatskog broja¢a kako bi se toéno odreden broj stanica nasadio za
eksperiment. Za brojanje stanica uzeto je 200 pL stani¢ne suspenzije u 9800 ul
izotonske tekuéine za brojanje. Uvjeti uredaja podeSeni su tako da broja¢ broji
Cestice velicine od 10 do 25 um. Srednja vrijednost najmanje dva brojanja se
pomnozi s vrijednosti razriedenja kako bi se dobio broj stanica u pola mililitra

suspenzije stanica.

3.2.2 Odredivanje prezivljenja stanica

Kolorimetrijski test MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoli bromid)
koriSten je za odredivanje metaboli¢ke aktivnosti stanica kao mijere vijabilnosti

stanica. Test je temeljen na pretvorbi tetrazolijske boje MTT u netopivi ljubi¢asto
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obojeni formazan kao posljedica aktivhosti enzima mitohondrijske reduktaze.
Intenzitet obojenja proporcionalan je koli€ini stanica koje metaboliziraju, odnosno
koje su Zive, i mjeren je spektrofotometrom. Ukupno 2,2x10° Hela stanica je
nasadeno u svaki od bunari¢a u volumenu od 180 pl, u plocicu s 96 bunari¢a. To¢no
24 sata nakon nasadivanja stanice su tretirane spojem ili kombinacijom spojeva od
interesa (u 20 ul). Ucinak svake koncentracije spoja ili kombinacije spojeva pracéen je
kod stanica nasadenih u kvadriplikatu. Nakon 72-satne inkubacije uklonjen je medij
iznad stanica, a na stanice je dodano 40 pl 10x razrijedene otopine MTT-a (5 mg/ml)
po bunari¢u. Plogica sa stanicama je inkubirana tri sata u inkubatoru za stani¢nu
kulturu. Nastali kristali su otoplieni u 170 ul DMSO-a, a apsorbancija je mjerena
koriStenjem spektrofotometra pri valnoj duljini od 600 nm.

Vrijednost 1Cso je izraCunata u programu GraphPad Prism 7 iz korigiranog
dijagrama zavisnosti koncentracije ispitivanog spoja i apsorbancije ocitane na

spektrofotometru.

3.2.3 Analiza ciklusa stanica

U Petrijeve zdjelice promjera 6 cm nasadeno je 1x10° stanica u 5 ml medija, u
sludaju netretirane kontrole, odnosno 1,7x10° stanica u 5 ml medija u slugaju
tretmana ispitivanim spojem. To¢no 24 sata od nasadivanja, stanice su tretirane
razliCitim koncentracijama ispitivanog spoja. Nakon inkubacije od 24 do 72 sata
stanice su tripsinizirane i resuspendirane u mediju u kojemu su rasle. Nakon §to su
stanice izbrojene koriStenjem automatskog broja¢a stanica, suspenzija stanica je
centrifugirana 10 minuta na 1100 rpm-a, dekantiran je supernatant, a talog stanica je
dva puta ispran u PBS-u. Taj postupak ponovljen je ukupno 3 puta. Talog stanica je
zatim resuspendiran u 500 pl PBS-a te je uz lagano mijeSanje na mijesalici kap po
kap dodan 1 ml 70 % etanola. Tako fiksirane stanice mogu se Cuvati pri -20 °C i

nekoliko tjedana.

Stanice fiksirane u etanolu su centrifugirane na 1100 rpm-a 5 min pri +4 °C.

Nakon centrifugiranja odstranjen je supernatant, stanice su isprane u 5 ml PBS-a i
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ponovno centrifugirane pri istim uvjetima. Ispiranje i centrifugiranje ponovljeno je 2
puta. Na talog stanica dodano je zatim 200 pl otopine RNaze (0,1 pg/ul) koja se s
uzorkom pomijeSa resuspendiranjem te se smjesa inkubira u kupelji pri 37 °C. Smijesi
se nakon 30 min doda 200 ul otopine propidij jodida (PI) (50 pg/ml) uz
resuspendiranje nakon ¢ega se sve prebaci u epruvete za mjerenje koje su stavljene
u led i inkubirane minimalno 15 min u mraku. Uzorci su analizirani na protoénom

citometru i obradeni koriStenjem racunalnog programa FACScalibur.

3.2.4 Analiza smrti stanica

U Petrijeve zdjelice promjera 6 cm nasadeno je 1x10° stanica u 5 ml medija, u
sluéaju netretiranog uzorka (kontrole), odnosno 1,7x10° stanica u 5 ml medija u
slu€aju tretiranih kultura. Nakon 24 sata od nasadivanja stanice su tretirane razli€itim
koncentracijama ispitivanog spoja. Nakon perioda od 24 do 72 sata od tretmana
medij je prebaten u oznacCene plastiCne epruvete od 15 ml. Stanice su tripsinom
odvojene od podloge, resuspendirane u prethodno odvojenom mediju te
centrifugirane 10 minuta na 1100 rpm-a. Nakon dekantiranja supernatanta, talog
stanica je resuspendiran u PBS-u te ponovno centrifugiran pri istim uvjetima.
Postupak je ponovljen dva puta. Stanice su izbrojene koriStenjem automatskog
broja¢a stanica. U minimalno 10° stanica dodano je 0,5 ml otopine 1x pufera za
vezanje aneksina (1xABB) (90 ml deH20 + 10 ml 10xABB (2,38 g 100 mM HEPES
pH 7,4; 8,18 g 1,4 M NaCl; 0,36 g 25 mM CaCly; 1,0 g 1 % BSA)). Uzorak je
centrifugiran 10 minuta na 1100 rpm-a. U mraku su, paralelno s centrifugiranjem,
pripremljene otopine Annexin-a V oznacenog fluorescein izotiocijanatom (FITC) i PI
prema Tablici 5. Supernatant je uklonjen dekantiranjem, a na stani¢ni talog je dodano
100 ul otopina Annexin V-FITC i Pl. Nakon inkubacije od 15 minuta u mraku, dodano
je 400 ul 1XABB u epruvetu s uzorkom, a mjerenje je napravljeno na protocnom
citometru. S obzirom na razliku u fluorescenciji Annexin V-FITC i PI, stanice u ranoj
apoptozi bit ¢e smjestene u donjem desnom kvadrantu (Annexin V-FITC pozitivhe, PI
negativne). Stanice pozitivne na Pl i Annexin V-FITC (u kasnoj apoptozi ili nekrozi)

smjestene su u gornjem desnom kvadrantu. Zive stanice su smjestene u donjem
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ljevom kvadrantu i negativhe su na obje probe (Nykky i sur, 2010). Rezultati su

analizirani u programu FACScalibur.

