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1. UuvOD

1.1. Oksidacijski stres (OS, engl. Oxidative Stress)

Premda neophodan za odrZzavanje zivota, kisik u stanicama moze odigrati nepozeljnu
ulogu tako da u reakciji oksidacije povremeno oduzima elektrone ostalim molekulama. U tom
procesu nastaju reaktivne vrste. One mogu nastati zbog razli¢itih vanjskih utjecaja, ali i zbog
prirodnog metabolizma stanica. Ako reaktivne vrste koje stalno nastaju unutar stanica
nazovemo prooksidansima, protektivne mehanizme i molekule zaduzene za njihovo uklanjanje
nazivamo antioksidansima. Prooksidansi koji nastaju nisu isklju¢ivo negativni jer i oni imaju
vrlo vaznu ulogu u organizmu. Reakcije oksidacije i redukcije potrebne su za mnoge
biokemijske mehanizme koji se odvijaju u stanici. Osnova ovih reakcija je prijenos elektrona s
reducensa na oksidans, odnosno s prooksidansa na antioksidans. Prilikom prijenosa elektrona
bitno je odrzavati stabilno redoks stanje u stanici, a ono je karakterizirano koncentracijom
elektrona u njoj. Stalna produkcija i eliminacija radikala nuzne su za pravilan rad stanice i
organizma, ali ako dode do neravnoteze u Korist prooksidansa, zbog njihove prevelike

produkcije ili nedovoljne eliminacije, nastaje stanje koje se naziva oksidacijski stres.

1.1.1. Reaktivne kisikove vrste (ROS, engl. Reactive Oxygen Species)

Reaktivne vrste su nestabilni radikali, ioni ili molekule s jednim ili vise nesparenih
elektrona, sto ih ¢ini jako reaktivnima i daje im mogucnost reagiranja s razli¢itim
biomolekulama. Zasigurno najvaznije reaktivne vrste koje nastaju u nasim stanicama Su
reaktivne kisikove vrste. Mozemo ih kategorizirati u dvije grupe: slobodni radikali kao $§to su
superoksidni anion (O2"), hidroksilni ('OH), organski (R"), peroksilni (ROO") ili alkoksilni
radikal (RO") te neradikali poput vodikova peroksida (H202), singletnog kisika (*O2) ili ozona
(O3) (Liou i Storz 2010). ROS nastaje endogeno prilikom aktivacije imunosnih stanica, tijekom
upale, stresa, ishemije, razli¢itih infekcija, pri razvoju tumora i procesom starenja ili zbog
vanjskih faktora kao $to su izloZenost ksenobioticima, zagadenom zraku i vodi, dimu cigarete,
alkoholu, teskim metalima, nekim lijekovima ili ioniziraju¢em zracenju (Valko i sur. 2007,
Pizzino i sur. 2017).

1.1.1.1. lzvori ROS-a
ROS u stanicama nastaju uglavnom u procesu prijenosa elektrona koji se moze odvijati
uz ili bez prisutnosti enzima. Jedan od najveéih endogenih izvora ROS-a je mitohondrijski

respiratorni lanac gdje, u procesu stani¢nog disanja zbog ,,curenja“ elektrona na kompleksima



11 3, nastaje superoksidni anion (Valko i sur. 2004); to se dogada s 1-5 % konzumiranog kisika
(Reuter i sur. 2010). Osim u mitohondriju, superoksidni anion nastaje zbog ,,curenja“ elektrona
prilikom detoksikacije na citokromu P450 u endoplazmatskom retikulumu; a nastaje i zbog
aktivnosti enzima oksidaza i oksigenaza, primjerice NADPH (nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat, engl. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Oxidase) oksidaza i ksantin
oksidaza, u procesu jednoelektronske redukcije molekularnog kisika (Valko i sur. 2004).
Superoksidni anion sam ne izaziva velika oStecenja, ali reagirajuci s drugim molekulama moze

tvoriti reaktivnije radikale (Slika 1).

Mitohondrijski respiratorni lanac
Citokrom P450 (ER) SOD Fe” —Fe¥*

O » 0O, ‘OH — H,0O
2 NAD(P)H oksidaza 2 Peroksisomi 2 Cu —»Cu7+ 2

Ksantin oksidaza Mikrosomi
( w < GSH>
GSSG

H,0+0, 2H,0

Slika 1. Nastanak i eliminacija reaktivnih kisikovih vrsta

Kratice: O, (kisik), ER (endoplazmatski retikulum), O, (superoksidni anion), SOD (superoksid
dismutaza), H.O, (vodikov peroksid), Fe (Zeljezo), Cu (bakar), "OH (hidroksilni radikal), H.O (voda),
CAT (katalaza), GPx (glutation peroksidaza), GSH (glutation), GSSG (glutation disulfid), GR (glutation
reduktaza).

Reakcijom dismutacije, koju katalizira superoksid dismutaza (SOD, engl. Superoxide
Dismutase) sprjeCava se nakupljanje superoksidnog aniona i nastaje vodikov peroksid
(Jednadzba 1 u Tablica 1). On nije slobodni radikal jer nema nespareni elektron, ali sudjeluje u
putu redukcije kisika 1 nastanka drugih reaktivnih radikala. Osim §to nastaje eliminacijom
superoksidnog aniona, vodikov peroksid stvara se iz molekularnog kisika u peroksisomima i
mikrosomima (Valko i sur. 2004). lako nije reaktivan kao ostali radikali, ima duzi vijek i moze
difundirati kroz membranu te izazivati stanicna oSteCenja (Matés 1 Sanchez-Jiménez 2000).
Mimo Stetnih, ima i fizioloske uloge u organizmu koje su opisane u odlomcima 1.1.1.211.2.1.1.
Glutation peroksidaza (GPx, engl. Glutathione Peroxidase) i katalaza (CAT, engl. Catalase)
enzimi su zaduzeni za uklanjanje vodikova peroksida (Jednadzba 2 i Jednadzba 3 u Tablica 1).
Ako se to ne dogodi i on reagira s prijelaznim metalima, poput Zeljeza i bakra, u Fentonovoj
reakciji (Jednadzba 4 u Tablica 1), nastaje hidroksilni radikal koji je najpotentniji radikal i moze
izazvati velika stani¢na oStecenja. Osim u Fentonovoj reakciji, hidroksilni radikal moze nastati

tijekom metalima katalizirane Haber-Wiessove reakcije (Jednadzba 5 u Tablica 1) i



troelektronskom redukcijom kisika. Hidroksilni radikal je jako nestabilan i kratkozivuci, stoga
se zadrzava na mjestu nastanka i tamo izaziva Stetu na biomolekulama (Reuter i sur. 2010).
Male koli¢ine hidroksilnog radikala mogu ukloniti neenzimatski antioksidansi ako se nadu na
mjestu njegova nastanka, ali ne postoji enzim koji bi eliminirao nastali hidroksilni radikal.

Najbolji nacin zastite je prevencija njegova nastanka (Lushchak 2014).
Tablica 1. Prikaz jednadzbi nastanka i eliminacije ROS-a

SOD katalizira SOD
JednadZba 1 dismutaciju 20, +2H" —— 0y + Hy0y + 2H,0
superoksidnog aniona

CAT Katalizira CAT
Jednadzba 2 reakciju razgradnje 2H,09 —— 2H,0 + 0,
vodikova peroksida

GPx katalizira H05 + 2GSH —— 2H,0 + GSSG
Jednadzba 3 reakciju razgradnje '
vodikova peroksida NADP GR NADPH+H

Nastanak
Jednadzba 4  hidroksilnog radikala Fe? + Hy0,
u Fentonovoj reakciji

Fentonova reakcija _ 3, . :
Fe”" + OH +OH

Nastanak S oot
2 H i H . abDer-weissova réakclja . _
Jednadzba 5 hidroksilnog radikalau -, H,0, ] 05+ OH' + OH
Haber-Weissovoj reakciji

Kratice: SOD (superoksid dismutaza), O, (superoksidni anion), H* (vodikov ion), O (kisik), H20;
(vodikov peroksid), H.O (voda), CAT (katalaza), GPx (glutation peroksidaza), GSH (glutation), GSSG
(glutation disulfid), GR (glutation reduktaza), NADP* odnosno NADPH (nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat oksidirani odnosno reducirani oblik), Fe (zeljezo), "OH (hidroksilni radikal).

1.1.1.2. Dvostruka uloga ROS-a

ROS imaju dvostruku ulogu u organizmu, ovisno o prisutnoj koncentraciji mogu biti
stetni ili blagotvorni (Slika 2). U niskim ili umjerenim koncentracijama imaju vaznu ulogu u
radu stanice, pa takav OS nazivamo fizioloskim, odnosno eustresom. Kada koncentracija ROS-
a postane previsoka, poc¢inju izazivati oksidacijska ostecenja i promjene u signalnim putevima
te OS vise nije fizioloski i nazivamo ga distresom (Sies 2017). Kada se govori o OS-u,

uglavnom se referira na njegove Stetne ucinke, odnosno distres.



Eliminacija Nastanak
.. Lijekovi
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Slika 2. Ravnoteza nastanka i eliminacije ROS-a odreduju stanje eustresa ili distresa

Kratice: SOD (superoksid dismutaza), CAT (katalaza), GPx (glutation peroksidaza), GR (glutation
reduktaza), GST (glutation-S-transferaza), GSH (glutation), O2" (superoksidni anion), H>O- (vodikov
peroksid), "OH (hidroksilni radikal), *O- (singletni kisik), LOOH (lipidni hidroperoksid).

U niskim 1 umjerenim koncentracijama ROS imaju bitnu fizioloSku ulogu. Kao
sekundarni glasnici sudjeluju u regulaciji stani¢ne signalizacije, sudjeluju u sintezi i
metabolizmu brojnih molekula, izuzetno su vazni prilikom obrane organizma od patogena te
sudjeluju u indukciji apoptoze oSte¢enih i starih stanica (Schieber i Chandel 2014; Pizzino i sur.
2017 ). Prilikom obrane organizma od patogena, u stanicama imunosnog sustava, aktivira se
NADPH oksidaza koja u kratkom vremenu generira veliku koli¢inu ROS-a (oksidacijski
prasak) tako ubijajuci patogene (Pizzino i sur. 2017). U znatno manjim koli¢inama NADPH
oksidaza stvara ROS 1 u nefagocitnim stanicama. Vecina stanica na poticaj citokina, hormona
ili faktora rasta proizvodi niske razine ROS-a koje kao sekundarni glasnici sudjeluju u
signalnim putevima uklju¢enim u rast i diferencijaciju stanice. U reduciraju¢im uvjetima ROS
stimuliraju stani¢nu proliferaciju, blago oksidiraju¢i uvjeti poticu diferencijaciju stanica,
umjerena oksidacija aktivira apoptozu, a intenzivna oksidacija pokreée nekrozu stanica (Valko
i sur. 2007). ROS u prijenosu signala oksidiraju cisteinske ostatke proteina i tako mijenjaju
njihovu strukturu i aktivnost, aktivirajuci razlicite redoks-ovisne signalne puteve, pri cemu
moze doc¢i do aktivacije ili inhibicije enzima, do promjene transkripcijskih faktora, sekundarnih
glasnika ili receptora (Klaunig i sur. 1998; Holmstrom i Finkel 2014 ). Ovaj je proces

reverzibilan i dogada se pri niskim razinama ROS-a, dok u slucaju distresa dolazi do



ireverzibilnih promjena proteina koje Stete njihovoj funkciji (Schieber i Chandel 2014). Dakle,
pri previsokim koncentracijama ROS-a javlja se njihov §tetan ucinak: ROS uzrokuju lipidnu
peroksidaciju, oksidacijska ostecenja proteina i DNA, a mogu i inducirati apoptozu. Zbog svih
oStec¢enja dolazi do promjene stanicne morfologije i funkcije, mijenja se ekspresija gena,
stani¢na signalizacija i aktivnost enzima. Nastala oSte¢enja DNA ukljucuju inhibiciju sinteze
proteina ili zastoj replikacije, kao i mutacije koje dovode do smrti stanice ili karcinogeneze!
(Valko i sur. 2004). Oksidacijom lipida mijenja se fluidnost i permeabilnost membrane, moze
do¢i do inaktivacije membranskih proteina te zaCetka lipidne peroksidacije ¢iji produkti mogu
inicirati karcinogenezu (Burdon 1995). Upravo se radi takvih oStecenja uzrokovanih ROS-om
smatra kako je OS povezan s razvojem brojnih bolesti i starenjem. Zbog navedenih promjena
vazno je odrZavati koncentraciju ROS-a pri niskim, fizioloSkim vrijednostima. Hoce li OS
djelovati Stetno ili blagotvorno definirano je vrstom ROS-a i specificnosti prema ciljnoj
molekuli, kao i koncentraciji i mjestu stvaranja (Schieber i Chandel 2014). Ravnoteza izmedu
blagotvornog i $tetnog ucinka bitna je za pravilan rad stanica, a omogucava ju niz reakcija
nazvanim redoks regulacija. Proces redoks regulacije i homeostaze omoguéava funkcioniranje

organizma i zaStitu od oksidacijskih o$tecenja (Valko i sur. 2007).

1.1.2. Antioksidacijska obrana

Upravo radi $tetnih ué¢inaka ROS-a organizam mora imati mogucnost obrane koju obavlja
na nekoliko nacina. Obrambeni mehanizmi odgadaju ili inhibiraju oksidaciju, a ukljucuju
prevenciju, popravak, fizicku i1 antioksidacijsku obranu. Prevencija podrazumijeva uklanjanje
kisika ili smanjivanje lokalne koncentracije kisika te uklanjanje iona metala zbog Cega se
onemogucava nastanak prekomjerne koli¢ine ROS-a, posebice nepozeljnog hidroksilnog
radikala. Kad je potrebna visoka razina ROS-a ona se moze posti¢i lokalno, pri ¢emu je bitna
kontrola. Ako ipak dode do oksidacijskog oSteCenja, postoje nacini popravka i uklanjanja
ostecenih molekula prije nego one izazovu dodatna osSteCenja. Direktno uklanjanje i
neutralizaciju ROS-a obavljaju endogeni ili egzogeni, enzimatski ili neenzimatski
antioksidansi. Endogeni antioksidansi su oni koji nastaju u ljudskom tijelu, a egzogeni su oni
koje unosimo putem hrane ili lijekova. Antioksidanse mozemo grupirati i s obzirom na mjesto
djelovanja, pa su tako unutarstani¢ni zaduzeni za sprjecavanje oksidacijskih oStecenja unutar
stanice, membranski antioksidansi nalaze se u membrani i ondje neutraliziraju radikale, a

izvanstani¢ni $tite izvan stanice gdje ve¢inom veZu ione metala i tako sprjecavaju reakciju s

! Tumorigeneza, karcinogeneza ili kancerogeneza je proces nastanka i razvoja tumora.



reaktivnim radikalima (Tablica 2). Antioksidansi mogu djelovati i stimulacijom
detoksiciraju¢ih mehanizama koji uklanjaju karcinogene i toksi¢ne molekule ili ROS (Kang i
sur. 2005).

Tablica 2. Kategorije antioksidansa

PORIJEKLO AKTIVNOST LOKACIJA PRIMJER

SOD
CAT
UNUTARSTANICNI GPx
ENZIMATSKI HO-1
NQO1
EC-SOD
EC-GPx
GSH
UNUTARSTANICNI Tioredoksin
Bilirubin
NEENZIMATSKI MEMBRANSKI Koenzim Q
Transferin
IZVANSTANICNI Laktoferin
Albumin
Polifenoli
UNUTARSTANICNI Vitamin C
EGZOGENI NEENZIMATSKI Minerali
Vitamin E
B-karoten

Kratice: SOD (superoksid dismutaza), CAT (katalaza), GPx (glutation peroksidaza), HO-1 (hem
oksigenaza 1), NQO1 (NAD(P)H: kinon oksidoreduktaza 1), EC-SOD (izvanstani¢na SOD), EC-GPx
(izvanstani¢na GPx), GSH (glutation).

IZVANSTANICNI
ENDOGENI

ANTIOKSIDANSI

MEMBRANSKI

U Tablica 2 prikazani su primjeri nekih antioksidansa kategoriziranih po navedenim
kriterijima, to naravno nisu svi, ve¢ samo neki poznatiji primjeri. U narednim odlomcima ¢e se

detaljnije opisati aktivnost onih antioksidansa koji su se istrazivali u kontekstu ovog rada.

1.1.2.1. Antioksidacijski enzimi

Prvi od vaznih antioksidacijskih enzima ukljucenih u eliminaciju ROS-a je SOD koja
eliminira visoko reaktivni superoksidni anion stvaraju¢i manje reaktivan, ali i dalje opasan,
vodikov peroksid (Jednadzba 1 u Tablica 1). U ljudi postoje tri izoforme ovog enzima:
unutarstani¢ne izoforme su citosolna SOD koja u aktivnom mjestu ima bakar i cink te
mitohondrijska SOD koja ima mangan, izvanstanicna SOD (EC-SOD, engl. Extracellular

Superoxide Dismutase) u aktivnom mjestu takoder ima bakar i cink (Valko i sur. 2006).



