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1.UVvOD

Tumor predstavlja jednu od sve viSe prijeteCih bolesti koja danas pogada ljude svih
dobnih skupina. Nakon kardiovaskularnih bolesti predstavlja drugi glavni uzrok smrtnosti
svjetskog stanovnistva (Oliveira i sur., 2007). Definira se kao visestupanjski proces tijekom
kojeg stanice podlijezu brojnim metabolickim promjenama i promjenama u ponasanju koje ih
vode ka proliferaciji na prekomjeran 1 nepravilan nacin, bijegu od nadzora imunoloSkog sustava
te prodiranju u udaljena tkiva Sto u konac¢nici dovodi do formiranja metastaza (Merlo 1 sur.,
2006). Tumorski mikrookoli$ odgovoran je za pokretanje patoloske angiogeneze okarakterizirane
abnormalnom tumorskom vaskulaturom 1 izmijenjenim bioloskim procesima u razli¢itim fazama
tumorske progresije (Hameed 1 sur., 2018). U ovakvim procesima cesto dolazi do poremecaja
ravnoteze izmedu slobodnih radikala nastalih kao normalan produkt stani€nih procesa 1
reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS) ¢ije pretjerano nakupljanje i
nemogucnost adekvatnog eliminiranja vrlo lako moze izazvati oSteCenja stani¢ne strukture i
funkcije te u konacnici inducirati nastanak somatskih mutacija i neoplasticne transformacije

(Reuter i sur., 2010).

Spojevi koji moduliraju ove onkogene procese smatraju Se potencijalnim
antikancerogenim spojevima, a posebnu pozornost znanstvene i zdravstvene zajednice privlace
odredeni spojevi iz prirode zbog svojih moguc¢ih ucinaka na bolesti uzrokovane upalom,
ukljucujuéi i tumor. Njihovo bi koristenje u konacnici zazivjelo u klini¢koj primjeni te bi uvelike
zamijenilo konvencionalne nacine lijecenja tumora kod kojih je ¢esto prisutan razvoj rezistencije
na samu primjenu terapije (Ko i sur., 2017). Jedan od takvih spojeva je resveratrol (trans-3,4',5-
trihidroksistilben), fitoaleksin i fitoestrogen iz porodice polifenola koji se u biljkama stvara kao
odgovor na stresne uvjete. Nalazi se u brojnim namirnicama koje ¢ovjek konzumira kao §to su
grozde, kikiriki i bobice, a dokazano je kako posjeduje mnogostruka korisna svojstva: usporava
starenje, djeluje protuupalno, antioksidativno te antikancerogeno. Nakon §to je zabiljezen njegov
inhibitorni uéinak na svaku od faza procesa karcinogeneze, brojna istrazivanja koriste¢i in vivo i
in vitro modele, prikazala su uklju¢enost resveratrola u moduliranju signalnih puteva povezanih
sa staniénim rastom 1 dijeljenjem, upalom, apoptozom, angiogenezom, invazijom i

metastaziranjem (Whitlock i Baek, 2012; Carter i sur., 2014). Ipak, najveéi problem za klinicku



primjenu ovog spoja predstavlja njegov brzi metabolizam koji je uzrok njegove ogranicene in
Vivo bioraspolozivosti. Istrazivaci i farmaceutske kompanije stoga predlazu moguénosti za
poboljsanje njegove bioraspolozivosti, a jedna od njih je isporuka u obliku nanokristala (Singh i
sur., 2015).

Primjena nanotehnologije u medicini ima nekoliko klju¢nih prednosti u odnosu na
primjenu konvencionalnih terapija, a to je ciljana isporuka lijeka, bolja akumulacija, topljivost i
stabilnost te poboljSana famakokineticka svojstva lijeka. Davanje lijekova u obliku nanocestica
ima potencijalno anti-angiogenetsko djelovanje i moze se Koristiti u dokidanju supresivnog
ucinka tumorskog mikrookolisa na imunosni sustav, a upravo istovremeno ciljanje i regulacija
tumorskih stanica i njihovog pripadaju¢eg mikrookolisa nudi dodatno poboljSanje terapijskih
ishoda (Hameed i sur., 2018).

Ucinak resveratrola i njegovih nanokristala ispitat ¢e se na solidnom obliku Erlichovog
ascitesnog tumora (EAT), slabo diferenciranom i brzorastu¢em zlo¢udnom tumoru izvorno
nastalom u misa, spontano iz mlijecne Zlijezde, a koji pokazuje slicnosti s humanim tumorima
osnova korisnih ucinaka resveratrola nisu u potpunosti razjasnjeni, smatra se da su povezani s
njegovom antioksidativnom aktivnoS¢u za koju je dokazano da stiti tkivo jetre i bubrega od

oStecenja uzrokovanih oksidacijskim stresom (Faghihzadeh i sur., 2015).



1.1. TUMOR

1.1.1. Op¢éenito o tumoru

Prema definiciji tumor predstavlja abnormalnu nakupinu tkiva ¢iji rast nadmasuje rast
normalnog tkiva te nije u skladu s njegovim rastom, a nastavlja nekontrolirano rasti i nakon
uklanjanja stimulansa koji je izazvao rast. Prije se pod pojmom ,tumor® podrazumijevala
oteklina ili otok koji nastaje u procesu upale, a danas se ovaj naziv upotrebljava u onkoloskoj
terminologiji gdje se jos koriste sinonimi neoplazma (gr¢. neos-nov, plasia-rast) i neoplazija (lat.
neoplasia,-ae, f.,- novotvorevina) koji oznacavaju patolosku novotvorevinu ili novoizraslinu

nastalu kao posljedica djelovanja razli¢itih unutrasnjih i vanjskih ¢imbenika na organizam.

Tumor se najcesce sastoji od vise stani¢nih tipova, a inicijalni rast 1 razvoj tumora ovisi o
populaciji jednog tipa neoplasti¢no izmijenjenih stanica koje potjecu od jedne progenitorske
stanice. Drugim rije¢ima, za nastanak tumora dovoljna je jedna stanica ¢iji je rast i razvoj
poremecen (unicelularno ili monoklonalno podrijetlo). Vazno je napomenuti da tumorske stanice
ne rastu brze od normalnih stanica nego je njihov rast samo nekontroliran. U osnovi, opce je
prihva¢ena definicija tumora da je to abnormalno, atipi¢no, autonomno, progresivno i
nesvrsinodno bujanje tkiva koje nema nikakvu fiziolosku funkciju, a nastaje kada se naruSe

kontrolni regulatorni mehanizmi stani¢nog rasta i diobe.

1.1.2. Osnovne karakteristike i podjela tumora

Tumorske stanice se po mnogo ¢emu razlikuju od normalnih stanica. Prije svega su slabo
ili nikako diferencirane te ih karakterizira abnormalna morfologija uz posjedovanje abnormalnih
membrana i proteina. Morfoloski je tumorska stanica okarakterizirana velikom istaknutom
jezgrom nepravilne veli¢ine 1 oblika te oskudnom vakuoliziranom citoplazmom koja je
intenzivno obojena ili pak blijeda. Promjene stani¢ne jezgre igraju veliku ulogu u odredivanju
zloCudnosti tumora, a tiCu se same povrSine, volumena, oblika, gustoce, omjera jezgre i
citoplazme kao i strukture te homogenosti. Ultrastrukturne karakteristike povezane su sa
segmentacijom jezgre, invaginacijama, kromatinskim promjenama te stvaranjem inkluzija.

Povecan broj mitoza ocituje se u pojavi atipi¢nih oblika s oStecenjima u diobenom vretenu $to



rezultira nesimetricnim strukturama i atipicnim kromosomskim formama. Isto tako, povrSina
tumorskih stanica izrazava antigene specificne za tumor, a koji se pojavljuju s onkogenom
transformacijom koja je posljedica promjene genetskog programa stanice. Raspodjela stani¢nih
receptora je takoder promijenjena sto modificira obrazac stani¢ne aglutinacije, a izgubivsi
kontaktnu inhibiciju tumorske stanice stjeCu metabolicku autonomiju pri ¢emu se favorizira

njihova proliferacija i invazivni rast (Baba i Catoi, 2007).

Nekontrolirana proliferacija i rast

Tumorska stanica ima karakteristike koje joj omoguéuju abnormalnu proliferaciju te
prezivljenje znatno vece od prosjecnog zivotnog vijeka stanice. Dosadasnja istrazivanja utvrdila
su zajednicke karakteristike takvih stanica, a koje su prisutne kod razli¢itih tipova tumora.
Zastitne karakteristike tumorskih stanica ukljuuju neprestanu proliferativnu signalizaciju uz
replikativnu besmrtnost, kontaktnu inhibiciju, poveéanu invazivnu sposobnost, otpornost na
staniénu smrt, induciranje angiogeneze te sposobnost metastaziranja. Daljnja istrazivanja
pridodala su u ove zastitne tumorske karakteristike i izmijenjeni metabolizam, izbjegavanje
imunoloskog sustava domacina, genomsku nestabilnost te upalu promoviranu tumorom (engl.
tumor-promoted inflammation). Sve ove znacajke zajedno su dio pokretackog programa Koji
omogucuje stanicama tumora uspje$no Sirenje i nekontrolirani rast (Barradas-Bautista i sur.,

2018).

Tumorski mikrookolis

Tumor ima sposobnost formiranja sloZzene i heterogene sredine koja se sastoji od
razli¢itih tipova stanica koje proliferiraju, kao S§to su stanice tumora i1 stromalne stanice te
izvanstani¢ni matriks. Stroma normalnih tkiva djeluje kao potporna struktura organima. U
tumorima se ova komponenta sastoji od vezivnog tkiva, krvnih i vjerojatno limfnih Zila te je
nuzna za odrzavanje slozenog tumorskog mikrookolisa i opskrbu tumora nutrijentima i ostalim
bitnim tumorskim sastavnicama. Uvjeti unutar tumorskog mikrookolisa su vrlo specifi¢ni te ih
karakterizira niski pH, niski nivo glukoze te "abnormalna™ svojstva okolnih stanica kao rezultat
blizine tumora, a koja pogoduju brzem daljnjem napredovanju tumorskih stanica. Tumorski
mikrookoli§ (engl. tumor environment) formiran je i kontroliran od strane samog tumora, ali se
takoder sastoji i od tumorske strome, krvnih Zila, upalnih stanica i drugih pripadajuc¢ih stanica

kao §to su fibroblasti povezani s tumorom te vaskularne i limfaticke endotelne stanice. Definira



se kao heterogena mjesavina razliitih tipova stanica (tumorskih i stanica domacina) koje su
stekle neka od najvaznijih tumorskih obiljezja i imaju sposobnost induciranja angiogeneze,
hipoksije, proliferacije uz inhibiciju apoptoze te sposobnost bijega od imunolo$kog sustava

popracenog invazivnim rastom | metastaziranjem (Casey i sur., 2015).

Osim ve¢ spomenute potporne strome, tumor se sastoji i od parenhima koji je graden od
promijenjenih (neoplasti¢nih) stanica po kojem tumor dobiva ime i prema kojemu se odreduje
njegovo biolosko ponasanje. Tumori se prema svom bioloskom ponasSanju dijele u tri glavne
skupine: dobrocudne, zlocudne i grani¢ne tumore. Dobrocudni ili benigni tumori ostaju
ograni¢eni na mjestu na kojem su nastali, rastu ekspanzivno te se ne Sire na udaljena mjesta u
organizmu. Zlo¢udni ili maligni tumori pak mogu prodrijeti u okolna normalna tkiva i pro§iriti se
organizmom putem cirkulacijskog ili limfnog sustava. Njihova bitna karakteristika je probijanje
bazalne membrane te se samo maligni tumori pravilno nazivaju rakom ili karcinomom pri ¢emu
ih njihova sposobnost invazije i metastaziranja ¢ini vrlo opasnima. Grani¢ni, semimaligni ili
atipi¢no proliferiraju¢i tumor ima niski maligni potencijal i ponekad ga je tesko razlikovati od

zlo¢udnog tumora niskog histoloSkog gradusa.

I benigni 1 maligni tumori klasificiraju se prema vrsti stanice iz koje nastaju. Vecina
malignih tumora spada u jednu od tri glavne skupine: karcinomi, sarkomi i leukemije ili limfomi.
Karcinomi, koji uklju¢uju otprilike 90% svih poznatih ljudskih malignih tumora, su maligni
tumori epitelnih stanica. Sarkomi su solidni tumori vezivnog tkiva koji uklju¢uju kosti, misice,
hrskavicu i fibrozno tkivo te je njihova pojavnost kod ljudi niska. Leukemije i limfomi, koji
predstavljaju otprilike 8% ljudskih malignih oboljenja, nastaju iz krvotvornih ili imunoloskih
stanica. Tumori se dalje Kklasificiraju prema tkivu iz kojeg su originalno nastali (npr. karcinom
pluc¢a ili dojke) i vrsti zahvacenih stanica (npr. fibrosarkomi nastaju iz fibroblasta, a eritroidne

leukemije iz prekursora eritrocita) (Cooper, 2000).



1.1.3. Karcinogeneza

lako je vec¢ina tumora povezana sa starijom zivotom dobi, nijedna dobna skupina nije
isklju¢ena za ovu bolest. Razvoj tumora krece iz naSih vlastitih stanica, a ve¢em riziku mogu
doprinijeti unutarnji i vanjski ¢imbenici Koji utje¢u na svakodnevni Zivot. Dok tumor kao takav
nije zarazan, neke infekcije (npr. infekcija HPV virusom) mogu biti poticaj za nastanak tumora.
Isto tako, okolisni zagadivadi poput kemikalija, otpadnih voda te neki terapeutski lijekovi i1
mutagena sredstva, ukljuCujuéi ionizirajuce zracenje, mogu povecati ucestalost pojave tumora.
Pojava oko 50% svih poznatih vrsta tumora pripisuje se nacinu zivota ukljucujuéi prehrambene
navike, konzumiranje duhana i alkohola te izlozenost industrijskim toksinima (Devi, 2004). Bez
obzira na uzrok, razvoj tumora je proces u vise faza koji ukljuCuje oSteCenje U genetskom
materijalu stanice, prvenstveno u genima koji reguliraju normalan rast i diobu stanica, a obi¢no

je potrebno duze latentno razdoblje prije nego se tumor pojavi.

Pretvorba normalnih stanica u maligne stanice tumora dogada se u procesu Koji nazivamo
karcinogeneza. Karcinogeneza je viSestupanjski proces u kojem promjene u tkivnoj arhitekturi i
stvaranje prencoplasti¢nih ¢vorova prethode pojavi tumora, a proizlaze iz akumulacije ucestalih
modifikacija u genetickim mehanizmima koji kontroliraju stani¢nu proliferaciju i zivotni vijek te
odnose sa susjednim stanicama. Ove promjene povezane su S promjenama u staniénom fenotipu
koje ukljucuju epitelno mezenhimalnu tranziciju (EMT) i staniénu migraciju Sto rezultira
podru¢jima lokalne hipoksije koja promoviraju prezivljenje i rast tkivnih mati¢nih stanica kao i
nastanak novog krvozilja. Dok su rast i prezivljavanje normalnih stanica pod djelomi¢nom
kontrolom ¢imbenika rasta i hormona, promjene u signalnim putovima koje su posljedica
mutacija i/ili epigenetskih promjena cine stanice otpornima i neovisnima o tim putevima
(Feitelson i sur., 2015). Takve promjene potiCu prezivljenje i rast kako konstitutivno
stimuliranim signalnim putevima koji favoriziraju proliferaciju tako i inhibicijom i/ili

nadjacavanjem apoptotskih puteva (Hanahan i Weinberg, 2011).

IstraZivanja provedena pomocu Zivotinjskih modela, in vitro istrazivanja i epidemioloskih
testova pokazala su da je karcinogeneza slozen proces koji se moze podijeliti u tri razli¢ite faze,
a to su inicijacija, promocija i progresija (Slika 1). Inicijacija je brz i ireverzibilan fenomen, a

njezin neophodan dio je stani¢na proliferacija; ako se stani¢na dioba dogada prije nego Sto



sustavi za popravak DNA mogu djelovati, ozljeda ostaje trajna i nepovratna. Ova faza
predstavlja aditivni proces buduéi da neoplazi¢ni razvoj ovisi o dozi kancerogenog spoja;
povecavanje doze povecava ucestalost i raznovrsnost nastalih neoplazija te smanjuje latentno
razdoblje njihove pojavnosti. Promocija je pak reverzibilna faza gdje nakon prestanka djelovanja
promotora moze doé¢i do regresije u proliferaciji stanica i to vjerojatno procesom apoptoze.
Promotor mora biti prisutan tjednima, mjesecima i godinama kako bi bio u¢inkovit, a njegova
ucinkovitost ovisi o njegovoj koncentraciji u ciljnom tkivu. Promotorski spojevi ne stupaju
izravno u medureakciju s DNA. Takva sredstva povecavaju proliferaciju stanica u osjetljivim
tkivima, poti¢u gensku ekspresiju i ulazak u stani¢ni ciklus. Fazu progresije karakteriziraju
ireverzibilnost, genetska nestabilnost, brzi rast, invazija, sposobnost metastaziranja te promjene u
biokemijskim, metabolickim i morfoloSkim karakteristikama stanica (Oliveira i sur., 2007). U toj
fazi zbivaju se sukcesivne promjene neoplazme koje dovode do stvaranja sve vecéeg broja
populacija malignih stanica. Molekularni mehanizmi progresije tumora nisu u potpunosti

objasnjeni, ali se smatra da uklju¢uju mutacije i kromosomske aberacije (Devi, 2004).
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Slika 1. Faze karcinogeneze (Preuzeto i prilagodeno prema Sutandyo, 2010).