Tablica 5. Priprema uzoraka za mjerenje smrti stanica koriStenjem proto¢ne

citometrije
Oznaka uzorka Smijesa
0 (+ABB) 100 pl 1XABB
Netretirana A (+ABB) 2,5 ul Annexin V-FITC + 97,5 ul 1XABB
kontrola Pl (+ABB) 10 pl PI'+ 90 ul 1xABB
A + Pl (+ABB) 2,5 ul Annexin V-FITC + 10 ul Pl +
87,5 ul 1xABB
Tretman (1 do n) A + Pl (+ABB) 2,5 ul Annexin V-FITC + 97,5 ul 1xABB

3.2.5 Analiza ekspresije proteina

Stanice su nasadene u koncentraciji 3x10° stanica u 2 ml medija u bunarié
ploCice. Tretman stanica razli¢itim koncentracijama ispitivanog spoja uslijedio je 24
sata nakon nasadivanja. Nakon perioda od 24 do 72 sata od tretmana, medij iznad
stanica je prikuplijen u oznacene epruvete, centrifugiran 10 min na 1100 rpm-a i
dekantiran. Postupak je ponovljen jo$ jednom. Ostatak stanica u bunariéu je ispran s
2 ml PBS-a. Na isprane stanice dodano je 150 ul zagrijanog 6x koncentriranog
pufera za uzorke (2,5 ml 1,5 M Tris-HCI pH 6,8; 1,2 g SDS; 3 ml glicerol; 20 mg
bromfenol-plavo; 1,2 ml 2-merkaptoetanol u 10 ml biH»0). Stanice su sastrugane
grebalicom i prebaene u epruvete s prethodno centrifugiranim stanicama istog
bunarica.

Koncentracija donjeg  akrilamid-bisakrilamidnog gela definirana je
molekularnom tezinom proteina od interesa. Destilirana voda, 30 % mjeSavina
akrilamida i bisakrilamida, Tris, 10 % SDS i 10 % APS pomijeSani su u epruvetu u
zadanim omjerima (Tablica 6.), dok je TEMED dodan kratko prije hanoSenja smjese
u aparaturu, kako bi pravovremeno pokrenuo proces polimerizacije. Nakon izlijevanja

donjeg gela u aparaturu, gel je naslojen vodom, kako bi do$lo do polimerizacije, te
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ostavljen da polimerizira. Nakon 30 minuta, na donji gel izliven je gornji "sabijajuci"
gel (Tablica 6.) s postavljenim "CeSljicem" za jazice. Nakon 45 minuta, gelovi su u
potpunosti polimerizirani.

Tablica 6. Priprema gelova za SDS elektroforezu

Gorniji ("sabijajuci") gel (ml)  Doniji ("razdvajajuci") gel (ml)

5% 10 %

H20 5,5 7,9

30 % smjesa akrilamida-bisakrilamida 1,3 6,7
Tris 1,0** 5,0

10 % SDS 0,08 0,2

10 % APS 0,08 0,2
TEMED 0,008 0,008

** pH (Tris) =6,8
*** pH (Tris) =8,8

U jazice gela su naneseni prikupljeni uzorci pomijeSani s puferom za uzorke.
Do ulaska uzoraka u gel za odvajanje, elektroforeza se provodi pri jakosti struje od
60 V da bi nakon toga jakost struje povecala na 90 V u 1x Tris-glicinskom puferu
(10x pufer: 15,1 g Tris; 72,1 g glicin; 5 g SDS u 500 ml biH20).

Nakon zavrSene elektroforeze proteini su preneseni elektricnim transferom u
transfer puferu (50 ml Tris-glicinski pufer pH 8,3; 350 ml biH20; 100 ml etanol) pri 400
mA tijekom 1,5 sati na nitroceluloznu membranu. Nakon transfera proteina
membrana je isprana u TBS puferu (0,6 g 10 mM Tris; 4,38 g 150 mM NaCl u 500 ml
biH20).

Proteini na membrani su najprije inkubirani u nemasnom mlijeku kako bi se
sprijeCilo nespecificno vezanje antitijela. Nakon sat vremena membrana je inkubirana
dva sata pri sobnoj temperaturi ili preko noci pri 4 °C s antitijelom, prema uputama
proizvodaCa. Nakon ispiranja membrane tri puta po pet minuta s TBS-T puferom
(0,788 g 10 mM Tris-HCI; 4,38 g 150 mM NaCl; 0,5 ml 0,1 % Tween-20 u 500 ml
biH-0) dodano je sekundarno antitijelo. Nakon inkubacije od dva sata, membrana je

ponovno isprana, a proteini su vizualizirani reagensom Western Lightening® Plus
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ECL reagens, osvijetljavanjem fotografskog filma signalima s membrane i razvijanjem

u tamnoj komori.

