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POLARIZACIJU MAKROFAGA, ANGIOGENEZU I RAST EHRLICHOVA
ASCITESNOGA TUMORA

Martina Kun§tié¢
Zavod za animalnu fiziologiju Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu

Angiogeneza, proces nastanka krvozilja, zajedno s upalom kljucna je za rast i metastaziranje
raka. Novacenje makrofaga te produkcija citokina/kemokina, ¢imbenika rasta i proteolitickih
enzima je zajednicka karakteristika upale, angiogeneze i raka, te vazan cilj novog pristupa
lijeCenja raka. Fenolne kiseline (galna, kafeinska i taninska kiselina) kao prirodne
fitokemikalije i snazni antioksidansi pokazuju kemopreventivna i terapijska svojstva u
lije¢enju raka. Istrazili smo uc¢inak fenolnih kiselina na rast tumora, angiogenezu, polarizaciju
makrofaga i1 oksidacijski stres na modelu angiogeneze prouzrocene ip unosom EAT stanica
(2,5x10%) u Swiss albino miSa. Rezultati pokazuju da fenolne kiseline pokazuju
imunostimulatorni, protuupalni, antiangiogeni 1 protutumorski u¢inak. Protutumorski ucinak
fenolnih kiselina temelji se na citotoksicnoj djelotvornosti M1 makrofaga, izravnoj inhibiciji
rasta EAT stanica, inhibiciji ¢imbenika rasta krvozilnog endotela (VEGF) te rasta krvozilja u
peritonealnoj Supljini miSeva nositelja EAT. Fenolne kiseline kroz inhibiciju produkcije
proangiogenih ¢imbenika, posebice VEGF ¢imbenika, metaloproteinaza 2 1 9 (MMP-2 i
MMP-9) te aktivnosti ciklooksigenaze 2 (COX-2), inhibiraju proces angiogeneze, rast tumora
1 povecavaju prezivljenje miseva nositelja EAT stanica. Antioksidativna sposobnost fenolnih
sastavnica blokira pojavnost M2 tumoru pridruzenih makrofaga (TAMSs) 1 znacajno inhibira
tumorogenezu u misjem modelu. Temeljem navedenog, inhibicija TAMs moze biti
ucinkovita u lijeenju tumora i drugih kroni¢nih bolesti povezanih s procesom angiogeneze.
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ABSTRACT

THE MECHANISMS OF PHENOLIC ACIDS ACTION ON OXIDATIVE STRESS,
POLARIZATION OF MACROPHAGES, ANGIOGENESIS AND EHRLICH
ASCITES TUMOR GROWTH

Martina KunS§tié¢
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University of Zagreb

Angiogenesis, the process of formation of blood vessels, together with inflammation, is
essential for tumor growth and metastasis. Macrophage recruitment and cytokine/chemokine
production, growth factors and proteolytic enzymes is a common feature of inflammation,
angiogenesis and cancer, and an important goal of a new approach to cancer treatment.
Phenolic acids (gallic, caffeic and tannic acid) as natural phytochemicals and strong
antioxidants show chemopreventive and therapeutic properties in cancer treatment. We
investigated the effect of phenolic acids on tumor growth, angiogenesis, macrophage
polarization and oxidative stress on the angiogenic model caused by ip inoculation of EAT
cells (2.5x10%) in Swiss albino mouse. The results show that phenolic acids exhibit
immunostimulatory, anti-inflammatory, antiangiogenic and antitumor effects. The antitumor
effect of phenolic acids is based on the cytotoxic efficacy of M1 macrophage, direct inhibition
of EAT cell growth, inhibition of vascular endothelial growth factors (VEGF) and growth of
blood vessels in the peritoneal cavity of EAT-bearing mice. Phenolic acids through the
inhibition of proangiogenic factors, particularly VEGF, metalloproteinases 2 and 9 (MMP-2
and MMP-9) and cyclooxygenase 2 activity (COX-2), inhibit process of angiogenesis, tumor
growth and increase survival of EAT-bearing mice. The antioxidant ability of phenolic
components blocks the occurrence of M2 tumor associated macrophages (TAMs) and
significantly inhibits tumorigenesis in mouse model. Based on the above, TAMs inhibition
may be effective in the cancer treatment and other chronic diseases associated with process of
angiogenesis.
(XXI+ 417 pages, 148 figures, 42 tables, 574 references, original in Croatian).
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§ 1. Uvod

§1. UVOD

Ucestalost zlocudnih bolesti je u porastu kao i njihova smrtnost kako u razvijenim
zemljama tako 1 u zemljama u razvoju, te je zbog toga iznalaZzenje novih nacina lijeCenja
tumora od svjetske vaznosti. Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (WHO, engl. World
Health Organization) rak kao jedan od vodec¢ih uzroka smrtnosti uzrokovao je 7,9 milijuna
smrtnih slucajeva (Sto ¢ini oko 13 % svih smrtnih sluc¢ajeva) u 2007. godini, s 38 % u
razvijenim zemljama i1 62 % u zemljama u razvoju. Do 2030. godine procjenjuje se da ¢e u
svijetu biti gotovo 21,4 milijuna novih slucajeva raka s vise od 13,2 milijuna smrtnih ishoda
(Globocan, 2008). Poznato je da posebice brzu smrt izazivaju tumori koji dovode do stvaranja
peritonealne karcinomatoze koja za posljedicu ima stvaranje ascitesa. Neuc¢inkovita klasi¢na
terapija, kao 1 neselektivnost te posljedicna toksicnost zahtijevaju pronalazak novih i
ucinkovitijih protutumorskih lijekova i iznalaZenje novih terapijskih modaliteta. Posebna
paznja je usmjerena na prirodne sastavnice, bez toksickog djelovanja s izrazenim
kemopreventivnim sposobnostima temeljenim na viSestrukim mehanizmima koji inhibiraju,
usporavaju ili sprjecavaju procese karcinogeneze i proliferacije tumorskih stanica.

Najmanje tri razli¢ita patoloska dogadaja mogu prouzrociti ascites: (a) smanjena limfna
drenaza iz peritonealne Supljine uzrokovana opstrukcijom limfnih Zila sa stanicama tumora;
(b) povecana propusnost (hiperpermeabilnost) kapilara peritonealne Supljine; 1 (c)
angiogeneza. Poznato je da je peritonealna karcinomatoza cesto pracena s malignim
ascitesom, a njen nastanak moze se povezati i s bijegom tumorskih stanica tijekom operacije
uznapredovalog tumora.

Rast tumora ovisi o procesu angiogeneze i primjeni inhibitora angiogeneze, koji nisu izravno
citotoksi¢ni za tumorske stanice, a mogu povecati apoptozu/nekrozu tumorskih stanica, Takvi
inhibitori mogu takoder smanjiti proizvodnju ¢imbenika rasta krvozilnog endotela (VEGEF,
engl. vascular endothelial growth factor) koji je jedan od odgovornih ¢imbenika za stvaranja
ascitesa kroz povecanje krvozilne propusnosti i rasta novih krvnih Zila (angiogeneze), ali i
prouzrociti usporavanje rasta tumora kroz samu inhibiciju proliferacije endotelnih stanica i
formiranje novih kapilara koje sudjeluju u opskrbi rastu¢eg tumora ili prouzrokuje apoptozu

tumora 1/ili endotelnih stanica (Carmeliet, 2003; Folkman i Shing, 1992).
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§ 1. Uvod

Osim VEGF-a ¢ija je ekspresija kod karcinoma povezana s tumorskim rastom i invazijom,
matriks metaloproteinaze (MMPs), kao cink-ovisne endopeptidaze, takoder omogucuju
napredovanje raka, posebice poticanjem rasta stanica raka, zatim migracije 1 invazije, te
metastaziranja 1 angiogeneze. Matriks metaloproteinaze sudjeluju u razgradnji vezivnog
stromalnog tkiva i bazalne membrane, klju¢nih dogadaja u invaziji i metastaziranju tumora
(McCawley i Matrisian, 2000; Yang i sur., 2003), ujedno povecavaju bioraspolozivost
¢imbenika rasta 1 citokina te reguliraju funkciju bioaktivnih molekula proteolitickom
obradom. Ove proteaze reguliraju angiogenezu u tumoru putem aktivacije proangiogenih
¢imbenika ili je inhibiraju kroz nastajanje inhibitornih ¢imbenika. Smatra se da je izrazaj
MMP-2 i MMP-9 povezan s metastatskim i1 invazivnim potencijalom raka budu¢i da
stromalne MMP-9 pridonose malignom ponasanju raka poticanjem stvaranja i Sirenja novih
krvnih zila 1 rasta tumora. Od velikog broja proangiogenih ¢imbenika isti¢u se citokini poput
¢imbenika rasta krvozilnog endotela/krvozilnog ¢imbenika permeabilnosti (VEGF/VPF, engl.
vascular endothelial growth factor ili vascular permeability factor), kiselog 1 bazi¢nog
¢imbenika rasta fibroblasta (aFGF 1 bFGF, engl. fibroblast growth factor) 1 angiopoetina-2,
dok su poznati inhibitori angiogeneze heparin, angiostatin, trombospondin i endostatin
(Sheela i sur., 2006). Postoje dvije skupine inhibitora angiogeneze: izravni i neizravni (Cao i
Lin 2004). Izravni inhibitori angiogeneze sprjecavaju proliferaciju, migraciju krvozilnih
endotelnih stanica ili izbjegavanje odgovora stanice na spektar proangiogenih proteina.
Neizravni inhibitori angiogeneze opcenito sprjecavaju ekspresiju ili blokiraju aktivnost
tumorskog proteina koji aktivira angiogenezu ili blokiraju izrazaj svog receptora na
endotelnim stanicama. Mnogi od tih tumor-stani¢nih proteina su proizvodi onkogena koji
pokrecu taj angiogenetski preokret.

Upravo je ravnoteza izmedu proangiogenih ¢imbenika i njihovih inhibitora rezultat
mirovanja endotelnih stanica ili pokretanja angiogeneze. Izrazaj VEGF-a kao specifi¢nog
mitogena endotelnih stanica potice rast animalnih i humanih tumora, njihovu invaziju putem
stvaranja kapilara te metastaziranje (Carmeliet i Jain, 2000; Ferrara, 2004; Yancopoulos i
sur., 2000) u in vitro 1 in vivo sustavima. VEGF iskazuje svoju aktivnost kroz vezanje za
povrsinske receptore Flt-1 i KDR / FLK-1 na stanicama endotela. Upravo se povecanje krvnih
zila u peritonealnoj sluznici kod miseva s Ehrlichovim ascitesnim tumorom (EAT) pripisuje
luCenju proangiogenih c¢imbenika iz stanica EAT te se stoga smatra da povecanje

vaskularizacije moze biti odgovorno za progresiju malignih oboljenja. Stoga je inhibicija
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§ 1. Uvod

proizvodnje VEGF-a kao i njegove funkcije obecavajuci pristup u lijeCenju, prognozi tijeka
bolesti te prevenciji raka (Fong i sur., 1999; Maeno i sur., 2002).

Proces karcinogeneze ¢vrsto je reguliran antioksidativnim enzimima 1 matriks
metaloproteinazama. Kancerogeni uvjeti vode povecanju stvaranja reaktivnih vrsta kisika
(ROS, engl. reactive oxygen species) kroz mitohondrijsku disfunkciju $to prouzrokuje
promjene u ravnotezi proteaza/anti-proteaza. Oksidacijski stres je kljucni ¢cimbenik u promjeni
aktivnosti 1 izrazaju regulatornih proteina posebice matriks metaloproteinaza.

Nadalje, osim reaktivnih vrsta kisika, procesu rasta i Sirenja tumora pridonose i
drugi brojni ¢imbenici ukljuc¢ujuéi brojne genetske i epigenetske Cimbenike, te oslabljeni
imunosni nadzor.

Tijekom napredovanja tumora, tumor aktivno privlaci (regrutira) monocite i makrofage iz
cirkulacije u tumor, gdje makrofagi u nazo¢nosti raznih mikrookoli$nih signalnih molekula
tumora i stromalnih stanica mijenjaju mikrookoli§ tumora i ubrzavaju njegov rast (Mantovani
i sur., 2002; Pollard, 2004). Osim fenotipa, makrofagi mijenjaju i svoju funkciju; dolazi do
polarizacije makrofaga od klasicnih M1 u alternativne M2 makrofage. M1 makrofagi
ukljuc¢eni su u upalni odgovor, uniStavanje patogena, i protutumorsku imunost. Nasuprot
tome, M2 makrofagi utjecu na protuupalni odgovor, zacjeljivanje rana i imaju prokarcinogene

znacajke (Través i sur., 2012).

Makrofagi pridruzeni tumoru (TAMs; engl. Tumor-associated macrophages)
predstavljaju dominantnu populaciju upalnih stanica koje su prisutne u tumorima te mu
osiguravaju povoljno mikrookruzenje za rast i razvoj kroz pojaanu angiogenezu i
imunosupresiju (Mantovani i sur., 2002). TAMs su uglavnom karakterizirani kao alternativno
aktivirani M2-makrofagi ukljuceni u regulaciju svih faza progresije tumora. TAMs kao
imunosupresivne stanice doprinose otpornosti na lijekove i1 zraCenje te se njihov povecani broj
podudara s neuspjehom terapije i loSom prognozom pacijenata oboljelih od raka (Pollard,
2004; Sica i sur., 2006).

Poznato je takoder da TAMs imaju slabi antigen-predocni kapacitet, a brojnim supresivnim
¢imbenicima smanjuju aktivnost citotoksi¢nih stanica T 1 NK stanica dok brojni ¢imbenici
rasta i kemokina, proteaze te drugi ¢cimbenici pojaavaju angiogenezu i progresiju tumora.

Budu¢i da je protumorska aktivnost TAMs u velikoj mjeri ovisna o njihovom novacenju

(regrutaciji) u tumore i aktivaciji, terapijske mogucénosti na TAMs kao cilj su: a) inhibicija
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novacenja  makrofaga; b)  supresija  prezivljenja = TAMs; c)  povecanje
M1 tumoricidne djelotvornosti TAMs; i d) blokiranje M2 tumorske aktivnost TAMs.
Temeljem navedenog, TAMs kao potencijalne ciljne stanice, predstavljaju novi pristup za

lije¢enje raka.

Epidemioloska istrazivanja pokazala su da je visok unos hrane koja obiluje
antioksidansima povezan s manjom ucestalosti nastanka raka (Vainio i Bianchini, 2001).
Njihovo protutumorsko djelovanje temelji se na vise razli¢itih mehanizama, primjerice
njihovim antioksidativnim svojstvima, inhibiciji prooksidativnih enzima (ciklooksigenaza,
lipooksigenaza, ksantin oksidaza), inhibiciji prijenosa signalnih molekula, modulaciji
aktivnosti onkogena, poticanju procesa apoptoze/nekroze, promjeni redoks stanja stanica
tumora, inhibiciji angiogeneze te enzima metaloproteinaza, telomeraza i topoizomeraza,
ornitin dekarboksilaza, sinteze poliamina, kao i brojnih kinaza (protein tirozin kinaza, cAMP-
ovisnih protein kinaza, fosfoinozitol 3-kinaza, mitogen aktiviranih protein kinaza, ciklin-
ovisnih kinaza) uklju¢enih u proliferaciju stanica. Takoder, pokazano je da inhibicijom
prooksidativnih enzima flavonoidnim sastavnicama dolazi do inhibicije angiogeneze te
odlaska stanica u apoptozu.

Antioksidativni 1 endogeni redoks enzimi djeluju kao prva linija obrane protiv ROS-a u svim
staniénim odjeljcima (organelima), ali i izvan stanice. Najvazniji enzimi su superoksid
dismutaza (SOD), glutation peroksidaze (GPX), katalaze (CAT) i peroksiredoksini (PRX)
(Cerutti, 1994; Choudhury i sur., 2008; Mates i sur., 1999; Sinclair i sur., 1990). Specificna

uloga ovih enzima u karcinogenezi je detoksifikacija ROS-a.

Vazna znacajka polifenolnih sastavnica je njihovo selektivno djelovanje na tumorske
stanice u odnosu na normalne. Pri tome nije zanemariv i njihov imunostimulatorni u¢inak u
odbacivanju tumora, koji se prvenstveno temelji na nespecifi¢noj aktivaciji makrofaga te
pojacanom lucenju razli¢itih citokina kojima S$tite organizam u cijelosti kako od gubitka
homeostaze tako 1 od pojave malignih oboljenja.
Smatra se da makrofazi luenjem litickih enzima, reaktivnih oblika kisika (H20.) i duSika
(NO) te c¢imbenika tumorske nekroze (TNF-a, engl. tumor necrosis factor o) izravno
citotoksi¢no djeluju prema tumorskim stanicama. Prema dosadasnjim istrazivanjima

polifenolne sastavnice uzrokuju proliferaciju
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§ 1. Uvod

splenocita, povecavaju izrazaj IFN-y, IL-2 1 IL-6 u splenocitima, stimuliraju proizvodnju NO i
TNF-a u peritonealnim makrofazima te povecavaju sposobnost fagocitiranja (Cao 1 sur.,
2010). Nadalje, uz makrofage, limfociti takoder mogu luciti protutumorske citokine poput
TNF-a, IFN-y kako bi inhibirali proliferaciju tumorskih stanica i inducirali njihovu apoptozu
(Wang i sur., 1997). Citokini poput IFN-y, IL-12, te IP-10 (interferon-inducibilni protein 10)
mogu inhibirati angiogenezu in vivo ili in vitro (Angiolilli i sur., 1995; Friesel i sur., 1987;
Voest 1 sur., 1995), dok IL-12 i IFN-y reguliraju izrazaj VEGF-a kod tumora (Dias i sur.,
1998).

Makrofagi su klju¢ni regulatori imunosnog odgovora na tumor te svojim citokinima aktiviraju
pomoc¢nicke i citotoksi¢ne limfocite T koji oslobadanjem svojih citokina poti¢u aktivnost ne
samo ostalih makrofaga ve¢ i stanica NK te limfocita T 1 B (OrSoli¢ 1 sur., 2002; OrSoli¢ i
Basi¢ 2005; 2007).

Stoga bi povecanje M1 tumorocidne djelotvornosti TAMs; te istovremeno blokiranje M2
tumorske aktivnost TAMs moglo biti klju¢no u inhibiciji angiogeneze te inhibiciji rasta
tumora.

Temeljem navedenog cilj je na modelu misa nositelja Ehrlichovog ascitesnog tumora istraziti
ucinak fenolnih kiselina (galne, kafeinske 1 taninske kiseline) na: a) rast tumora; b)
angiogenezu; c¢) funkcionalnu sposobnost makrofaga; d) polarizaciju makrofaga; e)

oksidacijski stres i f) razinu oSte¢enja DNA.
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1.1. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

1. Fenolne kiseline snazni su antioksidativni, protuupalni, apoptotski, protutumorski i
antiangiogeni spojevi uc¢inkoviti u inhibiciji angiogeneze i rasta tumora.

1. Fenolne kiseline mogu potaknuti razli¢ite mehanizme koji mogu sprijeciti proliferaciju
tumorskih stanica i inhibirati peritonealnu angiogenezu u misa.

2. Modulacija imunosne reakcije kroz repolarizaciju makrofaga uz pomo¢ fenolnih kiselina
(galne, kafeinske i taninske kiseline) moZze povecati tumorocidnu aktivnost M1 makrofaga
1 blokirati nastanak M2 makrofaga.

3. Fenolne kiseline (galna, kafeinska 1 taninska kiselina) mogu izazvati izravnu
citotoksi¢nost na stanice tumora, a zastitno djelovati na zdrave stanice.

4. Primjena fenolnih kiselina (galne, kafeinske i taninske kiseline) moze prouzro€iti smrt
stanica tumora apoptozom ili nekrozom te potaknuti uspjesnije predocavanje tumorskih
antigena preko M1 makrofaga.

5. Reaktivne vrste kisika (ROS) kao posljedica stvaranja u oksidacijskom stresu dovode do
ostecenja bioloSkih makromolekula te se njihova razina moZze smanjiti uz djelovanje
fenolnih kiselina.

6. Primjena fenolnih kiselina (galne, kafeinske i taninske kiseline) moze posljedi¢no smanjiti
razinu VEGF-a 1 progresiju angiogeneze kroz inhibiciju aktivnosti matriks
metaloproteinaza, VEGF-a 1 rasta krvozilja, te ujedno smanjiti volumen ascitesa u
peritonealnoj Supljini.

7. Temeljem mogucih pozitivnih i selektivnih u¢inaka fenolnih kiselina na angiogenezu,
stvaranje ascitesa i rast tumora bez toksicnih posljedica dati zaklju¢ak je 1i moguca
primjena fenolnih kiselina u lije¢enju i terapiji drugih tumora, ali i u kombinaciji s drugim
pristupima lijecenja s ciljem pobolj$anja terapije na tumor.

8. Djelotvornost fenolnih kiselina kao snaznih antioksidanata mogla bi se iskoristiti u
lije¢enju drugih kroni¢nih bolesti posljedi¢no nastalih pove¢anom razinom ROS-a gdje
MMPs, VEGF 1 pojacana angiogeneza mogu imati Stetne posljedice, primjerice,
dijabeticka retinopatija, reumatoidni artritis, endometrioze, kroni¢ne opstruktivne bolesti

pluca itd.
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1.2. CILJEVIISTRAZIVANJA

1. Na¢i funkcionalnu poveznicu izmedu aktivacije VEGF-a, volumena ascitesa te MMP-
2 i MMP-9.

2. Utvrditi vezu izmedu inhibicije VEGF-a 1 matriks metaloproteinaza s fenolnim
kiselinama te inhibicije razvoja tumora i povecanja zivotnog vijeka domacina.

3. Potvrditi vezu izmedu oksidacijskog stresa, angiogeneze, VEGF-a 1 matriks
metaloproteinaza u ascitesu.

4. Pronaci vezu izmedu razine oksidacijskog stresa i angiogeneze te oksidacijskog stresa
1 razine DNA oStecenja stanica tumora 1 limfocita.

5. Istraziti aktivnost M1 1 M2 makrofaga nazo¢nih u slezeni i1 ascitesu tumora kroz
analizu inducibilne duSik oksid sintaze (iNOS) i arginaze 1 (Arg-1), te proupalnih i
protuupalnih citokina.

6. Razjasniti imunomodularne aktivnosti fenolnih kiselina kroz pra¢enje povecanja M1
tumorocidne djelotvornosti TAMs te blokiranja M2 tumorske aktivnost TAMs, koji

predstavljaju kljuéne mehanizme u inhibiciji angiogeneze te inhibiciji rasta tumora.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. TUMORI

Normalni viSestani¢ni organizam visoko je socijalno organizirana nakupina stanica u
kojoj se odrzava stroga dinamicka ravnoteza izmedu umiranja stanica i njihova obnavljanja.
Stanice u organima i tkivima, propale zbog isteka Zivotnoga vijeka, u pravilu se nadomjestaju
novima iste vrste, tako da ukupan broj i arhitektura ostaju nepromijenjeni (Taradi, 2010).
Pojava stanica koja su izgubile normalne mehanizme regulacije rasta i koja se nastavljaju
neobuzdano, autonomno, nesvrhovito dijeliti stvaraju¢i besmrtne potomke znacajka je
tumorskih stanica koje umnoZzavanjem stvaraju klinicki zamjetljiv tumor (lat. tumor, -oris, m.
- oteklina), neoplazmu (lat. neoplasia, -ae, f., - novotvorevine) ili blastom (gr¢. blastos, -u,
m. — klica + - sufiks -oma koji oznacava novotvorinu) (Taradi, 2010, Jiang i sur., 2015).
Procjenjuje se da ¢e svaki tre¢i Covjek oboljeti od tumora, a svaki ¢e peti od tumora i umrijeti.
Tumori su nakon smanjenja smrtnosti od zaraznih bolesti i1 produljenja ljudskog Zivota, drugi
uzrok smrtnosti, odmah nakon srcanih bolesti (Taradi, 2010). Smatra se da su tumori najcesce
monoklonskog (jednostani¢nog) podrijetla, odnosno nastaju proliferacijom iz prve tumorske
stanice nastale malignom transformacijom normalne stanice (Jureti¢, 2000).

Tumori se prema svom bioloSkom ponasanju dijele u tri glavne skupine:

1. dobrocudni (benigni) tumori - u pravilu ostro ograniceni na tkiva u kojima se razvijaju,
rastu ekspanzivno i ne stvaraju metastaze.

2. zlofudni (maligni) tumori - u pravilu neoStro ograni¢eni, rastu infiltrativno i
metastaziraju u okolna tkiva i organe Sire¢i se krvlju, limfom ili Supljinama organa. Drugi
naziv im je rak (gr¢. karkinos, -u, m.; lat. cancer, -cri, -ceris, m. - rak).

3. grani¢ni (semimaligni/atipi¢no proliferirajuéi) tumori - imaju niski zlo¢udni potencijal
1 teSko je koji puta razlikovati grani¢ni tumor od zlocudnog tumora niskog histoloskog

gradusa (diferencijacija) (Jukic i sur., 2002).
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Svi tumori, bez obzira na njihovo biolosko ponaSanje, sastoje se od 2 osnovna dijela:
- parenhima gradenog od pretvorenih ili neoplasti¢nih stanica po kojem tumor dobiva
svoje ime 1 odreduje se njegovo biolosko ponaSanje te
- potporne strome gradene od vezivnog tkiva, krvnih Zila 1 vjerojatno limfnih zila koje

su presudne za rast i razvoj tumora (Slika 1) (Juki¢ i sur., 2002, Jiang i sur., 2015).

Stroma TUOI’ limfa

- ©

CAF

Q)
Tumoru pridruiene
imunoloske stanice

ECM
Prijenos protoka krvi Medustanicni Limfna
prijenos drenaza

Slika 1. Struktura tumorskog tkiva (preuzeto i prilagodeno:

https://news.uns.purdue.edu/images/2016/han-cancernanotech.jpg)

Diferencijacija parenhimskih stanica odnosi se na stupanj slicnosti sa stanicama iz
kojih potjecu, 1 u morfoloskom i u funkcionalnom smislu. Dobro diferencirani tumori jesu oni
koji su gradeni od stanica koje u svemu nalikuju na zrele normalne stanice tkiva ili organa u
kojima se tumor razvio §to se opcenito moze re¢i za dobro¢udne novotvorine, dok su slabo
diferencirane ili nediferencirane (anaplastiéne) one novotvorine ¢ije su stanice primitivnog
izgleda 1 nespecijalizirane (Juki¢ i sur., 2002). Nediferencirani tumori u usporedbi s dobro
diferenciranim tumorima u pravilu imaju veci broj mitoza, kao znak povecane proliferirajuce

aktivnosti parenhimskih tumorskih stanica (Juki¢ i sur., 2002).
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Nastanak tumorske stanice iz koje ¢e se naposljetku razviti tumorski ¢vor rezultat je
dugotrajnih 1 postupnih genetskih i epigenetskih promjena (mutacija) koje mogu biti steCene
ili nasljedne, a koje su se nagomilale u samoj stanici ¢ime ona poprima nove bioloske osobine
odnosno maligni fenotip (Jiang 1 sur., 2015). Prije svega rijeC¢ je o aktivaciji onkogenima,
promjenama tumor supresor gena i gena koji su uklju¢eni u udvostrucenje, provjeru i
popravak DNA lanaca. Onkogeni predstavljaju mutirane oblike normalnih gena zvane
protoonkogenima ¢ije mutacije dovode do stvaranja prekomjernih koli¢ina proteina koji
poticu stani¢no dijeljenje 1 rast (Jiang i sur., 2015). S druge strane, tumor supresor geni u
normalnim uvjetima obuzdavaju rast stanica, a njihove mutacije mogu dovesti do zlo¢udnosti
(Taradi, 2010). Takoder vaznu ulogu imaju i geni za provjeru i popravak DNA budu¢i da vrse
nadzor nad cjelokupnim genskim materijalom c¢ija se ispravnost tijekom udvostru¢enja moze
narusiti pa se u tom slucaju pokrece “zastitni mehanizam” zvan programirana smrt stanica
(apoptoza). U slucaju njihovih promjena dolazi do izbjegavanja apoptoze stanica Sto u
konacnici omogucuje nagomilavanje mutacija u DNA. Smatra se da je prosjecno potrebno
Sest ili viSe mutacija gena koji nadziru rast stanice kako bi ona postala maligna (Taradi, 2010).
Osim stvaranja i nagomilavanja mutacija gena koji odreduju stupanj malignosti tumora vaznu
ulogu ima i odgovaraju¢i mikrookoli§ same zlo¢udne stanice kako bi se razvio tumorski ¢vor.
Za tumorske stanice specifiCan je poremecaj (deregulacija) stani¢nog ciklusa, njihova
nesposobnost da zaustave ekspresiju pojedinih gena i stanicni ciklus ili omoguce tok procesa
programiranog odumiranja — apoptoze te na taj nain zaustave umnazanje stanica 1 rast
tumora (Tomek, 2000). Odlika tumorskog tkiva je 1 da zadrzava ograni¢en broj mati¢nih
stanica koje mogu obnoviti tumor, prekomjerna proliferacija stanica i stvaranje klonova
potomaka, dok je s druge strane diferencijacija gotovo zaustavljena. Tumorska se masa zbog
velikog broja proliferiraju¢ih malignih stanica stoga eksponencijalno povecava, te kada
dosegne veli¢inu od 103-10° stanica, promjera 1 cm, mase 1 gram postaje klini¢ki vidljiva pri
¢emu je do tog doba ve¢ proslo 30 dioba stanica (Ban i Osmak, 1996). Daljnji rast tumora nije
viSe eksponencijalan jer se sve veci broj stanica tumora nalazi u fazi mirovanja (GO fazi) ili
odumre i definitivno izlazi iz diobe. U daljnjih 10 dioba tumor ée dosegnuti broj od oko 10'?
stanica i tumorsku masu od 1 kg §to u vecéine bolesnika izaziva smrt (Ban 1 Osmak, 1996).
Veca tumorska masa obi¢no dovodi i do smetnji u funkciji organa u kojem je tumor smjesten

ili u funkciji susjednih organa na koje tumor vrsi pritisak (Tomek, 2000).
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Osobine promijenjenih stanica uklju¢uju gubitak kontaktne inhibicije rasta, nagomilavanje
stanica i tvorbe metastatskih fokusa, gubitak ovisnosti o prihvacanju za podlogu i smanjenu

potrebu za serumom (Ban 1 Osmak, 1996).

Da bi nakupina tumorskih stanica u tkivu, u obliku kuglice promjera 1 — 2 mm,
mogla dalje rasti, nuzno je da organizira vlastitu prokrvljenost (Taradi, 2010) to¢nije pokrene
proces angiogeneze (Slika 2) koji je povezan sa zlocudnosc¢u, jer bez pristupa krvnim zilama
tumor ne bi mogao metastazirati (Jiang i sur., 2015). Ta nakupina tumorskih stanica obavlja
izmjenu tvari s okoliSem (normalnog tkiva) jednostavnom difuzijom, koja je dostatna samo za
sloj stanica blizu povrsine kuglice koje se neprestano radaju, "putuju" u unutrasnjost i umiru,
dok one u srediStu nekrotiziraju (Taradi, 2010). Proces angiogeneze zapocinje razgradnjom
bazalne membrane oko endotelnih stanica (kapilara), zatim promjenom oblika endotelnih
stanica u susjedstvu te bazalne membrane i njihovim prodorom u susjednu stromu. Endotelne
stanice u fronti prodora proliferiraju ¢ime se zapravo dubina prodora povecava. Stanice iza
fronte prodora prestaju proliferirati, poprimaju uobicajeni oblik endotelnih stanica, zapocinju
blisko prilijegati jedne uz druge s formiranjem lumena. Dolazi i do spajanja "fronti prodora"
tako da nastaju "petlje" novih kapilara, Sto omogucuje cirkulaciju kroz novoprokrvljenu regiju
(Jureti¢, 2000). U odraslih jedinki proces angiogeneze je relativno rijedak, odnosno javlja se,
primjerice, u endometriju zena tijekom reproduktivnih ciklusa, zatim kod cijeljenja rana i kod
rasta tumora (Jureti¢, 2000). Endotelne stanice pripadaju medu najdulje zivuce stanice buduci
da se u diobi nalazi samo jedna od 10 000 endotelnih stanica, izuzimajuéi regije s procesom
angiogeneze te stoga njihova zamjena (obnova) unutar krvnih zila moze trajati godinama, za
razliku npr. od stanica crijevnog epitela gdje se proces obnove dogodi unutar desetak dana

(Jureti¢, 2000).
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Prije angiogeneze

Nakon angiogeneze

-

Slika 2. Proces stvaranja angiogeneze (preuzeto: https://blogs.scientificamerican.com/guest-

blog/the-hallmarks-of-cancer-5-sustained-angiogenesis/)

Smatra se da sve tumorske stanice imaju zajednickog pretka, ipak su one genetski
nestabilne i vrlo heterogene po svojim svojstvima, kao §to su: veliCina, oblik, brzina rasta,
kariotip, antigeni¢nost, imunogeni¢nost, osjetljivost na vanjske utjecaje, osjetljivost na
citotoksi¢ne lijekove, proizvodnja pigmenata i hormona, kakvoca i broj receptora na povrsini
stani¢ne opne, metastatski potencijal i dr. (Basi¢ i sur., 1996; Jiang i sur., 2015; Taradi, 2010).
Upravo ta genska nestabilnost, koja traje tijekom ¢itavoga zivota tumora, predstavlja osnovni
problem terapijskoga pristupa tumorima (Taradi, 2010). Kad neke tumorske stanice zadobiju
svojstvo luCenja ¢imbenika tumorske angiogeneze (TAF, engl. tumour angiogenesis factor),
poput VEGF ili VPF, FGF, TGF-B (engl. transforming growth factor ), TNF-a i drugih, on
stimulira urastanje novih domacinovih kapilara u tumor koje osiguravaju potrebne hranjive
tvari 1 kisik §to omogucava da tumor raste "agresivno", infiltriraju¢i 1 razaraju¢i okolno
zdravo tkivo (Jiang i sur., 2015; Taradi, 2010). Jos uvijek je nepoznanica zasto neki tumori
ostaju neaktivni (mirujudi, latentni), dok drugi iniciraju angiogenezu i napredovanje prema

malignom fenotipu. Nyberg i sur. (2005) navode da fizioloska ravnoteza izmedu endogenih
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inhibitora i stimulatora mozZe predvidjeti predodredenost pojedinca za pokretanje patoloskih
stanja.
Angiogeni ¢imbenici zdruzeni s tumorom mogu se razvrstati u dvije skupine:

a) one koje proizvode tumorske stanice i

b) one koji potjeCu od upalnih stanica (npr. makrofaga) koje infiltriraju tumore (Jiang i

sur., 2015).

Stvoreni sustav krvnog i limfnog protoka ubrzava rast tumora, struje obaju tjelesnih tekucina
omogucuju ili olakSavaju otkinutim djeli¢ima tumorskog tkiva ili pak embolima tumorskih
stanica odvod u sustavnu cirkulaciju i limfotok, vjeruje se najces¢e (zbog tanke stijenke) u
podrucju venula i malih limfnih Zila. Stoga se intenzitet angiogeneze (gustoca krvnih Zila u
tumoru) moze upotrijebiti kao c¢imbenik prognoze u smislu procjene malignosti i

metastazibilnosti tumora (Jureti¢, 2000).

2.1.1. Metastaziranje

Tumorsko napredovanje ili progresija je proces koji se javlja s vremenom kod
mnogih tumora kako oni postaju agresivniji i stjeu vecu zlo¢udnu snagu. Pri tome se
progresija tumora povezuje s aktivnim procesom invazije u izvanstani¢na tkiva (matriks) koji
se moze podijeliti u 3 koraka:

- pri¢vrs¢ivanje tumorskih stanica za sastojke tkiva (bazalna membrana) pomocu
receptora za laminin, fibronektin, kolagen i druge glikoproteine,

- lokalna razgradnja (liza) izvanstani¢nog tkiva (2-8 sati nakon vezanja za
receptor) odnosno bazalne membrane 1 intersticijskoga vezivnog tkiva
proteolitickim enzimima (kolagenaze tipa IV, plazminogen aktivator i elastaze)
koje izluCuju same tumorske stanice ili normalne stanice pod utjecajem
tumorskih stanica te omogucuju prolazak kroz kapilarnu stijenku,

- seoba (migracija) tumorskih stanica (Jureti¢, 2000, Jiang i sur., 2015).

Metastaziranje (gré. metastasis, -eos, f. -premjestanje, promjena) je proces stvaranja
sekundarnih presadnica (metastaza) koji nisu u dodiru s primarnim malignim tumorom buduci

da su se otkinule od njega, te otputovale na udaljeno mjesto gdje su nastavile dalje rasti.
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Nastale presadnice ili metastaze koje su izbjegle obrambene mehanizme domacina mogu biti
regionalne (lokalne), udaljene, a ako su razasute po citavu tijelu, govorimo o generaliziranim
metastazama. lako nije pronaden to¢no odredeni gen koji bi bio odgovoran za metastaziranje
smatra se da je sposobnost metastaziranja tumorskih stanica posljedica viSestrukih mutacija
zbog njihove genetske nestabilnosti koje su neovisno nakupljaju u subklonovima tumorskih
stanica.
"Nespecificni" mehanizmi obrane, primjerice makrofagi i stanice ubojice (NK stanice), mogu
biti snazni razaraci heterogenih populacija tumorskih stanica; njihova je uloga vjerojatno
najvaznija ba$ u uklanjanju i razaranju tumorskih stanica i u optoku i u uspostavljenim
mikrometastazama (Basi¢ i sur., 1996).
Maligni tumori mogu se Siriti (metastazirati) na 4 nacina:
a) usadivanjem (implantacijom) unutar prirodnih tjelesnih Supljina ili povrsina,
b) limfogeno tj. preko limfnih Zila koje je tipi¢nije za karcinome,
¢) hematogeno tj. embolizacijom kroz krvne Zile koje je ¢eS¢e za sarkome 1
d) transplantacijom (presadbom) obi¢no mehanickim instrumentima ili
rukavicama tijekom kirurSkog zahvata, najces¢e u rubove rane (Juki¢ i sur.,
2002).

Gubitak medustani¢nih veza te razdvajanje tumorskih stanica pojedinacno ili u
skupinama koje zatim prianjanju uz bazalnu membranu i infiltriraju ju razlog je prodora
tumorskih stanica kroz nju. Uzroci razdvajanja tumorskih stanica su labave kohezivne veze
izmedu malignih stanica, kao i prisustvo proteolitickih enzima koji pokuSavaju odvojiti
nekroti¢ne dijelove tumora od ostalog dijela te ameboidna sposobnost kretanja malignih
stanica.

Stanice koje su prosle kroz bazalnu membranu prodiru i invadiraju medustani¢ni matriks, gdje
dopiru do stijenke krvnih Zila. Invazija je aktivan proces kojem neposredno prethodi razaranje
unutarstani¢nog matriksa uz potporu proteolitickih enzima iz tumorskih stanica, prije svega
proteaza kao $to su serin, cistein (katepsin D) i matriks metaloproteinaza u koju se ubraja
kolagenaza za kolagen tipa IV koji je sastavni dio bazalne membrane ¢ime se olakSava prodor
odnosno migracija tumorskih stanica (Juki¢ 1 sur., 2002). Slijedi invazija stijenke krvne Zile i
prodor u krvotok tako S$to tumorska stanica dotakne perivaskularnu membranu, zakvaci se za
nju uz pomo¢ lamininskih receptora i po¢ne luciti kolagenazu tipa IV, koja je specificna za

kolagen u bazalnoj membrani (Juki¢ i sur., 2002).

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 14



§ 2. Literaturni pregled

Krv nije osobito povoljan okoli§ tumorskim stanicama jer je njihovo oStec¢enje u

krvotoku jedan od ¢imbenika neuspjeSnosti metastatskog rasta. Tijek krvi u arterijama je brz i
u njemu su mnoge pogibi za tumorske stanice, koje se pretezno ocituju mehanickim
oSte¢enjem tumorskih stanica (Basi¢ i sur., 1996).
U krvnoj struji ili okoliSu tumora samo neke tumorske stanice stvaraju embole nakupljanjem i
pricvrs¢ivanjem za leukocite (limfocite) ili trombocite u krvi, kao i medureakcijom s
hemostatskim molekulama (depoziti fibrina) te na taj nacin budu donekle zasticene od
djelovanja protutumorskih stanica domacina 1 imaju ve¢u moguénost prezivljenja i stvaranja
metastaza (Basi¢ i sur., 1996; Jureti¢, 2000; Taradi, 2010). Postoje takoder opazanja da
tumorske stanice mogu biti i aktivne u smislu sinteze prokoagulantnih molekula $to se
klinicki moze izrazavati u smislu povecane koagulabilnosti u bolesnika s tumorima (Juretic,
2000). Medutim, vecina tumorskih stanica se u krvnoj struji nalazi pojedinacno 1 to prodorom
kroz novonastale i nepotpune ili ve¢ postojece krvne zile.

Budu¢i da tumorima opéenito nedostaje dobro razgranata mreza limfozilja, tumorske
stanice mogu ulaziti u limfotok samo u izvanjskim dijelovima tumora, ali ne 1 u njegovoj
unutrasnjosti. Tumorske stanice koje udu u limfotok odlaze do podru¢nih limfnih ¢vorova,
gdje se 10-60 minuta zaustave u supkapsularnim sinusima odakle opet znatna koli¢ina stanica
odlazi u eferentne (odvodne) limfne Zile koje su povezane s venskim optokom krvi
zahvaljujuéi mnostvu limfno-krvozilnih spajanja (Basi¢ 1 sur., 1996). Izlazenje
(ekstravazacija) slobodnih tumorskih stanica ili tumorskih embola iz krvne zile u
izvanstanicni matriks uklju¢uje medusobno pri¢vrséivanje za endotel krvne zile, Sto ovisi
djelomicno o specifi¢nosti prianjanja tumorske i endotelnih stanica u razliitim tkivima.
Adhezija (vezanje za integrinske i neintegrinske receptore) i ekstravazacija tumorskih stanica
moze biti olakSana i1 postojanjem ili stvaranjem fibrinskih ugruSaka na mjestu njihove
adherencije (Jureti¢, 2000). Nakon priljepljivanja na stanice endotela tumorske stanice
pseudopodijima ulaze u prostore medu endotelnim stanicama, izazivajuéi na taj nacin
skupljanje endotelnih stanica, Sto oslobada pristup tumorske stanice bazalnoj membrani, na
koju se ova veze pomocu laminina (BasSi¢ i sur., 1996) nakon Cega slijedi izlazak kroz bazalnu
membranu mehanizmima slicnim onima koji djeluju pri invaziji. Nakon udomljenja u
intersticijskom prostoru tumorska se stanica moze dijeliti, osnivajuéi tako koloniju stanica-
metastaza koja ponovno moze biti nositeljem novog procesa stvaranja metastaza, uvecavajuci

na taj nacin razinu rasapa malignih stanica (Tablica 1, Slika 3) (Basi¢ i sur., 1996).
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Mjesto izlaska iz krvne zile, a prema tome i organ gdje nastaje metastaza, moze se
opcenito predvidjeti na osnovi lokalizacije primarnog tumora i podruc¢ju otjecanja krvnog ili
limfnog sustava. Medutim, u mnogim slu¢ajevima prirodni putevi otjecanja ne objasnjavaju
prikladno raspored metastaza. Na migraciju (kapacitet 1 smjer) utjeCu razni solubilni
¢imbenici (citokini) koje mogu luciti same tumorske stanice (autokrina regulacija), dok drugi
mogu potjecati od susjednih ili udaljenih normalnih stanica (Jureti¢, 2000). Metastaze obicno
imaju krace vrijeme udvostru¢enja obujma nego primarni tumori od kojih potjecu, a vrijeme
udvostrucenja metastaza takoder ovisi 1 o tipu tkiva na kojem nastaju (Tomek, 2000). U
trenutku pocetka lijeCenja metastatske bolesti moze se pretpostaviti da je broj zlocudnih
stanica u organizmu 10'° do 10'!.

Sklonost stvaranja metastaza na organima moze biti povezana sa sljedeca 3
mehanizma:

a) tumorske stanice koje se pri¢vrSéuju za endotel mogu imati molekule za pri¢vr§éenje Cije
molekule pokazuju posebnu sklonost za endotelne stanice ciljanog organa;

b) neki ciljani organi mogu oslobadati tvari (Cimbenike rasta ili hormone) koje imaju sklonost
kemijskog privlacenja tumorskih stanica na odredeno mjesto;

¢) unekim sluc¢ajevima ciljano tkivo moze biti neprimljivi okoli$ za rast tumorskih stanica.

Dakle, organ u kojemu se utemeljuju metastaze jest specifican za odredeni tumor.
Kod metastaziranja u prednosti su one tumorske stanice koje imunosni sustav ne prepoznaje
kao strane (Jureti¢, 2000). Medutim, zaustavljanje Zive metastatske stanice u nekom tkivu nije
jamac nastanku metastaze (Basi¢ 1 sur., 1996). Pokusi su tako, primjerice, pokazali da manje
od 0,01 % tumorskih stanica ubrizganih u cirkulaciju prezivi, odnosno formira metastatske
kolonije (Jureti¢, 2000).

Smatra se da su za to odgovorni turbulencija (vrtlozno gibanje) krvi, relativno niska
deformabilnost (prezivljavanje u mikrocirkulaciji) tumorskih stanica 1 njihovo liziranje od
strane endotelnih stanica (Jureti¢, 2000). Klinicka i pokusna istrazivanja otkrivaju da je
povecana zlo¢udnost (npr. ubrzani rast, invazivnost i sposobnost stvaranja udaljenih
metastaza) Cesto stecena u napreduju¢em obliku. Poznato je da lokalizirano oSteCenje tkiva,
traumatizacijom, zraCenjem ili citostaticima povecava metastaze u njemu, S$to je ujedno i

potvrda da okoli§ u organu utjece na rast metastaza tumora (Basi¢ i sur., 1996).
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Tablica 1. Odnos tumora i domacina tijekom metastatske kaskade*

ODJELJCI METASTATSKE KASKADE MOGUCI MEHANIZMI
1. INICIJACIJA TUMORA Djelovanje kancerogena, aktivacija 1/ili
depresija onkogena, preraspodjela
kromosoma
2. PROMOCIJA I RAST TUMORA | Kariotipska  genetska 1 epigenetska

nestabilnost; amplifikacija gena; pojava gena
vezanih za promociju; utjecaj hormona

3. PROLIFERACIJA STANICA

Vlastiti ¢imbenici rasta i njihovi receptori,
hormonski receptori

4. ANGIOGENEZA

Cimbenici angiogeneze, ¢imbenici rasta

5. INVAZIJA OKOLNIH TKIVA,

Kemoatraktanti seruma, autokrini ¢imbenici

KRVNE I LIMFNE ZILE pokretljivosti,  receptori  priljepljivanja,
enzimi razaranja
6. ZAUSTAVLJANJE TUMORSKE | Homotipi¢cni ili  heterotipiéni  agregati

STANICE I NJEZIN IZLAZAK 1Z
KRVNE ZILE:

a) Priljepljenje za endotel

b) Skupljanje endotela

c) Priljepljenje za bazalnu
membranu

d) Rastapanje bazalne membrane

e) Lokomocija

(grudice)

Medureakcije tumorskih stanica s fibrinom,
krvnim plo¢icama i ¢imbenicima zgrusavanja

Cimbenici krvnih plogica i tumorskih stanica
Receptor za laminin 1 tromboplastin
Proteoliza, kolagenaza tipa IV, heparanaze,

katepsini

Autokrini ¢imbenici pokretljivosti

7. STVARANJE KOLONIJA
TUMORSKIH STANICA U
UDALJENOM TKIVU

Receptori za tkivne cimbenike

¢imbenike angiogeneze

rasta,

8. IZBJEGAVANJE OBRANE
DOMACINA I OTPORNOST NA
LIJECENJE

Otpornost na ubilacko djelovanje makrofaga,
naravnoubilackih stanica, aktivirane limfocite
T, prikrivanje tumor specificnih antigena i
njthova  blokada, amplifikacija  gena
otpornosti na lijekove

*Preuzeto: Basi¢ i sur., 1996
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Karcinom

Epitelne stanice
Razvoj karcinoma i stjecanje invazivnog potencijala

: . - Tumorski metastatski geni
Bazalna membrana | ® | ® [_. - Metastatski supresor geni

Ekspanzivan rast i invazija kroz bazalnu membranu u okolno tkivo
- Pojacana aktivnost proteaze (npr. MMPs)

- Povecana pokretljivost/interakcija stanice u okolnom
tkivu/ECM/stromalnim stanicama

- Smanjenje integriteta/jacine kontakta stanica-stanica (E-kadherin)

Angiogeneza, intravazacija i prijenos po tijelu

- Migracija/interakcija kroz ECM

- Interakcija s krvoZilnim stanicama

- Interakcija sa Supljinom mezotelijalnih stanica

- Invazija u krvnu Zilu

- Prezivljavanje u krvotoku/izbjegavanje imunoloikog odgovora

Imunoloske stanice

Zaustavljanje i ekstravazacija na sekundarnom mjestu

- Interakcija s vaskularnim stanicama

- Interakcija s mezotelijanim stanicama tijekom metastaziranja
- Invazija u sekundarno tkivo

Invazija u sekundarno tkivo i stvaranje mikro- i makrometastaza
- Invazija/migracija u sekundarno tkivo

- Interakcija i prilagodba tkivnom mikrookolisu

- Stvaranje nove vaskulature

- Stvaranje sekundarnog tumora ili mirovanje

(2%

Makrometastaze

mikrometastaze

Slika 3. Kaskada procesa metastaziranja (preuzeto i prilagodeno: Jiang i sur., 2015)
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2.1.2. Tumorska angiogeneza

Krvozilna mreZa opskrbljuje sve stanice u tijelu s kisikom i hranjivim tvarima te je
stoga za prezivljavanje stanica klju¢no da se nalaze dovoljno blizu krvne zile. Procjenjuje se
da stanica ne bi smjela biti udaljena vise od 100 -200 um od najblize krvne Zile, Sto otprilike
odgovara difuzijskom kapacitetu za kisik (Carmeliet i Jain, 2000; Folkman, 2001).

Ocito je stoga da kisik posjeduje najznacajniju ulogu u regulaciji rasta solidnog tumora. Zbog
nenormalnog rasta tumorskih stanica i kasnije neravnoteze u opskrbi i potraznji za kisikom,
solidni  tumori  uzrokuju  hipoksiju koja dovodi do fizioloSkog procesa
neoangiogeneze/neovaskularizacije odnosno razvoja i rasta novih kapilara u odraslih iz ve¢
postoje¢ih krvnih zila kao odgovor na proangiogene ¢imbenike koje luce stanice raka radi
dobivanja vise kisika (Gaffney i sur., 2003; Jiang i sur., 2015; Triratanachat 1 sur., 2006), a
koji igra kljucnu ulogu u procesima rasta tumora i metastaziranja (Chi i sur., 2007; Lamszus 1
sur., 2005). U tom slucaju nove kapilare izrastaju iz malih venula bez miSi¢nog sloja.
Medutim, istrazivanja su pokazali da postoji i drugi nacin stvaranja angiogeneze tumora koji
se odvija pomocu endotelnih prekursorskih stanica (EPCs, engl. endothelial progenitor cells)
iz koStane srzi odraslih ljudi koje su slicne angioblastima-stanicama iz kojih procesom
vaskulogeneze nastaju endotelne stanice i krvne zile u embriju.