1.1.3.1. Rast tumora

Stanice tumora mogu rasti samo ako im njihov okoli§ pruza okruzenje koje moze
pogodovati njihovom rastu i invaziji te im omoguciti bijeg s izvornog (primarni tumor) na
udaljeno mjesto uz izbjegavanje domacinove imunoloski kontrolirane cirkulacije. Stoga se bilo
kakva slozena medureakcija dogada na granici izmedu samog tumora i njegovog mikrookolisa te
strome zbog primjerice kroni¢ne infekcije, upale ili bilo kakvog karcinogenog stimulansa
favorizira napredovanje karcinogeneze u smjeru Sirenja tzv. tumorskog ¢vora. Bitan ¢imbenik
koji pogoduje tumorskoj proliferaciji 1 zastiti od imunoloSkog uniStenja je uspostava
odgovarajuce krvne opskrbe putem angiogeneze (Goubran i sur., 2014). Heterogenost tumorskih
stanica je vazna karakteristika progresije tumora, a ona ukljucuje varijante antigenih i proteinskih
produkata, sposobnost stvaranja ¢imbenika angiogeneze, razvoj metastatskih sposobnosti te

promijenjeni metabolizam (Malarkey i sur., 2013).

1.1.3.2. Tumorska angiogeneza

Tumorske stanice kao 1 ostale stanice u organizmu zahtijevaju odgovarajucu
prehrambenu podrSku, izmjenu plinova te izvor raznih metabolita za rast i razvoj. Taj se doprinos
osigurava velikim dijelom putem cirkulacije kroz krvne Zile koje takoder sluze kao ulaz i izlaz
imunoloskih 1 ostalih cirkuliraju¢ih stanica porijeklom iz kostane srzi. Velika potreba tumorskih
stanica za hranom i kisikom stoga uzrokuje pojavu visoke stope angiogeneze u samom tumoru
(Gao isur., 2014).

Angiogeneza se definira kao proces koji ukljuCuje formiranje novih krvnih Zzila iz
postojecih Zila. Predstavlja vrlo reguliran proces koji se normalno odvija tijekom ljudskog rasta i
razvoja, reprodukcije i zacijeljivanja rana te je uspostavljanje funkcionalnog krvozilja opcenito
vazno za odrZavanje tkivne homeostaze (Nussenbaum i Herman, 2010). Krvne Zile predstavljaju
slozenu mrezu koja ponajprije ovisi o ravnotezi Cimbenika rasta i raznih krvozilnih i
nekrvozilnih stani¢nih komponenata. Vazno je uzeti u obzir ¢injenicu da u tumorskom tkivu
dolazi do naruSavanja ravnoteze ovih komponenti $to doprinosi razvijanju strukturno i
funkcionalno drugadijeg tumorskog krvozilja koje ima krucijalnu ulogu u tumorskoj progresiji,
invazivnom rastu i metastaziranju (Dimova i sur., 2014). Tumorski angiogeni fenotip (tzv.

angiogeni "switch") smatra se bitnom karakteristikom malignog procesa pri ¢emu proangiogeni



mehanizmi nadvladavaju ili zaobilaze negativne regulatore angiogeneze, odnosno dolazi do
naru$avanja homeostatske ravnoteze proangiogenih i anti-angiogenih c¢imbenika (Slika 2).
Opcenito, povecana vaskularizacija tumora i tumorska ekspresija proangiogenih ¢imbenika

povezuje se s uznapredovalim stadijem tumora te losijom prognozom (Hicklin i Ellis, 2005).

Proces tumorske angiogeneze zapocinje otpusStanjem molekula od strane tumorskih
stanica koje Salju signale okolnom normalnom tkivu domacéina, aktiviraju¢i odredene gene za
stvaranje proteina koji potiCu rast novih krvnih zila. Kljuéni dogadaji cjelokupnog procesa su
vazodilatacija kao odgovor na prisustvo dusik-oksida (NO) uz pojacanu propusnost krvnih zila
zbog djelovanja krvozilnog endotelnog c¢imbenika rasta (VEGF), proteoliticka razgradnja
bazalne membrane roditeljskih krvnih Zila uz pomo¢ matriks metaloproteinaza (MMP), migracija
i invazija endotelnih stanica prema angiogenom stimulatoru, njihova proliferacija i sazrijevanje
koje ukljucuje inhibiciju rasta i remodeliranje te mobilizacija periendotelnih stanica potrebnih za

stabilnost novostvorenih zila (Yadav i sur., 2015).
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Slika 2. Regulacija angiogeneze — anti-angiogeni (zuta strelica) i proangiogeni ¢imbenici (crna

strelica) (Preuzeto i prilagodeno prema Hida i sur., 2018).



1.1.3.3. Invazivni rast i metastaziranje

Kod odredivanja prognoze oboljelih od tumora od primarne je vaznosti slijed dogadaja
koji vode napredovanju tumorske invazije i metastaziranju, odnosno procesu Sirenja tumorskih
stanica iz primarnog mjesta nastanka (primarni tumor) na tkiva i organe drugdje u organizmu
(sekundarni tumor) koje se u veéini slucajeva smatra glavnim uzrokom visoke stope smrtnosti
kod oboljelih. Okida¢ za tumorsko metastaziranje je prekomjerna ekspresija angiogenih
¢imbenika u tumorskom mikrookoliSu koja doprinosi lakSem izlasku tumorskih stanica putem

krvnih 1 limfnih Zila (Fukumura 1 sur., 2018).

Tijek metastaziranja tumora ukljucuje niz stadija koji dovode do stvaranja sekundarnih
tumora. Metastatska kaskada ovisi prvenstveno o gubitku adhezije medu stanicama §to rezultira
disocijacijom stanica od primarnog tumora, a potom i sposobno§¢u stanice da postigne pokretni
fenotip kroz promjene u medureakciji stanice - matriks. Jednom kada tumorske stanice steknu
sposobnost prodiranja u okolna tkiva, pokrece se proces invazije tijekom kojeg pokretne stanice
prolaze kroz bazalnu membranu i izvanstani¢ni matriks. U procesu intravazacije, stanice prodiru
u limfnu ili krvozilnu cirkulaciju, a zatim u procesu ekstravazacije putuju kroz krvozilni sustav
invadiraju¢i krvozilnu bazalnu membranu i izvanstani¢ni matriks kako bi u konacnici stigle do
novog mjesta, nastavile proliferaciju te zapocele stvaranje sekundarnog tumora (Bielenberg i
Zetter, 2015).
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1.1.4. Molekularna biologija tumora

Transformacija normalnih stanica u maligne zahtijeva uzastopno stjecanje mutacija koje
nastaju kao posljedica oStecenja genoma koja mogu biti rezultat endogenih procesa kao §to su
pogreske u replikaciji DNA, intrinzi¢ne kemijske nestabilnosti pojedinih DNA baza ili napad
slobodnih radikala koji nastaju tijekom metabolizma. Takoder, ona moze biti i rezultat
medureakcije s egzogenim sredstvima kao $to su ionizirajue zracenje, UV zracenje i kemijski
karcinogeni. Stanice su razvile mehanizme popravka osteCenja, ali buduci da su pogreske u
takvim mehanizmima moguce, mogu se javiti stalne promjene u genomu koje nazivamo
mutacijama. Za pretvaranje oStecenja u nasljedne promjene DNA (mutacije) nuzni dogadaji su
replikacija DNA i naknadna podjela stanica. Stoga je proliferacija klju¢an ¢imbenik u stvaranju
mutacija i Sirenju klonova stanica. Zbog ravnoteZze i visestrukih provjera koje postoje u mati¢nim
stanicama kako bi se ograniCila neprimjerena proliferacija, maligne ljudske stanice moraju
akumulirati viSestruke mutacije u kljucnim genima koje ¢e omoguciti njihovu autonomnu
replikaciju i invaziju (Bertram, 2000). Specifi¢ne promjene u slijedu tumorskog genoma dovode
do nestabilnosti takvih gena, a i za epigeneticke mehanizme, kao $to su metilacija DNA i
histonska modifikacija se takoder pretpostavlja da promoviraju karcinogenezu mijenjanjem

genske aktivnosti (Slika 3).

Geni povezani s tumorom svrstavaju se u dvije klase koje imaju suprotne uéinke na normalnu
proliferaciju stanica te suprotne nac¢ine promjena u tumorskim stanicama. Prva klasa tzv. "tumor-
supresorskih gena" obi¢no potiskuje stani¢ni rast te je inaktivna u tumoru dok onkogeni, koji
normalno stimuliraju rast stanica, u tumoru imaju hiperaktivno djelovanje (Weir i sur., 2004).
Onkogeni su izmijenjeni normalni geni (protoonkogeni) Kkoji nadziru i prvenstveno poticu
stani¢ni rast. Njihove mutacije izravno i trajno mijenjaju molekularne puteve nadzora stani¢nog
rasta i diobe (npr. unutarstaniéni prijenos signala). Aktivacija, odnosno pretvorba protoonkogena
u onkogen, opc¢enito ukljuéuje stjecanje funkcionalne mutacije uslijed tockastih promjena (npr.
zbog djelovanja kemijskih karcinogena), genetskih amplifikacija (npr. povecan broj kopija inace
normalnog gena) ili translokacija (gen seli na drugo mijesto koje je pod kontrolom novog
promotora). Tumor - supresorski geni smatraju se drugom vrstom presudnih gena koji sudjeluju
u popravku oste¢enja DNA, inhibiciji stani¢ne diobe, indukciji apoptoze i supresiji formiranja

metastaza te gubitak njihove funkcije rezultira nastankom i napredovanjem tumora. Prethodna
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istrazivanja pokazala su da je kod vecine jedna kopija tumor-supresorskih gena dovoljna za
kontrolu proliferacije stanica te stoga za razvoj tumora oba alela ovih gena moraju biti trajno
inaktivirana ili izgubljena (Wang i sur., 2018). Inaktivacija tumor - supresorskih gena cesto je
posljedica gubitka heterozigotnosti povezane s mutacijom, toc¢kastim mutacijama i djelovanjem

epigenetickih mehanizama (Weir i sur., 2004).

--" GENOMSKA

/> NESTABILNOST

nekontrolirani stani¢ni rast induciranje invazivni rast i metastaziranje

i smanjena apoptoza angiogeneze

Slika 3. Onkogeni, tumor - supresorski geni (TSG) i tumor. Genomska nestabilnost uzrokovana
razli¢itim ¢imbenicima kao $to su primjerice virusi, citotoksi¢ni lijekovi i ioniziraju¢e zracenje
pokre¢e mutacije u onkogenima ili tumor-supresorskim genima te doprinosi razvoju malignosti
nestabilnog genoma. Pored mutacija, druge geneticke promjene odgovorne za aktivaciju
onkogena uklju¢uju amplifikaciju (egfr, mdm2, myc), translokaciju (bcr/abl), prekomjernu
ekspresiju proteina (MDM2, Ras) i povecanu proteinsku stabilnost (Ras). Promjene koje dovode
do inaktivacije TSG uklju¢uju mutacije gubitka funkcije (Rb, p53) i delecije (p53, DCC).
Epigenetske promjene poput metilacije promotora takoder mogu dovesti do inaktivacije TSG

(IL-2Ry) (Preuzeto i prilagodeno prema Nag i sur., 2015).
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1.1.5. Imunologija tumora

Imunosni odgovor, ukljucujuéi prepoznavanje antigena specifi¢nih za tumor, posebno je
zanimljivo podrucje tumorske imunologije. Urodeni i steCeni imunoloski sustav funkcionira na
nacin da prepoznaje "vlastito" i "tude", a genskom rekombinacijom prakticki nema ogranicenja u
broju antigena koje moze prepoznati. Mutacijski dogadaji, translokacije i ostale genske
abnormalnosti unutar tumora dovele su do nastanka koncepta da ne samo da je imunoloski sustav
sposoban identificirati tude ve¢ i da moze prepoznati "izmijenjeno vlastito” u okruzenju razvoja
tumora (Dunn i sur., 2004). Naime, pokazano je da imunoloski sustav moze prepoznati antigene
promjene u stanicama tumora te razviti protutijela protiv takvih stani¢nih antigena koje obi¢no
nazivamo tumor - pridruzenim antigenima (engl. tumor - associated antigens, TAA) (Zhang i
sur., 2014). Cinjenica da su primarna i ste¢ena imunodeficijencija (npr. HIV infekcija) kod
miseva 1 ljudi povezana s veCom osjetljivosti na razvoj tumora, potvrdila je postojanje
imunoloskog nadzora (engl. immune surveillance) unato¢ kojem tumor nastavlja rasti i u

organizmima s intaktnim imunolo$kim sustavom.

Proces pomocu kojeg imunoloski sustav eliminira i oblikuje malignu bolest naziva se
imunomodulacija, a sastoji se od tri faze (Fouad i Aanei, 2017). Prva faza eliminacije predstavlja
zastitni znak koncepta imunoloSkog nadzora tumora pri ¢emu je klju¢no kooperativno djelovanje
urodenog 1 steCenog imunoloSkog odgovora. Urodeni imunoloski odgovor prepoznaje tumorske
stanice 1 ograni¢eno ih ubija dok steCeni imunoloski odgovor kao najjace oruzje koristi
sazrijevanje i migraciju antigen predo¢nih stanica te stvaranje T limfocita specifi¢nih za tumorski
antigen uz aktivaciju citotoksi¢nih mehanizama (Dunn i sur., 2002). Nakon toga slijedi najdulja
faza, faza ravnoteze koja ukljucuje oblikovanje tumorskih stanica i odabir onih sa smanjenom
imunogeno$¢u, a pojavljuju se i nove varijante s razli¢itim mutacijama koje povecavaju
otpornost na imunoloski pritisak. Unato¢ stanicama tumora koje prolaze kroz pritisak
imunoloskog nadzora, pojavljuju se tumorski klonovi koji podlijezu bijegu od imunoloSkog
nadzora Sto je posljednja faza tumorske imunomodulacije (Slika 4). Tijekom faze bijega,
varijante tumora koje mogu izbjeéi otkrivanje i eliminaciju od strane imunoloskog sustava putem
genetiCkih i epigenetickih mehanizama nekontrolirano rastu i u konaénici formiraju klinicki

detektibilan tumor (Fouad i Aanei, 2017).

13



1. gubitak antigenosti 2. gubitak imunogenosti 3. imunosupresivni
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Slika 4. Klini¢ki detektibilni tumori moraju razviti mehanizme za izbjegavanje imunoloske
eliminacije. Tijekom tog procesa nastale transformirane stanice mogu biti odabrane na temelju
gubitka antigenosti (1.) i/ili gubitka imunogenosti (2.). Gubitak antigenosti postize se
nakupljanjem ostecenja u procesu obrade i predocavanja antigena ili gubitkom imunogenih
tumorskih antigena $to dovodi do nedostatka imunogenih peptida predstavljenih u peptid / MHC
kompleksu. lako je gubitak antigenosti povezan i s gubitkom imunogenosti, maligne stanice
mogu ste¢i dodatna imunosupresivna svojstva poput ekspresije PD-L1 ili izlu¢ivanja supresivnih
citokina (npr. 1L-10, TGF-p) §to dodatno smanjuje njihovu imunogenost. Tumori takoder mogu
izbje¢i imunoloski sustav uspostavljanjem imunosupresivnog mikrookolisa (3.). Maligna
transformacija inducirana promjenama u onkogenima i tumor-supresorskim genima moze
dovesti do pokretanja imunoloskog odgovora koji suprimira antitumorsku imunost (Preuzeto i

prilagodeno prema Beatty i Gladney, 2015).
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1.2. SLOBODNI RADIKALI I OKSIDACIJSKI STRES

Oksidacijski stres je definiran kao neravnoteza izmedu proizvodnje slobodnih radikala i
reaktivnih metabolita, tzv. oksidansa ili reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species,
ROS) i njihovog uklanjanja putem zastitnih antioksidacijskin mehanizama. Takva neravnoteza
dovodi do oSte¢enja vaznih biomolekula i stanica s potencijalnim ufinkom na cjelokupan

organizam (Durackova, 2010).

ROS i ostale vrste slobodnih radikala stvaraju se u organizmu najveéim dijelom tijekom
normalnog metabolizma, ali i u reakciji s vanjskim toksi¢nim spojevima i to u mitohondrijima.
Nastaju kao nusproizvodi stani¢nog aerobnog metabolizma te kod izloZenosti organizma stresu,
UV svijetlu ili X-zrakama (Mittler i sur., 2011). Isto tako igraju vaznu ulogu u stani¢noj
signalizaciji, regulaciji djelovanja citokina, ¢imbenika rasta i hormona, transkripciji, transportu
iona, neuromodulaciji, imunomodulaciji i apoptozi (Gloire i sur., 2006). Slobodni radikali su
okarakterizirani kao kemijski reaktivne molekule budu¢i da njihova reaktivnost proizlazi iz toga
Sto sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona, a najzna€ajniji za nastanak oksidacijskog stresa su
superoksidni anion (O,"), hidroksilni radikal (HO") te vodikov peroksid (H,0,) (Birben i sur.,
2012). Zbog takvih posebnih kemijskih svojstava, ROS moze inicirati lipidnu peroksidaciju,
oStecenja DNA te neselektivno oksidirati gotovo sve molekule bioloSkih membrana i tkiva Sto
rezultira ozljedom (Birben i sur., 2012). Proteini, lipidi i nukleinske Kkiseline su posebno znacajne

mete oksidacijskog stresa, a modifikacija ovih biomolekula povecava rizik od mutageneze.