3.2.6 Statisticka analiza

Rezultati metode MTT su izrazeni kao srednja vrijednost postotka prezivljenja
stanica u odnosu na netretirane stanice, + vrijednost standardne devijacije.
Koristenjem student T-testa izraCunata je statisticka znalajnost razlike izmedu
vijabilnosti tretiranih i kontrolnih stanica. Rezultati su smatrani zna¢ajnima kad su P
vrijednosti bile manje od 0,05 te su na slikama oznacene kao *=P < 0,05 ili **=P <
0,01.
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4 REZULTATI

4.1 Citotoksiénost raguzinina

Mehanizam bioloSkog djelovanja raguzinina ispitan je na stanicama HelLa. U
svrhu ispitivanja moguéeg toksiCnog djelovanja raguzinina koristen je MTT test.
Stanice su tretirane koncentracijama raguzinina od 0,625 do 10 uM tijekom 72 sata.
Rezultati pokazuju da raguzinin ima toksi¢no djelovanje na stanice te da je njegov
ICs0 2,184 UM (Slika 8).
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Slika 8. Citotoksi€nost raguzinina. Stanice Hela su tretirane razli€itim koncentracijama
raguzinina 24 sata nakon nasadivanja. PreZivljenje stanica je mjereno testom MTT 72 sata
nakon tretmana. Svi su rezultati izrazeni kao srednja vrijednost postotka prezivljenja stanica

u odnosu na netretirane stanice, + SD vrijednost. Eksperiment je ponovljen tri puta. Prikazani

su rezultati jednog reprezentativhog eksperimenta.
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4.2 Raguzinin zaustavlja stanice u fazi G2 ciklusa stanice

Kako bi se bolje shvatio mehanizam smrti stanice potaknute raguzininom,
mjeren je ciklus stanica. Stanice HelLa su tretirane ili s razli¢itim koncentracijama
raguzinina 2,5-10 UM tijekom 48 sati (Slika 9.A) ili s 10 uM tijekom perioda od 24-72
sata (Slika 9.B). Rezultati pokazuju da raguzinin zaustavlja stanice HelLa u fazi G2
ciklusa stanice (Slika 9.A), §to je potvrdeno i tretmanom stanica s 10 UM raguzininom
tijekom 24-72 sata (Slika 9.B). Nadalje, rezultati pokazuju da se proporcionalno
porastu koncentracije raguzinina (Slika 9.A), odnosno tijekom vremena (Slika 9.B),
smanjuje broj stanica u fazi S ciklusa stanica.

Prije nego se stanice oboje propidij jodidom, prvo se fiksiraju etanolom. Ta
fiksacija, odnosno permeabilizacija, dovodi do otvaranja pora na membranama
stanica pri ¢emu mali fragmenti DNA (182 bp i multimeri istih), koji nastaju tijekom
apoptoze, izlaze van. Nadalje, dio DNA se gubi stvaranjem apoptotskih tjeleSaca koje
se tijekom ispiranja uzorka ,prosipaju“. Na taj se nacin smanjuje koli¢ina DNA u
stanicama. Manja koli¢ina propidij jodida u tim stanicama smjeSta se blize y-osi te
definira subG1 populaciju stanica, odnosno mrtve stanice. Na$i rezultati pokazuju da
raguzinin poti¢e smrt stanice u ovisnosti o koncentraciji (Slika 9.A) i duljini trajanja
tretmana (Slika 9.B).
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Slika 9. Djelovanje raguzinina na ciklus stanica. Stanice HelLa su tretirane razli€itim
koncentracijama raguzinina (2,5-10 uM) tijekom 48 sati (A) ili 10 uM tijekom 24-72 sata (B).
Ciklus stanica analiziran je na protoénom citometru mjerenjem fluorescencije propidij jodida.

Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta. Prikazani su rezultati jednog reprezentativnog

eksperimenta.

4.3 Raguzinin aktivira programiranu smrt stanice

Da bi se novosintetizirani ili novoizolirani spoj mogao smatrati potencijalnim
antitumorskim spojem mora biti aktivan u niskim koncentracijama, biti selektivho
toksiCan za tumorske stanice te poticati programiranu smrt stanice bez pratecih
procesa upale (Green i Llambi, 2015; Kiraz i sur, 2016). Da bismo utvrdili koji tip
smrti stanice potiCe raguzinin, stanice HeLa su nakon tretmana raguzininom obojane
Annexin V-FITC-om (FL1-H) i Pl-om (FL2-H) te je fluorescencija ovih dvaju spojeva
mjerena protocnim citometrom. Stanice su tretirane razliitim koncentracijama
raguzinina (2,5-10 uM) u trajanju od 48 sati i nakon toga su analizirane na protocnom
citometru detekcijom fosfatidilserina pomoéu Annexin V-FITC-a te mrtvih, odnosno
zivih stanica pomocu propidij jodida.

NaSi rezultati pokazuju da proporcionalno porastu koncentracije raguzinina

(2,5-10 uM) raste postotak stanica u apoptozi (Slika 10.).
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Slika 10. Analiza smrti stanica tretiranih raguzininom. Stanice HelLa su tretirane razli¢itim
koncentracijama raguzinina (2,5-10 uM). Nakon 48 sati od tretmana stanice su prikupljene i
obojane Annexin V-FITC-om i Pl-om. Apsorbancija boja je mjerena proto¢nim citometrom.
Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta. Prikazani su rezultati jednog reprezentativnog
eksperimenta. FL1-H: laser koji detektira stanice obojane Annexin V-FITC-om; FL2-H: laser

koji detektira stanice obojane Pl-om. C: 2,5 uM, 5 uM, 10 pM.

Da bi se dodatno potvrdila smrt stanice apoptozom potaknutom raguzininom,
koriStena je Western blot metoda vizualizacije proteina kojom je mijeren izrazaj
pocijepanog proteina poli(ADP-riboze) polimeraze (PARP) i kaspaze 3 (Cas 3) kao
prihvacenih markera apoptoze (Hoffmann i sur, 2011). Stanice su tretirane razli€itim
koncentracijama raguzinina (1,25-2,5 uM). Uzorci su prikupljani tijekom 24-72 sata, a
ukupni stani¢ni proteini su inkubirani s anti-PARP-1 ili anti-Cas 3 protutijelom.