Razgradnju nastalog vodikova peroksida kataliziraju CAT i GPx. CAT je jedan od
najefektivnijih enzima u prirodi jer jedna molekula CAT moze razgraditi cak 6 milijuna
molekula vodikova peroksida u minuti (Valko i sur. 2006). Budu¢i da je tako efektivna, CAT
je zaduzena za uklanjanje vodikova peroksida kada se on nalazi u prekomjernoj koli¢ini, dotada
to obavlja specifi¢nija GPx. Dakle, u stanju OS CAT je zaduzena za vecinsku eliminaciju
vodikova peroksida. GPx katalizira raspad vodikova peroksida, ali i organskih hidroperoksida.
Kompetira CAT za supstrat te buduci da ima visi afinitet za vodikov peroksid zaduZena je za
njegovu razgradnju dok je u nizim koncentracijama. S obzirom na prisutnost selena (Se) u
aktivnom mjestu, GPx se dijeli u dvije kategorije: GPx-ovisna i GPx-neovisna o selenu.
Katalizira reakciju razgradnje vodikova peroksida koriste¢i GSH kao donor elektrona, pri cemu
on prelazi u oksidirani oblik kojeg reducira glutation reduktaza (GR, engl. Glutathione
Reductase) u reakciji u kojoj je donor elektrona NADPH (Jednadzba 3 u Tablica 1).

Osim enzima koji imaju direktan uc¢inak u eliminaciji ROS-a, postoje i oni enzimi koji
indirektno sprjecavaju njihov nastanak. Primjer su hem oksigenaza 1 (HO-1, engl. Heme
Oxigenase 1) i NAD(P)H: kinon oksidoreduktaza 1 (NQO1, engl. NAD(P)H: Quinone
Oxidoreductase 1). HO-1 je enzim koji razgraduje Stetni hem i tako sprjecava oksidacijska
osteéenja. Katabolizira hem u ugljikov monoksid (CO), biliverdin i Zzeljezo (Fe?"). Bududi je
jedini nacin kojim se stanice rjeSavaju Stetnog hema, konstantno je eksprimiran i smatra se
odrzavateljskim (housekeeping) genom (Otterbein i sur. 2003). U fizioloSkim je uvjetima
ekspresija HO-1 niza, a aktiviraju ju prisutnost hema, nekih citokina i faktora rasta te ROS-a
(Bahmani i sur. 2011). Zbog produkata koji nastaju tijekom aktivnosti HO-1, on ima
citoprotektivnu, antiupalnu, antiapoptotsku i antiproliferativnhu ulogu. CO djeluje antiupalno
moduliraju¢i aktivaciju monocita i makrofaga u imunoloskom odgovoru, biliverdin se odmah
prevodi u bilirubin s antioksidacijskim svojstvima, a Zeljezo potice ekspresiju feritina i
transportera za zeljezo koji ga vezu i izbacuju iz stanice sprjecavaju¢i nastanak hidroksilnih
radikala u Fentonovoj reakciji (Otterbein i sur. 2003). Dakle, HO-1 ima bitnu citoprotektivnu
ulogu 1 moze $titi stanice od oksidacijskih ostecenja u stanju OS-a, sli¢no kao i NQO1. NQO1
je citoprotektivni, detoksikacijski enzim koji $titi stanice od toksi¢nih kinona i oksidacijskih
ostecenja. Katalizira dvoelektronsku redukciju kinona u hidrokinone, a u polovi¢noj
jednoelektronskoj redukciji nastaju $tetni semikinoni koji reagiraju s molekularnim Kisikom i
stvaraju ROS (Ross i Siegel 2017). NQOL1 je inducibilni enzim koji se aktivira u stanju OS-a, a
ima mogucnost redukcije koenzima Q (ubikinon) i vitamina E c¢ime Stiti membrane od

oksidacijskih oStecenja i lipidne peroksidacije (Siegel i sur. 1997). Djeluje antioksidacijski i



kao superoksid reduktaza direktno eliminira superoksidni anion (Siegel i sur. 2004). Osim
antioksidacijskih 1 detoksikacijskih uloga, NQO1 veze i modulira aktivnost proteina te
sprjecava njihovu degradaciju, naro¢ito u stanju OS-a. Tako, primjerice NQO1 stabilizira TP53
I sprjeCava njegovu proteasomsku degradaciju (Asher i sur. 2002). Osim $to reagira s
proteinima koje treba unistiti, moze reagirati direktno s proteasomom te vezati mMRNA i poticati
translaciju proteina (Ross i Siegel 2017). Gradom je to dimerni protein s flavin adenin
dinukleotidom (FAD, engl. Flavin Adenine Dinucleotide) u aktivnom mjestu, zbog kojeg
djeluje kao redoks senzor ovisno o omjeru NADPH/NADP*. U uvjetima kada ima dovoljno
NADPH, NQOL je u reduciranom stanju (FADH2). Kada padne razine NADPH, kao §to se
dogada u stanju OS-a kada se on iskoriStava za regeneraciju GSH, NQO1 postaje oksidiran
(FAD) i mijenja konformaciju. Promjena konformacije uzrokovana padom razine NADPH
mijenja aktivnost NQOL te poti¢e vezanje proteina i MRNA (Ross i Siegel 2017). Svojim
detoksikacijskim i antioksidacijskim sposobnostima NQO1 S$titi stanicu od oksidacijskih

oStecenja i potencijalne karcinogeneze.

1.1.2.2. Antioksidacijski spojevi

Antioksidacijski spojevi mogu biti topljivi u vodi ili lipidima, pa u odnosu na to mogu
biti aktivni u citoplazmi i izvanstani¢nom prostoru ili unutar membrane. Mogu djelovati
samostalno ili s nekim antioksidacijskim enzimom. Jedan od najpoznatijih lipofilnih
antioksidansa je vitamin E koji je aktivan u stani¢noj membrani gdje neutralizira radikale
nastale u lipidnoj peroksidaciji i sprjecava dovrsetak tog Stetnog procesa. Za regeneraciju
vitamina E moze posluziti vitamin C, hidrofilni antioksidans aktivan u citoplazmi gdje
neutralizira reaktivne vrste poput vodikova peroksida. Vitamin C prima elektrone s reaktivnijih
vrsta i tako sprjecava izazivanje osteé¢enja pri cemu on sam postaje slabo reaktivni radikal kojeg

regenerira GSH.

GSH ili y-glutamil-cisteinil-glicin po kemijskom je sastavu tripeptid graden od
glutaminske kiseline, cisteina i glicina. Aktivno mjesto je tiol (-SH) na cisteinskom ostatku
(Pastore i sur. 2003). Nastaje u svim stanicama, medutim sinteza GSH posebno je intenzivna u
jetri kao glavnom detoksikacijskom organu. Unutar stanica se u najve¢im koli¢inama nalazi u
citoplazmi, jezgri i mitohondrijima (Valko i sur. 2006) gdje se moze nalaziti u slobodnom
obliku ili vezan na proteine (Pastore i sur. 2003). Postoji u reduciranom (GSH) i oksidiranom
stanju (GSSG, glutation disulfid, engl. Glutathione Disulphide) ¢iji nam omjer govori o redoks

statusu stanice. Aktivnost GSH popracena je njegovom oksidacijom, a kako bi se osigurala



stalna zastita stanica, GSH se mora regenerirati u reakciji koju katalizira GR. Zbog stalne
aktivnosti GR u zdravih stanica vecina ukupnog GSH nalazi se u reduciranom stanju (Liou i
Storz 2010), a povecana koncentracija GSSG-a u odnosu na GSH ukazuje na OS (Jones i sur.
2000). Porastom razine potencijalno toksi¢nog GSSG-a mijenja se redoks status stanice, on se
degradira i zapoCinje de novo sinteza GSH-a (Masella i sur. 2005). Zbog utjecaja ROS-a
povecava se sinteza GSH-a (Valko i sur. 2006). GSH je najvazniji endogeni neenzimatski
antioksidans u na$im stanicama koji sprje¢ava oksidacijska oStecenja reagirajuci s reaktivnim
radikalima i oksidiranim molekulama. Samostalno neutralizira hidroksilne radikale i singletni
kisik, a djeluje kao supstrat antioksidacijskim enzimima poput GPx (Jednadzba 3 u Tablica 1)
te detoksikacijskim enzimima poput GST?. Tako mozZe sprije¢iti oksidacijska osteéenja DNA i
lipida (\Valko i sur. 2007) te proteina redukcijom nastalih disulfidnih veza do cisteina (Liou i
Storz 2010). Osim $to je jaki antioksidans, sudjeluje u metabolizmu otrova i fazi 2
biotransformacije ksenobiotika gdje konjugacijom direktno detoksicira karcinogene
(Balendiran i sur. 2004; Dominko i Diki¢ 2018). GSH moze biti kovalentno vezan na druge
proteine® i djelovati kao koenzim, sudjeluje u modulaciji imunoloskog odgovora te za
regeneraciju vitamina C (Balendiran i sur. 2004). Kao i svaka molekula u nasem tijelu, GSH
moze imati negativnu ulogu. Prilikom prijenosa elektrona s iona metala moze nastati

superoksidni anion i tako GSH moze imati oksidirajuci u¢inak (Balendiran i sur. 2004).

1.1.2.3. Indukcija antioksidansa

GSH, HO-1, NQO1, ali i ostali antioksidansi, induciraju se preko antioksidacijskog
elementa odgovora (ARE, engl. Antioxidant Response Element) na podrazaj OS-a (Pastore i
sur. 2003; Ray i sur. 2012). ARE se nalazi u promotorima mnogih gena koji kodiraju za
antioksidacijske i detoksikacijske enzime, odgovoran je za ekspresiju enzima bitnih za fazu 2
biotransformacije, kao i feritina (Kang i sur. 2005). Egzogeni ili endogeni ROS, poput vodikova
peroksida, aktiviraju transkripciju antioksidacijskin gena preko ARE (Ray i sur. 2012).
Ekspresija antioksidansa i detoksikacijskih enzima ovisi o aktivaciji ARE slijeda, a jedna od
molekula odgovornih za tu aktivaciju je nuklearni eritroidni faktor 2 (NRF2, engl. Nuclear-
Factor Erythroid 2-Related Factor 2).

2 Glutation-S-transferaza (GST, engl. Glutathione-S-Tranferase) je detoksikacijski enzim koji katalizira
konjugaciju GSH-a na toksi¢ne ili karcinogene molekule i omoguéava njihovu neutralizaciju (Liou i Storz 2010).

3 Glutationilacija je posttranslacijska modifikacija proteina u kojoj se GSH kovalentno veZe na cisteinske ostatke.
Uloga glutationilacije je zastita i stabilizacija proteina, sprjecavanje nepovratne oksidacije cisteina, regulacija
transkripcije i aktivnosti enzima te kontrola nekih signalnih puteva (Pastore i sur. 2003; Dalle-Donne i sur. 2009).
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NRF2 je transkripcijski faktor vazan u odrzavanju redoks homeostaze. Zbog svoje
citoprotektivne uloge smatra se tumor-supresorom. U stanju OS-a dolazi do pojacane ekspresije
NRF2-reguliranih gena koji omogucavaju efektivniju eliminaciju ROS-a i ksenobiotika (Harder
i sur. 2015). Neki od gena pod utjecajem NRF2 su oni za peroksiredoksine, sulforedoksine,
tioredoksine, GSH, GPx i mnogi drugi. Osim OS-a, NRF2 mogu aktivirati i kinaze poput ERK
(kinaza aktivirana izvanstani¢nim signalom, engl. Extracellular Signal-Regulated Kinase),
JNK (kinaza koja fosforilira N-kraj transkripcijskog faktora c-Jun, engl. c-Jun N-Terminal
Kinases) ili AMPK (protein kinaza aktivirana adenozin monofosfatom, engl. 5 Adenosine
Monophosphate-Activated Protein Kinase) (Lennicke i sur. 2015). U fizioloskim uvjetima
dolazi do aktivacije NRF2 kao odgovor na ROS. Kada se one eliminiraju, NRF2 se ponovno
degradira. Ako dode do nekih promjena i NRF2 vise nije pod kontrolom, postaje stalno aktivan

i ponasa se kao onkogen (Menegon i sur. 2016).
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Slika 3. Redoks ovisna aktivacija NRF2

U uvjetima kada nije potreban, stanice stalno degradiraju NRF2 (nuklearni eritroidni faktor 2) preko
sustava ubikvitin-proteasom (UPS, engl. Ubiquitin-Proteasome System)*. NRF2 se u citoplazmi nalazi
u inaktivnom obliku vezan za represorski protein KEAP1 (engl. Kelch-like ECH-Associated Protein 1).

4 Ubikvitinacija je jedan od nafina razgradnje proteina u eukariotskim stanicama. Protein ubikvitin djeluje kao
biljeg za proteine i navodi ih do proteasoma gdje se unistavaju.
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To je dimerni protein s veznim mjestom za NRF2 i mjestom koje prepoznaju ubikvitin ligaze te je
odgovoran za slanje NRF2 u proteasomsku destrukciju (Harder i sur. 2015). Na taj se na¢in NRF2
odrzava u niskoj koncentraciji i onemogucava se transkripcija nepotrebnih gena. U stanju OS-a dolazi
do aktivacije NRF2, a vodikov peroksid je jedan od glavnih aktivatora NRF2 puta (Lennicke i sur. 2015)
(Slika 3). KEAP1 djeluje kao redoks senzor te nakon oksidacije ROS-om (reaktivne Kisikove vrste)
dolazi do konformacijskih promjena i otpusStanja NRF2. Slobodan NRF2 se nakuplja u citoplazmi,
otkuda se translocira u jezgru i dimerizira s MAF proteinom. U obliku heterodimera NRF2-MAF
prepoznaje i veze se za ARE slijed (antioksidacijski element odgovora), a to pokreée ekspresiju
antioksidacijskih i detoksikacijskih faktora. Kada dode do obnavljanja redoks homeostaze, KEAP1
translocira u jezgru gdje veze NRF2 i ponovno pokrece proces degradacije.

Ostale kratice: Ub (ubikvitin).

1.2. Oksidacijski stres u karcinogenezi

Zbog vazne uloge u radu stanice nuzna je stalna proizvodnja ROS-a, ali isto tako vazna
je 1 njegova eliminacija. U stanju OS-a dolazi do prekomjerne proizvodnje ili nedovoljne
eliminacije ROS-a koji izazivaju razli¢ita oksidacijska oste¢enja. Prilikom kroni¢ne izlozenosti
ona se nakupljaju i povezana su s razvojem razli¢itih bolesti, ukljucujuci i tumor (vidi poglavlje
1.3). ROS utjecu na sve procese vezane uz nastanak i razvoj tumora: od inicijacije, proliferacije
i progresije do apoptoze ili prezivljenja tumorskih stanica, utjecu na njihov metabolizam,
morfologiju i adheziju te moguénost metastaziranja (Liou i Storz 2010). Tumorske stanice
koriste iste signalne puteve kao i zdrave stanice, ali one ih prenamjenjuju u svoju korist. Zdrave
stanice, na podraZaj citokina i hormona, stvaraju ROS u niskim fizioloskim koncentracijama
pri ¢emu oni imaju ulogu sekundarnih glasnika koji poti¢u njihovu proliferaciju. Tumorske
stanice na isti na¢in poti¢u svoju proliferaciju, ali bez dobivenog signala (Burdon 1995). Zbog
stalno aktivnih signala za rast, tumorske stanice mogu uzimati vi§e nutrijenata, preZivjeti veci
stani¢ni stres te posljedi¢no proliferirati u puno vecoj mjeri od zdravih stanica (Schieber i
Chandel 2014). Uslijed ovakvog ,,hiper-metabolizma‘ tumorske stanice produciraju puno veéu
razinu ROS-a od zdravih nepromijenjenih stanica (Szatrowski i Nathan 1991). Osim pojacanog
metabolizma, tumorske stanice stvaraju viSe ROS-a zbog disfunkcije mitohondrija, povecane
aktivnosti peroksisoma, oksidaza i oksigenaza, zbog pojacane unutarstani¢ne signalizacije 1
aktivnosti onkogena (Liou i Storz 2010). Budué¢i je u tumorskih stanica prisutna visa
koncentracija ROS-a u usporedbi sa zdravim stanicama, one se moraju adaptirati. Dolazi do
metabolickih adaptacija, kojima dobivaju viSe nutrijenata 1 energije, te do jacanja
antioksidacijskog sustava. Kao i u zdravih stanica, ROS u tumoru mogu imati dvostruku ulogu.
Protumorsku ili protutumorsku ulogu ROS-a definira vrsta stanica ili tkiva, mjesto na kojem

radikali nastaju, njihova koncentracija i duljina izlozenosti (Reuter i sur. 2010). ROS moze
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izazvati karcinogenezu, ali isto tako moze djelovati protutumorski i izazivati smrt tumorskih
stanica. Niska subletalna koncentracija ROS-a promovira proliferaciju (Burdon 1995), a visoka
koncentracija izaziva apoptozu tumorskih stanica (Holmstréom i Finkel 2014). Upravo se na
principu potenciranja ROS-a u tumorskih stanica bazira aktivnost kemo- ili radioterapije
(Renschler 2004). Ujedno, bitna je duljina izloZenosti jer dugotrajna izloZzenost OS-u moze
potaknuti nastanak rezistencije na apoptozu u tumorskih stanica (Brown i Bicknell 2001). Pri
kroni¢noj izlozenosti OS-u tumorske stanice mogu postati rezistentne ¢ak i na onu
koncentraciju ROS-a koja je za njih bila pogubna pri akutnoj izlozenosti; na ovaj se nacin, zbog
dugotrajne primjene kemoterapije i selektivne adaptacije tumorskih stanica na nju, razvija
rezistencija (Mahalingaiah i Singh 2014).