1.2.1. U¢inak oksidacijskog stresa na rast tumora

Kada se slobodni radikali povecano stvaraju tijekom duZeg perioda $to je posebno
karakteristi¢no prilikom izlaganja organizma raznim stresnim okoli$nim situacijama, moze doc¢i
do znacajnijeg oSteCenja stani¢ne strukture i funkcije te induciranja somatskih mutacija i
neoplasti¢ne transformacije. Tako je pokazano da su tumorska inicijacija i progresija povezani s
oksidacijskim stresom putem genomske nestabilnosti, povecane stani¢ne proliferacije i

povecanja oSte¢enja DNA kroz nakupljanje mutacija (Visconti i Grieco, 2009).
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Nakon maligne transformacije mnoge tumorske stanice pokazuju kontinuirano povecanje
unutarnjeg stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta Sto odrzava onkogeni fenotip i poti¢e tumorsku
progresiju te su povisene razine ovih reaktivnih metabolita otkrivene u gotovo svim poznatim
tumorima. Visoka razina ROS-a u tumorskim stanicama moze biti rezultat pove¢ane metabolicke
aktivnosti, disfunkcije mitohondrija uslijed hipoksije, aktivnosti peroksisoma, opetovane
signalizacije stani¢nih receptora, onkogene aktivnosti kao i pojacane aktivnosti oksidaza,
ciklooksigenaza i lipooksigenaza ukljucenih u stvaranje vecine poznatih slobodnih radikala te

rezultat kriznih veza s infiltriraju¢im imunoloskim stanicama (Liou i Storz, 2010).

1.2.2. Antioksidacijski mehanizmi obrane

Stanice moraju odrzavati homeostazu ogranicavanjem djelovanja slobodnih radikala, a to
¢ine putem antioksidacijskih mehanizama za neutralizaciju ROS-a i ublazavanje oksidacijskog
stresa (Gill i sur., 2016). One su sposobne sintetizirati vlastite obrambene molekule koje
ukljucuju neproteinski glutation 1 antioksidacijske enzime poput superoksid dismutaze, katalaze,
glutation reduktaze, glutation peroksidaze i glutation-S-transferaze. Ova linija obrane uklanja
ROS i prije nego sto moze sti¢i do ciljnih molekula u stanici i izazvati njihova oSte¢enja te na taj
nacin sluze kao bioloSki Cuvari u zastiti protiv oSte¢enja, mutacija i kromosomskih aberacija
izazvanih slobodnim radikalima. I mnogi dijetalni sastojci poput zelenog povréa, voca, Caja,
zacina 1 nekih dodataka prehrani sadrze antioksidanse. Najznacajniji su vitamini A, C 1 E, beta-
karoten, alfa-tokoferol, askorbinska kiselina, flavonoidi i likopeni koji djeluju kemopreventivno
u uklanjanju slobodnih radikala i poboljsanju stani¢ne obrane kroz svoja adaptogena svojstva
(Devi, 2004). U posljednje vrijeme sve se viSe spominje vaznost odredenih polifenolnih spojeva

koji pomazu u antioksidacijskim mehanizmima obrane, a jedan od najistrazivanijih je resveratrol.
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1.3. RESVERATROL

Resveratrol (3,4',5-trihidroksistilben) je prirodni polifenolni spoj ubrojen u skupinu tvari
poznatih kao fitoaleksini koji su po svojoj prirodi sekundarni metaboliti male molekularne mase,
a biljke ih stvaraju kao obrambeni odgovor na djelovanje mikroba, gljivicne infekcije ili okoli$ni
stres (Yu i sur., 2002). Pronaden je u mnogim biljnim vrstama ukljucujuc¢i grozde, bobice i
kikiriki, a u znacajnim koli¢inama prisutan je u vinu, posebice crnom. Njegova stilbenska
strutura povezana je sa strukturom sintetskog estrogena dietilstilbestrola pa se zato ubraja i u
fitoestrogene (Alarco” n de la Lastra i Villegas, 2007). Prekursor resveratrola je fenilalanin, a
klju¢ni stani¢ni enzim je stilben sintetaza koja usmjerava put sinteze prema resveratrolu umjesto
prema flavonoidima pa se zato resveratrol moze klasificirati kao stilben ili kao ne-flavonoidni
polifenol (Lanz i sur., 1991). Ovaj spoj u prirodi postoji u trans- i cis-izomernoj formi, a smatra

se kako je trans forma daleko prisutnija i bioloski aktivnija (Slika 5).

HO

OH

Slika 5. Kemijska struktura resveratrola (3,4',5-trihidroksistilben u klasi¢noj nomenklaturi),

trans- izomerna forma (Preuzeto sa: https://www.medchemexpress.com/Resveratrol.html).

Ba§ kao i mnogi drugi biljni polifenoli, resveratrol se smatra preventivnom
mikrokomponentom hrane poput primjerice flavonoida i epikatehina u zelenom ¢aju ili kakau
(Kris-Etherton i Keen, 2002). Resveratrol posjeduje Sirok spektar bioloskih svojstava, medu

kojima su najznacanija antioksidacijsko, kardioprotektivno, neuroprotektivno, protuupalno i
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antikancerogeno (Duarte i sur., 2015). Uz to, pokazano je kako sudjeluje u produljenju Zivotnog
vijeka te opcéenito usporavanju procesa starenja (Howitz i sur., 2003), a zbog svojih estrogen -
mimetickih svojstava moze sudjelovati u zastiti Zena od osteoporoze (Bagchi i sur., 2001).
Dosadasnja istrazivanja pokazala su kako se kod glodavaca i kod ljudi trans-resveratrol nakon
unosa oralnim putem brzo apsorbira i brzo metabolizira i to bez Stetnih ucinaka, a
farmakokineticka i farmakodinamicka istrazivanja pokazala su da su glavni ciljni organi
djelovanja resveratrola jetra i bubrezi (Vitrac i sur., 2003). lako mehanizmi koji su osnova
korisnih u¢inaka resveratrola nisu u potpunosti razjasnjeni, smatra se da su povezani s njegovom
antioksidacijskom aktivnos¢u za koju je dokazano da S§titi tkivo jetre i bubrega od oStecenja

uzrokovanih oksidacijskim stresom (Faghihzadeh i sur., 2015).

1.3.1. Antioksidacijsko djelovanje resveratrola

Antioksidacijsko djelovanje resveratrola rezultira iz njegove strukture te ovisi
prvenstveno o rasporedu prisutnih funkcionalnih skupina. Zbog toga, konfiguracija, supstitucija i
ukupan broj hidroksilnih skupina znac¢ajno utjecu na glavne mehanizme njegove antioksidacijske
aktivnosti (Stivala i sur., 2001). Antioksidacijska svojstva polifenola uglavnom ovise o redoks
svojstvima hidroksilnih skupina u fenolnim dijelovima i potencijalu delokalizacije elektrona
preko njihove kemijske strukture. U strukturi resveratrola postoje dva fenolna prstena:
monofenol i difenol, dok se apstrakcija vodikovog atoma iz monofenolne hidroksilne skupine
odvija prilicno lako. Tri hidroksilne skupine koje resveratrol posjeduje imaju vaznu ulogu u
uklanjanju slobodnih radikala s obzirom da je pokazano kako se antioksidacijsko djelovanje
povecava s brojem —OH skupina. Hidroksilne skupine pomazu resveratrolu i u keliranju metalnih
iona sto je takoder vazno svojstvo u prevenciji nastanka ROS-a (Gilgin, 2010). Resveratrol se
takoder moze upotrijebiti za smanjenje ili spreCavanje oksidacije lipida u farmaceutskim
proizvodima, spre¢avanje stvaranja toksicnih oksidacijskih produkata te odrZzavanje prehrambene

kvalitete i produljenje roka trajanja lijekova (Bhullar i Hubbard, 2015).

Nedavna istrazivanja otkrila su kako resveratrol djeluje povoljno na suzbijanje
oksidacijskog stresa te ima hepatoprotektivni uéinak protiv akutnog i kroni¢nog ostecenja jetre

glodavaca. S obzirom da je dokazana uklju¢enost oksidacijskog stresa u nastanaku karcinoma
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jetre, dijetalni antioksidans resveratrol mogao bi predstavljati potencijalno zastitno sredstvo u

borbi protiv istog (Sanchez-Perez i sur., 2005).

Do danas je utvrdena i zanimljiva korelacija izmedu prooksidacijskih 1 citotoksi¢nih
aktivnosti dijetalnih polifenola kao §to je resveratrol. Buduci da je svaki antioksidans ujedno i
redoks sredstvo, resveratrol moze postati prooksidans, ubrzavajuéi peroksidaciju lipida i / ili
izazivaju¢i osSte¢enja DNA u posebnim uvjetima. Na taj na¢in predlozeno je da takvo
prooksidacijsko djelovanje predstavlja vazan mehanizam u podlozi antikancerogenih i

apoptotic¢kih svojstava resveratrola (De la Lastra i Villegas, 2007).

1.3.2. Antikancerogeno djelovanje resveratrola

Unato¢ obecavajucoj u¢inkovitosti resveratrola u sprjeCavanju rasta tumora u nekoliko
istrazivanja in vitro, to¢an mehanizam njegova antiproliferativnog djelovanja se joS uvijek
istrazuje. To je tako prvenstveno zbog Cinjenice da maligne stanice pokazuju izrazitu
deregulaciju signalnih puteva koja za posljedicu ima nekontroliranu proliferaciju stanica,
inhibiciju programirane stani¢ne smrti, poja¢anu angiogenezu i nekontroliranu migraciju stanica.
Dostupna literatura sugerira da resveratrol u tumoru djeluje putem vise mehanizama, ukljucujuci
proapoptotske, antiproliferativne, protuupalne i anti-angiogenetske mehanizme pa kazemo da je
njegovo antikancerogeno djelovanje pleiotropne prirode buduci da su molekularne mete njegova

djelovanja razli¢ite (Singh i sur., 2015).

Jos 1997. godine Jang 1 sur. izvijestili su o sposobnosti resveratrola da inhibira
karcinogenezu u svakoj njenoj fazi (inicijaciji, promociji, progresiji). Na molekularnoj razini
resveratrol inhibira proliferaciju $irokog spektra ljudskih tumorskih stanica i to primjerice kod
limfoidnih i mijeloidnih karcinoma, multiplog mijeloma, karcinoma vrata maternice, dojke,
jajnika, prostate, Zeluca, debelog crijeva, gusterace i Stitnjaée te melanoma (Aggarwal i sur.,
2004). Antikancerogeno djelovanje resveratrola posredovano je putem pleiotropnih uc¢inaka gdje
resveratrol djeluje na nekoliko vaznih signalih puteva od kojih su najznacajniji NF- «B, p53,
PI3K/Akt i MAPK singalni put §to rezultira zaustavljanjem stani¢nog ciklusa, inhibicijom
proliferacije tumorskih stanica, indukcijom apoptoze i diferencijacije, smanjenjem upale i

angiogeneze te inhibicijom adhezije, invazivnog rasta i metastaziranja (Kundu i Surh, 2008).
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Jedno od ohrabrujuc¢ih gledista njegova antikancerogenog djelovanja i sukladno s tim
razvoja lijeka protiv tumora je $to ne izaziva toksi¢ne nuspojave u usporedbi s tradicionalnim
kemoterapijskim lijeCenjem. U istrazivanjima sa Zzivotinjama koriSten je Sirok raspon doza
resveratrola gdje je primjerice pokazano da kod Stakora doza od 750 mg/kg tjelesne tezine
dnevno nema nikakvih toksi¢nih u¢inaka (Williams 1 sur., 2009). Mukherjee i sur. (2010) istrazili
su ucinke resveratrola ovisne o dozi u odnosu na zdravstvene dobrobiti (istrazivanja na
zivotinjama i na ljudima) te sugerirali kako nize doze resveratrola mogu biti vrlo korisne u
odrzavanju zdravlja covjeka, dok su vece doze pozeljne za ubijanje tumorskih stanica putem

proapoptotickih mehanizama.

Zbog izrazito brzog metabolizma resveratrola u njegove metabolite, njegova neosporna
djelotvornost utvrdena u nekoliko istrazivanja in vitro i in vivo navodi neke istrazivace da vjeruju
kako metaboliti resveratrola imaju svoju bioloSku aktivnost koja se razlikuje od aktivnosti
slobodnog resveratrola. Primjerice, postoji nekoliko pokazatelja kako metaboliti resveratrola, a
posebice resveratrol 3-sulfat, takoder mogu imati znac¢ajne kemopreventivne ucinke. Zbog toga
se smatra kako su opaZeni antiproliferativni ucinci resveratrola posljedica kombinacije

djelovanja resveratrola i upravo njegovih metabolita (Hoshino i sur., 2010).

1.3.3. Prepreke u klini¢koj upotrebi resveratrola

lako su in vitro i eksperimentalni podaci na zivotinjama izrazito obecavajuci za Sve
navedene pozitivne ucinke resveratrola, postoje neke prepreke koje ograni¢avaju njegovu
klinicku upotrebu. Prije svega resveratrol pokazuje vrlo nisku topljivost u vodi (0,02-0,03
mg/mL) (Amri i sur., 2012). Takoder je vrlo osjetljiv na razgradnju izlaganjem Kisiku, svjetlu,
temperaturi i djelovanju oksidacijskih enzima gdje u takvim okolnostima moze izomerizirati U
manje bioloski aktivnu cis- formu (Davidov-Pardo i McClements, 2015). Ipak, jedan od glavnih
problema je njegova ograni¢ena bioraspolozivost jer se metaboli¢ki eliminira iz tijela izuzetno
brzo da je uopce tesko odrzavati terapijski relevantnu razinu u krvotoku (Walle, 2011). Niska
bioraspolozivost resveratrola je svakako ¢imbenik koji utje¢e na njegovu smanjenu uéinkovitost.
lako istrazivanja in vitro pokazuju visoku ucinkovitost u bioloski povoljnim ucincima

resveratrola u stanicama, poznato je kako je njegova raspodjela u tkivima vrlo niska. Stoga se

20



istrazivanja in vitro moraju tumaciti s oprezom kada se pokusava ekstrapolirati u¢inak ovog

spoja u istrazivanjima in vivo (Gambini i sur., 2015).

Do danas su ostvareni veliki napori u usporavanju metabolizma resveratrola kako bi se
omogucila veca izloZenost stanicama i tkivu te u skladu s tim veéa u¢inkovitost. U tom su smjeru
predlozeni brojni nacini za poboljSanje bioraspolozivosti resveratrola koji ukljucuju kombinacije
s prirodnim spojevima koji mogu inhibirati metabolizam resveratrola in vivo, upotrebu prirodnih
ili sintetskih analoga resveratrola kao i primjenu njegovih konjugiranih metabolita te isporuku

posredovanu nanocesticama (Ndiaye i sur., 2011).

1.4. NANOTEHNOLOGIJA

Budu¢i da konvencionalni pripravci poput otopina, suspenzija ili emulzija imaju
ograni¢enja u vidu klinickog koristenja koja uklju¢uju primjenu visokih doza uz nisku
bioraspolozivost, mogucu netoleranciju i nestabilnost gdje su pokazane znacajne promjene u
razini lijeka u plazmi koje ne daju trajni u¢inak, postojala je potreba za novim rjeSenjima koja bi
ispunila potrebe idealnog sustava isporuke lijeka. Jedno od rjeSenja krije se u nanotehnologiji,
multidisciplinarnom znanstvenom podrucju koje primjenjuje inzenjerske i proizvodne principe
na molekularnoj razini. Primjenom nanotehnologije u medicini stvorene su nanocestice koje
oponasaju ili mijenjaju odredene bioloSke procese (Singh i Lillard, 2009), a interes znanstvene i
medicinske zajednice privukle su s obzirom na sposobnost unosa lijeka u optimalnom rasponu
doziranja koja rezultira pove¢anom terapijskom ucinkovito$¢u lijeka, smanjenjem nuspojava te

povecanom neotporno$¢u pacijenta na primjenu istog (Alexis 1 sur., 2008).

Nanodestice su ¢vrste koloidne Cestice ¢ija veli¢ina promjera varira od 10 do 1000 nm, no
za nanomedicinsku primjenu preferencijalna veli¢ina je < 200 nm (Biswas i sur., 2014). Vaznost
Cestica u ovom rasponu je u tome $to mogu imati razli¢ita i poboljSana svojstva u usporedbi s
istim materijalom u vecoj veli¢ini buduci da je u¢inkovitost sustava za isporuku lijekova direktno
ovisna o veli¢ini Cestica. Zbog svoje male veli¢ine i velike povrSine, nanocestice lijeka pokazuju
povecanu topljivost i time poboljSanu bioraspolozivost uz dodatnu sposobnost prelaska krvno

mozdane barijere, ulaska u plu¢ni sustav i apsorbiranja kroz ¢vrste spojeve endotelnih stanica
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koze (Kohane, 2007). Uz poboljsanu bioraspolozivost poveéanjem topljivosti u vodi, kljucne
prednosti nanocestica su povecéana akumulacija (produljenje vremena poluraspada) te
usmjeravanje lijeka na odredeno mjesto u tijelu (mjesto djelovanja). To sve rezultira istodobnim
smanjenjem koli¢ine potrebnog lijeka i toksi¢nosti doze Sto omogucéava sigurnu isporuku
toksi¢nih terapijskih lijekova te zastitu neciljanih stanica i tkiva od mogucih ozbiljnih nuspojava
(Irving, 2007).