Pravilan tijek ovog procesa vazan je u mnogim fizioloskim stanjima poput embrionalnog
razvoja, normalnom rastu tkiva, odrzavanja reproduktivne funkcije zene (ovulacija, obnova
endometrija nakon menstruacije, stvaranje zutog tijela, placentacija tijekom trudnoce) te
procesa zacjeljivanja rana. Regulacija intenziteta angiogeneze ovisi o ravnotezi angiogenih i
angiostatskih (antiangiogenih) ¢imbenika (Tablica 2, Slike 4-5), a ukoliko dode do gubitka te
ravnoteze, angiogeneza postaje patoloska te kao takva moze doprinositi patogenezi mnogih
bolesti (Dedi¢ Plaveti¢ i sur., 2003). U vecini normalnih tkiva prevladavaju angiostatski
¢imbenici pa stanice izolirane iz tih tkiva in vitro ne stimuliraju angiogenezu (Demeron i sur.,
1994). Razli¢iti ¢imbenici poput hipoksije, acidoze, hipoglikemije ili poviSenja unutartkivnog
tlaka mogu stimulirati stvaranje novih krvnih Zzila povecanjem ekspresije angiogenih

¢imbenika (Carmeliet 1 Jain, 2000).
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(preuzeto i prilagodeno: https://www.tocris.com/cell-biology/angiogenesi)
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Tablica 2. Endogeni angiogeni i angistatski ¢imbenici

Angiogeni ¢imbenici

Angiostatski ¢imbenici

Cimbenik Molekulska | Cimbenik Molekulska

masa (kDa) masa (kDa)
Cimbenik rasta krvozilnog endotela 40-45 Angiostatin 38
(VEGF/VPF) (engl. angiostatin)
(engl. vascular endothelial growth
factor)
Bazi¢ni ¢imbenik rasta fibroblasta 18 Endostatin 20
(bFGF) (engl. endostatin)
(engl. basic fibroblast growth factor)
Kiseli ¢cimbenik rasta fibroblasta (aFGF) 16,4 Trombospondin 1-2 (THBS 1-2, 140
(engl. acid fibroblast growth factor) TSP 1-2)

(engl. thrombospondin 1-2)

Transformiraju¢i  Cimbenik rasta o 5,5 Trombocitni ¢imbenik 4 (PF4, 27-29
(TGF-a) CXCL4)
(engl. transforming growth factor a.) (engl. platelet factor 4)
Transformirajuéi  Cimbenik rasta J3 25 Interferon o (IFN-a) 19-26
(TGF-B) (engl. interferon «)
(engl. transforming growth factor B)
Angiogenin 14,1 Interferon B (IFN-P) 20; 23
(engl. angiogenin) (engl. interferon p)
Cimbenik rasta endotelnih stanica 45 Interferon y (IFN-y) 50
izoliran iz trombocita (PD-ECGF) .
(engl. platelet derived endothelial cell (engl. interferon )
growth factor)
Cimbenik rasta kolonija granulocita 17 Antitrombin IIT (AT III) 53-55
(G-CSF) (engl. antithrombin I11)
(engl. granulocyte colony stimulating
factor)
Cimbenik rasta kolonija granulocita i 14-35 Troponin I (Tn I) 22
makrofaga (GM-CSF) (engl. troponin I)
(engl. granulocyte/macrophage colony
stimulating factor)
Angiopoetin 1 (Ang-1) 70 Interleukin 1 (IL-1) 17
(engl. angiopoietin 1) (engl. interleukin I)
Angiopoetin 2 (Ang-2) 55 Interleukin 4 (IL-4) 13
(engl. angiopoietin 2) (engl. interleukin 4)
Interleukin 6 (IL-6) 22-27 Interleukin 10 (IL-10) 18
(engl. interleukin 6) (engl. interleukin 10)
Interleukin 8 (IL-8, CXCLS8) 40 Interleukin 12 (IL-12) 70-75
(engl. interleukin 8) (engl. interleukin 12)
Cimbenik rasta hepatocita (HGF) 92 Interleukin 18 (IL-18) 18; 24
(engl. hepatocyte growth factor) (engl. interleukin 18)
Cimbenik rasta posteljice (PGF) 25 Vazostatin 21
(engl. placental growth factor) (engl. vasostatin)
Cimbenik tumorske nekroze o (TNF-a) 17 Fragment prolaktina (PRL) 8; 16;23
(engl. tumor necrosis factor o) (engl. prolactin fragment)
Cimbenik rasta trombocita (PDGF) 27-31 Kanstatin 24
(engl. platelet derived growth factor) (engl. canstatin)
Cimbenik rasta trombocita BB 24,3 Restin 22
(PDGF-BB) (engl. restin)
(engl. platelet derived growth factor BB)
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Angiogeni ¢imbenici

Angiostatski ¢imbenici

Cimbenik Molekulska | Cimbenik Molekulska
masa (kDa) masa (kDa)

Cimbenici rasta sliéni inzulinu (IGF-I, 7,5 Tkivni inhibitori MMP 1-4 28,5/21/24-
1) (engl. insulin-like growth factors) (TIMP1-4) 25/22

(engl.  tissue inhibitors of

metalloproteinase 1-4)
Matriks metaloproteineza 2 (MMP-2) 72 Tumstatin 28
(engl. matrix metalloproteinase 2) (engl. tumstatin)
Matriks metaloproteineza 9 (MMP-9) 92 Topljivi oblik VEGF receptora 2 75
(engl. matrix metalloproteinase 9) (engl. soluble form of VEGF

receptor 2)
Proliferin (PLF) 21 Fibronektin 29140
(engl. proliferin) (engl. fibronectin)
Leptin (LEP) 16 Cimbenik tumorske nekroze o 17 ili 26
(engl. leptin) (TNF-a)

(engl. tumor necrosis factor o)
Vaskularna stani¢na adhezijska 100-110 Inhibitor aktivatora 45
molekula-1 (VCAM-1) plazminogena
(engl. vascular cell adhesion molecule- (engl. plasminogen activator
1) inhibitor)
Vazoaktivni intestinalni peptid (VIP) 18,3 Aresten (ARR) 26
(engl. vasoactive intestinal peptide) (engl. arresten)
Monocitni kemoatraktant protein 13 Maspin 42
(MCP-1) (engl. maspin)
(engl. monocyte chemoattractant
protein-1)
Kalikrein (KLK) 30 Matriks metaloproteineza 12 54
(engl. kallikrein) (MMP-12)

(engl. matrix metalloproteinase

12)
Inhibitor aktivatora plazminogena (IAP) 45 Neostatin 50
(engl. plasminogen activator inhibitor) (engl. neostatin)
Folistatin (FST) 37,8 Neostatin 7 28
(engl. follistatin) (engl. neostatin 7)
Pleiotrofin (PTN) 18 Neostatin 14 23
(engl. pleiotrophin) (engl. neostatin 14)
Angiotropin 4,5 Protrombin 22
(engl. angiotropin) (engl. prothrombin)
Epidermalni ¢imbenik rasta (EGF) 6 C-terminalni nekataliticki 29-32
(engl. epidermal growth factor) fragment MMP-2 (PEX)

(engl. C-terminal non-catalytic

fragment of MMP-2)
Cimbenik  la  stromalnih  stanica 8 Endotelni polipeptid II koji 20 (34 pro-
(SDF-10) aktivira monocite oblik)
(engl. stromal cell-derived factor-1a) (EMAP-II, AIMP1, SCYE1)

(engl. endothelial monocyte-

activating polypeptide II)
Delta protein 4 (DLL4) 55,1 Protein B za regulaciju rasta 8
(delta-like ligand 4) (Gro-g, CXCL2)

(engl. growth regulated protein

1))
Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 22




§ 2. Literaturni pregled

Angiogeni ¢imbenici

Angiostatski ¢imbenici

Cimbenik Molekulska | Cimbenik Molekulska
masa (kDa) masa (kDa)
Efrini 25-50 Interferon inducibilni protein 10 8,6
(engl. ephrins) (IP-10, CXCL10)
(engl. interferon-inducible
protein-10)
Neutrofilni aktivirajuci protein-2 7,6 2-metoksiestradiol 0,3
(NAP-2, CXCL7) (engl. 2-methoxyestradiol)
(engl. neutrophil activating protein-2)
Rast reguliran s onkogenom « 8-10 Monokin induciran interefonom 11,7
(GRO a, CXCL1, NAP-3) y (MIG, CXCL9)
(engl. growth regulated protein a) (engl. monokine induced by
interferon y)
Rast reguliran s onkogenom /S 8 Cimbenik pigmentnog epitela,
(GRO B, CXCL2, MIP-2a) serpin F1 (PEDF, SERPINF1)
(engl. growth regulated protein f) (engl. pigment epithelium- 50
derived factor, serpin F1)
Rast reguliran s onkogenom y 8-10 Protamin 4,3
(GRO y, CXCL3, MIP-2b) (engl. protamine)
(engl. growth regulated protein y)
Epitelni peptid-78 koji aktivira neutrofile 8 Transformirajuéi cimbenik rasta 25
(ENA-78, CXCLS5) B (TGF-B)
(engl. epithelial neutrophil activating (engl. transforming growth
peptide-78) factor B)
Granulocitni  kemotakti¢ni  protein-2 6-8 Heparinaza 42
(GCP-2, CXCLo6) (engl. heparinase)
(engl. granulocyte chemotactic protein-
2)
Midkin 16 Humani korionski gonadotropin 25,7
(engl. midkine) (HCG)
(engl. human chorionic
gonadotropin)
Minociklin 0,457
(engl. minocycline)
Angioinhibini <1
(engl. angioinhibins)
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Slika 6. Proces rasta krvozilja unutar tumora reguliran proangiogenim ¢imbenicima

(preuzeto 1 prilagodeno: http://slideplayer.com/slide/9011892/)

Danas se uvelike istrazuje doprinos angiogeneze tumorskoj bolesti, reumatoidnom
artritisu (Liu 1 sur., 2013), psorijazi (Liu i sur., 2015; Elshabrawy i sur., 2015), proliferativnoj
dijabetickoj retinopatiji (Zhang i sur., 2017) te u razvitku kolateralne cirkulacije u ishemi¢nim
organima (npr. hipoksi¢cnom srcu) 1 ekstremitetima (Shweiki i sur., 1992). U patogenezi
malignih bolesti angiogeneza ima ulogu u rastu primarnog tumora te nastanku i rastu
metastaza gdje Cini se da ima i pozitivan i negativan ucinak. Osim pojma angiogeneze u
literaturi se Cesto susrece 1 pojam vaskulogeneza koja predstavlja proces u kojem dolazi do
stvaranja potpuno novih krvnih Zzila, ali ne iz ve¢ postojecih, nego iz stanica endotelnih
prekursora (Dedi¢ Plaveti¢ i sur., 2003). Smatra se da vaskulogeneza nema toliko vaznu ulogu
u razvitku tumora kao angiogeneza (Carmeliet 1 Jain, 2000). Humani tumori u pocetku svog
rasta uglavnom nisu angiogenog fenotipa. Medutim, pojedini stadiji u razvitku tumora poput
prekanceroze, lokalno ograni¢enog tumora (karcinoma in situ) pa sve do invazivnog
karcinoma pokazuju progresivho povecanje broja krvnih zila (Sharma i sur., 2001). S druge

strane, in situ karcinomi mogu mjesecima prezivjeti bez stvaranja vlastite krvne opskrbe, ali je

Martina Kun§tié Doktorska disertacija 24


http://slideplayer.com/slide/9011892/

§ 2. Literaturni pregled

time njihov volumen ograni¢en na nekoliko mm?® (Dedi¢ Plaveti¢ i sur., 2003) buduéi da
samom difuzijom mogu zadovoljiti vlastite potrebe za hranjivim tvarima, dok daljnji rast ovisi
o stvaranju primjerene krvne opskrbe novostvorenim zilama (Folkman i sur., 1989) koje
putem perfuzijskog 1 parakrinog u¢inka pospjesuju tumorski rast. Perfuzijski ucinak odnosi se
na dopremu hranjivih tvari 1 kisika, dok se parakrini u¢inak odnosi na proizvodnju ¢imbenika
rasta, koji poti¢u rast tumora, iz novonastalih endotelnih stanica (Folkman, 1995). Endotelne
stanice proizvode niz ¢imbenika koji moduliraju rast i ponasanje tumorskih stanica poput
inzulinu sli¢nog ¢imbenika rasta 1 1 2, (IGF1 1 2, engl. insulin like growth factor), ¢imbenika
rasta izoliranog iz trombocita (PDGF, engl. platelet derived growth factor), kemotaktickog
peptida za makrofage (MCP, engl. macrophage chemotactic peptide) i drugih (Slika 6) (Rak i
sur., 1996). Parakrina medureakcija endotelnih i tumorskih stanica je uzajamna, jer i tumorske
stanice luce Cimbenike koji utjeCu na proliferaciju i migraciju endotelnih stanica (Dedi¢
Plaveti¢ i sur., 2003).

Stvaranju novih krvnih zila u tumorima ne pridonosi samo povecanje sinteze
angiogenih ¢imbenika ve¢ 1 potiskivanje sinteze angiostatskih ¢imbenika Cime tumorske
promjene poprimaju takozvani »angiogeni fenotip« (Rastinejad 1 sur., 1989).
Angiogeni ¢imbenici potrebni za neovaskularizaciju tumora stvaraju se iz najmanje tri izvora:
a) sintezom u tumorskim stanicama b) sekrecijom iz makrofaga koji infiltriraju tumor te c)
enzimatskom degradacijom medustani¢nog matriksa od strane makrofaga i/ili tumorskih
stanica pri ¢emu neki tumori rabe kombinaciju navedenih mehanizama dok drugi, poput
melanoma samostalno proizvode vise razli¢itih angiogenih ¢imbenika (Dedi¢ Plaveti¢ i sur.,
2003).
Najces¢e spominjani i najbolje karakterizirani angiogeni Cimbenik jest Cimbenik rasta
endotela krvnih zila, VEGF, a njegova je angiogena djelotvornost dokazana u brojnim in vivo
1 in vitro istrazivanjima. VEGF inducira angiogenezu i proliferaciju endotelnih stanica i igra
vaznu ulogu u regulaciji vaskulogeneze (Ferrara, 1999; Jiang i sur., 2015). Osim mitogenog
ucinka, VEGF povecava permeabilnost (propusnost) krvnih zila i u tom procesu je 50 000
puta djelotvorniji od histamina, kao klasi¢ne molekule koja povecava propustljivost krvnih
zila (Ellis 1 sur., 2001) pa je stoga poznat i kao ¢imbenik vaskularne permeabilnosti (Dvorak i
sur., 1999).

Uz VEGF, bazi¢ni ¢imbenik rasta fibroblasta (bFGF) dobro je poznat angiogeni

¢imbenik, koji je svoju angiogenu djelotvornost pokazao u istrazivanjima cijeljenja peptickog
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ulkusa zeluca, gdje se dokazao kao milijun puta potentniji od H2-antagonista (Carmeliet i
Jain, 2000). Takoder, ne manje vazni ¢imbenici su kiseli ¢imbenik rasta fibroblasta (aFGF),
transformiraju¢i ¢imbenik rasta alfa (TGF-a), ¢imbenika rasta izoliranog iz trombocita
(PDGF, engl. platelet derived growth factor), ¢imbenik rasta endotelnih stanica podrijetla
trombocita (PD-ECGF, engl. platelet derived endothelial cell growth factor), interleukin 8
(IL-8) i mnogi drugi (Folkman, 1995). Pored navedenih ¢imbenika koji imaju ucinak na
endotelne stanice, postoje 1 ¢imbenici koji su vazni za prezivljavanje samih endotelnih stanica
medu koje ubrajamo integrine kao adhezijske molekule na povrsini endotelnih stanica koje
omogucuju endotelnoj stanici prianjanje uz izvanstanicni matriks, a bez cega dolazi do
apoptoze endotelnih stanica (Dedi¢ Plaveti¢ i sur., 2003). Slicnu ulogu imaju i angiopoetini u
¢ijoj porodici nalazimo 4 molekule od kojih neke imaju inhibicijski (angiopoetin 2), a neke
poticajni ucinak (angiopoetin 1) na endotelne stanice. Prezivljenje tumorskih stanica
pospjesuju i periendotelne stanice (periciti), koje mogu takav u¢inak imati ¢ak i u odsutnosti
drugih angiogenih ¢imbenika (Ellis i sur., 2001).

Za razumijevanje patogeneze procesa stvaranja novih krvnih zila, kao 1 za
potencijalne terapijske zahvate vazno je poznavanje i molekula koje su nadredene ovim
angiogenim ¢imbenicima kao $to je primjerice inducibilni ¢imbenik hipoksije la (HIF-1a,
engl. hypoxia inducible factor 1a) ¢ija je ekspresija povecana u uvjetima hipoksije, a funkcija
mu je poticanje transkripcije brojnih angiogenih ¢imbenika (VEGF, PDGF, angiopoetin)
(Carmeliet i Jain, 2000; Ellis 1 sur., 2001). Angiogeni ¢imbenici mogu djelovati i posredno
putem drugih medijatora kao $to je primjerice dusikov(II) oksid (NO) koji posreduje mitogeni
ucinak VEGF-a na endotelne stanice. Dodatak VEGF-a endotelnim stanicama in vitro potice
pojacanu sintezu NO-a, a inhibicija enzima sintaze dusikovog monoksida s pomoc¢u L-NAME
(N-nitro-L-arginin metilni ester) dokida mitogeni ucinak VEGF-a (Papapetropoulos 1 sur.,
1997; Ziche 1 sur., 1997). Tako je primjerice u tumorima glave i vrata nadena poviSena
produkcija NO-a, kao i povezanost izmedu angiogene sposobnosti i razine NO sintaze u
uzorcima tumora (Gallo i sur., 1998).

Primjena antiangiogenih (angiostatskih) agenasa u terapiji tumora moze poboljSati
rezultate konvencionalnih protutumorskih obrada zbog povecane specificnosti tumora i
smanjenja razvoja rezistencije tumorskih stanica (Kim i sur., 1993; Millauer i sur., 1994).
Trombospondin je prvi angiostatski ¢imbenik pronaden u normalnim stanicama, a vrlo Cesto

je mutacijama inaktiviran u tumorskim stanicama (Demeron i sur., 1994) gdje razina njegove
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sinteze moze tada iznositi svega 4—6 % od osnovne. Ovaj se endogeni ¢imbenik u humanim
stanicama nalazi pod kontrolom p53 tumor supresor gena (Demeron i sur., 1994) za koji je
poznato da je mutiran u velikom broju tumora (Dedi¢ Plaveli¢ i sur., 2003). Angiostatin je
specificni inhibitor proliferacije endotelnih stanica otkriven 1994. godine u plazmi i1 urinu
miSeva s Lewisovim pluénim karcinomom, a koji se u cirkulaciji pojavljuje iskljucivo u
prisutnosti primarnog tumora (O’Relly i sur., 1994). Za razliku od trombospondina kojeg
proizvode tumorske stanice per se, angiostatin nastaje enzimatskim cijepanjem plazminogena
bilo metaloelastazama iz makrofaga u stromi tumora, (Dong 1 sur., 1997) bilo serinskim
proteazama koje lu¢e same tumorske stanice (Gately i sur., 1996). U plazmi se moze otkriti do
5 dana nakon uklanjanja primarnog tumora (vrijeme poluraspada je 2,5 dana) (Ellis 1 sur.,
2001). Endogeni inhibitor angiogeneze, endostatin je C-terminalni fragment kolagena XVIII
iz kojeg se oslobada djelovanjem enzima elastaze, a pri tom ne interferira s procesom
cijeljenja rane (Dedi¢ Plaveli¢ i sur., 2003). Poznato je joS nekoliko endogenih inhibitora
angiogeneze kao Sto su trombocitni ¢imbenik 4 (PF4) (Maione i sur., 1990) interferon o
(IFN-y), N-terminalni fragment prolaktina (PRL) (Clapp 1 sur., 1993), ali nisu svi povezani s
prisutnos¢u tumora. Neki od njih poput interferona o upotrebljavani su ve¢ u klinickim
(Folkman, 1995). Uloga angiogeneze u procesu metastaziranja znacajna je zbog barem dva
patogenetska dogadaja. Prvo, novostvorene krvne zile svojom propusnos$¢u, mjestimice
nedostatkom bazalne membrane 1 slabijim medustani¢cnim pobo¢nim svezama, omogucavaju
tumorskim stanicama ulazak u cirkulaciju (Dvorak i sur., 1995). Drugo, nakon dospijeca u
ciljne organe metastatske tumorske stanice moraju razviti vlastitu Zilnu mrezu da bi narasle do
klini¢ki zamyjetljive veli¢ine. Utjecaj angiogeneze na klinicki ishod bolesti potvrden je u
nekoliko vrsta tumora (dojka, pluca), gdje je pokazano da gustoca krvnih zila u tumoru
korelira s brojem metastaza, a time i prezivljenjem bolesnika (Weidner, 1995).

Pocetkom proslog stolje¢a kirurzi su zamijetili da nakon uklanjanja primarnog
tumora dolazi do brzog rasta visceralnih metastaza (Marie i Clunet, 1910). Za objasnjenje
ovog fenomena trenutno najve¢u pozornost privlaci hipoteza o kontroli rasta metastaza
angiostatskim ¢imbenicima iz primarnog tumora (O’Reilly i sur., 1993). Primarni tumor raste
zahvaljuju¢i novonastalom Zzilju kao posljedica prevlasti angiogenih nad angiostatskim
¢imbenicima u njemu samome. Angiostatski ¢imbenici zahvaljuju¢i svom duljem poluvijeku

zivota, dospijevaju krvotokom do mikrometastaza ¢ije stanice jo§ ne stvaraju dovoljne
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koli¢ine angiogenih ¢imbenika. Kao rezultat nastaje inhibicija rasta metastaze na onoj veli¢ini
koja ne zahtijeva novostvorene krvne zile, tj. u obliku mikrometastaza. U takvim
avaskularnim mikrometastazama velik broj stanica umire apoptotskom smréu (Holmgren i
sur., 1995). Upravo ovaj ucinak angiostatskih ¢imbenika Zeli se iskoristiti u terapijske svrhe
¢ime bi se tumorska bolest dugotrajnim davanjem ovih inhibitora odrzavala u remisiji.
Pokusima na zivotinjama postignuta je dugotrajna remisija i dobro opée stanje usprkos
prisutnosti mikrometastaza u plu¢ima (Weidner, 1995). Poznato je da dosadasnja primjena
protutumorske terapije koja je usmjerena protiv tumorskih stanica ima nazalost i brojne
nezeljene ucinke na ostale zdrave stanice koje brzo proliferiraju. Osim toga, ogranic¢avajuci
¢imbenik takve kemoterapije je razvitak steCene otpornosti na kemoterapeutike, kao rezultat
genomske nestabilnosti tumorskih stanica uzrokovane kromosomskim delecijama,
amplifikacijama gena, translokacijama kromosoma, tockastim mutacijama ¢ime je ostvarena
ucinkovita selekcija i proliferacija tumorskih stanica (Dedi¢ Plaveti¢ i sur., 2003). Nazalost,
takva pojava susre¢e se u 30 % svih bolesnika podvrgnutih kemoterapiji (Dedi¢ Plaveti¢ i
sur., 2003).

Stromu solidnih tumora ¢ine izmedu ostalog 1 genski stabilne, diploidne stanice kao
Sto su endotelne stanice, periendotelne potporne stanice (periciti), upalne stanice te fibroblasti,
od kojih se ne ocekuje razvoj steCene otpornosti na terapiju (Dedi¢ Plaveti¢ i sur., 2003).
Upravo su endotelne stanice ciljna to¢ka novog pristupa u terapiji tumorske bolesti. Inhibitori
angiogeneze su svojim djelovanjem usmjereni na kapilarne endotelne stanice koje u procesu
angiogeneze proliferiraju jednako brzo kao mati¢ne stanice koStane srzi koje se prosjecno
dijele svakih 5 dana (Folkman, 1995). Time se izbjegavaju nezeljeni ucinci na ostale
endotelne stanice u tijelu koje spadaju medu najmirnije stanice sa zivotnim vijekom oko 1000
dana (Denekamp, 1993). U odrasle osobe tjelesne mase 70 kg endotelne stanice pokrivaju
povrsinu od priblizno 1000 m? (Dedi¢ Plaveti¢ i sur., 2003).
Tijekom ciklicke primjene endostatina, kod eksperimentalnih tumora miseva, nije doslo do
nastanka steCene otpornosti na terapiju, $to se objasnjava ¢injenicom da endotelne stanice nisu
genomski nestabilne, §to bi im omogucilo selektivnu prednost rezistentnih klonova (Boehm i
sur., 1997). Prednost inhibitora angiogeneze pred klasicnom kemoterapijom u potencijalnom
lijeCenju tumora mozga ili mozdanih metastaza jest u Cinjenici da ne bi morali prelaziti
krvnomozdanu barijeru jer su im djelatna tocka same endotelne stanice (Dedi¢ Plaveti¢ i sur.,

2003).
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Smatra se da antiangiogena terapija pociva na 4 principa (Ellis, 2002). Prvi terapijski
pristup jest blokada ucinaka specifi¢nih angiogenih ¢imbenika, odnosno onih ¢imbenika koji
imaju mitogeni ucinak na endotelne stanice. Sljedeci pristup jest smanjenje ucinka bilo
¢imbenika, bilo stanica, koje pospjeSuju prezivljenje endotelnih stanica. Upravo iz takvog
razmiS$ljanja proizaSao je razvoj integrinskih antagonista koji onemogucuju vezanje endotelne
stanice za izvanstani¢ni matriks te na taj nac¢in dovode do njezine apoptotske smrti (Ellis,
2002). Poznavanje angiostatskih ¢imbenika kao Sto su endostatin i angiostatin dovelo je do
njihove primjene u pretklinickim 1 klinickim istrazivanjima gdje su dokazali svoj
antiangiogeni potencijal uz minimalnu toksi¢nost §to predstavlja tre¢i pristup. Posljednji nacin
lijeenja odnosi se na blokiranje nekih putova koji mogu voditi poja¢anju angiogenih ucinaka.
Tako je primjerice poznato da prijenos signala putem HER2/neu receptora dovodi do
pojacanja angiogeneze (Ellis, 2002), dok uspjeSnom blokadom toga puta trastuzumabom
dolazi do indirektnog blokiranja angiogeneze.

Slicnim mehanizmom djeluju i inhibitori ciklooksigenaze s obzirom na to da jedan od
produkata djelovanja tog enzima prostaglandin E2 dovodi do porasta ekspresije angiogenih
¢imbenika. Upravo se tim mehanizmom tumaci smanjena pojavnost nekih tumora (primjerice
kolorektalni karcinom) u osoba koje su uzimale COX-2 (ciklooksigenaza 2) inhibitore te se
njihova primjena ¢ini klini¢ki opravdanom (Sharma i sur., 2001).

Nakon pocetnih pretklinickih ispitivanja koja su dala vrlo obecavajuce rezultate, klinicki
pokusi nazalost nisu potvrdili velika ocekivanja. Ipak, danas prevladava misljenje da bi
terapija antiangiogenim ¢imbenicima mogla imati primjenu u kombinaciji s konvencionalnim
kemoterapijskim protokolima pojacavajuci njihov u¢inak (Dedi¢ Plaveti¢ i sur., 2003).

Stoga otkrivanje inhibitora angiogeneze moze biti jedna od protutumorskih pristupa

(Griffioen 1 Molema, 2000; Kiselev i sur., 2003).
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2.1.2.1. Cimbenik rasta krvoZilnog endotela (VEGF)

Cimbenik rasta krvozilnog endotela (VEGF ili VEGF-A) prvotno je opisan kao
homodimerni protein (34-45 kDa) koji povecava krvoZzilnu propusnost u kozi (Byrne 1 sur.,
2005), a pronaden je djelomi¢nim prociS€avanjem ascitesne tekucine 1 supernatanta stani¢ne
linije hepatokarcinoma zamoraca te je stoga nazvan ¢imbenikom krvozilne permeabilnosti
(VPF). VPF bio je poznat kao najmoc¢niji Cimbenik i1 vazodilatator koji povecava
mikrovaskularnu propusnost (oko 50 000 puta jace od histamina) i koji je odgovoran za
krvozilnu hiperpermeabilnost i nakupljanje teku¢ine bogate plazma proteinima u solidnim 1
ascitesnim tumorima (Byrne i sur., 2005). Ferrara i Henzel su 1989. godine pronasli ¢cimbenik
rasta endotelnih stanica u kondicioniranom mediju za folikularne stanice hipofize goveda i
nazvali ga VEGF-om (Byrne 1 sur., 2005) za koji se je kasnije sekvencioniranjem utvrdilo da
je identican VPF ¢imbeniku (Byrne i sur., 2005; Shibuya, 2014). VEGF potreban je za rast 1
diferencijaciju endotelnih stanica, ali i kemotakticki djeluje na stanice monocita, privlaceci ih
na mjesta upale i tumora (Byrne i sur., 2005).

VEGF je vazan posrednik u procesu angiogeneze/limfoangiogeneze (odnosno
stvaranja krvnih Zzila iz ve¢ postojeceg krvozilnog sustava) i vaskulogeneze (de novo stvaranje
krvnih zila u embrionalnom razvoju) kako kod fetusa tako i kod odraslih ljudi (Byrne i sur.,
2005; Shibuya, 2011; Shibuya, 2014). VEGF je heparin vezujuéi glikoprotein koji se izlucuje
kao homodimer molekulske mase od 45 kDa. Pripada u skupinu c¢imbenika rasta zvanu
PDGF koju karakterizira prisutnost 8 konzerviranih ostataka cisteina u strukturi ¢vora cistina
te stvaranje antiparalelnih disulfidno vezanih dimera (Robinson i1 Stringer, 2001). Ovaj
signalni protein dio je sustava koji ponovno inducira opskrbu kisikom u stanicama i tkivima
kada je neadekvatna cirkulacija krvlju kao S§to je slucaj u hipoksi¢nim uvjetima (Palmer 1
Clegg, 2014). Kada stanica ne prima dovoljno kisika, proizvodi se transkripcijski ¢imbenik
HIF-1 koji stimulira oslobadanje VEGF-A koji se zatim veze na VEGF receptore na
endotelnim stanicama (Shibuya, 2014) pokrecuéi put tirozin kinaze koji dovodi do
angiogeneze. Ekspresija angiopoetina 2 u odsutnosti VEGF-a dovodi do smrti endotelnih
stanica 1 vaskularne regresije (Harmey, 2004). VEGF takoder uzrokuje vazodilataciju,
djelomicno kroz stimulaciju dusik oksid sintaze u endotelnim stanicama (Yang i sur., 1996) te
moze stimulirati migraciju stanica i inhibirati apoptozu (Alon i sur., 1995).

Obitelj] VEGF-a u sisavaca sadrzi pet ¢lanova izoformi koje su nastale kao rezultat

alternativnog cijepanja (engl. splicing) od jednog VEGF gena: VEGF-A, ¢imbenik rasta
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placente (PIGF, engl. placenta growth factor) koji je usko povezan s VEGF-A, zatim VEGF-
B, VEGF-C i VEGF-D (Carmeliet i Collen, 1999; Fontanella i sur., 2014; Shibuya, 2011;
2014), od kojih su zadnji otkriveni kasnije od VEGF-A, pa je 1 prije njihova otkrica VEGF-A
nazivan samo VEGF. Te izoforme medusobno se razlikuju po molekulskoj masi i bioloskim
svojstvima kao $to je njihova sposobnost vezanja za heparin sulfat proteoglikane na povrsini
stanice.

Ljudski VEGF-A gen sastoji se od 8 egzona i egzona nastalog alternativnim cijepanjem §to
rezultira barem 5 razli¢itih izoformi peptida, a uobicajene izoforme peptida sastoje se od 121,
145, 165, 189 i 206 aminokiselina (nazvanih VEGF 121, VEGF145, VEGF 189, VEGF206) (Byrne
i sur., 2005; Shibuya, 2011) (Slika 7). Izoforme alternativnog cijepanja 165, 189 i 206
aminokiselina sadrze heparin vezuju¢e domene koje im pomazu da se ucvrste u
izvanstanicnom matriksu i1 sudjeluju u vezanju na heparin sulfat 1 predstavljanju VEGF
receptorima Sto predstavlja kljuéni ¢imbenik za VEGF aktivnost; heparin vezujuéi oblici su
aktivniji. Ostale izoforme sastoje se od 148, 162 1 183 aminokiselina (nazvane VEGFi4s,
VEGF 162 1 VEGF183) (Jingjing i sur., 1999), a nedavno je pronadena i varijanta VEGF1¢5 koja

je imenovana VEGFiesp.

Izoforma Egzoni

VEGFA 206
189
165
165b
145

121

Slika 7. I1zoforme VEGF-A (preuzeto i prilagodeno: Byrne i sur., 2005)

Izoforme nastale alternativnim cijepanjem proteinske strukture razlikuju se prema
sposobnosti vezanja heparina i heparin sulfata. Aminokiseline koje su kodirane egzonima 1-5
konzervirane su u svim izoformama, a alternativno cijepanje moze se pojaviti u egzonima 6 i

7 koji kodiraju 2 heparin-vezuju¢e domene koje utjeCu na vezanje i1 topivost receptora.
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Izoforme koje kodiraju taj egzon 6 nalaze se ¢vrsto vezane na povrSini stanice (VEGF4s,
VEGFig9 1 VEGF26), a one izoforme kojima nedostaje egzon 6 su difuzibilne. VEGFi¢s
kojemu nedostaje samo egzon 6 je umjereno difuzibilan, dok je VEGF121 koji nema egzona 6 1
7 vrlo difuzibilan (Byrne i sur., 2005). VEGFies je najdominantnija proteinska izoforma i
takoder najmo¢niji u smislu stimuliranja angiogeneze, ali transkripti VEGF-a mogu biti i
obilniji (Relf 1 sur., 1997). Izoforma VEGF 65 moZze se vezati i s heparinom i s izvanstani¢nim
matriksom. Nedavno otkrivena izoforma alternativnoj cijepanja VEGFi¢s5, ima jednak broj
aminokiselina kao i VEGFi¢s, ali u COOH terminalnoj regiji ima 6 razli¢itih aminokiselina
koje su inace kodirane od strane egzona 8, a sada predstavljaju egzon 9 (Byrne i sur., 2005).
Terminalni COOH dio VEGF 165 neophodan je za odredivanje mitogene signalizacije, stoga ¢e
promjene u toj regiji vjerojatno utjecati na tu funkciju.
Za razliku od ostalih VEGF izoformi koje stimuliraju angiogenezu, VEGFi¢s» je endogeni
inhibitorni oblik VEGF-a koji smanjuje VEGF-om induciranu proliferaciju i migraciju
endotelnih stanica. lako se moze vezati na receptor VEGF-R2 (Flk-1 / KDR), to vezivanje
VEGFi65p ne dovodi do fosforilacije receptora ili aktiviranje nizvodnih signalnih puteva
(Byrne 1 sur., 2005). VEGF se inace rijetko eksprimira i otkriven je samo u fetalnoj jetri.

Malo je poznato o funkeiji i regulaciji VEGF-B, VEGF-C i VEGF-D, no ¢ini se da
nisu regulirani glavnim putevima koji reguliraju VEGF-A (Tablica 3, Slika 8).
VEGF-B je vrlo bazi¢an heparin vezujuci ¢cimbenik rasta koji je strukturno slican VEGF-A i
PIGF, a obiluje u tkivima kao S§to su srce, poprecnoprugasti misi¢i i gusteraca te moze
parakrino djelovati na reguliranje funkcije endotelnih stanica (Byrne i1 sur., 2005; Shibuya,
2014).
Ekspresija VEGF-B pronadena je u astrocitomu (Byrne i sur., 2005) i skvamoznom oralnom
karcinomu (Byrne i sur., 2005). Visoke razine VEGF-B i VEGF-C povezane su s
metastazama limfnog ¢vora kolorektalnog raka (Byrne i sur., 2005), ali njihova funkcionalna
uloga u tumorima jos$ nije u potpunosti istraZena.

VEGF-C je izoliran iz kondicioniranog medija PC3 tumorskih stanica prostate i
identificiran kao specifi¢ni aktivator VEGF receptora 3 (VEGF-R3). VEGF-C veze se na
VEGFR-3 i inducira tirozin fosforilaciju VEGF receptora 2 (VEGF-R2) 1 receptora 3 (VEGF-
R3) (Byrne i sur., 2005). VEGF-D je takoder ligand za VEGFR-2 i VEGFR-3. Dok je VEGF-
A uglavnom ukljuen u angiogenezu i krvozilnu permeabilnost, VEGF-C i VEGF-D su

ukljuc¢eni u limfoangiogenezu (Shibuya, 2011; 2014). Naime, VEGF-C 1 D su mitogeni
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limfnih endotelnih stanica i poticu njihovo prezivljavanje putem VEGF-R3 (Byrne i sur.,
2005), a ujedno sudjeluju i u regulaciji angiogeneze u ranoj fazi embriogeneze (Shibuya,
2011). VEGF-C takoder inducira hiperplaziju ve¢ postojecih limfnih zila (Byrne i sur., 2005).
Takoder je otkriveno niz srodnih VEGF proteina (varijanti) koji su kodirani virusima (VEGF-
E) i otrovom nekih zmija (VEGF-F) (Shibuya, 2011; 2014). Primjerice, VEGF-E je virusni
VEGF homolog kojeg kodira Orf virus koji je strukturno sli¢an VEGF-A, a veZe se 1 aktivira
VEGF-R2, ali ne i VEGF-RI1 te predstavlja snazni stimulator angiogeneze (Byrne i sur., 2005;
Shibuya, 2014).

Postoje tri razli¢ita receptora u VEGF obitelji receptora (Shibuya i sur., 1999) koji posjeduju
zajednicka svojstva visestrukih IgG-sli¢nih izvanstani¢nih domena i aktivnosti tirozin kinaze,
a koji su prvotno pronadeni na endotelnim stanicama. Enzimske domene VEGF receptora 1
od 180 kDa (VEGF-R1, takoder poznat kao Flt-1), VEGF-R2 od 230 kDa (takoder poznat kao
KDR ili Flk-1) i VEGF-R3 od 170 kDa (takoder poznat kao FIt-4) razlikuju se prema

umetnutom slijedu (Fontanella i sur., 2014).
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Tablica 3. Podjela i uloge VEGF-a

VEGTF obitelj

TIP VEGF-a ULOGA

VEGF-A e Angiogeneza
e 1 migracija endotelnih stanica
e 1 mitoza endotelnih stanica
e 1 aktivnosti MMP
e 1 avfs integrin aktivnosti
e stvaranje lumena krvnih Zila
e stvaranje fenestracije
o kemotaktic¢ki za makrofage i granulocite
e vazodilatacija (indirektno pomoc¢u otpustanja NO)

VEGF-B e cmbrionska angiogeneza (tkivo miokarda)

VEGF-C ¢ limfoangiogeneza

VEGF-D e potreban za razvoj limfnih krvnih zila koje okruzuju pluéne
bronhiole

PIGF e vazan za vaskulogenezu

e potreban u angiogenezi tijekom ishemije, upale, zacjeljivanju rana
1 tumora

Endotelne stanice takoder eksprimiraju dodatne VEGF koreceptore, neuropilin 1
(NRP-1) 1 neuropilin 2 (NRP-2) koji se selektivno vezu za aminokiselinski oblik VEGFjes, a
njihova ekspresija se podudara s tumorskom agresivnos¢u i loSom prognozom (Fontanella i
sur., 2014). VEGF-A veze se na tirozin kinazne receptore VEGF-R1 i VEGF-R2 koje se
eksprimiraju gotovo isklju¢ivo na endotelnim stanicama te na neenzimske koreceptore
neuropilin 1 (NRP-1) i neuropilin 2 (NRP-2) (Neufeld 1 sur., 1999; Shibuya, 2011; 2014).
PIGF i1 VEGF-B vezu se na VEGF-R1 i neuropilin 1 (Neufeld i sur., 1999; Shibuya, 2014), a
VEGF-C i VEGF-D vezu se na VEGF-R2 i VEGF-R3 (Shibuya, 2011; 2014 ) (Tablica 4,
Slika 8). VEGF receptori medusobno su u medureakciji kako bi poboljsali signalizaciju.
Koreceptorima neuropilinima nedostaje tirozin kinazna aktivnost te stoga moraju biti u
medureakciji s drugim receptorima radi prijenosa signala. Pokazalo se je da NRP-1 stvara
medureakcije s VEGF-R1 i VEGF-R2, dok NRP-2 stvara kompleks s VEGF-R1 (Byrne i sur.,
2005). NRP-1 takoder moze djelovati kao ¢imbenik prezivljenja za tumorske stanice koje ne

izrazavaju druge klasi¢ne VEGF receptore (Byrne 1 sur., 2005).
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VEGF-A VEGF-C

NN

VEGFR-1  VEGFR-2 VEGFR-3
(FIt-1) (Fk-1/KDR) (FIt-4)

Slika 8. Vrste VEGF-a i njihovi receptori (preuzeto:

https://en.wikipedia.org/wiki/Vascular_endothelial growth factor#cite note-15)

Tablica 4. Medureakcije pojedinih vrsta VEGF-a i pripadajuéih receptora
LIGANDI
RECEPTORI PIGF VEGF-A VEGF-B VEGF-C VEGF-D
sFIt-1

VEGF R1/Flt-1

VEGF R2/
KDR/FIk-1

VEGF R3/Flt-4

Neuropilin 1

Neuropilin 2

VEGF-C/VEGEF -R3 signalni put vazan je za limfnu proliferaciju, limfoangiogenezu,
ali 1 metastaziranje tumora u limfnim ¢vorovima (Byrne i sur., 2005; Shibuya, 2014) buduci
da je VEGF-R3 specifi¢no eksprimiran na limfnom endotelu (Shibuya, 2014).

Topljiv oblik Flt-1 receptora (sFlt-1, sVEGF-R1) moze se otkriti u perifernoj krvi i ligand je
za VEGF s visokim afinitetom (Aiello i sur., 1995) koji se moze upotrijebiti za

antagoniziranje VEGF funkcije. Receptori VEGF-R1 i VEGF-R2 su jace izraZeni na tumoru i
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proliferiraju¢em endotelu, dijelom zbog hipoksije, ali takoder i kao odgovor na sam VEGF-A.

VEGF-R1 i VEGF-R2 mogu stupiti u medureakciju s viSestrukim nizvodnim signalnim

putevima preko proteina kao Sto su PLC-y, Ras, Shc, Nck, PKC i PI3-kinaza (Rousseau i sur.,
1997; Shibuya, 2011). Receptor VEGF-R1 ima ve¢i afinitet od VEGF-R2 1 posreduje u

pokretljivosti 1 krvozilnoj propusnosti,

posjeduje jacu kinaznu aktivnost (Slika 9).

VEGF-A VEGF-A
VEGF-B VEGF-C
PIGF VEGF-D

l

Negativna regulacija VEGF-A
Vaskularna stabilizacija

sesossene 00000000000 ooooooooooooo
et M A A

seseesess OO0 PDOOOOOOOOOO]
VEGFR-1 VEGFR-2

dok je VEGF-R2 neophodan za proliferaciju i

VEGF-C
VEGF-D

VEGF-A

0...00000000
Neuropilin-1

J

~aA~
LD O
D O
. -
l. DCOC 000X )
LA OO
VEGFR-3 Neuropilin-2

Umfanglogeneza

Angiogeneza

Slika 9. Uloge VEGF receptora (preuzeto i prilagodeno: Taimeh i sur., 2013)

Neovaskularizacija je stimulirana VEGF-R2 aktivacijom, procesom koji je pojatan VEGF

aktivacijom neuropilina-1 i

neuropilina-2. Aktivacija VEGF-R1

inducira negativni

mehanizam povratne sprege mijenjaju¢i aktivnosti VEGF-A, sa sekundarnom ulogom u

stabilizaciji novostvorenih krvnih zila. VEGF-R3 aktivacija dovodi do limfangiogeneze.

Kratice:

endotela.

PIGF-¢imbenik rasta placente; R-receptor;

VEGF-¢imbenik rasta krvozilnog
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2.1.2.2. Mehanizam djelovanja VEGF-a

Glavne funkcije VEGF-a su promicanje prezivljenja, induciranje proliferacije i
povecanje migracije 1 invazije endotelnih stanica, Sto sveukupno doprinosi angiogenezi, a
regulacija tih funkcija odvija se medureakcijom s receptorima tirozin kinaze 1 slanjem signala
kroz razli¢ite nizvodne proteine.

VEGF stimulira DNA sintezu i proliferaciju putem VEGFR-2 i izvanstani¢ne regulirane
kinaze-1/2 (ERK 1/2). Aktivacija ERK 1/2 posredovana je Ras-Raf-MEK-ERK putem (Slika
10) (Byrne 1 sur., 2005). Mitogen aktiviran protein kinazni (MAPK) signalni put takoder je
ukljucen u proliferaciju stanica kao odgovor na VEGF. Dokazi upucuju da receptor VEGFR-2
posreduje u tome, pri cemu VEGF moze aktivirati MAPK u endotelnim stanicama pankreasne
aorte izrazavaju¢i VEGFR-2 dok stanice koje izrazavaju VEGFR-1 nisu sposobne aktivirati
MAPK (Byrne i sur., 2005). U stresnim uvjetima, kao Sto je troSenje seruma, VEGF se veze
za VEGFR-2, koji aktivira signalni put fosfatidil inozitol kinaze (PI3-kinaza) i fosforilaciju
Akt/protein kinaze B (PKB). Akt je serin kinaza ukljucena u antiapoptoticku signalizaciju i
dovoljna je za promicanje prezivljenja serumski izgladnjelih HUVEC stanica. Upotreba P13-K
inhibitora, vortmanina, poniStava aktivaciju Akt i u potpunosti sprjeCava prezivljenje
posredovano VEGF-om. Vezanje VEGF-a za VEGFR-1 ne aktivira ovaj put i nije ukljuceno
u VEGF-om posredovano prezivljenje stanica (Byrne i sur., 2005). Integrini/stani¢ni
adhezijski receptori kao Sto je endotelna specificna adhezijska molekula avp3 takoder imaju
ulogu u prijenosu signala VEGF-a. Cinjenica da VEGF djeluje kao kemoatraktant na
endotelne stanice sugerira da ima vaznu ulogu u migraciji i invaziji. VEGF takoder stimulira
migraciju krvozilnih glatkih miSiénih stanica, monocita, mononuklearnih fagocita i
polimorfonuklearnih stanica (Byrne i sur., 2005) te migraciju i invaziju nekih tumorskih
stanica kao Sto su tumorske stanice dojke 1 leukemija. VEGF receptori VEGFR-1 1 VEGFR-2
kao 1 NRP-ovi su ukljuceni u VEGF-posredovanu stani¢nu migraciju i invaziju (Byrne i sur.,
2005; Dias 1 sur., 2000). U tumorima, povecanje migracije i invazije tumorskih stanica
olakSava Sirenje tumorskih stanica na sekundarne organe odnosno metastaziranje. VEGF
inducira stani¢nu migraciju aktiviranjem ¢imbenika kao Sto je fokalna adhezijska kinaza
(FAK, engl. focal adhesion kinase) 1 paksilin, ali i pomoc¢u PI3 kinaze/Akt signalnog puta
(Slika 10). Aktivaciji FAK-u posreduje c-terminalna regija VEGF-R2 (Byrne i sur., 2005).
Aktivacija p38/MAPK stresnog signalnog puta pomo¢u VEGF-a takoder dovodi do migracije

stanica i p38 inhibitori smanjuju migraciju stanica (Rousseau 1 sur., 1997). Upotrebom VEGF
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mutanata utvrdeno je da samo VEGFR-2, a ne i VEGFR-1 dovodi do p38 fosforilacije Sto
ukazuje da je VEGFR-2 glavni posrednik stani¢ne migracije endotelnih stanica (HUVEC)
(Byrne i sur., 2005). S druge strane, aktivacija VEGFR-1 nije utjecala na migraciju endotelnih

stanica govede aorte (Byrne i sur., 2005).
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Slika 10. Mehanizam djelovanja VEGF-a (preuzeto i prilagodeno: Taimeh i sur., 2013)

Apoptoza je inhibirana fosforilacijom kaspaze-9. Vazodilacija se promice putem eNOS
aktivacije 1 proizvodnje NO. Aktiviranje MAPK i1 ERK potice stani¢nu proliferaciju, adheziju
1 migraciju. Kratice: Akt / PKB, protein kinaza B; DAG, diacilglicerol; eNOS, dusik oksid

sintaza; ERK, izvanstani¢na signalom regulirana kinaza; FAK, fokalna adhezijska kinaza;
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GRB2, receptor ¢imbenik rasta vezan za protein 2; HSP, protein toplinskog Soka; IP3, inozitol
trifosfat; MAPK, mitogen-aktivirana protein kinaza; NO, dusikov oksid; P, fosforilacija; PG,
prostaglandin; PI3K, fosfatidilinozitid 3-kinaza; PIP2, fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat; PKC,
protein kinaza C; PLC, fosfolipaza C; RAS, sarkom Stakora; VEGF, Cimbenika rasta
krvozilnog endotela; VRAP, protein povezan s VEGF receptorom.

Transkripcija 1 ekspresija VEGF-A potaknuta je kao odgovor na hipoksiju, niski pH,
aktiviranje onkogena (npr. RAS, SRC, EGFR, HER?2), alternativno cijepanje specifi¢nih
tumor supresor gena (npr. PTEN, p53, VHL), razlicite upalne citokine i ¢imbenike rasta te
hormone poput estrogena (Fontanella i sur., 2014; Shibuya, 2014). Transkripcijski ¢imbenici
HIF-1a 1 HIF-1B stalno se proizvode, ali se HIF-1a u uvjetima normoksije (aerobni uvjeti)
razgraduje proteosomima; pri visokoj koncentraciji kisika je labilan, dok je u uvjetima
hipoksije stabiliziran (Kallio i1 sur., 1999), a ovaj put ovisi o Von Hippel-Lindau produktu
gena (Maxwell i sur., 1999). HIF-1a 1 HIF-2a heterodimeriziraju s arilnim ugljikovodi¢nim
nuklearnim translokatorom (HIF-1f ili 23) u jezgri pri cemu nastaje kompleks HIF-1 o/p koji
se veze za regiju VEGF promotora/pojacivaca ¢ime se poti¢e oslobadanje VEGF-a i njegov
izrazaj u vecini tipova stanica. Indukcija hipoksije, posebno je karakteristicna za VEGF-A u
odnosu na ostale clanove VEGF obitelji i druge angiogene ¢imbenike. Transkripcija VEGF u
uvjetima normoksije aktivirana je od strane mnogih onkogena ukljucuju¢i H-ras i nekoliko
transmembranskih tirozin kinaza kao §to su receptor epidermalnog ¢imbenika rasta i ErbB2
(Okada 1 sur., 1998). Ovi putevi zajedno dovode do znacajno pojacane regulacije VEGF-A u
tumorima u odnosu na normalna tkiva i Cesto su od prognosticke vaznosti (Gaspirini 1 sur.,
1997).

VEGEF je izrazen u razli¢itim stanicama i tkivima, kao S§to su: poprecnoprugasti i
sr¢ani miSi¢i (Richardson i sur., 1997; Sugishita i sur., 2000), hepatociti (Yamane 1 sur.,
1994), osteoblasti (Goad i sur., 1996), neutrofili (Gaudry i sur., 1997), makrofagi (McLaren i
sur., 1996), keratinociti (Diaz i sur., 2000), smede adipozno tkivo (Asano i sur., 1997), CD34"
mati¢ne stanice (Bautz i sur., 2000), endotelne stanice (Namiki i sur., 1995), fibroblasti i
glatke misi¢ne stanice (Nauck 1 sur., 1997). Hipoksija i1 citokini poput IL-1, IL-6, IL-8,
onkostatina M i TNF-a (Angelo i Kurzrock, 2007; Byrne i sur., 2005; Robinson i Stringer,
2001) poticu ekspresiju VEGF-a.
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Kod bolesnika, VEGF se moze otkriti u uzorcima plazme i seruma, s time da se u
serumu nalazi u mnogo viSim razinama (Banks 1 sur., 1998). Trombociti ispustaju VEGF
nakon agregacije Sto moze biti jedan od glavnih izvora isporuke VEGF-a tumoru (Pinedo 1
sur., 1998). Nekoliko istrazivanja pokazala su da se veza izmedu visoke razine VEGF-a u
serumu 1 loSe prognoze bolesnika oboljelih od raka moze povezati s poviSenim brojem
trombocita. Mnogi tumori oslobadaju citokine koji mogu stimulirati proizvodnju
megakariocita u koStanoj srzi 1 povecati broj trombocita Sto u konacnici moze rezultirati
neizravnim povecanjem isporuke VEGF tumorima (Salgado i sur., 1999).