Proteini su vizualizirani Western Lightening® Plus ECL reagens-om u tamnoj komori.
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Rezultati pokazuju da raguzinin ne dovodi do cijepanja PARP i kaspaze 3 u
stanicama Hela s obzirom da su antitijela detektirala samo nepocijepane oblike oba
proteina (Slika 11.A i 11.B). Neaktivhost kaspaze 3 nakon tretmana stanica
raguzininom potvrdena je i mjerenjem aktivnosti kaspaze 3 i 7 koriStenjem seta

(Caspase-Glo® 3/7 Assay, Cat.No. G8090, Promega, USA) (rezultati nisu prikazani).
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Slika 11. Ekspresija proteina PARP i kaspaze 3 (Cas 3) nakon tretmana stanica HelLa
raguzininom. Stanice Hela su tretirane razli€itim koncentracijama raguzinina (1,25-2,5 uM).
Uzorci su prikupljani tiiekom 24-72 sata, a ukupni stani¢ni proteini su inkubirani s anti-PARP-

1 (A) ili anti-Cas 3 (B) protutijelom. Ekspresija ERK1/2 proteina je koriStena kao kontrola
nano$enja iste koli€ine uzoraka na gel. Pokus je ponovljen najmanje tri puta. Prikazani su

rezultati jednog reprezentativhog eksperimenta. PM, proteinski marker.
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4.4 Citotoksiéni uéinak raguzinina ovisi o koncentraciji

glutationa u stanici

Glutation igra vaznu ulogu u odrzavanju redoks statusa stanice i metabolizmu
ksenobiotika. Kako bi se provjerilo ukljuCuje li mehanizam citotoksi¢nog djelovanja
raguzinina interakciju s glutationom, stanice su predtretirane s prekursorom u sintezi,
odnosno inhibitorom sinteze GSH, ¢ime se mijenja koli€ina konstitutivho prisutnog
GSH unutar stanice.

NAC je cisteinski prekursor, supstrat u sintezi GSH te svojim prisustvom
poveCava razinu GSH u stanici. S druge strane, BSO smanjuje koncentraciju
dostupnog GSH inhibicijom y-glutamilcistein sintetaze (y-GCS), enzima koji sudjeluje
u sintezi GSH (Atkuri i sur, 2007; Schmitt i sur, 2015). Prije tretmana s nazna¢enim
koncentracijama raguzinina stanice HelLa su predtretirane dva sata s 5 mM NAC-om
ili preko no¢i s 0,001 mM BSO-om. Prezivljenje stanica je mjereno MTT testom 72
sata nakon tretmana.

Rezultati pokazuju da stanice predtretirane NAC-om prezivljavaju tretman
raguzininom bolje u odnosu na stanice tretirane samo raguzininom (Slika 12.A).
Dakle, povecana koli¢ina GSH u stanicama smanjuje toksi¢an ucinak raguzinina. U
uvjetima kad je kolicina GSH u stanicama smanjena uslijed inhibicije njegove sinteze
predtretmanom stanica s BSO, prezivljenje stanica je slabije u odnosu na stanice
tretirane samo raguzininom (Slika 12. B).

Dakle, GSH je vazan dio odgovora stanica na tretman raguzininom s obzirom

da mijenjanje koli¢ine GSH u stanicama djeluje na njihovo prezivljenje.
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Slika 12. Analiza uloge glutationa u citotoksi€¢nom uéinku raguzinina. Prije tretmana s
naznacenim koncentracijama raguzinina stanice HelLa su predtretirane dva sata s 5 mM
NAC-om (A) ili preko no¢i s 0,001 mM BSO-om (B). Prezivljenje stanica je mjereno MTT
testom 72 sata nakon tretmana. Eksperiment je ponovljen najmanije tri puta. Prikazani su

rezultati jednog reprezentativhog eksperimenta.
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4.5 Glutation nema ulogu stabilizatora oksidativno-
reduktivhog sustava stanica HelLa tretiranih

raguzininom

Reaktivne kisikove vrste iz mitohondrija i drugih organela smatraju se
toksiCnim nusproduktima metabolizma stanice. Medutim, razli€iti ksenobiotici mogu
dovesti do poticanja stvaranja ROS-a prolaskom kroz staniénu membranu, kao
rezultat oSteCenja DNA i slicno (Yoshikawa i Naito, 2002). Kemijska struktura
raguzinina ukazuje da se radi 0 spoju koji ulaskom u stanicu moze potaknuti
stvaranje ROS-a (neobjavljeni rezultati). U svrhu provjere uloge GSH u stabilizaciji
oksidativno-reduktivnog sustava nakon tretmana raguzininom, stanice Hela su
predtretirane s antioksidansima razli¢ita mehanizma djelovanja u stanici, tempolom i
troloksom (Alzoubi i sur, 2014; Hamad i sur, 2010; Mariappan i sur, 2007; Wilcox,
2010). Tempol je mimetik superoksid dismutaze, enzima koji inhibira stres, naj¢esée
oksidacijom Fe(ll) (Yoshikawa i Naito, 2002). Troloks je analog vitamina E koji blokira
peroksidaciju lipida i apoptozu izazvanu aktivno$¢u citokroma P450 i uspjesSno
neutralizira slobodne radikale (Hamad i sur, 2010).

Dva sata nakon predtretmana s 0,1 mM tempolom ili 40 uM troloksom, stanice
su tretirane razli€itim koncentracijama raguzinina (0,625-10 uM). PrezZivljenje stanica
je mjereno MTT testom 72 sata nakon tretmana.

Rezultati su pokazali da predtretman HelLa stanica tempolom (Slika 13.A) ne
povecava prezivljenje stanica nakon tretmana raguzininom u usporedbi sa stanicama
tretiranim samo raguzininom. Isti rezultat je dobiven predtretmanom stanica s
troloksom (Slika 13.B). Rezultati indirektno ukazuju da raguzinin najvjerojatnije ne

poti¢e stvaranje ROS-a.
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Slika 13. Analiza uloge glutationa u stabilizaciji oksidativno-reduktivhog sustava
stanice. Stanice Hela su predtretirane s 0,1 mM tempolom (A) ili 40 uM troloksom (B). Dva
sata nakon pocetka predtretmana, stanice su tretirane razli¢itim koncentracijama raguzinina.

