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Popis kratica
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oncogene homolog B)
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BSP — kostani sijaloprotein (engl. bone sialoprotein)

COL1 - kolagen tipa 1

CSC — mati¢ne stanice raka (engl. cancer stem cells)

DCFH-DA - dikloro-dihidro-fluorescin diacetat

DDAB - dimetildioktadecil amonijev bromid

DHA - dehidroaskorbinska kiselina (engl. dehydroascorbic acid)

DMEM - modificirani Dulbeco Eagl medij za uzgoj (engl. Dulbecco's modified Eagle's medium)
DMSO - dimetil sulfoksid (engl. dimethyl sulfoxide)

dNTP- deoksinukleozid-trifosfat



EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)
FAK - fokalna adhezijska kinaza

FBS — fetalni govedi serum (engl. fetabl bovine serum)
GAPDH- gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza

GLUT - obitelj transportera glukoze

GMS- glicerol monostearat

GSe- tiolni radikal

GSH - glutation

GSSG - glutation disulfid

H>0O> - vodikov peroksid

Hh - Hedgehog signalni put
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KRAS- homolog virusnog onkogena Kirstenovog sarkoma (engl. Kirsten rat sarcoma viral
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PBS - fizioloska otopina puferirana fosfatima (engl. phosphate-buffered saline)
PTX — paklitaksel (engl. paclitaxel)

RT-gqPCR - kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom uz reverznu transkripciju (engl. real-time

quantitative reverse transcription PCR)

ROe- alkoksilni radikal

ROS - reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)

SCVT - transporteri vitamina C ovisni 0 natriju (engl. sodium-dependent vitamin C transporters)
SDS - natrijev dodecil-sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)
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SLN — ¢vrste lipidne nanocestice (engl. solid lipid nanoparticles)
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VEGF - vaskularni endotelni faktor rasta (engl. vascular endothelial growth factor)



1. UvVOD

1.1.  Osteosarkom

Osteosarkom je najce$¢i primarni maligni tumor kosti mezenhimalnog podrijetla u kojemu
tumorske stanice proizvode osteoid ili nezrelu kost. Osteosarkom pokazuje bimodalnu dobnu
raspodjelu. Najcesce se javlja kod adolescenata izmedu 10-14 godine Zivota te je tre¢i najucestaliji
malignitet u adolescenciji (Melchionda i sur. 2013). Osim kod adolescenata, osteosarkom ucestalo se
javlja i nakon 50-te godine Zivota, uglavnom kod pacijenata s ve¢ postoje¢im oboljenjima kostiju.
Sama Klasifikacija osteosarkoma obuhvaca brojne varijante Cije su klinicke karakteristike, prognoza te
sama terapija razli¢iti (Lin i Patel 2013). Metafiza dugih kostiju najce$Ce je mjesto pojave
osteosarkoma, a javlja se i u dijafizi dugih kostiju i aksijalnom kosturu (Bielack i sur. 2002). Kod ¢ak
20% pacijenata dolazi do pojave metastaza, najceS¢e na plu¢ima i kostima, nesto rjede javlja se u

limfnim ¢vorovima dok su kod ostalih 80% oboljelih prisutne mikrometastaze (Taran i sur. 2017).

Genetske nenormalnosti koje prate osteosarkom klju¢ne su za razumijevanje kako dolazi do
njegovog razvoja. Medutim, do danas etiologija osteosarkoma velika je nepoznanica. Iako se u vecini
slucajeva osteosarkom javlja sporadicno postoje neke nasljedene predispozicije za njegov razvoj.
Osobe oboljele od nasljednog retinoblastoma, Li-Fraumeni, Rothmund-Thomson i Wernerovog
sindroma imaju povecanu predispoziciju za pojavu osteosarkoma. To bi upuéivalo da mutacije u
genima zasluznim za razvoj navedenih bolesti, poput RB, RECQL4, TP53 i WRN imaju veliku ulogu
u patogenezi osteosarkoma (Gorlick i Khanna 2010). Proucavanje osteosarkoma kod pacijenata
oboljelih od spomenutih sindroma, poznatih genetskih podloga, moze doprinjeti rasvjetljavanju

etiologije osteosarkoma (Hameed i Mandelker 2018).

1.1.1. Terapija osteosarkoma

Trenutni tretman osteosarkoma ukljuéuje neoadjuvantnu kemoterapiju, operaciju Sirokom
resekcijom tumora te adjuvantnu terapiju s naglaskom na intenzitet doze i brzi pocetak nastavka
kemoterapije nakon resekcije (Hong i sur. 2013). Kemoterapeutici koji se koriste u lijecenju
osteosarkoma su metotreksat, doksorubicin, cisplatina i ifosfamid te etopozid ukoliko su prisutne
metastaze (Marec-Berard i sur. 2020). Metotreksat, antagonist folne kiseline, djeluje tako da inhibira
dihidrofolat-reduktazu, enzim klju¢an za pretvorbu dihidrofolata u tetrahidrofolat ¢ime posljedi¢no

onemogucava sintezu DNA, RNA, timidilata i proteina (Kozminski i sur. 2020).



Doksorubicin pak interkalacijom u DNA dovodi do poremecaja u popravku oste¢enja DNA
posredovan topoizomerazom II te dovodi do stvaranja slobodnih radikala koji oSte¢uju stani¢ne
membrane, DNA i proteine (Taymaz-Nikerel i sur. 2018). Doksorubicin i cisplatina pokazuju najbolji
ucinak, stoga se ucestalo koriste u neoadjuvantnoj terapiji, slijedi ih ifosamid te naposljetku
metotreksat. Nakon ¢etiri ciklusa neoadjuvantne terapije doksorubicinom i cisplatinom primarni tumor
kirurski se odstranjuje. Ukoliko je postotak tumorske nekroze manji od 95%, pacijenti se podvrgavaju
terapiji visokim dozama ifosfamida i metotreksata kako bi se poboljsala ucinkovitost terapije (Lin i
Patel 2013). Huayllani i suradnici (2019) naveli su kako je tim pristupom petogodi$nja stopa

prezivljenja porasla na 67%.

1.2. Mati¢ne stanice

Mati¢ne stanice definiraju se kao nespecijalizirane stanice organizma karakterizirane svojom
sposobnos¢u samoobnavljanja te diferencijacije u najmanje jedan tip visoko diferenciranih stanica
(Foster i sur. 2002). Upravo zbog sposobnosti diferencijacije u razliite tipove stanica nazivamo ih
mati¢nima. Njihov diferencijacijski potencijal smanjuje se u svakom koraku razvoja te one postaju sve
specijaliziranije. Najce$¢e kada se spominju mati¢ne stanice misli se na embrionalne i somatske
mati¢ne stanice. Embrionalne mati¢ne stanice potjecu iz unutarnje mase stanica blastociste te se radi
o pluripotentnim stanicama sposobnim diferencirati u bilo koji od tri zametna listica embrija odnosno
mogu se razviti u sve stanice koje grade buduci organizam. Somatske ili tkivno specificne mati¢ne
stanice imaju nesto nizi diferencijacijski potencijal te daju jedan ili nekoliko tipova stanica (Can 2008).
Sposobnost samoobnavljanja proizlazi iz brojnih faktora poput aktivnosti telomeraze, ali i dva oblika
stani¢nih dioba. Embrionalne mati¢ne stanice prolaze simetri¢nu diobu prilikom ¢ega iz jedne Stanice
nastaju dvije identi¢ne stanice kceri zadrzavaju¢i mati¢na svojstva. Somatske stanice mogu uéi U
asimetri¢nu diobu prilikom ¢ega iz jedne mati¢ne stanice nastaje jedna stanica kéeri s osobinama
maticnosti te jedna diferencirana stanica. Time se zamjenjuju oSteene stanice S§to omogucéava
regeneraciju tkiva prilikom ozljeda. Stoga, asimetri¢na dioba omoguc¢ava samoobnavljanje, a da pritom
ne dolazi do ekspanzije u brojnosti mati¢nih stanica (Majumdar i Liu 2020). Mati¢ne stanice odrzavaju
ravnotezu izmedu procesa samoobnavljanja i1 diferencijacije, dok naruSavanje te ravnoteze moze

uzrokovati nekontroliranu proliferaciju stanica $to je jedno od obiljezja tumorskih stanica.



1.2.1. Tumorske matiéne stanice

Tumorsko tkivo karakterizira heterogenost fenotipskih karakteristika ukljucujuéi samu stani¢nu
morfologiju, gensku ekspresiju, povrsinske markere, metabolizam, proliferaciju, metastatski potencijal
i otpornost na terapiju (Dick 2008). Unutar tumora razlikujemo stanice s visokom stopom proliferacije
osjetljiive na kemoterapiju te mirujue stanice karakterizirane usporenim metabolizmom,
rezistentno$¢u na kemoterapiju S ulogom u nastanku metastaza. Takoder, povezane su s relapsom
tumora nekoliko godina nakon njegovog prvobitnog povlacenja. Istrazivanjem mogucih uzroka
heterogenosti tumora otkrivena je prisutnost male subpopulacije stanica s velikim tumorigenim
potencijalom. Prvi dokaz o postojanju takvih stanica dali su Lapidot i suradnici 1994. godine kada su
uspjeSno identificirali fenotipski razli¢itu populaciju stanica akutne mijeloidne leukemije (AML)
CD347CD38" sposobnu inducirati nastanak tumora nakon transplantacije u imunodeficijentnog misa
te su nazvane mati¢nim stanicama raka (engl. cancer stem cells, CSC). Nekoliko godina kasnije
prisutnost CSC populacije identificirana je i u solidnih tumora (Al-Hajj i sur. 2003). Smatra se da su
CSC prisutne u svim tipovima tumora te su provedena brojna istrazivanja u svrhu njihove identifikacije
u $to veCem broju malignih oboljenja. Do danas CSC su identificirane u brojnim malignitetima kod
ljudi, poput onih u plu¢ima, gusteraci, debelom crijevu, dojci, mozgu te kod melanoma i osteosarkoma

(La Porta 2012).

CSC su subpopulacija tumorskih stanica koje imaju sposobnost samoobnavljanja i veliki
diferencijacijski potencijal, diferencirajuci u sve tipove stanica tumora. Smatra se da iniciraju nastanak
i rast tumora, metastatsko Sirenje te uzrokuju terapijsku rezistenciju (Li i sur. 2021). Mati¢ne stanice
i CSC karakterizira zajednicko svojstvo samoobnavljanja. Kao §to je ve¢ opisano, somatske mati¢ne
stanice samoobnavljaju se asimetricnim diobama kojima ne dolazi do ekspanzije u njihovoj brojnosti.
Suprotno tome, simetri¢ne diobe karakteristi¢ne su za CSC rezultiraju¢i pove¢anjem njihovog broja te
nastankom agresivnijin i manje diferenciranin klonova §to upucuje na deregulaciju procesa
samoobnavljanja (Lytle i sur. 2018). Tumor supresor p53 te onkogen c-Myc imaju klju¢nu ulogu u
regulaciji samoobnavljanja mati¢nih stanica. Istrazivanja su pokazala kako mati¢ne deficijentne p53
stanice ¢eSce ulaze u simetri¢ne diobe, stoga se smatra kako je put p53 klju¢an pri usmjeravanju stanica
prema simetri¢nim ili asimetri¢nim diobama. Deregulacija puta p53-Myc mogla bi objasniti zasto su

CSC naklonjene ulasku u simetri¢ne diobe (Falzacappa i sur. 2012).
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Slika 1. Regulacija procesa samoobnavljanja zdravih i tumorskih mati¢nih stanica. Asimetricna dioba
karakteristi¢na je za zdrave mati¢ne stanice, te iz jedne mati¢ne stanice nastaju dvije stanice kéeri, jedna mati¢na
stanica te jedna stanica progenitor. Intrizi¢ni ¢imbenici utjeCu na potencijal samoobnavljanja mati¢nih stanica
stoga je broj stani¢nih dioba ograni¢en. Samoobnavljanje zdravih mati¢nih stanica regulirano je pomoc¢u p21
dok je put p53-Myc klju¢an za usmjeravanje stanica prema asimetri¢noj diobi. Kod tumorskih mati¢nih stanica
proces samoobnavljanja je dereguliran. Takoder, Cesto su p53 deficijentne &iji nedostatak uzrokuje porast
aktivnosti Myc onkogena i usmjerava stanice prema simetri¢nim diobama. Pojacana ekspresija p21 doprinosi
samoobnavljaju¢em potencijalu tumorskih mati¢nih stanica omogucavajuc¢i im ulazak u neograni¢eni broj
stani¢nih dioba i ekpanziju njihove brojnosti. Tlustracija je izradena u programu BioRender te prilagodena

prema literaturnom izvoru Falzacappa i suradnici (2012).

1.2.1.1. Metode identifikacije CSC

Ovisno o tkivu iz kojega potjecu, CSC mogu eksprimirati ¢itav niz povrSinskih markera ¢ija
ekspresija moze posluziti u kreiranju terapija koje bi specificno ciljale CSC. Za identifikaciju i
izolaciju CSC-a mogu se Koristiti brojne metode. Jedna od njih bazire se na aktivnosti aldehid
dehidrogenaze (ALDH), usko povezane s proliferacijom i diferencijacijom stanica, ali i s
rezistentnoS¢u na kemoterapiju zbog uloge u detoksikaciji toksi¢nih aldehida proizvedenih
metaboli¢kim procesima ili citotoksi¢nim terapeuticima. Visoka aktivnost ALDH zabiljezena je kod
CSC populacije brojnih malignih oboljenja te se smatra standardnim markerom u njihovoj
identifikaciji (Leng i sur. 2017).



Interkaliraju¢a boja Hoechst takoder se moze iskoristiti za identifikaciju subpopulacije CSC u
tumorskoj masi stanica. Zbog pojacane aktivnosti transportera ABC, inac¢e zaduzenih za izbacivanje
kemoteraputika, CSC ¢e efikasnije izbacivati boju Hoechst, na temelju ¢ega se mogu izdvojiti od
ostalih stanica tumora (Brown i sur. 2010). Takoder, CSC karakterizira rast u sferama §to moze
posluziti u njihovoj izolacija od ostalih stanica koje ¢ine tumorsku masu. Tumorske stanice nasade se
u mediju bez seruma uz dodatak fibroblasnog fakora rasta (FGF) u ne-adherentnim uvjetima do pojave
sfera. Upravo ta karakteristika rasta CSC-a omogucava njihovu izolaciju od ostalih stanica koje ¢ine
tumor (Sugihara i Saya 2013). Daljna istrazivanja te identifikacija CSC-a u brojnim solidnim tumorima

dovela je do razvoja hijerarhijskog ili CSC modela tumorigeneze.