1.2.1. Uloga ROS-a u karcinogenezi

Zbog oksidacijskih oste¢enja dolazi do trajnih promjena genomskog materijala ili
promjena u ekspresiji gena koje mogu biti zaetak mutageneze, karcinogeneze i starenja. ROS
su mutageni koji mogu inicirati karcinogenezu direktno oksidacijom DNA, RNA i lipida ili
indirektno mijenjajudi stani¢ne signalne puteve (Reuter i sur. 2010). Najvecéa ostecenja izaziva
hidroksilni radikal koji moze ostetiti DNA baze ili deoksiriboznu os i izazvati jedno- ili
dvolancani lom DNA (Liou i Storz 2010). Uslijed neto¢ne replikacije ili krivog popravka
oste¢ene DNA baze nastaju mutacije poput supstitucija i delecija, a zbog pogreSnog popravka
loma DNA nastaju kromosomske aberacije koje izazivaju amplifikacije, gubitak
heterozigotnosti ili promjene u ekspresiji gena; sve pogreske koje nastaju mogu doprinijeti
razvoju tumora (Bohr i sur. 1995; Valko i sur. 2004). Promjene uzrokovane ROS-om mogu
inicirati apoptozu osteCene stanice, ali mogu dovesti i do aktivacije proto-onkogena i/ili
inaktivacije tumor-supresorskin gena koji ¢e pokrenuti malignu transformaciju (Matés i
Sanchez-Jiménez 2000). Primjer oksidacijskog ostecenja DNA je nastanak 8-hidroksigvanina
(8-OH-G, engl. 8-hydroxyguanine), mutagena i karcinogena koji se koristi kao biljeg u svrhu
detekcije oksidacijskog oste¢enja (Valko i sur. 2006). Osim direktnog ucinka na DNA,
hidroksilni radikal dovodi do karcinogeneze tako Sto reagirajuci s fosfolipidima uzima elektron
1z nezasi¢ene masne kiseline 1 zapocinje lipidnu peroksidaciju. Tijekom lanca reakcija nastaje
veliki broj radikala, a najbolje istrazeni krajnji produkti su malondialdehid (MDA, engl.
Malondialdehyde), akrolein i 4-hidroksinonenal (HNE, engl. 4-Hydroxynonenal). MDA je
mutagen i karcinogen koji reagira s DNA bazama stvaraju¢i DNA adukte, a HNE ima vrlo jake
ucinke na signalne puteve unutar stanice (Valko sur. 2007; Milkovic i sur. 2015; Cipak

Gasparovic i sur. 2017). Oksidacijom proteina mijenja se njihova struktura i funkcija te ovako
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promijenjeni proteini mogu sudjelovati u promociji tumora. Moze do¢i do aktivacije ili
inhibicije nekih enzima (primjerice, DNA polimeraze koja ne moze popraviti oSteCenu DNA),
do promjene receptora ili transkripcijskih faktora (primjerice, oksidacijom KEAPL proteina
omogucava se aktivnost NRF2 transkripcijskog faktora) te do promjene signalnih puteva unutar
stanice (primjerice, aktivacija MAPK (protein kinaza aktivirana mitogenom, engl. Mitogen
Activated Protein Kinase)/AP-1 (aktivator proteina 1, engl. Activator Protein 1) i NF-xB
(jezgrin faktor kapa B, engl. Nuclear Factor Kappa B) signalnih puteva koji promicu
proliferaciju stanica) (Klaunig i sur. 1998; Liou i Storz 2010). ROS izazivaju abnormalnu
ekspresiju gena, zaustavljaju medustani¢nu komunikaciju i mijenjaju signalne puteve unutar
stanice Sto rezultira proliferacijom i izbjegavanjem apoptoze tumorskih stanica (Klaunig i sur.
1998). Nakon maligne transformacije, tumorske stanice i dalje imaju povisenu razinu ROS-a
koja odrzava onkogeni fenotip i poti¢e progresiju tumora (Storz 2005). ROS sudjeluju u svim
koracima karcinogeneze (Slika 4) te je nazo¢ni OS povezan s nastankom tumora, ali i s
njegovim napredovanjem. ROS aktivira MAPK i PKC (protein kinaza C, engl. Protein Kinase
C) te transkripcijske faktore poput NF-xB, HIF-1a (hipoksijom inducirani faktor 1-alfa, engl.
Hypoxia-Inducible Factor 1-Alpha), AP-1 ili STAT3 (prenosilac signala i aktivator
transkripcije 3, engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 3) koji kontroliraju
ekspresiju proteina ukljucenih u upalu, transformaciju stanica te prezivljenje, proliferaciju,
invaziju, angiogenezu i metastaziranje tumorskih stanica (Kang i sur. 2005; Gupta i sur. 2012).
Pojacana endogena produkcija ili egzogena primjena ROS-a, kao i smanjena antioksidacijska

obrana, poti¢u stani¢nu proliferaciju.

INICIJACIJA PROMOCIJA PROGRESIJA

@G)@

Popravak Apoptoza Apoptoza
—_
N e N
Ostecenje DNA Proliferacija Proliferacija,
/i,‘ 4‘\ f&: @
Zdrava /' Promijenjena Nakupi #
stanica ’ stanica axupina ¢
ROS ROS  promijenjenih stanica ROS Tumor

Slika 4. Proces nastajanja tumora

Promijenjena inicirana stanica jo$ nije tumorska jer postoje nacini popravka, ali ako do njih ne dode, a
dode do dodatnih ostec¢enja, zapocinje faza promocije. Sada nema mogucénosti popravka niti apoptoze
ostecene stanice, a ona se nekontrolirano dijeli. Svakim daljnjim oSte¢enjem mogu nastati dodatne
promjene koje daju tumorskim stanicama nove prednosti poput angiogeneze, invazije i metastaziranja.
Kratice: ROS (reaktivne kisikove vrste).
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1.2.1.1. Utjecaj vodikova peroksida

Vodikov peroksid nije radikal, ali spada u ROS. Za razliku od superoksidnog aniona i
hidroksilnog radikala, ukljucen je u razlicite fizioloske procese ukljucujuéi prijenos signala,
proliferaciju i diferencijaciju stanica, metabolizam te modulaciju imunoloskog odgovara
(Lennicke i sur. 2015; Di Marzo i sur. 2018). Zbog stabilnosti i slabije reaktivnosti djeluje kao
sekundarni glasnik. Takoder je ukljucen u procese apoptoze, autofagije, hipoksije, upale,
zacjeljivanja rana, kontrakcije misi¢a i mnogih drugih (Sies 2017). Vodikov peroksid nastaje i
eliminira se u stanici metodama opisanima u odlomku 1.1.1.1. Njegova difuzija kroz membranu
je posredovana specifiécnim kanalima nazvanima akvaporini (AQP, engl. Aquaporin)®.
Nastanak i eliminacija vodikova peroksida te odrzavanje njegove fiziolo§ke koncentracije bitne
za rad stanice dobro su kontrolirane u zdravih stanica. Budu¢i da on sudjeluje u diferencijaciji,
rastu i prezivljavanju stanica, njegova koncentracija je ¢esto poviSena u tumorskih stanica kako
bi im omogucio navedene karakteristike (Szatrowski i Nathan 1991; Burdon 1995 ). Bitno je
naglasiti da je njegova uloga dvojaka te ovisna o koncentraciji i mjestu nastanka, zbog cega ju
je potrebno odrzavati u ravnotezi, jer previsoka razina vodikova peroksida moze zaustaviti
stani¢ni ciklus i inducirati apoptozu tumorskih stanica. Zato su u tumora antioksidacijski
mehanizmi zastite takoder pojacani te ih stite od oksidacijskih oSte¢enja i smrti (Lennicke i sur.
2015). Dakle, tumori imaju povisenu razinu ROS-a, ali i antioksidacijske zastite, kako bi
kontrolirali njihovu postojecu razinu, zbog ¢ega se dodavanjem ROS-a, ovisno o koli¢ini, osim
navedenog poticanja proliferacije, moze potaknuti i apoptoza tumorskih stanica. Protumorska
ili antitumorska uloga vodikova peroksida ovisi 0 njegovoj koncentraciji kao i lokaciji na kojoj
nastaje: niza potice proliferaciju, rast i rezistenciju tumora dok previsoka izaziva apoptozu.
Tako se karakteristika tumora, prisustvo vise razine ROS-a nego u zdravih stanica, moze

iskoristiti kao potencijalna strategija protiv njega u antitumorskoj terapiji.

1.2.2. Uloga antioksidansa u karcinogenezi

Antioksidansi su zaduzeni za eliminaciju ROS-a, stoga bi se mogli Koristiti za
sprjecavanje karcinogeneze. Da bi se to dogodilo, moraju o¢uvati regulaciju stani¢nog ciklusa,
inhibirati proliferaciju i potaknuti apoptozu tumorskih stanica, smanjiti upalu i stimulirati
detoksikacijske enzime (Valko i sur. 2007). Medutim, kao i ROS, antioksidansi imaju

dvostruku ulogu u karcinogenezi. Oni stite stanice od oksidacijskih ostecenja - u zdravih stanica

% Akvaporini ili kanali za vodu su membranski proteini koji omogu¢avaju transport vode preko staniéne membrane
u ovisnosti o osmotskom gradijentu.
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je to pozeljno i moze sprijeciti karcinogenezu, ali isti mehanizmi odvijaju se 1 u tumorskih
stanica te ih antioksidansi Stite i omogucavaju im daljnji rast. Visoka razina ROS-a u tumorskih
stanica uravnotezena je visokom razinom antioksidansa koji odrZzavaju redoks ravnotezu, dok
bi u protivnom i tumorske stanice mogle podle¢i oksidacijskim o$te¢enjima i posljedi¢noj smrti
(Schieber i Chandel 2014). lako visoka razina ROS-a pokreée apoptozu stanica tumora, one se
jednako tako mogu prilagoditi na OS regulacijom antioksidansa koji poti¢u njihovo prezivljenje
i razvoj rezistencije (Liou i Storz 2010). Zato primjena antioksidacijske terapije u pacijenata s
postojecim tumorom moze napraviti jos vecu Stetu, buduci da dodatno stimulira rast tumora i

poti¢e prezivljenje tumorskih stanica (Valko i sur. 2007; Milkovic i sur. 2014).

Povecana proizvodnja ROS-a u tumorskih stanica povezana je i s ve¢im antioksidacijskim
kapacitetom. Jedan od vaznih naéina kojim se tumorske stanice brane od oksidacijskih
ostecenja je aktivacija NRF2 transkripcijskog faktora oksidacijom KEAP1 proteina (Schieber 1
Chandel 2014). U zdravih stanica i ranijim fazama razvoja tumora NRF2 odrzava redoks
homeostazu, sprje¢avajuci oksidacijska oStecenja poticanjem eliminacije ROS-a, i na taj nacin
moze sprijeciti ili zaustaviti karcinogenezu. S druge strane, on moze i potaknuti karcinogenezu
tako §to smanji potrebnu razinu ROS-a koja bi aktivirala apoptozu u promijenjenim stanicama
(Milkovic i sur. 2017). Otkri¢e uloge GSH i tioredoksin signalnih puteva (koji su aktivirani
posredstvom NRF2) u razvoju tumora govori u prilog njegove uloge u inicijaciji karcinogeneze
(Harris i sur. 2015). Nadalje, njegova protumorska uloga o¢ituje se i u zastiti tumorskih stanica
od oksidacijskih os$tecenja, istovjetnoj kao u zdravih stanica. Dakle, kontrolirani NRF2 ima
citoprotektivnu ulogu i moze sprije€iti inicijaciju tumora, ali njegova pojacana aktivacija u
tumorskim stanicama, stite¢i ih od oksidacijskih o$tec¢enja doprinosi razvoju tumora i
omogucava im stvaranje rezistencije (Harder i sur. 2015). Tumorske stanice na nekoliko nacina
mogu postic¢i stalnu aktivnost NRF2. Moze do¢i do mutacija unutar KEAP1, NRF2 ili UPS koje
dovode do pojacane aktivacije NRF2, moze do¢i do njegove prekomjerne ekspresije ili
posttranslacijskog utiSavanja KEAPI1, a do pojacane aktivnosti moze doc¢i 1 zbog aktivnosti
onkogena K-Ras, B-Raf ili Myc (Harder i sur. 2015). U razli¢itih je tumorskih stanica pokazana
povecana ekspresija NRF2 koja je povezana s progresijom i razvojem tumora, Stvaranjem
rezistencije na kemoterapiju i loSijom prognozom za pacijenta (Lau i sur. 2008; Lennicke i sur.
2015). Zbog aktivacije NRF2 pokazana je povecana ekspresija GST, GPx i GSH (Reuter i sur.
2010). Aktivacijom transkripcijskih faktora NF-kB, HIF-1a ili NRF2 potice se antioksidacijska
obrana tumorske stanice i dolazi do pojacane aktivnosti SOD, GPx, CAT ili nekog drugog

antioksidansa uklju¢enog u eliminaciju ROS-a (Gupta i sur. 2012). U raznih tumora uocena je
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povisena razina GSH koja pomaze razvitku rezistencije tumorskih stanica na kemoterapiju.
Nacin na koji GSH svojim antioksidacijskim i detoksikacijskim sposobnostima S§titi zdrave
stanice, isti je 1 u tumorskih stanica. Ovaj oblik zaStite tumorskim stanicama omogucava
prezivljenje i razvitak rezistencije, buduc¢i da GSH konjugira i izbacuje citotoksi¢ne lijekove
koji se primjenjuju (Balendiran i sur. 2004). Zbog povisene razine ROS-a kojeg GSH uklanja,
povecava se koncentracija GSSG u odnosu na GSH i znac¢ajno se smanjuje GSH/GSSG omjer
u krvi pacijenata s tumorom kolona i dojke (Valko i sur. 2006). Tumorske stanice iskoristavaju
i HO-1 u svoju korist, pa je u tumorskih stanica Cesto visa ekspresija HO-1 nego u okolnom
tkivu. Budu¢i ima citoprotektivnu ulogu, HO-1 S§titi stanice, bilo zdrave bilo tumorske. HO-1
djeluje protumorski jer sudjeluje u progresiji tumora, nastajanju metastaza i Stvaranju
rezistencije (Dulak 2007). Takoder, potie vaskularizaciju i angiogenezu u tumoru, S§to
omogucava brzi rast i metastaziranje (Bahmani i sur. 2011). Zbog citoprotektivne uloge i NQO1
je Cesto prekomjerno eksprimiran u tumorskih stanica, a postoje i mutacije u NQO1 genu
povezane s nastankom tumora. Takoder, pokazana je veza izmedu povisene razine NQOI i
stupnja diferenciranosti, viSeg stadija, postojanja metastaza i prekomjerne ekspresije HER2, §to

ukazuje na ulogu NQOL u inicijaciji, progresiji, invaziji i metastaziranju (Yang i sur. 2014).

1.2.3. Oksidacijski stres i metabolizam tumora

Tumorske stanice mijenjaju svoj metabolizam kako bi §to bolje iskoristile nutrijente i
energiju u svrhu brze proliferacije i rasta. Promjene koje se dogadaju ukljucuju pojac¢ano
koristenje glikolize, indukciju puta pentoza-fosfata (PPP, engl. The Pentose Phospate
Pathway), poja¢an metabolizam aminokiselina i lipida te biosintezu makromolekula (Phan i
sur. 2014). Tumorske stanice imaju visoku razinu aerobne glikolize, koju inace zdrave stanice
koriste samo u anaerobnim uvjetima, stoga se ovaj fenomen naziva Warburgov ucinak
(Holmstrom 1 Finkel 2014). Razgradnjom glukoze do piruvata u glikolizi nastaju samo 2
adenozin trifosfata (ATP, engl. Adenosine Triphosphate) , §to tumor nadoknaduje povecanom
ekspresijom glukoznih transportera i pojacanim unosom glukoze u stanice (Phan i sur. 2014).
Osim za nastanak ATP-a, glikoliza je bitna jer nastaju prekursori kao $to je glukoza-6-fosfat,
koja se Kkoristi u PPP-u za povecanu produkciju NADPH, a on se iskoriStava za regeneraciju
GSH-a i detoksikaciju (Holmstrom i Finkel 2014; Phan i sur. 2014).