Nakon 72 sata od tretmana prezivljenje stanica je mjereno MTT testom. Eksperiment je

ponovljen najmanije tri puta. Prikazani su rezultati jednog reprezentativhog eksperimenta.

36



U svrhu dodatne indirektne potvrde da raguzinin ne dovodi do stvaranja ROS-
a, odnosno da stanice ne troSe GSH u svrhu stabilizacije oksidativno-reduktivnhog
sustava, stanice su predtretirane salubrinalom. Salubrinal je inhibitor stresa
endoplazmatskog retikuluma koji je potaknut ROS-om. Salubrinal selektivno inhibira
komplekse fosfataza koji defosforiliraju elF-2a i tako S§titi stanicu od apoptoze
potaknute stresom endoplazmatskog retikuluma. Rezultati pokazuju da predtretman
stanica Hela salubrinalom ne poveCava prezivlenje stanica u usporedbi sa

stanicama tretiranim samo raguzininom (Slika 14).
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Slika 14. Analiza uloge glutationa u stabilizaciji oksidativno-reduktivhog sustava
stanice. Stanice Hela su predtretirane s 12,5 uM salubrinala. Dva sata nakon pocCetka
predtretmana, stanice su tretirane razli¢itim koncentracijama raguzinina. Nakon 72 sata od
tretmana, prezivljenje stanica je mjereno testom MTT. Eksperiment je ponovljen najmanje tri

puta. Prikazani su rezultati jednog reprezentativhog eksperimenta.
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4.6 Glutation je uklju€en u detoksikaciju raguzinina

Vazna uloga GSH u uklanjanju toksi¢nog ucinka ksenobiotika u stanici je
detoksikacija. Kako bi se provjerila moguca uloga u detoksikaciji raguzinina u
stanicama Hela, stanice su predtretirane etakrinom kiselinom, a zatim izlozene
djelovanju raguzinina. Etakrina kiselina (ETA) inhibira glutation-S-transferazu, enzim
koji je ukljuc¢en u povezivanje GSH sa ksenobiotikom, odnosno stvaranje konjugata.
Posljedica stvaranja konjugata je inhibiranje toksi¢nog u€inka ksenobiotika. Rezultati
pokazuju da stanice predtretirane s ETA-om loSije prezivljavaju tretman raguzininom
u odnosu na stanice tretirane samo raguzininom (Slika 15). Dobiveni rezultat ukazuje

na mogucu ulogu GSH u detoksikaciji raguzinina enzimatskim putem.
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Slika 15. Analiza uloge glutationa u detoksikaciji raguzinina. Stanice su predtretirane s 5
pg/ml etakrine kiseline. Dva sata nakon pocetka predtretmana, stanice su tretirane razli€itim
koncentracijama raguzinina. Nakon 72 sata od tretmana, prezivljenje stanica je mjereno
testom MTT. Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta. Prikazani su rezultati jednog

reprezentativnog eksperimenta.

Poznato je da odredeni membranski transporteri iz skupine MRP sudjeluju u

izbacivanju konjugata GSH i ksenobiotika iz stanice. Probenecid ili p-
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(dipropilsulfamoil) benzoi¢na kiselina je inhibitor nekoliko ABC-transportera iz
subobitelji MRP za koje je poznato da sudjeluju u izbacivanju GSH konjugata iz
stanice te su stoga poznati i pod nazivom GSH pumpe (Homolya i sur, 2003). Kako
bi se utvrdilo sudjeluju li transporteri MRP u izbacivanju konjugata GSH i raguzinina
iz stanica Hela, stanice su predtretirane probenecidom. Dva sata nakon
predtretmana stanica s 0,625 mM probenecidom, stanice su tretirane razli€itim
koncentracijama raguzinina. Nakon 72 sata od tretmana preZivljenje stanica je
mjereno MTT testom.

Rezultati su pokazali da ne postoji razlika u preZivljenju stanica tretiranih
raguzininom kod kojih je probenecidom inhibirana aktivnost MRP transportera u
odnosu na stanice tretirane samo raguzininom (Slika 16). |z ovih rezultata je

zaklju¢eno da MRP transporteri ne sudjeluju u izbacivanju GSH-raguzinin konjugata

iz stanica.
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Slika 16. Analiza uloge MRP transportera u detoksikaciji raguzinina. Stanice su
predtretirane s 0,625 mM probenecidom. Dva sata nakon poc¢etka predtretmana, stanice
Hela su tretirane razlicitim koncentracijama raguzinina. Nakon 72 sata od tretmana,
prezivljenje stanica je mjereno MTT testom. Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta.

Prikazani su rezultati jednog reprezentativhog eksperimenta.
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5 RASPRAVA

Unato¢ Stetnim ucincima na zdrave stanice i razvoju otpornosti na koriStene
citostatike, kemoterapija je, uz kirurski zahvat, jo§ uvijek najucinkovitija metoda
lije€enja zlocudnih tumora (Miller i sur, 2016). Spojevi s metalima, poput cisplatine i
karboplatine, jedni su od najc¢eSée koristenih kemoterapeutika (Brozovic, 2017). Ipak,
u posljednje vriieme znanost i farmaceutska industrija ulazu sve veéa financijska
sredstva u istrazivanje i ispitivanje novih specifi¢nijin i u€inkovitijin lijekova. Naime,
cisplatina i karboplatina pokazuju izvrstan rezultat u lije¢enju solidnih tumora.
Medutim, vrlo ¢esto tumor metastazira i tada njegovo lijeCenje postaje pravi izazov.
Takoder je nerijetka pojava rezistencije tumorskih stanica na primjenjivani citostatik,
zbog Cega su lijecnici primorani Koristiti koktel kemoterapeutika kako bi pokusali
postiéi Zeljene rezultate. Cak i ako se tumor dijagnosticira i lokalizira na vrijeme i
lije€enje bude naizgled uspjesno, velika je Sansa pojave recidiva i oSte¢enja drugih
tkiva kao posljedica nespecificnosti primijenjenih kemoterapeutika i drugih lijekova.
Stoga je potreba za novim spojevima, bilo novosintetiziranim ili izoliranih iz biljaka,
vece ucCinkovitosti u odnosu na kemoterapeutike, konstantna (Cragg i Newman,
2005; Duan i sur, 2010; Zhang i sur, 2005).