1.2.2. Modeli tumorigeneze

Kao $to je ve¢ opisano, tumor je heterogena masa stanica ne samo fenotipskih ve¢ i genotipskih
karakteristika unato¢ klonalnom nastanku. Tijekom vremena stanice akumuliraju mutacije koje
doprinose heterogenosti tumora. Stohasti¢ki model tumorigeneze govori kako su sve stanice tumora
bioloski identi¢ne te su jednako sposobne inducirati tumorigenezu, ali se medusobno razlikuju po
odgovoru na ekstrinzi¢ne i intrinzi¢ne faktore. Stoga, stohasticki model heterogenost tumora
objasnjava kao posljedicu prirodne selekcije. Stanice koje se uspiju najbolje prilagoditi uvjetima
mikrookoli$a nadvladat ¢e ostale stanice u tumorskoj masi. Prema ovome modelu odrasla somatska
stanica dozivi najmanje pet genetskih promjena prije nego $to poprimi sva obiljezja tumorske stanice
poput pojacane proliferacije, izbjegavanje apoptoze i diferencijacije. Potom dolazi do klonalne
proliferacije $to na kraju dovodi do nastanka hiperproliferativnog tumora. Opisani model uobi¢ajeno

se koristi za objaSnjenje nastanka tumora.

Nove spoznaje dovele su do razvoja hijerarhijskog ili CSC modela tumorigeneze. Prema ovome
modelu subpopulacija CSC nalazi se na vrhu hijerarhijskog lanca te je odgovorna za inicijaciju, razvoj
i heterogenost tumora. Heterogenost tumora objasnjava se sposobnos¢u CSC-a da stvaraju razlicite
podtipove stanica (Gasch i sur. 2017). Prema hijerarhijskom modelu CSC su glavni izvor recidiva
tumora zbog razvoja mehanizama kojima suzbijaju ucinak terapijskih spojeva i postizu terapijsku
rezistentnost. Stoga, samo potpuna eradikacija CSC-a moze sprijeciti mogucnost relapsa. lako
navedeni modeli tumorigeneze pojavu, razvoj i heterogenost tumora objasnjavaju iz dvije razlicite
perspektive, oni se medusobno ne iskljuuju te je njihova kombinacija kljuéna za objasnjavanje i

razumijevanje stani¢ne plasticnost i tumorigeneze (Ciardiello i sur. 2018).
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Slika 2. Stohasticki model (a) govori da svaka stanica unutar tumorske mase ima potencijal postati
tumorigena odnosno heterogenost tumora objasnjava se prirodnom selekcijom. One stanice koje se najbolje
prilagode novonastalim uvjetima pocinju dominirati u ukupnoj tumorskoj masi. Hijerarhijski model (b)
govori kako samo mala populacija stanica moze dovesti do nastanka novih tumorigenih stanica definiranih
sposobnosc¢u samoobnavljanja te diferencijacijskom plasti¢nosti. Ilustracija je izradena pomocu programa

BioRender te prilagodena prema literaturnom izvoru Carvalho i suradnici (2021).

1.2.3. Terapijski pristupi

Tradicionalne metode lije¢enja tumora uspjesno ciljaju vecinu stanica koje ¢ine tumorsku masu
ali Cesto dolazi do relapsa nakon povlacenja bolesti. Smatra se da je upravo zaostala populacija CSC
u tumorskoj masi zasluzna za relaps. Rezistentnost CSC-a na tradicionalne terapije, ukljucujuci
kemoterapeutike i zracenje, veliki je problem te je usko povezana s njihovim usporenim stani¢nim
ciklusom, ekspresijom transportera za izbacivanje terapeutika putem porodice ABC transportera,
putevima za izbjegavanje apoptoze te rezistencijom na lijekove posredovane nekodiraju¢om RNA (Li
i sur. 2021). Kako bi se rijesio navedeni problem intenzivno se radi na razvoju novih terapija koje bi
selektivno ciljale populaciju CSC u borbi protiv malignih oboljenja. Selektivnost terapija moze se
poboljsati ciljanjem povrSinskih markera te se u tu svrhu razvijaju monoklonalna antitijela koja bi
selektivno ciljala populaciju CSC tumora. Jedan od primjera je ve¢ prethodno spomenuti povrsinski

marker CD33 eksprimiran kod vecine stanica AML.



Gemtuzumab ozogamicin, konjugat monoklonskog antitijela anti-CD33 i citotoksi¢nog agensa N-
acetil-gama-kalikeamicina, ima §iroku primjenu u lijeCenju AML-a (Chen i sur. 2013). Takoder Shi i
suradnici (2010) u svome radu su opisali pozitivan u¢inak antitijela anti-ABCG2 na antigen ABCG2
u stani¢noj liniji humanog raka jajnika, A2780. Stanice ABCG®, inae otporne na djelovanje
kemoterapeutika vinkristina, postale su osjetljivije na njegovo djelovanje nakon inkubacije s
antitijelom anti-ABCG2.

S obzirom da CSC pokazuju visoku rezistenciju na kemoterapiju zbog povecane ekspresije
porodice ABC transportera razvijeno je nekoliko farmakoloskih agensa koji inhibiraju navedene
transportere te posljedi¢éno poveéavaju osjetljivost CSC-a na terapeutike. Verapamil je prvi otkriveni
inhibitor P-glikoproteina, ¢lana porodice ABC transportera, te je simultana primjena verapamila i
antitumorskih lijekova poput doksorubicina, paklitaksela 1 vinkristina pokazala obe¢avajuce rezultate
u antitumorskim terapijama (Patel i Tannock 2009). Sinergisticki u¢inak navedenih terapeutika snizava
terapijsku rezistenciju tumora povecavaju¢i akumulaciju lijeka, smanjujuéi proliferaciju i rast

tumorske mase Sto rezultira pove¢anjem stope prezivljenja (Khdair 1 sur. 2010).

Ciljanje mikrookolisa CSC-a takoder je potencijalna terapijska strategija. Kako navode Junttila i
De Sauvage (2013), upravo bi mikrookoli§ u kojemu se CSC nalaze mogao biti razlog razliCite
osjetljivosti CSC-a na primjenjene tretmane u uvjetima in vivo i in vitro. Fokalna adhezijska kinaza
(FAK) jedna je od najvise istrazenih meta u razvoju novih potencijalnih terapija zahvaljujuéi svojoj
ulozi u stani¢noj adheziji, pokretljivosti, invaziji, nastanku metastaza, prezivljavanju, angiogenezi i
endotelno-mezenhimskoj tranziciji. Pomella i suradnici (2022) nude pregled potencijalnih selektivnih
FAK inhibitora, poput VS-6063/VS-4718 koji dovode do smanjenja fosforilacije FAK Y397 u
tumorskim stanicama dojke te posljedi¢no inhibicije rasta tumora te indukciju apoptoze. Takoder,
VEGF je kljucan faktor angiogeneze, procesa nastanka novih krvnih Zila §to doprinosi rastu i
terapijskoj rezistenciji CSC-a. Bevacizumab, monoklonsko antitijelo koje cilja VEGF, pokazalo je
pozitivan terapijski u¢inak putem normalizacije tumorske vaskulature i naruSavanja mikrookoliSa

tumorskih stanica (Calabrese i sur. 2007).

Signalni putevi Notch, Hedgehog (Hh) te Wnt/B-katenin imaju klju¢nu ulogu u samoobnavljanju
tumorskih stanica, a time i u samoj tumorigenezi. Deregulacija navedenih puteva moze uzrokovati
nekontroliranu proliferaciju stanica te utjecati na proces diferencijacije. Takoder, mutacijama signalnih
puteva stanice koje bi trebale oti¢i u apoptozu izbjegavaju je, sto doprinosi nastanku tumora, stoga su

navedeni signalni putevi bitne terapijske mete.



Kako navode Yang i suradnici (2019) nekoliko terapeutika koji ciljaju navedene signalne puteve
ve¢ se nalaze u razli¢itim fazama klinickih ispitivanja. AL-101 mali inhibitor y— sekretaze, klju¢nog
enzima u signalnom putu Notch, nalazi se u klini¢koj fazi ispitivanja za lije¢enje adenoidnog cisti¢nog
karcinoma (Ferrarotto i sur. 2022). Neki od inhibitora signalnog puta Hh uklju¢uju vismodegib, za
lijeCenje bolesnika s uznapredovalim rakom bazalnih stanica koze te patidegib i taladegib koji su
takoder u klini¢kim fazama ispitivanja (Bhateja i sur. 2019). Inhibitori -katenina, tegavivint (BC-
2059) te E-7386 u prvoj su fazi klini¢kog ispitivanja za lijeCenje solidnih tumora (Savvidou i sur.

2017).

1.3.  Askorbat

L-askorbinska Kiselina (engl. Ascorbyl acid, AA) poznata i kao askorbat ili vitamin C
mikronutrijent je topiv u vodi prirodno prisutan u hrani, poznat po svom antioksidacijskom djelovanju.
Esencijalna je za niz stani¢nih procesa poput biosinteze karnitina, kolagena i1 neurotransmitera,
stani¢nu oksidaciju te reakcije hidroksilacije kao nuZan kofaktor brojnih enzima (Macan 1 sur. 2019).
Zarazliku od biljaka i Zivotinja, ljudi ne mogu sintetizirati AA zbog nedostatka enzima L-gulonolakton
oksidaze, klju¢nog u zadnjem koraku biosinteze, stoga je moraju unositi prehranom iz vanjskih izvora

kao Sto su voce i povrce (Satheesh 1 sur. 2020).

HQ

Slika 3. Struktura molekule askorbinske kiseline

Nedostatak AA u organizmu moze dovesti do poremecaja u strukturi i funkeiji vezivnog tkiva Sto
rezultira razvojem brojnih bolesti poput skorbuta. Unutarstanicna koncentracija AA krece se u
milimolarnim vrijednostima dok su mikromolarne koncentracije prisutne u izvanstani¢noj tekucini i
plazmi (Chen i sur. 2005). Transport askorbata in vivo odvija se pomocu dva tipa membranskih
transportera ovisno o svom obliku. Reducirani oblik, AA unosi se pomocu porodice transportera SCVT
(engl. Sodium dependent vitamin C transporter) ovisnih o natriju, aktivnim transportom. Postoje dvije

izoforme navedenih transportera, SCVT-1/SCVT-2 koje su kodirane s dva razli¢ita gena.



Navedeni transporteri razlikuju se po distribuciji u tkivu. SCVT-1 se eksprimira uglavnom u
apsorpcijskim tkivima, dok je SCVT-2 eksprimiran u vecini ostalih tjelesnih tkiva, ukljucujuci
neuralna, neuroendokrina, egzokrina i endotelna tkiva te osteoblaste (Satheesh i sur.2020). Takoder
pokazuju i razliCite fizioloske uloge; SCVT-1 je ukljuéen u odrzavanje homeostaze askorbata u
organizmu, dok SCVT-2 stiti metabolicki aktivne stanice od posljedica oksidacijskog stresa (Savini i
sur. 2008). Aktivni transport putem transportera SCVT smatra se glavnim nac¢inom ulaska askorbata u
stanice (Du i sur. 2012).

Uz reducirani oblik, jo§ jedan bioloski vrlo vaZan oblik askorbata je njegov oksidirani oblik,
dehidroaskorbinska kiselina (engl. Dehydroascorbic acid, DHA). Za razliku od reduciranog oblika,
DHA se unosi pasivnim transportom pomocu tri izoformi porodice GLUT transportera, ina¢e glavnim
transporterima za unos glukoze, a to su GLUT1, GLUT3 i GLUT4. Po ulasku u stanice DHA se

reducira u askorbat te u tom obliku ostaje u stanicama (Corpe i sur. 2013).

1.3.1. Askorbat u klini¢kim ispitivanjima

Istrazivanje antitumorskog potencijala askorbata zapocelo je prije nekoliko desetljeca kada su
razvijene dvije hipoteze o njegovoj terapijskoj primjeni. Prvu hipotezu postavio je William
McCormick 1954. godine pretpostavljaju¢i da askorbat postize antitumorski u¢inak djelovanjem na
oslabljenu strukturu kolagena (Roa i sur. 2020). Drugu hipotezu zagovarali su Cameron i Rotman
predlazu¢i da se antitumorski uéinak askorbata postize inhibicijom hijaluronidaze. Na temelju tih
hipoteza Cameron i Pauling (1978) su zapoceli kod pacijenata s malignim oboljenjima, klinicka
istrazivanja terapijom visokim dozama askorbata, prilikom ¢ega su zabiljeZili poboljSane ishode
lijeCenja te vecu dugogodiSnju stopu prezivljenja. Daljnje klini¢ke studije, provedene na Mayo klinici,
nisu pokazale znacajne razlike u stopi prezivljenja izmedu skupine tretirane askorbatom i kontrolne

skupine $to je dovelo u pitanje vjerodostojnost rezultata prethodno provedenih istrazivanja.

Suprotstavljeni rezultati ovih istraZivanja mogu biti posljedica razlike u na¢inu primjene askorbata
$to je kasnije i potvrdeno istrazivanjem njegove farmakokinetike. Naime, Cameron i Pauling askorbat
su primjenjivali oralno 1 intravenozno, dok je askorbat u drugom navedenom istrazivanju primjenjen
samo oralnim putem. Kako navode Bae i suradnici (2019) oralnom primjenom postizu se znatno nize

koncentracije askorbata u plazmi u odnosu na intravenoznu primjenu.