Idealan sustav za dostavu lijekova s nanocesticama (Slika 6) trebao bi moc¢i prepoznati,
na zdravim tikvima (Friedman i sur., 2013). Fizikalno - kemijska i bioloska svojstva nanocestica
stoga se mogu prilagoditi manipulacijom njihovih kemijskih svojstava, veli¢ine, oblika,
strukture, morfologije i povrsinskih svojstava gdje je strategija konjugacije molekule lijeka i
modifikacije povriine vrlo bitna za ué¢inkovitu isporuku lijeka. Sto se ti¢e konjugacije, molekule
lijeka mogu se apsorbirati ili kovalentno vezati na povrSinu nanonosaca, a i unutarnja jezgra ima
sposobnost ugradnje molekule lijeka. Najcesca strategija koja se koristi u modificiranju povrSine
nanocestica je oblaganje specificnim ciljnim ligandima koji mogu biti u obliku malih molekula,
peptida, protutijela, dizajniranih proteina i aptamera nukleinskih kiselina, a isto tako se koriste
hidrofilni i/ili hidrofobni polimeri poput polietilen glikola (PEG) i poli(e-kaprolakton)-a (PCL).
Mehanizmi ciljanja dalje omogucavaju aktivan ili pasivan prijenos nanocestica, gdje potonji
promi¢e ucinke povecane propusnosti i zadrZzavanja unutar ciljnog podru¢ja (Panzarini i sur.,

2013; Xia, 2014).
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Slika 6. Dizajn nanocestica za isporuku lijeka. Multifunkcionalne nanocestice mogu se dobiti iz
materijala razliCitih sastava i funkcija, a za kombiniranje terapijskih sredstava sa Cesticama

koriste se razli¢ite strategije (Preuzeto i prilagodeno prema Seleci i sur., 2016).

Manipulacijom molekularne veli¢ine i povrSinskih svojstava istraziva¢i su u moguénosti
isporuciti lijek s ve¢om preciznoséu i prodiranjem u teSko dostupna tkiva uz manje ucestalo
doziranje (produzeno otpustanje) u duzem vremenskom razdoblju. Nanotehnologija se stoga
pokazala korisnom kod lijeCenja tumora, AIDS-a i mnogih drugih bolesti, a takoder omogucéava
mogucnost napretka u dijagnostickim testiranjima (Rizvi i Saleh, 2018). Kada govorimo o
lijeCenju tumora, uspjesna primjena nanomedicine ima nekoliko klju¢nih prednosti u odnosu na
konvencionalne terapije, a to su ciljana i bolje regulirana isporuka lijeka, bolja akumulacija u

samom tumoru te poboljsana farmakokineticka svojstva lijeka. Takva vrsta isporuke lijeka ima i
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potencijalno anti-angiogenetsko djelovanje te moze koristiti u dokidanju supresivnog tumorskog
mikrookoli$a na imunosne stanice, a upravo istovremeno ciljanje i regulacija tumorskih stanica i
njihovog pripadajuc¢eg mikrookoliSa nudi dodatno poboljSanje terapijskih ishoda (Hameed i sur.,

2018).

1.4.1. Nanocestice resveratrola

Nanotehnologija predstavlja vrijedan pristup poboljSanju u¢inkovitosti konvencionalnih
antikancerogenih sredstava kao i onih prirodnih sintetiziranin u biljakama, posebno slabo
topljivih polifenola koji u svom slobodnom obliku zahtijevaju unos visokih koncentracija za
induciranje in vivo terapijske aktivnosti (Siddiqui i sur., 2015 ; Bonferoni i sur., 2017). Uz svoju
slabu topljivost u vodi, polifenol kao Sto je resveratrol ima vrlo brz metabolizam i prema tome
nisku bioraspolozivost koja uvelike sprjecava njegovu isporuku u optimalnim koncentracijama u
ciljano tkivo. U tom smislu, enkapsulacija ili konjugacija sa strukturama nanometarske veli¢ine
omogucava zaStitu i odrzavanje strukturne cjelovitosti polifenolnih spojeva, kao i njihovu
povecanu topljivost u vodi (Zu i sur., 2016 ; Juére i sur., 2017). Uz nadogradnju fizikalno-
kemijskih svojstava, specijalizirani nanonosaci zaduzeni za prijenos polifenolnih spojeva prema
ciljanim stanicama pridonose povec¢anju njihove bioraspoloZivosti i u konacnici bioloske

aktivnosti.

Do danas su mnoga istrazivanja provedena na razli¢itim stani¢nim linijama i tumorskim
stanicama istaknula terapeutski potencijal resveratrola u razli¢itim nanoformulacijama, a rezultati
ve¢ine njih doveli su do istih zaklju¢aka. Naime, koriStenjem razli¢itih vrsta nanocestica
postignuta je stabilizacija trans izomera zahvaljujuci zastiti resveratrola od UV zraka, poboljsana
bioraspolozivost zbog povecane topljivosti u vodi te je postignuto zadovoljavajuce opterecenje
nanocestica resveratrolom, a u skladu s time, poboljsane su antioksidacijske i antikancerogene
aktivnosti zbog visih koncentracija resveratrola blize terapijskih meta (Summerlin i sur., 2015).
Ovome u prilog ide i ¢injenica da postoji sve viSe dokaza kako je resveratrol u formulaciji
nanocCestica zaSticen od metabolizma tijekom probavnog procesa §to u konacnici povecava

njegovu tkivnu apsorpciju u zivotinjskim modelima (Singh i Pai, 2014).
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Od svih danas poznatih nanoformulacija, forma nanokristala predstavlja najjednostavniji
sustav S puno manjim troSkovima izrade kojeg karakterizira koriStenje ucinkovitije veli¢ine
Cestica uz veéi kapacitet unosa, manja pojavnost nuspojava te moguénost unosa na vise nacina
Sto ih Cini viSe koriStenim i svestranijim nanosustavom (Singh i sur., 2017). To¢nije, smanjenjem
veli¢ine Cestica slabo topljive tvari do nanometarskih dimenzija razli¢itim tehnoloskim
postupcima (primjerice vlazno mljevenje, visokotlaéno homogeniziranje), odnosno poveéanjem
povrsine Cestica takve tvari u odnosu na volumen, povecava se topljivost 1 brzina otapanja te se
poboljsavaju biofarmaceutske znacajke slabo topljive tvari. Iz tih razloga, u ovom istrazivanju su

koristeni upravo nanokristali resveratrola.

1.4.2. Toksi¢nost nanocestica

Fizicko - kemijska svojstva nanocCestica utje¢u na njihovu medureakciju sa stanicama i,
na taj naCin, na njihovu potencijalnu toksi¢nost. Nedavna istrazivanja SU zapocela s
prepoznavanjem svojstava koja nanocCestice ¢ine otrovnijima od drugih. Teoretski gledano,
veliCina Cestice vjerojatno ¢e pridonijeti citotoksiCnosti. S obzirom na istu masu, manje
nanocCestice imaju vece specificno povrSinsko podrucje (SSA) i1 na taj nacin viSe dostupne
povrsine za medureakciju sa stani¢nim komponentama kao Sto su nukleinske kiseline, proteini,
masne kiseline i ugljikohidrati. Manja veli¢ina takoder omogucava jednostavniji ulazak u
stanicu, uzrokujuci stani¢no ostecenje. Za neke nanocestice utvrdeno je da je toksicnost funkcija
veli¢ine 1 SSA pri ¢emu su nanocestice toksicnije za ljudsko zdravlje u usporedbi s veéim
Cesticama iste kemijske tvari, a obi¢no se sugerira kako je toksi¢nost obrnuto proporcionalna
veli¢ini nanocestica (Yang i Watts, 2005; Jiang i sur., 2008; Mostafalou i sur., 2013). Zbog male
veli¢ine, nanocestice mogu uci u stanice fagocitozom i drugim mehanizmima koji ukljucuju
pasivni unos ili adhezivne medureakcije posredovane Van der Waalsovim silama, sterickim
medureakcijama i elektrostatickim nabojima (Geiser i sur., 2005; Peters i sur., 2006). Njihov
unos se tako moze dogoditi ¢ak 1 ako nema specificnih stani¢nih receptora i pridruzenih
substani¢nih struktura. Ovisno 0 njihovoj unutarstani¢noj lokalizaciji, nanocestice mogu
doprinijeti i nastanku oksidacijskog stresa ili oste¢enju DNA, a pokazano je kako mogu

sudjelovati u moduliranju imunosnog odgovora (Zolnik i sur., 2010).
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1.5. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je istraziti uCinak intratumoralno primijenjenog resveratrola i
njegovih nanokristala u dozi od 50 mg/kg na rast angiogenetski-ovisnog, brzo rastuceg
Ehrlichovog solidnog tumora, oksidacijski stres i potencijalnu toksi¢nost nastalu nakupljanjem

nanokristala u jetri i bubregu miSeva te polarizaciju makrofaga.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. MATERIJALI

2.1.1. Pokusne zivotinje

Istrazivanje je provedeno na visokosrodnim Swiss albino miSevima iz uzgoja Zavoda za
animalnu fiziologiju Prirodoslovno-matematickog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Misevi su bili
2-3 mjeseca starosti, mase 20-25 g. Ukupno 30 muzjaka bilo je podijeljeno u 3 skupine po 10
zivotinja i to prema nacinu obrade (otopina resveratrola i njegovih nanokristala). Hranjeni su
standardnom hranom za laboratorijske zivotinje (4RF 21 Mucedola S.R.L., Italija) uz stalnu
dostupnost vode. Uvjeti su bili standardni i ukljucivali su dnevni ritam od 12 sati svjetla i 12 sati
mraka te temperaturu od 24 °C uz kontroliranu vlaznost zraka.

Istrazivanje je provedeno u skladu s etiCkim principima koji su vazeé¢i u Republici
Hrvatskoj (Pravilnik o uvjetima drzanja pokusnih Zivotinja, posebnim uvjetima za nastambe 1
vrstama pokusa, Narodne Novine br. 19/1999; Zakon o zastiti Zivotinja, Narodne novine br.
102/2017) i prema Vodi¢u za drzanje i koriStenje laboratorijskih Zivotinja (Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals, DHHS Publ. (NIH) # 86-23 1985).

2.1.2. Tumorske stanice

Ehrlichov ascitesni tumor (EAT) izvorno se javlja u misa kao spontani karcinom mlije¢ne
zlijezde. To je po prirodi slabo diferencirani, heterogeni, brzorastuci zlocudni tumor sacinjen od
populacija stanica razli¢ite osjetljivosti. U ovom istrazivanju miSevima je subkutano (sc) u bedro

bilo injicirano 1 x 10° stanica EAT za formiranje solidnog EAT tumora.
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2.1.3. Kemijski spojevi

2.1.3.1. Resveratrol

Otopina resveratrola pripremljena je otapanjem resveratrola (Evolva SA, Svicarska) u
proc¢is¢enoj vodi uz dodatak dimetil sulfoksida (DMSO) koriste¢i najmanju mogucu koli¢inu
DMSO (16 mg/mL) u svrhu povecanja njegove topljivosti. Otopina resveratrola primijenjena je

intratumoralno (it) u dozi od 50 mg/kg.

2.1.3.2. Nanokristali resveratrola

Nanokristali resveratrola pripremljeni su na Zavodu za farmaceutsku tehnologiju,
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu pomoc¢u modificirane metode prema
Romero i1 sur. (2016) koja predstavlja metodu mljevenja u minijaturnom mjerilu (engl. top-down

approach).

Za dobivanje nanokristala pripremljena je 5%-na suspenzija resveratrola (w/w) 1 1%
stabilizatora Pluronic F127 proizvodaca Sigma-Aldrich, SAD. Suspenzija je nadalje podvrgnuta
mljevenju u minijaturnom mjerilu i to u okrugloj bocici dimenzija 12 x 35 mm koja sadrzava pet
cilindri¢nih magneta dimezija 10 x 6 mm. Kao medij za mljevenje suspenzije koriStena je smjesa
kuglica cirkonijevog oksida stabiliziranog itrijem razli¢itih veli¢ina (0,1 mm; 0,2 mm 1 0,4 - 0,6
mm) pomijeSanih u jednakim omjerima, a za postupak mljevenja koriStena je mjesSalica Magnetic
stirrer MIX 15 eco, Berlin, Njemacka. Pripremljena suspenzija nanokristala resveratrola

primijenjena je it u dozi od 50 mg/kg.
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2.1.4. Laboratorijska oprema

Centrifuga: Centrifuga 5702 (proizvodac: Eppendorf, Njemacka);

Spektrofotometar: Libra S22 (proizvoda¢: Biochrom, UK) i UV-160 (proizvodac:
Shimadzu, Japan)

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

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

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

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

VetScan® VS2 uredaj (Abaxis, UK)

2.2. METODE

2.2.1. Obrada Zivotinja

Pokusne Zivotinje su prije injiciranja stanica EAT 1 nakon pocetnog vaganja podijeljene u
tri skupine po 10 Zivotinja te je u njih subkutano (sc) injicirano 1 x 10° stanica EAT $to ozna¢ava
0. dan pokusa. Obrada zivotinja s EAT tumorom po skupinama zapoceta je idu¢eg dana (1. dan
pokusa) intratumorlanim (i¢) injiciranjem resveratrola u dozi od 50 mg/kg 1 nanokristala
resveratrola u dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Kontrolna skupina
obradena je it s fizioloSkom otopinom (Tablica 1). Doza od 50 mg/kg izabrana je prema
literaturnim podacima (Carter i sur., 2015; Kim i sur., 2017; Alobaedi i sur., 2017; Davatgaran-
Taghipour i sur., 2017). Zivotinje su Zrtvovane nakon 15 dana od njihove obrade. Zivotinje su
adekvatno anastezirane 1 analgezirane intraperitonealnom (ip) primjenom kombinacije
Narketana® (Vetoquinol S.A., BP 189 Lure Cedex, Francuska) i Xylapana® (Vetoquinol Biowet
Sp., Gorzow, R. Poljska). Nakon toga prikupljeni su uzorci krvi, organa (jetre, bubrega) 1 tkiva

tumora za daljnju analizu.
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Tablica 1. Pokusne skupine Zivotinja i nacin obrade

Misevi nositelji EAT u solidnom obliku (1x10°, sc)
SKUPINA OBRADA
Kontrola Fizioloska otopina
Nanokristali resveratrola 50 mg/kg, it 50 mg/kg suspenzija nanokristala resveratrola
Resveratrol 50 mg/kg, it 50 mg/kg otopina resveratrola (otapalo DMSO)

2.2.2. Pracenje promjene tjelesne mase

Prije pocetka izvodenja pokusa, kao i tijekom izvodenja pokusa, Zivotinje su pojedinano
oznacene 1 izvagane te su na temelju toga razvrstane u skupine s priblizno slicnom tjelesnom
masom (£ 3 g). Na temelju mase zivotinja za pojedinu skupinu odredena je koli¢ina pojedina¢nih
pripravka koje su davane tijekom pokusa te je pracena promjena mase tijekom izvodenja pokusa.

Mjerenja tjelesnih masa su izvrSena pomocu digitalne vage.

2.2.2.1. Relativni indeks mase organa

Relativna masa organa (izrazena u g/100 g) izracunata je prema sljede¢oj formuli:

ukupna masa organa x 100

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

2.2.3. Mjerenje volumena tumora

Procjena rasta tumora i1 u€inaka resveratrola kao i njegovih kristala na razini cjelokupnog
organizma mjerena je kaliperom. Mjerenje volumena tumora provedeno je kaliperom gdje je:

Sirina tumora? x duZina tumora
2

Volumen tumora =
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Iz dobivenih podataka izracunat je % inhibicije rasta tumora (%TVI) prema formuli:

%TVI

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

2.2.4. Odredivanje parametara oksidacijskog stresa

2.2.4.1. 1zolacija i priprema tkiva

Izolirana tkiva (bubrezi, jetra, tumor) pohranjena su na -80 °C do pripreme za analizu.
Tjedan dana nakon pohrane, odvagano je izmedu 75 - 100 mg svakog organa u Eppendorf
epruvetu gdje je dodano fosfatnog pufera (PBS) u omjeru 1:10. Uzorci su potom homogenizirani
ultrazvu¢nim homogenizatorom te su dobiveni homogenati centrifugirani na 15000 okretaja kroz
15 min na 4 °C. Nakon centrifugiranja odvojen je nadtalog te su tako pripremljeni uzorci bili
pohranjeni na -20 °C do daljnjih analiza.

2.2.4.2. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Lowry-u

Koncentracija proteina odredena je metodom po Lowry-u. Uzorci tkiva jetre razrijedeni
su 40x, a tkiva bubrega 10x. U epruvetu je stavljeno 100 uL uzorka i 2 mL otopine D (Tablica 2)
te je izvrSena inkubacija od 10 min na sobnoj temperaturi. Nakon toga dodano je 200 uL otopine
E (Tablica 2) te su uzorci vorteksirani i stavljeni na inkubaciju u mraku u trajanju od 30 min. Na
spektrofotometru izmjerena je apsorbancija na valnoj duljini od 600 nm. Kao standard je koriSten
albumin govedeg seruma (engl. Bovine serum albumin, BSA) pomoc¢u kojeg je priredena serija
otopina proteina poznate koncentracije (2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125; 0,015625
mg/mL). Iz standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji BSA odreden je nagib
pravca. Preko nagiba pravca izraunata je koncentracija proteina (izrazena kao mg proteina/mL)

u uzorcima prema formuli:

_< Auzorka - bst.krivulje

% ioden
nagib pravca st. krivulje) razryjeaenje
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Tablica 2. Priprema otopina za odredivanje proteina po Lowry-u

Otopine Nacin pripreme

Otopina A: 2% (w/v) Na,COs; u 0,1 M|9,6¢g+480mL 0,1 M NaOH
NaOH

Otopina B: 1% (w/v) natrij-kalij tartarat u | 0,1 g + 10 mL dH,O
dH,0

Otopina C: 0,5% (w/v) CuSO4 x 5H,0 u | 0,059+ 10 mL dH,0

dH,O
Otopina D pomijesati otopine A:B:C u omjeru 48:1:1
Otopina E pomijesati Folin & Ciocalteu's phenol

reagens i dH,O u omjeru 2:1

2.2.4.3. Mjerenje razine lipidne peroksidacije

Modificiranom metodom koju su opisali Jayakumar 1 sur. (2007) odredena je razina
lipidne peroksidacije u tkivima jetre i bubrega. U metodi se mjeri koncentracija jednog od
glavnih produkata lipidne peroksidacije - malondialdehid (MDA) koji u organizmu nastaje kada
reaktivni kisikovi spojevi razgraduju viSestruko nezasi¢ene masne Kiseline. Za odredivanje
koncentracije MDA u bioloSkom uzorku naj¢eS¢e se koristi metoda derivatizacije MDA s 2-
tiobarbituratnom kiselinom (TBA) pri ¢emu MDA reagira s dva ekvivalenta TBA i nastaje
MDA-(TBA), kompleks. Reakcija se odvija pri visokoj temperaturi (95 °C) i u kiselim uvjetima
pri ¢emu nastaje crveni fluorescentni kompleks MDA-(TBA), ¢ija se koncentracija mjeri

spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 532 nm.