Enzim Kkoji je indirektno bitan u odgovoru na oksidacijski stres, je AMPK. To je
unutarstani¢ni energetski senzor koji je ukljucen u odrzavanje homeostaze stani¢ne energije te

metabolizma glukoze (Hardie i Carling 1997). Aktivni oblik AMPK je fosforilirani: p-AMPK,
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a njegova aktivacija povezana je s aktivacijom drugih antioksidacijskih enzima. AMPK se
aktivira u stanju metabolickog stresa, nedostatka nutrijenata i hipoksije, odnosno uslijed
nedostatka ATP-a ¢ime se snizava njegova razina u odnosu na adenozin monofosfat (AMP,
engl. Adenosine Monophosphate) ili adenozin difosfat (ADP, engl. Adenosine Diposphate)
(Hardie 2011). Takoder, aktivira se zbog porasta koncentracije unutarstani¢nog kalcija prilikom
manjka glukoze ili ostecenja DNA (Vara-Ciruelos i sur. 2019). Glavna uloga AMPK je
metaboli¢ko reprogramiranje s anabolizma na katabolizam kako bi se omogucilo preZivljenje
stanice. Dakle, inhibiraju se putevi u kojima se energija trosi, a promoviraju se oni u kojima
nastaje. Potice se unos glukoze u stanice aktivacijom glukoznih transportera te unos masnih
kiselina translokacijom transportera za masne kiseline, promovira se glikoliza, oksidacija
masnih Kkiselina i stvaranje novih mitohondrija (Hardie 2011). Osim $to poti¢e nastanak novih
mitohondrija, AMPK sudjeluje u degradaciji starih. Budu¢i su mitohondriji jedan od glavnih
izvora ROS-a u stanici, Starenjem se povecava moguénost njihova nastanka i pojavnost
oksidacijskih o$tec¢enja. Uz promociju nastanka ATP-a, AMPK sprjecava njegovo troSenje pa
tako inhibira ekspresiju i aktivnost enzima bitnih za sintezu proteina i masnih Kiselina, sprjecava
glukoneogenezu te zaustavlja stani¢ni ciklus (Hardie 2011). Buduéi da brza proliferacija i rast
stanica iziskuju puno nutrijenata, sinteza proteina i lipida mora biti stalno aktivna. Zbog
mogucnosti zaustavljanja proliferacije i stani¢nog ciklusa, AMPK se moze smatrati tumor-
supresorom. Njegova tumor-supresorska uloga dokazana je nizom pojavno$éu tumora u
dijabetiCara koji su koristili lijek za inhibiciju produkcije glukoze koji istovremeno aktivira
AMPK (Evans i sur. 2005). In vitro je pokazan isti u¢inak povisenja razine AMPK na stanicama
tumora dojke, gdje je isti lijek imao antiproliferativni i proapoptotski u¢inak (Queiroz i sur.
2014). Osim toga, ElI-Masry i sur. (2012) su aktivacijom AMPK sprijecili proliferaciju i
potaknuli apoptozu stanica tumora dojke. AMPK je tumor-supresor u slu¢aju kada §titi zdrave
stanice i sprjecava proliferaciju tumorskih stanica. Ako dode do gubitka AMPK prije inicijacije
tumora, omogucava se proliferacija i1 rast tumorskih stanica. Moze do¢i do gubitka funkcije
AMPK radi mutacije, nemogucnosti aktivacije te zbog prejake aktivacije protein kinaze B
(PKB, engl. Protein Kinase B) koje se javljaju u mnogih tumora (Queiroz i sur. 2014). Kada
tumor nastane, AMPK djeluje kao tumor-promotor i §titi stanice od manjka Kisika i nutrijenata
te oksidacijskog stresa (Vara-Ciruelos i sur. 2019). Visoke razine AMPK u postoje¢em tumoru

promoviraju njegov rast i proliferaciju.
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1.3. Tumor dojke

Maligni tumori® su jedan od najveéih zdravstvenih problema nase svakodnevice. lako se
rade brojna istrazivanja i doslo je do mnogih napredaka u dijagnozi i lijecenju, i dalje nije
rijeSen problem porasta ucestalosti jednog od najvecih uzro¢nika smrtnosti. Tumor dojke drugi
tumora, takoder vodec¢i je uzrok smrtnosti od tumora u brojnim zemljama (Bray i sur. 2018).
lako postoje nasljedni i genetski ¢imbenici koji uzrokuju tumor dojke u 5-10 % slucajeva, on
veéinom nastaje zbog nenasljednih faktora. Tumor dojke heterogena je bolest koja se razlikuje
u patoloskim obiljezjima, odgovoru na terapiju i prezivljenju pacijenata. Zbog tih razlika bitna
je klasifikacija tumora dojke koja omoguéava selekciju pacijenata te davanje odgovarajuce

prognoze i terapije.

1.3.1. Kilasifikacija tumora dojke

Tumor dojke nastaje unutar tkiva dojke. Maligni tumor koji nastaje iz epitelnih stanica
naziva se karcinom, iz stanica vezivnog tkiva nastaje sarkom te unutar limfnih ¢vorova moze
nastati limfom. Najcesc¢i su karcinomi, duktalni koji nastaju iz mlije¢nih kanalica i lobularni
koji nastaju iz mlije¢nih zlijezda u dojci. AKko je karcinom, duktalni ili lobularni, ograni¢en na
epitelno tkivo dojke u kojem je nastao nazivamo ga lokaliziranim ili karcinomom in situ, kada
karcinom probije bazalnu membranu i infiltrira okolno tkivo dojke klasificiramo ga kao
invazivni ili infiltrativni karcinom (Makki 2015).

Osim podjele na histoloskoj, tumor dojke mozemo klasificirati i na molekularnoj razini.
Proucavajuci varijacije u ekspresiji gena povezane s klini¢kim ishodom unutar grupe pacijenata
s tumorom dojke, Perou i sur. (2000) prvi su opisali nac¢in klasifikacije na molekularnoj razini
koji ukljucuje podjelu tumora dojke na cetiri tipa: luminalni, bazalni, HER2 (humani
epidermalni faktor rasta 2, engl. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) pozitivni i
normalni. Uz ovu podjelu, opisana je i podjela s obzirom na izrazenost receptora za estrogen
(ER, engl. Estrogene Receptor), gdje je samo luminalni tip tumora ER pozitivan, odnosno
ovisan o estrogenu. Daljnjim se istrazivanjima uvidjelo da postoje razlike u prognozi unutar

grupe luminalnog tipa tumora dojke, pa su se i oni razdijelili u luminalni tip A s boljom i

6 Maligni tumor ili neoplazma ozna¢ava nakupinu promijenjenih stanica nekog tkiva koja nema fiziolosku funkciju
i ne odgovara na signale iz okoliSa. Promjene koje obiljezavaju tumorske stanice i razlikuju ih od zdravih su
nekontrolirana proliferacija, izbjegavanje supresora rasta, mogucnost invazije i metastaziranja, neograniceni
replikacijski potencijal, indukcija angiogeneze i izbjegavanje apoptoze (Hanahan i Weinberg 2000).
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luminalni tip B s losijom prognozom (Serlie i sur. 2001). Iako je moguce detektirati razlike i
Klasificirati tumor dojke na osnovu varijacija u ekspresiji gena, ova je metoda vrlo kompleksna
te zbog toga neprimjenjiva u klinici gdje ju je zamijenila provjera proteinskih biomarkera
imunohistokemijskim bojanjem’. Provjerom izraZenosti receptora za estrogen, progesteron
(PR, engl. Progesterone Receptor) i HER2 te sljedbom pripadaju¢eg imunohistokemijskog
algoritma vrsi se klasifikacija tumora dojke u spomenute tipove. Hormonski pozitivan ili
luminalni tip tumora je onaj koji odgovara na utjecaj hormona (primjerice, estrogena) zbog
izrazenih hormonskih receptora (Gurer-Orhan i sur. 2017). Luminalni tip A je sporo-rastuci,
manje agresivan tumor koji se zbog prisutnosti ER i PR moze tretirati hormonskom terapijom,
radi toga ima najbolju prognozu i visoko prezivljenje (Serlie i sur. 2001). Za razliku od njega,
luminalni tip B, osim ER i PR, izrazava i HER2 te ima lo$iju prognozu. Tumor Kkoji ima
prekomjernu izrazenost HER2, ali nema izrazene ER i PR, je HER2 pozitivni tumor. On je
agresivniji od ostalih i ima lo$iju prognozu, ali se zbog primjene ciljane terapije uz kemoterapiju
lakse lijeci od trostruko negativnog tipa (Gurer-Orhan i sur. 2017). Ako je tumor negativan za
sva tri provjerena proteinska biljega on je trostruko negativan ili bazalan tip tumora dojke. Ovaj
tip tumora je agresivan i invazivan te ima najloSiju prognozu, zbog nemoguénosti primjene

hormonske ili ciljane terapije jedini nacin lijeCenja je kemoterapija (Gurer-Orhan i sur. 2017).

Tumor dojke moze se klasificirati na razlicite histoloske i molekularne nacine, ali svi
imaju istu svrhu — klasificirati pacijente prema razlikama bitnim za prognozu i lijeCenje.
Molekularnim se metodama danas mozZe pronaci ogroman broj razlika i slicnosti u grupama
pacijenata, ali bitno je da li ta razlika nosi klini¢ki znacaj. Klasifikacija na osnovu izrazenosti
ER, PR i HER2 dovoljno je jednostavna kako bi se rutinski koristila, a omogucuje davanje

prognoze i najprikladnije terapije.

" Imunohistokemija je metoda koja se koristi za vizualizaciju stani¢nih komponenti, primjerice proteina, u uzorku
tkiva koristeci specifiéna antitijela vezana na enzim ili fluorescentnu boju. Rezultat se o¢itava na svjetlosnom ili
fluorescentnom mikroskopu.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Poznata je dvojaka uloga ROS-a ovisna 0 njihovoj koncentraciji koja ukljucuje njihov
doprinos u odvijanju fizioloskih procesa, dok su vise koncentracije ukljucene u razne patoloske
procese. Nadalje, u tumorskih je stanica, u odnosu na zdrave, pokazana visa razina ROS-a koje
dodatno stvara i protutumorska terapija. Kako ne bi doslo do oksidacijskih oStecenja i smrti
tumorskih stanica u njima dolazi do pojacanja antioksidacijske zastite koja im omogucéava
prezivljenje i neometani rast. lako u zdravih stanica aktivacija antioksidacijske zastite djeluje
protutumorski, antioksidansi u tumorskih stanica djeluju protumorski. Ali nista nije
jednostavno, pa tako osim navedene protumorske uloge ROS-a, poznata je i njihova
protutumorska uloga. Stvaranjem previsokih koncentracija ROS-a koje se ne mogu dostatno
eliminirati, ¢ak i tumorske stanice mogu podlec¢i oksidacijskim oSteCenjima i smrti. Tumor
dojke jedan je od naj¢es¢ih tumora naSe svakodnevice, poznat po svojoj heterogenosti. Buduci
da razliciti tipovi tumora dojke ne reagiraju iSto na terapiju, vjerojatno je i da postoje razlike u

odgovoru na oksidacijski stres kao i u antioksidacijskom kapacitetu.

Cilj ovog rada je ispitati odgovor stanica tumora dojke na vodikovim peroksidom izazvani
OS. U ovisnosti 0 dodanoj koncentraciji i duljini izlozenosti vodikovom peroksidu, pratit ¢e se
promjene u stani¢noj vijabilnosti, unutarstani¢noj razini ROS-a, antioksidacijskom kapacitetu i
metabolizmu stanica te tako ispitati razlikuje li se odgovor tijekom kratkotrajne i dugotrajne
izlozenosti oksidacijskom stresu. Pri tome ¢e se pratiti promjene u aktivnosti CAT i
koncentraciji GSH kao bitnih antioksidansa u borbi protiv OS-a. Provjerit ¢e se izrazenost
glavnog regulatora transkripcije za antioksidacijske i detoksikacije enzime, NRF2. Nadalje,
istrazit ¢e se izrazenost antioksidacijskih enzima HO-1 i NQOL. Za provjeru da li dolazi do
metabolicke adaptacije tumorskih stanica, pogledat ¢e se izrazenost fosforiliranog i
nefosforiliranog oblika AMPK. Usporedit ¢e se i razlike u odgovoru na izazvani OS izmedu tri
razli¢ite stani¢ne linije tumora dojke (MCF-7 (hormonski pozitivne), SkBr-3 (HER2 pozitivne)

I SUM 159 (trostruko negativne) koje danas predstavljaju osnovni nacin klasifikacije u klinici.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzgoj stanica

Rad sa stani¢nim kulturama odvijao se u zaStitnom kabinetu za rad u sterilnim uvjetima
u sterilnoj prostoriji. Uzgoj stanica, manipulacija, nasadivanje i tretmani isti su za sve tri
stani¢ne linije tumora dojke koristene u svrhu ovog istrazivanju: MCF-7 (hormonski pozitivna),
SkBr-3 (HER2 pozitivna) i SUM 159 (trostruko negativna).

Podaci o koristenim kemikalijama koji nisu navedeni u tekstu nalaze se u prilogu
(odlomak 8).

Stanice se ¢uvaju u krio tubicama u teku¢em dusiku na -196 °C. Kada su bile potrebne za
pokus, izvade se i stave u ¢asicu s malo hladne vode kako bi se otopile. Otopljena suspenzija
umijesana je u 4 mL medija za uzgoj stanica (DMEM s 10 % FCS-om (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA); dalje u tekstu: medij) u staklenoj epruveti, a potom centrifugirana 5 minuta
na 1300 rpm u centrifugi za staklene epruvete Heraeus Function Line Labofuge 400 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD). Supernatant se izlio, a talog resuspendirao u 1 mL
medija i prebacio u bocu za uzgoj stanica TC Flask T75, Cell+, Vented Cap (Sarstedt,
Niimbrecht, Njemacka) u koju je prethodno dodano 9 mL medija. Stanice su uzgajane u
inkubatoru za uzgoj stanica Heraeus Hera Cell (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
na 37 °C i 5 % COz. Rasle su u eksponencijalnoj fazi rasta te su prije konfluentnosti (faze
usporenog rasta) tripsinizirane tako $to se prvo medij odvadio iz boce, isprane su jednom s PBS-
om (137 mM NaCl, 10 mM KH2POys, 2,7 mM KCI) te se dodalo 1-2 mL tripsinas 0,25 % EDTA
(etilendiamintetraoctena kiselina, engl. Ethylenediaminetetraacetic Acid) i sac¢ekalo 5 min.
Kada su se stanice zaokruzile i odlijepile od povrSine, u bocu se dodao medij koji inhibira
djelovanje tripsina, a zatim se sav sadrzaj iz boce prebacio u oznacenu staklenu epruvetu. Manji
volumen stanica razrijedio se 2x ili 10x s tripanskim modrilom i Zive stanice su izbrojane u
Biirker-Tiirk-ovoj komorici pod invertnim mikroskopom Axiovert 25 (ZEISS, Oberkochen,
Njemacka). Prema Jednadzba 6 izraCunao se broj stanica u suspenziji. Prebrojane stanice su

smrzavane, dalje nasadivane u bocu ili ostavljane za pokus.

Jednadzba 6. IzraCunavanje broja stanica

izbrojane stanice
broj polja

Broj stanica = * volumen polja * faktor razrjedenja * volumen suspenzije
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Sve stanice su centrifugirane 5 minuta na 1300 rpm. Smrzavalo se 2-3 milijuna stanica u
1 mL medija za smrzavanje (DMEM:FCS:DMSO = 4:5:1) u krio tubicama. Talog stanica
izdvojenih za pokus se resuspendirao u 1 mL medija i stanice su ponovno izbrojane. Izra¢unat
je volumen suspenzije stanica koji je potrebno uzeti da bi se nasadio potreban broj stanica za
pokus. Stanice su paralelno nasadivane za kratkotrajne i dugotrajne pokuse. Ostavljane su 24
sata kako bi se zalijepile za povrSinu i povratile svoja svojstva te su zatim tretirane rastu¢im
koncentracijama vodikova peroksida (2,5 — 100 uM; Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska). Prilikom
kratkotrajne izlozenosti (KT) stanice su tretirane jednom te se nakon 24 sata mjerila stani¢na
vijabilnost (MTT test), razina ROS-a te su izolirani proteini za WB analizu i mjerenje GSH i
CAT. Dugotrajna izlozenost je ukljucivala 3 uzastopna tretmana vodikovim peroksidom svakih
48 sati. Svakom sljedeem tretmanu stanicama je prethodilo odstranjivanje starog medija te
dodatak odgovarajuéeg novog tretmana. Nakon zadnjih 48 sati (sedmi dan od nasadivanja) su

napravljene odgovarajuce analize ili pripreme za iste.

3.2. Mjerenje stani¢ne vijabilnosti

Stani¢ne vijabilnosti mjerene su komercijalnim kompletom EZ4U (MTT test; Biomedica,
Be¢, Austrija) prema uputama proizvodaca. Test se bazira na redukciji bezbojne tetrazolijeve
soli u obojene, topive derivate formazana koji se izlu¢uju u medij, a ¢iji se intenzitet ocitava na
¢itaCu mikrotitarskih plocica pri valnoj duljini 450 nm, uz referentnu valnu duljinu 620 nm.
Budu¢i da ovu reakciju mogu obavljati samo Zive stanice, razvijena boja proporcionalna je

njihovom broju.