Uz prvijence skupine biljnih kemoterapeutika - vinka alkaloide, danas se u
lije€enju zlocudnih tumora jo$ koriste i taksani, terpeni, artemizini i drugi. U nasem
istrazivanju, provedenom zajedno s Zavodom za farmakognoziju Sveucilista Be€ i
Laboratorijem za biomolekularne interakcije i spektroskopiju Zavoda za organsku
kemiju i biokemiju Instituta Ruder BoSkovié¢, karakteriziran je spoj izdvojen iz
ekstrakta biljke Centaurea ragusina L. sakupliene na podru¢ju Katalini¢ briga i
Sustipana, Split, Hrvatska. Napravljene su analize kemijskih svojstava ekstrakata te
odredene pojedine kemijske frakcije (neobjavljeni rezultati). Toénije, iz ekstrakata su
izolirana tri flavonoida i tri seskviterpen laktona pri ¢emu su u rodu Centaurea prvi
puta nadeni seskviterpen laktoni hemistepsin A (Jang /i sur, 1999) i
3aR,4S,6aR,8S,9aR,9bR)-[dodekahidro-8-dihidroksi-3,6,9-tris(metilen)-2-okso-2(3H)-
azuleno[4,5-b]furanil]-3-metil-butanoat, imenovan u ovom istrazivatkom radu
raguzinin. Navedena bilka spada u porodicu Asteraceae, koja je veC stoljeéima

poznata u narodnoj, ali i klasiénoj medicini. Sve pripadnike skupine SL-a karakterizira
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peteroClani laktonski prsten sa karbonilnom grupom, koja se ujedno smatra
djelomi¢no odgovornom za njihovo citotoksi¢no djelovanje (Cragg i Newman, 2005;
Zhang i sur, 2005).

Raguzinin je SL koji spada u skupinu guaianoida. O njegovim kemijskim i
bioloSkim karakteristikama u ovom trenutku postoje samo podaci priopceni u obliku
sazetaka na skupovima (Vuj¢i¢ i sur, 2016). Koristenjem TTC (TTC-BD)
antibakterijske metode serijskih razrjedenja je pokazano da raguzinin ima selektivni
antibakterijski ucinak. KoriStenjem ABTS metode antioksidativne aktivnosti, je
pokazano da ima vrlo slab ili nikakav oksidativni uc€inak. Ispitivanjem interakcija
spojeva s DNA koristenjem UV/Vis, CD spektroskopije i izotermalne titracijske
kalorimetrije (ITC) pokazano je da se spoj ne veze na DNA (neobjavljeni podaci).

Spojevi koji se razmatraju kao potencijalni kemoterapeutici karakterizirani su
ICs0 vrijednostima u uM ili jo$ bolje nM koli¢inama. ICsq vrijednost raguzinina iznosila
je 2,184 pM. U svom istrazivanju, Quintero i sur, 1999. su ispitivali ucinak
modificiranih SL-a na stanicama Hela te dobili vrijednosti ICso 16,4 i 30,3 mM. U
istom istrazivanju, 1Cso paklitaksela iznosila je 0,025 mM, dok je u slichom
istrazivanju iz 1993. na osam razli€itih tumorskih stanica ona iznosila izmedu 2,51 7,5
nM (Liebmann j sur, 1993). Cisplatina, poznati i ¢esto koriSteni kemoterapeutik, ima
ICs0 izmedu 1,2 i 18 uM (HelLa) (Dhar i Lippard, 2009; Larasati i sur, 2014). Dakle,
raguzinin je pokazao dobar citotoksiCni u€inak na stanice HelLa u usporedbi s
poznatim kemoterapeuticima. U danjim eksperimentima predvideno je ispitivanje
toksi€nog ucinka raguzinina koristenjem veéeg broja razli€itih tumorskih i normalnih
linija stanica.

Kemoterapeutici imaju zajedniCko svojstvo da djeluju na ciklus stanica. Nasi
neobjavljeni rezultati pokazuju da se raguzinin ne veze na DNA, ali prema kemijskoj
strukturi ima sposobnost vezanja na proteine stanice. Mjerenjem utjecaja raguzinina
na ciklus stanica utvrdili smo da zaustavlja stanice HelLa u fazi G2 ciklusa stanice.
Nadalje, postotak stanica zaustavljenih u fazi G2 se poveéavao proporcionalno
vremenu tretmana i koncentraciji raguzinina, dok se broj stanica u fazi S smanjivao.
NaSi rezultati su slicni rezultatima iz literature gdje je pokazano da spojevi koji
zaustave ciklus stanica u fazi G2 dovode do apoptotske smrti (Ko i sur, 2005;

Lohberger i sur, 2013). Takoder, proporcionalno koncentraciji raguzinina i trajanju
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tretmana, povecavao se i postotak stanica u populaciji subG1, koja je karakterizirana
stanicama s koli¢inom DNA manjom od one u G1, nastalom tijekom apoptoze.

S obzirom da je jedna od vaznih karakteristika potencijalnog kemoterapeutika
vrsta smrti stanice koju poti¢e, nas daljnji korak je bio odrediti koji tip smrti stanice
raguzinin aktivira u stanicama Hela. Nekroza je tip smrti prilikom koje dolazi do
pojave upalnih procesa koji mogu naruSiti stanje tkiva i organizma (Shewach i
Kuchta, 2009; Zlender, 2004). Nasi rezultati pokazuju da raguzinin potiée dominantno
apoptozu $to je u skladu s rezultatima istrazivanja na drugim SL-a poput kostunolida,
dehidrokostulaktona (Kretschmer i sur, 2012), partenolida (Amorim j sur, 2013) i
helenalina (Hoffmann i sur, 2011).