VEGF je najpoznatiji po svojoj ulozi u procesu formiranja krvozilja. Tijekom embriogeneze,
VEGF regulira proliferaciju, migraciju i prezivljenje endotelnih stanica i razvoj embrija
(Byrne 1 sur., 2005; Robinson i Stringer, 2001) ¢ime se regulira gustoca i veli¢ina krvnih Zila,
ali pritom nema nikakvu ulogu u odredivanju uzorka vaskularizacije. Osim toga, VEGF potice
stvaranje kosti regrutiranjem osteoblasta i hondroblasta te je takoder kemoatraktant monocita
(Breier, 2000; Dai i Rabie, 2007). U postnatalnom razdoblju, VEGF odrzava cjelovitost
endotelnih stanica te je snazan mitogen za mikro- 1 makrovaskularne endotelne stanice.
Nadalje, VEGF ima ulogu 1 u zacjeljivanju rana kod odraslih stvaranjem novih krvnih zila
(vaskularno remodeliranje), vazomotornom odgovoru, energetskom metabolizmu, u upalnim
procesima zatim kod stvaranja novih krvnih Zila koje su dio kolateralne cirkulacije radi
zaobilazenja blokiranih krvnih Zila (ateroskleroza), dijabeti¢koj retinopatiji, reumatoidnom
artritisu te u reproduktivnom ciklusu (ovulacija) i trudno¢i zena (Byrne i sur., 2005), dok u
bolesnom tkivu VEGF pospjesuje propusnost krvnih zila. Kod zacjeljivanja rana, aktivirani
trombociti oslobadaju nekoliko citokina ukljuc¢uju¢i VEGF nakon ozljede koji zatim privlaci
cirkuliraju¢e neutrofile i monocite na mjesto ozljede kao dio normalnog upalnog odgovora.
Osim toga, VEGF ima vaznu ulogu u vaskulogenezi regrutacijom endotelnih progenitornih
stanica (angioblasta) iz koStane srzi, hematopoetskih mati¢nih stanica radi stvaranja
endotelnih zila (Byrne i sur., 2005), ali isto tako VEGF potice pericite da oblazu i stabiliziraju
vaskulaturu (Byrne i sur., 2005).

U in vivo 1 in vitro uvjetima, VEGF potice permeabilnost, mitogenezu i rast endotelnih stanica
te stani¢nu migraciju (Jakeman 1 sur., 1992). Utvrdeno je da povecana ekspresija VEGF-a
moze doprinijeti patogenezi raznih bolesti poput reumatoidnog artritisa, psorijaze (Koch i
sur., 1994), dijabeticke retinopatije, rastu tumora, njegovoj invaziji i metastaziranju. Tako je

primjerice dijabetiCka retinopatija povezana s visokim intraokularnim razinama VEGF-a. S
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druge strane, inhibicija funkcije VEGF-a moZe dovesti do neplodnosti blokiranjem funkcije
korpus luteuma (Ferrara i sur., 1998).

Solidni tumori ne mogu dalje rasti nakon $to dosegnu odredenu veli¢inu bez odgovarajuce
opskrbe krvlju; stoga tumori koji izrazavaju VEGF imaju sposobnost nesmetanog rasta i
metastaziranja poti¢uci ekstravazaciju i angiogenezu (Thurston, 2002; Weis i Cheresh, 2005).
VEGF je od kriticne vaznosti u tumorskoj angiogenezi zbog: vazne uloge u stimulaciji
stanicnog prezivljenja, proliferacije, mitogeneze, migracije, diferencijacije endotelnih
progenitornih stanica, krvozilne propusnosti, mobilizacije endotelnih progenitornih stanica u
perifernu cirkulaciju, inhibicije maturacije i imunomodulacije.

Genetske promjene i tumorski mikrookoli§ (hipoksija, acidoza, prisutnost slobodnih
radikala i citokina) jasno je vezan uz brojne abnormalnosti u ekspresiji 1 signalizaciji VEGF-a
1 njegovih receptora. Osim parakinog djelovanja VEGF-a kojeg luce tumorske stanice radi
privlacenja i1 stimuliranja proliferacije endotelnih stanica, pokazalo se je da VEGF moze
takoder djelovati autokrino imajuéi ucinak prezivljenja/zastite na brojne vrste stanice
ukljucujuéi endotelne stanice, embrionalne mati¢ne stanice i hematopoetske maticne stanice
(Byrne 1 sur., 2005), ali i na same tumorske stanice (Byrne 1 sur., 2005). Dias i sur. (2001)
pokazali su da inhibicija i parakrinog i autokrinog VEGF signalizacijskog puta je potrebna za
postizanje potpune remisije humanog ksenopresatka leukemije. Pokazalo se je da tumorske
stanice lu¢e povisene razine VEGF-a u stresnim uvjetima kao $to su hipoksija, zracenje,
kemoterapija 1 izgladnjivanje nedostatkom seruma (in vitro) (Byrne 1 sur., 2005). Stoga
zraCenje ili kemoterapija mogu doprinjeti vecem prezivljenju tumorskih stanica zbog
povisenog VEGF-a i u€initi ih manje osjetljivima na konvencionalnu kemoterapiju i zracenje
(Byrne i sur., 2005).

Razliciti terapijski pristupi koriste se kako bi se antagoniziralo djelovanje
angiogeneze tumora posredovane VEGF-om (Fontanella i sur., 2014; Grothey i Galanis,
2009; Shibuya, 2014). VEGF predstavlja glavni angiogeni ¢imbenik koji sudjeluje u
stimulaciji 1 aktivaciji MMPs, kao i u aktivaciji antiapoptotickog gena Bcl-2 (Lamoreaux i
sur., 1998).

Utvrdeno je da su cirkuliraju¢e razine VEGF-a u korelaciji s napredovanjem bolesti u
autoimunim bolestima poput reumatoidnog artritisa, multiple skleroze 1 sistemskog

eritemskog lupusa (Carvalho i sur., 2007).
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Nadalje, cirkuliraju¢i VEGF-A povisen je kod karcinoma dojke, plu¢a i probavnog sustava
(Byrne 1 sur., 2005), ali i kod karcinoma mozga, gusterace, jajnika, mokraénog mjehura,
bubrega (Podar i Anderson, 2005) i multiplog mijeloma (Podar i sur., 2001). Takoder je
pronadeno da je VEGF prisutan i u ascitesnoj tekuéini kod transplantiranih tumora misa i to 2
ili 5 dana nakon iniciranja 10° tumorskih stanica, pa se smatra da je lu¢enje VEGF-a od strane
tumorskih stanica odgovorno za iniciranje i odrzavanje ascitesnog oblika rasta tumora (Nagy i
sur., 1995).

VEGF ima vaznu ulogu i u hematopoezi gdje utjeCe na diferencijaciju raznih

stanicnih linija. Brojna istrazivanja pokazuju smanjenje ukupnog broja prezivljenja i
prezivljenja bez bolesti kod onih tumora koji prekomjerno eksprimiraju VEGF. Prekomjerna
ekspresija VEGF-A moze biti pocCetni korak u procesu stvaranja metastaza. lako je VEGF-A
povezan s losim prezivljenjem, njegov tocan mehanizam djelovanja u progresiji tumora ostaje
jos uvijek nejasan.
Povecana VEGF proizvodnja u tumorima povezana je s povecanjem krvozilja tumora,
metastaza, kemorezistencije i1 loSijom prognozom u odnosu na VEGF-negativne tumore.
Krvozilje tumora je slucajno, neorganizirano i sastoji se od propustljivih krvnih Zzila s
prekomjernim grananjem. Takvo krvozilje je strukturno i funkcionalno abnormalno S$to
dovodi do slabe isporuke lijeka i stvaranja hipoksi¢nih podrucja unutar tumora. Intersticijski
tlak tekucina je poviSen u tumoru zbog hiperpermeabilnih Zila koje takoder smanjuju dostavu
lijeka (Byrne i sur., 2005). Ciljanje krvozilja tumora liSava tumorske stanice hranjivih tvari i
kisika potrebnog za rast $to bi u konacnici trebalo inhibirati 1 metastaze. Nazalost, ne postoje
specifi¢ni antiangiogeni spojevi za tumore tako da do danas lijeCenje samo antiangiogenim
pristupom nije u stanju uzrokovati regresiju tumora. Medutim, ti ¢e se spojevi vjerojatno
pokazati korisnima u stabilizaciji same bolesti. Povecanje doze takvih spojeva moze imati
Stetan u¢inak na normalno krvozilje pa se time ograni¢ava njihova upotreba. U kombinaciji s
konvencionalnom kemoterapijom, antiangiogeni pristup ima sinergisticki u¢inak (Fontanella i
sur., 2014).

Postoje razliciti pristupi u razvoju lijekova koji blokiraju angiogenezu, a ukljucuju
antagoniste VEGF-a ili njegovih receptora, selektivne inhibitore tirozin-kinaze, ciljane
lijekove i toksine za VEGF receptore (Fontanella i sur., 2014; Saleh i sur., 1996) i gensku
terapiju reguliranu istim putem hipoksije koji kontrolira proizvodnju VEGF-a (Dachs i sur.,

1997).
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Od lijekova koji inhibiraju djelovanje VEGF-a, u klinickim pokusima najSiru upotrebu ima
specificno monoklonalno protutijelo za VEGF receptor nazvano bevacizumab (tvornic¢ki naziv
Avastin, Genentech) koje se nalazi u razli¢itim fazama klinickog ispitivanja u terapiji
dijabeticke retinopatije, kolorektalnog karcinoma, karcinoma pluéa ne-malih stanica,
karcinoma dojke, bubrega, glioblastoma i drugih klinickih stanja (Dedi¢ Plaveti¢ i sur., 2003;
Fontanella i sur., 2014). Takoder testirani su i topljivi analozi VEGF receptora kao §to je
VEGF TRAP, male molekule VEGF inhibitora kao Sto su SU5416, SU11248,
PTK787/ZK222584 te ribozimi kao Sto je angiozim (Byrne i sur., 2005). Ciljanje novog
VEGF receptora NRP-1 s peptidima takoder je polucilo neke obecavajuce pretklinicke
rezultate (Barr i sur.,, 2005). Stoga ciljanje VEGF signalnog puta moze biti od velike

terapijske vaznost za mnoge bolesti.

2.1.2.3. Matriks metaloproteinaze (MMPs)

Matriks metaloproteinaze (MMPs, engl. matrix metalloproteinases) poznate 1 pod
imenom matriksini ¢ine porodicu s vise od 28 strukturno sli¢nih endopeptidaza koje sadrze
cink (Zn*) ovisan o kalciju (Ca*"), a koje razgraduju bazalnu membranu i razliite
komponente proteina izvanstanicnog matriksa (ECM, engl. extracellular matrix)
(Pittayapruek 1 sur., 2016). Osim ECM, postoje 1 drugi supstrati MMPs poput prekursora i
receptora C¢imbenika rasta, adhezijskih receptora, citokina i njihovih receptora. Obitel;
humanih MMPs sastoji se od sekretornih i membranski vezanih MMPs (MT-MMPs).
Otkrivene su 60-tih godina proslog stolje¢a kod punoglavaca, a oznaCavaju se brojevima
prema redoslijedu otkrivanja. Od 28 MMPs opisanih u kraljeznjaka, 23 MMPs su nadene kod
ljudi. Izlu€uju ih keratinociti i dermalni fibroblasti kao odgovor na visestruke podrazaje poput
oksidacijskog stresa, UV zrafenja i citokina (Pittayapruek i sur., 2016). Proteoliticka
aktivnost MMPs utjeCe na kljucne stanicne procese kao Sto su proliferacija, migracija i
adhezija stanica, morfogeneza, ali i na mnoge temeljne fizioloske dogadaje koji ukljucuju
remodeliranje tkiva kao S§to su angiogeneza, rast i razvoj kostiju, zacjeljivanje rana,
embrionalni razvoj, razvoj i diferencijacija gotovo svih organa, reprodukcija, involucija
maternice 1 dojke (Page-McCaw 1 sur., 2007; Pittayapruek i sur., 2016). Medutim, sve veca
vaznost ovih proteaza proizlazi iz velikog broja patoloskih stanja u koja su ukljuceni ovi

enzimi poput karcinogeneze, kardiovaskularnih bolesti (ateroskleroza, aneurizma aorte,
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mozdani udar, intracerebralno krvarenje-hemoragija), neurodegenerativnih bolesti, multiple
skleroze, parodontalnih bolesti, preranog starenja koze, razli¢itih oblika upalnih patoloSkih
bolesti (artritis), alergija, autoimunih bolesti 1 dr. (Sorsa i sur., 2006). Stoga se javlja potreba
za preciznom prostornom i vremenskom regulacijom MMPs radi odrzavanja odgovarajuce
homeostaze izvanstani¢nog okruzenja.

MMPs pripadaju metzincin superobitelji metaloproteinaza koje posjeduju kataliticki atom Zn
u svom aktivnom mjestu 1 konzervirani ostatak metionina (Slika 11) (Gomis-Riith, 2009).
Siroko su zastupljene u svim carstvima Zivih bi¢a, a vjerojatno su se razvili iz proteina s
jednom domenom koji je podvrgnut uzastopnim ciklusima umnazanja, genskoj fuziji i
mijesanju egzona radi dobivanja viSedomenske strukture i funkcionalne raznolikosti (Fanjul-
Fernandez i sur., 2010).

Bazalna membrana 1 intersticijalna stroma kao dio ECM-a izgradene su od razliitih proteina
kao Sto su fibrilarni kolagen, elastin, laminin, fibronektin, ali i od brojnih proteoglikana i

glikozaminoglikana (Nagase i Woessner, 1999).
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Slika 11. Podjela metzincina

Razli¢ite vrste stanica izluuju ih u neaktivnom (latentnom) obliku kao topljive
proenzime (zimogeni ili pro-MMPs) uskladiStene u zimogenim zrncima koji se aktiviraju
zahvaljujuéi Zn>* ionu smjestenom u sredistu molekule i prisustvu Ca’* iona te proteolitickom
uklanjanju NH»-terminalnog propeptida (Radenkovi¢ 1 sur., 2010). Enzimska aktivnost
metaloproteinaza strogo je kontrolirana na viSe nivoa 1 disregulacija ove aktivnosti dovodi do
nekontrolirane razgradnje ECM-a koja je u osnovi procesa remodeliranja krvnih zila

(Radenkovi¢ i sur., 2010). Izuzetak su MMP-9 i neutrofilne kolagenaze koje su smjestene u
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sekundarnim i tercijarnim granulama kako bi se mogle Sto lakse osloboditi. U normalnim
okolnostima konstitutivna ekspresija MMPs je niska i ne dolazi do njihovog nakupljanja u
tkivima, ali u odredenim fizioloSkim 1 patoloskim wuvjetima koji podrazumijevaju
remodeliranje matriksa, njihova ekspresija se povec¢ava (Radenkovi¢ 1 sur., 2010). Njihova
aktivnost regulirana je skupinom endogenih prirodnih tkivnih inhibitora MMP (TIMP, engl.
tissue inhibitors of metalloproteinases) (Pittayapruek i sur., 2016), heparinom, RECK
inhibitorom, a2-makroglobulinom koji se s visokim afinitetom vezu na kataliticko mjesto, ali
1 samom autorazgradnjom i1 endocitozom.

Do sada su kod covjeka otkrivena 4 homologna TIMP-a (TIMP1-TIMP4) s

molekulskom masom od 22-29 kDa, a stvaraju ih razli¢ite stanice poput polimorfonuklearnih
leukocita, makrofaga i fibroblasta. TIMP-1 1 TIMP-3 su glikoproteini, a TIMP-2 i TIMP-4 ne
sadrze ugljikohidrate. Sva 4 TIMPs imaju razliCitu ekspresiju i raspodjelu u tkivu te mogu biti
odgovorni za regulaciju aktivnosti velikog broja obitelji proteaza in vivo, ukljucujuci
metaloproteinaze obitelji disintegrina i ADAMs.
Osim, TIMPs, ekspresija 1 aktivnost MMPS-a regulirana je i drugim ¢imbenicima poput
razli¢itth hormona, citokina, kemokina, cCimbenika rasta (IL-1, IL-4, IL-6), receptora
¢imbenika rasta (EGF, VEGF, TGF-f), TNF-a, izvanstanicnih MMP pokretaca
(EMMPRINs), ECM-a, fizikalnog stresa, kemijskih tvari, pro- i antiapoptotickih molekula
(Konstantinopoulos i sur., 2008), ali i regulatornim mehanizmima kao S§to su transkripcija
gena (c-fos/c-jun protoonkogeni), aktivacija proenzima i endogena inhibicija koji djeluju
koordinirano u ograni¢avanju raznih proteolitickih aktivnosti MMPs. Post-transkripcijska
regulacija MMPs odvija se kroz stabilizaciju mRNA kao i kroz njihovu kontrolu lucenja.
Takoder postoje i1 sintetski MMP inhibitori, od kojih su neki trenutno i u klinickim
ispitivanjima za lijeCenje raka, ali imaju neZeljene nuspojave (Coussens i sur., 2002).
Narusavanje ravnoteze izmedu MMPs 1 TIMP vodi nekontroliranoj razgradnji ECM-a te
razaranju ili abnormalnoj reparaciji tkiva koja je u osnovi razli¢itih patoloskih stanja (Nagase
1 Woessner, 1999).

Opcenito, MMPs se sastoje od propeptidne domene (oko 80 aminokiselina),
kataliticke metaloproteinazne domene (oko 170 aminokiselina), vezujuceg peptida
varijabilnih duljina (takoder poznat kao "zglobna regija") i hemopeksinske domene (oko 200
aminokiselina) (Murphy i Nagase, 2008). Medutim, nisu sve domene bitne za MMPs; nekima

nedostaje vezujuci peptid i hemopeksinska domena (Slika 12).
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Slika 12. Struktura MMPs (preuzeto i prilagodeno:

https://www.slideshare.net/dduberkar/matrixmetalloproteinase)

MMPs mogu biti ukljuc¢ene u kontrolu stani¢ne smrti, upalu, infekcije i angiogenezu
kroz oslobadanje razli¢itih bioaktivnih molekula (TNF-a, IL-6, L-selektin) s povrSina stanica,
ali 1 cijepati proteine koji nisu dio ECM-a (Pittayapruek i sur., 2016). MMPs se na temelju
specificnosti svojih supstrata 1 funkcije dijele na: a) gelatinaze (MMP-2, MMP-9), b)
kolagenaze (MMP-1, MMP-8, MMP-13), ¢) stromelizine (MMP-3, MMP-10, MMP-11), d)
membranske (MT) vrste MMP (MT1-MMP ili MMP-14, MT2-MMP ili MMP-15, MT3-
MMP ili MMP-16, MT4-MMP ili MMP-17, MT5-MMP ili MMP-24, MT6-MMP ili MMP-
25), e) matrilizine (MMP-7, MMP-26) te e) ostale kao Sto su metaloelastaza (MMP-12),
RASI-1 (MMP-19), enamelizin (MMP-20), epilizin (MMP-28) i dr. (Tablica 5) (Pittayapruek
isur., 2016).
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Tablica 5. Clanovi MMPs obitelji

KLASA MMP NAZIV SUPSTRAT
KOLAGENAZE | MMP-1 kolagenaza-1 kolagen I, II, III, VII, VIII, X, gelatin, fibronektin
MMP-8 kolagenaza-2 kolagen I, 11, III, V, VII, VIII, X, agrekan, gelatin
MMP-13 kolagenaza-3 kolagen I, 11, II1, IV, V, VII, IX, X, XIV, gelatin
MMP-18 kolagenaza-4 kolagen I, gelatin
GELATINAZE MMP-2 gelatinaza A gelatin, kolagen I, II, 111, IV, V, VII, X, elastin
MMP-9 gelatinaza B gelatin, kolagen 111, IV, V, VII, X, XI, elastin
STROMELIZINI | MMP-3 stromelizin-1 kolagen II, 111, IV, V, VII, IX, X, XI, gelatin
MMP-10 stromelizin-2 kolagen IV, laminin, fibronektin, elastin, gelatin
MMP-11 stromelizin-3 kolagen IV, fibronektin, laminin, agrekan, gelatin
MATRILIZINI MMP-7 matrilizin-1 fibronektin, laminin, kolagen IV, gelatin, elastin
MMP-26 matrilizin-2 fibrinogen, fibronektin, kolagen IV, gelatin
MT-MMP MMP-14 MT1-MMP kolagen I, II, III, gelatin, fibronektin, laminin
MMP-15 MT2-MMP gelatin, fibronektin, laminin, proMMP-2
MMP-16 MT3-MMP gelatin, fibronektin, laminin, proMMP-2
MMP-17 MT4-MMP fibrinogen, fibrin, proMMP-2
MMP-24 MT5-MMP gelatin, fibronektin, laminin, proMMP-2
MMP-25 MT6-MMP gelatin
OSTALE MMP-12 metaloelastaza elastin, fibronektin, kolagen IV, gelatin
MMP-19 RASI-1 agrekan, elastin, fibrilin, kolagen IV, gelatin
MMP-20 enamelizin agrekan
MMP-21 X-MMP agrekan, gelatin
MMP-23 drugi enzimi gelatin, kazein, fibronektin
MMP-27 C-MMP, MMP-22 | gelatin
MMP-28 epilizin kazein
MMP-29 drugi enzimi nepoznat

(preuzeto 1 prilagodeno: Snoek-van Beurden i Von den Hoff, 2005)

MMPs su kategorizirane prema organizaciji njihovih peptidnih domena, specifi¢nosti
supstrata te njihovoj sli¢nosti aminokiselinskog slijeda (8, 12, 17, 22-24, 85-87). MMP-
metaloproteinaze; MT-MMP-membranske metaloproteinaze (engl. membrane-type matrix
metalloproteinase).

Kolagenaze (MMP-1, MMP-8 i MMP-13) prepoznaju supstrat kroz hemopeksinsku
domenu i mogu razgraditi fibrilni kolagen (Pittayapruek i sur., 2016). Gelatinaze (MMP-2 i
MMP-9) su sposobne razgraditi niz ECM komponenti kao Sto su kolagen tipa 1 i IV
(Pittayapruek 1 sur., 2016). Stromelizini (MMP-3, MMP-10 i MMP-11) imaju domene
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uredene slicno kolagenazama; medutim, ne cijepaju fibrilni kolagen tipa I (Pittayapruek i sur.,
2016). Matrilizini (MMP-7 i MMP-26) nemaju domenu sli¢cnu hemopeksinu i razaraju
kolagen tip IV, ali ne 1 kolagen tip I (Pittayapruek 1 sur., 2016). MT-MMPs (MMP-14, MMP-
15 1 MMP-16) imaju dodatnu C-terminalnu transmembransku domenu s kratkim
citoplazmatskim dijelom. | MMP-14 i MMP-16 razaraju fibrilni kolagen tipa I (Pittayapruek 1
sur., 2016).

Invazija tumora 1 metastaziranje je proces koji se odvija u vise stupnjeva, a ukljucuje
proteoliti¢ku razgradnju ECM-a, promjenu u medureakciji stanica-stanica i stanica-ECM te
migraciju tumorskih stanica kroz bazalnu membranu. MMPs reguliraju urodenu imunost,
pokazuju antiapoptoticka svojstva te poticu progresiju tumora kroz poticanje rasta tumorskih
stanica, njihove migracije, invazije, angiogeneze i metastaziranja kako na primarnom mjestu
tako 1 kod udaljenih metastaza. Tijekom ovih procesa proteoliticki enzimi djeluju na razli¢itim
razinama: razlazu bazalnu membranu dopustajuéi invaziju tumorskih stanica i izlaganje
skrivenih mjesta unutar matriksa molekule, povecavaju bioraspolozivost ¢imbenika rasta i
citokina (Bergers i1 sur., 2000) i reguliraju funkciju bioaktivnih molekula proteolitickom
obradom (Pozzi 1 sur., 2000). U prilog tomu govori Cinjenica da stanice raka jajnika
izrazavaju MMP-2 i MMP-9, a njihova povecana ekspresija povezana je s njihovim
invazivnim i metastatskim potencijalom (Stack i sur., 1998). Osim toga, MMP-2 i MMP-9
izrazavaju se u ascitesu i plazmi osoba s rakom jajnika (Manenti i sur., 2003). Takoder,
utvrdeno je da stromalna MMP-9 doprinosi malignom ponasanju karcinoma jajnika
poticanjem na stvaranje novih krvnih zila i rast tumora (Huang 1 sur., 2002). Prekomjerna
ekspresija MMPs na animalnim modelima inducira stani¢nu hiperproliferaciju i poveéava
osjetljivost na tumorigenezu nakon aktivacije onkogena ili izlaganja kemijskim
kancerogenima. S druge strane istrazivanja su pokazala da kod zivotinja koje imaju
ksenopresadak karcinoma jajnika u peritonealnoj Supljini nakon obrade s MMP inhibitorima
dolazi do stvaranja manjeg volumena ascitesa i produzenja zivotnog vijeka (Giavazzi i sur.,
1998).

Utvrdeno je da je proces razgradnje ECM pomo¢u MMPs ukljucen u patogenezu Sirokog
spektra kardiovaskularnih bolesti ukljucujuéi i aterosklerozu, restenozu, kardiomiopatiju,

kongestivni zastoj srca, infarkt miokarda i aneurizmu aorte (Radenkovi¢ i sur., 2010).
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Gelatinaze (kolagenaze tipa IV) MMP-2 i MMP-9 kao §to im i samo ime govori
imaju sposobnost razgradnje elastina i kolagena tipa IV koji su sastavni dijelovi strukture
bazalne membrane jer posjeduju supstrat koji je specifican za kolagen tipa IV. Na taj nacin
MMP-2 1 MMP-9 mogu utjecati na rano remodeliranje tkiva nakon oStecenja parenhima. U
katalitickoj domeni gelatinaze osim iona cinka sadrze i dodatnu domenu s tri ponavljajuca
kaskadna spoja sli¢na fibronektinu tipa II preko kojih stupaju u medureakciju s kolagenima i
gelatinima, uzrokuju njihovo cijepanje i razgradnju (Gomis-Riith, 2009), Sto nam govori da ti
enzimi imaju takoder klju¢nu ulogu u remodeliranju kolagenskog ECM-a, ali i u samoj
invaziji tumora (Pittayapruek i sur., 2016). Dakle, gelatinaze razaraju Sirok spektar ECM
molekula kao sto su kolagen tipa I, IV, V, VII, IX, elastin, fibronektin, agrekan, vitronektin,
laminin (Overall, 2002), ali takoder i mnoge druge molekule koje nisu ECM karaktera kao §to
je pro-TNF-a, TGF-B (Yu 1 Stamenkovic, 2000), pro-IL-1B, pro-IL-8 1 monocitni
kemoatraktant proteina 3 (MCP-3) (McQuibban i sur., 2002). Takoder, ovi enzimi sposobni
su stvoriti ili otpustati nekoliko ¢imbenika s pro- ili antiangiogenim svojstvima (Egeblad 1
Werb, 2002). MMPs reguliraju sintezu i izlu¢ivanje brojnih citokina, ¢imbenika rasta,
hormonskih receptora i stani¢nih adhezijskih molekula kojima utjecu na imunosni odgovor i
angiogenezu Sto dovodi do proliferacije i odrzavanja primarnih i metastatskih tumora

(Pittayapruek i sur., 2016).

S '

Upalne stanice,
makrofagi

Endotelne stanice

Slika 13. Uloga MMPs kod karcinoma bazalnih stanica i rasta tumora (preuzeto i

prilagodeno: Pittayapruek i sur., 2016)
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Matriks metaloproteinaza 2 (MMP 2) (72 kDa) je takoder poznata i pod imenom
gelatinaza A ili kolagenaza tipa IV. Radi se o metaloproteinazi koja specifi¢no cijepa kolagen
tipa IV, glavnu strukturnu komponentu temelja membrane (Nagase i sur., 1992). MMP-2 je
vjerojatno efektorska molekula menstrualnog oSte¢enja endometrija budu¢i da ima ulogu u
menstrualnom osStecenju endometrija, regulaciji vaskularizacije i upalnom odgovoru (Irwin i
sur., 1996). Otkriveno je da je potaknuta ekspresija MMP-2 nakon vezanja kancerogenih
stanica jajnika (OvCa) za mezotelium. Glavni izvor MMP-2 su fibroblasti, keratinociti,
epitelne stanice, hondrociti i monociti.

MMP-2 je najzastupljenija MMPs (Murphy i Crabbe, 1995) i njezina ekspresija podudara se s
invazivnim fenotipom: MMP-2 je visoko izrazena u stromalnim stanicama u blizini
invazivnog metastaziranog tumora (Pyke i sur., 1992), a lokalizirana je na povrSini angiogenih
endotelnih stanica (Brooks i sur., 1996). Ve¢ina MMPs izlucuje se kao neaktivni zimogeni
(proMMPs) koji zahtijevaju proteoliticku aktivnost serinskih proteaza kao S§to su plazmin i
tripsin (Nagase 1 sur., 1991). Medutim, MMP-2 nedostaje motiv za prepoznavanje serinske
proteaze (Okada 1 sur., 1990) i aktivira se na povrSini invazivnih stanica pomocu
multimernog receptora/aktivacijskog kompleksa koji se sastoji od tkivnog inhibitora
metaloproteinaze 2 (TIMP-2), MMP membranskog tipa 1 (MT1-MMP) i integrina avf3.
Pretpostavlja se da se povezivanje MMP-2 za taj receptor/aktivacijski kompleks odvija u 2
koraka: C-terminalan domena MMP-2 veze se za TIMP-2 koji se povezuje s membranski
vezanim MT1-MMP (Zucker 1 sur., 1998). MMP-2 igra vaznu ulogu u stvaranju prikladnog
mikrookruzenja za proliferaciju tumorskih stanica i pridonosi epitelno-mezenhimalnoj
tranziciji (EMT, engl. epithelial-mesenchymal transition) (Pittayapruek i sur., 2016).
Tranzicija ovisi o uklanjanju adhezijskih molekula, kao Sto su kadherini i integrini, te o
znaCajnoj reorganizaciji citoskeleta, pri ¢emu oba procesa olakSavaju odvajanje malignih

stanica od primarnog tkiva (Pittayapruek i sur., 2016).

Matriks metaloproteinaza 9 (MMP-9) (92 kDa), takoder je poznata i kao kolagenaza
tipa IV ili gelatinaza B (GELB). MMP-9 stvaraju uglavnom upalne stanice kao Sto su
makrofagi, normalni alveolarni makrofazi, polimorfonuklearni leukociti (neutrofili),
mastociti, osteoklasti, epitelne stanice i fibroblasti, a u manjoj mjeri tumorske stanice.
Makrofagi koji se nalaze unutar tumorskog okoliSa zovu se tumoru pridruzeni makrofagi

(TAMs) te predstavljaju tip M2 makrofaga koji podrzavaju rast tumora (Pittayapruek i sur.,
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2016). Osim izluc¢ivanja proteaza, TAMs mogu aktivirati COX-2 u tumorskim stanicama, a
prekomjerna ekspresija COX-2 inducira luCenje angiogenih ¢imbenika kao Sto je VEGF i
bFGF (Pittayapruek i sur., 2016).

Sundstrom 1 sur. (2004) predlozili su da bi razina MMP-9 u plazmi mogla biti
pokazatelj razgradnje srcanog izvanstanicnog matriksa, procesa koji je ukljuen u
remodeliranje lijeve klijetke. PoviSene vrijednosti gelatinaza, tocnije MMP-2 i MMP-9
uocene su kod nekih bolesti, kao Sto su rak, bolesti kostiju, upalni poremecaji i vaskularne
bolesti poput akutne koronarne bolesti, angine pectoris, ateroskleroze, aneurizme aorte,
infarkta miokarda, arteriovenske malforamacije mozga (Hu i sur.,, 2007) iako je sam

mehanizam nastanka jo$ nepoznat (Slika 13, 14).

Fibroblasti | Upalne stanice;
makrofagi

_
\ \

Degradacija bazalne
membrane

(o) Degradacija bazalne membrane 1.
- / HB-EGF, E-kadherin T

MMP-14 Degradacija bazalne membrane
CD44, E-kadherin

Slika 14. Uloga MMPs u invaziji tumorskih stanica kod karcinoma bazalnih stanica

(preuzeto i prilagodeno: Pittayapruek i sur., 2016)

U proslosti su testirani neki snazni inhibitori MMPs (MMPI) Sirokog spektra protiv
tumorskog djelovanja, pri ¢emu su neki usli u klinicka ispitivanja, ali nijedan nije odobren za
ljudsku upotrebu. Razlog tome bio je u planu izvedbe klinickih ispitivanja buduci da su
MMPI bili ucinkoviti na zivotinjskim modelima ranog stadija bolesti, a ispitivanja su
provedena na ljudima u kasnoj fazi razvoja bolesti (Overall 1 Lopez-Otin, 2002). Brojna
istrazivanja pokazala su da se inhibicija ekspresije MMPs i/ili inhibicija aktivnosti enzima
MMPs moze koristiti kao po€etna meta u sprjeavanju metastaziranja tumora (Chien 1 sur.,

2012).
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Iako se velika pozornost posvecuje razvoju i djelovanju spojeva ili lijekova koji bi suprimirali
njihovu ekspresiju i/ili aktivnost i time zaustavili migraciju i invaziju tumorskih stanica, jo$
uvijek nedostaju protumetastatski spojevi.

Nekoliko istrazivanja pokazala su da bi koli¢ina inhibitora NF-«xB (IxB) mogla kontrolirati
jezgrinu translokaciju NF-«xB i time utjecati na ekspresiju MMP-2 kod nekolika vrsta ljudskih
stanica (Park 1 sur.,, 2007). Ho i sur. (2013) pokazali su da galna kiselina inhibira
metastaziranje tumorskih stanica Zeludca 1 invazivan rast kroz povecanje ekspresije RhoB,
smanjenje regulacije AKT/malih GTPaza signala i inhibicije NF-xB aktivnosti te bi stoga
galna kiselina mogla predstavljati snazno sredstvo u lijecenju raka Zeludca.

Osim toga, lokalna primjena galne kiseline pokazala je da inhibira rak koZe induciran s
dimetilbenz[a] antracenom (DMBA)/krotonovim uljem kod Swiss albino misSeva kroz
povecanje antioksidativne obrane (GST, GSH, SOD, CAT, GPx), smanjenjem aktivnosti i
ekspresije MMP-2 i MMP-9, sadrzaja kolagena i LDH izoenzima (Subramanian i sur., 2014).

2.1.2.4. Uc¢inak ROS-a na angiogenezu

Oksidacijski stres koji se definira kao neravnoteza izmedu prooksidansa i
antioksidativnog sustava, moze biti 1 uzrok i posljedica mnogih vaskularnih komplikacija te
sluzi kao jedan od biomarkera za takva stanja. Poznato je da se pomocu jednog elektrona u
isto vrijeme kisik moze reducirati na 4 komponente: superoksidni anion, vodikov peroksid,
hidroksilni radikal i molekulu kisika (Turrens, 2003) pri ¢emu tijekom ove redukcijsko-
oksidacijske (redoks) reakcije dolazi do stvaranja ROS-a kao intermedijera in vivo.
Superoksidni anion najvise doprinosi stvaranju ROS-a i klju¢ni je posrednik lan¢anih reakcija
prijenosa elektrona u mitohondrijima. U pravilu se superoksidni anion brzo uklanja
dismutacijom bilo spontano ili pomoc¢u superoksid dismutaze (SOD) do vodikovog peroksida
(Fukai i Ushio-Fukai, 2011; Turrens, 2003). Mijeloperoksidaze koje izluCuju neutrofili
pretvaraju zatim vodikov peroksid i1 klorid u vrlo reaktivni hipoklorit. Za krvozilne stanice,
osobito su vazni superoksidni anion 1 vodikov peroksid budué¢i da mogu aktivirati razlicite
putove koji induciraju novi krvozilni rast ili dovode do njegove disfunkcije i razaranja (Bir i
sur., 2012). U svim vrstama krvozilnih stanica moze do¢i do stvaranja ROS-a ukljucujuci
endotelne stanice, glatke miSi¢ne stanice, stanice povezivnog tkiva (lat. tunica adventitia),

fibroblaste i perivaskularne adipocite (Touyz i Briones, 2011).
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Unato¢ Stetnom djelovanju ROS-a pri visokim koncentracijama na ve¢inu tkiva, naknadno je
utvrdeno da oksidacijski stres ima 1 pozitivnu ulogu kod angiogeneze pri niskim ili prolaznim
razinama ROS-a ¢ime se aktiviraju signalni putevi koji poti¢u regeneraciju i rast (Maulik 1
Das, 2002; Yun i sur., 2009). Naime, pokreta¢ fizioloski uravnotezene ili patoloski
prekomjerne ili nedostatne angiogeneze je manjak kisika i hranjivih tvari koji su potrebni
tkivu Sto rezultira ciklusom hipoksije/reoksigenacije, koji potice stvaranje reaktivnih vrsta
kisika (ROS). U krvozilju, ROS mozZe nastati bilo endogeno putem lancanih reakcija prijenosa
elektrona u mitohondriju i nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidazom (Takac
i sur., 2012; Touyz i Briones, 2011; Ushio-Fukai i Alexander, 2004) bilo egzogeno kao
posljedica izlaganja Stetnim spojevima u okoliSu poput UV ili ionizirajueg zra¢enja. U
mitohondrijima, stanice troSe viSe od 95 % kisika za dobivanje molekule vode u redoks
reakcijama. U kompleksima I i III u transportnom lancu dolazi do prebrzog prijenosa
elektrona do kisika $to dovodi do redukcije kisika u superoksidni anion u manje od 4 %,
stvarajuci oksidacijski stres (Bir i sur., 2012; Turrens, 2003). NADPH oksidaza, enzim koji
stvara superoksidni anion prenoseci elektrone s NADPH na kisik, poznat je kao glavni izvor
ROS-a u mnogim vrstama stanica, uklju¢uju¢i endotelne stanice i glatke miSi¢ne stanice (Bir i
sur., 2012; Coso i sur., 2012; Takac i sur., 2012).

U mnogim uvjetima ROS poti¢e angiogenezu izravno ili neizravno kroz stvaranje aktivnih
produkata oksidacije kao Sto su peroksidirani lipidi. Naime, jedna od glavnih posljedica
prisutnosti ROS-a je peroksidacija proteina i lipida, §to rezultira njihovim funkcionalnim
modifikacijama (Guéraud i sur., 2010; Negre-Salvayre 1 sur., 2010). U uvjetima in vivo,
peroksidacija lipida utjece na lipidne stanicne membrane, ukljucujuci dijelove viSestruko
nezasi¢enih masnih kiselina (PUFA, engl. polyunsaturated fatty acid), fosfolipida koji su
posebice skloni oksidaciji, stvarajuci pritom niz novih sekundarnih bioloski aktivnih spojeva
(Guéraud 1 sur., 2010) koji mogu biti jo§ razorniji od samog ROS-a (Negre-Salvayre i sur.,
2010). Stoga, oksidacijski stres ne podrazumijeva samo proizvodnju i nakupljanje ROS-a vec
1 oksidacijskim stresom inducirane metabolicke produkte koji su nastali peroksidacijom lipida
1 proteina.

U sustavnom procesu angiogeneze koji je iniciran proangiogenim ¢imbenicima (poput VEGF-
a, PGF-a, PDGF-B, TGF-B, ANG-1, itd.) sudjeluje vise razli¢itih vrsta stanica kao §to su
endotelne, potporne, upalne i krvne stanice (Noonan i sur., 2008) koje su ukljucene u stanicnu

adheziju, migraciju, proliferaciju 1 diferencijaciju. U vecini slucajeva, ako ne i kod svih,
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angiogeneza je usko povezana s procesom mobilizacije upalnih stanica (Costa i sur., 2007)
koji je kod fizioloSke angiogeneze prolazan, dok kod patoloske angiogeneze ukljucuje
kontinuirano novacenje upalnih stanica poput neutrofila i monocita koje predstavljaju
znacajan izvor ROS-a (Schreml 1 sur., 2010) nastao putem oksidacijskog praska koji ima
vaznu ulogu tijekom razli¢itih faza napredovanja tumora, od stadija inicijacije do
vaskularizacije i metastaziranja. Stovise, u veéini patoloskih procesa, oksidacijski stres djeluje
kao dio mehanizma povratne sprege Sto mu daje joS vece znacCenje u procesima (Reuter 1 sur.,
2010). Smatra se da je tumorska angiogeneza potaknuta vodikovim peroksidom kojeg u
velikim koli¢inama stvaraju tumorske stanice (Yasuda i sur., 1999). Glavni mehanizam
oksidacijskim stresom izazvane angiogeneze uklju¢uje HIF-VEGF/VEGFR-2 signalni put u
kojem egzogeni ROS stimulira indukciju ekspresije VEGF-a u razli¢itim vrstama stanica, kao
Sto su endotelne stanice, stanice glatkih miSi¢a i makrofaga, dok sam VEGF ¢imbenik potice
migraciju i proliferaciju endotelnih stanica kroz povecanje unutarstani¢ne razine ROS-a
(Chua i sur., 1998; Wang i sur., 2011). Tako primjerice, vodikov peroksid inducira VEGF
ekspresiju u stanicama glatkih misica krvozilja kao 1 u endotelnim stanicama ¢ime se potice
stvaranje angiogenog odgovora (Chua i sur., 1998). Istovremeno, VEGF dodatno potice
stvaranje ROS-a (to¢nije superoksidnog aniona) kroz aktivaciju NADPH oksidaze u
endotelnim stanicama (Ushio-Fukai i Alexander, 2004). ROS takoder utjece na VEGF
stimuliranu dimerizaciju i autofosforilaciju receptora VEGF-a (VEGFR-2) koja je potrebna za
VEGFR-2 aktivaciju i angiogenezu (Colavitti i1 sur., 2002). Osim VEGF-ovisnog mehanizma
nastajanja angiogeneze, izazvane oksidacijom postoji i VEGF-neovisan mehanizam stvaranja
angiogeneze koji ukljucuje stvaranje produkata lipidne oksidacije i ukljucuje aktivaciju TLR2
receptora (engl. Toll-like receptor 2) §to dovodi do aktivacije Racl komponente NADPH
oksidaze koja poti¢e stani¢nu migraciju i angiogenezu (West 1 sur., 2010). Osim toga,
utvrdeno je da peroksidirane nezasi¢ene masne kiseline poticu signalizaciju TLR4 u
endotelnim stanicama S$to dovodi do aktivacije ¢imbenika NFkB (Mutoh i Ueda, 2013).
Takoder, pokazalo se je da TLR signalizacija utjeCe na HIF/VEGF signalni put angiogeneze
budu¢i da TLR2 modulira HIF-1a ekspresiju koja aktivira promotorsku regiju VEGF-a kao
odgovor na hipoksiju (Spirig i sur., 2010).
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2.2. UPALNI PROCESI

Upala je nespecificna obrambena reakcija organizma na ozljedu tkiva prouzrocena
mikroorganizmima ili nekim drugim Stetnim bioloskim (imunosna reakcija kao posljedica
hipersenzitivnosti, mrtve stanice), kemijskim (toksini, kemijske tvari, alkohol, ionizirajuce
zracenje) ili fizickim (opekline, ozebline, fizicka ozljeda, trauma, strana tijela) podrazajima s
ciljem wuklanjanja 1ili uniStavanja Stetnog podrazaja/patogenog mikroorganizma 1/ili
regeneriranja oSte¢enog tkiva. Radi se o strogo reguliranom procesu u kojem su ukljuceni
specificni 1 nespecificni mehanizmi obrane koji su neophodni za odrzavanje cjelokupne
homeostaze organizma. Karakterizira ju 5 op¢ih simptoma: a) crvenilo (lat. rubor), b) toplina
(lat. calor), c) bol (lat. dolor), d) oteklina (lat. tumor) 1 ) poremecaj funkcije (lat. functio
laesa). Prema tijeku i duljini trajanja upalne reakcije mogu biti akutne ili kroni¢ne. Akutna
upala je prva linija obrane od ozljeda koja se temelji na poveéanju protoka krvi kroz
napadnuto podrucje Cime se povecava doprema leukocita i raznih topljivih molekula u to
podrucje, povecanju permeabilnosti kapilara koje omogucavaju povecanu eksudaciju
(izlu¢ivanje) plazme i njezinih sastojaka (protutijela, ¢imbenici zgrusavanja krvi i kininskog
sustava, komponente komplementa) u medustani¢ni prostor (edem) te povecanju migracija
leukocita, uglavnom neutrofila i makrofaga u to podrucje. U akutnoj fazi na mjesto upale
obi¢no prvi stizu granulociti 1 trombociti koji nastoje neutralizirati sam uzrok upale. Ukoliko
u tome ne uspiju, upala prelazi u kroni¢nu fazu tijekom koje se na mjesto upale nakupljaju
mononuklearni fagociti i limfociti. Stanice akutne upale su mastociti, granulociti i trombociti,
pri ¢emu stanice mastocita 1 bazofila sadrze brojne citoplazmatske granule s bioloskim
aktivnim tvarima ¢ijim oslobadanjem postaju posrednici (medijatori) upale odgovorni za
vecinu krvozilnih obiljezja akutne upale. Oslobodeni medijatori upale kao $to su histamin,
serotonin, bradikinin i prostaglandin E2 uzrokuju vazodilataciju kapilara i poveéanje njihove
permeabilnosti, dok neki od njih poput leukotriena B4 djeluju kemotaksijski privlaceci
prvotno neutrofile i eozinofile, a zatim i monocite i limfocite na mjesto upale kroz stijenku
krvnih zila. To novacenje aktiviranih fagocita reguliraju inducirane adhezijske molekule
(ICAM-1, VACM-1, E-selektini) koje se nalaze na endotelnim stanicama. Monociti , koji se
izlaskom iz kapilara preobrazavaju u makrofage, takoder potpomazu upalu (Taradi, 2010).
Neki od oslobodenih medijatora upale poput bradikina povecavaju osjetljivost na bol. Gubitak

funkcije tkiva vjerojatno je rezultat neuroloskog refleksa kao odgovor na bol.
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Pored medijatora upale koji se oslobadaju iz stanice (histamin, granule lizosoma, IFN-y, IL-8,
leukotrien B4, prostaglandini, NO, IL-1, TNF-o, triptaze itd.) postoje i nekoliko nestani¢nih
biokemijskih kaskadnih sustava koji se sastoje od plazma proteina, a koji su takoder ukljuceni
u iniciranje i Sirenje upalnog odgovora. To ukljuCuje sustav komplementa koji aktiviraju
bakterije, sustav koagulacije i fibrinolize koji su aktivirani nekrozom, kininski sustav (npr.
bradikinin) i proteine akutne faze u jetri (C-reaktivni protein-CRP; manoza-vezujuéi proteini-
MBP, fibrinogen, ceruloplazmin, antitripsin i drugi) koji su aktivirani monokinima poput IL-
1, IL-6 1 TNF-a. Aktivirani sustav komplementa stvara niz kaskadnih kemijskih reakcija koje
poti¢u kemotaksiju fagocitnih stanica, aglutinaciju, opsonizaciju ciljanih cestica S§to
pospjesuje njihovu fagocitozu i stvaranje terminalnog kompleksa komplementa (TCC, engl.
terminal complement complex) na membrani ciljane stanice koji uzrokuje lizu i smrt patogene
bakterijske stanice. Kininski sustav uz pomo¢ tkivnog i plazmatskog enzima kalikreina cijepa
velike proteinske molekule kininogene u manje peptide zvane kinini (poput bradikinina) koji
pospjesuju vazodilataciju i povecavaju permeabilnost krvnih zila. Sustav koagulacije stvara
ugrusak pomocu trombina i zaustavlja krvarenje formiranjem zastitne proteinske mreze na
mjestu ozljede. S druge strane, sustav fibrinolize djeluje suprotno koagulacijskom sustavu na
nacin da uklanja nastali fibrinski ugruSak fibrinolizom uz pomo¢ enzima plazmina te ponovno
uspostavlja protok krvi kroz osteéeno podrucje. Proteini akutne faze obavljaju razlicite uloge
od sakupljanja slobodnih radikala, do potpomaganja sinteze imunoglobulina i obnavljanja
tkiva, a njihova se koncentracija u akutnoj upali moze povecati i do 1000 puta.

Neutrofili su najbrojniji stani¢ni posrednici akutne upale koji su na mjesto upale
privuceni brojnim kemotaksijskim molekulama poput komponenti komplementa, a njihova je
zadaca uniStavanje mikroorganizama prozdiranjem (fagocitozom), razgradnjom lizosomskim
enzimima, ali 1 izvanstani¢nim oslobadanjem granula. Oslobadanjem brojnih medijatora upale
poput kemokina i makrofagnih upalnih proteina (MIP-la i MIP-1b) (engl. macrophage
inflammatory protein), neutrofili pospjesuju proces upale i privla¢e makrofage na mjesto
upale. Makrofagi se aktiviraju razgradnim produktima fagocitnih napadaca (npr. bakterijski
endotoksin lipopolisaharid, LPS) (Andreis i Lukinovi¢-Skudar, 2010). Aktivirani makrofagi
imaju veliku sposobnost fagocitoze 1 probave oSteCenih dijelova stanica, tkiva 1
mikroorganizama pomocu snaznih lizosomskih enzima ¢ime pripremaju tkivo za okoncanje
upalnog procesa. Takoder, pri tome oslobadaju razlicite citokine i kemokine (IL-1, IL-6, IL-8,

IL-12 i TNF-a) koji privlace i aktiviraju leukocite, povecavaju propusnost kapilara, aktiviraju
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krvozilni endotel i1 poti¢u NK stanice ¢ime utjecu na lokalne i sustavne promjene u akutnom
upalnom odgovoru (Andreis i Lukinovié-Skudar, 2010). Nazalost, svi navedeni obrambeni
mehanizmi mogu oStetiti 1 vlastito zdravo tkivo. U slucaju da izostane uklanjanje uzroka upale
1 pokretanje procesa zacjeljivanja rana, javlja se kroni¢na upala. Za razliku od akutne upale
koju obiljezava nakupljanje polimorfonuklearnih granulocita, kroni¢nu upalu ¢ini nakupljanje
mononuklearnih stanica (limfocita T, makrofaga, plazma stanica) pri ¢emu su makrofagi
vodece stanice kroni¢ne upale. Osim stanica, u kroni¢noj upali posreduju i brojni citokini
poput IL-1, IL-2, IFN-y, TNF-B, TGF- koji djeluju autokrino ili parakrino.
Osim izlu¢ivanja razli¢itih citokina, kemokina i ostalih medijatora upale koji privlace
leukocite, vaznu ulogu ima i indukcija enzima poput ciklooksigenaze 2 (COX-2),
lipooksigenaza (LOX) i inducibilne duSik oksid sintaze (iNOS ili NOS2) ¢iji produkti
(prostaglandini, leukotrieni 1 NO) potic¢u lokalni protok krvi. Veci broj citokina od kojih su
najpoznatiji IL-1, IL-2, INF-y i TNF kao i lipopolisaharid koji je jedan od sastavnih dijelova
gram-negativnih  bakterija kontroliraju transkripciju gena za iNOS. Leukotrieni 1
prostaglandini lipidni su medijatori koji nastaju iz arahidonske kiseline. Arahidonska kiselina
je visestruko nezasi¢ena masna kiselina koja nastaje kao produkt razgradnje membranskih
fosfolipida uz djelovanje enzima fosfolipaze A2 (PLA:) Za stvaranje leukotriena (SRS-A)
koji povecavaju propusnost krvnih Zzila i uzrokuju dugotrajnu bronhokonstrikciju nuzno je
djelovanje lipooksigenaze, dok je za nastanak prostaglandina koji uzrokuju vazodilataciju,
agregaciju trombocita i bronhokonstrikciju potrebna je ciklooksigenaza (COX-2) (Andreis i
Lukinovié¢-Skudar, 2010). Vezanjem navedenih molekula za razli¢ite receptore na membrani
stanice aktiviraju se cCetiri osnovna unutarstani¢na signalna puta kojima se kontrolira
ekspresija gena ukljucenih u upalni odgovor na transkripcijskoj i post-transkripcijskoj razini
(Saklatvala i Clark, 2003). To su:
1) signalni put protein kinaza kojim se aktivira transkripcijski ¢imbenik NF-xB (engl.

nuclear factor kappa B),
2) signalni putevi protein kinaza aktiviranih mitogenima (MAPK, engl. mitogen-activated

protein kinase):

a) signalni put kinaze regulirane izvanstani¢nim signalima (ERK, engl. extracellular-

signal-regulated kinase),
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b) signalni put c-Jun N-terminalne kinaze (JNK, engl. c-Jun-N-terminal kinase),
odnosno protein kinaze aktivirane stresom (SAPK, engl. stress-activated-protein-
kinase) 1

c) signalni put kinaze p38 (Slika 15).