1.3.2. Askorbat i tumorske stanice

Askorbat je poznat po svom antioksidacijskom ucinku te se koncentracija askorbata u plazmi
zdravih ljudi kre¢e u rasponu 40-80 uM (Du i sur. 2012). Pri navedenom rasponu koncentracija
askorbat djeluje kao antioksidans donirajuéi elektron potencijalno opasnim radikalima kao $to su
hidroksilni radikal (HO"), alkoksilni radikal (RO"), peroksilni radikal (LOO"), tiolni radikal (GS") te
brojni drugi (Clemente i sur. 2020). Donirajuci elektron askorbat se oksidira do askorbatnog radikala
koji uglavnom nije reaktivan te se uz pomo¢ nikotinamid adenin dinukleotida (NADH) i NADPH

ovisne reduktaze ponovno reducira u askorbat (Linster i Van Schaftingen 2007).

lako je najpoznatiji kao antioksidans, askorbat ima dvojno djelovanje. Naime provedena
istrazivanja pokazala su kako pri niskim koncentracijama djeluje kao antioksidans §tite¢i stanice od
posljedica oksidacijskog stresa dok pri ve¢im koncentracijama djeluje kao pro-oksidans povecavajuci
unutarstani¢nu razinu reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS) (Pawlowska i
sur. 2019). Ukoliko prooksidansi nadvladaju antioksidacijske mehanizme zastite javlja se oksidacijski
stres. Smatra se da bi upravo pro-oksidativno svojstvo askorbata mogao biti jedan od mehanizama
selektivnog antitumorskog djelovanja. Chen i suradnici (2005) potvrdili su da pri koncentracijama
ve¢im od 1 mM, askorbat uzrokuje nakupljanje vodikovog peroksida (H202). Unosom povecane
koncentracije askorbata u stanice dolazi do njegove autooksidacije S$to rezultira porastom
ekstracelularnog HO; te time pritiS¢e intracelularni peroksid-uklanjaju¢i sustav i tako inducira
oksidativnu kaskadu iskazujuci svoje prooksidativno svojstvo. Porast H2O2 ima selektivni toksi¢ni
uc¢inak na neke tumorske stanice dok zdrave stanice nisu pogodene (Du i sur. 2012). Zbog djelovanja
antioksidacijskih enzima poput katalaze i glutation peroksidaze, zdrave stanice izbjegavaju oStecenje
uzrokovano ROS-om. S druge strane, kod tumorskih stanica ROS mozZe inducirati stani¢énu smrt zbog
smanjene razine antioksidativnih enzima u usporedbi s zdravim stanicama. Tumorske stanice stalno
su izloZene oksidacijskom stresu te su osjetljive na svako dodatno povecanje unutarstani¢ne razine
ROS-a §to na njih moZe imati toksi¢an u¢inak (Potters i sur. 2002). Za pro-oksidativni u¢inak askorbata
zasluZna je njegova visoka reduciraju¢a sposobnost koja reducira kataliticke metale poput iona zeljeza
(Fe*") i bakra (Cu?*) te tako doprinosi stvaranju ROS-a. Tako reducirani metali reagiraju s kisikom
(O2) reducirajuc¢i ga na superoksidni radikal (O2") te doprinose nastanku OH". Glutation (GSH),
NADPH i enzimi koji povezuju navedene metabolite kljuéni su u obrani stanica od oksidacijskog stresa

uklanjanjem nastalog H20..

10



Postoji nekoliko mehanizama kojima askorbat moze dovesti do smrti tumorskih stanica. Prvo,
nastali H>O> moze direktno djelovati na sintezu adenozin-5'-trifosfata (ATP) oStecuju¢i ATP-sintetazu
¢ime se razina ATP-a smanjuje (Ahmad i sur. 2005). Drugo, indirektno djelovanje ostvaruje se
ostecenjem DNA, povecanjem razine ROS-a ¢ime se aktivira poli (ADP-riboza) polimeraza (engl.
Poly (ADP-ribose) polymerase, PARP). Kataboliziraju¢i NAD*, PARP smanjuje njegovu koli¢inu $to
posljedi¢éno smanjuje i razinu NADH i sintezu ATP-a (Ozben 2007). Tre¢i mehanizam ukljucuje
kataboliziranje H.O> oksidacijom GSH do glutation disulfida (GSSG) gdje je za redukciju GSSG u
GSH potreban NADPH nastao pentoza fosfatnim putem iz glukoze. Glukoza iskoristena za redukciju
NADP* u NADPH ne moze se dalje koristiti u ciklusu glikolize ili nastanak NADH $§to rezultira

smanjenom sintezom ATP-a te energetskom krizom (Lazarev i sur. 2020).

Vecina energije u stanici nastaje procesom oksidacijske fosforilacije koji se odvija u mitohondriju
u prisutnosti kisika. Radi se o najucinkovitijem metabolickom putu za proizvodnju ATP-a gdje
oksidacijom iz jedne molekule glukoze nastaje 30 molekula ATP-a. U uvjetima kada stanica nema
dovoljnu koli¢inu kisika ATP se proizvodi manje efikasnim procesom glikolize kojim nastaju samo
dvije molekule ATP-a. Otto Warburg otkrio je da tumorske stanice metaboliziraju glukozu putem
glikolize stvarajué¢i laktat ¢ak i u prisutnosti dovoljne koli¢ine kisika (Liberti i Locasale 2016).
Navedena metabolicka strategija poznata je pod nazivom aerobna glikoliza ili Warburgov efekt.
Tumorske stanice koriste manje efikasan ali brzi proces aerobne glikolize kako bi brzo proizvele ATP
Sto im omogucava brzu proliferaciju (Lopez-Lazaro 2008). Takoder, smatra se da je ova metaboli¢ka
strategija jedna vrsta prilagodbe tumorskih stanica kako bi se zastitile od povecane razine ROS-a
(Andrisic i sur. 2018). Promjene redoks statusa uzrokovanog djelovanjem askorbata uzrokuje brojne
promjene ukljucujuci oksidaciju sumpora koji je gradi aminokiselinu cistein §to rezultira promjenama
u tercijarnoj strukturi proteina (Park 2013). Upravo takvim promjenama podloZan je bitan glikoliticki
enzim gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH). Kao §to je opisano, askorbat pri viSim
koncentracijama djeluje kao prooksidans ¢ime utjece na metabolizam stanica. Povecana razina ROS-
a povezana je sa smanjenjem aktivnosti GAPDH-a putem glutationilacije cisteina (Hwang i sur. 2009).
Radi se o posttranslacijskoj modifikaciji proteinskog cisteinskog ostatka dodavanjem GSH $§to utjece
na samu funkciju proteina. Inhibicijom GAPDH-a onemoguéava se napredovanje glikolize §to
rezultira smanjenjem razine ATP-a i piruvata §to posljedi¢no dovodi do energetske krize stanice koja

inducira stani¢nu smrt (Uetaki i sur. 2015).
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Ispitivanje provedeno na stanicama mutiranih proteina KRAS (engl. kirsten rat sarcoma viral
oncogene) i BRAF (engl. v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B) mutantnih stanica
kolorektalnog karcinoma pokazalo je kako askorbat antitumorski ucinak postize induciranjem
oksidacijskog stresa te inhibicijom glikolize. Kao $to je spomenuto u prethodnom poglavlju, stanice
unose oksidirani oblik askorbata, DHA putem transportera GLUT koji se ulaskom u stanicu ponovno
reducira u AA uz pomo¢ GSH i NADPH. Povecani unos DHA u stanice dovodi do njegove brze
pretvorbe u AA, sto dovodi do iscrpljivanja GSH-a i NADPH-a te poveéanja ROS-a i ostecenja DNA.
Razina metabolita povezana s uzvodnim koracima glikolize, ciklusom limunske kiseline te pentoza
fosfatnim putem rastu primjenom vece koncentracije askorbata dok se razina metabolita nizvodno od
glikolize smanjuje (Uetaki 1 sur. 2015). Navedeno moze biti posljedica upravo inhibicije GAPDH-a
zbog djelovanja askorbata koji inducira oksidativni stres te inhibira aktivnhost GAPDH-a odnosno
dolazi do inhibicije glikolize u CSC (Bonuccelli i sur. 2017). Sve navedeno pruza uvid u jedan od
potencijalnih mehanizama djelovanja askorbata kao prooksidativnog terapijskog sredstva u lijecenju

raka te je sam mehanizam prikazan na Slici 4.

Neki od ostalih mehanizama antitumorskog ucinka askorbata ukljucuju snizavanje proteinske
razine transkripcijskog faktora HIF-1a (engl. hypoxia-inducible factor) aktiviranog hipoksijom unutar
tumora. Kako navode Kuiper i Vissers (2014) askorbat je kofaktor HIF-hidroksilacijskih enzima, bitan
za odrzavanje Zeljeza (Fe) u njegovom aktivnom obliku (Fe?*) o kojemu ovise spomenuti enzimi.
Takoder askorbat djeluje na gensku aktivnost epigenetickim modifikacijama poput demetilacije DNA
kao kofaktor enzima TET (engl. ten-eleven translocation) metilcitozin dioksigenaze (Linster i Van
Schaftingen 2007). Uz to, askorbat ima ulogu u diferencijaciji stanica. Jedan primjer je diferencijacija
induciranih pluripotentnih stanica (iPC) te promoviranje diferencijacije embrionalnih stanica u iPC
(Caoisur. 2012). Takoder askorbat se ¢esto dodaje i u medij za uzgoj stanica te se pokazao u¢inkovitim

u diferencijaciji mezenhimskih mati¢nih stanica u kostano tkivo (Fujisawa i sur. 2018).
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Slika 4. Mehanizam toksi¢nog ucinka askorbata. Askorbat se oksidira u izvanstanicnom prostoru u
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kriza

dehidroaskorbinsku kiselinu ( DHA ) koja pomo¢u GLUT 1 transportera glukoze ulazi u stanice. Unutar
stanice DHA se reducira u vitamin C na rac¢un glutationa (GSH) koji se oksidira u glutation disulfid (GSSG)
i pretvara se natrag u GSH redukcijom NADPH-a. Iscrpljivanje GSH-a i NADPH-a rezultira prekomjernom
proizvodnjom ROS-a koja moze ostetiti biomolekule te je toksi¢na za stanice raka. ROS takoder moze
inhibirati gliceraldehid 3 - fosfat dehidrogenazu (GAPDH) §to rezultira smanjenom proizvodnjom piruvata
i ATP-a u mitohondrijama $to rezultira energetskom krizom i posljedi¢no stani¢nom smréu. Ilustracija je

izradena u programu BioRender te prilagodena prema literaturnom izvoru (Macan i sur. 2019).
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1.4. Doprema askorbata u stanice

1.4.1. Askorbil palmitat

Za antitumorski u¢inak askorbata potrebne su njegove visoke koncentracije u plazmi koje se mogu
posti¢i Samo intravenoznom primjenom. Medutim, zbog osjetljivosti na zrak, svjetlost, toplinu, visoki
pH te laku degradaciju in vivo primjena askorbata je ograni¢ena (Naidu 2003). Kako bi se rijesili
navedeni problemi napravljeno je nekoliko modifikacija askorbata u svrhu sinteze njegovih stabilnijih
derivata. Jedna od mogucénosti je dodavanje fosfatne skupine ciklickom prstenu askorbata prilikom
Cega nastaju hidrofilni kompleksi poput askorbil-2 fosfata. Dodatak fosfatne skupine doprinosi
antioksidacijskom djelovanju medutim ono se ostvaruje tek nakon pretvorbe in vivo u L-askorbinsku
kiselinu, stoga se antioksidacijska aktivnost ne moze direktno postic¢i (Kristl i sur. 2003). Takoder kako
navodi Stamford (2012), permeabilnost membrane za navedene hidrofilne spojeve manja je u odnosu
na askorbat Sto predstavlja problem u njegovoj primjeni. Druga moguénost poboljSavanja stabilnosti
askorbata ukljucuje lipofilne derivate askorbata, poput askorbil-6 palmitata (engl. Ascorbyl palmitate,
AP). Kemijski se radi o esteru askorbinske 1 palmitinske kiseline Siroke primjene u kozmetickoj,
prehrambenoj 1 farmaceutskoj industriji pri ¢emu se zadrzava antioksidacijski u¢inak askorbata dok

zbog svoje lipofilne prirode lako prolazi kroz stani¢énu membranu (Silva i Campos 2000).
H3C
OH '3
0O 0
_/ H
O
HO OH

Slika 5. Strukturna formula askorbil palmitata

Istrazivanja su pokazala kako AP takoder pokazuje antitumorski u¢inak inhibirajuéi stani¢nu
proliferaciju i sintezu DNA brojnih tumorskih stanica (Naidu 2003). ZabiljeZen je i snaZzan sinergisticki
u¢inak AP-a i kemoterapeutika. Medutim, slaba topivost u vodi i niska bioraspoloZivost ograni¢avaju
terapijsku primjenu, stoga je potrebno pronac¢i odgovarajuci nacin njegove primjene u hidrofilnim
uvjetima. Kako bi rijesili taj problem te povecali u¢inkovitost terapija znanstvenici su AP zajedno sa
kemoterapeuticima ugradili u razne koloidne nosace te ih na taj nac¢in dopremali stanicama. Tako su
Gopinath i suradnici (2004) AP primjerice ugradivali u aspasome. Jukanti i sur. (2011) ispitali su
sinergisti¢ki u¢inak AP-a i doksorubicina ugradenih u liposome dok su Zhou i sur. (2017) ispitali

sinergisti¢ki u¢inak AP-a i paklitaksela ugradenih u ¢vrste lipidne nanocestice.
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1.4.2. Cvrste lipidne nanocestice

Cvrste lipidne nanodestice (engl. Solid lipid nanoparticles, SLN) razvijene su kao alternativni
sistemi nosaca za tradicionalne koloidne sustave poput nanoemulzija, liposoma, polimernih mikro i
nanocestica. SLN predstavljaju dobar sustav za dostavu lijekova zbog izvrsne biokompatibilnosti,
kontroliranog oslobadanja lijeka, dobre fizikalno-kemijske stabilnosti te sposobnosti poboljsanja
bioraspolozivosti lijekova (Duan i sur. 2020). Zbog svoje male veli¢ine (50-1000 nm) mogu prolaziti

kroz brojne fizioloske barijere Sto je velika prednost.

Sto se tice same grade SLN-a, sastoje se od &vrste hidrofobne jezgre obavijene slojem lipida.
Lipidni sloj mogu ¢initi fosfolipidi, kolesterol, trigliceridi te slobodne masne kiseline (Mukherjee i
sur. 2009). Potrebno je pazljivo odabrati komponente za sitezu SLN jer njezin kemijski sastav te

svojstva samih lipida koji obavijaju jezgru znatno utjecu na stabilnost SLN-a.