Za mjerenje MDA u uzorcima tkiva jetre i bubrega koristeni su homogenati. U Eppendorf
epruvetu stavljeno je 100 pL uzorka i dodano 1,6 mL prethodno pripremljenog reagensa A
(Tablica 3). Stalak s epruvetama je zatim bio umotan u aluminijsku foliju i stavljen u vodenu

kupelj 60 min na 95 °C. Nakon provedene inkubacije, stalak s epruvetama je stavljen na led 10
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min kako bi se uzorci naglo ohladili te potom centrifugirali na 15000 rpm 5 min pri 4 °C. Na taj
nacin su se folikule koje su nastale mijeSanjem uzorka i reagensa A slegnule na dno. Supernatant
je odvojen u Kivetu i spektrofotometrijski je izmjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 532 nm.
Ukupna koncentracija MDA (izrazena kao nmol MDA/mg proteina) izra¢unata je pomocéu

ekstinkcijskog koeficijenta za MDA (& = 1,56 x 10° M™) prema sljedeéoj formuli:

Auzorka X Vreakcijske smjese (mL)

€ X Vuzorka (mL) X Cproteina u uzorku (%)

Tablica 3. Priprema otopina za odredivanje MDA

Otopine Nacin pripreme
8,1% SDS 0,81 g SDS-a + 10 mL dH,0
20% octena kiselina 20 mL 99,5% octene kiseline + 2,31 mL HCI,

nadopuni se do 50 mL dH,O i podesi pH na 3,5 te
nadopuni dH,O do 100 mL

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

Reagens A 100 pL 8,1% SDS + 750 pL 20% octene kiseline (pH
=3,5) + 750 pL 0,81% TBA
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2.2.4.4. Mjerenje enzimske aktivnosti katalaze

Spektrofotometrijskom metodom po Aebiju (1984) aktivnost katalaze (CAT) odreduje se
kao koli¢ina potroSenog vodikovog peroksida (H207). Za odredivanje katalaze koriStena su
razrjedenja tkiva jetre i bubrega od 40x. U kivetu volumena 1 mL dodano je 20 uL uzorka i 980
uL prethodno pripremljenog 10 mM H,0; (113 pL 30% H,0, + 99,887 mL PBS). Aktivnost
katalaze mjerila se spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 240 nm tijekom jedne minute i
izraCunata je prema formuli:

Auzorka

CAT = ————
& (Hzoz)x 1

x razrjedenje

gdje je ekstinkcijski koeficijent H,0, € = 39,4 mM ™ cm™, a broj | je jednak putu koji zraka
svjetlosti prode kroz kivetu (1 cm). Dobivena koncentracija izrazena je kao U/mg proteina $to

odgovara pmol razgradenog H,O, po minuti po miligramu proteina.

2.2.4.5. Odredivanje koncentracije ukupnog glutationa

Prema modificiranoj metodi koju je opisao Tietze (1969) odredena je koli¢ina ukupnog
glutationa u uzorcima tkiva jetre i bubrega. Princip metode zasniva se na tome da sulfhidrilna
grupa GSH reagira sa tiolnim reagensom 5,5-ditiobis-2-nitrobenzojeve Kkiseline (DTNB,
Ellmanov reagens) pri ¢emu nastaje zuto obojeni kromofor (5-tionitrobenzojeva kiselina (TNB)).
Porast apsorbancije mjeri se pri valnoj duljini od 412 nm. Osim nastalog TNB, stvara se i
mijesani disulfid, GS-TNB, ¢ijom se daljnjom redukcijom GSH reduktazom i NADPH otpusta
molekula TNB i reciklira GSH. Brzina nastanka TNB je proporcionalna recikliraju¢oj reakciji
koja je proporcionalna koncentraciji GSH u uzorku. U ovoj metodi sav oksidirani GSH (disulfid
GSSG) brzo se reducira do GSH. Konacan rezultat odgovara ukupnoj koncentraciji oksidiranog 1

reduciranog GSH u uzorku.

Mjerenje koncentracije ukupnog GSH provedeno je u mikrotitarskoj plocici koriStenjem
razrjedenja 40X za uzorke jetre i 10x za uzorke bubrega. U svaku pojedinu jazicu dodano je 20
uL uzorka, 40 uL 0,035 M HCl 140 pL 10 mM DTNB (Tablica 4). Plo¢ica se zatim inkubira 10
min na sobnoj temperaturi te se izmjeri apsorbancija na valnoj duljini od 415 nm. Nakon toga

dodano je 100 pL reakcijske smjese B te se apsorbancija mjeri tijekom 5 min. Za sve standarde
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nacrtani su pravci kao promjena apsorbancije u vremenu. Nagibi pravca su ocitani te je nacrtan
pravac kao ovisnost nagiba pravca o koncentraciji GSH. Taj dobiveni pravac koriSten je za

dobivanje koncentracije ukupnog GSH (izrazena kao uM GSH po mL proteina) prema formuli:

nagib pravca — nagib slijepe probe ) )
c= - X razrjedenje
nagib pravca standarda

Tablica 4. Priprema otopina za odredivanje koncentracije ukupnog glutationa

Otopine Nacin pripreme
0,035 M HCI 7 mL 0,1 M HCI + 193 mL dH,0
0,5 M (50 mM) pufer PBS 17 mL 1 M Na,HPO, x 2H,0 (3 g Na;HPO, x

2H,0 do 17 mL dH,0) + 183 mL 1 M
Na;HPO, x 12H,0 (65,5 g Na,HPO, x 12H,0
do 183 mL dH,0)

0,5M EDTA 37,2 g EDTA u 200 mL dH,0

0,5 M pufer PBSs0,5 M EDTA 200 mL 0,5 M PBS +200 mL 0,5 M EDTA

Reakc. smjesa A (10 mM DTNB) 20 mg DTNB + do 5 mL 0,5 M pufer PBS s
0,5 MEDTA

Reakc. smjesa B 9980 pL 0,8 mM NADPH* + 20 pL glutation
reduktaze

* 0,8 mM NADPH (6,67 mg NADPH + do 10
mL 0,5 M pufer PBS s 0,5 M EDTA)
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2.2.4.6. Odredivanje enzimske aktivnosti superoksid dismutaze

Prema metodi koju su opisali Flohé i Otting (1984) odredena je aktivnost superoksid
dismutaze (SOD) u uzorcima. Metoda se temelji na inhibiciji redukcije citokroma ¢ u sustavu
ksantin/ksantin oksidaza (XOD). SOD je metaloenzim Kkoji katalizira dismutaciju dvaju
superoksidnih radikala (O2") u H,0; i Os.

U metodi su koriStene dvije slijepe probe. Prva slijepa proba sadrzavala je samo 1,45 mL
reakcijske otopine A (Tablica 5). Druga slijepa proba koristila se za podeSavanje enzimske
aktivnosti XOD, a ta aktivnost treba biti oko 0,025 U/min. Druga slijepa proba se sastojala od
1,45 mL reakcijske otopine A, 25 uL PBS i reakcijske otopine B u po¢etnom volumenu od 25 pulL
(Tablica 5). Spektrofotometrijski je izmjerena apsorbancija slijepih probi kao i uzoraka na valnoj
duljini od 550 nm tijekom 3 min. Uzorci su analizirani nakon $to se postigla optimalna aktivnost
SOD. U svaku reakcijsku smjesu, umjesto pufera, dodano je 25 pL uzorka i odgovarajuci
volumen XOD te je spektrofotometrijski izmjerena apsorbancija. Za odredivanje aktivnosti SOD

prvo je izraCunat postotak inhibicije aktivnosti XOD prema formuli:

AA
% inhibicije = 100 — AAL”‘“ x 100.
slijepe probe

1z % inhibicije izracunata je aktivnost SOD izrazena kao U/mL uzorka prema formuli:

%inhibicije +12,757
aktivnost SOD = 10 30,932

Aktivnost SOD (U/mg proteina) izracunata je prema formuli:

) aktivnost SOD U /mL ) )
aktivnost SOD = X razrjedenje.
Cproteina u uzorku

KoriStena razrjedenja uzoraka bubrega jesu 10x, dok su za jetru koriStena razrjedenja 40x.
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Tablica 5. Priprema otopina za odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Otopine

Nacin pripreme

50 mM PBS

17 mL (1,56 g NaH,PO,4 x 2H,0 u 50 mL dH,0) i 183 mL
(5,678 g Na;HPO,4 u 200 mL dH,0), namjestiti pH na 7,8 te
nadopuniti do 800 mL dH,0

50 MM PBSs 0,1 mM EDTA

3,72 mg EDTA u 100 mL 50 mM PBS

Reakcijska otopina A

citokrom ¢ 0,05 mM (29 mg citokroma ¢ u 190 mL 50 mM
PBS s 0,1 mM EDTA) i ksantin 1 mM (3 mg ksantina u
19,74 mL 1 mM NaOH)

Reakcijska otopina B

40 pL ksantin oksidaze i 960 uL. dH,O

2.2.5. Analiza biokemijskih parametara

Za procjenu biokemijskih parametara krvi, uzorci krvi bili su prikupljeni u epruvete s

vakuumom bez antikoagulansa te je serum bio koristen za daljnju biokemijsku analizu. 1z 100 puL

seruma svakog uzorka, odredeni su sljede¢i biokemijski parametri: albumin (ALB), alkalha

fosfataza (ALP), alanin aminotransferaza (ALT), amilaza (AMY), ukupni proteini (engl. total
protein, TP), globulin (GLOB), ukupni bilirubin (engl. total bilirubin, TBIL), dusik uree u krvi
(engl. blood urea nitrogen, BUN), fosfati (PHOS), kreatinin (CRE), glukoza u krvi, natrij, kalij i

kalcij. Za analizu je koristen VetScan® kit (engl. Comprehensive Diagnostic Profile reagent
rotor) na VetScan® VS2 uredaju (Abaxis, UK).
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2.2.6. Mjerenje duSikovog oksida indirektnom metodom prema Griess-u

Ova metoda temelji se na reakciji diazotacije koju je prvi opisao Griess 1879. Poznato je
da dusik oksid (NO) sintetiziraju razli¢ite stanice u razliitim organima ukljucujuci stanice
glatkih miSic¢a, neurone, trombocite, hepatocite, makrofage, fibroblaste i epitelne stanice te stoga
kao takav ima vrlo vaznu ulogu u organizmu. Sintetizira se iz L-arginina djelovanjem dusik
oksid sintetaze, enzima koji postoji u tri izoforme, a u uvjetima in vitro brzo se metabolizira u

stabilne nehlapljive produkte (nitrite: NO; ili nitrate: NO3") (Rosselli i sur., 1998).

Sinteza dusikovog (Il) oksida moze se indirektno odrediti spektrofotometrijski pomocu
Griessove metode mjere¢i akumulirane nitrite i nitrate u razlicitim biolo§kim uzorcima. Koristen
je kit Griess reagent system proizvodaca Promega (SAD) koji za analizu NO; koristi 1%
sulfanilamid pripremljen u 5% fosfornoj kiselini i 0,1% N-1-naftiletilenediamin dihidroklorid
(NED) otopljen u vodi. U mikrotitarsku plocu stavljeno je 50 uL uzorka bubrega u triplikatu, 50
uL otopine sulfanilamida te je izvrSena inkubacija od 10 minuta na sobnoj temperaturi (zasti¢eno
od svjetla). Nakon prve inkubacije dodano je 50 uL. otopine NED i ponovljena je inkubacija od
10 minuta na sobnoj temperaturi (zasSticeno od svjetla). Nakon druge inkubacije pojavljuje se
ruziCasto obojenje uzorka zbog nastalog azo spoja te je spektrofotometrijski izmjerena
apsorbancija pri 540 nm na uredaju Ao Absorbance Microplate Reader (proizvodaé: Azure
Biosystems, SAD). Kao standard koristen je 0,1 M natrijev nitrit otopljen u vodi u
koncentracijama od 0 do 100 uM. Iz standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji
nitrita odreden je nagib pravca. Preko nagiba pravca izra¢unata je koncentracija NO, u uzorcima

koja je izrazena kao pM.
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2.2.7. Odredivanje aktivnosti arginaze 1

Mijerenje razine aktivnosti arginaze iz uzorka bubrega razrijedenih 40x provodilo se
pomoc¢u ELISA kita (Sigma-Aldrich) za arginazu koji se temelji na konverziji L-arginina do uree
i ornitina. Nastala urea specificno reagira sa supstratom pri ¢emu nastaje obojenje koje je
proporcionalno aktivnosti arginaze. Jedna jedinica arginaze predstavlja koli¢inu enzima dovoljnu
za konverziju 1 uM L-arginina do ornitina i uree u minuti pri pH od 9,5 i temperaturi od 37 °C.
Standardna radna otopina uree pripremljena je dodavanjem 24 pL uree standarda (50 mg/dL) i
176 uL dH,0O kako bi se dobila 1 mM standardna radna otopina uree. U mikrotitarsku plo¢icu
dodano je 40 pL uzorka u duplikatu s time da je dodano isto toliko uzoraka u duplikatu kao
slijepa proba. Isti volumen je dodan u jazice za standardnu radnu otopinu uree i dH,O. Nakon
toga je dodano u svim uzorcima, osim uzoraka slijepe probe, 5x razrijedenog supstratnog pufera
dobivenog mijeSanjem 8 plL arginin pufera sa 2 plL otopine Mn, nakon cega je slijedila
inkubacija od 2 sata pri 37 °C. Prije isteka dvosatne inkubacije, pripremljen je urea reagens
dobiven mijeSanjem ve¢ gotovih reagensa A ireagensa B (100 puL reagensa A i 100 pL reagensa
B pripremljenih u kitu). Po isteku inkubacije, kako bi se zaustavila reakcija dodano je 200 pL
urea reagensa u svaku jazicu ukljucujuéi i1 uzorke slijepe probe. Potom je dodano 10 pL 5x
razrijedenog supstratnog pufera u uzorke slijepe probe, te je provedena inkubacija od 60 min na
sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije izmjerena je apsorbancija na 430 nm na uredaju Ao
Absorbance Microplate Reader (proizvoda¢: Azure Biosystems, SAD).

Aktivnost arginaze odredena je pomocu sljedece formule:
uzorka ~— Aprazne jaiice) X <1 mM x 50 x 103)

A
Akti t [ = (
ivnost arginaze VxT

Astandarda - Avode
gdje je:

T — reakcijsko vrijeme u minutama

V — volumen uzorka u jazici (uL)

1 mM — koncentracija standarda uree

50 — reakcijski volumen (uL)

10~ konverzijski faktor pretvorbe mM u pM
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2.2.8. HistoloSke metode

2.2.8.1. Postupak prozimanja tkiva parafinom

Prilikom uzimanja bioloskog materijala pohranilo se tkivo za daljnju obradu. Tkivo je
izrezano na komadice veli¢ine 2 X 1 X 0,5 cm te je proSlo proces fiksacije u posudama s
puferiranim, neutralnim 10% formalinom kroz 24 - 48 sati. Uzorci tkiva su zatim stavljeni i
zatvoreni u plasticne kazete te uklopljeni u parafin u uredaju za prozimanje tkiva parafinom.
Postupak prozimanja tkiva parafinom traje oko 22 sata u seriji od uzlaznog niza alkohola (70%
alkohol — 96% alkohol — apsolutni alkohol), ksilena do parafina u uvjetima sobne temperature.
Tkiva prozeta parafinom premjestaju se u kalupe te se zaliju teku¢im parafinom temperature 56-
58 °C. Na taj na¢in dobiveni parafinski blokovi zatim se hlade na -20 °C kako bi se mogli sto

tanje narezati.

2.2.8.2. Imunohistokemijsko bojanje

Dobiveni parafinski blokovi sa¢injeni od uzoraka tumorskog tkiva, bubrega, jetre izrezani
su na debljinu od 2 - 3 um. Iz svakog parafinskog bloka izrezano je vise rezova od ¢ega je jedan
obojan hematoksilin-eozinom za patohistoloSku analizu, dok su ostali ostavljeni za
imunohistokemijsku analizu. Rezovi su stavljeni na povrSinu vode zagrijanu na temperaturi od
55 °C kako bi poprimili zadovoljavajuéi oblik za postavljanje na silanizirana predmetna stakalca.
Na taj na¢in pripremljena stakalca sa uzorcima tkiva osusena su u termostatu pri 60 °C oko 40

minuta.