Nuklearni ¢imbenik kappa B (NF-xB) je transkripcijski ¢imbenik koji regulira
ekspresiju razlicitih gena, ukljucuju¢i citokine, iNOS 1 COX-2 za koje se je pokazalo da imaju
kljucne uloge u procesima upale, apoptoze, tumorigeneze i razli¢itim autoimunim bolestima
(Jiang 1 sur., 2015). Aktivacija redoks osjetljivog ¢imbenika NF-kB moZze inducirati
prekomjernu ekspresiju proupalnih molekula koje mogu dovesti do razvoja akutnih ili
kroni¢nih upalnih bolesti kao $to su ateroskleroza, upalne bolesti crijeva i reumatoidni artritis.
Smatra se da signalni put kinaze p38 ima i dodatnu vaznu ulogu u post-transkripcijskoj
regulaciji jer utjeCe na stabilnost mRNA gena koji sudjeluju u upalnom odgovoru (Kracht i
Saklatvala, 2002).

Budu¢i da se signalni putevi medusobno ispreplicu, velika je vjerojatnost da je jedna

molekula istovremeno ukljucena u regulaciju vise razli¢itih signalnih puteva i obrnuto.
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Slika 15. Shematski prikaz signalnih puteva i mehanizama regulacije gena ukljucenih u
upalni odgovor. Citokini (IL-1, IL-17, IL-18, TNF) ili mikrobni produkti (LPS) poti¢u
nakupljanje receptora i oligomerizaciju TRAF, sto je kljucni dogadaj za aktivaciju kinaze IkB
te signalnih puteva ERK, JNK i p38. Te kinaze fosforiliraju ili IxkB i NF-xB ili

transaktivacijske domene AP-1, aktiviraju¢i na taj naCin NF-xB 1 AP-1. Za jaku transkripciju
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potrebna je, uz aktivaciju NF-kB, aktivacija barem jo§ jednog signalnog puta MAPK. Ona
uzrokuje acetilaciju i fosforilaciju histona, koju prati stvaranje viSeproteinskih kompleksa —
pojacivaca transkripcije. Unutar tih pojacivaca NF-kB i AP-1 intereagiraju s DNA, drugim
transkripcijskim Cimbenicima, koaktivatorima (npr. CBP/p300) i holoenzimom RNA
polimerazom II. Posljedica varijacije u strukturi pojadivaca je aktivacija specifi¢nih gena.
Novosintetizirana mRNA je stabilizirana signalnim putem p38-MK-2. Inhibicija klju¢nih
koraka prijenosa signala moze se posti¢i primjenom glukokortikoida (G), inhibitora protein-
kinaza (UO126, SP600125, SB203580), donora NO (SNAP; S-nitro-N-acetil-DL-
penicilamin), salicilata i arsenita (kratice: AP-1—-transkripcijski faktor AP-1, ARE — elementi
bogati slijedom AU, AUF1 — ¢imbenik vezanja AU 1, CREB — protein koji veze CBP, elF —
¢imbenik inicijacije elongacije, ERK — kinaza regulirana izvanstanicnim signalima, kB —
inhibitor NF-kB, IKK — kinaza IxB, JNK — c-Jun N-terminalna kinaza, MAPK — protein
kinaze aktivirane mitogenima, MEKK — ERK kinaza aktivirana mitogenima, MKK — kinaza
MAPK, PABP — protein koji veze poliA-rep, P — fosforilacija, TTP — tristetraprolin, TAK1 —
protein kinaza 1 aktivirana ¢imbenikom rasta tumora, TNF — Cimbenik nekroze tumora,
TRAF — cCimbenik vezanja receptora TNF) (preuzeto i prilagodeno: Kracht i Saklatvala,
2002).

2.2.1. Ciklooksigenaze (COX)

Ciklooksigenaze (COX) su membranski enzimi odgovorni za stvaranje vaznih
bioloskih medijatora upale zvanih prostanoidi koji izazivaju upalne reakcije, a u koje
ubrajamo prostaglandin, prostaciklin i tromboksan. Navedeni enzim jo§ se naziva i
prostaglandin-endoperoksid sintaza (PTGS ili PES) budu¢i da katalizira sintezu
prostaglandina (PGG;) iz arahidonske kiseline koja nastaje kao produkt razgradnje
membranskih fosfolipida te redukciju prostaglandina G> (PGG2) do prostaglandina H»
(PGHz). Stoga inhibicija COX-a moze dovesti do olakSavanja simptoma upale, groznice i
boli, a ostvaruje se primjenom nesteroidnih protuupalnih lijekova (NSAID) koji su

neselektivni inhibitori za oba oblika ciklooksigenaza (COX-1 i COX-2).
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Dokazano je da se COX pojavljuje u dva razlicita izomerna oblika kod ljudi: COX-1
ili PTGS1 (70 kDa) koji se konstitutivno izrazava u vecini tkiva te inducirani oblik, COX-2 ili
PTGS2 (72 kDa). Osim slicne molekulske mase, oba izomerna oblika pokazuju 65 %
homolognosti aminokiselinskog slijeda te imaju gotovo jednaka kataliticna mjesta pa su
njihove trodimenzionalne strukture gotovo preklopive. Ljudski COX-1 i COX-2 enzimi su
homodimerne grade koji sadrze 576 1 581 aminokiselina. Oba enzima sadrze 3 oligosaharida
manoze, dok je Cetvrti oligosaharid prisutan samo kod COX-2 enzima i regulira njegovu
razgradnju. Svaka podjedinica dimera sadrzi tri domene: domenu epidermalnog ¢imbenika
rasta, domenu vezanja za membranu i kataliticku domenu koja ukljucuje veéi dio proteina koji
sadrzi ciklooksigenazno i1 peroksidazno aktivno mjesto s obje strane hem prosteticke skupine

(Mbonye i sur., 2008).

Smatra se da je COX-1 odgovoran za proizvodnju prostaglandina koji djeluju kao
homeostaticki regulatori i kontroliraju normalne fizioloSke funkcije kao §to su zaStita sluznice
zeludca 1 krvozilne hemostaze, agregacija trombocita, diferencijacija makrofaga, indukcija

porodaja, regulacija prokrvljenosti bubrega i odrzavanje funkcije glomerula (Tablica 6).

Tablica 6. Uloge COX-1 i COX-2 enzima

COX-1 COX-2
Homeostaza Patofiziologija Prilagodba
Zastita sluznice Upala, bol Bubreg: lu€enje renina
Agregacija trombocita Groznica Zacjeljivanje rana/Cireva
Prokrvljenost bubrega Ishemija (CNS) Uloga u reproduktivhom

sustavu Zena

Alzheimerova bolest Metabolizam kostiju

Rak Krvozilna zaStita

Inhibicija COX-1 ostvaruje se primjenom nesteroidnih protuupalnih lijekova
(NSAID) kao Sto su aspirin. Prostaglandin tromboksan A2 koji je glavni produkt djelovanja
COX-1 u trombocitima, inducira agregaciju trombocita (Weitz, 2008). Stoga je mala koli¢ina
aspirina ucinkovita u reduciranju kardioloskih bolesti kako bi se inhibiralo djelovanje COX-1

enzima i time sprije¢io nastanak sréanog i mozdanog udara. Takoder, utvrdeno je da inhibicija
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COX-1 smanjuje bazalnu proizvodnju citoprotektivnih prostaglandina PGE> i PG> u Zeludcu,
Sto moze pridonijeti ulceraciji Zeludca.

S druge strane COX-2 nije konstitutivno izraZzen u vecini stanica u normalnim
uvjetima, ve¢ se inducira razli¢itim upalnim i/ili mitogenim stimulansima kao §to su forbol
esteri, lipopolisaharidi, endotoksini, proupalni citokini (IL-1, TNF-a), ¢imbenici rasta,
promotori tumora te je stoga on vazniji u protuupalnoj terapiji i tumorigenezi (Tablica 6)
(Jiang 1 sur., 2015). COX-2 je neposredni produkt gena ranog upalnog odgovora i izvor je
prostanoida koji posreduju tijekom upale, boli, groznice, ishemije (CNS), u
kardiovaskularnim bolestima i tumorima. Medutim, pronadeno je da se COX-2 konstitutivno
eksprimira u mozgu, bubrezima i reproduktivnom sustavu Zzena te da osim uloge u
patofizioloskim procesima, posreduje i u fizioloSkim procesima kao Sto su izluCivanje renina
iz bubrega, zacjeljivanje rana i Cireva, metabolizam kostiju i vaskularna zastita. Brojna
istrazivanja ukazuju na vezu izmedu COX-2 ekspresije i karcinogeneze te je utvrdeno da je
pojacana regulacija COX-2 u neovaskulaturi malignih tumora. Ve¢ je tijekom kasnih 1980-ih
godina utvrdena sposobnost NSAID lijekova (poput aspirina i1 sulindaka) u smanjenju
smrtnosti od raka debelog crijeva. Nedavna istrazivanja pokazuju da specificni COX-2
inhibitori posjeduju snaznu kemoprevencijsku aktivnost protiv karcinogeneze debelog crijeva
kod Stakora, inhibirajuéi pri tom tumore u ve¢em stupnju od konvencionalnih NSAID lijekova
(Kawamori i sur., 1998). S obzirom na COX-2 djelovanje, Tsujii i sur. (1998) ustanovili su da
COX-2 izvedeni prostaglandini mogu modulirati proizvodnju angiogenih ¢imbenika od strane
tumorskih stanica debelog crijeva, ¢ime se poti¢u novonastale krvne zile da odrzavaju
vijabilnost i rast tumorskih stanica. Stovise, pokazalo se je da prekomjerna COX-2 ekspresija
u epitelnim stanicama uzrokuje rezistenciju na apoptozu, Sto za posljedicu ima poremecaj u
rastu 1 normalnoj stani¢noj smrti (Tsujii 1 sur., 1998). U istom istrazivanju, pokazalo se je da
COX-1 aktivnost u endotelnim stanicama ima vaznu ulogu u modulaciji angiogeneze (Tsujii i
sur., 1998). Prostaglandini koje proizvodi COX-1 u endotelnim stanicama mogu biti vazni u
regulaciji gena potrebnih za stvaranje endotelnog izbojka te mogu predstavljati vaznu metu u
prevenciji raka ili lijeCenju tumora koji su bez COX-2 ekspresije. NSAID lijekovi kao takvi
mogu inhibirati angiogenezu inhibicijom COX-2 aktivnosti u stanicama karcinoma debelog
crijeva te smanjiti regulaciju proizvodnje angiogenih ¢imbenika indukcijom apoptoze i
inhibicijom COX-1 aktivnosti u endotelnim stanicama. Nedavna istrazivanja pokazala su da

prekomjerna COX-2 ekspresija nije nuzno jedinstvena za rak debelog crijeva, ali moze biti
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zajednicka odlika drugih epitelnih stanica. Povecane razine COX-2 enzima utvrdene su
gotovo kod svih premalignih 1 malignih bolesti (Jiang i sur., 2015) ukljucujuéi raka glave i
vrata, pluca, dojke, jednjaka, Zeludca, debelog crijeva, jetre, prostate, mokra¢nog mjehura,
koze te adenokarcinoma gusterae (Aggarwal i Shishodia, 2006) kao odgovor na razlicite
mitogene, tumorske promotore, citokine, Cimbenike rasta i izloZenosti sunevom UV
zracenju. Na temelju tih podataka, razumljivo je da se specificni COX-2 inhibitori mogu
koristiti kao adjuvansi u lijeCenju tumora, kao 1 u samoj prevenciji raka.

LijeCenje s COX-2 selektivnim inhibitorima u in vivo uvjetima dovela su do smanjenja rasta
tumora jezika, jednjaka, crijeva, dojke, koze, plu¢a i mokraénog mjehura u pokusnim
zivotinjama. U novije vrijeme sve se viSe spominje uloga COX-2 u razvoju
neurodegenerativnih bolesti (Pasinetti, 2001). Naime, kod Alzheimerove bolesti utvrdena je
povecana COX-2 regulacija u podru¢jima mozga koji su odgovorni za pamdcenje
(hipokampus, korteks) pri ¢emu koli¢ina COX-2 korelira s odlaganjem -amiloidnog proteina
u neuritskim plakovima. Za razliku od inhibicije COX-1 enzima putem NSAID lijekova,
inhibicija COX-2 je puno sporija i1 Cesto ireverzibilna. Takoder je otkriveno da
glukokortikoidi, IL-4, IL-13, protuupalni citokin IL-10 (Niiro i sur., 1997, Onoe i sur., 1996)
te razli¢iti flavonoidi inhibiraju ekspresiju COX-2 enzima (O'Leary i sur. 2004).

Nedavno je otkriven i tre¢i oblik ciklooksigenaze nazvan COX-3 koji je kodiran
istim genom kao i COX-1 enzim, s time da COX-3 zadrzava intron koji nije prisutan kod
COX-1 enzima (Botting, 2003). Takoder, COX-3 enzim funkcionalno nije prisutan kod ljudi,
a najzastupljeniji je u srediSnjem zZiv€anom sustavu pasa. Selektivno se inhibira djelovanjem
nekih lijekova poput paracetamola.

Svi prirodni produkti COX enzima brzo se metaboliziraju u neaktivne oblike hidriranjem ili
oksidacijom15-hidroksilne skupine u odgovaraju¢i keton djelovanjem prostaglandin 15-OH-

dehidrogenaze.
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2.3. HIPOKS1JA

Hipoksija je stanje smanjene koli¢ine kisika u stanicama i tkivima koje dovodi do
disfunkcije stanica, organa i organskih sustava. Javlja se kod krvozilnih i pluénih bolesti kao
Sto su dijabeticka retinopatija, makularna degeneracija, reumatoidni artritis, psorijaza i
hemangiom ili prilikom poticanja rasta kancerogenog tkiva (Carmeliet i Jain, 2000; Folkman,
2001).

Postoje 3 wvrste hipoksije: kroni¢na hipoksija, akutna hipoksija i hipoksija s
reperfuzijom. Kroni¢na hipoksija (koncentracija kisika 2-3 %) posebice uzrokuje
nekontroliranu proliferaciju stanica zbog ogranic¢ene difuzije kisika (Harris, 2002). S druge
strane, akutna hipoksija, a osobito hipoksija s reperfuzijom, uzrokuje stvaranje krvozilja
tumora iz nepravilnih krvnih zila (Harris, 2002). Ovo stanje u tkivu takoder je poznato kao
"reoksigenacijska ozljeda", jer povecani protok krvi osigurava prekomjernu koli¢inu kisika
Sto rezultira povecanjem koncentracije slobodnih radikala, oStecenjem tkiva i istodobnom
tumorske stanice trebaju kisik za proizvodnju energije i funkcioniranje tkiva. Nedostatak
odgovarajuce opskrbe krvlju i povecanje udaljenosti postoje¢ih krvnih zila dovodi do
izgladnjivanja tumorskih stanica kisikom §to u konacnici rezultira stvaranjem hipoksije u tom
podrucju ili ¢ak anoksije u tumoru. Normalne stanice i tkiva ne mogu prezivjeti u kroni¢noj
hipoksiji zbog relativno dugog trajanja hipoksi¢nog stanja. Medutim, tumorske stanice
sposobne su proliferirati i prezivjeti u hipoksicnom mikrookolisu kao rezultat genetickih i
adaptivnih promjena koje aktiviraju onkogene i/ili inaktiviraju tumor supresor gene, Sto
dovodi do razvoja otpornosti na hipoksiju. U uvjetima hipoksije javljaju se 1 upalni procesi te
dolazi do stvaranja i izlu¢ivanja brojnih angiogenih ¢imbenika od strane pojedinih podvrsta
leukocita kao $to su VEGF, PDGF, bFGF, angiopoetin 2/angiopoetin 1 (ANGPT2/ANGPT1),
TEK 1ili Tie2 (engl. tunica interna endothelial cell kinase), razli¢iti interleukini kao $to su
TGF-B1 1 monocitni kemoatraktant proteina 1 (MCP-1) te proteinaze koji reguliraju proces
angiogeneze.

Paradoksalno, ali mnogi tumori s intratumorskom hipoksijom i nekrozom su veoma angiogeni
¢ime se istice Cinjenica da je krvozilje u mnogim tumorima strukturno i funkcionalno
abnormalno, Sto rezultira prostornom i1 vremenskom heterogeno$¢u u opskrbi kisikom (Jain,

2003). Osnovni i glavni pokreta¢ tumorske angiogeneze je transkripcijski ¢imbenik HIF-1
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koji je pronaden u stanicama sisavaca sa smanjenom koncentracijom kisika i ima klju¢nu
ulogu u stani¢cnom odgovoru na hipoksiju.

Transkripcijski ¢cimbenik HIF-1 je heterodimer koji se sastoji od 2 podjedinice: HIF-
la (oko 120 kDa) koji se inducira hipoksijom i konstitutivno izrazen HIF-1p (91-94 kDa).
HIF-1a je citoplazmatski protein osjetljiv na razinu kisika, dok je HIF-1p jezgreni protein koji
se izrazava neovisno o kisiku. Podjedinica HIF-1B poznata je takoder i kao arilni
ugljikovodi¢ni receptor nuklearnog translokatora (ARNT). Obje podjedinice imaju nekoliko
izoformi koje su kodirane razli¢itim genskim lokusima 1 dio su PER-ARNT-SIM obitelji
(akronim PAS) transkripcijskih c¢imbenika. U wuvjetima normoksije, HIF-la brzo se
razgraduje. S druge strane, kao odgovor na hipoksiju, podjedinica HIF-la nakuplja se u
citoplazmi i stabilizira nakon ¢ega se premjeSta u jezgru gdje heterodimerizira s HIF-1
podjedinicom i povezuje s koaktivatorima (CBP/p300) pri ¢emu nastaje aktivni HIF-1 protein.
Ovaj protein se zatim veze za specificne elemente odgovora na hipoksiju (HREs, engl.
hypoxia response elements) unutar promotora gena koji induciraju hipoksiju i aktiviraju
transkripciju gena koji su uklju¢eni u angiogenezu, homeostazu glukoze i eritropoezu
(Vaupel, 2004) (Slika 16). Drugi protein koji je uklju¢en u VEGF ekspresiju induciranu
hipoksijom je HuR koji se veze i stabilizira VEGF mRNA 1 poti¢e prijenos u citoplazmi
(Levy 1 sur., 1998). Prisutnost hipoksije u tumorima odrazava loSiju prognozu s veéim
neuspjehom lijeenja i smanjenjem ukupnog prezivljenja, dok bi s druge strane prevladavanje
hipoksije u tumorskom okruzenju trebalo dovesti do boljeg ishoda. Unutar HIF-1la
podjedinice postoje 2 odvojene transaktivacijske domene (TAD) poznate 1 kao kisik-ovisne
hidroksilaze koje djeluju kao senzori za kisik. Jedna je prolil hidroksilazna domena (PHD)
koja se aktivira u prisutnosti kisika i moze hidroksilirati ostatke prolina (Pro402 i Pro564) uz
pomo¢ prolil hidroksilaza (PHD1, PHD2 ili PHD3) u ODD (engl. oxygen-dependent
degradation domain) domeni HIF-la stvaraju¢i signal za vezanje za von Hippel-Lindau
tumor supresor proteinom (pVHL). Von Hippel-Lindau protein je prepoznatljiva komponenta
E3 ubikvitin-proteina ligaze koja se sastoji od elongina B, elongina C, kulina 2, RBX1 i E2
ubikvitin konjugiraju¢eg enzima koji cilja HIF-la za ubikvitinaciju i1 proteasomsku razgradnju
u uvjetima normoksije (Salceda 1 Caro, 1997). S druge strane, odsutnost kisika ne uzrokuje
nikakvu enzimsku aktivnost, nema modifikacije prolina unutar HIF-la, niti pVHL/HIF
vezanja, Sto rezultira stabilizacijom i akumulacijom HIF-la u stanici. Druga hidroksilacijska

domena sadrzi ostatak asparagila na C-terminalnom kraju TAD domene (Asn803 kod HIF-1a
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i Asn851 kod HIF-2a) (Lando 1 sur., 2002), a njezina hidroksilacija uz pomo¢ enzima
asparagil hidroksilaze (nazvane i FIH-1 odnosno ¢imbenikom inhibicije HIF-1) ne dovodi do
HIF-1a razgradnje, ve¢ uzrokuje stericku inhibiciju medureakcije izmedu HIF-la i
koaktivatora CBP/p300 (Freedman i sur., 2002), ometajuc¢i njegovo vezanje koje je kljucno za
aktivaciju HIF-1a. Asparagil hidroksilaza (FIH-1) uglavnom se nalazi u citoplazmi, ali neke
frakcije vjerojatno postoje i u jezgri (Metzen i sur., 2003). Transkripcija FIH-1 je neovisna o
koncentraciji kisika 1 ne utjece na stabilnost HIF-1a (Metzen i sur., 2003). Prolil hidroksilaze 1
asparagil hidroksilaza (FIH-1) su Fe(Il) i 2-oksoglutarat (2-OG) ovisne dioksigenaze koje
djeluju kao senzori na kisik pri ¢emu koriste Fe** ione kao kofaktore kako bi katalizirale
redukciju molekularnog kisika. ROS moze inaktivirati djelovanje prolil hidroksilaza (PHD)
na naéin da uzrokuje oksidaciju Fe?* iona u Fe** ione ili oksidaciju aktivnih mjesta ostataka.
Takoder, NO moze inhibirati PHD aktivnost, keliraju¢i Fe(II), kao i prisutnost iona teskih
metala poput nikla, kobalta i mangana koji se zamijene s Fe*" ionom koji je slabim vezama
vezan za sam enzim. S druge strane, bioreducensi poput askorbata (vitamin C) ili glutationa
pojacavaju PHD aktivnost u in vitro uvjetima vjerojatno olakSavajuc¢i redukciju 1 ponovni

povratak Fe** iona u Fe?* ione.
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Slika 16. Regulacija HIF-1o tijekom normoksije i hipoksije (preuzeto i prilagodeno:
http://journals.cambridge.org/fulltext content/ERM/ERM7_06/S1462399405009117sup010.g

if)

Pronadena su 3 homologa HIF-a podjedinice: HIF-1a, HIF-2a 1 HIF-3a (Gu 1 sur.,
1998) (Slika 17) koji predstavljaju glavne senzore hipoksije budu¢i da su regulirani
razgradnjom proteina, Sto osigurava brzi odgovor kod smanjenja kisika u roku od 2 minute
(Jewell 1 sur., 2001) za razliku od transkripcijske regulacije koja daje odgodeni odgovor zbog
obrade RNA i translacije u citoplazmu. HIF-2a pokazuje veliku strukturnu i funkcionalnu
sli¢nost s HIF-1a (48 % slicnosti aminokiselinskog slijeda), a utvrdene su i jedinstvene i
zajedniCke funkcije kao S$to je zajedniCka sposobnost heterodimeriziranja s HIF-f i1
medureakcije s HRE radi poboljSanja transkripcijskog djelovanja. Za razliku od HIF-1a koji
je prisutan svugdje, HIF-2a se prvenstveno izrazava u plu¢ima, karotidnom tijelu i endotelu
(Tian 1 sur., 1998). Malo se zna o HIF-3a u usporedbi s drugim HIF-a homolozima, ali
poznato je da je izraZen u razli¢itim tkivima i da dimerizira s HIF-1 te se veze na HRE (Gu i
sur., 1998) Sto doprinosi slozenosti regulacije inducibilnih gena hipoksije od strane HIF
obitelji transkripcijski ¢imbenika. Povecana ekspresija HIF-1a utvrdena je kod mnogih vrsta

tumora kao §to je karcinom gusteraCe, glave i vrata, dojke, bubrega, jajnika, mokra¢nog
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mjehura, mozga, prostate i debelog crijeva §to se podudara s poveanjem angiogeneze i

metastaziranja (Poon i sur., 2009).
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Slika 17. Homolozi HIF-a i HIF-p podjedinica (preuzeto i prilagodeno: Masoud i Li, 2015)

Kod tumora hipoksija moZze dovesti do maligne progresije induciranjem adaptivnih
promjena u tumorskim stanicama koje bi omogucile prezivljavanje u nepozeljnom okolisu. To
ukljucuje promjene u ekspresiji gena, inaktivacije tumor supresor gena, aktivacije onkogena,
genomsku nestabilnost 1 klonsku selekciju (Byrne i sur., 2005). Promijenjeni okoli§ vrsi
snazan selektivni pritisak na tumorske stanice te odabire najmalignije stanice sposobne za
prezivljavanje u negativnom mikrookoliSu. Stanice prilagodene hipoksiji proliferiraju i
prezivljavaju bolje od onih koje nisu adaptirane 1 postaju dominantna populacija u tumoru $to
dovodi do razvoja agresivnijeg fenotipa. Smanjena regulacija adhezijskih molekula kao
odgovor na hipoksiju povecava odvajanje tumorskih stanica i time metastaziranje (Giaccia,
1996). Ostali problemi koji se javljaju kod hipoksije tumora su izravni i neizravni ucinci koje
imaju na kemorezistenciju. Pojedini kemoterapijski lijekovi kao $to su alkiliraju¢i spojevi su
manje ucinkoviti u uvjetima hipoksije (Byrne i sur., 2005). Kao odgovor na hipoksiju,
stani¢ni ciklus usporava ili se zaustavlja u G1 fazi. Kako neke kemoterapije djeluju u S1 fazi
stanicnog ciklusa inhibiraju¢i sintezu DNA, njihova ucinkovitost se time smanjuje u
hipoksi¢nim uvjetima (Shannon i sur., 2003). Hipoksija dovodi do mutacija u p53 tumor
supresor genu (Byrne i sur., 2005). Stanice s mutacijama u p53 su otporne na apoptozu
induciranu DNA oS$te¢enjem 1 vjerojatno ¢e biti kemorezistentne za razliku od stanica s
divljim tipom p53. Mutacija p53 dovodi do smanjenja apoptoze posredovane hipoksijom i

povecanja proizvodnje VEGF-a (Royds 1 sur., 1998). Hipoksija takoder predstavlja problem
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kod zracenja jer zracenje djeluje na brzo proliferirajuée stanice i ovisi o prisutnosti kisika
dovode¢i do povecanja reaktivnih vrsta kisika. Osjetljivost prema zracenju smanjuje se pri
niskim koncentracijama kisika. Kisik povecava razinu oSte¢enja prouzrofenu zracenjem
stvaranjem slobodnih hidroksil radikala iz kisika koji se javljaju neposredno nakon zracenja
(Byrne i sur., 2005). U stvari, doza zracenja koja je potrebna za apoptozu tumorskih stanica je
2-3 veca u uvjetima hipoksije nego u normalnim okolnostima (Harrison i Blackwell, 2004). U
klinickom pogledu hipoksija tumora u korelaciji je s kra¢im prezivljavanjem u usporedbi s
pacijentima koji imaju nehipoksi¢ne tumore. Uocena je i1 korelacija izmedu hipoksije tumora 1
maligne progresije kod raka vrata maternice te ona moze posluziti kao znak loseg ishoda i
prezivljenja i kod raka mekog tkiva glave i vrata (Wouters i sur., 2002). Kao odgovor na
hipoksiju, tumori luce angiogene Cimbenike rasta kako bi stimulirali rast Zila i opskrbu
kisikom u ¢emu posreduje HIF-1 koji modulira ekspresiju brojnih hipoksijom inducibilnih
gena i angiogenih ¢imbenika kao $to je VEGF (Slika 18).

POVREMENA HIPOKSIJA

HIPOKSLIA “ REOKSIGENACIJA

r ROS dumm © wmmp ROS

HIF-1 AKTIVACIJA < INDUKCIJA TIOREDOKSINA (Trx)

Ref-1 1

| » = vvp9
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MMP-2, MMP- 9-

VEGF EKSPRESIJA

Nk PROGRESIJA | RAZVOJ
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TERAPLJU

ANGIOGENEZA

Slika 18. Medureakcija Trx i HIF-1 kod povremene hipoksije i posljedi¢no nastale

promjene u progresiji raka (preuzeto i prilagodeno: Bhatia i sur., 2013)
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Transkripcijski ¢imbenik HIF-1 aktivira se u uvjetima hipoksije pri ¢emu dolazi do
stvaranja hormona eritropoetina u hepatocitima i bubrezima koji ima klju¢nu ulogu u
hematopoezi na nacin da poti¢e stvaranje eritrocita u kostanoj mozdini ¢ime se ujedno
povecava sposobnost vezanja kisika i smanjuje tkivna hipoksija.

HIF-1 aktivira transkripciju ciljnih gena koji reguliraju nekoliko bioloSkih procesa poput
enzima tirozin hidroksilaze koji olaksava kontrolu ventilacije posredstvom karotidnih tijela,
zatim angiogeneze (regulira gene za sintezu C¢imbenika VEGF-a), proliferacije stanica i
prezivljavanja, metabolizma glukoze i zeljeza, regulacije pH 1 migracije. Nadalje, otkriveno je
da je poviSena razina HIF-1 povezana s povecanjem angiogeneze, agresivnim rastom tumora i
loSom prognozom pacijenata Sto pobuduje veliko zanimanje za HIF-1 kao obecavajuce mete u

protutumorskoj terapiji.

2.4. POLARIZACIJA MAKROFAGA

Imunosni sustav predstavlja jednu od prvih linija obrane u sprjeCavanju razvoja
tumora zbog svoje sposobnosti prepoznavanja i uniStavanja tumorskih stanica, a taj proces
imunosnog nadzora nad karcinomom kojeg je prvotno opisao Ehrlich sve vise privlaci
pozornost posljednjih godina (Burnet, 1971; Ehrlich, 1909; Thomas, 1959).

Poznato je da upala ima klju¢nu ulogu u pokretanju i promicanju raka, dok istovremeno moze
doprinijeti specificnom i prirodenom odbacivanju tumora (Brigati i sur., 2002; Coussens i
Werb, 2002; deVisser i sur., 2006). Epidemioloska istrazivanja ukazuju da je kroni¢na upala
predispozicija za razliCite vrste raka. Upalni odgovori novate mnostvo imunosnih stanica,
medu kojima makrofagi imaju klju¢nu ulogu (Libby, 2002).

Mikrookoli§ koji okruzuje tumorsku masu sadrzi prekomjerno proliferiraju¢e tumorske
stanice, zajedno s nekoliko komponenata domacina koje ukljuuju stromalne stanice,
krvozilje koje se prosiruje i karakteristi¢an upalni infiltrat povezan sa stalnim remodeliranjem
tkiva. Istrazivanja pokazuju da su endotelne stanice (Folkman, 2006; 2007; Kerbel i Folkman,
2002), makrofagi (Balkwill i Mantovani, 2001; Balkwill i sur., 2005; Pollard, 2004) i tumoru
pridruzeni fibroblasti (Orimo 1 Weinberg, 2006) ukljueni u promicanje rasta 1 progresiju
tumora. Cini se da ve¢ina komponenti imunosnog sustava moZe imati dvostruku ulogu u

organizmu.
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Imunosne stanice mogu odbaciti tumor proizvodnjom protutumorskih citokina kroz
izravno uniStavanje tumorskih stanica, ali ponekad ih same tumorske stanice novace i
usmjeravaju kako bi im pomogle u njegovu napredovanju. Makrofagi su neophodni za obranu
domacina (Adams i Hamilton, 1984; Nathan i Hibbs, 1991). U primitivnim organizmima,
makrofagi predstavljaju obranu domacina budu¢i da su odgovorni za sve od prepoznavanja,
prozdiranja pa sve do uniStavanja prijetnji (Podolsky i Tauber, 1996). U vi§im organizmima,
kao 1 kod ljudi, makrofagi imaju klju¢nu ulogu u urodenom i steCenom imunosnom odgovoru
na patogene, odrzavanju homeostaze tkiva te predstavljaju kljuéne medijatore upalnih
procesa. Poznato je da su medu prvim stanicama koje stizu na mjesta ranjavanja i/ili infekcije,
gdje obavljaju nekoliko funkcija. Proizvode citokine i kemokine kojima orkestriraju
novacenje 1 djelovanje drugih imunosnih stanica, te proizvode ¢imbenike rasta, angiogene
¢imbenike 1 proteaze kojima poticu popravak tkiva. Takoder ubijaju patogene kroz
proizvodnju ROS i RNS te predstavljaju strane antigene citotoksicnim limfocitima T.
Opcéenito, makrofazi ne djeluju tumoricidno na tumorske stanice osim ako nisu aktivirani,
primjerice, protutijelima ili kao “klasi¢ni” makrofazi stimulirani IFN-o ili bakterijskim
produktom, lipopolisaharidom (LPS). Jednom kada su aktivirani, pokazuju izravnu
citotoksi¢nost prema tumorskim stanicama ili neizravnu citotoksi¢nost putem izlucivanja
¢imbenika koji poticu protutumorske funkcije drugih vrsta stanica. Stoga makrofazi mogu
pokazati pro- i protuupalna svojstva, ovisno o stupnju bolesti i signalima koje primaju

odnosno o upalnoj ravnotezi u mikrookolisu.

Makrofazi imaju pleotropnu biolosku ulogu koja ukljucuje predstavljanje antigena
kao antigen predocne stanice (APC, engl. antigen presenting cells), citotoksi¢nost prema
ciljnim stanicama, uklanjanje oSte¢enih stanica i1 remodeliranje tkiva, regulaciju upale,
induciranje imunosnog odgovora, tromboze i raznih oblika endocitoze (Auger i Ross, 1992).
Kada su aktivirani mogu izazvati smrt neoplasti¢nih stanica (citotoksi¢nost, apoptoza) i/ili
izazvati Stetne reakcije putem promjena tumorske mikrovaskulature (Mantovan i sur., 1992).
Nastaju iz mijeloidnog progenitora kosStane srzi kao nezreli monociti koji ulaskom u krvotok
migriraju u okolna tkiva i organe gdje se konacno diferenciraju u lokalne makrofage
ukljucujuéi Kupfferove stanice u jetri, alveolarne makrofage u plu¢ima i osteoklaste u kostima
(Auffray i sur., 2009). Makrofazi su dinamicke stanice koje mogu mijenjati svoj funkcionalni

profil kao odgovor na razliite polarizacijske podrazaja u funkcionalno razli¢ite fenotipove.
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Postoje dvije razlicite podskupine makrofaga: klasi¢no aktivirani makrofazi (CAM, engl.
classically activated macrophages) ili M1 makrofazi i alternativno aktivirani makrofazi
(AAM, engl. alternatively activated macrophages) ili M2 makrofazi koji se dalje dijele na
barem 3 podskupine M2a, M2b i M2c makrofage (Gordon, 2003; Martinez i sur., 2008) (Slika
19, 21, 23). M1 makrofazi inducirani su samim [FN-y ili u suradnji s mikrobnim podrazajima
kao $to je lipopolisaharid (LPS) (ligandi TLR receptora) ili citokinima poput TNF-a i GM-
CSF (engl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) (Través 1 sur., 2012).
Klasi¢no aktivirani M1 makrofazi ¢ine uspjeSne imunosne efektorske stanice sa akutnim
upalnim fenotipom, sposobne ubijanju mikroorganizama i tumorskih stanica te stvaraju velike
koli¢ine imunostimulirajucih citokina i limfokina.

Navedene stanice luce visoke razine klasi¢nih proupalnih citokina kao §to su TNF-a,
interleukine IL-1, IL-6, IL-12 ili IL-23 te povecavaju koncentraciju dusikovog oksida (NO),
superoksidnih aniona i slobodnih radikala kisika (Fairweather i Cihakova, 2009; Modolell i
sur., 1995). Osim toga, M1 makrofazi mogu izrazavati visoku razinu glavnog sustava tkivne
podudarnosti (MHC, engl. major histocompatibility complex) klase 11 II antigena te izlucuju
¢imbenike komplementa koji olaksavaju komplementom posredovanu fagocitozu (Mantovani
i sur., 2004). S druge strane, M2 makrofazi inducirani su stimulacijom IL-4, IL-13, IL-10,
TGF-B, prostaglandinom E i glukokortikoidima koji smanjuju ekspresiju IL-12 i IL-23, a
pojacano reguliraju lucenje protuupalnih citokina IL-10, IL-1, TGF-B te enzima arginaze
(Condeelis 1 Pollard, 2006; Liu i sur., 2011; Solinas i sur., 2009;) 1 proangiogenih ¢imbenika
poput VEGF-a, MMP-2 i MMP-9. Takoder, M2 makrofazi odlikuju se ekspresijom receptora
za manozu 1 receptora Cistaca (Gordon, 2003), stabilinom 1 (Kzhyshkowska i sur., 2006),
CD163 (Hogger i sur., 1998) i nekim genima ukljucenim u remodeliranje tkiva poput Fizz-1
(engl. Found in Inflammatory Zone 1) 1 Yml (engl. chitinase 3-like 3) (Raes i sur., 2002).
Alternativno aktivirani M2 makrofazi imaju slabu sposobnost predstavljanja antigena i
proizvode cimbenike koje suprimiraju proliferaciju i aktivaciju limfocita T. Bolje su
prilagodeni uklanjanju oSte¢enih stanica, promicanju angiogeneze te popravljanju i

remodeliranju ozlijedenog/oste¢enog tkiva.
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Slika 19. Shema aktivacije M1 i M2 makrofaga (preuzeto i prilagodeno: Través 1 sur.,

2012)

Alternativni metabolic¢ki put L-arginina kataliziran arginazom 1 (Arg-1) pruza drugo
svojstvo razlikovanja ova dva nacina aktiviranja makrofaga. Naime, M1 makrofazi
povecavaju regulaciju iNOS enzima koji katalizira pretvorbu L-arginina u NO 1 citrulin, dok
su M2 makrofazi karakteristicni po visokoj ekspresiji Arg-1, citosolnog enzima koji
metabolizira L-arginin do ornitina i poliamina, koji predstavljaju prekursore za sintezu
kolagena 1 stani¢nu proliferaciju (Rodriguez i Ochoa, 2008). M1 i M2 makrofazi takoder
eksprimiraju razli¢it sadrzaj kemokina: M1 proizvode proupalne kemokine kao §to su Cxcl9
(engl. C-X-C motif ligand 9), Cxcl10 i Cxcl5, dok je M2 polarizacija pra¢ena proizvodnjom
Ccll7, Ccl22 1 Ccl24 (Mantovani 1 sur., 2004). Na temelju njihovog polarizacijskog stanja
ovo mnostvo molekula 1 gena vodi do izraZzavanja razli¢itih funkcija makrofaga. Stoga su
klasi¢no aktivirani makrofazi bitni ¢imbenici u inicijaciji i odrZzavanju upale, kao i u obrani
domacina i primjene protutumorskog imunosnog odgovora (Gordon, 2003). Tako primjerice
IL-12 kojeg lu¢e M1 makrofazi poti¢e diferencijaciju naivnih limfocita T u Thl stanice,
stimulira rast limfocita T 1 NK stanica te povecava baktericidnu aktivnost fagocita (Través i
sur., 2012). Osim navedenog, IL-12 djeluje protuangiogeno kroz povecanje kemokina
inducibilnog proteina-10 (IP-10 ili Cxcll10) (Sgadari i sur., 1996). Nadalje, M1 kemokini kao

Sto su Cxcl9, Cxcl10 i Cxcl5 induciraju novacenje Thl, Tcl i NK stanica (Mantovani i sur.,
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2004). Podskupine alternativno aktiviranih, protuupalnih M2 makrofaga imaju razlicite
funkcije, ukljucujuéi regulacija imunosnog odgovora, odrZavanje tolerancije i popravak
tkiva/zacjeljivanje rana.

Stanice monocitne/makrofagne loze pokazuju izvanrednu plasticnost kao odgovor na
endogene i1 egzogene podrazaje Sto se moze koristiti kod premoscivanja pocetnih M1/M2
polarizacijskih procesa, primjerice pretvorbe M2 makrofaga u M1 aktivirano stanje pod

odredenim uvjetima.

Nasuprot tome, M2 makrofazi imaju loSu sposobnost predocCavanja antigena,
proizvode ¢imbenike koji potiskuju proliferaciju 1 aktivnost limfocita T te uglavnom sudjeluju
u uklanjanju parazita, remodeliranju tkiva, imunomodulaciji 1 progresiji tumora (Fairweather 1
Cihakova; 2009). Tako primjerice, IL-10 eksprimiran od strane M2-makrofaga poti¢e Th2
stanice da proizvode IL-4 i IL-13 (Th2 citokine) (Mantovani i sur., 2009), inhibira sintezu
proupalnih citokina kao §to su IFN-y, IL-2, IL-3, TNF-a i GM-CSF te suprimira sposobnost
predoCavanja antigena antigen predocnim stanicama (APC). Nadalje, proizvodnja Ccll7,
Ccl22 1 Ccl24 pogoduje privladenju imunosnih inhibitornih stanica kao Sto su regulatorni
limfociti T (Treg) (Mantovani i sur., 2002).

Razlicite Th stani¢ne linije i njihovi citokini prikazani su na Slici 20.

Efektorska podskupina Signalni put Citokini Uloge
IIF:‘;V Unutarstanicni patogeni
Thi — ST —_— . =+  Autoimunost
\ T-bet 1L-10 .
w - TNF-a Upala—proupalni
Dendriticna
stanica (APC) I-12 IL-4
\' IL-18 IL-3
~k/ Th2 STAT-6 IL-5 — Infekcija helmitima
VO ‘ GATA-3 iL-10 Alergije, asma
PN e - 1L-13 !
/ \ L4 IL-25
(3 ;
Naivna IL-17 Izvanstanicne bakterije, gljivice

STAT-3, IL-21 = Autoimune bolesti
1-22

coa' TR Th17 J—
stanica / *{M
) ] TGF- -
IL-10 Imunosna tolerancija
Treg S—— m'; — TGF-B —* Regulacija imunosnog
- - IL-35 A
L6, IL-1B B

TNF-a IL-2 |Infektivne bolesti

- — IL-10 — | Autoimune bolesti
v @ 2t ‘ ‘Rak

Slika 20. Razlicite Th stanicne linije, njihovi glavni regulatori i karakteristi¢ni citokini

(preuzeto 1 prilagodeno: O'Shea i sur., 2010)

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 74



§ 2. Literaturni pregled

M1 -Klasi&ni

IL-1B
IL-6
IL-12
IL-15
IL23
TNF-a
CCL8/15/19/20
CXCLo/10/11/13

IFN-y + LPS

FeyR
TLRs
CD14

Monociti LPS+IL-1B

TGF-B
IL-10

M2b

cD163
IL-21R
TLR1
TLR8

a S

IL-4,1L-13

e

CD206
CD209
R-A1
Dektin-1
DCL-1

IGF-1
FGL2

TGF-B
cCL13/14n17
/18/23/26

IL-10
CCL1/20
CXCL1/2/3

Slika 21. Aktivacija makrofaga i polarizacija (preuzeto i prilagodeno:

http://www.biolegend.com/NewsLegend/022311/index.htm)

Prema tome, povecana regulacija enzima Arg-1 uglavnom je prisutna kod M2

makrofaga koji luce proangiogene ¢imbenike poput VEGF-a, MMP-2 i MMP-9 te posjeduju
protuupalno svojstvo popravka oste¢enog tkiva, dok je iNOS vise prisutna kod M1 makrofaga

koji luce proupalne citokine te imaju pojatano protumikrobno djelovanje. Zbog svega

navedenog, svi ¢imbenici koji kontroliraju brzinu toka L-arginina izmedu Arg-1 i iNOS

mogu biti vazni u regulaciji stanicnog rasta kako ne bi doslo do pojave kroni¢nog oboljenja

(Slika 22).
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Slika 22. Ciklus ureje i arginin-citrulin ciklus. Iako je argininosukcinat liaza (ASL)

uklju€ena u ciklus ureje bez sinteze arginina u jetri, mnoStvo tkiva ovise o tome zbog

regeneracije arginina. U vecini tkiva, arginin-citrulin ciklus povezuje recikliranje arginina do

citrulina pomoc¢u dusik oksid sintaze (NOS) uz stvaranje dusikova oksida (NO) (preuzeto i

prilagodeno: Erez, 2013).

Kratice: ARG, arginaza; ASL, argininosukcinat liaza; ASS, argininosukcinat sintetaza; CPS,

karbamil fosfat sintetaza; NADPH, nikotinamid adenin dinukleotid fosfat-oksidaza; NAG, N-

acetilglutamat; NAGS, N-acetilglutamatsintetaza; OTC, ornitin transkarbamilaza.
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2.4.1. Tumoru pridruZeni makrofagi (TAMs, engl. tumor-associated
macrophages)

Solidni tumori kao i1 primarne lezije te metastaze infiltrirani su velikim brojem
tumoru pridruzenih leukocita koji ¢ine heterogenu populaciju stanica sastavljenu od raznih (i
varijabilni) podskupina limfocita T (pomoc¢nicki, supresorski i citotoksi¢ni), limfocita B, NK
stanica i makrofaga (Jiang i sur., 2015). Makrofazi su ¢esto dominantni budu¢i da ¢ine do 80

% stani¢ne mase u karcinomu dojke (Bingle i sur., 2002).

Posljednjih godina pojavili su se uvjerljivi dokazi da makrofazi imaju vaznu ulogu u
razvoju tumora. lako je njihova uloga u tumorima i dalje kontroverzna, u vecini ljudskih
karcinoma kao §to su karcinom dojke, prostate, jajnika, cerviksa, plu¢a i melanom koze,
mikrookoli§ tumora koji je bogat makrofazima u korelaciji je s loSom prognozom (Jiang i sur.,
2015; Pollard, 2004; Sica i sur., 2006). Hipoksi¢ni stres u tumorskoj masi dovodi do
ekspresije upalnih molekula koje promicu regrutiranje makrofaga koje je praceno pretvorbom
u M2 fenotip (Jiang 1 sur.,, 2015). TAMs su sposobni modulirati i1 inducirati
neovaskularizaciju kao 1 uloge koje su vezane uz stvaranje strome. Ovi tumoru pridruzeni
makrofazi (TAMs) dijele mnoge zajedniCke osobine s alternativno aktiviranim makrofazima
pokazujuci tipicne M2 biljege s visokom ekspresijom lektinskih receptora C-tipa (kao Sto su
manoza receptor (MR) i Mgl-1/2), stabilina 1 i Arg-1 (Mantovani i sur., 2002). TAMs potjecu
iz cirkuliraju¢ih monocitnih prekursora (Slika 23), prethodno unovacenih u tumorsku regiju
kao odgovor na kemokine (poput CCL2 kemokina (engl. chemokine (C—C motif) ligand 2)
poznatog i kao monocitni kemotakticki protein (MCP)) i citokine koje luce tumorske stanice
(Través 1 sur., 2012). Ostali kemoatraktanti koji su ukljuceni u privlacenje monocita u
tumorsku masu su M-CSF ili CSF-1 (engl. macrophage-colony stimulating factor), VEGF,
CCL3, CCLA4, CCLS5, CCLS8, MIP-1a (engl. macrophage inflammatory protein-1 alpha) i MIF
(engl. macrophage migration inhibition factor), a njihova razina u tumorskoj masi cesto
pozitivno kolerira s brojnos¢éu TAMs kod humanih tumora (Murdock i sur., 2004). Takoder,
tumorske stanice oslobadaju cCimbenike rasta kao Sto su kiseli (aFGF/FGF1) i bazi¢ni
(bFGF/FGF2) ¢imbenik rasta fibroblasta, VEGF, GM-CSF, TGF-a, ¢imbenik rasta slican
inzulinu 1, PDGF, ¢imbenik rasta tumora B (TGF-f) i drugi monokini poput TNF-a, IL-1, IL-

6, IL-8, supstanca P, prostaglandini, interferoni i trombospondin koji dovode do aktivacije
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makrofaga i imaju sposobnost utjecanja na angiogeni proces (Jiang i sur., 2015; Tanaka i sur.,

2002; White i sur., 2001)

Angiogeni

Tumor

Rast tumora Iskorjenjivanje tumora

Slika 23. Proces polarizacije makrofaga (preuzeto i prilagodeno: Lamagna i sur., 2006)

U tumorskoj masi, TAMs vrSe imunosupresivne funkcije kroz otpustanje
protuupalnih citokina i proteaza (poput TGF-B, IL-10 i Arg-1) (Bak i sur., 2008; Flavell i sur.,
2010; Jiang 1 sur., 2015; Kurte i sur., 2004), moduliraju mikrookoli§ tumora kroz proizvodnju
¢imbenika rasta i prezivljavanja (npr. VEGF-a) i olakSavaju napredovanje i1 rast tumora kroz
oslobadanje proangiogenih c¢imbenika ¢ime utje€u na migraciju tumorskih stanica,
angiogenezu i vaskularizaciju (Jiang i sur., 2015; Mantovani i sur., 2002; Pollard, 2004). Tako
primjerice  TGF-B kojeg izlucuje TAMs inhibira protutumorski odgovor razli¢itim
mehanizmima ukljucujuéi a) inhibiciju citoliticke aktivnosti NK stanica (Castriconi i sur.,
2003; Flavell i sur., 2010), b) diferencijaciju CD4" limfocita T u Th2 stanice (Maeda i
Shiraishi, 1996), ¢) inhibiciju protutumorske aktivnosti CD8" limfocita T (Flavell i sur., 2010)
1 d) odrzavanje diferencijacije Treg stanica (Flavell i sur., 2010). IL-10 pospjesuje
izbjegavanje imunosne reakcije (Jiang i sur., 2015) sprjeCavajuéi proizvodnju IL-12, citokina
koji potice proliferaciju i citotoksicnost limfocita T i NK stanica (Beissert i sur., 1995) kao i
otpustanje citokina IFN-y, glavnog ¢imbenika koji poti¢e diferencijaciju limfocita T (Sica i

sur., 2000). Osim toga, IL-10 smanjuje sposobnost epidermalnih antigen predo¢nih stanica
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(APC) u predstavljanju tumoru pridruzenih antigena interferiraju¢i time s indukcijom
protutumorskog imunosnog odgovora (Beissert i sur., 1995). Visoka aktivnost Arg-1 uocena
je kod TAMs u 3LL mis§jem karcinomu plu¢a (Rodriguez i sur., 2008), u misjim tumorima
humanog papiloma virusa koji izrazavaju E6/E7 (Lepique i sur., 2009) i CD11b"/CD14
mijeloidnim stanicama iz karcinoma bubrega (Ochoa i sur., 2007). Povecana ekspresija Arg-1
moze potaknuti rast tumora kroz nekoliko mehanizama ukljuc¢uju¢i smanjenje regulacije NO-
posredovane citotoksi¢nosti tumora (Chang i sur., 2001), povecanje stani¢ne proliferacije kroz
sudjelovanje u sintezi poliamina 1 prolina, disregulacije signalizacije TCR receptora,
induciranje supresije i neaktivnosti CD8" limfocita T (Bak i sur., 2008) te povecanje
sposobnosti inhibicije mijeloidnih supresorskih stanica na proliferaciju limfocita T
(Rodriguez 1 sur., 2008). Konacno, TAMs oslobadaju kemokine koji imaju temeljnu ulogu u
imunosupresiji. Ccll3, Ccl18 (samo kod covjeka), Ccl22, a u manjoj mjeri 1 Ccll7 vazni su
kemoatraktanti za inhibitorne stanice imunosnog sustava kao $to su Treg koje mogu inhibirati
protutumorsku imunost Sto rezultira rastom tumora i smanjenjem prezivljavanja bolesnika
(Mantovani i sur., 2004). Stovise, Ccl2 i Ccl5 potiskuju odgovore posredovane limfocitima T
(Mantovani i sur., 2004). Brojni dokazi ukazuju da TAMs imaju klju¢nu ulogu u regulaciji
angiogeneze kod mnogih tumora poput glioma, karcinoma plocastih stanica jednjaka,
karcinoma dojke, mokra¢nog mjehura i prostate (Bingle i sur., 2002; Hanada i sur., 2000;
Koide i sur., 2004; Lissbrant i sur., 2000) buduéi da je uocena korelacija izmedu povecanja
brojnosti TAMs 1 visokog stupnja proziljenosti kod mnogih vrsta tumora (Hanada i sur., 2000;

Koide i sur., 2004; Lissbrant i sur., 2000).
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Slika 24. Uloge TAMs u progresiji tumora (preuzeto i prilagodeno: Hao 1 sur., 2012)

TAMSs poticu invaziju tumorskih stanica izlu¢ivanjem Sirokog spektra molekula,
ukljucujuéi ¢imbenike rasta (VEGF, PDGF, TGF-f), proangiogene citokine (IL-8 ili Cxcl8),
proteaze poput matriks metaloproteinaza (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 i MMP-12)
(Giraudo i sur., 2004; Hagemann i sur., 2006; Krecicki i sur., 2001), lizosomalne proteaze tipa
cisteina, plazmina, urokinazni plazminogen aktivator i receptor te kemokine (poput Ccl2,
Ccl5, Cxcl9 i1 Cxcll6) (Slika 24) (Balkwill, 2004). Osim toga, utvrdeno je da TAMs stvaraju
hipoksi¢ne regije kod humanih i eksperimentalnih tumora poput karcinoma endometrija,
dojke, prostate i jajnika (Lewis i Pollard, 2006). TAMs reagiraju na hipoksi¢ni mikrookoli§
pojacavajuéi hipoksijom izazvanu transkripciju ¢imbenika HIF-1 i HIF-2 koji induciraju
ekspresiju proangiogenih gena kao Sto su VEGF, Cxcl8 i Cxcll12. Istrazivanja su pokazala da
su TAMs bitni za rast tumora (Polverini i Leibovich, 1987) te da je njihova infiltracija uocena
kod nekoliko vrsta tumora kao Sto su rak dojke, endometrija i bubreznih stanica (Tsutsui i

sur., 2005) Sto pokazuje pozitivnu korelaciju izmedu proliferacije tumorskih stanica i
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infiltracije TAMs-a. Nekoliko ¢imbenika/molekula poput MMP-9, IL-23 i IL-10 koje luce
TAMs olakSavaju proliferaciju tumorskih stanica i time ograniCavaju citotoksi¢nost
mikrookoliSa. TAMs su takoder ukljuceni u regulaciju procesa metastaziranja pri cemu je
vidljivo da sustavno smanjenje makrofaga rezultira manjim stvaranjem metastaza u plu¢ima
(Lin i sur., 2001). Cini se da TAMs utje¢u na mikrookoli§ oslobadanjem MMPs poput MMP-
2, MMP-7 i MMP-9 kako bi olaksali migraciju tumorskih stanica (Coffelt i sur., 2009;
Wyckoft i1 sur, 2004) budu¢i da ove MMPs doprinose transformaciji proteina izvanstani¢nog
matriksa 1 induciraju ekspresiju ¢imbenika rasta limfnog endotela (VEGF-C) koji potice
stvaranje limfnih Zila u tumoru (Schoppmann, 2005). Osim lu¢enja VEGF-a, TAMs
olakSavaju progresiju tumora kroz otpustanje i drugih proangiogenih ¢imbenika poput IL-8,
PDGF i TGF-B te povecavaju aktivnost arginaze, a smanjuju aktivnost iNOS. Protumorska
funkcija TAMs cini ove stanice ciljnim metama za bioloSko istrazivanje protutumorske
terapije; povecanje M1 tumoricidne djelotvornosti TAMs i blokiranje M2 tumorske aktivnost
TAMs moglo bi biti kljuéno u inhibiciji angiogeneze te inhibiciji rasta tumora (Allavena i

Mantovani 2012).