U svrhu mjerenja stani¢ne vijabilnosti MTT testom nasadivano je 5000 stanica u 100 uL
medija po jednoj jazici prozirne mikrotitarske plocice s 96 jazica (TPP, Trasadingen,
Svicarska). Triplikat ili kvadriplikat stanica je raden po svakom tretmanu te heksaplikat ili
octaplikat kontrola. Stanice su ostavljene 24 sata prije nego su tretirane vodikovim peroksidom
u rasponu koncentracija od 2,5 do 100 uM. Izlozenost tako tretiranih stanica je bila kratkotrajna
(24 sata) i dugotrajna (sedam dana, odnosno tri uzastopna tretmana vodikovim peroksidom u
trajanju od 48 sati svaki). Prije kapanja reagensa mijenjao se medij kako fenol crveno ne bi
utjecalo na ocitavanje apsorbancije te dodavalo 200 uL bezbojnog medija (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA). U svaku jazicu je dodano 20 pL prethodno pripremljenog reagensa za MTT
test, napravljenog mijeSanjem tetrazolijeve soli u 2,5 mL aktivatora dok se ne otopi.

Apsorbancija je oCitavana na citatu mikrotitarskih plo¢ica Multiskan EX (Thermo Electron
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Corporation, Shanghai, Kina) na 450/620 nm u vremenskim intervalima od 30 min tijekom dva

sata. Podaci su izrazeni kao postotak u odnosu na kontrolu.

3.3. Mjerenje razine unutarstani¢énog ROS-a

Unutarstani¢na razina ROS-a izmjerena je koriste¢i DCFH-DA (diklor-dihidro-
fluorescein diacetat, engl. 2'-7'Dichlorofluorescin Diacetate). Princip ovog testa je oksidacija
nefluorescentnog DCFH-DA u fluorescentni oblik koji se ocitava pri ekscitaciji/emisiji na
500/529 nm. Nakon kapanja DCFH-DA na stanice, on prolazi membranu i ulazi u citoplazmu
gdje ga deacetiliraju esteraze. Deacetilirani DCFH podloZan je oksidaciji koju obavlja
unutarstaniéni ROS, nastaje fluorescentni oblik DCF ¢iju fluorescenciju pratimo. Koli¢ina
unutarstani¢nog ROS-a proporcionalna je oksidaciji DCFH-DA, stoga se tako moze

kvantificirati 1 usporedivati unutar grupe uzoraka.

Za mjerenje unutarstani¢ne razine ROS-a nasadivano je 5000 stanica u 100 pL bezbojnog
medija po jednoj jaZici crne mikrotitarske plocice s 96 jaZica (Greiner Bio-One, Kremsmiinster,
Austrija). Triplikat ili kvadriplikat stanica je raden po svakom tretmanu te heksaplikat ili
octaplikat kontrola. Stanice su ostavljene 24 sata prije inkubacije s DCFH-DA i tretmana
vodikovim peroksidom u rasponu koncentracija od 2,5 do 100 uM. Zbog izuzimanja utjecaja
fenolnog crvenila, koriSten je bezbojni medij prilikom nasadivanja stanica i tretmana pri
kratkotrajnoj (KT) izloZenosti, odnosno kod zadnjeg tretmana pri dugotrajnoj izloZenosti (DT).
U KT, 24 sata nakon nasadivanja prije dodatka tretmana, a u DT prije zadnjeg tretmana
dodavano je 20 uL DCFH-DA (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) po jazici, finalne
koncentracije 10 uM te su stanice inkubirane 60 min.. Sav rad obavljan je u mraku. Nakon
inkubacije zamijenjen je medij i nakapan odgovarajuci tretman. Mjerenje fluorescencije na
gitadu mikrotitarskih plo¢ica Infinite 200 PRO (Tecan Group Ltd., Mannedorf, Svicarska)
obavljano je prije tretmana, odmah nakon te u 10. minuti pa svakih 60 minuta tijekom 5 sati i
nakon 24 odnosno 48 sati. Podaci su izrazeni kao RFU (engl. Relative Fluorescence Units) u
vremenu te kao razina ROS-a nastala tijekom 24 sata za KT odnosno 48 sati za DT koja je

dodatno korigirana prema stani¢noj vijabilnosti za pojedini tretman vodikovim peroksidom.

3.4. Mokri prijenos proteina na membranu

Mokri prijenos proteina na membranu (engl. Western blot) je imunokemijska metoda koja
se koristi za dokazivanje specifi¢nih proteina u uzorku, odnosno smjesi proteina, koriStenjem

oznacenih specifi¢nih antitijela (Towbin i sur. 1979).
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Za mokri prijenos proteina na membranu nasadivano je 50000 stanica u 1 mL po jednoj
jazici prozirne mikrotitarske plodice s 12 jaZica (TPP, Trasadingen, Svicarska). Stanice su za
DT nasadivane u duplikatu, a za KT u kvadriplikatu kako bi se izolirala dovoljna koncentracija
proteina. Nakon 24 sata, stanice su tretirane s 10, 20, 30 i 40 uM vodikovim peroksidom.
Izolacija proteina je bila 24 sata nakon tretmana za KT i 48 sati nakon tre¢eg tretmana, 0dnosno
7.dan za DT. Iz jazica je prvo odsisan medij, a zatim su dvaput isprane PBS-om. Za lizu stanica
dodavano je 30 uL RIPA pufera (50 mM Tris-Cl (pH 7,4), 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,1 %
SDS) s 1 % inhibitorom proteaza po jazici za kratkotrajni pokus i 40 uL za dugotrajni pokus.
Stanice su inkubirane 5 minuta na ledu, postrugane strugacem, prebacene u mikroepruvete te
centrifugirane 10 minuta na 13400 rpm u centrifugi MiniSpin (Eppendorf, Hamburg,
Njemacka). Supernatanti s proteinima su prebacivani u nove mikroepruvete, a talog s DNA,
RNA i smecem je bacen. Koncentracija proteina u uzorcimaizmjerena je prema protokolu kojeg
je predlozio Bradford (1976)8. Kao standard koristene su koncentracije BSA (govedi serumski
albumin, engl. Bovine Serum Albumin; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) u rasponu od 0,03
do 1 pug/uL u 20 % RIPA u PBS-u, zbog ¢ega su uzorci prije mjerenja razrijedeni 5x u PBS-u.
Na mikrotitarsku plo¢icu s 96 jazica otpipetirano je 5 uL standarda ili uzorka u tehnickim
duplikatima. Nakon toga nakapano je 200 uL pripremljenog reagensa za bojanje proteina (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, California, SAD), sacekalo se 5 minuta da se boja razvije i
stabilizira te izmjerilo na ¢ita¢u mikrotitarskih ploc¢ica Multiskan EX na 620 nm. Nepoznate
koncentracije proteina u naSim uzorcima izraunate su koriste¢i metodu linearne regresije
prema bazdarnoj krivulji ovisnosti apsorbancije o koncentraciji BSA, prema Jednadzba 7. Ako
su proteini razrjedivani, dobivena vrijednost mnozena je s razrjedenjem. Koncentracija proteina

izrazavana je kao pg proteina/ulL.

Jednadzba 7. IzraCunavanje koncentracije proteina iz bazdarne krivulje

Apsorbancija uzorka - Odsjecak na Y osi
Nagib pravca bazdarne krivulje

Koncentracija proteina = * Razrjedenje

Prethodno odredene koncentracije proteina u uzorcima su podeSene na istu vrijednost
nanosa proteina po jazici gela. Uzimana je vrijednost uzorka s najmanjom koncentracijom. U
PCR mikroepruvetu pipetiran je izra¢unati volumen svakog uzorka, PBS do 16 pL te je dodano
4 uL pufera za nanoSenje uzoraka (125 mM Tris HCI, 4 % SDS, 150 mM DTT, 20 % glicerol,

8 Metoda se bazira na promjeni crvene boje Coomassie sjajno plavo u plavu nakon vezanja za amino skupine na
proteinima, a ocitava se na ¢itacu mikrotitarskih ploc¢ica na 595 nm. Razvijena boja proporcionalna je kolic¢ini
proteina, pa se uzorci mogu kvantificirati koriStenjem proteinskih standarada poznate koncentracije.
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0,01 % Bromfenol plavo), ovaj volumen od 20 uL izabran je prema koristenim ceslji¢ima za
elektroforezu s 12 utora. Pripremljeni uzorci su vorteksirani i zagrijani 5 min na 95 °C u PCR
uredaju Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) kako bi se denaturirali.
Denaturirani proteini su razdvajani na osnovu molekulske mase u elektricnom polju koristec¢i
metodu gel elektroforeze. Koristen je diskontinuirani sustav koji se sastoji od 5 % gornjeg gela
za sabijanje (4,35 mL reH20, 1,27 mL 30 % akrilamid/bisakrilamid (Acryl/Bis), 1,87 mL pufer
2 (0,5 M Tris, pH 6,8), 100 uL 10 % APS, 10 uL TEMED) i 9 % donjeg gela za razdvajanje
(5,4 mL reH20, 3,6 mL 30 % Acryl/Bis, 3 mL pufer 1 (1,5 M Tris, pH 8,8), 100 uL 10 % APS,
10 uL TEMED). Slozena je potrebna aparatura: stakalce s razmaknicom i pokrovno stakalce
uévrséeno je na stalku te postavljeno na postolje za izlijevanje gela. Prvo je otpipetiran gel za
razdvajanje koji se odmah prekrio etanolom, za polimerizaciju je trebalo 30 minuta. Etanol se
izlio, stakla su posusena te je otpipetiran gel za sabijanje. Odmah se namjestio ¢esljic¢ i sacekalo
se 10 minuta da gel polimerizira. Stalak s gelovima se namjestio u prozirnu posudu u koju se
ulio pufer za elektroforezu (25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1 % SDS) toliko da prekriva gelove.
Ceslji¢ je pazljivo izvaden, a utori su zbog nepolimeriziranog gela isprani puferom. Nanosilo
se 4 uL biljega (Color-coded Prestained Protein Marker, Broad Range (10-250 kDa); Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, SAD (CST)) ili 20 uL pripremljenih proteina u jedan utor
na gelu. Kada su svi uzorci naneseni na gel, zatvorio se sustav za elektroforezu i uredaj za
elektri¢no napajanje za gel elektroforezu MP-250V (Cleaver Scientific, Warwickshire, UK) se
ukljucio na 90 V. Prelaskom proteina na donji gel voltaza se dizala na 105 V do zavrSetka
elektroforeze. Razdvojeni proteini preneseni su s gela na nitroceluloznu membranu za prijenos
proteina Roti®-NC (Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka) koriStenjem elektricnog polja u smjeru
okomitom na povrSinu gela. Prije samog zavrSetka elektroforeze pripremljen je sustav za
prijenos proteina. Izrezana nitrocelulozna membrana namocena je u reH2O, pa u puferu za
prijenos proteina (25 mM Tris, 192 mM glicin, 20 % metanol). U kadicu u kojoj se slaze
sandwich uliven je isti pufer te se zapocelo sa slaganjem: na crnu kazetu stavljena je u puferu
namocenu spuzvica, a na nju namoceni filter papir. Sljedeca komponenta je gel. ZavrSetkom
elektroforeze, gelovi u stakalcima izvadeni su van. Stakalca su odvojena S$patulicom i
odstranjen je nepotrebni gel za sabijanje. Na pripremljeni sandwich polozen je gel, a preko
njega nitrocelulozna membrana, plastiénim valjkom pazljivo su istisnuti mjehuric¢i. Na to je
stavljen namoceni filter papir i ponovno su istisnuti mjehuri¢i. Na kraju se stavila namocena
spuzvica i crvena kazeta s kojom se zatvorio sustav. Pripremljeni sandwich stavio se u posudu

sa stalkom za prijenos proteina, a pufer za prijenos proteina uliven je tako da prekriva cijeli
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stalak. Sustav se namjestio u stiropornu kutiju i potpuno okruzio ledenicama i ledom kako bi se
osigurao prijenos proteina na hladnom. Zatvorio se sustav i uklju¢io aparat za elektroforezu na
65 minuta uz konstantu jakost struje od 300 mA. Po zavrSetku, membrana se izvadila i
provjerila se uspjes$nost prijenosa proteina bojanjem u Ponceau S reagensu (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) tijekom 5 minuta. Obojana membrana slikala se na skeneru, a zatim odrezala
na dva dijela, od kojih su na svakom tri proteina od interesa. Skarama se rezalo izmedu proteina
s molekulskom masom od 46 i 57 kDa. Izrezane membrane stavljene su u oznacene posudice i
inkubirane 60 minuta na sobnoj temperaturi u 5 % nemasnog mlijeka u prahu (Carl Roth,
Karlsruhe, Njemacka) u TBST-u (50 mM Tris-Cl, 150 mM NacCl, 0,1 % Tween 20)°. Slijedilo
je ispiranje membrana tri puta po 5 minuta u TBST-u te inkubacija sa specifiénim kuniéjim
primarnim antitijelima na 4 °C preko no¢i na klackalici SK-R1807-E (DLAB Scientific Co.,
Beijing, Kina). Koristena su antitijela: anti-NRF2 (#12721, CST), anti-HO-1 (#5853, CST),
anti-p-AMPK (#2535, CST), anti-AMPK (#5831, CST), anti-NQO1 (#62262, CST) i anti-f3-
aktin (#8457, CST). Razrjedenja svih koriStenih primarnih antitijela (1:1000) pripremljena su
prema preporukama proizvodaca. Nakon inkubacije, membrane su isprane tri puta po 5 minuta
u TBST-u kako bi se isprala nevezana antitijela, a zatim inkubirane s antikuni¢jim-IgG
sekundarnim HRP-oznac¢enim antitijelom (1:2000; #7074, CST) 60 minuta na sobnoj
temperaturi na klackalici. Prije vizualizacije membrane su isprane tri puta po 5 minuta u TBST-
u. Za vizualizaciju je koristen komercijalni komplet za detekciju proteina kemiluminiscencijom
SuperSignal™West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, Rockford, IL,
SAD). Membrane su izvadene iz TBST-a, stavljene na folije i prosusene papirnatim ubrusom.
Prethodno se pripremio kemiluminiscencijski reagens sa supstratom za HRP te se odmah
ravnomjerno otpipetirao na svaku membranu. Inkubacija u mraku trajala je 5 minuta, nakon
cega se svaka membrana postavila izmedu dvije plasticne folije i1 slikala na uredaju za
oslikavanje Alliance Q9 mini (UVITEC, Cambridge, UK). Dobivene slike, odnosno ekspresije
proteina, analizirane su pomocu Nine Alliance softvera za analizu. Signali su normalizirani
koriste¢i kontrolni B-aktin i signal dobiven bojanjem Ponceau S-om. Podaci su se izrazili kao

relativna ekspresija u odnosu na kontrolu KT.

® Blokiranje membrane se radi kako bi se reduciralo stvaranje pozadinskog obojenja zbog nespecifi¢nog vezanja
antitijela na proteine ili samu membranu.
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3.5. Mjerenje koncentracije ukupnog glutationa

Koncentracija ukupnog GSH izmjerena je prema metodi koju je predlozio Tietze (1969).
Metoda se temelji na reakciji DTNB-a (5,5’-ditiol-(2-nitrobenzojeva kiselina, engl. 5,5'-
Dithiobis-(2-Nitrobenzoic Acid)) s GSH u kojoj nastaje obojeni produkt TNB (5'-tio-2-
nitrobenzojeva kiselina, engl. 5-Thio-2-Nitrobenzoic Acid) koji apsorbira na valnoj duljini od
405 do 412 nm. Brzina kojom nastaje TNB proporcionalna je koncentraciji GSH u uzorku. U
istoj reakciji nastaje i disulfid GS-TNB koji se mora reducirati do GSH-a i TNB-a. Ovu reakciju
katalizira GR koja kao donor elektrona koristi NADPH. GR je zaduZena i za redukciju GSSG
u uzorku. Nastali GS-TNB i GSSG u uzorku reduciraju se do GSH koji u reakciji s DTNB daje

obojeni produkt, na taj se nac¢in mjeri koncentracija ukupnog GSH u pojedinom uzroku.