Pripremljene uzorke potrebno je prije deparafinirati i rehidrirati. To se provodi u nizu
ksilena i silaznih alkohola (apsolutni alkohol — 96% alkohol — 70% alkohol) do destilirane vode.
U bioloskom materijalu fiksiranom formalinom dolazi do stvaranja molekularnih medureakcija
pa je tkiva prije imunohistokemijske reakcije potrebno obraditi kako bi Zeljeni epitopi (antigeni)
postali slobodni i dostupni za protutijela. Termickom obradom tkiva u vodenoj kupelji na 97 °C u
trajanju od 20 minuta u Tris/EDTA puferu (DakoCytomation, Target Retieval Solution, S 2368,
Glostrup, Danska), pH = 9,0, koji istovremeno deparafinira tkivo i demaskira antigen,
pripremljeno je tkivo za daljnji postupak. Nakon procesa termicke obrade, stakla su ostavljena u
puferu na sobnoj temperaturi oko 20 minuta kako bi se ohladila te su isprana destiliranom

vodom.
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Imunohistokemijsko bojanje provodi se na sobnoj temperaturi u automatiziranom uredaju
za imunohistokemijsko bojenje (DakoAutostainer, Dako Danska). Za odredivanje izrazenosti
primarnih protutijela koristena je HRP/DAB metoda u kojoj se mjesto vezanja primarnog
protutijela vizualizira pomoc¢u anti-mouse/rabbit sekundarnog protutijela koje se sastoji od
polimera dekstrana na koji je konjugirano sekundarno protutijelo i molekule enzima peroksidaze.
Kao kromogen u ovoj reakciji koristen je DAB (3,3'-diaminobenzidin tetrahidroklorid) koji daje
smede obojenje. Za cijeli postupak koristen je komplet EnVision™ FLEX/HRP kit (K8010,
Dako, Danska) koji sadrzi sve potrebne reagense. Desestominutnom inkubacijom s kromogenom
DAB omogucena je vizualizacija specifiéne imunohistokemijske reakcije te kontrastno obojenje
hematoksilinom kako bi bile vidljive sve histoloske strukture. Zadnji korak je dehidriranje
stakalaca u uzlaznom nizu alkohola (70% alkohol — 96% alkohol — apsolutni alkohol),

razbistravanje u ksilenu te pokrivanje pokrovnicom.

2.2.8.3. Mikroskopiranje

Nakon pripreme i bojanja uzoraka, iduc¢i korak je mikroskopiranje. Na jetri, bubregu i

tkivu tumora krvne Zile su izbrojane zile u 10 vidnih polja najveceg povecanja.

2.2.9. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza je provedena pomoc¢u STATISTICA 13 programa (StatSoft, Tulsa, OK,
USA), a statisti¢ka to¢nost odredena je s P < 0,05. Svi rezultati izraZeni su kao srednja vrijednost +
standardna pogreska (SV £ SP). Podaci su analizirani pomocu Kruskal-Wallis ANOVA-a testa.
Daljnja analiza razlika izmedu skupina napravljena je viSestrukom komparacijom srednjih vrijednosti

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

Za pripremu podataka i izracun koncentracija, koriSten je racunalni program Microsoft
Excel 2003.
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3. REZULTATI

3.1. PROMJENA VOLUMENA TUMORA

Pokusne zivotinje koje su bile injicirane stanicama EAT obradene su intratumorlanim (it)
injiciranjem resveratrola i nanokristala resveratrola u dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu
od 14 dana, te su rezultati analize volumena tumora pokazali da postoji statisticki znacajno
smanjenje volumena tumora kod obradenih skupina (Slika 7). Statisti¢ki znacajno smanjenje
postoji u skupini obradenoj nanokristalima resveratrola u dozi od 50 mg/kg u odnosu na
kontrolnu skupinu (P < 0,001) i u skupini obradenoj resveratrolom u dozi od 50 mg/kg u odnosu
na kontrolnu skupinu (P < 0,001).
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Slika 7. Ukupni volumen tumora u miSeva nositelja EAT-a obradenih s nanokristalima

resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg.

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°) obradeni it s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Ukupni volumen tumora dobiven je mjerenjem volumena
tumora kaliperom prema formuli: Volumen tumora=(§irina tumora® x duZina tumora)/2. Dobiveni rezultati prikazani
su kao SV SD (SP).

A Statisticki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (***P < 0,001).

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg;
SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija.
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3.2. INHIBICIJA RASTA TUMORA

Rezultati mjerenja inhibicije rasta tumora prikazani su na Slici 8. Rezultati ukazuju na
Visi postotak inhibicije rasta tumora kod obje obradene skupine u odnosu na kontrolu. Skupina
obradena resveratrolom u dozi od 50 mg/kg pokazala je inhibiciju od 73,48% u odnosu na
kontrolu, dok je skupina obradena nanokristalima resveratrola u dozi od 50 mg/kg pokazala

inhibiciju od 69,31% u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Slika 8. Postotak inhibicije rasta tumora u miseva nositelja EAT-a obradenih s nanokristalima

resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg u odnosu na kontrolu.

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°% obradeni it s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Nakon mjerenja volumena tumora izracunata je inhibicija
rasta tumora te izrazena kao % u odnosu na kontrolnu skupinu prema formuli: % inhibicije rasta tumora %TVI =
(Srednja vrijednost volumena tumora u kontrolnoj grupi - Srednja vrijednost volumena tumora u pokusnoj grupi) x
100/Srednja vrijednost volumena tumora u kontrolnoj grupi.

Kratice: Nano-resv. 50 —nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg.
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3.3. PROMJENA TJELESNE MASE

Pra¢enjem promjene tjelesne mase pratili smo promjenu mase tumora tijekom pokusa te
dobili uvid u brzinu njegova rasta koji je izracunat kao % u odnosu na pocetnu masu tumora u
pojedinoj skupini, a rezultati su prikazani na Slici 9. Kod kontrole je uocen najveéi porast
tjelesne mase koji je posebice izrazen od 6. do 14. dana. Kod skupine obradene nanokristalima
resveratrola u dozi od 50 mg/kg uocen je gotovo potpuno linearan rast od 0. do 14. dana. Skupina
obradena resveratrolom u dozi od 50 mg/kg pokazuje najvece odstupanje u promjeni tjelesne
mase gdje je od 0. do 6. dana uoceno prvo smanjenje tjelesne mase, a onda od 6. do 14. dana

njeno povecanje koje je, sveukupno gledajuci, najmanje u odnosu na ostale skupine.
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Slika 9. Promjena tjelesne mase miSeva nositelja EAT-a obradenih s nanokristalima resveratrola

i resveratrola u dozi od 50 mg/kg

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°) obradeni it s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Rast mase tumora izrazen je kao % u odnosu na pocetnu
masu miSeva unutar skupine prema formuli: % promjene u masi tumora = (Konacna teZina Zivotinja — PoCetna

tezina zivotinja) x100/Konacna tezina zZivotinja.

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg.
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3.4. PROMJENA MASE UNUTARNJIH ORGANA

Rezultati promjene mase unutarnjih organa (jetre i bubrega) ne pokazuju statisticki

znacajnu razliku izmedu obradenih skupina (Slika 10).
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Slika 10. Promjena mase organa (jetra i bubreg) u miseva nositelja EAT-a obradenih s

nanokristalima resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°) obradeni it s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u

dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana.

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg.
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3.5. PARAMETARI OKSIDACIJSKOG STRESA

3.5.1. Ukupna koncentracija proteina u uzorcima tkiva jetre miseva

Rezultati odredivanja koncentracije ukupnih proteina u uzorcima tkiva jetre miseva ne
pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedu ispitivanih skupina (Slika 11).
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Slika 11. Koncentracija ukupnih proteina u uzorcima tkiva jetre miSeva nositelja EAT-a

obradenih s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°) obradeni it s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u

dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg;

SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija.
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3.5.2. Mjerenje razine lipidne peroksidacije (MDA) u uzorcima tkiva jetre

miseva

Rezultati mjerenja koncentracije MDA u uzorcima tkiva jetre prikazani su na Slici 12.
Rezultati ukazuju na statisticki znacajno nizu vrijednost MDA u skupini obradenoj s
resveratrolom u dozi od 50 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,05) te u odnosu na skupinu

obradenu s nanokristalima resveratrola u dozi od 50 mg/kg (P < 0,05).
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Slika 12. Koncentracija MDA u uzorcima tkiva jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih s

nanokristalima resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg.

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°) obradeni it s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u

dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).
Statisti¢ki zna&ajno razli¢ito: Resv. 50 vs Kontrola (* P < 0,05), Resv. 50 vs Nano-resv. 50 (P < 0,05)

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg;

SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija.
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3.5.3. Enzimska aktivnosti katalaze u uzorcima tkiva jetre miSeva

Rezultati mjerenja enzimske aktivnosti katalaze (CAT) u uzorcima tkiva jetre prikazani
su na Slici 13. Rezultati ukazuju na statisticki znacajno nizu aktivnost katalaze kod skupine

obradene s resveratrolom u dozi od 50 mg/kg u odnosu na kontrolnu skupinu (P <0,01).
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Slika 13. Koncentracija CAT u uzorcima tkiva jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih s

nanokristalima resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg.

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°) obradeni it s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Statisti¢ki znagajno razli¢ito: Resv. 50 vs Kontrola (** P < 0,01)

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg;

SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija.
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3.5.4. Razina ukupnog glutationa u uzorcima tkiva jetre miseva

Rezultati mjerenja koncentracije ukupnog glutationa (GSH) u uzorcima tkiva jetre
prikazani su na Slici 14. Rezultati ukazuju na statisticki znacajno nizu koncentraciju ukupnog
GSH kod skupine obradene s resveratrolom u dozi od 50 mg/kg u odnosu na kontrolnu skupinu

(P <0,01).
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Slika 14. Koncentracija GSH u uzorcima tkiva jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih s

nanokristalima resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg.

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°) obradeni it s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u

dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).
Statisticki znacajno razli¢ito: Resv. 50 vs Kontrola (** P <0,01)

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg;

SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija.
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3.5.5. Enzimska aktivnost superoksid dismutaze u uzorcima tkiva jetre miseva

Rezultati mjerenja enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) u uzorcima tkiva
jetre (Slika 15) ukazuju na statisticki zna¢ajno nizu vrijednost SOD u skupini obradenoj s
resveratrolom u dozi od 50 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,01) te u odnosu na skupinu

obradenu s nanokristalima resveratrola u dozi od 50 mg/kg (P < 0,05).
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Slika 15. Aktivnost SOD u uzorcima tkiva jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih s

nanokristalima resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg.

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°) obradeni it s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u

dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).
Statisti¢ki znagajno razli¢ito: Resv. 50 vs Kontrola (** P < 0,01), Resv. 50 vs Nano-resv. 50 (*P < 0,05)

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg;

SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija.
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3.5.6. Ukupna koncentracija proteina u uzorcima tkiva bubrega miSeva

Rezultati odredivanja koncentracije ukupnih proteina u uzorcima tkiva bubrega miseva ne

pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedu ispitivanih skupina (Slika 16).
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Slika 16. Koncentracija ukupnih proteina u uzorcima tkiva bubrega miSeva nositelja EAT-a

obradenih s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg.

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°) obradeni it s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u

dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg;

SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija.
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3.5.7. Razina lipidne peroksidacije u uzorcima tkiva bubrega miseva

Rezultati mjerenja koncentracije lipidne peroksidacije (MDA) u uzorcima tkiva bubrega
prikazani su na Slici 17. Rezultati pokazuju na statisticki znacajno nizu vrijednost MDA u

skupini obradenoj s resveratrolom u dozi od 50 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,05).
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Slika 17. Koncentracija MDA u uzorcima tkiva bubrega miSeva nositelja EAT-a obradenih s

nanokristalima resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg.

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°) obradeni it s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u

dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).
Statisti¢ki znagajno razli¢ito: Resv. 50 vs Kontrola (* P < 0,05)

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg;

SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija.
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3.5.8. Enzimska aktivnost katalaze u uzorcima tkiva bubrega miseva

Rezultati odredivanja aktivnosti katalaze (CAT) u uzorcima tkiva bubrega ne pokazuju

statisti¢ki znacajnu razliku izmedu ispitivanih skupina (Slika 18).
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Slika 18. Koncentracija CAT u uzorcima tkiva bubrega miSeva nositelja EAT-a obradenih s

nanokristalima resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg.

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°) obradeni it s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u

dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg;

SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija.
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3.5.9. Razina ukupnog glutationa u uzorcima tkiva bubrega miseva

Rezultati mjerenja koncentracije ukupnog glutationa (GSH) u uzorcima tkiva bubrega ne

pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu ispitivanih skupina (Slika 19).
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Slika 19. Koncentracija GSH u uzorcima tkiva bubrega miSeva nositelja EAT-a obradenih s

nanokristalima resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg.

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°) obradeni it s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg;

SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija.
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3.5.10. Enzimska aktivnost superoksid dismutaze u uzorcima tkiva bubrega

miseva

Rezultati mjerenja aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) u uzorcima tkiva bubrega ne

pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu ispitivanih skupina (Slika 20).
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Slika 20. Aktivnost SOD u uzorcima tkiva bubrega miSeva nositelja EAT-a obradenih s

nanokristalima resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg.

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°) obradeni it s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u

dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg;

SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija.
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3.6. BIOKEMIJSKI PARAMETRI U SERUMU

Biokemijska analiza seruma iz krvi miSeva pokazala je statisticki znacajne promjene u
koncentraciji pojedinih enzima i proteina kod skupine obradene resveratrolom u dozi od 50
mg/kg u odnosu na kontrolnu skupinu i skupinu obradenu s nanokristalima resveratrola u dozi od
50 mg/kg (Tablica 6). Vrijednosti koncentracije albumina su bile statisticki znacajno povisene u
skupini obradenoj resveratrolom u dozi od 50 mg/kg u odnosu na kontrolnu skupinu, dok su
vrijednosti alanin aminotransferaze i amilaze bile statisticki znacajno snizene u skupini
obradenoj resveratrolom u dozi od 50 mg/kg u odnosu na kontrolnu skupinu i skupinu obradenu s
nanokristalima resveratrola u dozi od 50 mg/kg. Vrijednosti koncentracije pojedinih metabolita i
supstrata pokazale su statisti¢ki znacajno povec¢anje U skupini obradenoj s nanokristalima u dozi
od 50 mg/kg u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 7). Vrijednosti koncentracije fosfora,
kreatinina i kalija su bile statisticki znacajno viSe u skupini obradenoj s nanokristalima
resveratrola u dozi od 50 mg/kg u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je vrijednost kreatinina bila
statisticki znacajno niza kod skupine obradene resveratrolom u dozi od 50 mg/kg u odnosu na

skupinu obradenu s nanokristalima resveratrola u dozi od 50 mg/kg.
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Tablica 6. Vrijednosti analize enzima i proteina u serumu miSeva nositelja EAT-a obradenih s nanokristalima resveratrola i

resveratrolom u dozi od 50 mg/kg.

ANALIZA BIOKEMIJSKIH PARAMETARA- ENZIMI | PROTEINI (X £ SP)

SKUPINE ALB (U/L) ALP (U/L) ALT (U/L) AMY (g/L) TP (g/L) GLOB (g/L)
Kontrola 30,00+0,37 26,67+3,31 14,67+1,05 1044+6,23 44,67+0,21 14,67+0,21
Nano-resv. 50 29,000,37 27,67+2,20 14,33+0,76 1115,33+36,30 43,67+0,56 14,67+0,42
Resv. 50 33,67+0,76 ** 32,33+2,76 10,33+0,76 ** | 974,67+9,40 * ** 47,00+1,10 13,67+0,21

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°) obradeni it s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od

14 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SP.

A Statisticki znagajno razli¢ito u usporedbi s kontrolnom skupinom (* P < 0,05); *Statisticki znagajno razli¢ito u usporedbi sa skupinom Nano-resv. 50 (* P <

0,05; ** P <0,01)

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg; ALB — albumin; ALP - alkalna fosfataza;

ALT - alanin aminotransferaza; AMY —amilaza; TP — ukupni proteini; GLOB — glubulin; SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska.
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Tablica 7. Vrijednosti analize metabolita i supstrata u serumu miseva nositelja EAT-a obradenih s nanokristalima resveratrola i

resveratrolom u dozi od 50 mg/kg.

ANALIZA BIOKEMIJSKIH PARAMETARA- METABOLITI | SUPSTRATI (X £ SP)

SKUPINE TBIL BUN PHOS CRE GLU Na+ K+ (mmol/L) | Ca (mmol/L)
(umol/L) (mmol/L) (mmol/L) (umol/L) (mmol/L) (mmol/L)
Kontrola 540,00 7,17+0,09 2,35+0,11 24,33+2,64 11,80+0,68 133,33+0,76 5,40+0,10 2,28+0,03
Nano-resv. 50 540,00 6,27+0,09 2,97+0,08 * | 34,33£1,69* | 14,50+1,51 134,00+0,73 | 6,30+0,11 * 2,22+0,02
Resv. 50 4,67+0,21 6,23+0,69 2,74+0,13 19,66+1,12°° | 14,97+1,35 131,33+0,56 5,87+0,24 0,28+0,03

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°) obradeni it s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od

14 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SP.

* Statisti¢ki znacajno razli¢ito u usporedbi s kontrolnom skupinom (*P < 0,05); “Statisticki znacajno razli¢ito u usporedbi sa skupinom Nano-resv. 50 (** P <

0,01)

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg; TBIL — ukupni bilirubin, BUN - dusik uree u
krvi; PHOS — fosfor; CRE — kreatinin; GLU - glukoza u krvi; SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska.
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3.7. AKTIVNOST DUSIKOVOG OKSIDA U UZORCIMA TKIVA
BUBREGA MISEVA MJERENIH INDIREKTNOM METODOM
PREMA GRIESS-U

Rezultati mjerenja aktivnosti dusikovog oksida u uzorcima tkiva bubrega prikazani su na
Slici 21. Rezultati ukazuju na statisticki nizu aktivnost NO kod skupine obradene resveratrolom

u dozi od 50 mg/kg u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,05).
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Slika 21. Odredivanje aktivnosti NO iz uzorka tkiva bubrega miseva nositelja EAT-a obradenih s

nanokristalima resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg.