2.5. POLIFENOLI

Polifenoli su heterogena skupina biljnih spojeva nastali kao produkti sekundarnog
metabolizma biljaka, a koji se medusobno razlikuju prema broju hidroksiliranih benzenskih
prstenova (Blasco i sur., 2005). Njihova uloga je odrzavanje normalnih fizioloskih procesa u
biljkama te pruzanje zaStite biljkama od UV zraenja, infekcije patogena, oksidacijskog
oStecenja i oStrih klimatskih uvjeta, dok u namirnicama pridonose gor¢ini, ostrini, boji, okusu,
mirisu i oksidacijskoj stabilnosti (Naczk i Shahidi, 2004). Do danas je poznato vise od 8 000
polifenolnih spojeva koje prema kemijskog gradi (broju fenolnih prstenova i supstituenata na
njima) dijelimo na: a) fenolne kiseline, b) flavonoide, c) stilbene i1 d) lignine (Manach 1 sur.,
2004) (Slika 25). Hrana biljnog podrijetla predstavlja bogat izvor polifenolnih spojeva, a
sadrzaj tih spojeva ne ovisi samo o okolisSnim uvjetima tijekom vegetacije biljaka ve¢ i o
metodama prerade hrane (Andreotti i sur., 2008; D’Archivio i1 sur., 2010). Bioloska
dostupnost polifenola ovisi 0 mnogim ¢imbenicima, kao Sto su njihova kemijska struktura,
topljivost u vodi, koli¢ina konzumirane hrane i koncentracija polifenola u odredenoj hrani.

Vecina polifenola prisutna je u hrani u obliku polimera ili glikozida koji nisu bioloski
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dostupni. Medutim, oni se razgraduju do biodostupnih spojeva male molekulske mase
pomocu crijevnih enzima koji potjecu od domacina ili ih luéi crijevna mikroflora (Cerda i
sur., 2004; D’Archivio 1 sur., 2010). Prije nego Sto polifenolni metaboliti udu u krvotok, oni
kao 1 drugi ksenobiotici prolaze kroz strukturne promjene u tankom crijevu, ali prvenstveno u
jetri. Te promjene sastoje se od konjugacije s glukuronskom kiselinom, sumpornom kiselinom
ili metilnim ostacima s ciljem smanjenja toksi¢nog ucinka ksenobiotika. Konjugacija takoder
olaksava uklanjanje ksenobiotika pomocu Zuci ili urinom §to proizlazi iz njihove povecane
topljivosti 1 molekulske mase konjugiranih metabolita. Nepromijenjeni polifenoli rijetko se
nalaze u krvi, osim primjerice katehina zelenog c¢aja. Koncentracija polifenola u
gastrointestinalnom sustavu moze prije¢i 1 mM (Scalbert i Williamson, 2000), dok s druge
strane koncentracije odredenih metabolita polifenolnih spojeva u krvi rijetko dosegnu 1 uM
(D’Archivio 1 sur.,, 2010). No usprkos tome, dokazano je da polifenoli posjeduju
kemopreventivna svojstva na sustavnoj razini kako kod ljudi (Thomasset i sur., 2007) tako i

na animalnim modelima (Yamakoshi i sur., 2002).

Zbog sve vece zastupljenosti polifenola u ljudskoj prehrani javlja se povecano
zanimanje za njihovo istrazivanje posebice u prevenciji bolesti povezanih s oksidacijskim
stresom poput dijabetesa, kardiovaskularnih, neurodegenerativnih 1 malignih bolesti.
Dokazano je da imaju razliita bioloska svojstva na ljudsko zdravlje kao Sto su
antioksidativno, imunomodulatorsko, protutumorsko, kemopreventivno, antiangiogeno,
protuupalno, protuosteoporotsko, protualergijsko, protumikrobno, hipoglikemijsko (Arts i
Hollman, 2005; Joseph i sur., 2005; Lambert i sur., 2005; Vita, 2005). Nadalje, polifenoli koji
¢ine aktivne tvari u mnogim ljekovitim biljkama mogu modulirati aktivnost Sirokog raspona
enzima 1 stani¢nih receptora. Kako bi se postigla u¢inkovitost u lijeCenju raka, znanstvenici su
se usredotocili na farmakoloSka istrazivanja bioaktivnih spojeva ekstrahiranim iz biljaka ili
polusintetske derivate dobivene iz prirodnih spojeva. Istrazivanja su pokazala da biljke koje
obiluju polifenolnim spojevima mogu djelovati ne samo na humoralni imunoloski odgovor
(Kong 1 sur., 2004), ve¢ i na stanicnom nivou, kroz aktivaciju limfocita B i naknadnom

proliferacijom limfocita T in vitro (Lin 1 sur., 2005).
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lako je poznato da su biljni polifenoli prirodni antioksidansi pri nizim
koncentracijama, oni isto tako mogu djelovati i kao prooksidansi in vitro (Ahmad i sur., 1992;
Inoue i sur., 1994;) ako se radi o viSim koncentracijama. Osim toga, utvrdeno je da njihova
prooksidativna sposobnost u prisutnosti iona prijelaznog metala (npr. Cu ili Fe) moze biti
vazan mehanizam protutumorskog i apoptozom induciranog djelovanja (Hadi i sur., 2000)
buduci da reaktivne vrste kisika (ROS) mogu posredovati apoptotickoj fragmentaciji DNA.
Istrazivanja su pokazala da flavonoidi (Ahmad i sur., 1992), taninska kiselina 1 njen strukturni
sastojak galna kiselina (Khan 1 Hadi, 1998), kurkumin (Ahsan i Hadi, 1998), galokatehini
(Malik i sur., 2003) i resveratrol (Ahmad i sur., 2000) uzrokuju oksidacijsko cijepanje DNA
bilo u prisutnosti ili bez iona prijelaznog metala kao $to je bakar. Bakar je vazan metal
prisutan u kromatinu i usko je povezan s DNA bazama, posebice gvaninom (Kagawa i sur.,
1991) kao i1 jedan od najviSe redoks aktivnih razli¢itth metalnih iona prisutnih u stanici.
Smatra se da veéina farmakoloskih svojstava biljnih polifenola odrazavaju njihovu sposobnost
sakupljanja endogeno stvorenih radikala kisika ili slobodnih radikala stvorenih od strane
razli¢itih ksenobiotika (antikarcinogeni lijekovi, anestetici, antibiotici, analgetici, herbicidi,
antihipertenzivi, antidepresivi, alkohol,...), zraCenja itd. Medutim, pojedini literaturni podatci
ukazuju da se antioksidativna svojstva polifenolnih spojeva ne mogu u potpunosti objasniti
njihovim kemopreventivnim i protutumorskim ucincima (Gali i sur., 1992; Hadi i sur., 2000).
Tako je primjerice potvrdeno da se neki od polifenolnih spojeva mogu vezati za DNA 1 Cu(Il)
tvorec¢i trokomponentni kompleks kao $to je kompleks resveratrol-Cu(Il) koji moze izazvati
razaranje DNA u humanim perifernim limfocitima upotrebom alkalnog komet testa (Azmi 1
sur., 2005). U takvom trokomponentnom kompleksu moze doé¢i do redoks reakcije izmedu
polifenola i Cu(Il) pri ¢emu prvotno dolazi do redukcije Cu(Il) u Cu(I), a zatim do ponovne
reoksidacije Cu(I) u Cu(Il) stvaraju¢i razli¢ite reaktivne vrste kisika (ROS). No, isto tako sami
polifenoli (u odsutnosti dodanog Cu) mogu takoder uzorkovati lom DNA u stanicama.
Inkubacija limfocita s neokuproinom, koji je specifi¢ni kelator Cu(I), dovela je do inhibicije
razgradnje DNA uzrokovane reaktivnim vrstama kisika Sto je potvrdilo da je Cu(l)
intermedijer u reakciji cijepanja DNA tijekom redukcije Cu(Il) u Cu(I) polifenolima (Azmi i
sur., 2005). Budu¢i da je bakar glavni metalni ion pristan u jezgri, uoceno je da su razine Cu
znatno povisene u stanicama, tkivima i serumu kod razli¢itih malignih oboljenja. Stoga
stanice raka mogu biti podloznije prijenosu elektrona izmedu iona Cu i polifenola s ciljem

stvaranja ROS-a.
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Polifenoli predstavljaju vaznu skupinu kemoprevencijskih sredstava budu¢i da mogu ukloniti
ili sprijeciti stvaranje ROS i RNS (D’Angelo i sur. 2009). Sposobnost polifenolnih spojeva za
uklanjanje slobodnih radikala proizlazi iz njihove kiselosti (sposobnosti doniranja protona iz
hidroksilnih skupina) 1 njihovih delokaliziranih m-elektrona (sposobnosti premjesStanja

elektrona dok struktura ostaje relativno stabilna) karakteristicnih za benzenske prstenove.

POLIFENOLI

OSTALI

npr. stilbeni

FENOLI
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Slika 25. Osnovna podjela polifenola (preuzeto: Berend i Grabari¢, 2008)
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2.5.1. Galna kiselina

Galna kiselina (GA) (C7H6Os) poznata i pod nazivom 3,4,5-trihidroksibenzojeva
kiselina (Slika 39), prisutna je u biljkama poput lijeske, ruja, rogaca, kore hrasta, zatim u
listovima cCajeva, kavi, vocu (jagode, borovnice, grozde, mango, ananas, banane, limun),
povréu (luk, krumpir) te crvenom i bijelom vinu u slobodnom obliku ili ¢es¢e kao sastavni dio
tanina zvanih galotanini koji hidrolizom daju Secer i galnu kiselinu. Dobro se apsorbira u ljudi
budu¢i da je utvrdena mikromolarna koncentracija slobodnog i glukoronidiranog oblika GA
kao i njezinog glavnog metabolita 4-O-metilgalne kiseline u krvnoj plazmi Covjeka nakon
unosa hrane bogate GA (Manach i sur., 2005; Shahrzad i sur., 2001). Pronadeno je da
galotanini inhibiraju topoizomerazu II u in vitro uvjetima (Kashiwada i sur., 1993).

Sto se tie njezine bioloske aktivnosti, GA djeluje antioksidativno, protubakterijski,
protuvirusno, protuupalno (Kang i sur., 2008; Kratz i sur., 2008; Wolfe i sur., 2003;),
protugljivicno (Klein i Weber, 2001), protumalarijski (Klein i Weber, 2001), antiherpetski
(Fiuza 1 sur., 2004), antimelanogenetski putem inhibicije aktivnosti tirozinaze (Kim, 2007).
Takoder, inhibira dislipidemiju izazvanu prehranom s visokim udjelom masti, steatozu jetre
(masna jetra), oksidacijski stres (Hsu i Yen, 2007) kao 1 mutagene ucinke benzidina koji
predstavlja kancerogen mokra¢nog mjehura kod covjeka (Makena i Chung, 2007). U
razli¢itim stani¢nim linijama raka poput leukemije (Inoue i sur., 2000), limfoma (Lu 1 sur.,
2006), tumora usne Supljine 1 jednjaka (Faried 1 sur., 2007), prostate (Kaur i sur., 2009), pluca
(Kawada 1 sur., 2001), jetre, osteosarkoma, Zeludca, debelog crijeva, dojke 1 vrata maternice
utvrdeno je protutumorsko, kemopreventivno i selektivno citotoksicno djelovanje galne
kiseline inhibiraju¢i proliferaciju i rast tumorskih stanica, kao i smanjenje gusto¢e krvnih Zila
u in vivo ali i in vitro uvjetima. Istovremeno kod endotelnih stanica, fibroblasta i humanih
limfocita GA ne pokazuje svoje citotoksicno djelovanje (Inoue i sur., 1995; Yang i sur.,
2001). Smatra se da GA osim antioksidativnog djelovanja moze djelovati i prooksidativno
ovisno o prisutnosti Fe ili H2O> u mediju ili plazmi (Sakagami i Satoh, 1997; Strlic i sur.,
2002). GA takoder inhibira oslobadanje histamina od strane mastocita, sprjecava proizvodnju
proupalnih citokina, Stiti stanice hepatocita Covjeka od oksidacijskog stresa induciranog
vodikovim peroksidom (Li i sur., 2010) i pruza antiapoptoticku aktivnost (Sameermahmood i
sur., 2010). Osim toga, GA moze kelirati sa slobodnim Fe(Ill) tvore¢i kompleksni spoj

(Fazary i sur.,, 2009) te stoga ima potencijal u sprjeCavanju gastropatije inducirane
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nesteroidnim protuupalnim lijekom kelirajuci sa slobodnim Fe(IIl) i blokirajuci oksidacijski
stres posredovan aktivacijom apoptoze Zelucano-mukoznih stanica (Pal i sur., 2010).

Alkilni esterski derivati GA poput, metil, propil, oktil i dodecil galata uvelike se koriste u
proizvodnji hrane kao antioksidansi, kao 1 u farmakoloskoj i kozmeti¢koj industriji. Prijasnja
istrazivanja pokazala su da ti spojevi imaju takoder snazna bioloska svojstva poput
protutumorskog, protubakterijskog, protuvirusnog, protugljivicnog, protumalarijskog,
antiherpetskog kao 1 antioksidativnog u sakupljanju reaktivnih vrsta kisika (ROS) (Inoue i
sur., 1995; Ow i Stupans 2003; Savi i sur., 2005) te da su ucinkovitiji oni derivati GA sa 8 ili
viSe ugljikova atoma u bo¢nom lancu od same galne kiseline. Razlog tomu bilo bi povecanje
hidrofobnosti odnosno lipofilnosti same skupine koja ¢ini se jako doprinosi aktivnosti,
vjerojatno kroz povecanje afiniteta i propusnosti same stanicne membrane (Saeki 1 sur., 2000).
Takoder, pokazalo se je da su alkilni galati s manje od 8 ugljikovih atoma u bo¢nom lancu
manje aktivni u svome protutumorskom djelovanju od galata s 8-14 ugljikovih atoma u
bo¢nom lancu u in vitro i in vivo istrazivanjima nekoliko stani¢nih linija raka poput stani¢nih
linija melanoma, raka pluca i dojke. Osim toga, alkilni esterski derivati GA pokazuju nisku
citotoksi¢nost u uvjetima in vitro u netumorskih stanic¢nih linija poput normalnih misjih

epitelnih stanica mozga i fibroblasta bubrega majmuna (Savi i sur., 2005; Lu i sur., 2010).

O~ OH

HO OH
OH

Slika 26. Struktura galne Kkiseline

(preuzeto od: https://en.wikipedia.org/wiki/Gallic_acid)

Moguéi mehanizmi djelovanja GA i njezinih derivata u induciranju apoptoze
tumorskih stanica su razli¢iti (Slika 28). Propil galat sadrzi hidrofobnu alkilnu estersku
skupinu koja pomaze spoju pri prolasku kroz stanicnu membranu i ulasku u citoplazmu

(Jacobi 1 sur., 1999) pri ¢emu se propil galat pretvara u GA uz pomo¢ esteraze prisutne u
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citoplazmi uz proizvodnju ROS-a. Pri tome dolazi do oslobadanja reaktivnih vrsta poput
vodikovog peroksida (H20z), superoksidnog anionskog radikala (O2™) i semikinona koji su
odgovorni za oStecenje DNA 1 posljedi¢no induciranje apoptoze (Inoue i sur., 2000; Jacobi i
sur., 1999). Takoder 1 oktil galat ima citotoksi¢no djelovanje izravno povezano s
proizvodnjom slobodnih radikala (Locatelli i sur., 2009) dok se galati do 8 ugljikova atoma u
alkilnom bo¢nom lancu (metil, propil i oktil) mogu apsorbirati i metabolizirati pomocu
unutarstani¢nih esteraza poti¢uci proizvodnju slobodnih radikala, dok oni s viSe od 8 atoma
ugljika (decil 1 dodecil galati) to ne mogu (Tammela i sur., 2004). Pokazalo se je da lauril,
metil i propil galat induciraju apoptozu u stani¢nim linijama tumora i inhibiraju proliferaciju
limfocita (Mahadevan i Reddy, 1968).

Pretpostavlja se da GA 1 neki derivati poput propil galata induciraju apoptozu
vanjskim putem kroz aktivaciju Fas receptora koji je vazan posrednik za smrt apoptotickih
stanica pomoc¢u Fas liganda (Fas-L) (Chen i sur., 2011), dok galati s 8 ili viSe ugljikovih
atoma u bo¢nom lancu induciraju apoptozu stanica aktiviranjem unutarnjeg puta (Locatelli 1
sur., 2013). Istrazivanja su pokazala da su alkilni esteri u¢inkovitiji od GA u induciranju
apoptoze 1 da je aktivnost povezana s amfipatskim svojstvom alkilnih esterskih derivata $to je

povezano s povecanjem afiniteta i permeabilnosti stanicne membrane (Locatelli 1 sur., 2013).

Osim toga, istrazivanja su pokazala da je protutumorsko djelovanje GA 1 galata
povezano sa sposobnosc¢u stvaranja ROS-a i poveéanje razine unutarstani¢nog Ca?* §to dovodi
do aktivacije kaspaze 3 i oslobadanja citokroma c u citoplazmu kroz pove¢anu permeabilnost
pora mitohondrija (MPT pore, engl. mitochondrial permeability transition pore) (Isuzugawa i
sur., 2001) te aktiviranja ostalih kaspaza poput pro-kaspaze 9, kaspaze 3 1 Cimbenika
aktivacije apoptoticke proteaza (Apaf-1, engl. apoptotic peptidase activating factor 1) koji
dovodi do fragmentacije DNA 1 uniStenja same stanice. Drugi u¢inak koji je potaknut GA i
galatima je induciranje ekspresije kaspaze 3 i kaspaze 8, promjena odnosa ekspresije Bcl-
2/Bax proteina u korist Bax proteina i inhibicija fosforilacije tirozna BCR/ABL kinaze kao i
smanjenje razine COX-2 regulacije Sto rezultira promjenom mitohondrijskog potencijala i
indukcijom apoptoze (Reddy i sur., 2012; Yeh i sur. 2011).

Naime, GA, oktil i dodecil galati induciraju smanjenje mitohondrijskog potencijala
na membrani (de Cordova i sur., 201; You i sur., 2010) kao i povecanje Bax ekspresije, a
smanjenje Bcl-2 ekspresije buduéi da je poznato da je Bcl-2 protein uklju¢en u povecanje

rezistencije na apoptozu (de Cordova i sur., 2011; Roy i sur., 2000). Madlener i sur., (2007)
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pokazali su da je GA sposobna inhibirati aktivnost COX-1 i COX-2 u HL-60 stanicnim
linijjama, Sto je osobito zanimljivo budué¢i da se smatra da je povecanje COX-2 ekspresije
povezano s napredovanjem tumora kroz poticanje diobe stanica i inhibiciju apoptoze (Rizzo
2011; Tang 1 sur., 2002). Galati s 8 ili viSe ugljikovih atoma u bo¢nom lancu poticu
smanjenje ATP razine 1 uzrokuju promjenu mitohondrijskog potencijala. U nekim
slu¢ajevima, poveéanje membranskog potencijala i koncentracije ATP-a predstavlja jedan od
pocetnih koraka apoptoze, dok se s druge strane, obi¢no javlja snazno smanjenje sadrzaja
ATP-a u stanici izazivajuci apoptozu (Biroccio 1 sur., 2002).

Istrazivanje provedeno s propil galatom pokazalo je takoder sli¢an u€inak bududi da taj spoj
inhibira aktivnost sukcinat dehidrogenaze, enzima povezanog s Krebsovim ciklusom.
Povecanje ROS razine u tumorskim stanicama dovodi do povecanja razine katalaze (CAT) i
superoksid dismutaze (SOD), a istovremeno do smanjenja GSH razine $to dovodi do apoptoze
stanica (de Cordova i sur., 2011; Han i Park 2009; Locatelli i sur., 2008; 2009; You 1 Park
2010; You i sur., 2010) pri ¢emu to smanjenje razine GSH mozZze biti povezano sa smanjenjem
aktivnosti enzima i ekspresijom proteina y-glutamil cistein sintaze (y-GCS) (Chen 1 sur.,
2011; Locatelli i sur., 2009). Benlloch i sur., (2005) navode da otkri¢e spojeva koji su
sposobni odrzavati nisku razinu glutationa u metastatskim stanicama mogu predstavljati
kljuéni napredak u lijeCenju raka, uglavnom jer je glutation ukljuc¢en u mehanizme viSestruke
rezistencije na lijekove u tumorskim stanicama. Kim (2007) je pokazao da GA promice
nukleofilni napad na GSH, §to dovodi do smanjenja koncentracije GSH i povecanja koli¢ine
adukta GSH-GA. Abnormalni redoks uvjeti u tumorskim stanicama mogu dati ciljanog
kandidata za terapijske svrhe. Proizvodnja slobodnih radikala i aktivacija kaspaze-9 i kaspaze-
3 javljaju se kasnije u apoptozi i €ini se da su posljedica redoks neravnoteze (Biroccio i sur.,
2002). Stovise, budué¢i da povisene razine GSH-a imaju vaznu ulogu u posredovanju
otpornosti tumorskih stanica na kemoterapiju, u¢inak galata na sadrzaj GSH u stanici koji
mogu pridonijeti poveéanju osjetljivosti na lijekove i inhibiciji aktivnosti y-GCS, moze biti
terapeutski korisno zbog ponovnog uspostavljanja apoptotiCkog puta u stanicama raka.
Poremecaj u redoks ciklusu glutationa moze utjecati na sakupljanje slobodnih radikala u
stanici, te je u skladu s time primije¢eno da primjena galata u kombinaciji sa Trolox®-om ili
SOD-om tijekom inkubacije na misjim stanicama melanoma (B16F10) smanjuje smrt stanica
te da je ujedno doslo do inhibicije stvaranja slobodnih radikala nakon istovremene inkubacije

galata s Trolox®-om (Locatelli i sur., 2009).
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Cini se da galati takoder poti¢u poveéanje ekspresije p53 i p21, $to dovodi do
promjena unutar stanicnog ciklusa poput povecanja G1/S faze i smrti stanice. Od ostalih
ucinaka galata (oktil, dodecil i1 tetradecil galat), poznato je da uzrokuju inhibiciju P-
glikoproteina (P-gp) poznatog kao i MDRI1 (engl. multidrug resistance protein 1) koji je
odgovoran za rezistenciju tumorskih stanica. Stoga se sposobnost galata da blokiraju Pgp
pumpu moze primijeniti za smanjivanje otpornosti tumorskih stanica na djelovanje raznih
lijekova. Nadalje, galati inhibiraju migraciju 1 adheziju tumorskih stanica, inhibiranjem
ekspresije adhezijskih proteina ICAM-1 (engl. intercellular adhesion molecule 1) 1 VCAM-1
(engl. vascular adhesion molecule 1) na povrSini same stanice ¢ime se zapravo smanjuje
sposobnost metastaziranja tumorskih stanica (Locatelli i sur., 2011). S obzirom na pojavu
metastaziranja, GA moze smanjiti invazivnost tumora smanjenjem regulacije
metaloproteinazne domene 17 (ADAM17), zatim p-Erk i p-Akt (Lu 1 sur., 2010). Disintegrin i
metaloproteinazne domene (ADAMs) (Slika 27) poznate su kao aktivne peptidaze koje
djeluju kao metaloendoproteinaze. ADAM porodica proteina pripada Zn-ovisnim
metaloproteinazama (Kheradmand 1 Werb, 2002; Lu 1 sur., 2008) pri ¢emu je ADAM17 vazan
njezin ¢lan koji je ukljucen u proteolizu kolagena IV u izvanstani¢nom matriksu 1 oslobadanje
nekoliko integrina s povrs$ine stanice, sugeriraju¢i da ADAM17 utjece na invazivnu aktivnost
razlicitih stanica ukljucujudi i glioma stanice (Wildeboer i sur., 2006). Galna kiselina, propil,
oktil 1 lauril galati znacajno snizavaju fosforilaciju ¢lanova protein tirozin kinaza (PTK),
PI3K/Akt i Ras/MAPK prijenosnih signalnih puteva koji su ukljueni u vijabilnost,
proliferaciju, invaziju, prezivljavanje stanice 1 stvaranje zila (Lu 1 sur., 2010; Roy 1 sur.,
2000; Serrano i sur., 1998) Sto upucuje da supresija ADAMI17 pomoéu GA moze biti
odgovorna za smanjenje invazivnosti tumora kroz smanjenje regulacije signalnih putova PTK,

PI3K/Akt 1 Rass/MAPK (Lu i sur., 2010).
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Slika 27. Grada ektodomene ADAM metaloproteinaze (preuzeto 1 prilagodeno od:
https://en.wikipedia.org/wiki/Sheddase)

S druge strane, galna kiselina istovremeno inhibira razinu ekspresije mRNA i
proteina MMP-2 1 MMP-9 s§to dovodi do smanjenja migracije stanica i metastaziranja (Ho 1
sur., 2010; Liao 1 sur., 2012; Lo 1 sur., 2011;) pri ¢emu su moguci signalni putevi djelovanja
GA posljedica smanjenja regulacije proteina kinaze C (PKC), inhibicije mitogen-aktivirane
protein kinaze (MAPK) i fosfatidilinozitol-3-kinaze/protein kinaze B (PI3K/AKT) (Liao i
sur., 2012). Nadalje, kao jedan od moguc¢ih mehanizama induciranja apoptoze od strane GA je
odnos izmedu inhibicije NF-kB aktivnosti i smanjenja regulacije PI3K/AKT signalnog puta
pri ¢emu GA moze povecati sposobnost vezanja inhibitora NF-kB (IkB) za sam ¢imbenik
NF-«kB i time suprimirati PI3K/AKT signalni put kroz smanjenje razine proteina PI3K, AKT-
1 1 P-AKT S$to posljedicno dovodi do smanjenja metastaziranja tumorskih stanica
adenokarcinoma Zeludca (Ho 1 sur., 2010). Naime, NF-xB je transkripcijski Cimbenik
sastavljen od viSe podjedinica koji je uklju¢en u odgovor stanice na virusne infekcije 1 upale,
a koji se odrzava u citoplazmi kroz medureakciju sa svojim inhibitorom IkB. Nakon
disocijacije, NF-xB odlazi u jezgru i potiCe stanice raka na proliferaciju, angiogenezu i

metastaziranje (Park i sur., 2007). Nekoliko istrazivanja pokazalo je da koli¢ina inhibitora IxB
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moze kontrolirati translokaciju NF-«kB u jezgru i time posljedi¢no utjecati na ekspresiju
MMP-2 u nekoliko vrsta ljudskih stanica raka (Park i sur., 2007). Poznato je da PI3K signalni
transdukecijski put regulira metastaziranje stanica melanoma 1 da je usko povezan s razvojem i
progresijom razli¢itih tumora (Hennessy i sur., 2005), pa je stoga PI3K/AKT signalni put
konstitutivno aktivan u vec¢ini tumora. Osim uloge u tumorskoj invaziji stanica, ovaj signalni
put regulira i mnoge stanine procese ukljuene u tumorigenezi, rast/veli¢inu stanice,
proliferaciju, prezivljavanje, metabolizam glukoze, stabilnost genoma, metastaziranje i
angiogenezu (Yoon i sur., 2006). Aktivirani Akt moze se izravno vezati za [kB kinazu (IKK) i
aktivirati je Sto dovodi naposljetku do razgradnje IkB inhibitora (Hennessy i sur., 2005). Ras-
homologne (Rho) GTPaze igraju klju¢nu ulogu u regulaciji brojnih stani¢nih funkcija
povezanih s malignom transformacijom i metastaziranjem. Clanovi Rho porodice proteina
malih GTPaza klju¢ni su regulatori u reorganizaciji aktina, pokretljivosti stanice, adheziji
stanica-stanica i izvanstani¢nog matriksa kao i u progresiji stani¢nog ciklusa, ekspresiji gena i
apoptoze (Fritz i Kaina, 2006). lako RhoA, RhoB i RhoC dijele vise od 85 % identi¢nosti
aminokiselinskog slijeda, njihova uloga u onkogenezi je sasvim razlicita. Dok RhoA i RhC
kao 1 drugi ¢lanovi GTPazne porodice poput Ras, Racl i Cdc42 poti¢u onkogenezu, invaziju i
metastaziranje, novi dokazi ukazuju na tumor-supresivnu ulogu RhoB (Chen i sur., 2000).
Nadalje, PI3K je efektor Ras funkcije i potreban je za razvoj i odrzavanje tumora (Lim i sur.,
2005).

U prilog tome govore rezultati istrazivanja u kojem su mnogobrojni proteini koji su inace
ukljuceni u signalni put metastaziranja i reorganizaciju citoskeleta, poput Ras, Cdc42, Racl,
RhoA, PI3K i p38MAPK bili inhibirani od strane GA te je znacajno smanjena razina
citoskeletnog F-aktina, dok je istovremeno dosSlo do povecanja razine RhoB u stanicama
adenokarcinoma zeludca (Ho 1 sur., 2010).

Na temelju tih ucinaka, moguce je pretpostaviti da GA moze biti korisna u
suzbijanju angiogeneze, pri ¢emu su potrebna daljnja pojasSnjenja temeljnih mehanizama. Dok
s jedne strane GA 1 propil galat inhibiraju ekspresiju NF-xB u tumorskim stanicama Zeludca,
oktil, decil 1 dodecil galati imaju sposobnost povecanja ekspresije NF-kB u stanicama
melanoma (Locatelli 1 sur., 2008; 2009). Transkripcijski ¢imbenik NF-xB aktiviran je u
stanicama nakon izlaganja citotoksi¢nih spojeva (ukljuc¢ujuéi i uvjete oksidacijskog stresa),
liganada receptora smrti na povrSini stanice kao §to je TNF i Fas te genotoksi¢nih sredstava i

kemoterapijskih lijekova (Bian i sur., 2001). U mnogim slu¢ajevima, aktivacija NF-kB

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 91



§ 2. Literaturni pregled

posreduje u otpornosti na stani¢nu smrt ili zaStite od apoptoze. S druge strane, neka
istrazivanja pokazala su da je aktivacija NF-kB vazan ¢imbenik u indukciji Fas-posredovane
apoptoze (Bian 1 sur., 2001). Aktivacija ¢cimbenika NF-kB poti¢e smanjenje regulacije bcl-2,
translokaciju bax i1 povecanje regulacije p53 induciraju¢i apoptozu u humanim endotelnim
stanicama aorte (Bian i sur., 2001; Shishodia i Aggarwal 2004). U vezi s Fas aktivacijom
utvrdeno je da GA inducira apoptozu u 3T3 preadipocitima preko mitohondrijskog puta (Hsu
1 sur., 2007). Mehanizam stani¢ne smrti oktil galata je vjerojatno povezan s stvaranjem
slobodnih radikala, decil i dodecil galata s aktivacijom NF-kB, dok je galat s 14 ugljikovih
atoma ukljuen u inhibiciju adhezije stanica. Razlozi razli¢itih mehanizama induciranja
stani¢ne smrti mogu biti povezani s razli€itim razinama hidrofobnosti svakog pojedinog spoja
budu¢i da istrazivanja ukazuju da je hidrofobnost alkilnog lanca derivata galata vazna u
odredivanju protuproliferativne aktivnosti i da alkilni lanac moze pridonijeti poboljSanju
stani¢ne permeabilnosti ili medureakcije s hidrofobnim dZepovima u ciljanoj molekuli (Dodo
i sur., 2008; Locatelli i sur., 2008).

lako aktivacija NF-kB ¢imbenika moze potaknuti transkripciju i protu- i pro-
apoptotickih proteina, pokazalo se je da se njegova aktivacija javlja u prooksidativnim
uvjetima (Meyskens i sur., 1999) te je na temelju toga moguée zakljuciti da je induciranje NF-
kB od strane estera GA izravno povezano s induciranjem proizvodnje ROS-a (de Cordova i
sur., 2011). Madlener i sur., (2007) sugeriraju da GA inhibira ribonukleotid reduktazu, Sto
rezultira znacajnom promjenom ravnoteze dNTP-a, brzim blokiranjem DNA sinteze S$to
dovodi do poremecaja stanicnog ciklusa i1 induciranja apoptoze. U prilog tome govori i1 da
propil galat u stani¢noj liniji THP-1 (leukemija humanih monocita) znacajno inducira pojavu
apoptoti¢kih mjehurica i kondenzaciju kromatina, posreduje cijepanju kaspaza 3, 8 1 9 i utjeCe

na razine Bax, Bcl-2 1 p53 (Chen i sur., 2011).
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Slika 28. Moguc¢i mehanizmi djelovanja galne Kiseline (GA) i njezinih derivata estera s

obzirom na broj C-atoma u bo¢nom lancu (galati G3, G8, G10, G12, G14)

Kratice: PgP, P-glikoprotein (engl. multidrug resistance protein); Fas, receptor smrti; FasL,
ligand receptora smrti; ADAM, disintegrin i metaloproteinazne domaine; ErK, izvanstani¢na
signalom regulirana kinaza; AKT/PKB, protein kinaza B; MMP, matriks metaloproteinaza;
COX, ciklooksigenaza; NF-kB nuklearni ¢imbenik kappa B-pojacivac lakog lanca aktiviranih
B limfocita; IkB, NF-kB regulatorni protein; ICAM, unutarstani¢na molekula adhezije;
VCAM, vaskularna molekula adhezije; PARP, poli ADP-ribozna polimeraza; SOD,
superoksid dismutaza; CAT, katalaza; ROS, reaktivne vrste kisika; BCL-2, antiapoptoticki
protein; Bax, pro-apoptoticki ¢lan porodice Bcl-2 proteina; GSH reducirani glutation; y GCS,
v glutamil sintaza; p21, regulatorni protein stanicnog ciklusa; p53, protein popravka genoma;
G1/S faza, pos- mitoticka faza stani¢nog ciklusa; AWm, mitohondrijski membranski

potencijal. (preuzeto i prilagodeno: Locatelli i sur., 2013)
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2.5.2. Kafeinska Kkiselina

Kafeinska kiselina (CA) (CoHgOs) poznata i pod nazivom 3,4-dihidroksicimetna
kiselina, Siroko je rasprostranjena fenolna kiselina prisutna u svim biljkama budu¢i da kao
glavni intermedijer sudjeluje u biosintezi lignina (Slika 29). Zastupljena je u mnogim
prehrambenim proizvodima kao S§to su voce (jabuke, kruske, bobicasto voce), povrce
(articoke, patlidzan), vino, maslinovo ulje, kava 1 pcelinji propolis (Genaro-Mattos i sur.,
2015; Orsoli¢ 1 Basi¢, 2007; Orsoli¢, 2010). Nedavna istrazivanja upucuju na to da je
kafeinska kiselina snazan antioksidant (Benkovic i sur., 2008, Genaro-Mattos i sur., 2015;
Orsoli¢ i sur., 2007) i1 da ima blagotvorni u¢inak na zdravlje u in vivo (Benkovic i sur., 2008;
Orsoli¢ 1 sur.,, 2007). Kafeinska kiselina istiCe se brojnim farmakoloSkim 1 bioloskim
svojstvima kao §to su protuvirusno (inhibicija replikacije HIV-a) (Kashiwada i sur., 1995;
Utsunomiya i sur., 2014), antioksidativno (Benkovic i sur., 2008; Genaro-Mattos i sur., 2015,
Orsoli¢ 1 sur., 2007), protutrombotsko (Johnson i sur., 2010), antihipertenzivno (Hudson i
sur., 2000), protufibrozno (Park i Kahng 1995), protuupalno (Orsoli¢, 2010; OrSoli¢ 1 Basi¢,
2007), protukancerogeno (OrSoli¢, 2010; Orsoli¢ 1 Basi¢, 2005; 2007; Orsoli¢ i sur., 2003;
2004) i imunomodulatorsko djelovanje (OrSoli¢ 1 Basi¢, 2005). Pokazalo se je da CA inhibira
aktivnost lipooksigenaze i time suprimira lipidnu peroksidaciju (Jayanthi 1 Subash, 2010), te
u potpunosti sprjeava proizvodnju reaktivnih vrsta kisika i sustava ksantin/ksantin oksidaza
(Jayanthi 1 Subash 2010). Nadalje, u¢inkovito inhibira ceramidom induciranu aktivnost NF-
kB (Nardini i sur., 2001) 1 UVB induciranu ekspresiju COX-2 (Kang i sur., 2009; Orsoli¢,
2010). Nekoliko istrazivanja upucuje na to da CA pokrece apoptozu u stani¢nim linijama
raka, te da inhibira rast tumora i regresiju kod zivotinja (Guo 1 sur., 2015; Orsoli¢ i sur., 2003;
Papademetrio i sur., 2016). Poznato je takoder da CA inhibira replikaciju HIV-a (Kashiwada i
sur., 1995). Njezin derivat fenetil ester kafeinske kiseline, CAPE (engl. caffeic acid phenethyl
ester) koji predstavlja aktivni sastojak propolisa odlikuje se takoder protutumorskim,
protuvirusnim, protubakterijskim, protuupalnim svojstvima te inhibira aktivnost NF-kB
(Michaluart 1 sur., 1999; Watabe i sur., 2004). Istrazivanja su pokazala da CA inhibira
aktivnost MMP-9, dok njen derivat CAPE inhibira i MMP-2 i MMP-9 (Chung i sur., 2004).
CA moze djelovati 1 kao prooksidant kataliziraju¢i DNA stani¢nu razgradnju u perifernim
limfocitima ¢ovjeka uz prisutnost prijelaznih metala poput bakra (Bhat i sur., 2007). Nadalje,

CA ima i prooksidativno djelovanje i u pojedinim humanim stani¢nim linijama raka vrata
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maternice (HeLA 1 ME-180) u visokim dozama pri ¢emu dolazi do povecanja razine ROS-a
unutar stanice i promjene potencijala na membrani mitohondrija $to dovodi do smrti stanica
zbog povecanja apoptotickih morfoloskih promjena u CA obradenim stanicama (Kanimozhi i
Prasad 2015). Razlog tomu su proteini iz obitelji Bcl-2 koji dominiraju intrinzi¢nim
(unutarnjim) apoptoti¢kim putem $to dovodi do oslobadanje citokroma ¢ s mitohondrija. U
vezi s time, vazno je napomenuti da je konzumacija kave povezana sa smanjenim rizikom
pojave razlicitih vrsta raka kao Sto je rak debelog crijeva (Nehlig 1 Debry, 1994; Porta i sur.,
2003), dijabetesom tipa 2, Parkinsonovom bolesti te bolesti jetre (Bhatti i sur., 2013; Lang 1
sur., 2013; Trandafir 1 sur., 2013). Medutim, pokazalo se da oralna primjena visokih
koncentracija CA u Stakora uzrokuje papilome u Zzeludcu, Sto upucuje na kancerogena

svojstva kafeinske kiseline (Hirose i sur., 1997).

Iako su poznata antioksidativha svojstva CA, njen ucinak na tumorsku angiogenezu,

polarizaciju makrofaga, razinu iNOS i Arg-1, te proupalne citokine jos uvijek nije istraZen.

0
HO
X OH

HO

Slika 29. Struktura kafeinske Kiseline

(preuzeto od: https://en.wikipedia.org/wiki/Caffeic_acid)
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2.5.3. Taninska Kkiselina

Taninska kiselina (TA) (C76Hs52046) poznata jo§ pod nazivom dekagaloil glukoza
poseban je oblik tanina kojeg ubrajamo u biljne polifenole (Slika 30). Naime, sastoji se od
srediSnje molekule glukoze koja je na svim 5 hidroksilnim skupinama esterificirana s dvije
molekule galne kiselina. TA Cesto je pogreSno smatrana “taninom”, a zapravo je relativno
uobicajeni galotanin koja se zajedno s drugim kondenziranim taninima nalazi u crvenom vinu,
pivi, kavi, crnom 1 zelenom c¢aju, vocu (kruska, banana, grejp), zatim u mahunarkama (crni
grah), sirku, zitaricama (leca) i ¢okoladi (Chung i sur., 1998a; King i Young, 1999).

Zbog brojnih fenolnih skupina prisutnih u strukturi, TA je slabo kisela (pKa oko 10).
Krajem 19. stolje¢a i pocetkom 20. stoljeCa TA koristila se je zajedno sa magnezijem ili
aktivnim ugljenom u obradi CiS¢enja od toksic¢nih tvari poput trovanjem strininom. Sli¢no kao
1 mnogi polifenoli, pokazalo se je da TA posjeduje snazna antioksidativna (Andrade i sur.,

2005; Ferguson, 2001; Lopes i sur., 1999; Wu i sur., 2004;), protuvirusna, protubakterijska

(Akiyama i sur., 2001), kontraktivna, protuupalna, protutrombotska (Freedman i sur., 2001),
antimutagena (Chen i Chung, 2000; Ferguson 2001; Horikawa i sur., 1994), protukancerogena
svojstva (Athar 1 sur., 1989; Gali 1 sur., 1992; Horikawa i sur., 1994; Nepka i sur., 1999), a
ujedno smanjuje razinu kolesterola 1 triglicerida u serumu te suprimira lipogenezu (Elli 1 sur.,
2009).
Smatra se da su upravo njezina relativno hidrofobna “jezgra®“ i hidrofilna “ljuska“ znacajke
koje su odgovorne za njeno antioksidativno djelovanje (Isenburg i sur., 2006). Antioksidativni
mehanizam djelovanja TA jo§ uvijek nije u potpunosti razumljiv te su potrebna daljnja
istrazivanja. Naime, u prisutnosti iona bakra, TA ponasa se ili kao prooksidans, poticuci
ostecenje DNA molekule (Ferguson, 2001; Khan i Hadi 1998; Khan i sur., 2000) ili kao
antioksidans pri ¢emu suprimira stvaranje hidroksil radikala (Andrade i sur., 2005). Utvrdeno
je da TA inhibira rast tumora koze, plu¢a, Zeludca koji su inducirani kancerogenim
policiklickim aromatskim ugljikovodicima i N-metil-N-nitrozourejom u misa (Khan 1 sur.,
1988; Vance i Teel, 1989).

Taninska kiselina koristi se u proizvodnji albumin tanata za lijeCenje dijareje 1 kao
prehrambeni aditiv ¢ije je sigurno doziranje u rasponu od 40-100 pg ovisno o vrsti hrane u
koju se dodaje (Chen i Chung, 2000). Nedavno istrazivanje pokazalo je da TA S§titi od Stetnih

promjena crijevne permeabilnosti tijekom infekcije poboljSanjem otpornosti sluznice (van
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Ampting i sur., 2010). Takoder, ¢ini se da TA ima zaStitni uc¢inak na oksidacijskim stresom
induciranu stani¢nu smrt (Chen i sur.,, 2007; Tikoo i su. 2008) te da je ucinkovita u
sprjeCavanju 1 lije¢enju upala 1 ozljeda crijeva (Martin i sur., 2006; Souza i sur., 2007). TA
koristila se je kao kemopreventivno sredstvo kod alkilacijom induciranog karcinoma jetre i
debelog crijeva na modelu Stakora gdje je pokazala znacajan ucinak na inhibiciju
karcinogeneze (Hirose i sur., 1991). Nadalje, prema jednom istrazivanju pokazalo se je da TA
ne utjeCe na spontani razvoj tumora u Stakora (Onodera i sur., 1994), dok je prema drugima
TA bila ucinkovita u inhibiciji promocije epidermalnog tumora misa (Chen i sur.,1995). U in
vitro uvjetima, pokazalo se je da TA ima citotoksi¢ni u¢inak na maligne humane stani¢ne
linijje (Ramanathan i sur., 1992). Uoceno je da TA poveca razgradnju masti u stanicama jetre.
Nepka i sur., (1999) pokazali su da unos TA u niskim dozama moze kemoprotektivno utjecati
na razvoj spontane neoplazme jetre u misSa. Naknadna obrada Stakora s TA sprjecava
induciranu nefrotoksi¢nost s cisplatinom (5 mg/kg) te ujedno smanjuje cijepanje poli-(ADP-
riboza) polimeraze, fosforilaciju p38 i hipoacetilaciju histona H4, dok s druge strane
zajednicka primjena TA 1 cisplatine potencira nefrotoksi¢nost (Tikoo 1 sur., 2007). Lokalna
primjena TA na doza ovisan nacin znacajno inhibira aktivnost ornitin dekarboksilaze (ODC)
inducirane s TPA (12-O-tetradekanoilforbol-13-acetat) u epidermi miseva u in vivo uvjetima
(Gali i sur., 1991). Prilikom istrazivanja u¢inaka TA na koZne upale, doslo se je do saznanja
da predobrada s TA smanjuje razine IL-18 mRNA ekspresije i proteina u stanicnoj liniji
humanih keratinocita (HaCaT) budu¢i da IL-18 ima viSestruke ucinke na razli¢ite stanice u
stvaranju upalnog odgovora. Osim toga, TA znaCajno inhibira aktivaciju p38 mitogen
aktivirane protein kinaze (MAPK) i izvanstani¢ne signalom regulirane protein kinaze kao i
pojacanu ekspresiju proupalnih medijatora poput IL-1, IL-6, TNF-a, COX-2 i prostaglandina
E> kod UVB-om ozracenih HaCaT stanica. Lokalna primjera TA na koZi miSa koja je izlozena
djelovanju UVB zraCenja pokazala je da TA inhibira stvaranje eritema. Na temelju ovih
dobivenih rezultata, moze se zakljuciti da TA ima znacajni protuupalni uc¢inak na kozne upale
inducirane s UVB zracenjem (Park i sur., 2006). Pokazalo se je da TA fizicki umrezava
kolagen 1 elastin i1 time poboljSava njihovu otpornost na razgradnju enzimima (Isenburg i sur.,
2005; 2007). Demeule i sur., (2000) sugeriraju da TA moze inhibirati aktivnost matriks
metaloproteinaza i time suzbiti invazivnost i metastaziranje tumorskih stanica. Slicno su
utvrdili 1 Zhang i sur., (2009) kada je uoc¢eno da intramiokardijalna obrada Stakora s TA nakon

induciranog infarkta miokarda sprjecava razgradnju kolagenskog matriksa kroz umrezavanje
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fibroznog kolagena i inhibicijom aktivnosti MMP-2 i MMP-9 pri ¢emu ne dolazi do
poboljsanja unutrasnje kontrakcijske funkcije miokarda. Istrazivanje koje je napravljeno na
kulturi humanih dermalnih fibroblasta u in vitro uvjetima pokazuje da TA znacajno povecava
odlaganje elastina u odnosu na kontrolu, uzrokuje vezanje za elastin i tropoelastin, smanjuje
proteoliti¢ku razgradnju elastina uzrokovanu elastolitickim enzimima poput serin proteinaze,
cistein proteinaze i metaloproteinazama te povecava elastogeni u¢inak odabranih stimulansa
elastogeneze (Jimenez i sur., 2006).

Iako je dokazano da mnogi prirodni polifenolni spojevi inhibiraju tumorigenezu u animalnim
modelima, jako je malo istrazivanja koja su proucavale kemoprotektivni ucinak taninske

kiseline u in vivo uvjetima.

Slika 30. Struktura taninske Kkiseline (preuzeto i prilagodeno: Giilgin i sur., 2010)

Predobrada miSeva s TA (u dozama 25 ili 50 g/kg dnevno) koji su naknadno
obradeni s tetraklorugljikom (CCls) radi induciranja jetrene fibroze znacajno poboljSava
morfologiju jetre, smanjuje aktivnost aspartat aminotransferaze (AST), alanin
aminotransferaze (ALT), koncentraciju malondialdehida (MDA) i razinu endotelina-1 (ET-1)

u serumu. Osim toga, uoceno je da TA povecava aktivnost SOD, CAT, glutation peroksidaze
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(GSH-Px), endotelne dusik oksid sintaze (eNOS) i razinu NO u serumu. Nadalje, TA
smanjuje ekspresiju angiotenzin II receptora-1 (ATR-1), IL-1B, TNF-a, TGF- B, kaspaze-3, c-
fos, c-jun, odnos Bax/bcl-2, tkivnog inhibitora metaloproteinaze 1 (TIMP-1), a povecava
MMP-9 i MMP-1 (Chu i sur., 2016).