&
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Slika 6. Struktura ¢vrstih lipidnih nanoc¢estica. Nanocestice sadrze jezgru gradenu od lipida unutar koje se
ugraduje aktivna tvar od interesa. Jezgra je obavijena slojem surfaktanta koji smanjuju povrsinsku napetost
klju¢nu za topivost u hidrofilnim otopinama. Takoder na povrSini se nalaze ne-ionski surfaktanti koji

stabiliziraju nanocestice te onemogucavaju njihovu agregaciju. Ilustracija izradena u programu BioRender.
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2. CILJ

Kao sto je opisano u ovome radu, askorbat ima veliki antitumorski potencijal. Medutim, primjena
askorbata in vivo ogranicena je niskom stabilno$¢u samog askorbata ali i zbog visokih koncentracija u
krvi potrebnih za postizanje antitumorskog djelovanja. Opcenito, pacijenti nemaju dobru toleranciju
na visoke koncentracije terapeutika, stoga bi isporuka stabilnijih derivata askorbata nanoc¢esticama
imala veliki potencijal u smanjenju potrebne visoke doze askorbata te u poboljSanju njegove
farmakokinetike. Takoder, to¢an mehanizam antitumorskog djelovanja askorbata nije u potpunosti

razjaSnjen te ¢e se neki od potencijalnih mehanizama ispitati u ovome radu.

Specificni ciljevi ovog diplomskog rada:

a) Sintetizirati i karakterizirati ¢vrste lipidne nanocCestice s ugradenim askorbil pamitatom

b) Ispitati u¢inak ¢vrstih lipidnih nanocCestica s ugradenim askorbil palmitatom i askorbinske kiseline
u slobodnom obliku na vijabilnost mati¢nih stanica osteosarkoma

c) Odrediti optimalan izvor askorbata za ispitivanje njegovog uc¢inka na mati¢ne stanice osteosarkoma

d) Ispitati utjecaj optimalnog izvora askorbata na promjene u ekspresiji gliceraldehid 3-fosfat
dehidrogenaze kao moguc¢i mehanizam citotoksi¢nog djelovanja

e) Ispitati promjene u ekspresiji gena markera diferencijacije mati¢nih stanica osteosarkoma nakon

tretmana optimalnim izvorom askorbata
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3.

MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

Stanice

o

o

o

Stani¢na linija embrionalnih stanica bubrega ¢ovjeka HEK293
Stani¢na linija osteosarkoma ¢ovjeka U20S

Mati¢ne stanice osteosarkoma OS-CSC

Kemikalije

Sinteza nanodestica

Glicerol monostearat (GMS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)
Dimetildioktadecil amonijev bromid (DDAB) (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)
Askorbil palmitat (AP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)

Pluronic F-68 (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)

Uzgoj i tretiranje stanica:

©)

Modificirani Dulbeco Eagl medij za uzgoj, DMEM (engl. Dulbecco's modified Eagle's medium),
visoko glukozni (4.5g/1), L-glutamin, natrijev piruvat (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Njemacka)

Modificirani Coons F-12 teku¢i medij sa L-glutaminom, 0.863 mg/L cinkov sulfat, bez NaHCO3
(Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Njemacka)

Antibiotici penicilin-streptomicin (1%) (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Njemacka)
Fetalni govedi serum (engl. fetal bovine serum, FBS) (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Njemacka)

Fosfatni pufer (engl. phosphate buffered saline, PBS) (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Njemacka)

0,25% tripsin — EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)

Trypan Blue boja (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD)

Askorbinska kiselina (100mM)- (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)

Faktor rasta fibroblasta — bFGF (Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, SAD)
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Analiza vijabilnosti stanica

o

Reagens MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolium bromid) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, SAD)

Analiza oksidacijskog stresa

o

o

Dimetil sulfoksid, DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)
Dikloro-dihidro-fluorescin diacetat, DCFH-DA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)

Analiza razine proteina (Western Blot)

o

Komplet BCA Protein Assay (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Teksas, SAD )
Pufer za gel za razdvajanje- 1M TRIS-HCI; pH 8,8
Pufer za gel za sabijanje- 0.375M TRIS-HCI; pH 6,8
Gel za razdvajanje (10%) / Gel za sabijanje (4%)

o 1M TRIS-HCI; pH 8,8/ 0,375M TRIS-HCI; pH 6,8

o 10% SDS (CH3(CH2)::0S03Na) - natrijev dodecil-sulfat

o MiliQ voda

o 30% akrilamid/bisakrilamid

o TEMED (CH3).NCH2CH2N (CH3). - tetrametiletilendiamin

o APS (NH4),S208- amonijev persulfid
Pufer za elektroforezu (3.03 g TRIS pH=8.3,14.4 g glicin, 10% SDS, deH20)
Pufer za prijenos (3.03 g TRIS, 14.4 g, 200 mL metanol, dH20)
Proteinski marker Blue Prestained Broad Range (11-190 kDa) (BioLabs, Massachusetts, SAD)
Pufer TBST (engl. tris-buffered saline) (1M TRIS pH=8.0, 4M NaCl, Tween 20, deH20)
Primarno antitijelo anti-GAPDH (1:5000) (Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, SAD)
Sekundarno antitijelo anti-Rabbit 1gG, vezano za HRP (Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, SAD)
Boja Ponceaus S (Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, SAD)
Clarity Western ECL Substrate (BioRad, Hercules, Kalifornija, SAD)
Razvija¢ i fiksir GBX (Kodak, Rochester, New York, SAD)
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Izolacija RNA i proteina

o Komplet Quick DNA/RNA Miniprem plus (Zymo Research Irvine, Kalifornija, SAD)

Lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu

o Komplet High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, SAD)

o Smjesa Power Syber Green PCR (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, SAD)
o Etilendiamintetraoctena kiselina, EDTA (Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, SAD)

Uredaji i laboratorijski pribor
Za provodenje ovog eksperimenta koristili su se slijede¢i uredaji 1 laboratorijski pribor :

o Laminar (Heraeus, Hanau, Njemacka)

o Zetasizer Ultra (Malvern Panalytical, Malvern, Worcestershire, Ujedinjeno Kraljevstvo)
o Invertni mikroskop Axiovert 40 CFL (Zeiss, Oberkochen, Njemacka)

o Inkubator (Panasonic, Osaka, Japan)

o Cita¢ mikrotitarskih plo¢ica GloMax (Promega, Madison, Wisconsin, SAD)

o Vodena kupelj Precisterm (JP Selecta, Barcelona, Spanjolska)

o Centrifuga UNIVERSAL 320R (Hettich, Tuttlingen, Njemacka)

o Termoblok (Ependorf, Hamburg, Njemacka)

o NanoVue Plus™ (Biochrom, Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo)

o CFX Opus 96 Real-Time PCR (BioRad, Hercules, Kalifornija, SAD)

o Mini-PROTEAN Tetra System nosac¢ za elektroforezu (BioRad, Hercules, Kalifornija,SAD)
o Trans-Blot® Cell nosac¢ za transfer proteina (BioRad, Hercules, Kalifornija, SAD)

o Birker-Turk-ova komorica (Marienfeld, Lauda-Koénigshofen, Njemacka)

o Petrijevke (Sarstedt, Niimbrecht, Njemacka)

o Epruvete (Sarstedt, Niimbrecht, Njemacka)

o Kapilarna kiveta (Malvern Panalytical, Malvern, Worcestershire, Ujedinjeno Kraljevstvo)
o Prozirna mikrotitarska plo€ica sa 96 jaZica (Sarstedt, Niimbrecht, Njemacka)

o Mikrotitarska plocica sa crnim dnom sa 96 jazica (Sarstedt, Niimbrecht, Njemacka)

o Plocica sa 6 jazica (Sarstedt, Niimbrecht, Njemacka)



3.2. Metode

3.2.1. Sinteza ¢vrstih lipidnih nanocestica

Za potrebe ovoga eksperimenta sintetizirala sam SLN koje sadrze AP te prazne nanocestice (SLN-
0) koje ¢e sluziti kao kontrola, metodom mikroemulzije u vodi. Za prvi korak u sintezi pripremila sam
Pluronic F-68. Radi se o neionskom surfaktantu koji predstavlja vodenu fazu u sintezi nanocestica.
Potom se pripremila lipidnu fazu koja se sastoji od GMS-a unutar kojega se ugraduje AP te DDAB

koji nanocesticama daje pozitivan naboj kako se medusobno ne bi povezivale i stvarale agregate.

Sintezu SLN-AP provela sam tako da sam prvo pripremila 10 % otopinu Pluronic F-68 u 80 mL
MiliQ vode. Potom sam odvagala 50 mg GMS, 5 mg DDAB, 10 mg AP te sve odvagane komponente
stavila u epruvetu koju sam zagrijala na 85°C u vodenoj kupelji. Istovremeno sam u vodenoj kupelji
zagrijala 5 mL Pluronic F-68 u zasebnoj epruveti. Nakon $to su se sve komponente zagrijale dodala
sam Pluronic F-68 u epruvetu koja sadrzi GMS, DDAB i AP. Sada kada su se vodena i lipidna faza
nanocestice pomijeSale, dobivenu emulziju sam sonicirala 25 minuta pri 85°C u vodenoj kupelji.
Hladenjem u ledu dolazi do formiranja nanocestica koje su cuvane na +4°C do upotrebe. Isti postupak

sam ponovila i za SLN-0 samo bez dodatka AP-a.
3.2.2. Karakterizacija ¢évrstih lipidnih nanocestica

Nanocestice sam karakterizirala mjerenjem veli¢ine, polidisperziteta te zeta potencijala metodom
dinamickog rasprsenja svjetlosti (engl. dynamic light scattering; DLS) na uredaju Zetasizer Ultra na
Institutu Ruder Boskovi¢ u Zagrebu, u Laboratoriju za radijacijsku kemiju i dozimetriju Zavoda za
kemiju materijala. Kako bih karakterizirala nanoCestice na temelju veli¢ine i polidisperziteta stavila
sam 1 mL uzorka nanocestica u kivetu za mjerenje. Mjerenje sam ponovila tri puta iz tri razli¢ita kuta
te su rezultati izrazeni kao srednja vrijednost tih mjerenja. Potom sam mjerila zeta potencijal koji daje
informaciju o jac¢ini elektrostatskog odbijanja 1 privlacenja izmedu Cestica u vodenoj fazi nanocestica.
Prvo sam Spricom prebacila 700 pL uzorka nanocestica u kapilarnu kivetu pazec¢i da ne dode do
nastanka mjehurica te da se uzorak ravnomjerno rasporedi kroz kapilaru. Kivetu sam prethodno isprala
MiliQ vodom. Potom sam kapilarnu kivetu, pazeci na polozaj elektroda, stavila u uredaj Zetasizer
Ultra kako bih izmjerila zeta potencijal. Mjerenje sam ponovila tri puta te sam dobivene rezultate

iskazala kao srednju vrijednost tri mjerenja.
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3.2.3. Uzgoj stanica

Istrazivanje sam provodila na stani¢nim linijama embrionalnih stanica bubrega covjeka HEK293,
stanicama osteosarkoma covjeka U20S te mati¢nim stanicama osteosarkoma OS-CSC. OS-CSC
dobivene su iz uzoraka biopsije tumora sa Klinike za djecje bolesti Zagreb uz odobrenje Etickog

povjerenstva te dobrovoljni pristanak pacijenata i skrbnika.

Rad sa stani¢nim kulturama odvijao se u laminaru pri sterilnim uvjetima. Stani¢ne linije HEK293
i U20S uzgajala sam u mediju DMEM s visokim udjelom glukoze uz dodatak 10% FBS-a. Stanice
OS-CSC uzgajala sam u Coon's F-12 modificiranom teku¢éem mediju s L-glutaminom uz dodatak 10%
FBS-a. Stanice su rasle na 37°C pri 5% COzu inkubatoru. Stanice sam odrzavala u kulturi rasadivanjem
koje sam provodila tako da sam stanicama prvo vakumom iz petrijevke odsisala medij u kojemu su
uzgajane te ih ispirala s 2 mL PBS-a. PBS bih potom odsisala te u petrijevku dodala 2 mL tripsina s
kojim sam inkubirala stanice 4 minute na 37°C i 5% CO. u inkubatoru kako bi stanice odvojila od
podloge. Djelovanje tripsina inaktivirala sam dodatkom 4 mL odgovaraju¢eg medija za uzgoj. Kada
je za provodenje eksperimenta bio potreban odredeni broj stanica, dio volumena stani¢ne suspenzije
razrijedila sam 2x s tripanskim modrilom te sam potom Zive stanice brojala na Biirker-TUrk-ovoj
komorici pod mikroskopom Zeiss Axiovert 40 CFL. Nakon $to sam izbrojala stanice, razrijedila sam
odredeni volumen stani¢ne suspenzije, sada poznate koncentracije, s odgovaraju¢im medijem za uzgoj

kako bih imala potreban broj stanica koje ¢u nasaditi za eksperiment.

Slika 7. Stani¢na linija stanica HEK293 embrionalnih stanica bubrega ¢ovjeka slikana na mikroskopu
Zeiss Axiovert 40 CFL na povecéanju 40x.
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Slika 8. Stani¢na linija stanica U20S osteosarkoma ¢ovjeka slikana na mikroskopu Zeiss Axiovert 40

CFL na povec¢anju 40x.

Slika 9. Mati¢ne stanice osteosarkoma OS-CSC slikane na mikroskopu Zeiss Axiovert 40 CFL na

povecanju 40x.
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3.2.4. Ispitivanje vijabilnosti stanica testom MTT

Test MTT koristi se za mjerenje stani¢ne vijabilnosti i proliferacije kroz metabolicku aktivnost
stanica. Radi se o kolorimetrijskom testu baziranom na redukciji Zute tetrazolijeve soli (MTT) u
ljubicaste kristale formazana zbog djelovanja stani¢nih dehidrogenaza aktivnih samo u vijabilnim
stanicama. Nastali kristali formazana nisu topivi u vodi te se otapaju dodatkom DMSO-a. Intenzitet
obojenja proporcionalan je broju vijabilnih stanica na temelju ¢ega se moze kvantificirati. Osim za
procjenu vijabilnosti i proliferacije stanica MTT test se takoder koristi za ispitivanje citotoksicnog

ucinka pojedinih spojeva.
3.2.4.1. Nasadivanje i tretiranje stanica

Za potrebe testa MTT nasadila sam stanice u gusto¢i od 1x10* st/mL u 100 pL odgovarajuéeg
medija na prozirnu mikrotitarsku plo¢icu s 96 jazica te inkubirala 24 sata pri 37°C 1 5% COz u
inkubatoru kako bi se stanice prihvatile za podlogu. Testom MTT ispitan je moguci selektivni
citotoksi¢an uc¢inak navedenih izvora askorbata na tumorske stanice U20S i OS-CSC u usporedbi sa
stanicama HEK293.