U svrhu mjerenja koncentracije ukupnog GSH stanice su nasadivane i tretirane na isti
nacin kao za mokri prijenos proteina na membranu (vidi odlomak 3.4). Stanice su tripsinizirane
24 sata nakon kratkotrajnog ili 48 sati nakon dugotrajnog pokusa (7. dan). Odsisan je medij iz
jazica koje su onda isprane PBS-om. Dodan je tripsin s 0,25 % EDTA toliko da prekrije
povrsinu jazice i saCekalo se otprilike 5 minuta da se stanice odlijepe, onda se u jazice
otpipetiralo malo medija koji treba inaktivirati tripsin. Stanice su pokupljene iz jazica i s
medijem vracene u staklenu epruvetu, pri ¢emu su sjedinjene stanice istog tretmana iste stani¢ne
linije, zatim su centrifugirane 5 minuta na 1300 rpm. Supernatant se bacao, a talog u kojem su
stanice se resuspendirao u 1 mL PBS-a i prebacio u mikroepruvete. One su centrifugirane 5
minuta na 2000 rpm u centrifugi za mikroepruvete, nakon ¢ega se odsisao i bacio supernatant.
Na talog se otpipetirao PBS, 100 uL u uzorke iz kratkotrajnog pokusa i 250 uL u uzorke iz
dugotrajnog pokusa, koji su potom vorteksirani. Metoda smrzavanja i odmrzavanja je koriStena
za lizu stanica. Uzorci su smrzavani 20 minuta na -20 °C, a zatim odmrzavani u hladnoj vodi
10 minuta i vorteksirani, postupak se ponovio Cetiri puta. Nakon zadnjeg odmrzavanja, uzorci
su vorteksirani i centrifugirani 10 minuta na 13400 rpm u centrifugi za mikroepruvete.
Supernatant se prebacio u novu oznacenu mikroepruvetu 1 izmjerila se koncentracija proteina
(Jednadzba 7 u odlomku 3.2.4; Bradford (1976)). Svi su uzorci podeseni na istu koncentraciju.
U jednu jazicu pipetiralo se 0,03 mg/mL proteina razrijedenih u 150 pL 0,01 M HCI, a isti
uzorak pipetirao se u triplikatima na mikrotitarsku plocicu s 96 jazica. Otapanjem u 0,01 M
HCI napravila se 1 mM stock otopina GSH (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) od koje su
dalje napravljena razrjedenja za standarde u rasponu od 0,1 do 20 uM GSH. Na ploc€icu se
kapalo 150 uL standarda u duplikatima i 150 uL uzorka u triplikatima koji su ostavljeni na ledu

5 minuta. U 100 mM fosfatnom puferu su pripremljene otopine 5,4 mM DTNB (Sigma Aldrich,
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St. Louis, MO, USA), 1,8 mM NADPH (Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka) i GR tako da je ima
0,4 Uluzorku (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Pripremljene otopine su pomijesane u
omjeru 1:1:1 do volumena od 7,5 mL koji je bio dostatan za nakapavanje cijele plo¢ice. U svaku
jazicu sa standardom i1 uzorkom kapalo se po 75 uL pripremljenog reagensa, nakon Cega se
odmah ocitala apsorbancija na c¢itau mikrotitarskih plo¢ica Multiskan EX na 405 nm.
Apsorbancija se ocitala nekoliko puta unutar 5 minuta. Pomoc¢u apsorbancija standardnih
vrijednosti napravila se bazdarna krivulja, a prema njoj su izracunate koncentracije ukupnog

GSH u pojedinom uzorku (Jednadzba 7) izrazene kao uM.

3.6. Mjerenje aktivnosti katalaze

Aktivnost CAT odredena je metodom koju je opisao Goth (1991). Ova metoda se temelji
na razgradnji dodanog vodikova peroksida koju obavlja CAT u uzorku. Koncentracija
preostalog vodikova peroksida u uzorku izracuna se iz bazdarne krivulje standardnih
koncentracija, a moze se vizualizirati jer amonijev molibdat s vodikovim peroksidom tvori
stabilni zuto obojeni kompleks. Prema Jednadzba 8 se, u ovisnosti o vremenu inkubacije i

potrosenom vodikovom peroksidu, izracuna aktivnost CAT.

Za mjerenje aktivnosti CAT stanice su nasadivane i tretirane na isti na¢in kao za mokri
prijenos proteina na membranu (vidi odlomak 3.4). Koristeni su isti proteini izolirani za
mjerenje koncentracije ukupnog GSH izolirani prema protokolu opisanom u odlomku 3.5.
Pipetirano je 20 uL uzorka po jazici mikrotitarske plocice s 96 jazica, u tehnickim triplikatima.
Plocica i uzorci su €itavo vrijeme bili na ledu. Kao standard koristio se vodikov peroksid. 1z 30
% stock otopine pripremila se 1 M radna otopina, koja se dalje razrjedivala u fosfatnom puferu
(60 mM KH2PQO4, pH 7,4) do Zeljenih koncentracija. Kapalo se po 100 pL standarda u
duplikatima, a bili su u rasponu od 4,375 do 75 mM. Standard od 65 mM pripremio se u ve¢em
volumenu (8 mL) jer se on kapao i na uzroke, takoder po 100 pL. Cim se nakapao vodikov
peroksid zabiljezeno je vrijeme i na Citacu mikrotitarskih plo¢ica Multiskan EX na 405 nm
ocitana je pozadina. Plocica se inkubirala 4-5 minuta, a zatim je u svaku jazicu nakapano 100
uL stop otopine s 32,4 mM amonijevim molibdatom (Kemika, Zagreb, Hrvatska) koji
zaustavlja reakciju. Pricekala se 1 minuta da se stabilizira boja te je izmjerena apsorbancija na
405 nm. Od vrijednosti o€itanih nakon zaustavljanja reakcije oduzeta je pozadina te je iz
apsorbancija standarda napravljena bazdarna krivulja. Prema njoj su iz nagiba pravca i odsjecka

na osi Y (Jednadzba 7) izraCunate koncentracije vodikova peroksida u uzorcima iz kojih je
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prema Jednadzba 8 izracunata aktivnost CAT u uzorku. Dobivena vrijednost izrazena je kao

U/mg proteina.

Jednadzba 8. Izrac¢un aktivnosti CAT

(65 mM- Koncentracijauzorka(HZOZ)) *Volumen (65 mM u mL)
minute inkubacije

Aktivnost katalaze =

3.7. Statisticka obrada podataka

Prikaz i statisticka analiza dobivenih rezultata napravljena je pomoc¢u programa GraphPad
Prism. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost sa standardnom devijacijom te izraZeni u
odnosu na kontrolu (ili vlastitu ili KT). Analiza varijance s dva promjenjiva faktora (2-way
ANOVA) s Dunnettovim post hoc testom koriStena je za ukazivanje znacajnosti izmedu

pojedinih grupa uzimajuci P < 0,05 znacajnim.
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4. REZULTATI

4.1. Mjerenje stani¢ne vijabilnosti

Stani¢na vijabilnost mjerena je nakon kratkotrajne (KT) i dugotrajne (DT) izlozenosti
vodikovom peroksidu u koncentracijama od 2,5; 5; 10; 20; 30; 40; 50; 70; 85 i 100 uM H20>,
u stani¢nim linijjama MCF-7, SkBr-3 i SUM 159.

U svih se stani¢nih linija primje¢uje smanjenje stanicne vijabilnosti u ovisnosti o rastucoj
koncentraciji vodikova peroksida. Pri kratkotrajnoj izloZenosti 20 uM vodikovom peroksidu
zapocinje znacajan pad stani¢ne vijabilnosti u stani¢nim linijama MCF-7 (P < 0,05; Slika 5A)
i SUM 159 (P < 0,05; Slika 5C), dok isti u¢inak kod SkBr-3 nastupa pri 30 uM vodikovom
peroksidu (P < 0,001; Slika 5B). Najizrazeniji uc¢inak koncentracijski ovisnog pada stani¢ne
vijabilnosti za KT uocen je kod stani¢ne linije SUM 159 (IC50 (koncentracija koja uzrokuje
50-postotnu inhibiciju rasta) = 45,93 uM H202) dok su se druge dvije stani¢ne linije pokazale
manje osjetljivima (IC50 za SkBr-3 = 91,28 uM H202; IC50 za MCF-7 = 112,6 uM H.0O; Slika
5D). Kod dugotrajne izlozenosti, najizrazeniji u¢inak vodikovog peroksida je ponovo uocen
kod stani¢ne linije SUM 159 i nastupa ve¢ pri 5 uM vodikovom peroksidu (P < 0,05; 1C50 =
35,33 uM H202; Slika 5D). U stani¢noj liniji SkBr-3, znacajan inhibitorni u¢inak zapo¢inje pri
20 uM vodikovom peroksidu (P < 0,001; Slika 5B) te raste s pove¢anjem njegove koncentracije
(IC50 = 37,20 uM H202; Slika 5D). Najmanje osjetljiva stani¢na linija je ponovo MCF-7 (1C50
= 49,78 uM H20z; Slika 5D) u kojoj znac¢ajno smanjenje stani¢ne vijabilnosti nastupa pri 30
uM vodikovom peroksidu (P < 0,0001; Slika 5A) i takoder opada s daljnjim povecanjem
koncentracije vodikovog peroksida. Osjetljivost stani¢nih linija MCF-7 i SkBr-3 raste s
duljinom izloZenosti vodikovom peroksidu, pri ¢emu nize koncentracije vodikovog peroksida
dovode do veéeg pada stani¢ne vijabilnosti u DT. Sukladno padaju i IC50 vrijednosti (Slika
5D). Kod SUM 159 takva razlika moze se primijetiti samo kod 5 uM vodikovog peroksida, dok
pri viSim koncentracijama razlika izostaje te kratkotrajna i dugotrajna izloZenost daju sli¢ne
ucinke. Vrijednosti IC50 kratkotrajne 1 dugotrajne izlozenosti za SUM 159 puno su bliZze nego

za ostale stani¢ne linije, gdje je razlika viSe od 50 %.
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Slika 5. Prikaz stani¢ne vijabilnosti tijekom kratkotrajne i dugotrajne izloZenosti vodikovom
peroksidu

Slika prikazuje promjenu stani¢ne vijabilnosti u stani¢nim linijama A) MCF-7, B) SkBr-3 i C) SUM
159. Rezultati su prikazani u odnosu na pripadaju¢u kontrolu (KT/DT) te izraZeni kao srednja vrijednost
+ standardna devijacija. Oznakom (*) je oznacena statisticka znacajnost (P) u odnosu na vlastitu
kontrolu (gore za KT, a dolje za DT). Oznakom (#) oznacena je statisticka znacajnost izmedu istih
koncentracija tretmana KT i DT (nema znacajnosti (bez oznake), P < 0,05 (*/#), P < 0,01 (**/##), P <
0,001 (***/##H1), P < 0,0001 (****/####)). Prikaz IC50 za KT i DT svih stani¢nih linija je naveden pod
D). Izracuni su napravljeni metodom nelinearne regresije koriStenjem programa GraphPad Prism.
Kratice: KT (kratkotrajna izlozenost vodikovom peroksidu), DT (dugotrajna izloZenost vodikovom
peroksidu), K (kontrola), IC50 (koncentracija koja uzrokuje 50-postotnu inhibiciju rasta).
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4.2. Mjerenje razine unutarstani¢nog ROS-a

Razina unutarstani¢nih reaktivnih kisikovih vrsta (ROS, engl. Reactive Oxygen Species)
mjerena je nakon kratkotrajne (KT) i dugotrajne (DT) izlozenosti vodikovom peroksidu u
koncentracijama od 2,5; 5; 10; 20; 30; 40; 50; 70 i 85 uM H202, u stani¢nim linijama MCF-7,
SkBr-3 i SUM 159.

Razina unutarstani¢nih reaktivnih kisikovih vrsta je rasla s porastom koncentracije
vodikovog peroksida i vremena u sve tri stani¢ne linije (Slika 6A, B i C). Koncentracije
vodikovog peroksida od 20 uM naviSe, znacajno povecavaju razinu ROS-a u odnosu na
kontrolu unutar sat vremena od pocetka mjerenja. Odmicanjem vremena razlika se dodatno
povecava. Izlozenost nizim koncentracijama vodikovog peroksida je razlicito utjecala na razinu
unutarstani¢cnog ROS-a u sve tri stani¢ne linije. U stani¢noj liniji MCF-7 je najprije doslo do
znacajnog porasta razine ROS-a i to za 5 uM H20> unutar 4 sata (P < 0,05) te za 10 uM H20>
unutar dva sata (P < 0,01). MCF-7 je ujedno imala i najvi$u poc¢etnu vrijednost u odnosu na
ostale stanicne linije. Stani¢ne linije SkBr-3 1 SUM 159 su imale pribliZznu pocetnu vrijednost.
U obje je 5 uM H20- tek nakon 24 sata znacajno povecao razinu ROS-a dok je 10 uM H»0>
prije povecao razinu u SkBr-3 nego u SUM 159, za dva sata odnosno 3 sata. Usporedujuci
razine unutarstanicnog ROS-a tijekom kratkotrajnog izlaganja razli¢itim koncentracijama
vodikovog peroksida vidljivo je da u sve tri stani¢ne linije 85 uM H2O; stvara najvecéu razinu
unutarstaniénog ROS-a s znacajnim razlikama izmedu sve tri linije (P < 0,0001). IzloZenost od
40 uM H20> podize razinu ROS-a u MCF-7 i SUM 159 prema SkBr-3 (P < 0,0001) odnosno
30 uM H202 u SUM 159 u odnosu na SkBr-3 (P < 0,05). NajniZe razine ROS-a izmjerene su u
SkBr-3, a najvise u SUM 159 pri ¢emu je znacajan porast kod MCF-7 (* P< 0,001) i SUM 159
(° P < 0,001) uo¢en nakon izlaganja 20 uM H.0> dok je u SkBr-3 (° P < 0,0001) isti uoen
izlaganjem 30 uM H2O:..
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Slika 6. Razina ROS-a tijekom kratkotrajne izloZenosti vodikovom peroksidu

Slika prikazuje promjenu razine ROS-a u stani¢nim linijama A) MCF-7, B) SkBr-3 i C) SUM 159 te D)
razinu ROS-a u sve tri stani¢ne linije dodatno korigiranu prema stani¢noj vijabilnosti. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Slovima je oznacena statisticka znacajnost (P
< 0,001) u odnosu na vlastitu kontrolu i to (a) za MCF-7, (b) za SkBr-3 i (c) za SUM 159. Kratice: KT
(kratkotrajna izloZzenost vodikovom peroksidu), K (kontrola), RFU (engl. Relative Fluorescence Units),
P.J. (proizvoljne jedinice).

Isti trend porasta razine unutarstani¢nih reaktivnih kisikovih vrsta s porastom
koncentracije vodikovog peroksida i vremena je vidljiv u sve tri stani¢ne linije kod dugotrajne
izloZenosti vodikovom peroksidu (Slika 7A, B i C). Koncentracije vodikovog peroksida od 20
UM navise, znacajno povecavaju razinu ROS-a u odnosu na kontrolu unutar dva sata od pocetka
mjerenja u MCF-7 (P <0,01) i SUM 159 (P < 0,05) dok je u stani¢noj liniji SkBr-3 (P < 0,05)
potrebno pet sati za postizanje istog uinka. Odmicanjem vremena razlika se dodatno povecava.
IzloZenost nizim koncentracijama vodikovog peroksida (5 uM i 10 uM ) je znacajno povecala
razinu unutarstani¢cnog ROS-a unutar 24 sata u sve tri stani¢ne linije (P < 0,05). Ponovo je
stani¢na linija MCF-7 imala najviSu pocetnu vrijednost u odnosu na ostale stani¢ne linije, no i
najnizi koncentracijski ovisan porast razine ROS-a, dok je stani¢na linija SUM 159 imala
najvisi porast razina ROS-a (Slika 7D). Nadalje, znacajan porast razine ROS-a kod MCF-7 (2
P< 0,001) i SkBr-3 (> P < 0,0001) uo¢en nakon izlaganja 40 pM H,O> dok je u SUM 159 (¢ P
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<0,001) isti uoc¢en izlaganjem 30 uM H20>. U sve tri stani¢ne linije 85 uM H20> stvara najvecu
razinu unutarstanicnog ROS-a sa znacajnim razlikama izmedu sve tri stani¢ne linije (P <
0,0001) kao i izlozenost 40 uM H20> (P < 0,01). Pri izlozenosti 30 uM H20> vidljiva je razlika
izmedu MCF-7 i SUM 159 (P < 0,0001) te MCF-7 i SkBr-3 (P < 0,0001).
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Slika 7. Razina ROS-a tijekom dugotrajne izloZenosti vodikovom peroksidu

Slika prikazuje promjenu razine ROS-a u stani¢nim linijama A) MCF-7, B) SkBr-3 i C) SUM 159 te D)
razinu ROS-a u sve tri stani¢ne linije dodatno korigiranu prema stani¢noj vijabilnosti. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Slovima je oznaena statisticka znacajnost (P
< 0,001) u odnosu na vlastitu kontrolu i to (a) za MCF-7, (b) za SkBr-3 i (¢c) za SUM 159. Kratice: DT
(dugotrajna izloZenost vodikovom peroksidu), K (kontrola), RFU (engl. Relative Fluorescence Units),
P.J. (proizvoljne jedinice).