U in vitro uvjetima, pokazalo se je da TA (u dozama 0,01 mM; 0,1 mM ili 1 mM)
smanjuje omjer TIMP-1/MMP-1 te vijabilnost HSC (engl. hepatic stellate cells) stanica u
kulturi Sto govori da TA ima zastitno djelovanje na CCls-induciranu jetrenu fibrozu u miseva
pri ¢emu se moguc¢i mehanizmi djelovanja TA mogu povezati s inhibicijom nakupljanja
kolagena, oksidacijskog stresa i upale, induciranjem apoptoze u hepatocitima, a inhibicijom
aktivacije HSC stanica (Chu 1 sur., 2016). Van Molle 1 sur., (2000) ustvrdili su da TA
znaCajno smanjuje razinu jetrenog ALT enzima u serumu, apoptozu jetre i smrtnost miseva
kod kojih je induciran letalni hepatitis pomoc¢u ¢imbenika TNF u kombinaciji s D-(+)-

galaktozaminom (GalN).
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3.1. MATERIJALI

3.1.1. Tumorske stanice

Ehrlichov ascitesni tumor (EAT) je heterogeni, slabo diferencirani, brzorastuéi
zlocudni tumor koji sadrzi populacije stanica razli¢ite osjetljivosti, a izvorno se javlja kao
spontani karcinom mlije¢ne Zlijezde u miSa. U jetri miSeva, nositelja Ehrlichovog ascitesnog
tumora, dolazi do znatnog povecanja lipidne peroksidacije te do smanjenja koliCine
antioksidativnih enzima. Stanice Ehrlichovog ascitesnog tumora (EAT) odrzavali smo
intraperitonealno (ip) u Swiss albino miSevima, serijskim presadivanjem stanica svakih 7 ili 9
dana u obliku ascitesa. Nakon ispiranja trbusne Supljine s 3 mL fizioloske otopine i lagane
masaze trbusne stijenke, napravili smo rez i otvorili peritonealnu Supljina miSa. Pasteurovom
pipetom uzeli smo peritonealnu teku¢ina s tumorskim stanicama i razrijediti s fizioloSkom
otopinom (0,9 % otopina natrijeva klorida, Pliva) do ciljane koncentracije 2,5 x 10° EAT
stanica/0,5 mL. Broj zivih stanica odredili smo brojanjem stanica obojenih tripanskim
modrilom u Biirker-Tiirkovoj komorici. Unos EAT stanica u peritonealnu Supljinu misa

predstavlja 0. dan pokusa.

3.1.2. Pokusne Zivotinje

U istrazivanju smo koristiti visokosrodne miseve istog spola, soja Swiss albino, u
dobi oko 2-5 mjeseci, mase 25-35 g, iz uzgoja Zavoda za animalnu fiziologiju Prirodoslovno-
matematiCkog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. MiSeve smo drzati u kavezima s najvise 5
zivotinja pod standardnim uvjetima (24 °C, ciklus 12 sati svjetla i 12 sati mraka) uz stalnu
dostupnost standardne hrane za glodavce (Standard Diet 4RF 21 GLP certificate, Mucedola,
Italija) 1 vode.

Istrazivanje smo proveli u skladu s vaze¢im etickim principima u Republici Hrvatskoj (Zakon

o za$titi zivotinja, Narodne novine broj 135/06, Pravilnik o uvjetima drzanja pokusnih

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 100



§ 3. Materijali i metode

zivotinja, posebnim uvjetima za nastambe i1 vrstama pokusa, Narodne novine broj 176/04) i
prema Vodicu za drzanje i koriStenje laboratorijskih Zivotinja (Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, DHHS Publ. (NIH) 86-23, 1985).

Prije pocetka pokusa, sve zivotinje smo podijelili u 13 skupina (n=15 zivotinja u svakoj
skupini, skupina 1 — kontrola; skupine 2-13 — pokusne skupine). Prije pocetka i tijekom
izvodenja pokusa zivotinje su pojedinacno izvagane i svrstane u skupine sa slicnom tjelesnom
tezinom (£ 2 g) na temelju Cega se je odredila koli¢ina pojedinac¢nih pripravaka koja se je

davala tijekom pokusa.

3.1.3. Priprema galne Kkiseline (GA)
Galnu kiselinu (engl. gallic acid, C7HsOs, Mr = 170,12; t, = 260 °C) proizvodaca Sigma, St.

Louis, MO, SAD, pripremili smo otapanjem u fizioloskoj otopini 0,9 % NaCl (aq) u dozi od
40 mg/kg i 80 mg/kg neposredno prije uporabe.

3.1.4. Priprema kafeinske kiseline (CA)
Kafeinsku kiselinu (engl. caffeic acid, CoHgO4, Mr = 180,16; t, = 223 — 225 °C) proizvodaca

Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Njemacka pripremili smo otapanjem u fizioloSkoj otopini 0,9

% NaCl (aq) u dozi od 40 mg/kg i 80 mg/kg neposredno prije uporabe.

3.1.5. Priprema taninske kiseline (TA)
Taninsku kiselinu (engl. tannic acid, C76Hs2046, Mr = 1701,19; t, = 200 °C) proizvodaca
Merck, Njemacka, pripremili smo otapanjem u fizioloskoj otopini 0,9 % NaCl (aq) u dozi od
5 mg/kg 1 10 mg/kg neposredno prije uporabe.

3.1.6. Otapalo

Koristili smo fiziolosku otopinu 0,9 % NaCl (aq) kao otapalo (0, 9 % otopina natrijeva klorid

za infuziju), proizvodaca B. Braun Adria d. o. o., Zagreb, HR.
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3.1.7. Kemikalije

Za anesteziranje zivotinja koriStene su sljedeée kemikalije:

e Ksilapan® Vetoquinol Biowet Sp., Gorzow, R. Poljska;
e Narketan ® 10, Vétoquinol S.A., BP 189 Lure Cedex, Francuska.

Za izradu histolo$kih preparata parafinskom tehnikom koriStene su sljedeée kemikalije:

e cozin, Kemika, Hrvatska;

e ctanol, apsolutni (100 %), p.a. Gram-Mol d. o. o.; Hrvatska;
e formaldehid, 36-38 %, Lach-Ner, Ceska;

e kloroform, p.a., Kemika, Hrvatska;

e ksilen, Zorka Pharma, Srbija;

e ledena octena kiselina, p.a., Alkaloid, Makedonija;

e Mayerova otopina, Kemika, Hrvatska;

e octena kiselina, min 99,5 %, Kemika, Hrvatska.

Za odredivanje aktivnosti enzima oksidacijskog stresa koriStene su sljedeée kemikalije:

e natrijev karbonat anhidrid (Na,CO3), Mr = 105,99; p. a., Applichem GmbH,

Njemacka;

e natrijev hidrogenfosfat dihidrat (Na,HPO4 x 2 H,0), Mr = 177,99; p. a., Applichem
GmbH, Njemacka,;

e natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat (Na,HPO4 x 12 H20), Mr = 358,14; p. a.,
Applichem GmbH, Njemacka;

e natrijev dihidrogenfosfat dihidrat (NaH2PO4 x 2 H>0), Mr = 156,01; p. a., Kemika,
Hrvatska;

e natrijev hidroksid (NaOH), Mr = 40,00; p. a., T. T. T. d. o. o., Hrvatska,;

e natrij-kalij tartarat tetrahidrat (C4sHsKNaOs x 4 H,0), Mr =282,23; p. a., T. T. T. d. 0.
0., Hrvatska;

e Dbakrov(II) sulfat pentahidrat (CuSO4 x 5 H20), Mr =249,68; p. a., T.T. T.d. 0. 0.,
Hrvatska;

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 102



§ 3. Materijali i metode

glutation reduktaza (enzim, iz pekarskog kvasca), 100-300 U/mg proteina, Sigma-
Aldrich Corporation, SAD;

Folin i Ciocalteu's fenol reagens, Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Njemacka;
citokrom C iz govedeg srca, > 95 %, 100 mg, Sigma-Aldrich Corporation, SAD;
ksantin oksidaza, Buttermilk 50 U, 1,05 U/mg proteina, Calbiochem, SAD;
ksantin (2,6-dihidroksipurin) (CsH4N40O2), > 99 %, Sigma-Aldrich, Kina;

EDTA (Ci0H14N2NayOg X 2H>0), Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Njemacka;
NADPH tetranatrijeva sol, Mr = 833,35; Applichem GmbH, Njemacka;

DTNB (5, 5'-ditiobis-(2-nitrobenzoicna kiselina), Mr = 396,36; Fluka, Svicarska;
albumin iz govedeg seruma, BSA, Sigma-Aldrich, SAD;

SDS, natrij dodecil sulfat, Promega Corporation, SAD;

PBS (fosfatni) pufer, Biowhittaker ®, Lonza, Belgija;

L-glutation, reducirani, > 98,0 %, Mr = 307,32; Sigma-Aldrich, SAD;

TBA, tiobarbituratna kiselina, Mr = 144,15; Applichem GmbH, Njemacka;
octena kiselina, min 99,5 %, Kemika, Hrvatska;
klorovodic¢na kiselina (HCI), 37 %, p.a., Gram-Mol d. o. o., Hrvatska;
vodikov peroksid (H202), 30 %, p.a., Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Njemacka.

Za uzgoj stani¢nih kultura korisStene su sljedece kemikalije:

natrijev klorid, 0,9 %, otopina za infuziju, Braun Adria d. o. o., Hrvatska;

hranjivi medij DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium) sa 4,5 g/L glukoze i L-

glutaminom, Biowhittaker ®, Lonza, Belgija;

FBS serum (eng. Fetal bovine serum) Gibco, Invitrogen, UK;

tripsin 2,5 % (10X), Biowhittaker ®, Lonza, Belgija;

lipopolisaharid (LPS) iz stijenke bakterija Escherichia coli, kataloski br. 0111:B4,
Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Njemacka;

limfoprep ™, Axis-Shield PoC AS, Norveska.

Za odredivanje razine dusikova(ll) oksida, NO KkoriSten je:

Griess reagent system, kataloski br. G2930, Promega, SAD.
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Za odredivanje koncentracije enzima Arg-1 koriSene su sljede¢e kemikalije:
e ureja, > 99,5 %, Mr = 60,06; Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Njemacka;
e triton ® X-100, Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Njemacka;
e TRIS baza (C4H11NO3), Mr = 121,14; Applichem GmbH, Njemacka;
e MnCl; x 4H>0 p.a., Mr = 197,91; Kemika, Hrvatska;
e L-arginin, Mr = 174,20; PanReac Applichem ITW Copmanies Gmbh, Njemacka;

¢ o-ISPF, a- izonitrozopropiofenon, (CoHoNO.), Mr =163,17; Santa Cruz Biotechnology,
Inc., SAD;

e klorovodic¢na kiselina (HC1), 37 %, p.a., Gram-Mol d. o. o., Hrvatska;

e sumporna kiselina (H2SO4), 96 %, p.a., Carlo Erba Reagents Spa, Italija;

e fosforna kiselina (H3POs), 85 %, p.a., Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Njemacka;

e etanol, apsolutni (100 %), p.a. Gram-Mol d. o. o.; Hrvatska.

Za odredivanje koncentracije proangiogenih ¢imbenika: VEGF, MMP-2. MMP-9,
COX-2 te Th1/Th2/Th17 citokina KoriStene su sljedeé¢e kemikalije:
e Human/Mouse Total COX-2, kataloski br. DYC4198-2, R&D Systems Europe, Ltd.,
UK;

e Mouse MMP-2 ELISA Kit, kataloski br. BEK1157, Chongqing Biospes Co., Ltd,
Biospes, Kina;

e Mouse MMP-9 ELISA Kit, kataloski br. BEK1163, Chongqing Biospes Co., Ltd,
Biospes, Kina;

¢ Quantikine® ELISA Mouse VEGF Immunoassay, kataloski br. MM V00, R&D
Systems Europe, Ltd., UK;

e Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokines Multi-Analyte ELISArray Kit, kataloSki br. MEM-
003A , QTAGEN Gmbh, Njemacka;

e natrijev azid (NaN3), > 99,5 %, Mr = 65,01; Sigma-Aldrich, SAD;

e TMB, 3,3",5,5 -tetrametilbenzidin (C16H20N2), Mr = 240,35; PanReac Applichem
BioChemica, Njemacka;

e natrijev hidrogenfosfat anhidrid p.a. (Na2HPO4), Mr = 141,96; Kemika, Hrvatska;

e limunska kiselina monohidrat p.a. (C¢HsO7 x H20), Mr = 210,14; Gram-Mol, d.o.o.
Hrvatska.
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Z.a kvalitativno odredivanje enzima Arg-1, iNOS i B-aktina Western blot tehnikom

koriStene su sljedeée kemikalije:

standard, Precision Plus Protein™ All Blue Prestained Protein Standards, kataloski br.
161-0373, Bio-Rad, SAD;

gelovi, NuPAGE Novex 12 % Bis--Tris Gels, 1,0 mm debljine, 17 jazica, kataloski br.
NP0349BOX, Invitrogen™, SAD;

PAGE pufer za uzorke, Prionics-Check Western Component 6, kataloski br. 12000,
Prionics AG, Svicarska;

antioksidant, NuPAGE Antioxidant, kataloski br. NP005, Invitrogen™, SAD;

MOPS pufer 20 x, NuPAGE MOPS/SDS Running Buffer, Invitrogen™, katalogki br.
NP0001, SAD;

PVDF membrane, Immobilon-P Transfer membrane, 0,45 um veli¢ina pora, kataloski
br. IPV00010. Millipore Corporation, SAD;

Tween® 20 (CssH114026), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka;

glicin > 99 % (C2HsNOz), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka;

glicerol (C3HgO3) redestiliran p. a., Mr = 92,10; Gram-Mol d. o. o.; Hrvatska;
Western Blotting Luminol Reagent, kataloski br. sc-2048, Santa Cruz Biotechnology,
Inc., SAD;

arginase | (H-52), kataloski br. sc-20150, Santa Cruz Biotechnology, Inc., SAD;
NOS2 (M-19), kataloski br. sc-650, Santa Cruz Biotechnology, Inc., SAD;

B -Actin (N-21), kataloski br. sc-130656, Santa Cruz Biotechnology, Inc., SAD;

koza anti-zec IgG-HRP, kataloski br. sc-2004, Santa Cruz Biotechnology, Inc., SAD;
razvija¢ RTG filma, Developer G153 A 1 G 153B, kataloski br. HT536, CURIX 60
AGFA, Belgija;

fiksir RTG filma, Rapid fixir G354, kataloski br. 2828Q, CURIX 60 AGFA, Belgija;
filter papir, kromatografski papir, 3 mm, Whatman® International Ltd., Engleska;
RTG filmovi, Ortho CP-G PLUS, medical x-ray film 100 NIH 18X24, kataloski br.
EASUF, AGFA, Belgija.
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3.1.8. Instrumenti

Tijekom istrazivanja koristeni su sljede¢i instrumenti:

e analiticka vaga Kern & Sohn GmbH, ABS 220-4,d=0,01 g: 220 g;

e digitalna vaga Kern KB 2000-2N, d = 0,01 g : 2000 g;

e vodena kupelj GFL 1052 i Memmert WNB14 GmbH + Co. KG;

e ultrazvucni homogenizator Bandelin electronic UW 2070 s uredajem Bandelin
Sonoplus HD 2070;

e inkubator (s CO; sustavom) NAPCO® Model 5415 IR CO; System i JUMO ITRON
08 (bez CO; sustava);

e Jaminar Cleanroom Technology, Klima oprema;

e brojac stanica Differ 100, ER TEFAK;

e tresalica IKA® 130 basic;

o vorteks mijesalica VORTEX GENIUS 3, IKA-Werke GmbH & CO. KG;

e magnetska mijeSalica i grijalica Heidolph MR 2002;

e pH metar Lab 850, Schott instuments;

e mikrotom Thermo Electron Corporation, Shandon Finesse 325;

e termostat Shel Lab SL®;

o centrifuga Centrifuge 5702, Eppendorf i Mikro 200R, Hettich;

e UV-Vis spektrofotometar: UV-160, Shimadzu i Libra S22, Biochrom;

e mikrotitarski ¢ita¢ Microplate reader Model 550, Bio-Rad i iEMS Reader MF,
Labsystems ;

e svjetlosni mikroskop Nikon, Eclipse E600 s kamerom AxioCam ERcS5s, Zeiss;

e svjetlosni mikroskop Olympus Cx21;

e invertni svjetlosni mikroskop Wild M40 Heerbrugg;

e cpifluorescencijski mikroskop Leitz Wetzlar sa kamerom COHU High Performance
CCD Camera, MOD 4912-5000/0000;

e fluorescencijski mikroskop Carl Zeiss;

e clektronski brojac¢ stanica ABBOTT CELL DYN 3700;

e biokemijski analizator Beckman Coulter AU 680;
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e platformska njihalica, Incubating Rocking Platform Shaker GFL 3013 i DUOMAX
1030 Heidolph Instuments;

e uredaj za elektroforezu Power pac 300, Bio-Rad s kadicom Sub-Cell® GT Basic, Bio-
Rad (za komet testa);

e uredaj za elektroforezu Power pac 200, Bio-Rad s kadicom Novex™ XCell™
SureLock™ Mini-Cell, Invitrogen™ (za Western blot tehniku);

e termostat Dri-Block, DB-2D, TECHNE;

e transfer uredaj TRANS BLOT ™ CELL, Bio-Rad;

e Program za obradu slike: AxioCam ERc5s-ZEN 2 (blue edition).

3.2. METODE

3.2.1. Praéenje promjena tjelesne tezine Zivotinja

Procjenu rasta tumora i u¢inka fenolnih pripravaka na razini cjelokupnog organizma
pratili smo vaganjem Zzivotinja tijekom pokusa te pradenjem promjene tjelesne tezine.
Zivotinje su vagane na digitalnoj vagi (Kern KB 2000-2N P.b.- 0,01 g : 2000 g) tijekom
pokusa svakog 5. dana. Pratili smo gubitak ili prirast mase zivotinja u odnosu na kontrolnu
skupinu. Postotak promjene tjelesne tezine zivotinja izracunat je za svaku pojedinu jedinku
prema sljedecoj formuli:

konacna tezina — pocetna tezina

% promjene tjelesne tezine = ( ) x 100 %.

konacna tezina
3.2.2. Plan pokusa i nacin obrade Zivotinja

Nakon pocetnog vaganja i podjele Zivotinja po skupinama, u njih je ip injicirano 2,5
x 10% stanica EAT-a §to oznacava 0. dan pokusa.
Obradu zivotinja s EAT tumorom po skupinama zapoceli smo idu¢eg dana (1. dan pokusa) ip
injiciranjem odgovarajuc¢e doze fenolne kiseline i/ili od 5. dana kada je vidljiva progresija
rasta EAT stanica. Prvi nain obrade zZivotinja obuhvacao je ukupno 6 skupina (skupine od

2-7) koje su nakon injiciranja EAT stanica obradene ip s fenolnim kiselinama u dozi od 40 1
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80 mg/kg (galna i kafeinska kieslina) te dozom od 5 1 10 mg/kg za taninsku kiselinu tijekom
10 dana u nizu. Drugi nacin obrade Zivotinja takoder je obuhvacao 6 skupina (skupine od
8—13) koje su nakon injiciranja EAT stanica obradene ip s fenolnim kiselinama u dozi od 40 1
80 mg/kg (galna i1 kafeinska kiselina) te dozom od 5 1 10 mg/kg za taninsku kiselinu 5., 7., 9.
i 11. dana. Kontrolna skupina (skupina 1) obradena je ip s fizioloSkom otopinom (Tablica 7).
Zivotinje iz svih skupina (1-13) Zrtvovane su 14. dana od unosa EAT stanica te su prikupljeni
uzorci krvi (serum), ascitesa 1 organi od ciljnog interesa (bubreg, jetra, slezena i peritoneum).
Tijekom tog postupka sve zivotinje su adekvatno anestezirane i analgezirane ip primjenom
kombinacije Narketana® Vetoquinol S.A., BP 189 Lure Cedex, Francuska (djelatna tvar
ketamin) 1 Xylapana® Vetoquinol Biowet Sp., Gorzow, R. Poljska (djelatna tvar ksilazin) u
dozi od 0,1 mL /10 g (10 mg/kg).

Prije zrtvovanja izmjerena je tjelesna tezina zivotinja. Nakon toga prikupljeni su uzorci krvi
za odredivanje hematoloskih i biokemijskih parametara, genotoksi¢nog ucinka te uzorci tkiva
jetre, slezene, bubrega kao i ascitesa iz trbuSne Supljine za odredivanje biljega oksidacijskog
stresa (lipidne peroksidacije, glutationa, SOD, katalaza). Kod svake skupine Zzivotinja
izmjeren je volumen ascitesa dobiven iz trbusne Supljine kao 1 mase organa (bubreg, jetra,

slezena). Naposljetku uzet je dio peritonealne ovojnice za histolosku i mikroskopsku analizu

krvnih zila.
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Tablica 7. Pokusne skupine i nac¢in obrade fenolnim kiselinama

Oznaka skupine Doziranje Pocetak obrade Period
obrade
(dani)
1. EAT kontrola 0,5 mL 0,9 % NaCl svaki 2. dan od EAT unosa 10
dan
2. GA 40 mg/kg 40 mg/kg svaki dan 2. dan od EAT unosa 10
3. GA 80 mg/kg 80 mg/kg svaki dan 2. dan od EAT unosa 10
4. CA 40 mg/kg 40 mg/kg svaki dan 2. dan od EAT unosa 10
5. CA 80 mg/kg 80 mg/kg svaki dan 2. dan od EAT unosa 10
6. TA 5 mg/kg 5 mg/kg svaki dan 2. dan od EAT unosa 10
7. TA 10 mg/kg 10 mg/kg svaki dan 2. dan od EAT unosa 10
8. GA 40 mg/kg 40 mg/kg svaki 2. dan 5. dan od EAT unosa 4
9. GA 80 mg/kg 80 mg/kg svaki 2. dan 5. dan od EAT unosa 4
10. CA 40 mg/kg | 40 mg/kg svaki 2. dan 5. dan od EAT unosa 4
11. CA 80 mg/kg | 80 mg/kg svaki 2. dan 5. dan od EAT unosa 4
12. TA 5 mg/kg 5 mg/kg svaki 2. dan 5. dan od EAT unosa 4
13. TA 10 mg/kg | 10 mg/kg svaki 2. dan 5. dan od EAT unosa 4

3.2.3. Protutumorska ucinkovitost fenolnih kiselina

3.2.3.1. Pracenje prezivljenja pokusnih Zivotinja

Prezivljenje i spontano uginuce pokusnih Zivotinja pratili smo nakon terapijske obrade miseva
nositelja EAT tumora unutar pojedinih skupina te izracunali povecanje Zivotnog vijeka (%

ILS, engl. increased life span) prema sljedecoj formuli:

%ILS=100—( )xlOO%;

T - srednja vrijednost vremena prezivljenja obradene skupine zivotinja;

C - srednja vrijednost vremena prezivljenja kontrolne skupine Zivotinja.
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3.2.3.2. Odredivanje ukupnog volumena peritonealne tekucine i broja zivih i

mrtvih tumorskih stanica u peritonealnoj tekucini

Nakon ispiranja peritoneuma s 3 mL fizioloSke otopine i lagane masaze trbuha,
napravili smo rez i otvorili peritonealnu Supljinu misa te Pasteurovom pipetom uzeli
peritonealnu tekucinu.

Pomocu graduiranih epruveta izmjerio se je ukupni volumen peritonealne tekucine koja se je
dobila od pojedinog miSa. Broj zivih 1 mrtvih tumorskih stanica u peritonealnoj tekucini
odredio se je brojanjem stanica obojenih tripanskim modrilom u Biirker-Tiirkovoj komorici.
Zive tumorske stanice su neobojene (imaju sposobnost izbacivanja boje), dok mrtve tumorske
stanice su plavo obojene. Postotak inhibicije rasta tumora preracunali smo prema sljedecoj

formuli:

br.stanica u kontrol i— br. stanica u pokusnoj skupini

% inhibicije tumora = ( ) x100 % .

br.stanica u kontrol i

3.2.3.3. Diferencijalna analiza stanica u peritonealnoj tekucini

Za diferencijalno odredivanje broja stanica u peritonealnoj tekucini, uzeli smo
peritonealnu teku¢inu na dan Zzrtvovanja Zzivotinja i na predmetnim stakalcima napravili
razmaze peritonealne tekuc¢ine. Nakon suSenja preparata na sobnoj temperaturi, razmaze smo
prvotno obojali bojom May Griinwaldom tijekom 7 minuta, a zatim i vodenom otopinom
Giemse (1 dio Giemse : 2 dijela vode) tijekom 11-15 minuta. Diferencijalnu analizu preparata
vrsili smo brojenjem limfocita, makrofaga, neutrofila, eozinofila i bazofila na 100 stanica, pod
svjetlosnim mikroskopom Olympus Cx21, pri ukupnom povecéanju 400X. Za svaku obradenu

skupinu napravili smo po Cetiri preparata.
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3.2.4. Odredivanje funkcionalne aktivnosti makrofaga iz peritonealne
tekucdine

Funkcionalnu aktivnost makrofaga odredili smo nakon zavrSene obrade svih
pokusnih Zivotinja i kontrole. Od svih skupina uzeli smo peritonealnu teku¢inu za odredivanje
funkcionalne aktivnosti makrofaga i napravili razmaze na predmetnim stakalcima (po 4
stakalca za svaku skupinu) te fiksirali razmaze suSenjem na sobnoj temperaturi tijekom 15-20
minuta. Preparate smo zatim isprali u fosfatnom puferu (PBS) ¢ime se uklanjaju neadherirane
stanice, a adherirane stanice koje su ostale na stakalcima inkubirali smo tijekom 2 sata u
hranjivom mediju DMEM koji sadrzi 10 nM HEPES pufera pri temperaturi 37 °C. Nakon
inkubacije, uklonili smo hranjivi medij, a stanice fiksirati s 2,5 %-tnim glutaraldehidom
tijekom 5 minuta. Preparate smo zatim obojali s 5 %-tnom otopinom Giemse tijekom 10
minuta, a potom analizirati pod svjetlosnim mikroskopom Olympus Cx21 pri ukupnom
povecanju 400X. Pregledom preparata i brojanjem ukupno 200 makrofaga po svakom
preparatu utvrden je udio aktiviranih makrofaga u odnosu na neaktivirane. Aktivirani
makrofagi su velike stanice s dugim plazmatskim nastavcima, a neaktivirani makrofagi su

tamnije obojeni, okrugli 1 bez plazmatskih nastavaka.
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3.2.5. Analiza hematoloskih i biokemijskih parametara

Krv smo uzeli iz pazdusnog spleta krvnih Zila te stavili u heparizirane vacuutainere.
Krv smo analizirali standardnim laboratorijskim metodama. Od hematoloskih parametara
odredili smo ukupan broj eritrocita (E), trombocita (Trc) 1 leukocita (L), udio
polimorfonuklearnih (PMN) i mononuklearnih (MN) leukocita u perifernoj krvi, raspodjelu
eritrocita po veli¢ini (RDW), prosjeCan volumen trombocita (MPV), koncentraciju
hemoglobina (Hgb), hematokrita (Hct), prosjeCan volumen eritrocita (MCV), prosjecan
sadrzaj hemoglobina u eritrocitima (MCH) i prosje¢nu koncentraciju hemoglobina u
eritrocitima (MCHC). Od biokemijskih parametara odredili smo koncentraciju glukoze, ureje,
ukupnog bilirubina, C-reaktivnog proteina (CRP), te aktivnosti enzima aspartat-
aminotransferaze (AST), alanin-aminotransferaze (ALT), laktat-dehidrogenaze (LDH) i
amilaze (AMS). Hematoloski parametri su odredeni na elektronskom brojacu ABBOTT
CELL DYN 3700. Biokemijski parametri u serumu su odredeni na biokemijskom analizatoru

Beckman Coulter AU 680.

3.2.6. Komet test

U istrazivanju smo koristili standardnu izvedbu komet testa u alkalnim uvjetima na
bijelim krvnim stanicama i stanicama EAT (Singh i sur., 1988). Na bruseno predmetno
stakalce Pasteurovom pipetom nakapali smo svjeze priredenu otopinu 1 % agaroze
normalnoga taliSta (NMP) 1 pokrili pokrovnicom. Nakon polimerizacije agaroze na sobnoj
temperaturi sa stakla smo uklonili pokrovnicu i taj sloj gela. Na osuseno staklo pomocu
mikropipete nakapali smo 300 puL 0,6 % NMP agaroze i pokriveno pokrovnicom stakalce smo
drzali 10 minuta na ledu. Na stakalca s priredenim slojem NMP agaroze nanosili smo sljedec¢i
sloj koji se sastojao od 100 pL 0,5 % agaroze niskoga taliSta (LMP) pomijeSane s 5 pL. uzorka
krvi uzete iz pazdu$nog spleta krvnih Zila te tumorske stanice iz peritonealne teku¢ine misa, te
ponovo pokrili pokrovnicom. Nakon 10 minuta stajanja na ledu, taj sloj gela prekrili smo sa
100 puL 0,5 % agaroze niskog taliSta (LMP) 1 preparat ponovo drzali na ledu 10 minuta.
Priredenim preparatima skinuli smo pokrovnice 1 uronili ih u pufer za lizu (2,5 M NaCl, 1 %
Na-laurilsarkozinat, 100 mM Na,EDTA, 10 mM Tris-HCI, 10 % DMSO, 1 % Triton X-100),

pH=10 u kojem su stajali jedan sat na 4 “C. Preparate smo iz pufera za lizu prebacili u pufer
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za denaturaciju (0,3 M NaOH, 1 mM NaEDTA), pH=13. Denaturaciju smo proveli na sobnoj
temperaturi u trajanju od 20 minuta. Nakon denaturacije, preparate smo premjestili u
vodoravnu kadicu za elektroforezu. Elektroforezu smo proveli u istom puferu kao i
denaturaciju, pri jakosti struje od 400 mA 1 naponu od 25 V, tijekom 20 minuta. Nakon
elektroforeze, preparate smo ispirali tri puta po 5 minuta u neutralizacijskom 0,4 M Tris-HCI
puferu, pH=7,5. Nakon zadnjeg ispiranja, preparate smo fiksirali u 96 %-tnom etanolu
tijekom 7 minuta, te posusili predmetna stakalca na zraku. Na dan analize preparata, preparate
smo obojali sa 100 pL etidij-bromidom (20 pg/mL) u trajanju od 10-12 minuta bez prisustva
svjetlosti. Obojene gelove kratko smo isprali u Tris-HCI puferu, pH=7,5 te pokrili
pokrovnicom. Radi stabilizacije boje, preparate smo prije pocetka analize drzali u mraku
najmanje 15 minuta. Obojane preparate analizirali smo pomocu epifluorescencijskog
mikroskopa Leitz Wetzlar i kamerom COHU High Performance CCD Camera, MOD 4912-
5000/0000 s ekscitacijskim filterom od 515-560 nm pri ¢emu se vide strukture nalik na
komete koje potjecu od obrisa jezgara stanica u gelu. Mjerenja duzine repa, % DNA u repu i
repnog momenta proveli smo pomocu programa za analizu slike Comet Assay 11, proizvodaca
Perceptive Instruments Ltd. Na svakom preparatu analizirali smo po 100 kometa (n=4),

odnosno ukupno 400 stanica iz pojedine pokusne skupine.

3.2.7. MikronuKkleus test

Na dan zrtvovanja miSevima smo uzeli uzorak krvi iz pazdusnog spleta krvnih zila i
prirediti razmaze na predmetnim stakalcima prema Krishna i Hayashi (2000). Mikroskopska
analiza osuSenih preparata i naknadno obojanih fluorescencijskom bojom akridin oranz
izvrSena je u tamnoj sobi na fluorescencijskom mikroskopu s ekscitacijskim filterom 502—525
nm. U svakom pojedina¢nom uzorku analizirali smo 2 000 retikulocita s crveno obojanom
citoplazmom u kojima smo utvrdili ukupni broj i raspodjelu mikronukleusa (MN) koji

fluoresciraju zuto pod mikroskopom.
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3.2.8. Ucinak fenolnih kiselina na angiogenezu

3.2.8.1. Priprema histoloskih preparata peritoneuma

Nakon Zrtvovanja miSeva 1 izolacije stanica iz peritonealne Supljine, odstranili smo
dio peritoneuma, isprali ga u fiziolo§koj otopini te fiksirati tijekom 24 sata u Bouinovom
fiksativu (75 mL zasi¢ene pikrinske kiseline, 25 mL 40 % formaldehida, 5 mL ledene octene
kiseline). Nakon fiksacije, uzorci peritoneuma isprani su temeljito u vodovodnoj vodi te
podvrgnuti postupku dehidriranja uranjanjem u rastu¢e koncentracije etanola (50 %, 70 %, 80
%, 90 %, 95 %, 100 %) uz dodatak par kapi otopine amonijaka, te postupku prosvjetljivanja
gdje se tkivo stavlja u kloroform tijekom 24 sata. Uzorci peritoneuma su zatim uklopljeni u
paraplast te rezani pomocu mikrotoma na rezove debljine od 7-8 um. Nakon peglanja rezova
peritoneuma na predmetnim stakalcima u zagrijanoj vodenoj kupeljina na 40 °C, uzorci su
podvrgnuti postupku deparafiniranja uranjanjem u ksilol (2X po 15 minuta), zatim u padajuce
koncentracije etanola (100 %, 96 %, 80%, 70 %) u trajanju od 5 minuta, te naposljetku
ispiranju s destiliranom vodom 2X po 5 minuta. Preparati su zatim obojani s Mayerovom
otopinom hematoksilinom (hemalaunom) tijekom 8 minuta i 0,5 % eozinom (H&E) tijekom
3—4 minute upotrebom standardnog protokola. Nakon bojanja, preparati su ponovno
podvrgnuti postupku dehidriranja uranjanjem u rastu¢e koncentracije etanola (70 %, 80 %, 96
%, 100 %) 1 ksilol te uklapani u kanada balzam nakon cega su suSeni tijekom 24 sata.
Obojeni dijelovi preparata uzeti iz usporedivih podrucja analizirali smo pod svjetlosnim
mikroskopom Nikon Eclipse E600 pri povecanju od 40, 100 i 200X. Fotomikrografije su
snimljene uporabom digitalne kamere AxioCam ERc5s, Zeiss i obradene racunalnim

programom AxioCam ERc5s-ZEN2 za morfometrijsku analizu slika.
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3.2.8.2. Kvantitativno mjerenje proZiljenosti

Kvantitativno mjerenje  proZiljenosti peritonealne ovojnice proveli smo
odredivanjem prosjecne gustoce proziljenosti peritonealne ovojnice (MVD) u podrucjima
najintenzivnije prokrvljenosti/vaskularizacije. Mjerenje smo napravili na reprezentativnim
uzorcima nakon S$to smo pregledali sve histoloske preparate prema Weidnerovim
preporukama o veli¢ini vidnog polja i nacinu brojenja:

e mjesta najvece gustoce krvnih zila (,,hot spots®) trazili smo na najmanjem povecanju

10X;

e brojenje pojedinacnih krvnih zila proveli smo na povecanju 400X uz veli¢inu vidnog

polja od 0,12 -1 mm?;

e urezultate smo ubrajali ne samo kompletne krvne Zile ve¢ i tratke endotelnih stanica i

pojedinacne endotelne stanice;

lumen krvnih Zila nije potreban kao ni prisustvo eritrocita;

brojanje su provela dva ispitivaca.

3.2.9. Odredivanje koncentracije parametara oksidacijskog stresa i
antioksidativne zaStite

3.2.9.1. Izolacija i priprema tkiva

Na dan zrtvovanja izolirana tkiva (bubrezi, jetra i slezena) smo izvagali i pohranili
na -80 °C do pripreme za analizu. Tjedan dana nakon pohrane, odvagali smo 3045 mg
svakog organa u Eppendorf epruvetu, dodali fosfatni pufer (PBS) u omjeru 1:10 i uzorke
homogenizirali ultrazvuénim homogenizatorom nekoliko sekundi paze¢i pritom da se ne
zapjene i ne zagriju. Dobivene homogenate centrifugirali smo na 15000 okretaja kroz 15
minuta na 4 °C. Nakon centrifugiranja odvojili smo nadtalog, razrijedili ga 10 puta s PBS-om
(100 pL nadtaloga i 900 uL fosfatnog pufera) i sve uzorke pohranili na -20 °C do sljedece

analize.
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3.2.9.2. Odredivanje proteina metodom po Lowry-u

Koli¢inu proteina u tkivima odredili smo metodom po Lowry-u (1951). Metoda se
temelji na reakciji dvovalentnih bakrenih iona (Cu?") s dusikom iz amino skupine peptidnih
veza proteina u luznatoj sredini pri ¢emu dolazi do redukcije u monovalentni ion bakra (Cu”)
Sto predstavlja tzv. biuret reakciju. Nakon toga u reakcijsku smjesu dodaje se Folin-
Ciocalteuov reagens koji je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenove kiseline, a koji
reagira s Cu'-protein kompleksom (Slika 31) kao i sa fenolnim skupinama bo¢nih ogranaka
tirozina (Tyr), triptofana (Trp) i cisteina (Cys) iz proteina. Pri tome se fenoksidni ion
aromatskih aminokiselina oksidira, a Folin-Ciocalteuov reagens u pocetku stvara nestabilan
kompleks koji se polako reducira do plavo obojenih volframova i molibdenovog oksida
(A=600 nm). Intenzitet nastalog plavog obojenja upravo je proporcionalan koncentraciji
proteina u otopini.

Prisustvo agenasa koji zakiseljuju otopinu (npr. kiseline, jako kiseli puferi, visoka
koncentracija amonijeva sulfata i sl.), keliraju¢ih agenasa koji vezu Cu** ione (npr. EDTA) ili
reduciraju¢ih agenasa (npr. 2-merkaptoetanol, ditiotreitol i sl.) znatno utjeCu na rezultate

mjerenja. Takoder na rezultate mjerenja mogu utjecati i razlike u sadrzaju Tyr i Trp u

proteinima.
o o
PP
¢ \Nfc/ lsll—cl/
H +'|||_|| SHOH
H WoH H H
O
A \C = |Ia \C e N—Cl S
| - F
(o)

Slika 31. Koordinativna veza Cu* iona s 4 dusikova atoma peptidne veze (princip rada

Lowry-eve metode)
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Metodom po Lowry-u odredili smo proteine u ascitesu te supernatantu homogenata
bubrega, jetre i slezene miSa. Uzorci su razrijedeni u PBS-u: ascites, bubreg i slezena 50 X, a
jetra 20 X. U epruvete smo dodali po 100 puL razrijedenog uzorka i 2 mL otopine D (Tablica
8) 1 inkubirali 10 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga dodali smo 200 puL otopine E
(Tablica 8) nakon ¢ega smo snazno vorteksirali i inkubirali 30 minuta na sobnoj temperaturi.
Koli¢inu proteina odredili smo na UV-Vis spektrofotometru Libra S22, tvrtke Biochrom
mjerenjem apsorbancije na valnoj duljini od 600 nm. Kao standard upotrijebili smo albumin
govedeg seruma (BSA, engl. Bovine serum albumin) u koncentracijama od 2 mg/mL prema
manjim koncentracijama (2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 i 0 mg/mL). Iz standardne krivulje ovisnosti
apsorbancije o koncentraciji BSA odredili smo nagib pravca. Preko nagiba pravca izracunali

smo koncentraciju proteina u uzorcima prema sljedecoj formuli:

Auzorka - b st. krivul je . ,
Yy = x razrjedenje.
a st.krivul je

Koncentracija proteina izraZena je kao mg/mL.

Tablica 8. Priprema otopina za odredivanje proteina po Lowry-u

Vrsta otopine Priprema otopine

Otopina D Pomijesati otopine u omjeru 48:1:1 (A:B:C)

A:2 % (w/v) Na2COs3 u 0,1 M NaOH

9,6 g NaxCO3 + 480 mL 0,1 M NaOH

B: 1 % (w/v) natrij-kalij tartarat x 4 H20 u dH20
0,1 g natrij-kalij tartarat x 4 H,O + 10 mL dH>O

C: 0,5 % (w/v) CuSO4 x SH20 u dH20

0,05 g CuSO4 x 5H>0 + 10 mL dH,O

Otopina E Pomijesati Folin 1 Ciocalteu's fenol reagens i dH>O u

omjeru 2:1
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3.2.9.3. Mjerenje koncentracije ukupnog glutationa (GSH)

Reducirani oblik glutationa (GSH) (y-glutamilcisteinglicin tripeptid) jedan je od
najznacajnijih antioksidansa prisutnih u stanicama sisavaca. U kataliziranoj reakciji redukcije
vodikovog peroksida i lipidnih hidroperoksida pomocéu enzima glutation peroksidaze (GPx) u
molekulu vode i odgovaraju¢i alkohol dolazi do oksidacije tiolne skupine cisteina GSH te
reducirani glutation (GSH) prelazi u oksidirani oblik (GSSG). GSSG moze se vratiti u GSH
oblik u prisustvu glutation reduktaze (GR) i nikotin adenin dinukleotid fosfata (NADPH).
Kada su stanice izlozene poveéanom oksidacijskom stresu dolazi do smanjenja omjera
GSH/GSSG uslijed nakupljanja GSSG-a. Mjerenje koli¢ine GSSG-a ili odredivanje omjera
GSH/GSSG koristan je pokazatelj oksidacijskog stresa (Ambriovi¢ Ristov i sur., 2007).

GP.
H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0;

GR
GSSG + NADPH + H* —» 2GSH + NADP*

Koncentraciju ukupnog glutationa u supernatantu homogenta bubrega, jetre, slezene
1 ascitesa odredili smo prema modificiranoj metodi koju je opisao Tietze (1969). U postupku
koji se koristi za odredivanje koncentracije glutationa u uzorku, glutation reduktaza (GR)
reducira oksidirani oblik glutationa (GSSG) u reducirani oblik (GSH) (Slika 32). Metoda se
temelji na reakciji tiolnog reagensa 5,5-ditiobis-2-nitrobenzojeve kiseline (DTNB, Ellmanov
reagens) sa sulthidrilnom skupinom glutationa (GSH) pri ¢emu se stvara kromofor 5-tio-2-
nitrobenzojeva kiselina (TNB) koja apsorbira pri valnoj duljini od 405414 nm. Osim
nastalog zuto obojenog TNB-a, nastaje i mijesSani disulfid, GS-TNB koji se reducira uz pomo¢
glutationa reduktaze (GR) i NADPH pri ¢emu nastaje i druga molekula TNB 1 reciklirajuci
GSH. Brzina nastanka TNB-a proporcionalna je recirkuliraju¢oj reakciji koja je
proporcionalna koncentraciji glutationa u uzorku. Pri ovoj metodi sav oksidirani oblik
glutationa (disulfid GSSG) prisutan u reakcijskoj smjesi ili nastao iz mijeSanog disulfida
glutationa (GS—TNB) brzo se reducira do GSH. Konacan rezultat koji se dobije mjerenjem
apsorbancije TNB pri 495-414 nm odgovara ukupnoj koncentraciji reduciranog 1 oksidiranog

GSH u uzorku.
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NADPH NADP*
GR

GSSG 2GSH

HS GS-s HO N
\ " “O\ | P

TNB

Slika 32. GSH recirkuliraju¢i mehanizam (Giustarini i sur., 2013)

Koncentracija ukupnog GSH mjeri se u mikrotitarskoj plocici na mikroc¢itatu Model 550,
tvrtke Bio-Rad. U jednu jazicu dodaje se 20 pL razrijedenog uzorka (40X razrjedenje za
organe 1 10X za ascites), 40 uL 0,035 M HCl 1 40 uL 10 mM DTNB, te nakon inkubacije od
10 minuta pri sobnoj temperaturi izmjeri se apsorbancija pri valnoj duljini od 415 nm. Zatim
se dodaje 100 pL otopine GR i NADPH i mjeri se apsorbancija tijekom 5 minuta. Priprema
navedenih otopina prikazana je u Tablici 9. Za standard koriStene su koncentracije
reduciranog GSH (0-200 uM). Nacrtani su pravci za sve standarde kao promjena apsorbancije
u vremenu. Ocitani su nagibi pravaca, nacrtan je pravac kao ovisnost nagiba pravca o
koncentraciji GSH. Konac¢no, taj dobiveni pravac koriSten je za dobivanje koncentracije

ukupnog GSH u uzorku prema sljede¢oj formuli:

A yzorka — Qslijepeprobe . ,
c= ( JPep ) x razrjedenje.

QA standarda

Koncentracija ukupnog GSH prikazna je kao uM GSH po mL proteina.

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 119



§ 3. Materijali i metode

Tablica 9. Priprema otopina za odredivanje koncentracije GSH

Vrsta otopine Priprema otopine

0,5 M pufer PBS 17 mL 1 M NazHPO4 x 2 H20 i1

(3 g NaHPO4 x 2H>0 1 do 17 mL dH>0)

183 mL 1 M Na:HPO4 x 12 H20

(65,5 g NaHPO4 x12 H2O 1 do 183 mL dH20)

0,5M EDTA 37,2 g EDTA u 200 mL dH20

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

0,035 M HCI 7 mL 0,1 HCI + do 200 mL dH>O

10 mM DTNB 20 mg DTNB + do 5 mL 0,5 M pufer PBS s 0,5
M EDTA

0,8 mM NADPH 6,67 mg NADPH + do 10 mL 0,5M pufer PBS s
0,5 M EDTA

otopina GR (glutation reduktaze) 20 uL GR (50 U/mL) u 9980 uL 0,8 mM
NADPH

3.2.9.4. Mjerenje enzimske aktivnosti katalaze (CAT)

Osnovna uloga katalaze (CAT) je razgradnja vodikovog peroksida (H20»).
Katalazna aktivnost ocCituje se tek pri ve¢im koncentracijama H>O., §to govori da je katalaza
isklju¢ivo odgovorna za razgradnju peroksida u uvjetima oksidacijskog stresa (Ambriovié¢
Ristov 1 sur., 2007). Aktivnost katalaze (CAT) u supernatantu homogenata bubrega, jetre,
slezene 1 ascitesa odredili smo spektrofotometrijskom metodom po Aebiju (1984). U toj
metodi aktivnost katalaze odreduje se kao koli¢ina potrosenog vodikovog peroksida (H>O»).

U kivetu ukupnog volumena 1 mL dodali smo 980 uL. 10 mM H>O» (Tablica 10), a ostatak do
ukupnog volumena od 1 mL bio je uzorak odgovarajuceg razrjedenja (ascites 0X, jetra,
bubreg i slezena 10X razrjedenje). Nakon toga na UV-Vis spektrofotometru UV-160, tvrtke
Shimadzu mjerili smo smanjenje koli¢ine vodikovog peroksida pri 240 nm tijekom jedne
minute. Aktivnost katalaze izrazena je preko ekstinkcijskog koeficijenta vodikovog peroksida

(e=39,4mM ! cm™) prema formuli:
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_ ( Auzorka

m ) x razrjedenje,

gdje je | jednak duljini puta zrake svjetlosti koja prolazi kroz kivetu i iznosi 1 cm. Rezultat je
izrazen kao U/mg proteina Sto odgovara pmol razgradenog vodikovog peroksida po minuti po

miligramu proteina.

Tablica 10. Priprema otopine za odredivanje koncentracije CAT

Vrsta otopine Priprema otopine

10 mM H>0» 113 pL 30 % H202 + 99,887 mL PBS

3.2.9.5. Mjerenje enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Superoksid dismutaza (SOD) katalizira dismutaciju superoksidnih radikala (O2*) u
vodikov peroksid (H2O») pri ¢emu se jedna molekula superoksidnog radikala oksidira u kisik,
a druga reducira u vodikov peroksid. Kod eukariota prisutna su 3 izoenzimska oblika SOD-a:
bakar-cink superoksid dismutaza (CuZnSOD ili SOD1), mangan superoksid dismutaza
(MnSOD ili SOD2) i izvanstani¢na superoksid dismutaza (ECSOD ili SOD3). Sva 3
1zoenzima imaju istu funkciju, a to je otklanjanje superoksidnog aniona.

Aktivnost SOD-a odredena je prema modificiranoj metodi po Flohé i Otting (1971) u
supernatantima homogenata bubrega, jetre, slezene 1 ascitesa. Metoda je posredna i temelji se
na inhibiciji redukcije citokroma c u sustavu ksantin/ksantin oksidaza (XOD).

U ovoj metodi koriStene su dvije slijepe probe. Prva slijepa proba sastojala se samo od
otopine A (Tablica 11) te je apsorbancija mjerena na UV-Vis spektrofotometru UV-160,
tvrtke Shimadzu pri 550 nm tijekom 3 minute. Druga slijepa proba sluzila je za namjestanje
aktivnosti ksantin oksidaze (XOD). U kivetu je dodano redom: 25 pL destilirane vode, zatim
1,45 mL reakcijske otopine A i 15-30 pL ksantin oksidaze (0,8 U/mL) (Tablica 11). Odmah
nakon dodavanja enzima i1 brzog mijeSanja kivete izmjerena je promjena apsorbancije,
odnosno aktivnost enzima ksantin oksidaze tijekom 3 minuta pri 550 nm. Aktivnost ksantin
oksidaze mora biti oko 0,025 U/min. U ovom slu¢aju volumen XOD koji je odgovarao bio je
25 — 30 pL. Nakon $to se postigla optimalna aktivnost SOD, analizirali smo uzorke. Uzorci su

prethodno razrijedeni u PBS-u: bubreg 0X, a jetra, slezena i ascites 10X. U svaku reakcijsku
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smjesu umjesto destilirane vode dodano je 25 pL uzorka te odgovaraju¢i volumen ksantin
oksidaze i odmah nakon toga mjerena je apsorbancija u spektrofotometru. Enzimska aktivnost
mjerena je kao postotak inhibicije aktivnosti ksantin oksidaze koja se racuna prema sljedecoj

formuli:

AAuzorka

% inhibicije = 100 — < > x100%.

AAsl ijepaproba

Enzimska aktivnost SOD racuna se prema sljedec¢oj formuli:
% inhibicije + 12,7 5 j
30932 ’

Aktivnost SOD = 10 exp (

a aktivnost SOD izraZena je kao U/mg proteina.

Tablica 11. Priprema otopina za odredivanje aktivnosti SOD

Vrsta otopine Priprema otopine

50 mM PBS 17 mL (1,56 g NaH2PO4 x 2H,0 u 50 mL dH»0) i
183 mL (5,678 g Na,HPO4 u 200 mL dH»0O), namjestiti
pH=7,8 te nadopuniti do 800 mL dH,O

50 mM PBS s 0,1 mM EDTA 3,72 mg EDTA u 100 mL 50 mM PBS

Reakcijska otopina A 190 mL 0,05 mM citokroma C (29 mg citokroma C + do
190 mL 50 mM PBS s 0,1 mM EDTA) i
19 mL 1 mM ksantina (3 mg ksantina u 19,74 mL 1 mM

NaOH, tesko se otapa, lagano zagrijavati)

Reakcijska otopina B 40 pL ksantin oksidaze 1 960 pL dH2O
XOD (aktivnost 0,8 U/mL)
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3.2.9.6. Mjerenje kolicine lipidne peroksidacije (MDA)

Koli¢ina lipidne peroksidacije odredena je modificiranom metodom koju su opisali
Jayakumar i sur. (2007). Metoda se temelji na mjerenju koncentracija malondialdehida
(MDA), jednog od glavnih produkata lipidne peroksidacije pri ¢emu MDA u kiselim uvjetima
1 visokoj temperaturi stupa u reakciju s tiobarbiturnom kiselinom (TBA) pri ¢emu nastaje
crveni kromogen, kompleks (adukt) MDA—(TBA), (Slika 33) ¢iju je koncentraciju moguce

spektrofotometrijski izmjeriti pri valnoj duljini 532 nm.

MDA l TBA

S, N.._OH  Ho_  _N_ sH

i

b 4 = SHad

S ::f'r"' CH-CH=CH" -x_.‘:.t:-:::;[_,,
OH OH

MDA-TBA kompleks
Slika 33. Mehanizam reakcije MDA s tiobarbiturnom (TBA) kiselinom

U Eppendorf epruvetu dodali smo 100 pL. homogenog uzorka odredenog razrjedenja
1 1,6 mL reagensa A (Tablica 12). Uzorci su prethodno razrijedeni u PBS-u: bubreg i slezena
0X, ascites 10X, a jetra 20X. Otopinu smo zatim stavili u vodenu kupelj na temperaturu od 95
°C tijekom 60 minuta. Nakon toga, otopinu smo naglo ohladili na ledu tijekom 10 minuta
prilikom ¢ega su se nastale folikule slegnule na dno. Nadtalog smo odvojili centrifugiranjem
na 5 000 rpm tijekom 15 minuta pri 4 °C i izmjerili apsorbanciju pri 532 nm na UV-Vis
spektrofotometru Libra S22, tvrtke Biochrom. Ukupnu koncentraciju MDA izra¢unali smo

prema sljedecoj formuli:
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_ ( A uzorka — Vreakci]'ske smjese )
- ]

X Vuzorka X Yproteina uzorka

te je izrazena kao nmol MDA po mg proteina.