Stanice sam tretirala s tri tretmana: SLN-AP, SLN-0 i slobodnim oblikom AA pripremljenim u
razli¢itim razrjedenjima u odgovaraju¢em mediju. Prije dodavanja tretmana, stanicama sam odsisala
medij u kojemu su bile nasadene. Potom sam stanice tretirala sa 1, 5, 10, 25, 50 i 100 pM SLN-AP i
SLN-0 dok sam tretman slobodnim oblikom AA dodala u rasponu koncentracija od 0.05, 0.1, 0.3, 0.5,
1, 5110 mM. Pri tretmanu slobodnim oblikom AA koristila sam milimolarni raspon koncentracija, jer
kako navodi literatura, askorbat u slobodnom obliku antitumorski uéinak postize pri veéim
koncentracijama. Sve tretmane normalizirala sam na sastav askorbata kako bih nadomjestila razliku u
molekularnim masama AP-a i askorbata. Tretman SLN-0 sluzi kao kontrola u¢inka same formulacije
nanocestica te sam navedeni tretman dodala u istom volumenu kao i SLN-AP. Sve navedene tretmane
primijenila sam u volumenu od 200 puL. Kao kontrola na plo¢ici nalazile su se i netretirane stanice.
Tretirane i kontrolne stanice na plo¢icu sam nasadila u triplikatima. Zatim sam tretirane stanice
inkubirala 72 sata na 37°C i 5% CO». Nakon 72 sata, stanicama sam odsisala medij te ih isprala sa
PBS-om. Potom sam u jazice dodala 40 puL pripremljenog MTT-a koncentracije 0.5 mg/mL te stanice
inkubirala 4 sata. Potom sam u sve jazice dodala 170 pL. DMSO-a koji otapa kristale formazana te
zatim stanice inkubirala 30 minuta na 37°C. Zavrsetkom inkubacije mjerila sam apsorbanciju na ¢itacu

mikrotitarskih ploc¢ica GloMax na 560 nm te ocCitala rezultate.
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3.2.5. Mjerenje unutarstanic¢ne razine ROS-a

Test DCFH-DA sluzi kako bi se izmjerila unutarstani¢na razina ROS-a. Navedeni test se zasniva
na oksidaciji nefluorescentnog DCFH-DA u njegov fluorescentni oblik koji se moze detektirati.
DCFH-DA prolazi kroz stani¢nu membranu te unutar stanice, uz pomo¢ stani¢nih esteraza, nastaje
DCFH. Takoder se radi o nefluorescentnoj probi, ali bez moguénosti prolaska kroz stani¢nu
membranu. Unutarstani¢ne molekule ROS-a reagiraju s DCFH §to dovodi do nastanka spoja DCF i
emisije fluorescencije. Stoga je koli¢ina unutarstaniénog ROS-a proporcionalna oksidaciji DCFH-DA

Sto omogucava kvantifikaciju.
3.2.5.1. Nasadivanje i tretiranje stanica

Za potrebe testa DCFH-DA stanice sam nasadila u gustoéi od 2x10% st/mL u 200 uL odgovarajuéeg
medija na crnu mikrotitarsku plocicu s 96 jaZica. PloCicu sa stanicama inkubirala sam 48 sati pri 37°C

i 5% CO2 u inkubatoru kako bi se stanice prihvatile za podlogu.

Unutarstani¢nu razinu ROS-a mjerila sam u stanicama U20S i OS-CSC nasadenim na zasebnim
plo¢icama. Mjerenje sam provela nakon 1 sata i 6 sati izloZenosti stanica tretmanima. Stanice sam
tretirala s SLN-AP i SLN-0 u rastu¢im koncentracijama od 2.5, 5, 25, 50 i 100 uM te slobodnim
oblikom AA u koncentracijama od 0.5, 1, 2.5te 5 mM. U svaku jazicu dodala sam tretman u volumenu
od 200 pL. Na plo¢ici se kao kontrola nalaze i jazice s netretiranim stanicama. Sve stanice na plocicu
sam nasadila u triplikatima. Nakon dodatka svih tretmana plo¢ice sam inkubirala 1 sat, odnosno 6 sati
na 37°C pri 5% CO,. Potom sam stanice isprala s 200 uL. PBS-a te taj postupak ponovila tri puta kako

bi se svi tretmani dobro isprali iz jazica.

Kako bih izmjerila unutarstani¢nu razinu ROS-a, pripremila sam 20 uM DCFH-DA u PBS-u. U sve
jazice dodala sam 200 uLL DCFH-DA te plocicu inkubirala 30 minuta na 37 °C i 5% CO2 u mraku.
Fluorescenciju sam mjerila pomocu ¢ita¢a mikrotitarskih plo¢ica GloMax pri ekscitaciji 485 nm i

emisiji 535 nm, a potom sam o¢itala rezultate mjerenja.
3.2.6. Analiza razine proteina

Za potrebe eksperimenta stanice sam nasadila na plo¢icu sa 6 jaZica u gusto¢i od 4,8x10* st/mL u
1000 pL medija za uzgoj te stanice inkubirala preko no¢i pri 37 °C i 5% CO2 u inkubatoru kako bi se
prihvatile za podlogu. Idu¢i dan stanicama sam dodala odgovaraju¢i svjezi medij uz dodatak 1 mM

askorbinske kiseline.
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Stanice sam tretirala s 1mM AA u slobodnom obliku uz dodatak FGF-a te 1mM AA bez dodatka
FGF-a. Svaki tretman je imao odgovarajucu kontrolu, stanice nasadene u diferencijacijskom mediju s
FGF-om, odnosno diferencijacijski medij bez FGF-a. Svaki tretman na ploc¢icu sam nanijela u
duplikatima. Po zavrSetku tretiranja ploCicu sa stanicama inkubirala sam na 37 °C i 5% CO2 pet dana

sa izmjenom medija svaka dva dana.

3.2.6.1. lzolacija RNA

Tjedan dana nakon tretmana stanicama sam odsisala medij te ih isprala s 2 mL PBS-a. Kako bi
odvojila stanice od podloge dodala sam 3 mL tripsina te potom ploCicu inkubirala 4 minute na 37°C.
Djelovanje tripsina neutralizirala sam dodatkom 4 mL odgovarajueg medija. Potom sam sadrzaj svake

jazice prebacila u nove epruvete.

Za izolaciju ukupne RNA iz stanica koristila sam komplet Quick DNA/RNA Miniprem Plus
prema uputama proizvodaca. Uzorke sam kratko centrifugirala, supernatant odsisala, a talog
resuspendirala u 300 pl otopine za zastitu od degradacije. Potom sam dodala 300 pl pufera za liziranje
te uzorak prebacila u epruvetu te ga ponovno kratko centrifugirala. U dobiveni filtrirani eluat (engl.
flow-through) dodala sam 600 pl etanola i zatim vorteksirala. Pola volumena uzorka prebacila sam u
novu epruvetu i centrifugirala te sam postupak ponovila s preostalim volumenom uzorka. Potom se
odvija nekoliko uzastopnih koraka u kojima sam dodala pufer za pripremu te pufer za ispiranje prema
protokolu. Po zavrSetku ispiranja dodala 50 pl vode bez Dnaze i RNaze u matriks kolonice te
centrifugirala uzorak. Isto sam ponovila za svaki od uzoraka te ih potom, do upotrebe, pohranila na -
20 °C u hladnjaku.

3.2.6.2. lzolacija proteina

Nakon vezanja RNA za kolonicu, proteini se mogu procistiti iz profiltriranog eluata. U eluat,
dobiven prilikom izolacije DNA, dodala sam hladni aceton (-20 °C) u omjeru 4:1. Uzorke sam
inkubirala na ledu 30 minuta, a potom ih centrifugirala pri maksimalnoj brzini. Na proteinski talog
dodala sam 400 pl etanola, uzorke sam ponovno centrifugirala te odsisala supernatant. Potom sam

uzorcima proteina dodala 0,5 pL inhibitora proteaza a potom sam izmjerila njihovu koncentraciju.
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3.2.6.3. Odredivanje koncentracije proteina testom bicinkoninicne kiseline (BCA)

Koncentraciju izoliranih proteina odredivala sam pomoc¢u kompleta BCA Protein Assay prema
uputstvima proizvodaca. Standardi su pripremljeni razrjedivanjem BSA (engl. bovine serum albumin)
iz kompleta koncentracije 2 mg/mL u odredenom volumenu PBS-a kako bi dobila raspon standarda
BSA koncentracije od 125 do 2000 pg/mL. Na temelju broja standarda i broju uzoraka izra¢unala sam
potreban volumen radne otopine BCA. Radnu otopinu BCA pripremila sam mijesanjem otopine A i
otopine B u omjeru 50:1. Uzorke i standarde razrijedila sam 2x u MiliQ vodi. U svaku od 96 jazica
mikrotitarske ploCice ispipetirala sam po 10 pL svakog uzorka te po 10 pL standarda razli¢itih
razrjedenja. Standarde i uzorke na plocicu sam dodala u duplikatima. Zatim sam dodala 200 pL radne
otopine BCA u svaku od jaZica te plo¢icu inkubirala 30 minuta pri 37 °C. ZavrSetkom inkubacije
mjerila sam apsorbanciju na ¢itau mikroplo¢ica GloMax na 560 nm nakon ¢ega sam izracunala

prisutnu koncentraciju proteina.
3.2.6.4. Elektroforeza

Volumen potreban da bih imala 3 pg proteina odredila sam metodom BCA. Prvo sam sve uzorke
pomijesala s puferom za nanosenje (engl. sample loading buffer, SLB) u omjeru 1:1. Uzorke sam zatim
inkubirala 5 minuta pri 95 °C, a potom ih centrifugirala te ostavila da se hlade na ledu do nanoSenja na
gel. Gelove koji ¢e se koristiti pripremila sam u laboratoriju. Potrebno je napraviti dva gela, svaki se
sastoji od 4 %-tnog gela za sabijanje i 15 %-tnog gela za razdvajanje. Nakon pripreme gelova,
pripremila sam pufer za elektroforezu (engl. running buffer). Pripremljene gelove stavila sam u stalak
sa staklima za izlijevanje gelova. Potom sam uklonila kalup za jazice, dodala pufer za elektroforezu u
sustav tako da su jazice potopljene u puferu. U jaZice sam pipetom nanijela uzorke i proteinski marker
Blue Protein Standard Broad Range (11-190 kDa). Elektroforeza se odvijala 1 sat pri 180 V na sobnoj
temperaturi u nosacu Mini-PROTEAN Tetra System. Za vrijeme trajanja elektroforeze slozila sam
sustav za prijenos na membranu. Koristila sam nitroceluloznu membranu koja se aktivira namakanjem
u puferu za prijenos nekoliko minuta. ZavrSetkom elektroforeze, gelu sam odrezala donji rub i gel za
sabijanje. Dvije spuzvice i filter papir namocila sam u puferu za prijenos tako da se filter papir nalazi
na spuzvicama te sam na njega pazljivo prebacila gel. Zatim sam na gel stavila nitroceluloznu
membranu, takoder prethodno namocenu u puferu za prijenos. Sve potencijalno nastale mjehurice
zraka istisnula sam laganim kotrljanjem epruvete. Potom sam na nitroceluloznu membranu dodala
redom jo$ jedan filter papir i dvije spuzvice. Ovaj nacin slaganja sustava za transfer naziva se ,,sendvi¢*

te je detaljnije prikazan na Slici 10.
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Tako slozenu kazetu prenjela sam u sustav za prijenos proteina Trans-Blot® Cell. Potom sam u
sustav dodala pufer za prijenos dok sam van nosaca ulila destiliranu vodu. Sustav sam prebacila u

stiropor s ledom i zatvorila poklopcem te se transfer odvijo u hladnjaku na +4°C, pri 10 V preko no¢i.

Transfer

(<) Katoda

]— Spuivice
@ — Filter papir

Gel
Smjer Sl /
transfera

v — Membrana
.//\Q — Filter papir
v

]— Spuivice

_ (+) Anoda

—~—

Slika 10. Shema slaganja takozvanog ,,sendvi¢a“ za transfer proteina na membranu te detaljno prikazuje

raspored slaganja spuzvica, filter papira, gela i membrane. Ilustracija je izradena u programu BioRender.
3.2.6.5. Inkubacija antitijelima i vizualizacija

Nakon zavrSetka prijenosa proteina, membranu sam izvadila i odrezala joj rub koji predstavlja
prvu jazicu te je inkubirala s Ponceau S bojom 5 minuta kako bih vizualizirala proteine. Membranu
sam potom isprala 3 puta u PBS-u u trajanju od 3 minute. Nakon ispiranja membranu sam blokirala 1
sat u 5 mL 5% nemasnog mlijeka otopljenog u puferu TBST. Potom sam membranu isprala u puferu
TBST nekoliko minuta. Prema proteinskom markeru odrezala sam membranu (GAPDH= 37 kDa).
Primarno antitijelo anti-GAPDH razrijedila sam u 0,5%-tnom nemasnom mlijeku u puferu TBST u
omjeru 1:5000. Inkubacija se odvijala na mjesalici pri sobnoj temperaturi 1 sat. Membranu sam potom
isprala u puferu TBST nekoliko puta. Sekundarno anti-zec¢je IgG, antitijelo vezano za HRP razrijedila
sam u 0,5%-tnom nemasnom mlijeku u omjeru 1:2000. Membrana se sa sekundarnim antitijelom
inkubirala na mjeSalici pri sobnoj temperaturi 1 sat. Po zavrSetku inkubacije membranu sam ispirala u
puferu TBST. Proteine sam vizualizirala otopinom za detekciju kemiluminiscencijom Clarity Western
ECL Substrate. Otopine vodikovog peroksida i luminola pomijesala sam u jednakim volumenima (150

ML) u mraku pri sobnoj temperaturi.
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U kazetu sam stavila prozirnu foliju na koju dolazi membrana tako da strana s proteinima ide
prema gore. Pripremljenu otopinu vodikovog peroksida i luminola nanijela sam preko membrane i
prekrila folijom te potom inkubirala 3 minute. Zatim sam uklonila viSak otopine za vizualizaciju, a
membranu prebacila u Cistu foliju pazeci da se istisnu svi zaostali mjehuri¢i zraka. Iduce korake
provela sam u tamnoj komori pod crvenim svijetlom. Na membranu sam stavila film za
autoradiografiju u trajanju od nekoliko minuta. Potom sam film prenijela u kadicu s razvijacem, isprala

ga u destiliranoj vodi te fiksirala u GBX fiksiru.
3.2.7. Lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu

Koncentraciju i Cisto¢u prethodno izolirane RNA izmjerila sam spektrofotometrijski na uredaju
NanoVue Plus™ na temelju omjera apsorbancija A260/280 1 A260/230. Omjer A260/280 trebao bi
iznositi 2.0 za ¢istu RNA dok vrijednosti ispod 1.8 ukazuju na prisutnost DNA ili proteina u uzorku.
Kao dodatnu kontrolu ¢istoce izmjerila sam i omjer A260/230 koji bi trebao biti u rasponu 2.0-2.2,
dok niZe vrijednosti upu¢uju na kontaminaciju tvarima koje apsorbiraju pri 230 nm. Potom sam provela
kvantitativnu reverznu transkripciju s lancanom reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu (engl.

Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction; RT-qPCR) u dva koraka.

Uzorcima RNA sam prvo dodala pufer Dnaze MgCl, te 1 pL Dnaze I. Zatim sam uzorke
inkubirala prvo na 37 °C kako bi Dnaza pocela djelovati, a potom na 65 °C 10 minuta kako bi se
inaktiviralo njezino djelovanje. Ukupnu izoliranu RNA prevela sam u cDNA koriste¢i komplet High-
Capacity cDNA Reverse Transcription. Svaki od uzoraka pomijesala sam s MiliQ vodom kako bi
dobila volumen koji sadrzi 50 ng RNA. Potom sam pripremila smjesu koja sadrzi 10x koncentrirani
pufer RT (engl. reverse transcription buffer), mjesavinu 25x dNTP (100 mM), 10x RT nasumi¢nih
primera (engl. RT random primers), inhibitora RNaza i deionizirane vode te ga ispipetirala na plocicu.
Prije provodenja reverzne transkripcije u uzorke sam dodala 1 L EDTA. Korak reverzne transkripcije

provela sam na uredaju CFX Opus 96 Real-Time PCR prema protokolu prikazanom u Tablici 1.

Tablica 1. Protokol reverzne transkripcije

Korak 1 Korak 2 Korak 3 Korak 4
Temperatura (°C) 25 37 85 4
Vrijeme/minute 10 120 5 o0

Po zavrsetku reverzne transkripcije provela sam drugi korak RT-gPCR-a u kojemu je prethodno

sintetizirana cDNA sluzila kao kalup za umnazanje DNA gena od interesa.
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Navedeni korak provela sam pomo¢u kompleta PowerSYBR® Green PCR Master Mix. Kako bih
imala dovoljnu koli¢inu cDNA, nakon umnazanja cDNA sam razrijedila 2x autoklaviranom MiliQ
vodom. Prvo sam pripremila otopinu koja se sastoji od 10 uL boje Syber Green (2x koncentrirane), 4
uL smjese koja sadrzi uzvodne (engl. forward) i nizvodne (engl. reverse) pocetnice za umnazanje gena

od interesa te autoklaviranu MiliQ vodu. Sekvence koriStenih pocetnica prikazane su Tablici 2.

Tablica 2. Sekvence koriStenih pocetnica za umnazanje gena markera diferencijacije lanéanom reakcijom
polimeraze. Takoder, u tablici je navedena i sekvenca pocetnica za umnazanje beta-aktina (AKT-B) koji je

sluzio kao endogena kontrola.

Gen od interesa Sekvenca 5°-3°

F CTGTTTACATTTGGATAC

Alkalna fosfataza (ALK-P) R ATGGAGACATTCTCGTTC
_ F GCTATGATGAGAAATCAACCG

Relfgem e | (EoLl) R TCATCTCCATTTCCAGG

T _ F GGAGACTTCAAATGAAGGAG
el St () R CAGAAAGTGTGGTATTCTCAG
etn i (AKT-B F GACGACATGGAGAAAATCTG

SBELGHI (ARI-E) R ATGATCTGGGTCATCTTCTC

Na plocicu sam prvo ispipetirala 18 pL pripremljene otopine, a potom sam u svaki red na plo¢ici
ispipetirala 2 pL odgovaraju¢eg cDNA kalupa. Korak umnazanja cDNA takoder sam provela na

uredaju CFX Opus 96 Real-Time PCR po protokolu prikazanom u Tablici 3.

Tablica 3. Protokol za PCR u stvarnom vremenu (RT-gPCR)

Aktivacija AmpliTaqg
Gold™ polimeraze

Korak Ciklus (x40)
/ Denaturacija | Priianianie/ /

sinteza (**)
Temperatura (°C) 95 95 52 95
Vrijeme trajanja 10 minuta 15 sekundi 1 minuta 5 sekundi

PCR Razdvajanje lanaca

Na plo¢icu sam nanijela i red uzoraka koji su mi sluzili kao kontrola bez kalupa (engl. no-template
control) gdje sam umjesto kalupa dodala MiliQ vodu te kontrolu bez enzima za reverznu transkripciju
(engl. no reverse transcriptase control) kako bih provjerila je 1i doslo do kontaminacije reagensa
koristenih u PCR-u te je li prisutna zaostala genomska DNA koja bi mogla utjecati na PCR reakciju.
Kao pozitivnu kontrolu koristila sam uzorak zdrave kosti kako bi ispitala je li se PCR reakcija pravilno
provela. Takoder sam kao endogenu kontrolu Koristila beta-aktin (AKT-B) ¢ija se ekspresija ne mijenja

pod utjecajem tretmana.
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3.2.8. Statisticka obrada podataka

Svi dobiveni rezultati prikazani su i statisticki obradeni pomocu programa GraphPad Prism te su
izrazeni kao srednja vrijednost triplikata sa standardnom devijacijom u odnosu na kontrolu. Podaci su
statisticki obradeni pomocu statisti¢kih testova analize varijance ANOVA i student T-testa, odnosno
testovima normalnosti podataka kako bi se ispitalo ima li statisti¢ki znacajne razlike izmedu tretmana

i/ili kontrole, uzimajuéi P < 0,05 kao znacajnu razliku.
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4. REZULTATI

4.1, Karakterizacija nanocestica

Nanocestice s ugradenim askorbil-palmitatom (SLN-AP) i prazne nanocestice (SLN-0)
karakterizirala sam na temelju njihove veli¢ine, zeta potencijala te polidisperziteta na uredaju Zetasizer
Ultra sto prikazuje Tablica 4. Ukratko, SLN-AP nesto su manje veli¢ine u odnosu na SLN-0 dok je
indeks polidisperzije (PI) nesto ve¢i u SLN-AP nego kod SLN-0. Pozitivan zeta potencijal izmjeren je

za SLN-0 dok je za SLN-AP zeta potencijal blago negativan.

Tablica 4. Karakterizacija nanoéestica (SLN-AP i SLN-0) na temelju veliine, polidisperziteta te zeta
potencijala. Svi uzorci razrijedeni su 10x deioniziranom vodom a potom su provedena mjerenja pomocu

uredaja Zetasizer Malvern Panalytical te su rezultati izraZzeni kao srednja vrijednost tri mjerenja + SD.

Karakterizacija SLN-AP SLN-0
Veli¢ina/nm 340 £ 15.7 374 £ 4.68
Polidisperzitet 0.198 + 0.0451 0.182 + 0.0219
Zeta potencijal/mV -4.18 £ 0.251 +21.5 £ 0.308

4.2. Analiza vijabilnosti stanica testom MTT

Testom MTT ispitala sam moguci selektivni citotoksi¢an u¢inak nanoc¢estica SLN-AP i SLN-0 te
slobodnog oblika AA na tumorske stanice U20S i tumorske mati¢ne stanice OS-CSC u usporedbi sa
stanicama HEK293. Tretman nanoCesticama (SLN-AP/SLN-0) primjenila sam u Sest razli¢itih
koncentracija u rasponu od 1 do 100 uM tijekom 72 sata. Nakon 72 sata izmjerila sam vijabilnost

stanica testom MTT.

Rezultati pokazaju kako primjenom rastuc¢ih koncentracija SLN-AP i SLN-0 dolazi do smanjenja
vijabilnosti sva tri tipa stanica 72 sata od primjene tretmana. Analizom dobivenih rezultata tumorske
stanice pokazale su nesto vecu osjetljivost na navedene tretmane u odnosu na zdrave stanice HEK293.
Stanice OS-CSC koje rastu uz prisutstvo FGF-a i bez FGF-a takoder su tretirane rastu¢im
koncentracijama SLN-AP i SLN-0. Kod obje varijante tretmana vijabilnost stanica se u pravilu
smanjuje porastom koncentracije nanocestica. Primjena nize koncentracije od 1 uM askorbata ne
utjeCe na vijabilnost stanica dok je primjenom veéih koncentracija nanocestica vidljiva smanjena
osim kod OS-CSC gdje SLN-AP/+FGF pokazuje vecu citotoksi¢nost od SLN-0/-FGF. Svi navedeni

rezultati prikazani su na Slici 11.
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Slika 11. Vijabilnost HEK293 i tumorskih U20S i OS-CSC stanica nakon tretmana nanocesticama SLN-
AP/SLN-0 u koncentracijama od 1-100 uM u trajanju od 72 sata. Svi su rezultati izrazeni kao srednja
vrijednost postotka prezivljenja stanica u odnosu na kontrolu, + SD vrijednost. Podatci su statisticki

obradeni visestrukim t-testom uz Holm-Sidék korekciju; p>0.05, *p<=0.05, ** p<=0.01, ***p<=0.001.

Sto se ti¢e tretmana slobodnim oblikom AA, stanice sam tretirala u rasponu koncentracija od 0.05-

10 mM. Takoder se testom MTT ispitalo pokazuju li tumorske stanice U20S i OS-CSC veéu

AP ili slobodna AA. Primjena AA u koncentracijama od 0.03 i 0.5 mM potaknula je proliferaciju
stanica HEK293 te vijabilnost stanica raste u odnosu na kontrolu. Medutim pri ImM AA dolazi do
inhibicije rasta i pada stani¢ne vijabilnosti ispod 100%, dok primjenom 5 i 10 mM koncentracije AA
vijabilnost stanica pada ispod 50%. Rezultati su prikazani na Slici 12.
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stanice HEK293. Vijabilnost stanica pocinje padati nakon primjene 0.3 mM AA te se rast stanica
gotovo u potpunosti inhibira primjenom 5 mM koncentracije tretmana. Primjenom rastu¢ih
koncentracija AA vijabilnost stanica OS-CSC pada ali u nesto manjem postotku u odnosu na stanice
U20S. Dodatkom FGF-a rezistentnost je dodatno porasla te je tek 5 mM koncentracija tretmana
inhibirala rast stanica (Slika 12).

HEK?293 u20Ss
Tretman 72h Tretman 72h
koK ok
%3k 3k k * K KK
1501 p— ] 150+ o
g T g
5 T S T L
2 1004 2 1001
g g
= 50 = 501 ’l‘
Qo Qo
S o
S S
o , [l o —
0 005010030050 1 5 10 0 005010030050 1 0
[askorbat)/mM [askorbat]/mM
/= AA Kontrola /3 AA Kontrola
OS-CSC
Tretman 72h
150- ****** *::***

g *

S

E 1004

B

= 50-

)

.S,

S

0 005010305 1 5 10 0 0.0501 0305 1 5 10

[askorbat]/mM
/= AA 3 AA/+FGF
Kontrola Kontrola

Slika 12. Vijabilnost HEK293 i tumorskih stanica U20S i OS-CSC nakon tretmana sa slobodnim oblikom
AA (+/-FGF) u koncentracijama od 0.05-10 mM u trajanju od 72 sata. Svi su rezultati izrazeni kao srednja
vrijednost postotka prezivljenja stanica u odnosu na kontrolu, £ SD vrijednost. Podatci su statisticki

obradeni testom analize varijance ANOVA uz Dunnet korekciju; p>0.05, *p<=0.05, **p<=0.01,
***p<=0.001, ****p<=0.0001.
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4.3. Ucinak askorbata na unutarstani¢nu razinu ROS-a

Uz ispitivanje uc¢inka razli¢itih oblika askorbata na vijabilnost tumorskih i mati¢nih stanica ispitala
sam i njegov ucinak na unutarstani¢nu razinu ROS-a kao jedan od potencijalnih mehanizama
antitumorskog djelovanja. Tumorske stanice U20S i mati¢ne tumorske stanice OS-CSC tretirala sam
nanocesticama SLN-AP i SLN-0 te slobodnim oblikom AA. Nanocestice sam primjenila u rasponu
koncentracija od 2.5 do 100 mM dok sam AA primjenila u koncentracijama od 0.5 do 5 mM. U¢inak
askorbata na unutarstani¢na razinu ROS-a izmjerila sam testom DCFH-DA, a mjerenja sam provela 1
sat te 6 sati nakon tretiranja.

Rezultati su pokazali kako je tretman nanocesticama SLN-AP uzrokovao snizavanje
unutarstani¢ne razine ROS-a kod tumorskih stanica U20S §to se moze pripisati antioksidacijskom
svojstvu AP-a ugradenog u nanocCesticu. Tretman SLN-0 nije uzrokovao znafajnu promjenu
unutarstani¢ne razine ROS-a te nema znacajne razlike u ucinku rastu¢ih koncentracija te duljine

trajanja tretmana (1h i 6h) sto je vidljivo iz grafa prikazanog na Slici 13.
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Slika 13. Unutarstani¢na razina ROS-a unutar tumorskih stanica U20S nakon tretmana sa SLN-AP i SLN-
0 u koncentracijama od 2.5-100 mM nakon 1 i 6 sati. Svi su rezultati izrazeni kao srednja vrijednost
postotka unutarstani¢ne razine ROS-a u odnosu na kontrolu, + SD vrijednost. Podatci su statisticki obradeni

testom analize varijance ANOVA uz Dunnet korekciju; p>0.05, *p<=0.05, **p<=0.01,***p<=0.001.

Nesto jaci antioksidacijski u€inak zabiljeZen je kod stanica OS-CSC nakon primjene rastucih
koncentracija navedenih tretmana (Slika 14.). Izmjerena je niza unutarstani¢na razina ROS-a u odnosu

na stanice U20S te antioksidacijski u€inak postaje izrazeniji duzom izloZenosti stanica tretmanima.
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Slika 14. Unutarstani¢na razina ROS-a unutar tumorskih mati¢nih stanica OS-CSC nakon primjene
nanocestica SLN-AP i SLN-0 u koncentracijama od 2.5-100 mM nakon 1 i 6 sati. Rezultati su izraZeni kao
srednja vrijednost postotka unutarstani¢ne razine ROS-a u odnosu na kontrolu, + SD vrijednost. Podatci su
statistiCki obradeni testom analize varijance ANOVA uz Dunnet korekciju; p>0.05, *p<=0.05, **p<=0.01,
***p<=0.001, ****p<=0.0001.