4.3. Mokri prijenos proteina na membranu

Metodom mokrog prijenosa proteina na membranu provjerila se ekspresija proteina
NRF2, p-AMPK, AMPK, HO-1 i NQOI u stani¢nim linijama MCF-7, SkBr-3 i SUM 159
nakon kratkotrajne (KT) i dugotrajne (DT) izloZenosti vodikovim peroksidom u
koncentracijama od 10, 20, 30 i 40 uM H2Oz. Nakon dugotrajne izlozenosti 40 uM vodikovom
peroksidu stani¢ne linije SKBr-3, odnosno 30 i 40 uM vodikovom peroksidu stani¢ne linije

SUM 159, nije bilo dovoljno proteina za mokri prijenos proteina na membranu.
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Razlike izmedu pojedinih tretmana i stani¢nih linija vidljive su ve¢ iz slika, no proteini
od interesa su dodatno kvantificirani tako §to su vrijednosti dobivene programom Nine Alliance
normalizirane prema p-aktinu i ukupnim proteinima te izraZzene u odnosu na kontrolu
kratkotrajne izlozenosti vodikovom peroksidu. Vidljive razlike ukljuCuju postojanje dva
proteinska fragmenta u SkBr-3 nakon anti-HO-1 antitijela, za razliku od jednog u ostalim
stani¢nim linijjama. Nadalje, ekspresija HO-1 u stani¢noj liniji SUM 159 je bitno izrazenija u
odnosu na stani¢ne linije MCF-7 i SkBr-3 (Slika 8F). Takoder, moze se primijetiti slabija
ekspresija p-AMPK s ja¢om aktivacijom prilikom kratkotrajnog tretmana 30 i 40 uM

vodikovim peroksidom u SUM 159, u odnosu na druge dvije stani¢ne linije (Slika 8).
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Slika 8. Ekspresija proteina NRF2, p-AMPK, AMPK, HO-1 i NQOI u stani¢nim linijama
MCF-7, SkBr-3 i SUM 159

Slika prikazuje reprezentativne, antitijelima oznacene proteine od interesa (NRF2, p-AMPK, AMPK,
NQO1, HO-1 i B-aktin) s nazna¢enom molekularnom masom te ukupne proteine obojene Ponceau S-
om u stani¢nim linijama A) MCF-7, B) SkBr-3 i C) SUM 159. D) Brojevima je oznacen tip tretmana.
E) Kod SkBr-3, uz ciljani protein molekularne mase 28 kDa, oznacen je i dodatni proteinski fragment
na otprilike 40 kDa. F) Ovaj fragment specifi¢an je za SkBr-3 i ne pojavljuje se u drugih stani¢nih linija.
Kratice: KT (kratkotrajna izloZenost vodikovom peroksidu), DT (dugotrajna izloZenost vodikovom
peroksidu), K (kontrola), NRF2 (nuklearni eritroidni faktor 2), AMPK (protein kinaza aktivirana
adenozin monofosfatom), p-AMPK (fosforilirani AMPK), NQO1 (NAD(P)H: kinon oksidoreduktaza
1), HO-1 (hem-oksigenaza 1).
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Ekspresija proteina NRF2 mijenjala se ovisno o izlozenosti i koncentraciji vodikovog
peroksida, ali i stani¢noj liniji (Slika 9). Stani¢ne linije MCF-7 te posebice SUM 159 imaju
znacajno nizu ekspresiju NRF2 pri dugotrajnoj izloZzenosti vodikovom peroksidu (P < 0,01 za
MCF-7 i P < 0,0001 za SUM 159). Nadalje, kratkotrajna izlozenost 40 uM, odnosno 30 uM
vodikovom peroksidu stani¢nih linija MCF-7 odnosno SkBr-3 zna¢ajno povecava ekspresiju
NRF2 (P =0,0371 za MCF-7, P <0,0001 za SkBr-3), dok u stani¢noj liniji SUM 159 ekspresija
NRF2 pada s porastom koncentracija vodikovog peroksida (P = 0,0425 za 20 uM, P = 0,0109
za 30 uM i P < 0,0001 za 40 uM). Pri dugotrajnoj izloZenosti ucinak vodikovog peroksida

izmedu pojedinih tretmana je izostao.
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Slika 9. Rezultati analize ekspresije proteina NRF2

Prikaz ekspresije proteina NRF2 u stani¢nim linijama A) MCF-7, B) SkBr-3 i C) SUM 159. Rezultati
su prikazani u odnosu na kontrolu KT te izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
Oznakom (*) je oznacena statistiCka znacajnost (P) u odnosu na kontrolu KT (nema znacajnosti (bez
oznake), P < 0,05 (*), P < 0,01 (**), P <0,0001 (****)). Podaci su normalizirani u odnosu na p-aktin i
ukupne proteine. Kratice: KT (kratkotrajna izloZenost vodikovom peroksidu), DT (dugotrajna izloZenost
vodikovom peroksidu), K (kontrola), NRF2 (nuklearni eritroidni faktor 2).
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Aktivacija proteina AMPK u stani¢noj liniji MCF-7 poveéava se s porastom
koncentracije vodikovog peroksida tijekom dugotrajne izlozenosti dok je ucinak izostao kod
kratkotrajne izlozenosti (Slika 10A). Nasuprot, u stani¢noj liniji SUM 159 vise koncentracije
vodikovog peroksida (30 i 40 uM) dovode do aktivacije AMPK pri kratkotrajnoj izlozenosti
vodikovom peroksidu (P < 0,0001; Slika 10C). Kod stani¢ne linije SkBr-3, viSe koncentracije
vodikovog peroksida dovode do aktivacije AMPK neovisno o duljini izlozenosti vodikovom
peroksidu (P <0,0001) pri ¢emu je izrazenija aktivacija AMPK 30 uM vodikovim peroksidom
vidljiva kod duze izloZenosti (P < 0,0001; Slika 10B).
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Slika 10. Rezultati analize ekspresije fosforiliranog i ukupnog proteina AMPK prikazana kao
njihov omjer

Prikaz omjera relativne ekspresije fosforiliranog i ukupnog AMPK (p-AMPK/AMPK) u stani¢nim
linijjama A) MCF-7, B) SkBr-3 i C) SUM 159. Omjerom relativne ekspresije p-AMPK i AMPK
prikazana je aktivacija ovog enzima pri navedenim uvjetima. Rezultati su prikazani u odnosu na kontrolu
KT te izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Oznakom (*) je oznalena statisticka
znacajnost (P) u odnosu na kontrolu KT, a oznakom (#) statisticka zna¢ajnost u odnosu na kontrolu DT
(nema znacajnosti (bez oznake), P < 0,05 (*/#), P < 0,001 (***), P < 0,0001 (****/####)). Podaci su
normalizirani u odnosu na B-aktin i ukupne proteine. Kratice: KT (kratkotrajna izlozenost vodikovom

peroksidu), DT (dugotrajna izlozenost vodikovom peroksidu), K (kontrola), AMPK (protein kinaza
aktivirana adenozin monofosfatom), p-AMPK (fosforilirani AMPK).
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Ekspresija proteina HO-1 raste pri kratkotrajnoj izlozenosti 30 i 40 uM vodikovom
peroksidu u sve tri stani¢ne linije, a posebice u MCF-7 (P < 0,0001; Slika 11). Dugotrajna
izlozenost rastu¢im koncentracijama vodikovog peroksida ne utjeCe na porast ekspresije u
MCEF-7, dok je u stani¢nim linijama SkBr-3 1 SUM 159 ¢ak vidljiva niza ekspresija HO-1 u
odnosu na kratkotrajnu izlozenost (P < 0,05 za SkBr-3, P < 0,0001 za SUM 159). Izmedu

skupina unutar dugotrajne izloZenosti vodikovom peroksidu ne vidi se znacajna razlika (Slika
11).
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Slika 11. Rezultati analize ekspresije proteina HO-1

Prikaz ekspresije proteina HO-1 u stani¢nim linijama A) MCF-7, B) SkBr-3 i C) SUM 159. Rezultati su
prikazani u odnosu na kontrolu KT te izraZeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Oznakom
(*) je oznacCena statisti¢ka znac¢ajnost (P) u odnosu na kontrolu KT (nema znacajnosti (bez oznake), P <
0,05 (*), P <0,0001 (****). Podaci su normalizirani u odnosu na p-aktin i ukupne proteine. Kratice: KT

(kratkotrajna izlozenost vodikovom peroksidu), DT (dugotrajna izlozenost vodikovom peroksidu), K
(kontrola), HO-1 (hem oksigenaza 1).
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Ekspresija proteina NQO/1 stalna je u sve tri stani¢ne linije te se ne mijenja u ovisnosti o

koncentraciji vodikova peroksida niti duljini izlozenosti vodikovom peroksidu (Slika 12).
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Slika 12. Rezultati analize ekspresije proteina NQO1

Prikaz ekspresije proteina NQOI u stani¢nim linijama A) MCF-7, B) SkBr-3 i C) SUM 159. Rezultati
su prikazani u odnosu na kontrolu KT te izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Podaci
su normalizirani u odnosu na B-aktin i ukupne proteine. Kratice: KT (kratkotrajna izlozenost vodikovom

peroksidu), DT (dugotrajna izlozenost vodikovom peroksidu), K (kontrola), NQO1 (NAD(P)H: kinon
oksidoreduktaza 1).
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4.4. Mjerenje koncentracije ukupnog glutationa

Koncentracije ukupnog GSH izmjerene su nakon kratkotrajne (KT) i dugotrajne (DT)
izloZenosti vodikovom peroksidu (H202) u koncentracijama od 10, 20, 30 i 40 uM H202, u
staniénim linijama MCF-7, SkBr-3 i SUM 159. Nakon dugotrajne izlozenosti 40 puM
vodikovom peroksidu stani¢ne linije SkBr-3, odnosno 30 i 40 uM vodikovom peroksidu

stani¢ne linije SUM 159, nije bilo dovoljno proteina za analizu.

Koli¢ina ukupnog GSH mijenjala se u ovisnosti o koncentraciji i duljini izlozenosti
vodikovom peroksidu te o koriStenoj stani¢noj liniji. Razlika izmedu stani¢nih linija je posebice
zamjetna kod MCF-7 ¢&ije izmjerene koncentracije ukupnog GSH nakon kratkotrajne
izloZenosti su puno viSe u usporedbi s druge dvije stanicne linije. Dugotrajna izlozenost
vodikovom peroksidu dovodi do znacajnog pada vrijednosti u MCF-7 (P < 0,0001) iako one
ostaju jos uvijek viSe u odnosu na druge dvije stani¢ne linije (Slika 13). Nadalje, u odnosu na
kontrolu KT, koncentracija ukupnog GSH pada pri kratkotrajnoj izlozenosti 20 uM vodikovom
peroksidu (P < 0,01; Slika 13A), ali raste pri izlozenosti 30 uM vodikovom peroksidu (P <
0,0001; Slika 13A) u stani¢noj liniji MCF-7. Porast koncentracije ukupnog GSH je takoder
primije¢en nakon dugotrajne izlozenosti 40 uM vodikovom peroksidu u MCF-7 (P <0,01; Slika
13A) dok kod stani¢nih linija SkBr-3 i SUM 159 razlike izmedu skupina unutar dugotrajne
izloZenosti izostaju iako dugotrajna izlozenost u svim stani¢nim linijama dovodi do znacajnog
smanjenja ukupnog GSH (P < 0,0001 za MCF-7, P <0,05i P <0,01 za SkBr-3,P<0,01i P <
0,0001 za SUM 159; Slika 13). Pri kratkotrajnoj izloZenosti 40 uM vodikovom peroksidu u
SUM 159 koncentracija ukupnog GSH pada (P < 0,05; Slika 13C), dok kod stani¢ne linije
SkBr-3 izostaje utjecaj vodikova peroksida (Slika 13B).
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Slika 13. Koncentracija ukupnog GSH

Prikaz koncentracije ukupnog GSH u stani¢nim linijama A) MCF-7, B) SkBr-3 i C) SUM 159. Rezultati
su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Oznakom (*) je oznaCena statisticka
znacajnost (P) u odnosu na kontrolu KT, a oznakom (#) znacajnost u odnosu na kontrolu DT (nema
znacajnosti (bez oznake), P < 0,05 (*), P < 0,01 (**/##), P <0,0001 (****)). Kratice: KT (kratkotrajna
izlozenost vodikovom peroksidu), DT (dugotrajna izloZenost vodikovom peroksidu), K (kontrola), GSH
(glutation).
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4.5. Mjerenje aktivnosti katalaze

Aktivnost katalaze (CAT) izmjerena je nakon kratkotrajne (KT) i dugotrajne (DT)
izlozenosti vodikovom peroksidu u koncentracijama od 10, 20, 30 i 40 uM H2O2, u stani¢nim
linijjama MCF-7, SkBr-3 i SUM 159. Nakon dugotrajne izlozenosti 40 uM vodikovom

peroksidu stani¢ne linije SUM 159, nije bilo dovoljno proteina za analizu.

Aktivnost CAT ne mijenja se u ovisnosti o dodanoj koncentraciji niti duljini izloZenosti
vodikovom peroksidu u stani¢nim linijama MCF-7 i SkBr-3 (Slika 14A i Slika 14B). Kod
stani¢ne linije SUM 159, kratkotrajna izlozenost rasponu koncentracija vodikovog peroksida
nije utjecala na aktivnost CAT, dok se kod dugotrajne izlozenosti 30 uM vodikovom peroksidu
aktivnost CAT znacajno smanjuje u odnosu na kontrolu DT (P < 0,01; Slika 14C).
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Slika 14. Aktivnost CAT

Prikaz aktivnosti CAT u stani¢nim linijama A) MCF-7, B) SkBr-3 i C) SUM 159. Rezultati su izrazeni
kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Oznakom (#) je oznadena statisti¢ka znacajnost (P) u
odnosu na kontrolu DT (nema znacajnosti (bez oznake), P < 0,01 (##)). Kratice: KT (kratkotrajna
izlozenost vodikovom peroksidu), DT (dugotrajna izloZenost vodikovom peroksidu), K (kontrola), CAT
(katalaza).
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5. RASPRAVA

ROS su bitni kako u normalnim stanicama pa tako i u tumorskim stanicama jer ovisno o
koncentraciji sudjeluju u svim procesima od proliferacije do diferencijacije i apoptoze.
MozZemo ih smatrati 1 prenositeljima informacija koje stanice stvaraju kao odgovor na vanjski
podrazaj aktivacijom specifi¢nih signalnih puteva (Milkovic i sur. 2019). Vodikov peroksid je
najpoznatiji ROS ukljucen u redoks signalne puteve. Kod tumora, kako bi se zadovoljile velike
potrebe za energijom i gradevnim jedinicama, dolazi do promjena u metabolizmu koje
doprinose povecanim vrijednostima ROS-a u odnosu na zdrave stanice. Ta karakteristika je
jedno od glavnih strategija na kojoj se bazira ve¢ina konvencionalne protutumorske terapije, a
ukljucuje selektivno nakupljanje ROS-a, primjerice vodikovog peroksida, koji izaziva smrt
tumorskih stanica bez Stetnog ucinka na zdrave stanice (WIlassoff i sur. 2007). No, dugotrajna
izlozenost egzogeno dodanom vodikovom peroksidu moze doprinijeti i rezistenciji stanica
tumora dojke te poti¢e njihov invazivni karakter (Mahalingaiah i Singh 2014). Jedan od
mehanizama obrane ukljucuje i poticanje NRF2 signalnog puta. U velikom broju tumora, pa
tako i u tumorima dojke, dolazi do hiperaktivacije NRF2 signalnog puta bilo zbog mutacija
dobitka funkcije (engl. Gain-of-Function) gena NRF2 ili mutacija gubitka funkcije (engl. Loss-
of-Function) gena njegovog represora KEAP1, kao i drugim mehanizmima aktivacije (Jaganjac
I sur. 2020). Kako su tumori dojke heterogeni i razli¢iti u odgovoru na terapiju, ovim
istrazivanjem se zeljelo provjeriti kakav je utjecaj duljine izlozenosti tumora dojke na
vodikovim peroksidom izazvani OS te postoje li razlike u antioksidacijskom kapacitetu i
aktivaciji metabolizma na isti. Pri tome su koristene tri razlicite stani¢ne linije tumora dojke
(MCF-7 (hormonski pozitivne), SkBr-3 (HER2 pozitivne) i SUM 159 (trostruko negativne))
koje danas predstavljaju osnovni nacin klasifikacije u klinici. Rezultati su pokazali smanjenje
stani¢ne vijabilnosti u ovisnosti o rastu¢oj koncentraciji vodikova peroksida u stanica tumora
dojke (Slika 5). Takoder, doslo je do porasta razine unutarstani¢nog ROS-a u ovisnosti 0
koncentraciji i duljini izlozenosti vodikovom peroksidu (Slika 6 i Slika 7). Utjecaj razlicitih
koncentracija vodikovog peroksida na hormonski pozitivnu stani¢nu liniju MCF-7 istrazivali
su Ma i sur. (2015) koji su pokazali da tretman vodikovim peroksidom inhibira proliferaciju i
inducira apoptozu tumorskih stanica (>30 uM H»O3), dok su pri nizim koncentracijama (5-15
uM H202) primijetili pove¢anu proliferaciju stanica. Ovim je istraZzivanjem potvrden pad
stanicne vijabilnosti ve¢ nakon 20 uM vodikovog peroksida, ali nije primije¢ena pojacana
proliferacija pri nizim koncentracijama (Slika 5). Protutumorski u¢inak vodikovog peroksida

pokazan je i na miSevima, gdje je indukcijom ROS-a potaknuta apoptoza tumorskih stanica,
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vidljivo kao smanjena masa tumora i pojavnost metastaziranja (Salganik i sur. 2000). Pokazane
su i razlike u osjetljivosti na tretman izmedu stani¢nih linija, pri ¢emu se stani¢na linija MCF-
7 pokazala najmanje osjetljivom na kratkotrajnu (IC50 = 112,6 uM H20>) i dugotrajnu (IC50
= 49,78 uM H:0) izlozenost vodikovom peroksidu, no vidljiv je i porast osjetljivosti s
duljinom izlozenosti (Slika 5D). Sli¢an odgovor s nesto pojacanom osjetljivosti je primijecen
kod HER2 pozitivne stani¢ne linije SkBr-3 (IC50 = 91,28 uM H202 za KT i IC50 = 37,20 uM
H20. za DT) (Slika 5D). Dakle, u obje stani¢ne linije je tijekom duZe izloZenosti doslo do
znaCajnog smanjenja stanicne vijabilnosti. lako se stani¢na linija SUM 159 pokazala
najosjetljivijom u oba slucaja izlozenosti (IC50 = 45,93 uM H202 za KT i IC50 = 35,33 uM
H202 za DT) mozemo primijetiti da duza izlozenost nije toliko utjecala na stani¢nu vijabilnost
kao u ostale dvije stani¢ne linije tumora dojke (Slika 5D). U skladu su rezultati odredivanja
razine ROS-a koji su pokazali najvisu razinu ROS-a u stani¢noj liniji SUM 159 tijekom
kratkotrajne i produzene izlozenosti oksidacijskom stresu (Slika 6C i Slika 7C) dok je
najotpornija stani¢na linija MCF-7 imala najnizu razinu ROS-a nakon dugotrajnog tretmana
(Slika 7A). Stani¢na linija SkBr-3 je nakon kratkotrajnog tretmana imala najnizu razinu ROS-
a (Slika 6B) sto je omogucilo njezinu relativno nisku osjetljivost na kratkotrajni uéinak
vodikovog peroksida dok se kod produzene izloZenosti taj ucinak gubi te porastom osjetljivosti

stanica je doslo i do porasta razine ROS-a (Slika 7B).