Tablica 12. Priprema otopina za odredivanje koncentracije MDA

Vrsta otopine Priprema otopine
8,1 % SDS 0,81 g SDS-au 10 mL dH>O
20 % octena kiselina 20 mL 99,5 % octene kiseline 1 2,31 mL HCI (37 %),

nadopuni se do 50 mL dH>O i podesi pH=3,5 te
nadopuni do 100 mL dH>0

0,8 % TBA 0,8 g TBA u 40 mL dH>O uz lagano zagrijavanje.
Nakon §to se otopi dodaje se 500 uL. SM NaOH te se
nadopuni do 100 mL dH>0

Otopina A 100 pL 8,1 % SDS + 750 uL 20 % octene kiseline
(pH=3,5)+ 750 uL 0,81 % TBA

3.2.10. Polarizacija makrofaga slezene i ascitesa

3.2.10.1. Izolacija i stimulacija makrofaga slezene s LPS-om

Slezenu smo izvagali i homogenizirali protiskivanjem kroz Miracloth mrezicu
(Falcon) sa Spatulom, te zaostale stanice slezene s mrezice isprali s fizioloSkom otopinom do
5 mL. Nakon toga, cijelu stani¢nu suspenziju provukli smo nekoliko puta kroz iglu i Spricu
kako bismo Sto bolje razdvojili stanice, a nakon toga smo propasirane stanice prebacili u
epruvete 1 sve ih izjednacili do 6 mL s fizioloSkom otopinom. Rade¢i sterilno u laminaru
Cleanroom Technology, tvrtke Klima oprema, napunili smo sterilne epruvete s 3 mL
limfoprepa na koje smo zatim pod kutem od 180° nadslojili navedenih 6 mL stani¢ne
suspenzije i centrifugirali na 2200 rpm, 20 minuta i pri temperaturi od 4 °C. Nakon
centrifugiranja, nastao je vidljivi bijeli prsten stanica leukocita kojeg smo pipetom pokupili i
prebacili u novu epruvetu, pazec¢i pritom da se ne dira i1 razbija talog eritrocita na dnu

epruvete, te izjednacili volumen izoliranih stanica leukocita s fizioloSkom otopinom u svim
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epruvetama kako bismo ih isprali ponovnim centrifugiranjem na 2200 rpm, 10 minuta i pri
temperaturi od 4 °C. Nastali talog stanica resuspendirali smo u 1 mL DMEM medija s 10 %
FBS-a 1 prebacili u jazicu ploCice s 24 polja. Nakon inkubacije stanica u inkubatoru
NAPCO® Model 5415 IR na 37 °C i pri 5 % protoku CO; tijekom 3 sata, pazljivo samo
uklonili hranjivi medij iz svake jazice, te ih lagano isprali s fizioloSkom otopinom kako bismo
odvojili neadherirane stanice i ponovno dodali 1 mL DMEM medija s 10 % FBS-a i 0,1
ug/mL LPS-a po jazici. Zatim smo inkubirali adherirane stanice makrofaga sljede¢ih 24 sata
pri 37 °C 1 pri 5 % protoku CO.. Nakon inkubacije, prebacili smo cijeli nadtalog iz svake
pojedine jazice u Eppendorf epruvetu i pohranili na -20 °C, za daljnju analizu NO i1 Arg-1.
Adherirane makrofage vezane na podlogu jaZice pazljivo smo ispali s fizioloSkom otopinom,
a zatim smo ih nakon upotrebe 200 pL 0,25 % tripsina 1 kratke inkubacije od 3-5 minuta
odvojili od podloge. Dodatkom 1 mL DMEM medija s 10 % FBS-a neutralizirali smo
djelovanje tripsina, sastrugali stanice sa strugaem stanica, resuspendirali i pohranili ih na -20

°C, za daljnju analizu Arg-1.

3.2.10.2. Izolacija i stimulacija makrofaga ascitesa s LPS-om

Od obradenih Zzivotinja i1 kontrolne skupine uzeli smo 1 mL ascitesa 1 inkubirali
tijekom 3 sata na 37 °C, pri 5 % COz, u ploCicama s 24 jaZice. Nakon toga uklonili smo
nadtalog tumorskih stanica, dok su na dno jazica ostali adherirani makrofagi koje smo 2X
pazljivo isprali s fizioloSkom otopinom. Zatim smo u svaku jazicu dodali 1 mL DMEM
medija s 10 % FBS-a1 0,1 pg/mL LPS-a te sve skupa inkubirali sljede¢ih 24 sata na 37 °C,
pri 5 % COz. Nakon isteka inkubacije, pokupili smo nadtalog i pohranili ga za analizu NO.
Adherirane makrofage pazljivo smo isprali s fizioloSkom otopinom, te dodali 200 uL 0,25 %
tripsina kako bismo ih odvojili od podloge. Nakon 3-5 minuta inkubacije provjerili smo jesu li
se stanice odvojile od podloge koristeci inverzni svjetlosni mikroskop Wild M40 Heerbrugg,
te neutralizirali djelovanje tripsina dodavanjem 1 mL DMED medija s 10 % FBS-a. Stanice
makrofaga sastrugali smo sa strugaCem stanica, resuspendirali i pohranili ih na -20 °C, za

daljnju analizu Arg-1 1 COX-2.
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3.2.10.3. Izolacija makrofaga ascitesa bez stimulacije s LPS-om

Preostali ascites obradenih Zivotinja i kontrolne skupine izjednacili smo s
fizioloSkom otopinom po volumenu (do 10 mL) i inkubirali tijekom 3 sata na 37 °C pri
protoku od 5 % CO; u plo¢icama sa 6 jazica. Nakon inkubacije, tumorske stanice iz nadtaloga
prebacili smo u epruvete i centrifugirali ith na 2200 rpm, 10 minuta pri 4 °C. Dobiveni
nadtalog tumorskih stanica pohranjen je na -20 °C za analizu NO, Arg-1, VEGF-a, MMP-2,
MMP-9 i citokina, a sam talog tumorskih stanica resuspendiran je s 3 mL fizioloske otopine i
pohranjen na -20 °C za analizu VEGF-a, MMP-2, MMP-9 i COX-2.

Na adherirane makrofage koji su preostali na dnu ploc¢ice, dodali smo 1 mL DMEM medija s
10 % FBS-a i inkubirali preko no¢i. Sutradan pohranili smo nadtalog adheriranih makrofaga
na -20 °C za analizu NO 1 Arg-1, a same makrofage nakon toga pazljivo isprali 2X s
fizioloSkom otopinom. Zatim smo u svaku jazicu dodali 200 pL 0,25 % tripsina kako bismo
ih odvojili od podloge. Nakon 3—5 minuta inkubacije provjerili smo jesu li se stanice odvojile
od podloge koriste¢i inverzni svjetlosni mikroskop Wild M40 Heerbrugg, te neutralizirali
djelovanje tripsina dodavanjem 2,5 mL DMED medija s 10 % FBS-a. Stanice makrofaga
sastrugali smo sa strugacem stanica, resuspendirali 1 pohranili ih na -20 °C, za daljnju analizu

NO, Arg-1, VEGF, MMP-2 i MMP-9.

3.2.10.4. Mjerenje dusikova(ll) oksida (NO) indirektnom metodom prema
Griessu

Dusikov(II) oksid (NO) fizioloski je vazna unutarstani¢na i izvanstani¢na glasnicka
molekula u mnogim bioloSkim sustavima sisavaca, poput imunoloSkog, Zziv€anog i
kardiovaskularnog sustava (Bredt i Snyder, 1995; Dawson i Dawson, 1995) gdje svojim
izravnim djelovanjem ili medustanicnom signalizacijom inicira obranu domacina,
homeostatske i razvojne funkcije. U brojnim stanicama sisavaca sinteza dusikova(Il) oksida
ostvaruje se endogeno 5S-elektronskom oksidacijom aminokiseline L-arginina i to pomocu
jednog od 3 izoformna oblika enzima dusik oksid sintaze (NOS): inducibilne NOS (iNOS ili
NOS2), endotelne (eNOS, ¢cNOS ili NOS3) i neuronske NOS (nNOS ili NOS1) (Slika 34).
Kao nusprodukt u toj reakciji nastaje i L-citrulin. Zbog svoje nestabilnosti, duSikov(II) oksid
u uvjetima in vitro brzo metabolizira u stabilne, nehlapljive produkte, ione nitrita (NO2) ili

nitrata (NO3"), ovisno oksidira li se molekularnim kisikom ili superoksidnim anionom (Slika

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 126



§ 3. Materijali i metode

35), 1 kao takav izluCuje se izvan stanice u hranjivu podlogu (Ambriovi¢ Ristov i sur., 2007).
Sinteza duSikova(Il) oksida moZe se indirektno odrediti spektrofotometrijski Griessovom
metodom, mjere¢i nitrite 1 nitrate akumulirane u tekucoj hranjivoj podlozi u kojoj rastu
stanice. Relativne razine iona nitrata i nitrita mogu znatno varirati ovisno o uvjetima okoline i

redoks stanju ispitivane bioloske tekuéine.

\ | NOS1/nNOS | /‘ "o

NADPH === | NOS2/iNOS ]=-=;> NADP

o,/—\

Slika 34. Sinteza  duSikov(Il) oksida (NO) (preuzeto 1  prilagodeno:

http://www.reading.ac.uk/nitricoxide/intro/no/synthesis.htm)

NO + Of ——0, ONO, _H__ NO, + H

ONO + O, w——s NO, —2, NO, + NO,+2H

HO .
NO + NO, =t N,O, = 2NO, +2H

Slika 35. Kemijske reakcije prevodenja NO (g) u ione NO2™ i NO3”

Sama metoda temelji se na reakciji diazotizacije koju je prvi opisao Griess 1879.
godine (Griess, 1879). Tijekom godina opisane su mnoge modificirane Griessove metode.
Ukratko, sustav Griessova reagensa temelji se na kemijskoj reakciji izmedu sulfanilamida 1 N-
I-naftiletilendiamin dihidroklorida (NED) u kiseloj sredini fosforne kiseline (H3PO4, aq) pri
¢emu nastaju obojeni azo spojevi koji apsorbiraju u vidljivom dijelu spektra pri 540 nm

(Slika 36).
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Slika 36. Kemijske reakcije nastale mjerenjem NO2" koristeci sustav Griessovog

reagensa (preuzeto od: https://worldwide.promega.com/)

Koristili smo kit Griess reagent system proizvodaca Promega (SAD), koji za analizu
nitrita koristi 1 % otopinu sulfanilamida pripremljenu u 5 % fosfornoj kiselini i 0,1 % otopinu
N-1- naftiletilenediamin dihidroklorida (NED) pripremljenu u vodi. Ovaj sustav otkriva ione
nitrita u razli¢itim bioloSkim i eksperimentalnim teku¢inama poput plazme, seruma, urina i
medija za kulturu tkiva pri ¢emu osjetljivost nitrita ovisi o vrsti tekucine, a granica detekcije
je 2,5 uM (125 pmol) nitrita (u ultracistoj, deioniziranoj, destiliranoj vodi). Takoder bolja
osjetljivost postize se kada se ta 2 reaktanta dodaju odvojeno, budu¢i da se otopine
sulfanilamida 1 NED-a medusobno natjeCu za ione nitrita u Griessovoj reakciji (Fiddler,
1977). Radi bolje kvantifikacije iona nitrita potrebno je pripremiti referentne krivulje
standardne otopine nitrita, koriste¢i pri tom isti pufer ili otopinu u kojoj su 1 ispitivani uzorci.
U mikrotitarsku ploCicu sa 96 jazica stavili smo 50 pL svakog uzorka u jazice radeéi u
triplikatu. Zatim smo dodali 50 puL otopine sulfanilamida i inkubirali 10 minuta na sobnoj
temperaturi, zasticeno od svjetla. Po isteku inkubacije, dodali smo 50 pL otopine NED i
ponovno inkubirali 10 minuta na sobnoj temperaturi, zasticeno od svjetla. Nakon druge
inkubacije pojavljuje se ruzicasto obojenje uzoraka u jazicama koja potjece od nastalog azo
spoja, te smo ocitali vrijednost apsorbancije na 540 nm na mikrocitacu ploce iIEMS Reader
MF tvrtke Labsystems. Kao standardnu otopinu koristili smo 0,1 M natrijev nitrit otopljen u
vodi u koncentracijama od 0 do 100 puM. Iz standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o

koncentraciji standardne otopine nitrita odredena je jednadzba pravca. Koriste¢i Lambert-
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Beerov zakon (4 = log (P,/P) = ¢ x b x ¢), iz jednadZbe pravca izracunali smo vrijednosti

trazenih koncentracija nitrita u ispitivanim uzorcima te smo ih iskazali kao uM.

3.2.10.5. Spektrofotometrijsko mjerenje aktivnosti Arg-1

Arginaza je krajnji enzim u ciklusu ureje koji pretvara L-arginin u ureju 1 L-ornitin
te ima vaznu ulogu u uklanjanju amonijevih iona iz tijela. Aktivno mjesto arginaze sadrzi
mangan, te se pojavljuje u dvije izoforme (Arg-1 1 Arg-2) kod vecine sisavaca koje se
razlikuju po zastupljenosti u tkivima i unutarstani¢noj dostupnosti. Arg-1 je citoplazmatski
protein uglavnom prisutan u jetri gdje katalizira peti i zadnji korak u ciklusu ureje, dok je
Arg-2 mitohondrijski protein prisutan u bubrezima i1 drugim tkivima koji regulira
koncentraciju arginina/ornitina te moze biti uklju¢en u metabolizam NO i poliamina.
Nedostatak arginaze moze dovesti do teSkih simptoma ukljucujuéi neuroloska oStecenja,
demencija 1 hiperamonemije. Smanjena aktivnost ili ekspresija Arg-1 dovodi do
autosomalnog recesivnog poremecaja hiperargininemije. Povecana aktivnost arginaze u
serumu ukazuje na oStecenja jetre 1 odredena patoloska stanja kao §to je rak. Arginaza takoder
sudjeluje u visestrukim upalnim reakcijama u imunoloskom sustavu. Analiza aktivnosti
arginaze je bitna za proucavanje metabolickog puta ureje.

U ovoj metodi, arginaza katalizira pretvorbu L-arginina u ureju i L-ornitin. Nastala ureja
specificno reagira sa supstratom kako bi stvorila obojeni produkt koji je proporcionalan

trenutnoj aktivnosti arginaze te se mjeri pri valnoj duljini od 540-570 nm.

Aktivnost Arg-1 odredena je prema ve¢ ranije opisanoj metodi s manjim izmjenama
(Corraliza 1 sur., 1994). Aktivnost arginaze odredena je u kulturi makrofaga izoliranih iz
peritonealne Supljine (ascitesa) sa i bez stimulacije s LPS-om i LPS-om stimuliranih
makrofaga slezene, zatim u nadtalogu makrofaga ascitesa i nadtalogu tumorskih stanica.

Ukratko, u Eppendorf epruvete stavili smo 25 pL. odredenog uzorka te smo dodali
100 pL 0,1 % Triton-X 100 radi lize stanica i kratko vorteksirali. Tako izmijeSane uzorke
inkubirali smo 20 minuta na sobnoj temperaturi, uz lagano mijesanje na tresalici IKA® KS
130 basic. Zatim smo dodali 100 pL 10 mM MnCl,, 50 mM Tris-HCL, (pH 7,5), sve skupa
kratko vorteksirali 1 inkubirali 10 minuta u vodenoj kupelji Memmert WNB7 GmbH na

temperaturi od 55 °C radi aktivacije enzima. Hidrolizu arginina potaknuli smo dodatkom 100

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 129



§ 3. Materijali i metode

pL 0,5 M L-arginina (pH 9,7), kratko vorteksirali i ponovno inkubirali 60 minuta u vodenoj
kupelji na temperaturi od 37 °C. Reakcija je zaustavljena dodatkom 800 pL kisele otopine
koja sadrzi H2SO4 (96 %), H3PO4 (85 %) 1 destilirane vode u omjeru 1:3:7 te 50 pL o-ISPF
otopljenog u apsolutnom etanolu (Tablica 13), sve skupa kratko vorteksirali te inkubirali 30
minuta u vodenoj kupelji na temperaturi od 100 °C. Nakon zadnje inkubacije, dolazi do
promjene boje uzoraka u ruZzicastu Sto odgovara koli¢ini nastale ureje, te ih je prilikom
hladenja na sobnu temperaturu potrebno zastititi od svjetlosti. Mjerenje uzoraka, standarda i
slijepe probe izvrSeno je u duplikatu na UV-Vis spektrofotometru Libra S22, tvrtke Biochrom
ocitanjem vrijednosti apsorbancije pri 540 nm. Kao standardnu otopinu koristili smo 6 mM
otopinu ureje u rasponu koncentracija od 0 do 5 mM. U standardne otopine ureje odredene
koncentracije dodano je samo 800 pL kisele otopine H2SO4 (96 %), H3POs4 (85 %) 1
destilirane vode u omjeru 1:3:7 1 50 uL o-ISPF-a otopljenog u apsolutnom etanolu, sve
zajedno zagrijavano 30 minuta u vodenoj kupelji na temperaturi od 100 °C te je naposljetku
izmjerena vrijednost apsorbancije na 540 nm. Iz standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o
koncentraciji standardne otopine ureje odredena je jednadzba pravca. Koriste¢i Lambert-
Beerov zakon (4 = log (P./P) = ¢ x b x ¢), iz jednadzbe pravca izracunali smo vrijednosti

trazenih koncentracija Arg-1 u ispitivanim uzorcima te smo ih iskazali kao uM ureje.
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Tablica 13. Priprema otopina za odredivanje koncentracije Arg-1

Vrsta otopine Priprema otopina
6 mM ureja 36 mg ureje u 100 mL dH»0
TRITON X-100 100 pL Triton X-100 i do 99,9 mL dH»0

0,2 M TRIS koncentrirana otopina 2,42 g TRIS baze i do 100 mL dH20

0,2 M HC1 1,642 mL 37 % HCl i do 100 mL dH>O

50 mM Tris-HCI, pH =7,5 50 mL 0,2 M Tris + oko 40 mL 0,2 M HCI, podesiti
pH=7,5 1do 200 mL dH,O

50 mM MnCl, 49,48 mg MnCl, x 4 H,O i do 5 mL dH,O

0,5M L-arginin, pH=9,7 871 mg + dio 0,2 M HCI, podesiti pH =9,7 do 10
mL dH2O

H2S04,(96 %) : HsPOu, (85 %) : dH20 | 10mL : 30 mL: 70 mL (4. 1:3 :7)

9 % o-ISPF 0,355 g o-ISPF 1 do 5 mL 100 % EtOH

3.2.11. Odredivanje koncentracije proangiogenih ¢imbenika: VEGF,
MMP-2, MMP-9 i COX-2

3.2.11.1. ELISA odredivanje koncentracije VEGF-a

Koristili smo ELISA test za odredivanje promjene razine VEGF-a u nadtalogu
tumorskih stanica, tumorskim stanicama i nestimuliranim stanicama makrofaga ascitesa u
misa nositelja EAT-a. Nadtalog je sakupljen iz razli¢itih obradenih skupina i kontrole. VEGF
razinu u ascitesnoj tekucini, homogenatu tumorskih stanica ili stanicama makrofaga iz
peritonealne Supljine odredili smo pomocu ELISA kita Mouse VEGF Immunoassay,
Quantikine® ELISA, proizvodaca R&D Systems Europe, Ltd. (UK) prema uputama
proizvodaca. Ova metoda temelji se na kvantitativnoj sendvi¢ ELISA metodi gdje je
poliklonalno protutijelo specificno za misji VEGF ve¢ prethodno naneseno na mikroplocu.
Ukratko, ascitesnu tekucinu i tumorske stanice razrijedili smo 2 puta s puferom iz kita
,»Calibrator Diluent RD5T*, dok samo stanice makrofaga ascitesa koristili nerazrijedene. U

mikrotitarsku plocu s 96 jazica dodali smo 50 pL pufera ,,Assay Diluent RDIN“ i 50 pL
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standarda ili odgovarajuéeg uzorka i sve skupa inkubirali tijekom 2 sata na sobnoj temperaturi
kako bi se svaki prisutan misji VEGF vezao za imobilizirano protutijelo. Nakon toga, sadrzaj
svake jazice isprali smo 5 puta s po 200 pL puferom za ispiranje kako bi se uklonile nevezane
komponente te smo u svaku jazicu dodali po 100 uL peroksidazom obiljezenog poliklonalnog
protutijela specifi¢nog za misji VEGF. Nakon druge inkubacije u trajanju od 2 sata na sobnoj
temperaturi, ponovno je slijedilo ispiranje mikroplo¢e 5 puta kako bismo uklonili sva
nevezana enzimom-obiljezena protutijela. Zatim se u jazice dodaje po 100 pL otopine
supstrata i ponovno inkubira 30 minuta na sobnoj temperaturi zasti¢eno od svjetla pri ¢emu
enzimska reakcija stvara plavo obojeni produkt. Po isteku inkubacije dodaje se 100 pL stop
otopine u svaku jazicu pri cemu plavo obojeni produkt postaje zuto obojen. Intenzitet nastalog
zutog obojenja proporcionalan je s koli¢inom misSjeg VEGF-a vezanog na pocetku.
Vrijednosti apsorbancije uzoraka ocitali smo pri 450 nm na mikroc¢itacu iEMS Reader MF,
tvrtke Labsystems , uz korekciju valne duljine pri 540 nm. Kao standard koristili smo 500
pg/mL misji VEGF standard iz kita pripremljenog sa ,,Calibrator Diluent RD5T* puferom u
rasponu koncentracija od 0 do 250 pg/mL. Iz standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o
koncentraciji standardne otopine VEGF-a odredena je jednadzba pravca. Koriste¢i Lambert-
Beerov zakon (4 = log (P,/P) = ¢ x b x ¢), iz jednadZbe pravca izracunali smo vrijednosti
trazenih koncentracija VEGF-a u ispitivanim uzorcima te smo ih iskazali kao pg/mL. Uzorci
koji su bili razrijedeni prije same analize kod kona¢nog izra¢una koncentracije pomnozeni su
s faktorom razrjedenja, a svi uzorci su radeni u triplikatu. Najmanja granica detekcije misjeg

VEGF-a obic¢no je manja od 3,0 pg/mL (uzorci ispod te vrijednosti smatrani su negativnim).
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3.2.11.2. ELISA odredivanje koncentracije MMP-2 i MMP-9

Koristili smo ELISA test za odredivanje promjene razine MMP-2 i MMP-9 u
nadtalogu tumorskih stanica, tumorskim stanicama i stanicama makrofaga ascitesa u misSa
nositelja EAT-a. Razinu MMP-2 i MMP-9 odredili smo pomoc¢u ELISA kita Mouse MMP-2
ELISA Kit i Mouse MMP-9 ELISA Kit proizvoda¢a Chongqing Biospes Co., Ltd, Biospes,
(Kina) prema uputama proizvodaca. Ova metoda temelji se na sendvi¢ ELISA tehnici. Anti-
MMP-2 ili anti-MMP-9 poliklonalna protutijela prethodno su nanesena na plo¢icu od 96
jazica. Biotin konjugirana anti-MMP-2 i1 anti-MMP-9 poliklonalna protutijela koriste se za
otkrivanje vezanih metaloproteinaza. Ukratko, nadtalog tumorskih stanica i tumorske stanice
razrijedili smo 2 puta s puferom za razrjedivanje uzoraka/standarda iz kita, dok samo stanice
makrofaga ascitesa koristili nerazrijedene. U mikrotitarsku plocu s 96 jazica dodali smo 100
uL standarda ili odgovaraju¢eg uzorka i sve skupa inkubirali tijekom 90 minuta na 37 °C
kako bismo omogucili vezanje MMP-2 ili MMP-9 za imobilizirano protutijelo. Nakon toga,
uklonili smo sadrzaj svake jazice i dodali smo 100 pL radnu otopinu biotinom
konjugirano/vezano anti-misje MMP-2 ili MMP-9 protutijelo u sve jazice i ponovno
inkubirali na 37 °C tijekom 60 minuta. Zatim smo sadrzaj svake jazice isprali 3 puta s
puferom za ispiranjem iz kita te smo u svaku dodali 100 puL radne otopine avidin-biotin-
peroksidaza kompleksa (ABC) i sve zajedno inkubirali na 37 °C tijekom 30 minuta. Sadrzaj
svake jazice smo zatim isprali 5 puta s puferom za ispiranje kako bismo uklonili nevezane
konjugate te u svaku dodali 90 pL otopine 3,3°,5,5 -tetrametilbenzidin (TMB) supstrata radi
vizualizacije HRP enzimske reakcije i stvaranja plavo obojenog produkta uz inkubaciju na 37
°C tijekom 20 minuta u mraku. Po isteku inkubacije dodaje se 100 pL stop otopine u svaku
jazicu budu¢i da HRP katalizira TMB pri nastaje plavo obojeni produkt koji postaje Zuto
obojen nakon dodatka zakiseljene stop otopine. Intenzitet nastalog Zzutog obojenja
proporcionalan je s koli¢inom misjeg MMP-2 ili MMP-9 vezanog na pocetku. Vrijednosti
apsorbancije uzoraka ocitali smo pri 450 nm na mikroc¢itacu Microplate reader Model 550,
tvrtke Bio-Rad. Kao standard koristili smo 10 000 pg/mL miSjeg MMP-2 ili MMP-9
standarda iz kita pripremljenog s puferom za razrjedivanje uzorka/standarda u rasponu
koncentracija od 0 do 5 000 pg/mL. Iz standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o
koncentraciji standardne otopine MMP-2 ili MMP-9 odredena je jednadZzba pravca. Koristeci
Lambert-Beerov zakon (4 = log (P,/P) = ¢ x b x ¢), iz jednadZbe pravca izracunali smo

vrijednosti trazenih koncentracija MMP-2 ili MMP-9 u ispitivanim uzorcima te smo ih
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iskazali kao pg/mL. Uzorci koji su bili razrijedeni prije same analize kod konacnog izracuna
koncentracije pomnozeni su s faktorom razrjedenja, a svi uzorci su radeni u triplikatu.
Osjetljivost ovog ELISA kita za odredivanje koncentracije misjeg MMP-2 je < 10 pg/mL, dok
je za MMP-9 < 20 pg/mL.

3.2.11.3. ELISA odredivanje koncentracije COX-2

Koristili smo ELISA test za odredivanje promjene razine COX-2, takoder poznate i
kao prostaglandin G/H sintaze 2 (PGHS2) u talogu tumorskih stanica, stanicama makrofaga
ascitesa bez stimulacija i s 1 pg/mL LPS stimulacijom te u LPS-stimuliranim (1 pg/mL)
makrofazima slezene u misa nositelja EAT-a. Razinu misjeg COX-2 odredili smo pomocu
ELISA kita Human/Mouse Total COX-2, proizvodaca R&D Systems Europe, Ltd. (UK)
prema uputama proizvodaca. Ova metoda temelji se na sendvi¢ ELISA tehnici gdje se
imobilizirana vezujuéa protutijela specificno veze za COX-2. Nakon ispiranja nevezanog
materijala, biotin vezano detekcijsko protutijelo koje je specificno za COX-2 koristi se za
otkrivanje vezanih proteina koristenjem konjugata streptavidin-HRP. Priprema mikroplocice s
96 jazica izvrSena je dodavanjem 100 pL PBS-om razrijedenog vezujuéeg protutijela (cx=2,0
pg/mL) po jaZici nakon cega je slijedila inkubacija na sobnoj temperaturi preko no¢i. Prije
dodavanja 300 pL pufera za blokiranje u svaku jazicu i ponovne inkubacije 1-2 sata na sobnoj
temperaturi, sadrzaj svake jazice potrebno je isprati 3 puta s puferom za ispiranjem. Po
zavrsetku inkubacije sadrzaj svake jazice ispran je 3 puta sa puferom za ispiranje nakon cega
je mikroplocica spremna za dodavanje uzoraka. Talog tumorskih stanica razrijedili smo 2 puta
s puferom za razrjedivanje uzoraka/standarda, dok smo stanice makrofaga ascitesa sa i bez
LPS stimulacije te LPS stimulirane makrofage slezene koristili u orginalu. U jaZzice je dodano
po 100 pL uzorka ili standarda te je sve skupa inkubirano tijekom 2 sata na sobnoj
temperaturi, nakon ¢ega je sadrzaj svake jazice ispran 3 puta s puferom za ispiranje. Zatim je
u svaku jazicu dodano 100 pL razrijedenog detekcijskog protutijela (600 ng/mL) i sve skupa
inkubirano 2 sata na sobnoj temperaturi, nakon cega je slijedilo ponovno ispiranje jazica (3X).
Nakon ispiranja, u svaku jazicu dodano je 100 pL razrijedenog Streptavidin-HRP konjugata
(1:200) te sve ponovno inkubirano tijekom 20 minuta na sobnoj temperaturi zasticeno od
svjetla. Prije dodavanja otopine supstrata (100 uL) u svaku jaZicu 1 ponovne inkubacije 20

minuta na sobnoj temperaturi, plo€ica je isprana 3 puta sa puferom za ispiranje. Nakon zadnje
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inkubacije nastaje plavo obojeni produkt, koji postaje Zuto obojen nakon dodatka zakiseljene
stop otopine (50 pL) u svaku jazicu (Tablica 14). Intenzitet nastalog Zutog obojenja
proporcionalan je s koli¢inom misjeg COX-2 vezanog na pocetku. Vrijednosti apsorbancije
uzoraka ocitali smo pri 450 nm na mikrocitacu iIEMS Reader MF, tvrtke Labsystems, uz
korekciju valne duljine pri 540 nm. Kao standard koristili smo 120 ng/mL ukupnog COX-2
standarda iz kita svjeze pripremljenog s puferom za razrjedivanje uzorka/standarda u rasponu
koncentracija od 0 do 10 000 pg/mL.

Iz standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji standardne COX-2 otopine
odredena je jednadzba pravca. Koriste¢i Lambert-Beerov zakon (4 = log (Po/P) = ¢ x b x ¢),
iz jednadzbe pravca izraCunali smo vrijednosti trazenih koncentracija COX-2 u ispitivanim
uzorcima te smo ih iskazali kao pg/mL. Uzorci koji su bili razrijedeni prije same analize kod
konac¢nog izracuna koncentracije pomnozeni su s faktorom razrjedenja, a svi uzorci su radeni

u triplikatu.

Tablica 14. Priprema otopina za odredivanje koncentracije COX-2

Vrsta otopine Priprema otopina
Pufer za ispiranje 0,05 % Tween 20 u PBS-u, pH 7,2-7,4
Pufer za blokiranje 1 % BSA + 0,05 % NaNs u PBS-u, pH 7,2-7,4

Pufer za razrjedivanje wuzoraka 1|1 mM EDTA + 0,5 % Triton x-100 u PBS-u, pH 7,2-

pripremu standarda 7,4

Pufer za razrjedivanje detekcijskog i | 1 % BSA u PBS-u, pH = 7,2-7,4; 0,2 um profiltriran
Streptavidin-HRP protutijela

0,05 M fosfat-citratni pufer 25,7 mL 0,2 M Na;HPO4 + 24,3 mL 0,1 M limunska
kiselina, podesiti pH= 5,0 te nadopuniti do 100 mL
sa dH20

Otopina supstrata (TMB) 1 mg TMB-au 1 mL DMSO + 9 mL 0,05 M fosfat-

citratnog pufera + 2 puL svjezeg 30 % H20>

Stop otopina 1 M HoSO4
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3.2.12. Odredivanje koncentracije Th1/Th2/Th17 citokina iz nadtaloga
tumorskih stanica

Koristili smo ELISA test za odredivanje koncentracije Th1/Th2/Th17 citokina iz
nadtaloga tumorskih stanica u misa nositelja EAT-a. Razinu mis§jeg Th1/Th2/Th17 citokina
odredili smo pomocu ELISA kita ,Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokines Multi-Analyte
ELISArray Kit“, proizvodaca, QIAGEN Gmbh (Njemacka) prema uputama proizvodaca.
Supernatant tumorskih stanica razrijedili smo 2 puta s puferom za razrjedivanje uzoraka.
Neposredno prije upotrebe otopiti antigenske (citokinske) standarde na ledu tijekom 20
minuta, vorteksirati i lagano promijesati. U jednoj Eppendorf epruveti napravi se koktel
koncentriranih antigen standarda koji sadrzi svih 12 standarda tako $to se pipetira 10 pL
svakog standarda u 880 pL pufera za razrjedivanje uzoraka. Radna otopina koktela
antigenskih standarda dobije se tako da se koncentrirana otopina antigen standarda razrijedi 5
puta s puferom za razrjedivanje uzoraka. U svaku jazicu 96 mikroploCice dodati 50 pL
»Assay pufera viSekanalnom pipetom. U red A (negativna kontrola) dodaje se redom u sve
jazice 50 uL pufera za razrjedivanje uzoraka, dok se u red H dodaje 50 pL radne otopine
koktela antigen standarda. Razrjedeni uzorci supernatanta tumorskih stanica dodaju se po 50
uL u preostale redove B, C, D, E, F 1 G nakon Cega se cijela mikroplocica inkubira tijekom 2
sata na sobnoj temperaturi. U svaku epicu detekcijskog protutijela dodaje se 855 pL ,,Assay*
pufera i dobro promijesa. Nakon zavrSene inkubacije mikroplocice, izlije se sadrzaj svih
jazica i ispere se 3 puta s puferom za ispiranje uz lagano i1 kratko mijeSanje. U redove A do H
dodaje se po 100 pL odgovaraju¢eg razrijedenog detekcijskog protutijela, lagano
promijesamo par sekundi i inkubiramo tijekom 60 minuta na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku
inkubacije, ponovi se postupak ispiranja mikroploCice 3 puta s puferom za ispiranje, te se
zatim u svaku jazicu dodaje 100 pL razrijedenog avidin-HRP konjugata, lagano promijesa i
inkubira narednih 30 minuta na sobnoj temperaturi bez prisustva svjetlosti. Nakon toga
ponovno se ispire mikroplo€ica 4 puta sa puferom za ispiranje uz lagano mijeSanje te se u
svaku jazicu doda 100 pL otopine za razvijanje (engl. Development solution) i inkubira 15
minuta na sobnoj temperaturi zasti¢eno od svjetla pri cemu dolazi do pojave plavog obojenja
u jazicama (Tablica 16). Na kraju se dodaje 100 uL stop otopine u svaku jazicu pri cemu
nastaje Zuto obojenje. Intenzitet nastalog Zutog obojenja proporcionalan je s kolicinom misjih

Th1/Th2/Th17 citokina vezanih na pocetku. Vrijednosti apsorbancije uzoraka ocitali smo pri
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450 nm na mikrocitacu iEMS Reader MF, tvrtke Labsystems, uz korekciju valne duljine pri
540 nm. Za svaki antigen (citokin), oduzela se je ocitana vrijednost apsorbancije od
apsorbancije negativne kontrole, radi dobivanja korigirane vrijednosti apsorbancije te su
ujedno pomnozene s faktorom razrjedenja uzorka. Svi uzorci radeni su u duplikatu. Granica

detekcije svakog pojedinog citokina je koncentracija izvedena iz standardne krivulje koja

odgovara srednjoj vrijednosti apsorbancije kontrolnog antigena + 2 standardne devijacije (n =

16) (Tablica 1

5).

Tablica 15. Granice detekcije koncentracija Th1/Th2/Th17 citokina

CITOKINI

IL-2

IL-4 | IL-5 | IL-6 | IL-10

IL-12

IL-13

IL-17A

IL-23

IFN-y

TNF-a

TGF-p1

(pg/mL)

24,2

32,8 | 36,1 | 58,8 | 59,4

21,1

34,6

83,3

67,2

39,0

30,5

85,4

Tablica 16. Priprema otopina za odredivanje koncentracija Th1/Th2/Th17 citokina

Vrsta otopine

Priprema otopina

Pufer za ispiranje 1X

50 mL pufera za ispiranje (10X) + 450 mL dH.0

»Assay buffer”

uzoraka)

(pufer za analizu | 0,6 mL 10% BSA + do 30 mL ,,Assay Buffer Stock®,

drzati na sobnoj temperaturi

Pufer za razrjedivanje uzoraka

2 mL 10% BSA + 18 mL stock pufera za
razrjedivanje uzoraka

Avidin-HRP konjugat

od svjetla!

11 pL Avidin-HRP konjugata u 11 mL , Assay*

pufera, pripremiti neposredno prije upotrebe, zastititi
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3.2.13. Odredivanje ekspresije enzima Arg-1, iNOS i COX-2 Western blot
tehnikom

3.2.13.1. Priprema uzoraka za Western blot analizu i izvodenje gel elektroforeze

Uzeti 100 mL uzorka i dodati 50 uL PAGE pufera te sve skupa kratko vorteksirati, a
zatim staviti 5 minuta na termostat Dri-Block, DB-2D, tvrtke Techne na temperaturu od 95 °C
radi denaturacije proteina. Nakon toga uzorci se nanose na 12 % SDS-PAGE gel (Natrij
dodecil sulfat - poliakrilamidni gel za elektroforezu) koji je stavljen u kadicu za elektroforezu
Novex™ XCell™ SureLock™ Mini-Cell, tvrtke Invitrogen™ sa SDS-MOPS puferom za
elektroforezu 1X. U prvu jazicu gela stavljen je standard PAGE pufera (5 pL), dok u
preostale jazice stavljamo po 10 pL denaturiranog uzorka te se nadolije pufera za
elektroforezu u katodni i anodni prostor kadice za elektroforezu. Radi ujednacenijeg kretanja
uzoraka tijekom elektroforeze, u unutarnji (katodni) prostor same kadice za elektroforezu
dodali smo 500 pL antioksidansa te prikljucili na izvor istosmjerne struje uredaja Power pac
200, tvrtke Bio-Rad pri naponu od 150 V tijekom 55 minuta dok plava boja standarda ne dode
1-2 cm od ruba gela. PVDF (poliviniliden difluoridne) membrane veli¢ine 9 x 6 cm za svaki
pojedini gel namocili smo prethodno u metanol (99,8 % p. a.) tijekom par minuta, a zatim
smo ponovno na same membrane dodali hladnog 1X transfer pufera i ostavili stajati 10

minuta na platformskoj njihalici 3013 tvrtke GFL.

3.2.13.2. Prijenos uzoraka na PVDF membrane i imunoloska detekcija

Nakon zavrSene elektroforeze uzoraka, napravili smo mokri prijenos gelova, tako Sto
smo gelove izvadili iz plasticnog okvira, odrezali gornji dio gela s jazicama i donji dio ispod
linije standarda. U kazetu za transfer poslozili smo po redu u tzv. “sendvic* strukturu:
namoc¢enu spuzvicu u transfer puferu 1X, namocen filter papir, odrezani gel s uzorcima,
namocenu PVDF membranu, namocen filter papir i ponovno namocenu spuzvicu te prije
zatvaranja kazete za transfer istisnuli zaostale mjehuri¢e zraka izmedu gela i membrane. Tada
se zatvorena kazeta za transfer prebaci u jedinicu za transfer TRANS BLOT ™ CELL, tvrtke
Bio-Rad.
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Buduéi da su proteini negativno nabijeni, kreu se prema pozitivhom anodnom
(crvenom) polu jedinice za transfer, pa se stoga ona strana kazete s PVDF membranom okrene
prema pozitivhom polu (anoda), a gelovi prema negativnom polu (katoda). Prijenos gelova na
PVDF membrane vrsi se pri 150 V, 4 °C tijekom 60 minuta s puferom za transferom 1X uz
konstantno hladenje. Nakon zavrSenog prijenosa proteina na membrane, membrane se izvade
iz kazeta 1 inkubiraju s 1X PVDF puferom za blokiranje tijekom 30 minuta uz lagano
mijeSanje na platformskoj njihalici 3013 tvrtke GFL. Membrane se zatim kratko jedanput
isperu s 0,05 % TBST puferom. Neposredno prije samog dodavanja primarnih protutijela na
membrane, pripreme se njihova odgovarajuéa razrjedenja: Arg-1(1:500), iNOS (1:250) 1 B-
aktin (1:250) sa 0,05 % TBST puferom. Pripremljena primarna protutijela nanose se direktno
na svaku pojedinu membranu i drze tijekom 60 minuta, na sobnoj temperaturi uz lagano
mijeSanje na platformskoj njihalici 3013 tvrtke GFL nakon Cega se svaka membrana ispire 3
puta po 5 minuta s TBST puferom uz mijeSanje na platformskoj njihalici 3013 tvrtke GFL.
Sekundarno protutijelo IgG HRP (1:5000) pripremljeno s 0,05 % TBST puferom inkubira se
sa membranom tijekom iduc¢ih 60 minuta na sobnoj temperaturi uz mijeSanje na platformskoj
njihalici 3013 tvrtke GFL, zatim se membrane ispiru 3 puta po 5 minuta sa 0,05 % TBST
puferom, jedanput s 1X TBS otopinom tijekom 5 minuta na sobnoj temperaturi te lagano sa
staniCevinom obriSe gornja povrSina membrana. Analiza uzoraka na membrani visi se uz
dodatak 5 mL luminiscencijskog reagensa na membranu tijekom 2-3 minute na sobnoj
temperaturi, nakon Cega se taj reagens lagano ukloni staniCevinom s membrane u kazeti za
razvijanje filma, prekrije s prozirnom folijom i lagano sa stanicevinom preko folije istisnu se
zaostali mjehuri¢i zraka na membrani. U tamnoj komori bez prisustva svjetlosti na membranu
u kazeti za razvijanje filma stavi se RTG film i inkubira se u mraku tijekom 3-5 minuta na
sobnoj temperaturi. Po zavrSetku inkubacije, iz kazete za razvijanje filma izvadi se RTG film
s membrane te se RTG film razvija prvotno u otopini razvija¢a uz mijeSanje do 20 sekundi, a
zatim isto tako u otopini fiksira, nakon ¢ega se ispire u destiliranoj vodi i1 posusi na zraku

(Tablica 17).
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Tablica 17. Priprema otopina za Western blot tehniku

Vrsta otopine

Priprema otopina

Pufer za lizu uzoraka

0,4 M Tris-HCI pH 6,8 (4,8 g Tris baze u 50 mL
dH>O) + 5 g SDS (5 %), podesiti pH = 6,8 s HCI +
20 mL glicerola + do 100 mL dH>O

Osnovna otopina pufera za transfer

(TB) 10X

30,28 g Tris baze + 144,13 g glicina + 1000 mL ultra
¢iste vode; Cuvati na temperaturi od 20 £+ 3 °C

Radna otopina pufera za transfer (TB)

1X

100 mL osnovne otopine TB 10X + 100 mL MeOH
(98 %) + 800 mL ultra Ciste vode; ¢uvati na
temperaturi od 5 £ 3 °C

TBS otopina, pH =7,4

8,77 g NaCl (150 mM) + 6,0 g Tris baze (50 mM) +
1000 mL ultra ¢iste vode, pH podesiti dodatkom HCI
(aq) na pH = 7,4; Cuvati na temperaturi od 20 + 3 °C

0,05 % TBST otopina

0,5 mL Tween 20 + 999,5 mL TBS otopine

SDS-MOPS radna otopina pufera 1X

50 mL NuPage SDS-MOPS pufer za elektroforezu
(10X) + 950 mL ultra Ciste vode

PVDF
blokiranje 1X

radna otopina pufera za

100 mL PVDF osnovne otopine za blokiranje (5x) +

400 mL ultra ¢iste vode

Luminiscencijski reagens

10 mL otopine A + 10 mL otopine B iz kita

Radna otopina razvijata RTG filma

1,25 L dH.O + 1L komponenta A + 0,25 L

komponenta B, dobro izmijesati

Radna otopina fiksira RTG filma

2L dH,0 + 0,5 L fiksira, dobro izmijesati

3.2.14. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza je provedena pomoc¢u STATISTICA 12 programa (StatSoft, Tulsa, OK, USA),

a statistiCka to¢nost odredena je s P < 0,05. Svi rezultati izraZzeni su kao srednja vrijednost +

standardna devijacija (SV £ SD) i/ili standardna pogreska (SV + SP). Podaci su analizirani

pomocu Kruskal-Wallis ANOVA-a testa. Daljnja analiza razlika izmedu skupina napravljen je

viSestrukom komparacijom srednjih vrijednosti svih skupina.
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§4. REZULTATI

4.1. PROTUTUMORSKI UCINAK FENOLNIH KISELINA

Poznato je da najmanje tri razlicita patoloSka dogadaja mogu prouzrociti ascites: (a)
smanjena limfna drenaza iz peritonealne Supljine uzrokovana opstrukcijom limfnih zila sa
stanicama tumora; (b) povecana propusnost (hiperpermeabilnost) kapilara peritonealne
Supljine; 1 (¢) angiogeneza.

Reaktivne vrste kisika (ROS) povezane su s mnogobrojnim ulogama stanice poput
proliferacije 1 diferencijacije stanica, apoptoze i1 angiogeneze. ROS su klju¢ne signalne
molekule koje igraju vaznu ulogu u progresiji upalnih poremecaja, ukljucujuéi i nastanak
raka. Oksidacijski stres i kroni¢ne upale su najkriti¢niji ¢imbenici koji utjeCu na razvoj
priblizno 15-20 % malignih oboljenja u svijetu. Nadalje, ROS moZe potaknuti lucenje
najmoc¢nijeg angiogenog c¢imbenika VEGF-a u mnogim vrstama stanica 1 inducirati
proliferaciju, nakupljanje tekucine (ascitesa), migraciju, reorganizaciju citoskeleta i stvaranje
novih krvnih Zila, kao i pokretanje diferencijacije M2 makrofaga i makrofaga pridruZenih
tumoru (TAMs) koji takoder doprinose tumorskoj angiogenezi. Stoga je napredovanje tumora
u izravnoj korelaciji s tumorskom angiogenezom i njegovom sposobno$¢u metastaziranja.
Medutim, pokazalo se je da antioksidativna terapija blokira diferencijaciju TAMs i
tumorogenezu u misjim modelima raka. Stoga bi povecanje M1 tumorocidne djelotvornosti
TAMs; 1 blokiranje M2 tumorske aktivnost TAMs moglo biti klju¢no u inhibiciji angiogeneze

te inhibiciji rasta tumora.

Kako bismo utvrdili protutumorski ucinak fenolnih kiselina (galne, kafeinske i
taninske kiseline) primijenjenih u razli¢itim dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg
tijekom izvodenja pokusa pratili smo kako se mijenja tjelesna masa tumora u Zivotinjama,
prezivljenje samih obradenih skupina u odnosu na EAT kontrolu. Takoder, analizirali smo
prikupljeni ukupni volumen peritonealne tekucine (ascitesa) nakon Zrtvovanja samih Zivotinja
kao 1 ukupan broj stanica koji se nalazi u njemu, te napravljena je diferencijalna analiza

stanica uzetih iz peritonealne tekucine.
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4.1.1. Promjena tjelesne mase tumora

Pra¢enjem promjene tjelesne mase tijekom perioda obrade miSeva s pojedinim
fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg dobili smo uvid u
brzinu rasta mase tumora odnosno volumena ascitesa kod pojedine skupine, pri ¢emu je rast
tumora izra¢un kao postotak (%) u odnosu na pocetnu masu tumora unutar skupine. Rezultati
pracenja promjene mase tumora kod miSeva koji su obradeni fenolnim kiselinama tijekom 10
dana prikazani su na Slici 37. Kod vec¢ine skupina ukljucujuéi i kontrola do 3. dana zamijecen
je blagi linearni pad tjelesne mase, osim kod GA 40 mg/kg i GA 80 mg/kg gdje je vidljiv
blagi linearni porast u odnosu na dan injiciranja EAT stanica u trbusnu Supljinu. Tijekom
idu¢ih 2 dana (do 5. dana) kod svih skupina vidljivo je povecanje tjelesne mase koje je
nastavljeno sve do 14. dana (dana zrtvovanja zivotinja). Kod obradenih skupina u odnosu na
kontrolu dobitak na tjelesnoj tezini od 3. do 5. dana je nesto sporiji, da bi se od do 14. dana
priblizile tjelesnoj tezini kontrole. Obradene skupine GA 80 mg/kg i CA 80 mg/kg imaju istu
tjelesnu masu 14. dana i ujedno najsporiji i najnizi porast tjelesne mase, dok TA 10 mg/kg
pokazuje najveci porast tjelesne mase u odnosu na kontrolu u smislu da je tjelesna tezina te
skupine veca od postignute mase same kontrole. Tjelesne mase misSeva ostalih skupina GA 40
mg/kg, CA 40 mg/kg i TA 5 mg/kg takoder su se do 14. dana priblizile vrijednosti tjelesne
mase kontrole, ali su i dalje ostale ispod njene najvise postignute vrijednosti. Sto se tice
tjelesne mase miSeva koji su obradeni s fenolnim kiselinama nakon 5. dana svaki drugi dan
(Slika 38) do 3. dana vidljiva je blaga stagnacija i gubitak tjelesne mase kod vec¢ine skupina,
osim kod CA 80 mg/kg gdje dolazi do blagog rasta tjelesne mase. U narednom periodu sve do
14. dana kod svih skupina dolazi do porasta tjelesne mase, s time da nijedna obradena skupina
ne prelazi vrijednost tjelesne mase same kontrole. Promjena mase tumora kod kontrole iznosi

25 % tijekom 14 dana, a najveci prirast tjelesne mase ima TA 5 mg/kg u odnosu na kontrolu.
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Slika 37. Promjene mase tumora u miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim
kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=10) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su
ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 1/ili 80 mg/kg te 5 i1/ili 10 mg/kg tijekom 10 dana.

Rast mase tumora izrazen je kao % u odnosu na pocetnu masu miseva unutar skupine.
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Slika 38. Promjene mase tumora u miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim
kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=10) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni
su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5. dana
svaki drugi dan. Rast mase tumora izrazen je kao % u odnosu na pocetnu masu miSeva unutar

skupine.
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4.1.2. Prezivljenje Zivotinja

Ucinak fenolnih kiselina u dozama od 40 1/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg na misSeve
nositelje EAT-a istrazili smo prac¢enjem vremenskog perioda prezivljenja zivotinja §to je
prikazano u Tablici 18, Slika 39. Obrada miseva s GA 80 mg/kg tijekom 10 dana pokazuje
najbolje rezultate u smislu povecanja zivotnog vijeka (% ILS,) za 30,27 %, dok je najmanje
povecanje zivotnog vijeka kod skupine TA 10 mg/kg i iznosi svega 4,72 %. Kod obradenih
skupina CA 40 mg/kg i TA 5 mg/kg vidljiv je bolji ucinak prezivljenja zivotinja nego kod
primjene njihovih dvostrukih doza, za razliku od primjene galne kiseline gdje je bolji % ILS-a
s 80 mg/kg nego s 40 mg/kg. Sto se tide prezivljenja miseva kod obrade od 5. dana svaki
drugi dan (Tablica 19, Slika 40) kada je tumor u uznapredovaloj fazi rasta bolji rezultati
ostvareni su kada je primijenjena dvostruka koncentracija svih navedenih fenolnih kiselina, s
time da je najbolji uc¢inak ostvaren s CA 80 mg/kg gdje je % ILS-a 52,93 %. U ovom slucaju
najmanje povecanje zivotnog vijeka bilo je kod primjene TA 5 mg/kg i iznosilo je -2,44 %.
Ako se medusobno usporede rezultati oba dva nacina obrade Zivotinja onda proizlazi da je
primjena kafeinske kiseline puno viSe ucinkovitija kod obrade u napredovaloj fazi rasta

tumora, dok je primjena galne i taninske kiseline djelotvornije u ranijoj fazi razvoja tumora.
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Tablica 18. PreZivljenje miSeva s Ehrlichovim ascitesnim tumorom nakon obrade s

fenolnim Kkiselinama 10X svaki dan.