Ukratko svi tretmani nanocesticama (SLN-AP i SLN-0) pokazali su antioksidacijski u¢inak te su
rastu¢e koncentracije tretmana dovele do smanjenja unutarstani¢ne razine ROS-a kod tumorskih
stanica U20S 1 mati¢nih stanica OS-CSC 1 sat od tretiranja te se antioksidacijski u¢inak povecava
duzinom trajanja tretmana $to je vidljivo iz izmjerene unutarstani¢ne razine ROS-a 1 sat od tretiranja

odnosno 6 sati od tretiranja (Slika 14).

Tretman slobodnim oblikom AA nije znatno utjecao na unutarstani¢nu razinu ROS-a kod stanica
U20S 1 sat od tretiranja. Primjenom 1 mM i 2.5 mM slobodnog oblika AA dolazi do blagog porasta
razine ROS-a u odnosu na 0.5 mM koncentraciju AA. Duzim izlaganjem stanica tretmanima takoder
nisu zabiljeZene zna¢ajne promjene u unutarstanicnoj razini ROS-a. Primjenom rastu¢ih koncentracija
navedenog tretmana uocava se blago antioksidacijsko djelovanje AA na tumorske stanice U20S (Slika
15). Sto se ti¢e uéinka slobodnog askorbata (AA i AA/+FGF) na mati¢ne stanice osteosarkoma OS-
CSC nije zabiljezen znacajan u¢inak na unutarstani¢nu razinu ROS-a 1 sat od tretiranja. Rezultati
drugog vremenskog ocitanja ukazuju na porast unutarstani¢ne razine ROS-a. Primjenom 0.5 mM i 1
mM koncentracije tretmana slobodnim oblikom AA odnosno primjenom 0.5 mM koncentracije
tretmana AA/+FGF. Daljnom primjenom rastucih koncentracija tretmana dolazi do smanjenja razine

unutarstani¢nog ROS-a.
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Slika 15. Unutarstani¢na razina ROS-a unutar tumorskih stanica U20S i OS-CSC nakon tretmana sa
slobodnim oblikom AA (+/-FGF) u koncentracijama od 0.05-5 mM nakon 1 i 6 sati. Svi su rezultati izrazeni
kao srednja vrijednost postotka unutarstani¢ne razine ROS-a u odnosu na kontrolu, + SD vrijednost.

Podatci su statisticki obradeni testom analize varijance ANOVA uz Dunnet korekciju; p>0.05, *p<=0.05,
**p<=0.01, ***p<=0.001, ****p<=0.0001.

Dobiveni rezultati upu¢uju na dvojno djelovanje askorbata Sto je uocljivo kod mati¢nih stanica
osteosarkoma OS-CSC. Porast unutarstanicne razine ROS-a uzrokovan je prooksidativnim
djelovanjem slobodnog oblika AA. Prooksidativno djelovanje uo¢ava se primjenom 0.5, 1 i 2.5 mM
AA 6 sati od izlozenosti u odnosu na kontrolu dok se primjenom 5 mM koncentracije AA smanjuje
razina ROS-a. Takoder i primjenom tretmana slobodnog oblika AA/+FGF zabiljezen je

antioksidacijski uc¢inak AA gdje primjena rastu¢ih koncentracija slobodnog oblika AA uzrokuje

smanjenje razine ROS-a.
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4.4. Ucinak askorbata na metabolizam glukoze

Takoder, jedan od mehanizama kojima askorbat postize svoj antitumorski u¢inak je inhibicija
ciklusa glikolize sto rezultira energetskom krizom i stanicnom smrti. GAPDH katalizira Sesti korak
glikolize, stoga je bitan u procesu razgradnje glukoze u svrhu nastanka ATP-a. Rezultati MTT-a i
mjerenje razine ROS-a pomocu testa DCFH-DA ukazuju da je slobodan oblik AA optimalan izbor
askorbata za provodenje daljnih eksperimenata. Metodom Western blot ispitala sam uc¢inak slobodnog

oblika askorbata na metabolizam stanica OS-CSC prateci njegov u¢inak na protein GAPDH.

Stanice OS-CSC sam tretirala s ImM AA uz dodatak FGF-a te istom koncentracijom AA bez
dodatka FGF-a. Tretirane stanice inkubirala sam pet dana uz izmjenu medija svaka dva dana. Nakon
tjedan dana stanicama OS-CSC sam izolirala proteine. Dobiveni rezultati pokazuju normalnu razinu
GAPDH-a u kontrolnim stanicama. Kao kontrola koristeni su ukupni stani¢ni proteini obojani bojom
Ponceau S. Navedena kontrola ukazuje na to da su proteini ravnomjerno naneSeni na gel te da je sam
prijenos proteina na membranu bio uspjesan. Stanice OS-CSC tretirane s | mM A A pokazuju zna¢ajno
smanjenu razinu GAPDH proteina tjedan dana od tretiranja. Primjena 1 mM AA uz dodatak FGF-a
nije utjecala na razinu GAPDH-a u stanicama OS-CSC (Slika 16).

GAPDH

1 e Stanicni proteini

=

Slika 16. Ekspresija proteina GAPDH tjedan dana od tretmana stanica OS-CSC slobodnim oblikom AA
kao optimalnim izvorom askorbata. Stanice OS-CSC tretirane su 1ImM koncentracijom AA u kombinaciji
sa/bez FGF-a. Kao kontrola koristeni su ukupni stani¢ni proteini obojani bojom Ponceau S nakon prijenosa

na membranu.
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4.5. U¢inak askorbata na status diferencijacije

Osim utjecaja askorbata na unutarstani¢nu razinu ROS-a i metabolizam, antitumorsko djelovanje
moze biti i posljedica njegovog uc¢inka na diferencijaciju stanica. Kako bih ispitala utjecaj askorbata
na diferencijcijski status stanica OS-CSC izmjerila sam razinu ekspresije gena ranih markera
diferencijacije, alkalne fosfataze (engl. alkaline phosphatase, ALK-P) i kolagena tipa | (engl. type |
collagen, COL1) te kasnog markera diferencijacije, kostanog sialoproteina (engl. bone sialoprotein,
BSP). Stanice OS-CSC tretirala sam 1 mM AA uz dodatak FGF-a te istom koncentracijom AA bez
dodatka FGF-a uz odgovarajuce kontrole. Tretirane stanice inkubirala sam tjedan dana, uz izmjenu

medija svaka dva dana, a potom sam stanicama izolirala RNA.

Dobiveni rezultati pokazali su znatno manju ekspresiju gena ALK-P i BSP u kontrolnim
stanicama u odnosu na zdravu kost. Ovakvi rezultati su ocCekivani s obzirom da se radi o
nediferenciranim mati¢nim stanicama OS-CSC. Primjena 1mM AA (+/-FGF) u slobodnom obliku
uzrokovala je porast ekspresije gena ALK-P, ranog markera diferencijacije u odnosu na kontrolu.
Ekspresija drugog ranog marker diferencijacije COL1 smanjila se nakon tretmana 1mM AA u odnosu
na kontrolu. Medutim primjenom 1 mM AA uz dodatak FGF-a njegova ekspresija je porasla u odnosu
na kontrolu. Tjedan dana od tretmana ekspresija BSP-a, kasnog markera diferencijacije osteoblasta,
nije detektirana (Slika 17).

Ekspresija markera diferencijacije
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Slika 17. Razina ekspresije markera diferencijacije: alkalne fosfataze (ALK-P), kolagena (COL1) i
kostanog sialo proteina (BSP). Stanice OS-CSC tretirane su slobodnim oblikom AA (1 mM) bez FGF-a te
istim tretmanom uz dodatak FGF-a. Tretirane stanice su inkubirane tjedan dana uz izmjenu medija svaka
dva dana. Ekspresija gena je normalizirana uz pomo¢ endogene kontrole beta aktina. Rezultati su prikazani
kao relativna ekspresija gena u odnosu na kontrolnu grupu (zdrava kost), + SD vrijednost. Podatci su

statisticki obradeni visestrukim t-testom uz Holm-Sidak korekciju; *p<=0.05, ** p<=0.01, ***p<=0.001.
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Tablica 4. Sazeti prikaz promjene genske ekspresije markera diferencijacije u stanicama OS-CSC. Svi
rezultati izrazeni su kao srednja vrijednost triplikata. Stanice su tretirane 1 mM koncentracijom slobodnim
oblikom AA tjedan dana u diferencijacijacijskom mediju sa i bez FGF-a. Svaki tretman imao je
odgovaraju¢u kontrolu. Povecana ekspresija oznacena je sa 1 a snizena ekspresija oznacena je sa | u odnosu

na odgovarajuce kontrole.

ACt AACt 2N-AACt

Tretman/Gen ALK-P | COL1 | BSP | ALK-P | COL1 | BSP ALK-P | COL1 | BSP
Kontrola/-FGF 5,78 9,23 | 16,11 2,54 -0,35 | 15,47 0,17 1,18 0,00
1mM AA/-FGF 5,62 9,97 | 14,88 2,39 0,38 14,24 0,221 (0,771 | 0,00
Kontrola/+FGF 6,56 14,03 | 12,76 3,33 4,45 12,12 0,10 0,05 0,00
1mM AA/+FGF | 5,62 12,79 | 14,58 2,39 3,21 13,94 0,191 (0,111 | 0,00
Kost 3,23 9,58 0,64 0,00 0,00 0,00 1,00 1,00 1,00
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5. RASPRAVA

Istrazivanje za ovaj rad provedeno je na nemalignim embrionalnim stanicama bubrega HEK293
te na tumorskim stanicama U20S i mati¢nim stanicama osteosarkoma OS-CSC. Stanice HEK293
sluzile su kao kontrola u¢inka provedenih tretmana u odnosu na dva tipa tumorskih stanica. Detaljni
mehanizam citotoksi¢nog ucinka askorbata te njegova selektivnost prema tumorskim stanicama nije u
potpunosti razjasnjen te je u ovome radu ispitano nekoliko potencijalnih mehanizama antitumorskog

djelovanja askorbata.

Prvi korak u izradi ovog diplomskog rada bila je sinteza SLN-a metodom mikroemulzije u vodi
kao mogu¢i nafin dopreme askorbata stanicama. Sintetizirane nanocestice karakterizirane su na
temelju njihove veli¢ine, polidisperziteta te zeta potencijala. IP je mjera uniformnosti odnosno
heterogenosti nanoCestica u uzorku na temelju veli¢ine. Kako navodi literatura, IP vrijednosti manje
0d 0.5 upucuju na monodisperziju uzorka odnosno govori kako su sintetizirane nanocestice uniformne
u veli¢ini dok IP vrijednost ve¢a od 0.7 upucuje na polidisperziju uzorka odnosno heterogenost u
veli¢ini nanocestica (Mudalige i sur. 2019). Sintetizirane SLN-AP i SLN-0 pokazuju IP vrijednost
manju od 0.5 §to upucuje na uniformnost nanocestica te nam govori kako nije doslo do nastanka
agregata te su nanocCestice pogodne za provodenje daljnih eksperimenata. Takoder Shah i suradnici
(2014) navode kako vrijednosti zeta potencijala u rasponu od -30 mV do +30 mV upucuju na dobru
stabilnost formiranih nanocestica. Takoder vrijednosti zeta potencijala nanocCestica sintetiziranih za
potrebe ovog diplomskog rada nalaze se u navedenom rasponu §to je dodatna potvrda dobre stabilnost

sintetiziranih nanocestica.

Nakon karakterizacije nanocestica bilo je potrebno ispitati citotoksi¢nost tretmana SLN-AP, SLN-
0 1 slobodnog oblika AA stoga se u tu svrhu pratio njihov u¢inak na vijabilnost stanica testom MTT.
Osim citotoki¢nosti, testom MTT ispitalo se i1 koji je nacin dopreme askorbata optimalan (slobodan
oblik ili ugraden u nanocestice) te ima li askorbat selektivni u¢inak na tumorske stanice u odnosu na
stanice HEK293. Primjena rastu¢ih koncentracija tretmana SLN-AP negativno je utjecala na
vijabilnost stanica $to nam je ujedno i jedna vrsta potvrde uspjeSne dopreme nanocestica u stanice.
Primjenom rastuc¢ih koncentracija tretmana nanocesticama uocava se smanjenje vijabilnosti stanica.
Medutim porast vijabilnosti stanica zabiljeZen je nakon primjene 1 1 5 uM koncentracije oba tretmana
(SLN-AP/SLN-0) sto se moze objasniti mogu¢om poveéanom proliferacijom stanica ili povecanim

metaboliziranjem MTT-a u odnosu na kontrolne stanice.
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Znacajan pad u vijabilnosti stanica primjenom praznih nanocestica (SLN-0) koje su ujedno sluzile
kao kontrola tretmana SLN-AP upucuje kako je citotoksican efekt SLN-AP najvjerojatnije posljedica
upravo formulacije samih nanocestica a ne AP-a. Osim na tumorske stanice toksi¢an efekt zabiljezen
je i kod stanica HEK293, iako vecina literaturnih izvora navodi SLN kao dobre nosace raznih
terapeutika niske citotoksi¢nosti. Primjerice Zhou i suradnici (2017) ispitivali su sinergisti¢ki u¢inak
AP i paklitaksela (PTX) ugradenih u SLN (AP/PTX-SLN) na tumorske stanice u odnosu na
nanocestice koje sadrze samo AP odnosno PTX. Takoder su koristili AP kao stabilniji oblik askorbata
u svrhu poboljSanja antitumorskog ucinka te smanjenja Stetnih nuspojave PTX-a. Primjenom
nanocestica zabiljezili su povecanu stani¢na permeabilnost te pobolj$ani unos navedenih terapeutika u
melanoma B16F10 stanice. Takoder su na temelju rezultata testa citotoksi¢nosti in vitro SLN
karakterizirali kao dobre nosa¢ terapeutika u lijeCenju raka niske toksi¢nosti za zdrave stanice.
Potencijalni razlog toksi¢nostisintetiziranih SLN u ovome radu na stanice mozZe biti sam nacin sinteze
te odabir gradivnih komponenti nanocestica. Takoder citotoksi¢nost moZe biti i posljedica previsoke

koncentracije nanocestica.