Kako bismo potvrdili da se zaista radi o apoptozi, iz stanica HelLa tretiranih
raguzininom izolirani su ukupni proteini i mjerena je ekspresija literaturno prihvaéenih
markera apoptoze, PARP-a i kaspaze 3. Naime, PARP je jedan od brojnih supstrata
kaspaza. In vitro istraZzivanja su pokazala da gotovo sve poznate kaspaze cijepaju
PARP, pa se taj dogadaj smatra sigurnim znakom apoptoze (Chaitanya i sur, 2010;
Lohberger i sur, 2013; Tait /i sur, 2014). Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su da
apoptoza u nasem slucaju nije posredovana kaspazama (specifiCnije, kaspazom 3)
niti smo mogli potvrditi cijepanje PARP-a. Signali na fotografskom filmu u slu¢aju
tretmana raguzininom u koncentracijama 1,25 i 2,5 uM nakon 72 sata inkubacije, vrlo
su slabi. Tu pojavu objasnjavamo kao poCetak razgradnje proteina zbog dugotrajnog
i snaznog tretmana citotoksicnom tvari. Navedeni rezultati navode nas na €injenicu
da raguzinin potiCe apoptozu neovisnu o0 kaspazama. Taj rezultat je dodatno
potvrden mjerenjem aktivnosti kaspaze 3 i 7 KkoriStenjem komercijalnog seta
(Caspase-Glo® 3/7 Assay, Promega, SAD). Aktivnost kaspaze 3 i 7 bila je slicna u
stanicama Hela tretiranim raguzininom u odnosu na netretirane stanice (neprikazani
rezultati). SliCni rezultati dobiveni su sa SL-om partenolidom i izokostunolidom u
ispitivanjima na ljudskim stanicama osteosarkoma i melanoma (Chen i sur, 2007;
D’Anneo i sur, 2013).

Jedna od vaznih molekula koja sudjeluje u obrani stanice od stresa izazvanog
ksenobioticima je glutation (Mari /i sur, 2009). Ukoliko molekularni mehanizam
citotoksi¢nog ucinka raguzinina ovisi 0 koncentraciji dostupnog GSH u stanici, bilo na

nacin da GSH stabilizira oksidativno-reduktivni sustav stanice uslijed stvaranja ROS-
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a potaknutog raguzininom ili detoksificira raguzinin uslijed vezanja na njega i
stvaranja konjugata, postotak prezivjelih stanica trebao se promijeniti mijenjanjem
stope sinteze GSH. Predtretmanom stanica cisteinskim prekursorom - NAC-om,
povecava se stopa sinteze GSH (Atkuri i sur, 2007; Schmitt i sur, 2015). Rezultat
MTT testa pokazao je da NAC povecCava postotak prezivjelih stanica u odnosu na
stanice tretirane samo raguzininom. Upravo suprotno, predtretman s BSO-om,
inhibitorom sinteze GSH, smanijio je prezivljenje stanica u odnosu na stanice tretirane
samo raguzininom. Rezultati pokazuju da GSH ima ulogu u odgovoru stanica na
tretman raguzininom. SliCni rezultati, koji potvrduju ukljuenost GSH-a u mehanizam
aktivnosti pojedinih SL-a, dobiveni su u ispitivanjima na ljudskim limfocitima tretiranim
SL-om glaukolidom B (Burim i sur, 1999), ljudskim stanicama leukemije HL60
tretiranim eupalininom A (ltoh 7/ sur, 2009) i tretmanom misjih stanica Lewisovog
fibrosarkoma pluéa (FIO 26) eupatoriopikrinom (Woerdenbag i sur, 1989).

Iz literature je poznato da GSH ima ulogu u stabilizaciji oksidativno-
reduktivnog sustava stanice (Aquilano i sur, 2014; Mari i sur, 2009). Kako bismo sa
sigurnos¢u utvrditi koja je uloga GSH u odgovoru stanica HelLa na raguzinin, stanice
su predtretirane s dva antioksidansa razli¢ita mehanizma djelovanja, tempolom i
troloksom. NaSi rezultati su pokazali da predtretman stanica bilo tempolom ili
troloksom ne poboljSava prezivljenje stanica u odnosu na stanice tretirane samo
raguzininom. GSH pri ispitanim eksperimentalnim uvjetima ne djeluje nuzno kao
stabilizator oksidativno-reduktivnog sustava s obzirom da isti nije raguzininom
destabiliziran. Ti rezultati indirektno ukazuju da raguzinin vjerojatno ne potice
stvaranje ROS-a, stoga dodatak antioksidansa nema nikakav efekt na stanice Hela.
Zabiliezeno je da alkilirajuéi SL-i Cesto poticu nakupljanje ROS-a ometajuci
antioksidativni aparat stanice. Njihova akumulacija moze rezultirati oSteCenjima DNA,
lipida i proteina, koji ¢esto vode u smrt (Chadwick i sur, 2013; Thannickal i Fanburg,
2000). Da bismo dodatno pokazali da raguzinin ne dovodi do stvaranja ROS-a,
stanice su predtretirane salubrinalom, inhibitorom stresa endoplazmatskog
retikuluma (ER) (Brozovic i sur, 2013). Rezultati su pokazali da salubrinal ne
povecava prezivljenje stanica u odnosu na stanice tretirane samo raguzininom. Moze