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°) obradeni it s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Statisti¢ki znagajno razli¢ito: Resv. 50 vs Kontrola (* P < 0,05)

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg;
SV —srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija.
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3.8. ENZIMSKA AKTIVNOST ARGINAZE 1

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja enzimske aktivnosti arginaze 1 (Arg 1) u
uzorcima tkiva bubrega prikazani su na Slici 22. Rezultati pokazuju da je aktivnost Arg 1
znacajno visa kod skupine obradene resveratrolom u dozi od 50 mg/kg u odnosu na kontrolnu

skupinu ( P <0,05).
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Slika 22. Aktivnost arginaze 1 u uzorcima tkiva bubrega miSeva nositelja EAT-a obradenih s

nanokristalima resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg.

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°) obradeni it s nanokristalima resveratrola i resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Statisti¢ki znagajno razli¢ito: Resv. 50 vs Kontrola (*P < 0,05)

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg;

SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija
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39. UCINAK NANOKRISTALA RESVERATROLA I
RESVERATROLA NA ANGIOGENEZU

3.9.1. Kvantitativno mjerenje proziljenosti tumora

Mikroskopska analiza kvantitativnog mjerenja proziljenosti tumora koja je provedena
odredivanjem prosjecne gustoce proziljenosti tumora u podrucjima najintenzivnije prokrvljenosti
na ukupnom povecéanju mikroskopa od 400x, pokazala je statisticki znaCajno smanjenje broja
krvnih Zila kod skupine obradene s nanokristalima resveratrola u dozi od 50 mg/kg u odnosu na
kontrolnu skupinu (P < 0,05) (Slika 23).
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Slika 23. Kvantitativno mjerenje proziljenosti tumora u miseva nositelja EAT-a obradenih s

nanokristalima resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°) obradeni it sa nanokristalima resveratrola i resveratrolom u

dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Statisti¢ki znagajno razli¢ito: Nano-resv. 50 vs Kontrola (*P < 0,05)

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg;

SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija.
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3.9.2. Kvantitativno mjerenje proziljenosti jetre

Mikroskopskom analizom kvantitativnog mjerenja proziljenosti jetre vidljivo je
statisticko smanjenje broja krvnih Zila (Slika 24) u skupini obradenoj nanokristalima resveratrola

u dozi od 50 mg/kg u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,01).
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Slika 24. Kvantitativno mjerenje proziljenosti jetre u miSeva nositelja EAT-a obradenih s

nanokristalima resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°%) obradeni it sa nanokristalima resveratrola i resveratrolom u

dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).
Statisti¢ki znadajno razli¢ito: Nano-resv. 50 vs Kontrola (**P < 0,01)

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg;

SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija
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3.9.3. Kvantitativno mjerenje proziljenosti bubrega

Mikroskopska analiza kvantitativnog mjerenja proziljenosti bubrega prikazana je na Slici
25. 1z dobivenih rezultata vidljivo je statisticko smanjenje broja krvnih zila bubrega u skupini

obradenoj resveratrolom u dozi od 50 mg/kg u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,05).
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Slika 25. Kvantitativno mjerenje proziljenosti bubrega u misSeva nositelja EAT-a obradenih s

nanokristalima resveratrola i resveratrolom u dozi od 50 mg/kg

Misevi (N=10) su nakon unosa stanica EAT (1 x 10°%) obradeni it sa nanokristalima resveratrola i resveratrolom u

dozi od 50 mg/kg svaki drugi dan u periodu od 14 dana. Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).
Statisti¢ki znagajno razli¢ito: Resv. 50 vs Kontrola (*P < 0,05)

Kratice: Nano-resv. 50 — nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Resv. 50 — resveratrol u dozi od 50 mg/kg;

SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija
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4. RASPRAVA

LijeCenje tumora, drugog glavnog uzroka smrtnosti svjetskog stanovnistva nakon
kardiovaskularnih bolesti, danas predstavlja jednu od najslozenijih vrsta terapija u medicini. Kod
konvencionalnih metoda lijeCenja koje se temelje na citotoksi¢nim kemoterapijskim lijekovima 1
koriStenju radioterapije dokazana je moguc¢nost pojave rezistencije na samu primjenu terapije uz
Stetne nuspojave, hipoksiju te osteéenje tumorskih, ali i okolnih zdravih stanica. 1z tog razloga,
posebnu pozornost znanstvene 1 zdravstvene zajednice privla¢e odredeni spojevi iz prirode zbog
svojih mogucih u¢inaka na bolesti uzrokovane upalom, ukljucujuéi i tumor, ¢ije bi koriStenje u

konacnici zazZivjelo u klini¢koj primjeni (Ko 1 sur., 2017).

Vaznu skupinu fitokemikalija koje mogu zna€ajno utjecati na rast tumorskih stanica
predstavljaju polifenoli. Njihovo djelovanje ne pripisuje se samo njihovoj sposobnosti da djeluju
kao snazni antioksidansi, ve¢ i njihovoj sposobnosti medureakcije s osnovnim stani¢nim
mehanizmima koji uklju¢uju medureakciju s membranom 1 unutarstaninim receptorima,
modulaciju signalnih kaskadnih puteva, medureakciju s enzimima uklju¢enim u promociju i
metastaziranje tumora, medureakciju s onkogenima i onkoproteinima te izravnu ili neizravnu
medureakciju s nukleinskim kiselinama. Zbog svega navedenoga, polifenolni spojevi pokazuju
Sirok spektar bioloskih aktivnosti ukljucujuéi inhibiciju lipidne peroksidacije, agregacije
trombocita, kapilarne propusnosti i aktivnosti enzimskih sustava (ciklooksigenaze,
lipooksigenaze) te posjeduju dokazano antikancerogeno, antimutageno, antioksidacijsko i

protuupalno djelovanje (Kampa i sur., 2007).

Resveratrol je kao jedan od najznacajnijih predstavnika polifenolnih spojeva uklju¢en u
moduliranje signalnih puteva povezanih sa stani¢nim rastom i dijeljenjem, upalom, apoptozom,

angiogenezom, invazijom i metastaziranjem tumora.

Svrha ovog rada bila je istraziti u¢inak otopine resveratrola i njegovih nanokristala u dozi
od 50 mg/kg na rast angiogenetski-ovisnog, brzo rastu¢eg Ehrlichovog solidnog tumora,
oksidacijski stres i potencijalnu toksi¢nost nastalu nakupljanjem nanokristala u jetri i bubregu

miseva te polarizaciju makrofaga.
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Obrada Zivotinja podijeljenih u 3 skupine zapocela je subkutanim (sc) injiciranjem 1x10°
EAT stanica te intratumoralnim (it) injiciranjem resveratrola ili nanokristala resveratrola u dozi
od 50 mg/kg svaki drugi dan tijekom 14 dana dok je kontrolna skupina obradena fizioloskom
otopinom. Da bismo razjasnili ulogu oksidacijskog stresa u rastu i angiogenezi Ehrlichovog
solidnog tumora i ukazali na mogucu zastitnu ili potencijalno toksi¢nu ulogu antioksidansa
resveratrola i njegovih nanokristala zbog nakupljanja nanokristala u jetri (cak 90%) i bubregu,
ispitali smo sljedece: promjenu tjelesne mase, volumena i inhibicije rasta tumora, promjenu mase
I oksidacijskog stresa (proteini, MDA, CAT, GSH i SOD) tkiva jetre i bubrega, biokemijske
odrednice seruma iz krvi miSeva (enzimi i proteini, metaboliti i supstrati), polarizaciju i aktivnost
makrofaga [analiza dusikovog oksida (NO) i arginaze 1 (Arg 1)] u bubregu te anti-angiogeni

potencijal putem kvantitativnog mjerenja proziljenosti tkiva jetre, bubrega i samog tumora.

Antikancerogene ucinke resveratrola i njegovih nanokristala na rast EAT u solidnom
obliku utvrdili smo mjerenjem promjene volumena tumora 1 tjelesne mase miSeva uz odredivanje
postotka inhibicije rasta tumora gdje je vidljivo da su primijenjeni spojevi pokazali statisti¢ki
zna¢ajno smanjenje volumena u obje pokusne skupine (Slika 7) u odnosu na kontrolnu skupinu
(P < 0,001). Rezultati promjene tjelesne mase (Slika 9) ukazuju na porast tjelesne mase u svim
skupinama; najveci porast tjelesne mase zapazen je u kontrolnoj skupini dok je najmanji porast
mase bio u skupini obradenoj resveratrolom u dozi od 50 mg/kg. Skupine obradene
resveratrolom ili njegovim nanokristalima pokazale su i izrazito visok postotak inhibicije rasta
stanica EAT (69% - 73,5%) s$to potvrduje antikancerogene ucinke resveratrola i njegovih
nanokristala (Slike 7, 8 i 9). Intratumoralna obrada i poboljsanje fizicko-kemijskih i
biofarmaceutskih  znacajki resveratrola kao nanokristala nisu pokazala uéinkovitiji
antikancerogeni odgovor od resveratrola. Dobiveni podaci su u sukladu s literaturnim podacima
in vitro i in vivo istrazivanja (Rauf i sur., 2018; Han i sur., 2019) koja ukazuju na
antiproliferacijski, antikancerogeni i kemoprevencijski ucinak resveratrola na brojne limfoidne i
mijeloidne tumore, tumor dojke, prostate, kolona, pankreasa, plu¢a, jajnika i cerviksa te
melanom. Neki od mehanizama antikancerogenog djelovanja resveratrola su nejasni, ali
ukljuc¢uju antioksidacijski uc¢inak i sposobnost neutraliziranja slobodnih radikala, protuupalni
ucinak, inhibiciju stani¢ne proliferacije, indukciju apoptoze i nekroze te inhibiciju enzima poput
ribonukleotid reduktaze, DNA polimeraze, DNA topoizomeraze i protein kinaze C (PKC) uz

smanjenje ekspresije VEGF-a i povecanje imunomodulacije preko citokinske mreze, posebice
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INF-y. Resveratrol takoder ima ucinak na ekspresiju CYP450 i metabolizam kancerogena te
inhibiciju glikolitickih enzima S$to igra klju¢nu ulogu u inhibiciji procesa karcinogeneze. U
inhibiciji karcinogeneze resveratrol djeluje na sve faze karcinogeneze; inhibira proces inicijacije,
promocije i progresije (Summerlin i sur., 2015). Prema dostupnoj literaturi, resveratrol svoj
antikancerogeni ucinak ispoljava kroz viSestruke mehanizme koji uklju¢uju proapoptotic¢ko,
antiproliferativno, protuupalno i anti-angiogenetsko djelovanje. Ciljna molekula djelovanja
resveratrola je TANK-vezna kinaza 1 (engl. Serine/threonine-protein kinase, TBK1), pokazatelj
mnogih kroni¢nih upalnih procesa koji mogu dovesti do razvoja tumora (Singh i sur., 2015).
Antikancerogena aktivnost resveratrola temelji se na regulaciji razine reaktivnih kisikovih
spojeva (ROS), modulaciji signalnih putova, aktivaciji apoptoze te inhibiciji stani¢nog ciklusa
(Summerlin i sur., 2015). Nadalje, mogu¢i kemoprotektivni u¢inak resveratrola rezultat je
inhibicije kinon-reduktaze 2 (NQO2) koja sudjeluje u regulaciji ekspresije stani¢nih
antioksidacijskih i detoksifikacijskih enzima te na taj nacin poboljSava stani¢nu otpornost na
oksidacijski stres. Resveratrol takoder povecava aktivnost SIRT-a (engl. nicotinamide adenine
dinucleotide-dependent deacetylases) vode¢i do poboljSanja stani¢ne otpornosti na stres. Zbog
strukturne slicnosti s dietilstilbestrolom (sintetski oblik zenskog spolnog hormona estrogena),
pripisuje mu se i moguénost regulacije ekspresije hormon-ovisnih gena kao $to je tumor supresor
gen BRCAL (Amri i sur., 2012). Nadalje, inhibicijski u¢inak resveratrola na progresiju estrogen
pozitivnih i estrogen negativnih stanica raka dojke zabiljezen je primjenom doze od 1 mM
resveratrola. Zasigurno, ove mehanizme mozemo pripisati i dobivenim rezultatima unutar naSeg

istrazivanja (Slike 7, 8, 91 23).

Uz brojne ostale cimbenike, oksidacijski stres igra vaznu ulogu u inicijaciji, promociji i
progresiji tumora induciraju¢i ostecenje DNA i ometajuci put prijenosa unutarstani¢nog signala.
Budu¢i da antioksidacijski enzimi igraju klju¢nu ulogu u zastiti stanica od oksidacijskog stresa,
disregulacija ili oStecenja u aktivnosti antioksidacijskih enzima poput SOD i CAT povezuju Se S
tumorom (Khan i sur., 2010). Dosadasnja istrazivanja pokazala su kako je resveratrol dobro
sredstvo za uklanjanje hidroksila, superoksida i H,O,. Medutim, izravni antioksidacijski u¢inci
resveratrola slabiji su od ostalih dobro utvrdenih antioksidanata kao $to su primjerice askorbat i
cistein (Bradamante 1 sur., 2004). Prema tome, zastitni ucinci resveratrola protiv oksidacijskih
ozljeda vjerojatnije ¢e se pripisati regulaciji endogenih stani¢nih antioksidacijskih sustava, a ne

izravnoj aktivnosti uklanjanja ROS-a (Li i sur., 2012; Xia i sur., 2014).
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Procjenu ucinka resveratrola i njegovih nanokristala na antioksidacijsku sposobnost jetre
I bubrega miSeva ispitali smo mjerenjem ukupne razine proteina, MDA te aktivnosti

antioksidacijskih enzima CAT, GSH i SOD.

Smanjenje aktivnosti endogenih antioksidacijskih enzima s poja¢anim stvaranjem
slobodnih radikala i MDA karakteristika je procesa karcinogeneze gdje je pokazano da je udio
MDA kao krajnjeg produkta lipidne peroksidacije ve¢i u tumorskom nego u normalnom tkivu
(Szatrowski i Nathan, 1991). U naSem radu istrazili smo ucinak resveratrola i nanokristala
reservatrola na jetru i bubreg. Nasa analiza razine lipidne peroksidacije u jetri pokazala je
statisti¢ki znac¢ajno snizenu razinu MDA (P < 0,05), CAT (P < 0,01), GSH (P < 0,01) i SOD
aktivnosti (P < 0,01) u skupini obradenoj s resveratrolom u dozi od 50 mg/kg u odnosu na
kontrolnu skupinu (Slike 12-15). SniZene razine CAT, GSH i SOD aktivnosti mozemo pripisati
prilagodbi stanica na antioksidacijsku sposobnost resveratrola u mikrookolisu jetre. Nadalje,
zapazena je i stastisticki znacajna razlika u razini MDA (P < 0,05) i SOD aktivnosti (P < 0,05)
izmedu resveratrola i nanokristala reservatrola (Slika 12) Sto ukazuje na bolje antioksidacijsko
djelovanje resveratrola u odnosu na nanokristale. Zastitni u¢inci na jetru potvrdeni su u brojnim
istraZzivanjima, a temelje se na poveéanju SOD, CAT i GSH-Px aktivnosti kao i ekspresiji Nrf2
uz linearno smanjenje jetrenih koncentracija MDA, Hsp70, Hsp90 i NF-xB (Faghihzadeh i sur.,
2015).

Antioksidacijsko djelovanje resveratrola potvrdeno je i smanjenom razinom MDA kod
bubrega (Slika 17) u odnosu na kontrolnu skupinu dok nije doslo do zna¢ajnih promjena u razini
CAT, GSH i SOD aktivnosti (Slika 18,19,20). Otkriveno je da resveratrol utjeCe na brojne
razliite signalne molekule u stanicama bubrega: inhibira odgovor PDGF i TGF-f1 u
mezangialnim i epitelnim stanicama, aktivira energetski senzor AMPK, povec¢ava razinu SIRT1
(engl. nicotinamide adenine dinucleotide-dependent deacetylases) i peroksisom proliferator-
aktivirani receptor-y koaktivator-1 o (engl. peroxisome proliferator-activated receptor vy
coactivator la, PGC-1a). Nadalje, resveratrol smanjuje oksidacijski stres, $to pokazuje niza
razina ROS i MDA te povecana aktivnost antioksidacijskih enzima uz poboljSanu biogenezu
mitohondrija (Den Hartogh i Tsiani, 2019). Dobar ué¢inak resveratrola i njegovih nanokristala na
antioksidacijsku sposobnost moZze se pripisati njegovoj akumulaciji u tkivu jetre i bubrega.

Primjerice, istrazivanja pokazuju da oralni unos resveratrola u $takora rezultira detektabilnom
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razinom resveratrola u plazmi i razli¢itim tkivima s najve¢om koncentracijom u jetri i bubregu
(EI-Mohsen i sur., 2006). Sli¢no tome, pojedinacna intravenska primjena trans-resveratrola (15
mg/kg tjelesne tezine) u Stakora rezultirala je znacajnom serumskom razinom (0,025 pM), a
ispitivanjem raspodjele resveratrola unutar tkiva utvrdena je najvisa razina u bubregu (1,45

nmol/g) i plu¢ima (1,13 nmol/g) (Juan i sur., 2010).