Tako je pad stani¢ne vijabilnosti povezan s kracom i duzom izloZenosti vodikovom
peroksidu te, ovisno o koncentraciji i duljini izloZenosti, podiZe razinu unutarstani¢nog ROS-
a. Osjetljivost, osim o razini nastalog ROS-a, ovisi i o jacini antioksidacijskog kapaciteta same
stani¢ne linije. Tumorske stanice se jaCanjem svog antioksidacijskog kapaciteta brane od
visokih koncentracija ROS-a. Prilagodavaju se na OS regulacijom antioksidansa koji poti¢u
njihovo preZivljenje i razvoj rezistencije (Liou i Storz 2010). Egzogeni ili endogeni ROS, poput
vodikova peroksida, aktiviraju transkripciju antioksidacijskih gena preko ARE (Ray i sur. 2012)
i dolazi do aktivacije glavnog transkripcijskog faktora NRF2 (Lennicke i sur. 2015). U
tumorskih stanica NRF2 je pojacano aktivan, §titi ih od oksidacijskih oStecenja i omogucava
stvaranje rezistencije (Harder i sur. 2015). Takoder, stalna aktivacija NRF2 promice
proliferaciju tumorskih stanica 1 inducira metaboli¢ko reprogramiranje te aktivira
antiapoptotske gene i sprjeCava apoptozu (Menegon i sur. 2016). Pokazana je povecana
ekspresija NRF2 pri kratkotrajnoj izloZenosti viSim koncentracijama vodikovog peroksida u
MCF-7 i SkBr-3, zbog ¢ega su ove stani¢ne linije otpornije na izazvani OS nego SUM 159, ¢ija

se ekspresija NRF2 smanjuje nakon tretmana (Slika 9). Rezultati su u skladu s nasim
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prethodnim istrazivanjem gdje smo pokazali da je stani¢na linija SUM 159 najosjetljivija na
tretman s vodikovim peroksidom. Obzirom da smo tamo pokazali da stani¢na linija SUM 159
ima poviSenu razinu vi$estruko nezasi¢enih masnih kiselina, te smanjenu ekspresiju akvaporina
3, Sto posljedicno moze izazvati lipidnu peroksidaciju i smanjenu mogucénost transporta

vodikovog peroksida iz stanice te tako objasniti povecanu osjetljivost (Rodrigues i sur. 2019).

Povecana ekspresija NRF2 vidljiva nakon kratkotrajnog tretmana visim koncentracijama
vodikovog peroksida u stani¢nim linijama MCF-7 i SkBr-3, u stanica SUM 159 dovela je do
smanjene ekspresije (Slika 9). Rezultat potvrduje na$ prethodni i objaSnjava nalaz povecane
razine ROS-a u stani¢noj liniji SUM 159. Jednako tako je vidljivo da aktivacija NRF2 nastupa
kao prvotni odgovor na egzogeno dodani vodikov peroksid dok izostaje nakon produzenog
izlaganja istome te se moZe povezati i s povecanjem osjetljivosti tumorskih stanica. Iako je u
SUM 159 doslo do pada ekspresije, odgovor na kratkotrajnu i dugotrajnu izloZenost je gotovo
isti (Slika 5D). Nakon dulje izlozenosti OS-u stanice ne pojacavaju ekspresiju NRF2, no to ne
znaci da imaju smanjenu antioksidacijsku sposobnost, jer imaju najjac¢u bazalnu ekspresiju HO-
1 u usporedbi s druge dvije stani¢ne linije ¢ija transkripcija moze biti regulirana i nekim drugim
transkripcijskim faktorom, primjerice AP-1 (Medina i sur. 2020). Ekspresija HO-1 je niza u
fizioloSkim uvjetima te ju aktiviraju prisutnost hema, nekih citokina 1 faktora rasta te ROS-a
(Bahmani i sur. 2011). Tu je povecana ekspresija HO-1 bila vidljiva samo nakon kratkotrajne
izloZenosti vis§im koncentracijama vodikovog peroksida, dok nakon dugotrajne izloZenosti
nema takvog ucinka (Slika 11). Dugotrajnom izlozeno$¢u ekspresija se ne mijenja u stani¢énim
linjjama MCF-7 i SkBr-3, dok u SUM 159 dolazi do pada ekspresije u usporedbi sa
kratkotrajnim tretmanom (Slika 11). Budu¢i da je HO-1 inducibilni enzim, vise ga
koncentracije ROS-a aktiviraju §to se i primjecuje nakon kratkotrajne izlozenosti, ali nakon
duge izloZenosti njegova ekspresija se ne mijenja ili pada, te vjerojatno spada u jedan od prvih
odgovora stanica na povisene koncentracije ROS-a. U brojnih je tumora, ukljucujuéi i stani¢nu
liniju MCF-7, pokazana povisena ekspresija HO-1 koji ima citoprotektivnu ulogu i §titi stanice
od oksidacijskih oste¢enja (Bahmani i sur. 2011). Iako ga mogu aktivirati neki ¢imbenici, poput
ROS-a u ovom slu¢aju; HO-1 je konstantno eksprimiran i moZe se smatrati odrzavateljskim
(engl. Housekeeping) genom (Otterbein i sur. 2003). Bitno je naglasiti da je u stani¢noj liniji
SkBr-3 bio vidljiv dodatni bend na visini od oko 40 kDa (Slika 8E) §to govori u prilog da ova
stani¢na linija specifi¢no prolazi neku posttranslacijsku modifikaciju HO-1, koja nije vidljiva u

drugim stani¢nim linijama.
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U ovom bi istrazivanju ulogu odrzavateljskog gena, lakSe pripisali enzimu NQO1 za
kojeg nije primije¢ena promjena ekspresije niti u ovisnosti o koncentraciji dodanog vodikovog
peroksida niti u ovisnosti o duljini tretmana (Slika 12). lako je NQO1 inducibilni enzim koji
djeluje kao redoks senzor i §titi stanicu od oksidacijskih o$tecenja i lipidne peroksidacije (Siegel
i sur. 1997), njegova je ekspresija stalna. S druge strane, Yang i sur. (2014) su dokazali povisenu
razinu NQO1 u stanica tumora dojke, ali u odnosu na ne-tumorsko tkivo i hiperplazije. Cak su
pretpostavili kako bi se poviSenje razine NQO1 moglo koristiti kao biomarker za loSiju
prognozu. Budu¢i da su u ovom radu istrazene stanicne linije tumora dojke, medu kojima nema
velikih razlika u ekspresiji, moguce je povisenje ekspresije NQO1 koje je vezano za

karcinogenezu.

Stanje induciranog OS-a djeluje i na metabolizam tumorskih stanica tako da nakon
tretmana viSim koncentracijama dolazi do aktivacije AMPK. Iako u zdravom tkivu djeluje
protutumorski, u nastalom tumoru AMPK djeluje kao tumor-promotor i $titi stanice od manjka
kisika i nutrijenata te oksidacijskog stresa (Vara-Ciruelos i sur. 2019). Poveéanjem ekspresije
aktivnog oblika ovog enzima (p-AMPK) u odnosu na inaktivni oblik govori u prilog njegove
aktivacije. Vidljiva je razlika u odgovoru stani¢nih linija na iste tretmane. Stani¢na linija SkBr-
3 viSe iskoriStava metabolicko reprogramiranje za zastitu od OS-a te ima pojacanu aktivaciju
AMPK nakon kratkotrajne i dugotrajne izlozenosti vodikovom peroksidu (Slika 10B).
Aktivacija je jaca s povecanjem koncentracije tretmana, te duljine izloZenosti. Stani¢na linija
MCF-7 pokazuje aktivaciju AMPK samo nakon dugotrajne izloZenosti (Slika 10A) kada je
pokazan ve¢ smanjeni antioksidacijski kapacitet — smanjena ekspresija NRF2 i koncentracija
GSH. Nasuprot, do aktivacije AMPK u SUM 159 dolazi samo tijekom kratkotrajnog tretmana
i pojacava se s porastom koncentracije vodikovog peroksida (Slika 10C), koju prati pad
ekspresije NRF2. IzloZenost visokim razinama ROS-a dovodi do aktivacije AMPK, dok je pri
niskim razinama poprili¢no malo aktivnog oblika ovog enzima. Pokazano je da u usporedbi sa
zdravim tkivom, u stanica tumora dojke prisutna je niza razina AMPK (Hardie 2011).
Aktivacija AMPK povezana je i s aktivacijom drugih antioksidacijskih enzima, pa je pokazano
da aktivacijom AMPK dolazi do pojacane ekspresije HO-1 preko NRF2/ARE signalnog puta

(Liu i1 sur. 2011), sto smo djelomi¢no i potvrdili.

U stanica tumora dojke Perquin i sur. (2001) pokazali su pojacanu aktivnost GSH, GPX i
GR, a zbog utjecaja ROS-a povecéava se sinteza GSH-a (Valko i sur. 2006). Sli¢no, Tas i sur.
(2005) pokazali su veéu aktivnost SOD i GPx, ali snizenu aktivnost CAT koja je rezultirala

nakupljanjem vodikovog peroksida. U radu je pokazana povecana koncentracija GSH nakon

46



kratkotrajne 1 dugotrajne izlozenosti visokim koncentracijama vodikovog peroksida samo u
stani¢noj liniji MCF-7 (Slika 13A), §to ovim stanicama daje prednost preZivljenja veceg OS-a.
U stani¢noj liniji MCF-7 izmjerena je znatno visa razina GSH u odnosu na druge dvije stani¢ne
linije te je jedino u njoj doslo po povecanja razine GSH kao odgovor na izlozenost viSim
koncentracijama vodikova peroksida. Rezultat je u skladu s izmjerenim nizim razinama ROS-
a te uz nalaz vece vijabilnosti govori u prilog povecanoj otpornosti stanica MCF-7 na izazvani
oksidacijski stres. Nakon duZe izlozenosti u svih je stani¢nih linija doslo do pada koncentracije
GSH koja je povezana s porastom unutarstani¢ne razine ROS-a te porastom osjetljivosti (Slika
13). Prema dobivenom, antioksidacijska sposobnost MCF-7 stani¢ne linije puno vise ovisi o
aktivnosti GSH nego ostale dvije stani¢ne linije. Tijekom istrazivanja nije primijecena
promjena u aktivnosti CAT, osim pada aktivnosti nakon dugotrajne izloZenosti stani¢ne linije
SUM 159 najvisim koncentracijama vodikovog peroksida (Slika 14). Aktivnost CAT stabilna
je neovisno o koncentraciji dodanog vodikovog peroksida, pa je prisutna CAT bila dovoljna za
eliminaciju vodikovog peroksida ili je to obavljao drugi enzim. U drugih je studija stabilna
razina CAT povezana s nizim razinama vodikovog peroksida i smanjenom proliferacijom
(Policastro i sur. 2004). Zbog smanjene aktivnosti CAT mnogi tumori imaju smanjeni kapacitet

detoksikacije vodikova peroksida (Valko i sur. 2006).

Prema navedenom, stani¢na linija SUM 159 se pokazala najosjetljivija i ne toliko
podlozZna aktivaciji NRF2 signalnog puta, dok je stani¢na linija MCF-7 bila najotpornija. Tako
mozemo pretpostaviti da bi stani¢na linija SUM 159 mogla biti najosjetljivija na

prooksidacijske protutumorske lijekove.
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6. ZAKLJUCAK

Vidljive su sljedece razlike u odgovoru stani¢nih linija tumora dojke, MCF-7, SKBr-3 i

SUM 159 na izazvani OS (tretman vodikovim peroksidom):

1. U svim je stani¢nim linijjama do$lo do smanjenja stani¢ne vijabilnosti i porasta
unutarstani¢éne razine ROS-a u ovisnosti o dodanoj koncentraciji i duljini izloZenosti

vodikovom peroksidu.

2. Produzena izlozenost stanica vodikovom peroksidu dodatno je smanjila stani¢nu

vijabilnost u svim stani¢nim linijama.

3. NajizraZeniji ucinak tretmana vidio se kod najosjetljivije stanicne linije SUM 159 koja
je, neovisno o duljini izloZenosti, imala i najvi$u razinu unutarstani¢nog ROS-a, dok su najnize
razine ROS-a tijekom duZe izloZenosti izmjerene u stani¢noj liniji MCF-7, koja se ujedno

pokazala i najmanje osjetljivom na uc¢inke tretmana.

4. Stani¢ne linije MCF-7 i SKBr-3 su na jednokratni poviSeni OS reagirale pojatanom
ekspresijom transkripcijskog faktora NRF2 dok je u stani¢noj liniji SUM 159 isti izazvao niZu
ekspresiju, $to odgovara njihovim vijabilnostima i endogenim razinama ROS-a. Isti u¢inak je
izostao kod duze izlozenosti te moze objasniti primijeCeno dodatno smanjenje stanicne
vijabilnosti.

5. Ekspresija HO-1, opcenito najvisa u stani¢noj liniji SUM 159, rasla je nakon
kratkotrajne izloZenosti viSim koncentracijama vodikovog peroksida u sve tri stani¢ne linije s
time da je najveci porast ekspresije imala stani¢na linija MCF-7. Nasuprot, duza izloZenost je
doprinijela smanjenju ekspresije HO-1.

6. Aktivacija AMPK je rasla s porastom koncentracije vodikovog peroksida i duljinom
izloZenosti u stani¢noj liniji SkBr-3. U MCF-7 je do aktivacije doslo nakon dugotrajnog
tretmana, a kod SUM 159 nakon kratkotrajnog tretmana. U oba slucaja je bila smanjena
ekspresija NRF2. Nadalje, aktivacija AMPK je korelirala s ekspresijom HO-1 u SUM 159 i

SkBr-3 nakon kratkotrajne izloZenosti.

7. Nisu primijecene promjene u ekspresiji enzima NQO1 niti u aktivnosti katalaze u

ovisnosti o dodanoj koncentraciji i duljini izloZenosti vodikovom peroksidu.

8. Koncentracija GSH u svim je stani¢nim linijama padala nakon dugotrajne izlozenosti,
dok je porast bio vidljiv samo kod stani¢ne linije MCF-7 nakon tretmana vi§im koncentracijama
vodikovog peroksida, $to ujedno moze opravdati najnizu razinu ROS-a i njihovu otpornost na

ovako izazvani oksidacijski stres.
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8. PRILOZI
Popis priloga:

Tablica s popisom koristenih kemikalija
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Kemikalije koriStene u ovom istrazivanju nabrojane su u Tablica 3, kao i pripadajuci

kataloski brojevi te proizvodaci.

Tablica 3. Popis koristenih kemikalija

Proizvodaci Kemikalije Katalo$ki brojevi

Bio-Rad Laboratories, Amonijev persulfat (APS) 1610700
Hercules, California, SAD Reagens za bojanje proteina (5x) 5000006

30 % akrilamid/bis- (29:1) Al24.1

Glicin 0079.3

Carl Roth, Mlijeko u prahu T145.1
Karlsruhe, Njemacka NADPH AEl14.1

TEMED 2367.3

Tween 20 9127.1

30 % vodikov peroksid P159917

Gram-Mol,

Zagreb, Hrvatska I\/_I.etanol . P140500
Natrijev klorid P148590

Amonijev molibdat 0135508

Kemika, EDTA 1158510
Zagreb, Hrvatska Glicerol 0711901
Kalijev dihidrogenfosfat 1112408

Michrome, London, UK Bromfenol plavo

BSA A7030

DCFH-DA D6883

Dimetil-sulfoksid (DMSO) 1.02952

Ditiotreitol (DTT) D0632

DMEM (crveni) D5648

DMEM (bezbojni) D1145

DTNB D8130

Sigma Aldrich, FCS F7524

St. Louis, MO, USA Glutation reduktaza (GR) G3664
Inhibitor proteaza MSSAFE

Ponceau S P7170

Reducirani glutation (GSH) G-6529

SDS L-3771

Tripansko modrilo T6146

Tripsin (1:250, iz svinjske gusterace) T0646

Tris-baza T1503
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