Sve navedene stanice tretirane su i slobodnim oblikom AA u rasponu koncentracija 0.05-10 mM.
Padayatty i Levine (2000) navode kako su mikromolarne koncentracije (100-200 uM) AA toksi¢ne za
neke stanicne linije, medutim isti efekt se kod tumorskih stanica postize tek primjenom milimolarnih
koncentracija. Znacajno smanjenje vijabilnosti tumorskih stanica U20S i mati¢nih stanica
osteosarkoma OS-CSC zabiljezeno je primjenom AA u koncentracijama > ImM prilikom ¢ega
vijabilnosti stanica pada ispod 50%. Primjena 10 mM koncentracije AA ubija gotovo sve stanice u
rezistentnije na njegovo djelovanje u odnosu na stanice HEK293. Rezistentnost je dodatno povecana
dodatkom FGF-a, ina¢e klju¢nog za normalan razvoj stanica. Citotoksi¢an u¢inak askorbata ispitan je
i dokazan u brojnim istrazivanjima na razli¢itim vrstama tumorskim stanicama. Primjerice Chen i
suradnici (2005) potvrdili su da farmakoloske koncentracije askorbata raspona od 0.3 do 20 mM
koncetracije pokazuju selektivan toksi¢an u¢inak na nekoliko tumorskih stani¢nih linija dok isti u¢inak
na zdrave stanice nije zabiljezen. Takoder primjenom visokih koncentracija askorbata (0.3-5mM)
Deubzer i sur. (2010) uspjesno su dokazali njegov citotoksi¢an u¢inak na stanice neuroblastoma, dok
su Du i sur. (2010) isto pokazali tretranjem humanih stanica adenokarcinoma gusterace s 5 mM i 10

mM askorbatom.
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Daljnja istrazivanja potencijalnih mehanizama citotoksi¢nosti provedena su na stanicama U20S i
OS-CSC. Kako bi se ispitalo utjece li askorbat na redoks stanje unutar stanica mjerene su promjene u
unutarstani¢noj razini ROS-a pomocu fluorescentne DCFH-DA probe. Poznato je da su tumorske
stanice stalno izloZene oksidacijskom stresu te su zbog nedostatka antioksidacijskih enzima vrlo
osjetljive na dodatan porast razine ROS-a s§to posljediéno moze uzrokovati smrt tumorskih sranica.
Rezultati ovog istrazivanja pokazali su kako razina ROS-a opada primjenom rastuc¢ih koncentracija
nanocCestica (SLN-AP i SLN-0) §to se moZe objasniti antioksidacijskim djelovanjem AP-a Koji je u
njih ugraden. DuZim izlaganjem stanica tretmanu antioksidacijski uc¢inak postaje izrazeniji. S obzirom
da nanocestice pokazuju antioksidacijsko djelovanje zaklju¢ujemo da oksidacijski stres nije uzrok

smanjene vijabilnosti stanica nakon primjene SLN-AP i SLN-O0.

Tretman slobodnim oblikom AA nije imao znacajan u¢inak na unutarstani¢nu razinu ROS-a kod
stanica U20S te se uglavnom uocava antioksidacijsko djelovanje askorbata. Isti rezultati zabiljezeni
su i kod stanica OS-CSC nakon kratkotrajne izlozenosti tretmanu (1 sat). Medutim duzim izlaganjem
stanica OS-CSC 0.5 i 1 mM koncentracijama AA dolazi do porasta unutarstani¢ne razine ROS-a. Do
danas provedena istrazivanja pokazuju razliite rezultate ovisno o primjenjenoj koncentraciji
askorbata. Park i suradnici (2004) promatrali su u¢inak 0.25-2 mM askorbata na stanice AML.
Zakljucili su kako porast razine ROS-a mozZe biti posljedica oksidacije GSH do dimerizirane oksidirane
forme (GSSG) odnosno iscrpljivanja GSH $to rezultira nakupljanjem H202 i posljedi¢no apoptozom.
Uoceno je kako povecani unos askorbata takoder iscrpljuje i razinu NADPH/NADP™. S obzirom da su
GSH i NADPH potrebni za redukciju askorbatnog radikala nazad do askorbata, njihovo iscrpljivanje
dovodi do nakupljanja ROS-a u stanicama (Yun i sur. 2015). Medutim na temelju dobivenih rezultata
ovog diplomskog rada uc¢inak askorbata na porast unutarstani¢ne razine ROS-a potrebno je dodatno
ispitati.

S obzirom na rezultate testa MTT i mjerenje unutarstani¢ne razine ROS-a tretman s 1 mM AA
pokazao se optimalnim izvorom askorbata za daljne analize. Kako bi se istrazio u¢inak askorbata na
metabolizam stanica ispitalo se dolazi li do promjena u razini proteina GAPDH u stanicama OS-CSC
Western blot analizom nakon tretiranja stanica askorbatom. GAPDH izabran je jer katalizira Sesti
korak glikolize stoga je bitan u procesu razgradnje glukoze u svrhu nastanka ATP-a te njegova
inhibicija onemoguc¢ava potpuno odvijanje ciklusa glikolize. Inhibicija glikolitickog ciklusa uzrokuje

energetsku krizu te posljedi¢no stani¢nu smrt.
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Dobiveni rezultati provedenog eksperimenta pokazali su znatno smanjenje razinu proteina
GAPDH u stanicama OS-CSC tretiranih 1 mM AA u odnosu na kontrolne stanice. Yun i sur. (2015)
takoder su ispitivali ucinak visokih koncentracija askorbata na protein GAPDH u stanicama
kolorektalnog karcinoma s mutacijama KRAS i BRAF ¢iji je rast i razvoj usko ovisan o glikolit¢kom
ciklusu. Stanice su tretiralis 1 mM i 2 mM AA 1 sat $to je dovelo do znacajne promjene metabolickog
profila navedenih stanica. Zabiljezeno je nakupljanje metabolita povezanih sa uzvodnim koracima
glikolitickog ciklusa poput glukoza 6-fosfata, fruktoza 6-fosfata te fruktoza-1,6-bisfofata koji se nalaze
uzvodno od GAPDH-a. Takoder je zabiljezena smanjenja razina intermedijera glikolize nizvodno od
GAPDH poput 1,3-bisfosfoglicerata, 3-fosfoglicerata, glicerol 3-fosfata te fosfoenolpiruvata bitnih za
kasnije korake glikolize. Osim toga zabiljeZen je i porast u razini metabolita ciklusa limunske kiseline
te smanjena koli¢ina metabolita pentoza fosfatnog puta nakon primjene visoke doze askorbata. Stoga
se moze zaklju€iti kako visoke koncentracije askorbata interferiraju sa energetskim tokom
glikolitickog ciklusa, ali i ciklusa limunske kiseline §to rezultira smanjenom proizvodnjom ATP-a
(Uetaki i sur. 2015). Takoder, inhibicija GAPDH-a moze biti posljedica povecane razine ROS-a $to
dovodi do promjena u samoj strukturi proteina, ali i iscrpljivanja NAD* (Yun i sur. 2015). S obzirom
da su stanice OS-CSC tretirane ImM AA za koju je zabiljeZan porast razine ROS-a u prethodnim
analizama ovog rada mozemo zakljuciti kako je povec¢anje ROS-a uzrokovalo inhibiciju GAPDH-a i

u ovome radu.

Diferencijacijski status osteoblasta moze se pratiti ekspresijom markera osteoblasne diferencijacije
poput alkalne fosfataze i kolagena tipa | u ranim fazama te pomoc¢u kostanog sialoproteina u kasnijim
fazama diferencijacije. Eksperimenti in vitro ukazuju da je alkalna fosfataza bitna u inicijaciji
mineralizacije koStanog matriksa dok je kolagen tipa | zaduzen za formaciju kolagenskih vlakana koji
grade matriks, ali i za sam integritet kosti (Cao i sur. 2012; Viguet-Carrin i sur. 2006). Daljnom
diferencijacijom pre-osteoblasta u potpuno diferencirane osteoblaste raste ekspresija kostanog
sialoproteina, kasnog markera diferencijacije. Kostani sialoprotein kljuan je ne kolageni protein
kostanog ekstracelularnog matriksa s ulogom u mineralizaciji kosti te djeluje kao jezgra za stvaranje
kristala hidroksiapatita, klju¢ne gradivne komponente kosti (Ogata 2008). Za potrebe analize
diferencijacijskog statusa mati¢ne stanice OS-CSC tretirane su slobodnim oblikom AA 1mM
koncentracije tjedan dana. Askorbat je cest dodatak mediju za usmjeravanje diferencijacije
mezenhimskih mati¢nih stanica prema osteoblastima, stanicama kostanog tkiva (Choi i sur. 2008).
Istrazivanja su pokazala kako askorbat pri niskim koncentracijama potice diferencijaciju stanica,

medutim pri ve¢im koncentracijama postaje citotoksi¢an (Valenti i sur. 2014).
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Mehanizam citotoksiCosti zasniva se na inhibiciji ekspresije gena potrebnih za napredovanje
stani¢nog ciklusa kao Sto su kinaze ovisne o ciklinu. Dobiveni rezultati pokazali su povecanu
ekspresiju ranih markera diferencijacije alkalne fosfazat nakon tretmana 1mM AA te kolagena tipa |
primjenom 1 mM tretmana AA (+FGF) u odnosu na odgovaraju¢e kontrole. Smanjena ekspresija
kolagena primjenom 1 mM tretmana AA neocekivana je jer kako navode Vater i suradnici (2011)
askorbat inducira sintezu kolagena djelujuci kao kofaktor enzimima koji hidroksiliraju prolin i lizin u
pro-kolagen. Tome u prilog ide i istrazivanje koje su proveli Altaf i suradnici (2006) u kojemu navode
kako se dodatkom askorbata kulturi pre-osteoblasta, sinteza kolagena povecava nekoliko dana prije
nego S$to je vidljiva bilo kakva indukcija mRNA markera osteoblasta. Smatra se kako askorbat nema
direktan uinak na markere diferencijacije ve¢ da osteogenoj diferencijaciji doprinosi upravo
sekrecijom kolagena u ekstracelularni matriks (Langenbach i Handschel 2013). Ekspresija kosStanog
sialoproteina, kasnog markera diferencijacije, nije zabiljezena u stanicama OS-CSC. Odsutnost
njegove ekspresije moze se objasniti prekratkim trajanjem tretmana te se stanice OS-CSC nakon tjedan
dana tretiranja i dalje nalaze u ranoj fazi diferencijacije. Stoga bi se uéinak askorbata na
diferencijacijski status stanica OS-CSC trebao provesti tijekom duljeg vremenskog perioda kako bi se
sa sigurno$¢u moglo zakljuciti ima li askorbat uc¢inak na ekspresiju kosStanog sialoproteina kao kasnog

markera diferencijacije.
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6. ZAKLJUCAK

Ispitivanje i razumijevanje u¢inka askorbata dovelo je do napretka od njegove primjene u lije¢enju

skorbuta do njegove potencijalne primjene u lijeCenju malignih oboljenja. Inhibicijski ucinak

farmakoloskih koncentracija askorbata na tumorske stanice zabiljeZzen je u brojnim istrazivanjima.

Kako bi se ostvario puni terapijski potencijal askorbata potrebno je u potpunosti razumijeti mehanizme

kojima postize svoj antitumorski u¢inak. Askorbat je netoksic¢an, lako dostupan i izrazito pristupacan,

stoga ima veliki potencijal u ulozi terapeutika. Rezultati ovog diplomskog rada nude pregled nekoliko

potencijalnih mehanizama antitumorskog djelovanja askorbata te mogu posluziti u daljnim

istrazivanjima potencijalnih antitumorskih terapija.

Prema rezultatima ovog istrazivanja mozemo zakljuciti sljedece:

©)

Sintetizirane su Cvrste lipidne nanodestice S ugradenim askorbil palmitatom (SLN-AP)
metodom mikroemulzije u vodi te su karakterizirane na temelju veli¢ine, polidisperziteta i zeta
potencijala

Rastuce koncentracije tretmana SLN-AP i AA u slobodnom obliku uzrokovale su smanjenje
stani¢ne vijabilnosti. Citotoksican uc¢inak SLN-AP proizlazi iz same formulacije nanocestice
stoga se SLN nisu pokazale kao dobar sustav dopreme askorbata u stanice

stanice HEK293, dok su se mati¢ne stanice osteosarkoma OS-CSC pokazale nesto rezistentnije
na navedeni tretman

Slobodan oblik AA optimalan je izvor askorbata te se navedeni tretman koristio u daljnim
analizama u svrhu ispitivanja moguéeg mehanizma kojim askorbat postize svoj antitumorski
ucinak

Askorbat utjeCe na metabolizam stanica smanjujuci razinu proteina GAPDH klju¢nog u
procesu glikolize

Askorbat odrzava mati¢ne stanice osteosarkoma na nizem stupnju diferencijacije te doprinosi
pojacanoj ekspresiji ranih markera diferencijacije dok se ekspresija kasnog markera

diferencijacije nije mogla detektirati, moguce zbog prekratkog trajanja tretmana
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8. ZIVOTOPIS

Rodena sam 7. studenog 1997. godine u Osijeku. Srednjoskolsko obrazovanje stekla sam pohadajuci
I. gimnaziju u Osijeku, koju sam zavrSila 2016. godine. Iste godine upisala sam trogodisnji
preddiplomski sveucili$ni studij biologije na Odjelu za biologiju Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera
u Osijeku. Preddiplomski studij zavrSila sam u srpnju 2019. godine ¢ime sam stekla zvanje
sveucilisnog prvostupnika biologije. Iste godine upisala sam diplomski studij Molekularna biologija
na Prirodoslovno-matematickom fakultetu Sveucilista u Zagrebu koji zavrsavam ovim diplomskim
radom. Tijekom studiranja sudjelovala sam u brojnim manifestacijama i sveucilisnim aktivnostima.
Odli¢no poznajem engleski jezik te sam tijekom srednjoskolskog obrazovanja stekla i dobro znanje
njemackog jezika. Za vrijeme izrade ovog diplomskog rada imala sam priliku stec¢i znacajno iskustvo

rada u laboratoriju, a takoder sam se pobliZze upoznala i sa brojnim molekularnim metodama.
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