Unato¢ izrazitom antioksidacijskom djelovanju koje se u veéini slucajeva ocituje u
porastu razine antioksidacijskih enzima i inhibiciji lipidne peroksidacije, ravnoteza izmedu
antioksidacijskih 1 prooksidacijskih ucinaka resveratrola i1 dalje je kontroverzna te ovisi o
primijenjenoj dozi kao i vrsti stanica. Velik broj istrazivanja pokazao je da resveratrol moze
djelovati kao antioksidans ili prooksidans ovisno o specificnom mikrookolisu. Dvije glavne i
suprotne funkcije ovog spoja odnose se na njegovu kemoprotektivhu aktivnost povezanu s
antioksidacijskim u¢inkom kako bi se smanjilo oStecenje esencijalnih biomakromolekula te na
njegov kemoterapijski potencijal povezan s indukcijom stvaranja ROS-a u stanicama tumora $to

posljedi¢no vodi do njihove pojacane apoptoze (Mugbil i sur., 2012).

Pozitivne ucinke resveratrola i njegovih nanokristala na jetru i bubreg potvrduju i
biokemijske odrednice seruma. Analiza biokemijskih odrednica pokazala je statisti¢ki znacajne
promjene u pojedinim enzimima i proteinima (Tablica 6) te metabolitima i supstratima (Tablica
7) iz seruma miSeva. Obrada s resveratrolom u dozi od 50 mg/kg pokazala je statisti¢ki znacajan
utjecaj na poviSenu razinu aloumina u odnosu na skupinu obradenu s nanokristalima resveratrola
u dozi od 50 mg/kg (P < 0,01). Obrada s resveratrolom pokazala je i statisti¢ki znacajan utjecaj
na sniZene razine alanin aminotransferaze u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,05) i skupinu
obradenu s nanokristalima resveratrola u dozi od 50 mg/kg (P < 0,05) te na amilazu u odnosu na
kontrolnu skupinu (P < 0,05) i skupinu obradenu s nanokristalima resveratrola u dozi od 50
mg/kg (P < 0,01). Razine alkalne fosfataze, ukupnih proteina i globulina ostale su
nepromijenjene. Obrada s nanokristalima resveratrola u dozi od 50 mg/kg pokazala je znacajan
utjecaj na poviSene razine fosfora i kalija u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,05), a posebice
je vidljiv znacajan utjecaj resveratrola i njegovih nanokristala na kreatinin. Naime, u skupini
obradenoj resveratrolom u dozi od 50 mg/kg uocena je statistiCki znafajno sniZena razina
kreatinina u odnosu na skupinu obradenu nanokristalima resveratrola (P < 0,01) $to upucuje na

protuupalno djelovanje ovog spoja, dok je obrada s nanokristalima resveratrola u dozi od 50
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mg/kg pokazala statisticki znacajno povisenu razinu kreatinina u odnosu na kontrolnu skupinu (P

<0,05) sto s druge strane upucuje na mogucu toksi¢nost nanokristala koristenih u istrazivanju.

Enzimi iz seruma predstavljaju vazne dijagnosticke biljege oSteCenja/zastite jetre i
bubrega u nositelja tumora nakon obrade te jasno ukazuju na stadij bolesti (Kathriya i sur.,
2010). Dosadasnja istrazivanja pokazala su kako tumorske stanice uzrokuju znacajno ostecenje
jetre te poremecaje u metabolizmu jetrenih stanica $to moze dovesti do promjena u aktivnosti
enzima iz seruma (Dolai i sur., 2012). U naSem istrazivanju, resveratrol je djelovao na snizavanje
razina odredenih serumskih enzima ¢ije su razine u kontrolnoj skupini povecane; posljedicno
nastale brojnim ¢imbenicima koje izluCuju stanice EAT te induciraju ostecenja tkiva i organa
(ALT, AMY) ometajuéi njihovu fiziolosku funkciju. Resveratrol i nanokristali resveratrola tako

imaju zastitni u¢inak na jetru i bubreg od toksi¢nih ¢imbenika tumorskih stanica.

U ovom istrazivanju analizirana je i polarizacija makrofaga putem mjerenja aktivnosti
dusikovog oksida (NO) i arginaze 1 (Arg 1) kako bi se stekao uvid u imunomodulatornu ulogu
resveratrola. Naime, makrofagi igraju klju¢nu ulogu ne samo u obrani domacina protiv bakterija,
virusa i parazita, ve¢ i u obrani od tumorskih stanica. To su stanice urodenog imunoloskog
sustava koje imaju brojne fizioloske funkcije, a tumoru-pridruzeni makrofagi (TAM) prisutni su
u tumorskom mikrookoliSu te imaju znacajan utjecaj na formiranje, rast i metastaziranje tumora
putem medureakcije s tumorskim stanicama. U pocetku se pretpostavljalo kako su makrofagi
ukljuceni u protutumorski imunitet, ali se ispostavilo da mogu promovirati inicijaciju tumora,
angiogenezu te da suprimiraju protutumorski imunitet tijekom zlo¢udne progresije (Qian i
Pollard, 2010).

Njihovo viSestruko djelovanje posljedica je reakcije na velik broj vanjskih podrazaja i
sposobnosti  proizvodnje velikog broja efektorskih molekula potrebnih za medustani¢nu
komunikaciju, mikrobnu obranu te modulaciju upalnih reakcija putem kojih makrofagi poticu,
suzbijaju ili moduliraju kako urodene, tako i adaptivne imunoloske odgovore (Murray i Wynn,
2011). Regulacijski mehanizmi polarizacije makrofaga u M1 i M2 makrofage su suprotni, a u
vecini slucajeva klasi¢no aktivirani M1 makrofagi ukljuceni su u upalni odgovor, uniStavanje
patogena i protutumorsku imunost, dok alternativno aktivirani M2 makrofagi utjeCu na

protuupalni odgovor, zacjeljivanje rana i1 imaju prokarcinogene znacajke. Makrofagi pronadeni u
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tumoru (TAM) nalikuju M2 makrofagima te igraju znac¢ajnu ulogu u imunosupresiji i tumorskom
imunoloskom bijegu. M1 i M2 makrofage karakterizira metabolizam arginina putem dusik-oksid
sintaze (NOS) ili arginaze s vaznim funkcionalnim posljedicama. Arginin je prepoznat kao
bioloski prekursor nitrita/nitrata koji se oslobada iz aktiviranih makrofaga te se prethodno
spomenuta dva enzima bore upravo za supstrat arginin. M1 makrofagi eksprimiraju enzim iNOS
koji metabolizira arginin u NO i citrulin. NO se moze metabolizirati na daljnje nizvodne
reaktivne dusikove vrste, dok se citrulin moze ponovo upotrijebiti za ucinkovitu sintezu NO
putem ciklusa citrulin-NO. M2 makrofagi karakterizirani su eksprimiranjem enzima Arg 1 koji

hidrolizira arginin u ornitin i ureu.

Put arginaze tako ograni¢ava dostupnost arginina za sintezu NO, a sam ornitin moze se
dodatno uklju¢iti u puteve sinteze poliamina i prolina vaznih za stani¢nu proliferaciju i
obnavljanje tkiva gdje je pokazano kako poliamini i njegovi metaboliti mogu inhibirati sintezu
NO u makrofagima miseva i Stakora (Rath i sur., 2014).

U tumoru NO ima dvostruku ulogu; ukljufen je u inicijaciju i progresiju tumora, ali
takoder ogranicava njegovu proliferaciju i invaziju te pridonosi protutumorskom imunoloskom
odgovoru. Vaznost NO-a u nizu stani¢nih procesa odredena je kroz strogu prostornu kontrolu i
kontrolu doze na viSe razina putem njegove transkripcijske, post-translacijske i metabolicke

regulacije (Keshet i Erez, 2018).

Osim $to visoke razine NO mogu djelovati citotoksi¢no na tumorske stanice, pokazano je
da mogu imati i tumorigenu ulogu u razli¢itim vrstama tumora, a jedan od pristupa lijeCenju je

razvoj lijekova koji smanjuju prekomjernu razinu NO.

Makrofagi nazo¢ni u razli¢itim tkivima, primjerice u jetri, bubregu i slezeni mogu se pod
utjecajem okolisnih ¢imbenika razli¢ito polarizirati. Tako primjerice bubreg, pod utjecajem
antioksidacijskog mikrookolisa pokazuje bolju reparacijsku, regeneracijsku i protuupalnu
aktivnost te blago povecanje M2 makrofagne funkcije. Nasi rezultati su pokazali statisticki nizu
aktivnost NO kod skupine obradene resveratrolom u dozi od 50 mg/kg u odnosu na kontrolnu
skupinu (P < 0,05) (Slika 21), dok rezultati spektrofotometrijskog odredivanja enzimske

aktivnosti Arg 1 u uzorcima tkiva bubrega ukazuju na znacajno viSu aktivnost Arg 1 kod iste
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skupine u odnosu na kontrolu (P < 0,05) (Slika 22). Rezultati ponovno potvrduju protuupalno
djelovanje resveratrola u tkivu bubrega.

Za rast solidnih tumora i njihovih pripadaju¢ih metastaza od iznimne vaznosti je
odgovaraju¢a opskrba krvlju putem angiogeneze (Auerbach i sur., 1991). Proces angiogeneze u
kojem se formiranje krvnih zila odvija iz ve¢ postojecih, ukljucuje slozen slijed dogadaja. Uz
odgovarajuéu angiogenu stimulaciju, krvozilne endotelne stanice povecavaju svoju ekspresiju 1
lu¢enje MMP za razgradnju izvanstani¢nog i tkivnog matriksa, pove€ava im se pokretljivost te se
podvrgavaju povecanoj proliferaciji kako bi se dobio potreban broj endotelnih stanica za

formiranje novih krvnih Zila (Cao i sur., 2005).

Blokiranje razvoja novih krvnih Zila posljedicno dovodi do smanjene opskrbe kisikom 1
hranjivim tvarima $to u konacnici zna¢i smanjenje veliCine tumora i pripadaju¢ih metastaza.
Inhibicija angiogeneze tako predstavlja vaznu strategiju za lijeCenje solidnih tumora koja u
osnovi ovisi 0 prekidu opskrbe krvlju mikro-regijama tumora, $to rezultira pan-hipoksijom i pan-
nekrozom u ¢vrstim tumorskim tkivima. Razliita aktivacija angiogeneze izmedu normalnog i
tumorskog tkiva ¢ini ovaj postupak atraktivnim ciljem za otkrivanje novih antikancerogenih
lijekova. Za resveratrol je pokazano kako snazno djeluje na inhibiciju proliferacije endotelnih
stanica i aktivnost matriks-metaloproteinaze 2 (MMP2) koja je potrebna za remodeliranje ECM-
a i cjelokupan proces angiogeneze, a isto tako inhibira izlu¢ivanje VEGF-a te akumulaciju
hipoksijom induciranog ¢imbenika 1 alfa (HIF-1a) (Khalid i sur., 2016).

Nasi rezultati histoloSke analize kvantitativnog mjerenja proziljenosti i mikrozilne
gusto¢e (MVD) potvrduju literaturne Cinjenice pokazujuci statistiCki znaCajno smanjeni broj
krvnih zila u svim tkivima bubrega, jetre i tumora. U uzorcima tkiva jetre i tumora uocena je
statisticki znaCajno smanjena vrijednost broja krvnih Zila u skupini obradenoj s nanokristalima
resveratrola u dozi od 50 mg/kg u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,01; P < 0,05), dok je u
uzorcima tkiva bubrega uoceno smanjenje broja krvnih Zila u skupini obradenoj resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,05) (Slike 23-28). Cini se da na vise
proliferativna tkiva, primjerice tumor i jetru, nanokristali pokazuju veci anti-angiogeni u¢inak u
odnosu na manje proliferativno tkivo kao sto je bubreg. Rezultati smanjene angiogeneze i MVD

u ispitivanim tkivima zasigurno ukazuju na anti-angiogeni ucinak resveratrola in vivo §to je u
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sukladu s dosadasnjim istrazivanjima, a ovakav model angiogeneze prouzroc¢en SC unosom EAT
stanica pokazao se odlicnim za ispitivanje ucinaka resveratrola na inhibiciju rasta tumorskih

stanica.

Dobiveni rezultati mogu se protumaliti uzimajuéi u obzir i prirodu Ehrlichovog
ascitesnog tumora koju su opisali Culo i sur. (1978). EAT je slabo diferencirani i brzorastuéi
zlo¢udni tumor izvorno nastao u misa i to spontano iz mlije¢ne zlijezde. Predstavlja visoko
transplantabilni tumor 1 uspjesno je transplantiran u gotovo svim poznatim sojevima misa. Nakon
intraperitonealne inokulacije EAT brzo raste u ascitnom obliku, ali lako moze nastaviti u smjeru
rasta prema u solidnom obliku subkutanom ili intramuskularnom inokulacijom i to kada je broj

inokuliranih stanica ispod kritiéne razine potrebne za razvoj ascitesne forme (1x10° ili manje).

Pojava solidnog tumora pokazala se ovisnom o razini imunoloske reaktivnosti primatelja
gdje dosadasnji podaci govore da su tumorske stanice koje rastu u subkutanom prostoru otpornije
na djelovanje imunoloskih ¢imbenika domacina od onih koje rastu u intraperitonealnoj Supljini.
Razlog za to moze biti Ciste anatomske prirode, tj. antitijela ili imunoloske stanice nisu u
mogucnosti do¢i do tumorskih stanica u subkutanim ekstravaskularnim prostorima, ali i ¢injenice
da je nivo imunokompententnih stanica u tom prostoru nizi nego u intraperitonealnoj Supljini.
Drugo objaSnjenje za veéu imunoloSku otpornost EAT stanica koje rastu u subkutanom tkivu
moze biti prekomjerna akumulacija supresivnih tvari koje lue tumorske stanice u samom
tumoru. Pokazalo se da ove tvari spreavaju upalnu reakciju u blizini tumorskih stanica,

omogucavajuci im progresivni rast usprkos neispravnom sustavnom imunitetu.

Uz znacajnu otpornost solidnog tumora, u obzir treba uzeti i problem ranije spomenute
bioraspolozivosti resveratrola. Osim izbora u¢inkovite doze u primjeni ovog spoja, zabrinutost u
pogledu bioraspoloZzivosti 1 postizanje u€inkovite koncentracije u plazmi sluzi kao potencijalni
nedostatak za postizanje Zeljenih terapijskih ishoda buduéi da je niska bioraspoloZivost
resveratrola svakako ¢imbenik koji utje¢e na njegovu smanjenu ucinkovitost. S obzirom da je
terapija tumora resveratrolom ili nanokristalima primijenjena it, ova razlika u biodostupnosti nije
imala znaajnijeg ucinka osim duZe nazoc€nosti unutar tumorskog tkiva S§to bi mogla biti
posljedica ucinkovitijeg anti-angiogenog uc¢inka nanokristala u odnosu na resveratrol. To¢nije,

iako bioraspolozivost resveratrola moze biti niska, istrazivanja su ipak utvrdila da razina
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resveratrola i njegovih metabolita u plazmi ima mikromolarni raspon, a ispitivanja in vitro
potvrdila su da mikromolarna razina resveratrola inducira razlicite bioloske ucinke i modulira

stani¢ne signalne putove te ekspresiju gena (Den Hartogh i Tsiani, 2019).

To sve, uz Cinjenicu izrazite heterogenosti EAT tumora s populacijama stanica razlicite
osjetljivosti predstavlja veliki izazov u odredivanju optimalnog doziranja resveratrola za
postizanje §to boljeg antioksidacijskog, anti-angiogenog i antikancerogenog ucinka. Ipak, na
temelju dobivenih rezultata mozemo ustanoviti da resveratrol i njegovi nanokristali djeluju
inhibicijski na stanice EAT tumora te posjeduju izraziti anti-angiogeni potencijal pri ¢emu se
antikancerogena djelotvornost resveratrola temelji na inhibiciji proliferacije stanica EAT,
protuupalnom i anti-angiogenom ucinku. Nadalje, dobiveni rezultati analize biokemijskih
odrednica ukazuju da intratumoralna obrada resveratrolom ili nanokristalima resveratrola nije
polucila toksi¢ni u¢inak nanokristala na bubreg i jetru. Smanjenje oksidacijskog stresa, Sto
pokazuju nize razine ROS-a i MDA u tkivu jetre i bubrega, potvrduje antioksidacijski i

protuupalni u¢inak resveratrola.
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5. ZAKLJUCAK

Rezultati dobiveni provedenim istrazivanjem ukazuju na sljedece:

1. Smanjeni volumen solidnog tumora i inhibicija rasta tumora potvrduju antikancerogeno
djelovanje resveratrola i njegovih nanokristala na rast solidnog oblika Ehrlichovog ascitesnog

tumora.

2. Rezultati smanjenja angiogeneze i mikrozilne gustoce u tkivu tumora, jetre i bubrega utvrduju

anti-angiogeni potencijal resveratrola in vivo.

3. Resveratrol je djelotvoran antioksidans; razina ROS-a u stanicama jetre i bubrega je smanjena

u odnosu na kontrolnu skupinu.

4. Protuupalni i antioksidacijski uc¢inak resveratrola i njegovih nanokristala potvrden je

smanjenjem razine NO te povecanjem aktivnosti arginaze 1 u tkivu bubrega.

5. Analiza biokemijskih odrednica potvrduje zastitni u¢inak resveratrola i njegovih nanokristala

na jetru i bubreg.

6. Sazimajuci navedeno, resveratrol i njegovi nanokristali primijenjeni intratumoralno uspje$no
inhibiraju rast i angiogenezu solidnog oblika Ehrlichovog ascitesnog tumora te zastitno djeluju

na jetru i bubreg kroz antioksidacijsku i protuupalnu aktivnost.
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