se zakljuéiti da raguzinin ne dovodi do stresa ER-a.
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S obzirom da naSi rezultati pokazuju vaznu ulogu GSH u odgovoru stanica
Hela na raguzinin, a raguzinin ne poti¢e stvaranje ROS-a, sljedeéi korak nam je bio
ispitati drugu znacajnu ulogu GSH-a, detoksikacijsku. Prilikom detoksikacije, GSH se
veze na ksenobiotik enzimatski i/ili neenzimatski (Housman i sur, 2014; Mari i sur,
2009). Podaci kemijske analize raguzinina pokazali su da se spoj moze vezati na
proteine (neobjavljeni podaci). Nas je zanimalo moze li se GSH i enzimatski vezati na
raguzinin te tako stvoriti konjugate koji smanjuju toksi¢no djelovanje spoja. U literaturi
prihvacen inhibitor GSH-S-transferaze, etakrinu kiselinu (Lacreta i sur, 1994), koristili
smo za prediretman stanica HelLa. NaSi rezultati pokazuju da etakrina kiselina
smanijuje prezivljenje stanica u odnosu na one tretirane samo raguzininom. Dakle,
moze se zaklju€iti da GSH i raguzinin stvaraju konjugat kojim se toksi¢no djelovanje
raguzinina smanjuje. No, ono $&to je interesantno je Cinjenica da predtretman
probenecidom (inhibitor ABC-pumpi iz obitelji MRP transportera) ne smanjuje
prezivljenje stanica tretiranih raguzininom. Rezultat je neoCekivan s obzirom da su
proteini transporteri iz obitelji MRP iz literature poznati kao tzv. GSH pumpe koje
medu ostalim imaju ulogu u izbacivanju GSH-ksenobiotik konjugata iz stanice van
(Homolya i sur, 2003). Daljnja istrazivanja ¢e biti usmjerena na razumijevanje
mehanizma detoksikacije raguzinina GSH-om.

Seskviterpen laktoni su ve¢ dugo vremena vrlo interesantan izvor potencijalno
u€inkovitih spojeva u kemoterapiji. U naSem istrazivanju smo prvi puta opisali
bioloSke efekte raguzinina. Nadalje, bez obzira Sto je toéna ciljna molekula
raguzinina ostala nepoznata, pokazali smo da se spoj deaktivira glutationom Cime se
smanjuje njegova citotoksi¢nost. Dakle, bilo kakva buduc¢a primjena raguzinina
samostalno ili eventualno u kombinaciji s postojeCom terapijom mora uzeti u obzir

ulogu GSH u njegovoj detoksikaciji.
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6 ZAKLJUCCI

—

. Raguzinin je pokazao toksic¢ni u€inak na stanice raka vrata maternice (HelLa)

(IC50 = 2,184 uM) 72 sata nakon tretmana.

Raguzinin zaustavlja stanice HelLa u fazi G2 ciklusa i potiCe apoptozu.
Glutation je uklju¢en u obrambeni sustav stanica Hela tretiranih raguzininom.
Uloga glutationa u odgovoru stanica HelLa na tretman raguzininom je
detoksikacija, a ne stabilizacija oksidativno-reduktivnhog sustava stanice, s

obzirom da raguzinin najvjerojatnije ne potiCe stvaranje reaktivnih kisikovih

vrsta.
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8 ZIVOTOPIS

Roden sam wu Zagrebu. Nakon zavrSene oshovne Skole, upisao sam
Prirodoslovnu Skolu Vladimira Preloga u Zagrebu. U sklopu srednjoskolskog
obrazovanja sudjelovao sam u provjerama znaja iz biologije te osvojio 3. mjesto
u sklopu Zupanijskog natjecanja iz biologije u kategoriji istrazivadkih radova.
Dodatno motiviran od strane profesora biologije, 2012. godine sam upisao
preddiplomski studij biologije na Prirodoslovno-matemati¢ckom fakultetu Sveudilista u
Zagrebu. Nakon tri godine, zavrSene odli¢nih uspjehom, upisao sam diplomski studij
molekularne biologije na istom fakultetu. Odrzavajuéi odliCan uspjeh, dobio sam i
iskoristio priliku biti dio Erasmus+ programa studentske razmjene. Dobio sam
Erasmus+ stipendiju i proveo 6 mjeseci na Tehnickom sveuciliStu u Madridu
studirajuéi na biotehnoloSkom smjeru Agronomskog fakulteta. To iskustvo mi je
pomoglo ste¢i nova znanja i iskustva rada i Zivota u medunarodnom okruzenju. U
cijelom iskustvu puno mi je pomogla i stipendija za izvrsnost SveuciliSta u Zagrebu.
Trenutno sam student apsolventske godine i ovim diplomskim radom namjeravam
uspjesSno zavrSiti jednu etapu Zivota. Pritom se nadam vrlo brzo otvoriti i drugu, puno

specifi¢niju etapu doktorskog studija u podrucju istrazivanja raka ili bioinformatici.

Tokom svog Zivota radio sam brojne poslove i tako stekao radne navike i
zavidan stupanj organiziranosti. Sukladno tome, ¢im sam upisao fakultet, pridruzio
sam se Udruzi studenata biologije (BIUS) i sudjelovao na viSe znanstvenih projekata.
Takoder sam proveo semestar kao demonstrator iz kolegija Histologija i histokemija
te Histologija i embriologija gdje sam usavrsio svoje predavalacke sposobnosti. Svoje
organizacijske, komunikacijske i poduCavalacke vjesStine imao sam priliku
dokazati prvo kao sudionik, a dvije godine kasnije i kao voditelj radionica na
projektu ,No¢ biologije“. Zeljan laboratorijskog iskustva, odradio sam $est mjeseci
stru¢ne prakse u Institutu za medicinska istrazivanja i medicinu rada 2015.
godine. Krajem 2015. godine javio sam se u Laboratorij za staniCnhu biologiju i
prijenos signala Instituta Ruder BosSkovi¢ kako bih odradio strué¢nu praksu od Sest
mjeseci. Nakon isteka tog perioda odlu¢io sam ostati raditi diplomski rad u istom

laboratoriju, jer mi se svidjela tematika i atmosfera. Danas, skoro dvije godine nakon

53



mog prvog posjeta Institutu Ruder Boskvoi¢, zavrSavam studij i nadam se

nastaviti raditi u podrucju istrazivanja raka.
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