Raspon Srednja Broj
Skupina ? preZivljenja vrijednost prezivielih
(dani) preZivljenja % T/C" % ILS ¢ Zivotinja
(dani)

EAT kontrola 1625 19,29 / / 0
GA 40 mg/kg 14-67 22,42 116,23 16,23 ]
GA 80 mg/kg 14-60 25,13 130,32 30,27 2
CA 40 mg/kg 16-67 22,5 116,67 16,64 1
CA 80 mg/kg 16-44 21,67 112,35 12,32 1
TA 5 mg/kg 14-67 23,93 124,10 24,05 1
TA 10 mg/kg 1626 20,20 104,74 472 5

@ Misevi (N=10-15) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u

dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom 10 dana.

b %% = (%) x 100 %; T - srednja vrijednost vremena preZivljenja obradene skupine

zivotinja; C - srednja vrijednost vremena preZivljenja kontrolne skupine Zivotinja.

0 ILS = (—) x 0; postotak poveéanja Zivotnog vijeka (% ; T - srednja
© %ILS = (=) x 100 % k ka (% ILS); T d

vrijednost vremena prezivljenja obradene skupine zivotinja; C - srednja vrijednost vremena

prezivljenja kontrolne skupine Zivotinja.

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —

taninska kiselina.
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Slika 39. Kaplan-Meyer krivulje preZivljenja miSeva nositelja EAT-a obradenih s

fenolnim kiselinama 10X svaki dan. Misevi (N=10-15) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
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obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom

10 dana. Nema statisticke znacajnosti izmedu pojedinih skupina i kontrolne skupine.

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —

taninska kiselina.
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Tablica 19. PreZivljenje miSeva s Ehrlichovim ascitesnim tumorom nakon obrade s

fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan.

Raspon Srednja Broj
Skupina ? preZivljenja vrijednost preZivjelih
(dani) preZivljenja % T/C" % ILS © Zivotinja
(dani)

EAT Kontrola 16-25 19,29 / / 0
GA 40 mg/kg 17-25 20,73 107,47 7,47 0
GA 80 mg/kg 14-56 22,92 118,86 18,82 0
CA 40 mg/kg 14-67 27,08 140,40 40,38 >
CA 80 mg/kg 17-67 29,50 152,96 52,93 >
TA 5 mg/kg 15-23 18,82 97,58 2,44 0
TA 10 mg/kg 17-23 19,90 103,19 3,16 0

@ Misevi (N=10-15) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u

dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg od 5. dana svaki drugi dan.

b %% = (%) x 100 %; T - srednja vrijednost vremena prezivljenja obradene skupine

zivotinja; C - srednja vrijednost vremena prezivljenja kontrolne skupine zivotinja.
¢ %ILS = (T;CC) x 100 %; postotak povecanja zivotnog vijeka (% ILS); T - srednja

vrijednost vremena prezivljenja obradene skupine zivotinja; C - srednja vrijednost vremena

prezivljenja kontrolne skupine Zivotinja.

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —

taninska kiselina.
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Slika 40. Kaplan-Meyer Kkrivulje preZivljenja miSeva nositelja EAT-a obradenih s

fenolnim Kkiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=10-15) nakon unosa EAT stanica
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(2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10
mg/kg od 5. dana svaki drugi dan. Nema statisticke znacajnosti izmedu pojedinih skupina i

kontrolne skupine.

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —

taninska kiselina.

4.1.3. Ukupni volumen peritonealne tekucine

Prilikom analize volumena ascitesa vidljivo je da je doslo do njegovog smanjenja u

peritonealnoj Supljini kod svih obradenih skupina u odnosu na kontrolu koje su obradene
tijekom 10 dana, s time da je najveca redukcija peritonealne tekucine kod skupine obradene s
CA 80 mg/kg (P < 0,01), zatim kod GA 40 mg/kg (P < 0,01) i CA 40 mg/kg (P < 0,05) u
odnosu na kontrolu (Slika 41), dok je najmanje smanjenje volumena peritonealne tekucine
kod zivotinja koje su obradene s TA 5 mg/kg tijekom 10 dana. Takoder, statisticke razlike
utvrdene su i1 izmedu obradenih skupina: CA 80 mg/kg u odnosu na GA 80 mg/kg (P <0,01) 1
TA 5 mg/kg (P < 0,01) tijekom uzastopne obrade zivotinja.
S druge strane, najveée smanjenje volumena peritonealne tekucine kod Zivotinja koje su
obradene s fenolnim kiselinama pocevsi od 5. dana svaki drugi dan pokazala je primjena CA
40 mg/kg (P < 0,001) u odnosu na kontrolu, iako je i kod drugih obradenih skupina vidljiva
statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu: GA 80 mg/kg (P < 0,01) te GA 40 mg/kg i CA
80 mg/kg (P < 0,05). I kod ovog nacina obrade Zivotinja vidljivo je da postoje razlike i
izmedu samih obradenih skupina: GA 80 mg/kg (P < 0,05) i CA 40 mg/kg (P < 0,01) u
odnosu na TA 5 mg/kg te CA 40 mg/kg u odnosu na TA 10 mg/kg (P < 0,05) (Slika 42).
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Slika 41. Ukupni volumen ascitesa u peritonealnoj Supljini miSeva nositelja EAT-a
obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. Misevi (N=7) nakon unosa EAT stanica
(2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10
mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statistiCka znacajnost
obradene skupine u odnosu na kontrolu: CA 40 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05); GA 40 mg/kg
vs KONTR. (**P < 0,01); CA 80 mg/kg vs KONTR. (***P < 0,001) i izmedu obradenih
skupina: CA 80 mg/kg vs GA 80 mg/kg (**P < 0,01); CA 80 mg/kg vs TA 5 mg/kg ("™P <
0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 42. Ukupni volumen ascitesa u peritonealnoj Supljini miSeva nositelja EAT-a
obradenih s fenolnim Kkiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=7) nakon unosa EAT
stanica (2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili
10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je
statisticka znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: GA 40 mg/kg vs KONTR. (*P
<0,05); CA 80 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05); GA 80 mg/kg vs KONTR. (**P < 0,01); CA
40 mg/kg vs KONTR. (***P < 0,001) i izmedu obradenih skupina: GA 80 mg/kg vs TA 5
mg/kg (P < 0,05); CA 40 mg/kg vs TA 10 mg/kg (*P < 0,05); CA 40 mg/kg vs TA 5 mg/kg
("™P <0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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4.1.4. Ukupni broj stanica u peritonealnoj tekucini

Analiza odredivanja ukupnog broja stanica u peritonealnoj tekucini ukazuje da je
srednja vrijednost broja stanica statisticki znacajno smanjena kod primjene doza GA 40
mg/kg (P <0,05) te CA 40 mg/kg i CA 80 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,001) (Slika 43)
tijekom 10 dana obrade miSeva. Statisticki znacajne razlike postoje i izmedu obradenih
skupina gdje CA 40 mg/kg i CA 80 mg/kg imaju znacajno manje stanica od GA 80 mg/kg (P
<0,05)1 TA 10 mg/kg (P < 0,05).
Smanjenje broja stanica u peritonealnoj Supljini kod obradenih skupina podudara se sa
smanjenjem volumena peritonealne tekuéine. Statisticki znacajne razlike kod obrade Zivotinja
u uznapredovaloj fazi rasta tumora postoje i prilikom smanjenja broja stanica u peritonealnoj
Supljini u odnosu na kontrolu kod skupina GA 40 mg/kg, CA 80 mg/kg (P < 0,05); zatim kod
CA 40 mg/kg (P <0,01) te GA 80 mg/kg (P < 0,001) kao §to je prikazano u Slici 44.
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Slika 43. Ukupni broj stanica u peritonealnoj tekuéini miSeva nositelja EAT-a obradenih
s fenolnim Kkiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=5-7) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom
10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statistiCka znacajnost obradene
skupine u odnosu na kontrolu: GA 40 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05); CA 40 mg vs KONTR;
CA 80 mg/kg vs KONTR. (***P < 0,001) 1 izmedu obradenih skupina CA 40 mg/kg vs GA
80 mg/kg; CA 80 mg/kg vs GA 80 mg/kg (*P < 0,05); CA 40 mg/kg vs TA 10 mg/kg; CA 80
mg/kg vs TA 10 mg/kg (®P <0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 44. Ukupni broj stanica u peritonealnoj tekuéini miSeva nositelja EAT-a obradenih
s fenolnim Kkiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=5-7) nakon unosa EAT stanica
(2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10
mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je
statisticka znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: GA 40 mg/kg vs KONTR.; CA
80 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05); CA 40 mg/kg vs KONTR. (**P < 0,01); GA 80 mg/kg vs
KONTR. ( ***P < 0,001).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreSka; SD — standardna

devijacija.
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§ 4. Rezultati

4.1.5. Diferencijalna analiza stanica iz peritonealne tekucine

Diferencijalnom analizom stanica iz peritonealne tekucine miSeva nositelja EAT
nisu uocene statistiCke znacajne razlike u odnosu na kontrolu (P < 0,05) u postotnom udjelu
tumorskih stanica, limfocita, neutrofila i eozinofila. UoCeno je poveéanje stanica makrofaga
kod svih obradenih skupina u odnosu na kontrolu, s time da je najvece povecanje broja
makrofaga i statisticki znacajno (P < 0,05) vidljivo kod primjene GA 80 mg/kg tijekom 10
dana (Tablica 20, Slika 45). Medutim, broj bazofila smanjuje se kod svih obradenih skupina u
odnosu na kontrolu, s time da je statisticki zna¢ajno smanjenje uoc¢eno kod primjene TA 5
mg/kg 1 TA 10 mg/kg tijekom 10 dana. Znacajno povecanje postotnog udjela makrofaga u
odnosu na GA 80 mg/kg (P < 0,05) doslo je prilikom obrade miSeva s TA 5 mg/kg. U Tablici
21, Slici 46 prikazani su rezultati diferencijalne analize stanica iz peritonealne tekucine
dobiveni obradom miSeva od 5. dana svaki drugi dan. Tu je vidljivo da manji broj obradenih
skupina ima povecanje broja stanica makrofaga u odnosu na kontrolu, ali je zato njihovo
povecanje u pravilu znatno veée nego kod obrade tijekom 10 dana. Najveée povecanje
postotnog udjela makrofaga nalazi se kod skupine GA 40 mg/kg u odnosu na kontrolu.
Znacajno povecanje postotnog udjela makrofaga uoceno je kod skupine TA 5 mg/kg u odnosu
na GA 80 mg/kg (P < 0,05). Statisticki znac¢ajno povecanje broja tumorskih stanica uoceno je
kod CA 40 mg/kg u odnosu na CA 80 mg/kg i GA 40 mg/kg (P < 0,05), dok je kod svih
ostalih skupina uoc¢eno njihovo smanjenje u odnosu na kontrolu. Kod skupina GA 80 mg/kg i
TA 5 mg/kg uoc€eno je smanjenje postotnog udjela makrofaga u odnosu na GA 40 mg/kg (P <
0,05). Statisticki znacajno povecanje broja neutrofila zapazeno je kod TA 5 mg/kg u odnosu

na GA 40 mg/kg (P <0,01).
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Tablica 20. U¢inak fenolnih kiselina na diferencijalnu analizu stanica u peritonealnoj

tekucini miSeva nositelja EAT-a obradenih 10X svaki dan.

Diferencijalna analiza stanica u ascitesu (X £ SP)

Skupine®
Tumorske | Limfociti | Makrofagi | Neutrofili | Bazofili | Eozinofili
stanice (%) (%) (%) (%) (%) (%)
EAT
kontrola | 73,75+3,57 | 0,38+0,24 | 11,00£1,79 | 12,50+3,34 | 2,00+0,54 | 0,38+0,24
GA 40
mg/kg 66,63+9,58 | 0,38+0,24 | 12,63+2,95 | 18,63+£9,73 | 1,13+0,66 | 0,63+0,31
GA 80
mg/kg 55,63+4,74 | 0,63+0,47 | 37,53+4,59" | 5,25+1,45 | 0,38+0,24 | 0,63+0,24
CA 40
mg/kg 60,63+4,84 | 0,75+0,25 | 24,38+6,56 | 10,13+4,79 | 0,63+0,24 | 2,75+0,83
CA 80
mg/kg 66,63+5,25 | 0,63+0,24 | 24,13+6,96 | 5,00+3,39 | 0,75+0,48 | 2,88+0,52
TAS
mg/kg 64,75£3,71 | 0,25+0,25 | 12,00+0,91* | 20,75+3,82 | 0,00+0,00" | 0,5040,50
TA 10
mg/kg 74,14£3,71 | 0,21£0,15 | 14,14%1,10 | 10,43+3,02 | 0,07+0,07" | 1,0041,00

@ MiSevi (N=7) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u

dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao

SV+SP.

* Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (*P < 0,05);

* Statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na GA 80 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —

taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SD — standardna pogreska.
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Tablica 21. U¢inak fenolnih kiselina na diferencijalnu analizu stanica u peritonealnoj

tekucini miSeva nositelja EAT-a obradenih 4X svaki drugi dan.

Diferencijalna analiza stanica u ascitesu (X = SP)

Skupine®

Tumorske | Limfociti | Makrofagi | Neutrofili | Bazofili | Eozinofili

stanice (%) (Y0) (Y0) (Y0) (%) (Y0)
EAT
kontrola 73,75+£3,57 | 0,38+0,24 | 11,00+1,79 | 12,504+3,34 | 2,00+0,54 | 0,38+0,24
GA 40
mg/kg 50,63+3,78 | 0,25+0,14 | 44,50+£3,61° | 6,25+2,32 | 0,25+0,14 | 1,50+0,46
GA 80
mg/kg 71,00+£3,69 | 0,38+0,24 | 10,13+£2,01* | 17,00+3,90 | 0,75+0,32 | 0,75+0,32
CA 40
mg/kg 76,00+1,68*4 | 0,00+0,00 | 12,50+1,74 | 11,13+2,07 | 0,25+0,14 | 0,13+0,13
CA 80
mg/kg 49,88+6,03 | 0,75+0,60 | 33,50+8,13 | 13,00+6,06 | 1,50+0,65 | 1,38+0,90
TAS
mg/kg 56,8144,12 | 0,44+0,20 | 10,94+1,92*% | 31,31+2,92** | 0,25+0,13 | 0,25+0,19
TA 10
mg/kg 55,31£3,61 | 0,69+0,38 | 21,38+3,28 | 21,44+4,13 | 0,56+0,33 | 0,63+0,63

@ Misevi (N=7) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u
dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su
prikazani kao SV£SP.

* Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (*P < 0,05);

AStatisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na CA 80 mg/kg (*P < 0,05);

* Statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na GA 40 mg/kg (*P < 0,05; **P <0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —

taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SD — standardna pogreska.
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7 CA 40 mg/kg-10X0-,
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Slika 45. Diferencijalna analiza stanica u peritonealnoj teku¢ini misa nositelja EAT-a (kontrola) i obradenih skupina (GA 40 mg/kg i 80

mg/kg; CA 40 mg/kg i 80 mg/kg; TA 5 mg/kg i 10 mg/kg) tijekom 10 dana (May Griinwald i Giemsa 1 000 X)

| TA10 m‘lo
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§ 4. Rezultati

CA 80 mg/kg-4X, 2=,

B
TA 10 mg/kg-4X, #=, h g ) 0 EAT IR.\'TROIﬁ"—«‘

Slika 46. Diferencijalna analiza stanica u peritonealnoj tekuéini misa nositelja EAT-a (kontrola) i obradenih skupina (GA 40 mg/kg i 80

mg/kg; CA 40 mg/kg i 80 mg/kg; TA 5 mg/kg i 10 mg/kg) nakon 5. dana svaki drugi dan (May Griinwald i Giemsa 1 000 X)
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4.2. PROTUUPALNI UCINAK FENOLNIH KISELINA

Upalni procesi ¢esto su povezani s kroni¢nim oboljenjima kod ljudi i zivotinja medu
koje izmedu ostalog ubrajamo i pojavu raka i njegovu sposobnost metastaziranja buduci da
dolazi do naruSavanja ravnoteze izmedu oksidacijskog stresa izazvanog sve vecom
proizvodnjom reaktivnih vrsta kisika i/ili dusika i antioksidativne zastite koju nam pruzaju
prirodni spojevi polifenola. Takvi spojevi ne samo da smanjuju trenutni upalni proces u
organizmu, ve¢ dugoro¢no gledano sudjeluju u prevenciji brojnih drugih bolesti ponasajuci se
kao vazni bioloSki imunomodulatori. Vazna znacajka polifenolnih sastavnica je njihovo
imunomodulacijsko djelovanje, posebice nespecificna aktivacija makrofaga te pojacano
lu€enje razlicitih citokina kojima Stite organizam u cijelosti kako od gubitka homeostaze tako
1 od pojave malignih oboljenja. Smatra se da luenjem litickih enzima, reaktivnih oblika
kisika (H20) i1 dusika (NO) te ¢imbenika tumorske nekroze (TNF-a) izravno citotoksi¢no
djeluju prema tumorskim stanicama. Prema dosadaSnjim istrazivanjima polifenolne sastavnice
uzrokuju proliferaciju splenocita, povecavaju izrazaj IFN-y, IL-2 i IL-6 u splenocitima,
stimuliraju proizvodnju NO i TNF-a u peritonealnim makrofazima te povecavaju sposobnost
fagocitiranja. Uz makrofage, limfociti takoder mogu luciti protutumorske citokine poput
TNF-a, IFN-y kako bi inhibirali proliferaciju tumorskih stanica i1 inducirali njihovu apoptozu.
Citokini IFN-y, IL-12, te interferon-inducibilni protein 10 (IP-10) mogu inhibirati
angiogenezu in vivo ili in vitro. IL-12 1 IFN-y takoder reguliraju izrazaj VEGF tumora.
Makrofagi su kljucni regulatori imunosnog odgovora na tumor te svojim citokinima aktiviraju
pomocnicke 1 citotoksicne limfocite T koji oslobadanjem svojih citokina poti¢u aktivnost ne
samo ostalih makrofaga vec¢ i stanica NK, te limfocita Ti B.

Takoder, u brojnim kancerogenim stanjima pokazalo se je da postoji pojacano luc¢enje enzima

COX-2 ¢ijom se inhibicijom smanjuju simptomi upale i boli.

Stoga ¢e nam kao pokazatelji upalnog odnosno protuupalnog ucinka fenolnih
kiselina u angiogenezi posluziti analize mjerenja hematoloskih i biokemijskih parametara u
punoj krvi 1 serumu, ukljuuju¢i broj leukocita, diferencijalne analize stanica u krvi, C-
reaktivnog proteina i enzima, zatim mjerenje razine Th1/Th2/Th17 citokina dobivenih iz
nadtaloga tumorskih stanica, pra¢enjem promjene koncentracije COX-2 u stimuliranim i
nestimuliranim makrofagima ascitesa te stanicama tumora kao i mjerenje mase unutarnjih

organa (bubrega, jetre i slezene) nakon Zrtvovanja.
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§ 4. Rezultati

4.2.1. HematoloSki pokazatelji u krvi

Analizom hematoloskih i biokemijskih parametara krvi miSeva koji su obradeni s
fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom 10 dana te
nakon 5. dana svaki drugi dan htjeli smo usporediti koji nacin obrade miSeva viSe dovodi do
promjena u sastavu krvi, ali 1 pojave stvaranja reaktivnih i toksi¢nih metabolita nakon
primjene odgovaraju¢ih doza. Od hematoloSkih parametara odredili smo ukupan broj
eritrocita (E), leukocita (L) u perifernoj krvi uzetoj iz pazduSnog spleta krvnih Zila, zatim
hemoglobin (Hgb), hematokrit (Het), prosjecni volumen eritrocita (MCYV), prosjecnu
koli¢inu hemoglobina u eritrocitima (MCH), prosje¢nu koncentraciju hemoglobina u
eritrocitima (MCHC), raspodjelu eritrocita po veli¢ini (RDW), broj trombocita (Trc) te
prosjecan volumen trombocita (MPV) (Tablice 22-23). Takoder je odreden i1 udio svih
leukocitnih stanica (monocita/makrofaga, limfocita, neutrofila, eozinofila i bazofila).

Kod obrade miSeva s fenolnim kiselinama tijekom 10 dana uoceno je da kod svih obradenih
skupina dolazi do povecanja broja eritrocita, osim kod skupine obradene s TA 5 mg/kg gdje je
vidljivo statisticki znaCajno smanjenje broja eritrocita u odnosu na GA 40 mg/kg (P < 0,05)
(Tablica 22). To smanjenje broja eritrocita kod skupine TA 5 mg/kg podudara se sa
statistiCkim znacajnim smanjenjem udjela hemoglobina (P < 0,01) i hematokrita (P < 0,05) u
odnosu na GA 40 mg/kg. Statisticki znacajno smanjenje prosjecne koncentracije hemoglobina
u eritrocitima vidljivo je kod skupine TA 5 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,05). Sto se tice
promjene broja leukocita kod obradenih skupina nije uocena statisticki znacajna razlika u
odnosu na kontrolu ili izmedu obradenih skupina, ali vidljivo je da gotovo kod svih skupina
dolazi do njihovog povecanja u odnosu na kontrolu, osim kod skupine CA 40 mg/kg gdje
dolazi do smanjenja broja leukocita. U Tablici 23 prikazani su rezultati obrade miSeva
fenolnim kiselinama 4 puta svaki drugi dan gdje zapravo nije uocena nikakva statisticka
znacajnost iako je vidljivo poveéanje broja leukocita, eritrocita, hemoglobina i hematokrita
kod obradenih skupina. Kod analize diferencijalne krvne slike miSeva obradenih 10 puta
uoceno je statisticko smanjenje broja eozinofila kod TA 5 mg/kg u odnosu na kontrolu (P <
0,05) (Tablica 24), dok kod obrade miSeva 4 puta svaki drugi dan nisu uocene nikakve
statistiCki znaCajne razlike (Tablica 25). Nadalje, u svim obradenim skupinama Zivotinja
vidljivo je povecanje apsolutnog broja limfocita i monocita tijekom obrade 10 dana (Slika
47), dok je kod obrade zivotinja svaki drugi dan vidljivo povecanje broja neutrofila (Slika 48)

iako u oba slucaja ne postoje statisticki znacajne razlike.
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Tablica 22. U¢inak fenolnih kiselina na hematolo$ke pokazatelje u krvi miSeva nositelja EAT-a obradenih 10X svaki dan.

Skupine? Hematoloski pokazatelji (X + SP)
L E Hgb Hct MCV MCH MCHC RDW Trc MPV
(10°/ L) (10"*/L) | (g/L) (L/L) (fL) (rg) (g/L) (%) (10°/L) (fL)
EAT
kontrola | 5,48+295 | 7,08+0,39 | 112,95+5,20 | 0,37+0,02 | 104,75+0,46 | 31,95+0,34 | 610,50+5,32 | 14,23+0,56 | 1262,504+240,70 | 8,70+3,33
GA 40
mg/kg 13,77£2,64 | 9,05+0,45 | 144,45+7,15 | 0,48+0,02 | 105,40+1,38 | 32,00+0,29 | 606,50+5,50 | 13,80+0,68 | 1461,00+£26,71 12,78+4,10
GA 80
mg/kg 8,33+3,36 | 7,58+0,43 | 121,40£7,40 | 0,40+0,02 | 106,30+1,17 | 32,00+0,42 | 602,00+4,32 | 15,00+0,37 | 1081,00+319,15 5,63+0,40
CA 40
mg/kg 4,82+0,77 | 7,62+0,38 | 120,85+5,64 | 0,40+0,02 | 105,15+0,85 | 31,75£0,25 | 603,50+4,99 | 14,25+1,39 | 1115,00+297,39 | 5,49+0,17
CA 80
mg/kg 18,40+5,66 | 7,77€1,08 | 121,80«15,81 | 0,41+0,05 | 106,30+1,63 | 31,45+0,31 | 592,00+4,83 | 17,15£1,24 | 1397,50+154,37 | 8,97+3,48
TAS
mg/kg 19,90+£5,21 | 5,90+0,44°* | 85,00+6,45** | 0,32+0,02* | 107,60+0,98 | 28,75+0,30 | 535,00+8,23* | 11,20+0,35 | 743,50£105,56 6,25+0,31
TA 10
mg/kg 6,75£1,61 | 7,98+0,32 | 126,75+5,19 | 0,42+0,02 | 104,60+1,18 | 31,80+0,22 | 608,50+4,92 | 13,70+0,23 | 1234,50+139,14 | 5,36+0,24

aMisevi (N = 4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom
10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP.

* Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (*P < 0,05);

* Statisti¢ki znacajno razli¢ito u odnosu na GA 40 mg/kg (*P < 0,05); (**P <0,01).

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; L. — leukociti; E — eritrociti; Hgb — hemoglobin; Het — hematokrit;
MCYV — prosjecni volumen eritrocita; MCH — prosje¢na koli¢ina hemoglobina u eritrocitima; MCHC — prosjecna koncentracija hemoglobina u
eritrocitima; RDW — raspodjela eritrocita po veliCini; Tre —trombociti; MPV — prosjeCan volumen trombocita; SV — srednja vrijednost; SP —
standardna pogreska.
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§ 4. Rezultati

Tablica 23. U¢inak fenolnih kiselina na hematoloSke pokazatelje u krvi miSeva nositelja EAT-a obradenih 4X svaki drugi dan.

Skupine? HematoloSki pokazatelji (X = SP)
L E Hgb Hct MCV MCH MCHC RDW Tre MPV
(10°/ L) (10%*/L) | (g/L) /L)y | ({L) (rg) (g/L) (%) (10° /L) (fL)
EAT
kontrola | 5,48+2,95 | 7,08+0,39 | 112,95+5,20 | 0,37+0,02 | 104,75+0,46 | 31,95+0,34 | 610,50+5,32 | 14,23+0,56 | 1262,50+240,70 | 8,70+3,33
GA 40
mg/kg 13,35¢7,01 | 8,80+0,26 | 137,70+3,47 | 0,45+0,02 | 102,30+1,90 | 31,35+0,36 | 613,00+16,66 | 15,20+1,70 | 1560,50+120,08 | 5,86+0,10
GA 80
mg/kg 7,08+3,25 | 8,58+0,26 | 135,80+4,85 | 0,45+0,01 | 104,00+0,79 | 31,65+0,21 | 608,50+4,43 | 13,80+0,61 | 1735,00+£232,92 | 9,06+3,64
CA 40
mg/kg 5,52+1,29 | 8,12+0,38 | 127,80+5,40 | 0,42+0,02 | 104,15+1,95 | 31,45+0,40 | 605,50+3,86 | 13,78+0,59 | 1922,00+179,08 | 5,36+0,14
CA 80
mg/kg 6,75+2,32 | 7,73+0,78 | 121,50+10,49 | 0,40+0,03 | 103,85+2,05 | 31,65+0,66 | 608,50+0,96 | 14,43+0,94 | 1929,00+270,81 | 8,04+2,68
TAS
mg/kg 4,79+1,42 | 7,47+0,48 | 120,80+7,46 | 0,40+0,02 | 107,40+2,16 | 32,40+0,31 | 602,67+7,51 | 14,70+0,81 | 1676,00+64,84 | 9,48+3,91
TA 10
mg/kg 9,1742,62 | 8,42+0,23 | 134,45+4,15 | 0,44+0,01 | 104,40+0,47 | 31,95+0,22 | 611,50+2,50 | 14,95+0,41 | 1325,50+193,10 | 9,20+3,94

@ Misevi (N = 4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon

5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Nema statisticke znacajnosti izmedu pojedinih skupina i1 kontrolne skupine.

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; L. — leukociti; E — eritrociti; Hgb — hemoglobin; Hct —
hematokrit; MCV — prosjecni volumen eritrocita; MCH — prosjecna koli¢ina hemoglobina u eritrocitima; MCHC — prosje¢na koncentracija
hemoglobina u eritrocitima; RDW — raspodjela eritrocita po veli¢ini; Tre —trombociti; MPV — prosjecan volumen trombocita; SV — srednja
vrijednost; SP —standardna pogreska.
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Tablica 24. U¢inak fenolnih Kkiselina na diferencijalnu krvnu sliku u miSeva nositelja

EAT-a obradenih 10X svaki dan.

Diferencijalna krvna slika (X + SP)

Skupine?

Limfociti Monociti Neutrofili Bazofili Eozinofili

(%) (%) (%) (%) (%)

EAT kontrola 36,80+17,60 | 10,33+4,83 | 47,11+22,61 2,94+1,10 2,79+1,25
GA 40 mg/kg 24,38+45,50 | 5,13+1,78 68,90+4,19 1,09+0,47 0,51+0,09
GA 80 mg/kg 46,78+14,17 | 27,08+17,80 | 22,79+13,54 1,98+1,02 1,41+0,39
CA 40 mg/kg 76,00+£8,26 | 16,47+8,01 4,68+2,07 1,41£1,09 1,4440,13
CA 80 mg/kg 31,48+13,24 | 6,61«£1,96 | 60,70+12,70 | 0,79+0,22 0,43+0,15
TA 5 mg/kg 25,5545,63 | 11,38+5,98 | 62,80+9,81 0,03+0,03 | 0,25+0,16*
TA 10 mg/kg 50,05+9,91 5,58+3,01 40,83+13,76 | 2,14+1,26 1,40+0,20

@ Misevi (N = 4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u
dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 1/ili 10 mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao
SV+SP.

* Statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu (*P < 0,05).

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; SV —

srednja vrijednost; SP — standardna pogreska.
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§ 4. Rezultati

Tablica 25. U¢inak fenolnih kiselina na diferencijalnu krvnu sliku u miSeva nositelja

EAT-a obradenih 4X svaki drugi dan.

Diferencijalna krvna slika (X + SP)

Skupine?

Limfociti Monociti Neutrofili Bazofili Eozinofili

(%) (%) (%) (%) (%)

EAT kontrola 36,80+17,60 | 10,33+4,83 | 47,11+22,61 2,94+1,10 2,79+1,25
GA 40 mg/kg 61,28+17,25 | 4,07«£1,62 | 28,32+15,55 | 5,71+3,48 0,61+0,24
GA 80 mg/kg 30,33+17,76 | 5,72+1,33 59,87+19,56 | 2,03%1,05 2,05+0,84
CA 40 mg/kg 33,93+13,25 | 6,37+£2,37 | 55,41+17,44 1,76+0,42 2,52+1,83
CA 80 mg/kg 36,55+15,68 | 8,47+4,42 | 52,15£17,38 1,54+1,15 1,32+0,40
TA 5 mg/kg 34,10£13,32 | 15,35+£7,26 | 49,06+20,41 0,15+0,08 1,34+0,29
TA 10 mg/kg 42,23+14,21 | 5,54£1,92 | 50,40+16,47 | 0,74+0,33 1,08+0,55

@ Migevi (N = 4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u
dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 1/ili 10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su
prikazani kao SV£SP. Nema statistiCke znacajnosti izmedu pojedinih skupina i kontrolne

skupine.

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; SV —

srednja vrijednost; SP — standardna pogreska.
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§ 4. Rezultati

4.2.2. Biokemijski pokazatelji u serumu

Od biokemijskih parametara analizirali smo sljede¢e enzime: aspartat
aminotransferazu (AST), alanin aminotransferazu (ALT), laktat dehidrogenazu (LDH) i
amilazu (AMS) (Tablice 26-27), zatim od proteina, metabolita i supstrata odredili smo C-
reaktivni protein (CRP), glukozu (GLU), ureju i ukupni bilirubin (Tablice 28-29).

Pratec¢i biokemijske parametre utvrdili smo da nema statisticki znacajne razlike u aktivnosti
enzima u krvi kod obradenih skupina tijekom 10 dana u odnosu na kontrolu iako je kod
ve¢ine obradenih skupina doSlo do povecanja koncentracije aspartat aminotransferaze, a
istovremeno do smanjenja koncentracije alanin aminotransferaze, laktat dehidrogenaze i
amilaze u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 26). Kod obrade miSeva nakon 5. dana svaki
drugi dan takoder nisu uocene statistiCke znacajne razlike, iako je vidljivo da kod veceg broja
obradenih skupina dolazi do povecanja koncentracija veéine enzima u odnosu na kontrolu
(Tablica 27). Kod biokemijske analize proteina, metabolita i supstrata takoder nisu uocene

statistiCke znacajne razlike niti kod jednog nacina obrade zivotinja (Tablice 28-29).
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Tablica 26. U¢inak fenolnih kiselina na enzimske biokemijske pokazatelje u krvi miSeva

nositelja EAT-a obradenih 10X svaki dan.

Skupine?

Biokemijski pokazatelji-enzimi (X + SP)

AST (U/L)

ALT (U/L)

LDH (U/L)

Amilaza (U/L)

EAT kontrola

421,25+43,27

381,25+109,02

12672,50+1865,48

3077,50£142,16

GA 40 mg/kg

416,25+66,75

286,25+113,27

9345,00+1808,70

2733,75+197,87

GA 80 mg/kg

480,00+134,09

160,00+42,75

9819,00+£3564,51

2458,00+143,67

CA 40 mg/kg

416,67+83,48

269,17+138,81

8249,17+3156,50

2970,83+152,25

CA 80 mg/kg

476,67+85,85

276,67+138,60

10348,33+2690,87

2950,004+371,36

TA 5 mg/kg

461,25+87,66

665,00+£157,99

10827,50+2327,21

2410,00+31,82

TA 10 mg/kg

484,62+88,53

231,15+48,90

6426,54+405,92

2838,08+136,95

@ MiSevi (N = 4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u

dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 1/ili 10 mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao

SV£SP. Nema statisticke znacajnosti izmedu pojedinih skupina i kontrolne skupine.

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; AST —

aspartat aminotransferaza; ALT — alanin aminotransferaza; LDH — laktat dehidrogenaza; SV

— srednja vrijednost; SP — standardna pogreska.
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Tablica 27. U¢inak fenolnih kiselina na enzimske biokemijske pokazatelje u krvi miSeva

nositelja EAT-a obradenih 4X svaki drugi dan.

Skupine? Biokemijski pokazatelji-enzimi (X + SP)

AST (U/L) ALT (U/L) LDH (U/L) Amilaza (U/L)

EAT Kkontrola | 421,25+4327 | 381,25£109,02 | 12672,50+1865,48 | 3077,50+142,16

GA 40 mg/kg | 598,75+132,07 | 922,50+151,72 | 12773,75+2824,48 | 3132,50+365,00

GA 80 mg/kg | 545,00+174,24 | 1338,75+632,80 | 17973,75+8338,11 | 3095,00+568,94

CA 40 mg/kg | 392,50+86,81 | 406,25+281,45 8118,75+£3206,97 3320,00+79,69

CA 80 mg/kg | 431,67+121,81 | 451,67+£361,67 9480,00+4747,43 | 3531,67+352,72

TA S mg/kg 593,75+68,29 | 1221,25+221,42 | 14648,75+1457,53 | 2516,25+£301,26

TA 10 mg/kg | 475,00£78,61 | 683,75+193,20 | 10385,00+1787,02 | 3335,00+223,55

@ Migevi (N = 4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u
dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 1/ili 10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su
prikazani kao SV+SP. Nema statistiCke znacajnosti izmedu pojedinih skupina i kontrolne

skupine.

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; AST —
aspartat aminotransferaza; ALT — alanin aminotransferaza; LDH — laktat dehidrogenaza; SV

— srednja vrijednost; SP — standardna pogreska.
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Tablica 28. Uc¢inak fenolnih kiselina na metabolite, proteine i supstrate u krvi miseva

nositelja EAT-a obradenih 10X svaki dan.

Biokemijski pokazatelji — proteini, metaboliti i supstrati
(X +SP)

Skupine? CRP GLU UREJA b[ljlll(ll'llf)bliil

(mg/ L) (mmol/ L) (mmol/L) (mmol /L)
EAT kontrola 0,38+0,13 4,00+0,58 5,50+0,35 0,00+0,00
GA 40 mg/kg 0,75+0,60 5,25+1,45 4,13+0,38 0,00+0,00
GA 80 mg/kg 0,00+0,00 4,10+0,37 7,00+0,50 1,00+1,00
CA 40 mg/kg 0,25+0,11 7,67+1,53 4,83+0,67 0,83+0,83
CA 80 mg/kg 0,00+0,00 3,67+0,44 6,83+0,33 1,67+1,67
TA 5 mg/kg 0,38+0,13 4,75+0,32 6,25+0,75 1,25+1,25
TA 10 mg/kg 0,31+0,07 4,54+0,49 6,00+0,78 2,31+0,72

@ Misevi (N = 4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u
dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao

SV£SP. Nema statistiCke znacajnosti izmedu pojedinih skupina 1 kontrolne skupine.

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; CRP — C-
reaktivni protein; GLU — glukoza; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska.
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Tablica 29. Uc¢inak fenolnih kiselina na metabolite, proteine i supstrate u krvi miseva

nositelja EAT-a obradenih 4X svaki drugi dan.

Biokemijski pokazatelji — proteini, metaboliti i supstrati
X+ SP)

Skupine? CRP GLU UREJA b[ljlll(ll'llf)bli;l

(mg/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
EAT kontrola 0,38+0,13 4,00+0,58 5,50+0,35 0,00+0,00
GA 40 mg/kg 0,38+0,13 8,13+0,90 6,88+0,90 1,25+1,25
GA 80 mg/kg 0,38+0,13 4,88+1,39 6,38+1,77 1,25+1,25
CA 40 mg/kg 0,38+0,13 8,13+2,19 6,50+0,79 1,25+1,25
CA 80 mg/kg 0,33+0,17 9,00+3,06 6,17+0,93 3,33+1,67
TA 5 mg/kg 0,25+0,14 4,25+0,95 7,50+0,74 3,75+2,39
TA 10 mg/kg 0,38+0,13 3,25+0,25 5,75+0,92 2,50+1,44

@ Misevi (N = 4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u
dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su
prikazani kao SV£SP. Nema statistiCke znacajnosti izmedu pojedinih skupina i kontrolne

skupine.

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; CRP — C-
reaktivni protein; GLU — glukoza; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska.
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4.2.3. Promjena mase unutarnjih organa

Pra¢enjem promjene mase organa bubrega, jetre i slezene kod skupina obradenih
tijekom 10 dana uoceno je njihovo smanjenje u odnosu na kontrolu, s time da je ta pojava
najvise izrazena kod jetre, a najmanje kod slezene (Slika 51). Statisticki znacajno smanjenje
mase bubrega u odnosu na kontrolu uoceno je kod CA 80 mg/kg (P < 0,05), a kod jetre i
slezene kod GA 80 mg/kg (P < 0,05). Slicna pojava smanjenja mase organa vidljiva je i kod
miseva koji su obradeni fenolnim kiselinama od 5. dana svaki drugi dan (Slika 52). Najvece
smanjenje mase svih organa vidljivo je kod skupine GA 40 mg/kg u odnosu na kontrolu kod
obrade zivotinja svaki drugi dan, dok se kod obrade zivotinja tijekom 10 dana to odnosi na

skupinu GA 80 mg/kg za jetru te TA 5 mg/kg za bubreg i slezenu.
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Slika 49. Promjene mase organa (bubreg, jetra i slezena) nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=7) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom
10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statistiCka znacajnost obradene
skupine u odnosu na kontrolu: bubreg CA 80 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05); jetra GA 80
mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05); slezena GA 80 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05) 1 izmedu
obradenih skupina: slezena CA 40 mg/kg vs GA 80 mg/kg (**P < 0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —

taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska.
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Slika 50. Promjene mase organa (bubreg, jetra i slezena) nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=7) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5.
dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statistiCka znacajnost
obradene skupine u odnosu na kontrolu: bubreg GA 40 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05) i
izmedu obradenih skupina: bubreg CA 80 mg/kg vs GA 40 mg/kg (*P < 0,05); bubreg CA 80
mg/kg vs TA 5 mg/kg (®P < 0,05); jetra CA 80 mg/kg vs TA 5 mg/kg (®P < 0,05); slezena
CA 80 mg/kg vs TA 5 mg/kg (®P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —

taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska.
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4.2.4. Koncentracija ciklooksigenaze 2 (COX-2) u uzorcima

4.2.4.1. Koncentracija COX-2 u LPS stimuliranim makrofagima ascitesa

Rezultati odredivanja koncentracije COX-2 u LPS stimuliranim makrofagima
ascitesa pokazuju znacajno smanjenje koncentracije COX-2 kod TA 5 mg/kg u odnosu na
kontrolu (P < 0,05), kod TA 5 mg/kg u odnosu na GA 80 mg/kg (P < 0,05) 1 TA 5 mg/kg u
odnosu na CA 40 mg/kg (P < 0,05) tijekom 10 dana obrade tumora (Slika 51) premda je i kod
ostalih obradenih skupina zamijeéeno smanjenje koncentracije COX-2 u odnosu na kontrolu.
Sli¢no opazanje uoceno je i1 prilikom obrade Zivotinja 4X svaki drugi dan gdje je znacajno
niza koncentracija COX-2 uocena kod TA 5 mg/kg (P < 0,05) i CA 80 mg/kg (P < 0,01) u
odnosu na kontrolu te izmedu obradenih skupina CA 80 mg/kg u odnosu na GA 40 mg/kg (P
< 0,05) sto je prikazano u Slici 52.
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Slika 51. Koncentracija COX-2 u LPS stimuliranim makrofagima ascitesa miSeva
nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon
unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80
mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je
statisticka znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 5 mg/kg vs KONTR. (*P <
0,05) i izmedu obradenih skupina: TA 5 mg/kg vs GA 80 mg/kg (*P < 0,05), TA 5 mg/kg vs
CA 40 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 52. Koncentracija COX-2 u LPS stimuliranim makrofagima ascitesa miSeva
nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=3)
nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili
80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao
SV+£SP. Prikazana je statisticka znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 5
mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05); CA 80 mg/kg vs KONTR. (**P < 0,01) i izmedu obradenih
skupina: CA 80 mg/kg vs GA 40 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.

Martina Kun§ti¢ Doktorska disertacija 179



§ 4. Rezultati

4.2.4.2. Koncentracija COX-2 u nestimuliranim makrofagima ascitesa

U uzorcima nestimuliranih makrofaga ascitesa odredena je koncentracija COX-2
ELISA metodom iz ¢ega je vidljivo da dolazi do smanjenja koncentracije COX-2 kod TA 5
mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,05) te TA 5 mg/kg u odnosu na CA 80 mg/kg (P < 0,05)
nakon dugotrajne obrade tumora (10X) (Slika 53). Vrijednosti koncentracija COX-2 smanjene
su i prilikom obrade tumora 4X svaki drugi dan kod svih obradenih skupina, s time da je
statistiCki znacajno smanjenje koncentracije COX-2 vidljivo jedino kod TA 10 mg/kg (P <
0,05)1 TA 5 mg/kg (P < 0,01) u odnosu na kontrolu sto je prikazano na Slici 54.
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Slika 53. Koncentracija COX-2 u nestimuliranim makrofagima ascitesa miSeva nositelja
EAT-a obradenih s fenolnim Kkiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT
stanica (2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili
10 mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statisticka
znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 5 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05) 1
izmedu obradenih skupina: TA 5 mg/kg vs CA 80 mg/kg (P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 54. Koncentracija COX-2 u nestimuliranim makrofagima ascitesa miSeva nositelja
EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=3) nakon unosa
EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5
i/ili 10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je
statisticka znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 10 mg/kg vs KONTR. (*P
<0,05); TA 5 mg/kg vs KONTR. (**P <0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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§ 4. Rezultati

4.2.4.3. Koncentracija COX-2 u tumorskim stanicama

Na Slici 55 prikazani su rezultati mjerenja koncentracije COX-2 u tumorskih
stanicama izoliranim iz ascitesa iz kojih je vidljivo da ne postoje nikakve znacajne razlike
izmedu kontrole i obradenih skupina iako dolazi do smanjenja koncentracije COX-2 u
obradenim skupinama u odnosu na kontrolu. Prilikom obrade miSeva 4X svaki drugi dan
uoceno je da dolazi do znac¢ajnog smanjenja koncentracije COX-2 u tumorskim stanicama kod

TA 5 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,05) (Slika 56).
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Slika 55. Koncentracija COX-2 u stanicama tumora miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom

10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Nema statisticke znacajnosti izmedu pojedinih

skupina i kontrolne skupine.

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —

taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 56. Koncentracija COX-2 u stanicama tumora miSeva nositelja EAT-a obradenih

s fenolnim Kkiselinama 4X svaki drugi dan. MisSevi (N=3) nakon unosa EAT stanica

(2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10

mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je

statisticka znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 5 mg/kg vs KONTR. (*P <

0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —

taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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§ 4. Rezultati

4.2.5. Koncentracija Th1/Th2/Th17 citokina u nadtalogu tumorskih stanica

Izmjerene vrijednosti koncentracije Th1/Th2/Th17 citokina u uzorcima nadtaloga
tumorskih stanica ukazuju na znacajno smanjenje koncentracije interleukina 6 (IL-6) kod
skupine obradene s CA 40 mg/kg u odnosu na TA 5 mg/kg (P < 0,05) kao i interleukina 10
(IL-10) kod skupine obradene s CA 40 mg/kg u odnosu na GA 40 mg/kg (P <0,05)1 TA S
mg/kg (P < 0,05) tijekom 10 dana obrade zivotinja (Slika 57).
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Slika 57. Koncentracije Th1/Th2/Th17 citokina u nadtalogu tumorskih stanica miSeva
nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon
unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80
mg/kg te 5 1/ili 10 mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV + SP. Prikazana je
statistiCka znacajnost izmedu obradenih skupina: IL-6 za CA 40 mg/kg vs TA 5 mg/kg ("P <
0,05); IL-10 za CA 40 mg/kg vs GA 40 mg/kg (*P < 0,05); IL-10 za CA 40 mg/kg vs TA 5
mg/kg ("P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; IL — interleukin; IFN-y — interferon y; TNF-a — ¢imbenik tumorske
nekroze a; TGF-p1 — transformiraju¢i ¢imbenik rasta f1; SV — srednja vrijednost; SP —

standardna pogreska.
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§ 4. Rezultati

S druge strane, vidljivo je veci broj statisticki znacajnih promjena u koncentracijama
Th1/Th2/Th17 citokina kod skupina koje su krenule s obradom od 5. dana i tretirane su svaki
drugi dan. Tako je uoc¢eno povecanje razine interleukina 2 (IL-2) kod skupina GA 40 mg/kg i
CA 40 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,05), zatim povecanje razine interleukina 5 (IL-5)
kod skupina GA 40 mg/kg, GA 80 mg/kg i CA 80 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,05),
povecanje razine interleukina 6 (IL-6) kod skupine GA 80 mg/kg u odnosu na kontrolu (P <
0,05) te interleukina 23 (IL-23) kod skupine GA 80 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,01)
(Slika 58). Takoder, uoceno je znacajno smanjenje razine IL-23 kod skupine TA 51 10 mg/kg
u odnosu na GA 80 mg/kg (P < 0,05) kao i smanjenje razine TNF-a za GA 80 mg/kg u
odnosu na TA 5 mg/kg (P < 0,05).
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Slika 58. Koncentracije Th1/Th2/Th17 citokina u nadtalogu tumorskih stanica miSeva
nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. MisSevi (N=3)
nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili
80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao
SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: IL-2 za
GA 40 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05); IL-2 za CA 40 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05); IL-5
za GA 40 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05); IL-5 za GA 80 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05); IL-
5 za CA 80 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05); IL-6 za GA 80 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05);
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§ 4. Rezultati

IL-23 za GA 80 mg/kg vs KONTR. (**P < 0,01) i izmedu obradenih skupina: IL-10 za TA 5
mg/kg vs CA 40 mg/kg (*P < 0,05); IL-23 za TA 5 mg/kg vs GA 80 mg/kg (*P < 0,05); IL-
23 za TA 10 mg/kg vs GA 80 mg/kg (*P < 0,05); TNF-a za GA 80 mg/kg vs TA 5 mg/kg ("P
<0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; IL — interleukin; IFN-y — interferon y; TNF-a — ¢imbenik tumorske
nekroze a; TGF-B1 — transformiraju¢i ¢imbenik rasta f1; SV — srednja vrijednost; SP —

standardna pogreska.

4.3. GENOTOKSICNI UCINAK FENOLNIH KISELINA

Neravnoteza izmedu stvaranja 1 uklanjanja reaktivnih vrsta kisika 1 duSika
(ROS/RNS) ima za posljedicu nekontroliranu diobu stanica i nastanak tumora koji je
uglavnom induciran nestabilnos¢u samog genoma. Najces¢a oStecenja koja se pritom javljaju
u organizmu, a mogu biti uzrokovana vanjskim ili unutarnjim Cimbenicima vezana su za
molekulu DNA budu¢i da ona predstavlja jedinstvenu i trajnu kopiju stanicnog genoma. Stoga
oSte¢enja koja se javljaju na molekuli DNA imaju znatno veée posljedice nego na drugim
bioloSkim makromolekulama: RNA, proteinima, lipidima ili ugljikohidratima. Od vanjskih
¢imbenika koji mogu uzrokovati oSte¢enja DNA su Stetna zracenja (ionizirajuce i UV) te
izloZenost raznim kemikalijama, dok unutarnji ¢imbenici su greSke koje se javljaju prilikom
replikacije DNA, oksidacijski stres te spontani gubitak baze. U najvecem broju slucaja stanica
sama rjeSava nagomilana oStec¢enja na molekuli DNA tako Sto aktivira stani¢no samouniStenje
zvano apoptoza. Stoga su mehanizmi popravka molekule DNA veoma znacajni buduéi da se
njima osigurava cjelovitost genoma 1 vijabilnost stanice. U tomu vaznu ulogu mogu imati
fenolne kiseline kroz svoje antioksidativno 1 protuupalno djelovanje ¢ime sprjecavaju pojavu

brojnih bolesti, ukljucujuci i rak.

Temeljem navedenog, genotoksi¢ni ucinak fenolnih kiselina pratili smo mjerenjem
razine oStecenja DNA u limfocitima periferne krvi i tumorskim stanicama primjenom

alkalnog komet testa te u limfocitima periferne krvi primjenom mikronukleus testa.
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4.3.1. Analiza komet testa

Prilikom analize uzoraka leukocita iz periferne krvi zivotinja i tumorskih stanica iz
ascitesne teku¢ine metodom standardnog alkalnog komet testa izmjerili smo vrijednosti
duzine repa (udaljenost odlomljenih ulomaka DNA), intenzitet repa (% DNA koja je migrirala
u rep) i repni moment koji se definira kao umnozak duZzine repa i % DNA u repu.

Na leukocitima periferne krvi u miseva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 10
puta svaki dan uocili smo smanjenje duzine repa kod svih obradenih skupina u odnosu na
kontrolu (P < 0,001) (Slika 59 a), s time da je najveca duzina repa uocena kod GA 80 mg/kg,
CA 40 mg/kg te TA 51 10 mg/kg, a najmanja duzinu repa (udaljenost najduljih odlomljenih
ulomaka DNA) kod GA 40 mg/kg i CA 80 mg/kg u odnosu na kontrolu.

Analize intenziteta repa odnosno postotka migrirane DNA u repu pokazuje statisticki
znafajno povecanje kod obradenih skupina GA 40 mg/kg i TA 10 mg/kg u odnosu na
kontrolu (P < 0,05; P <0,001), dok je kod skupine obradene s GA 80 mg/kg vidljivo znacajno
smanjenje postotka DNA u repu u odnosu na kontrolu (P < 0,01) (Slika 59 b). Obrada miSeva
s TA 10 mg/kg pokazuje najveci repni moment u odnosu na kontrolu (P < 0,001) (Slika 59 c).
Statisticke znacajnosti izmedu pojedinih eksperimentalnih skupina prikazane su u Tablicama

31-33, gdje je vidljivo da je obrada s TA 10 mg/kg polucila najvece statisticke promjene.

Vrijednost duzine repa na stanicama tumora kod zivotinja koje su obradene s GA 40
mg/kg tijekom 10 dana znacajno je smanjena u odnosu na kontrolu (P < 0,001) (Slika 60 a),
dok je intenzitet repa (% migrirane DNA u repu) kod skupine obradene s GA 80 mg/kg
znacajno smanjen (P < 0,001), a kod TA 5 mg/kg i TA 10 mg/kg znacajno povecan u odnosu
na kontrolu (P < 0,001) (Slika 60 b). Rezultati analize repnog momenta na tumorskim
stanicama pokazuju da je najmanji repni moment kod skupine obradene s GA 80 mg/kg (P <
0,001), dok je najveci repni moment vidljiv kod skupina obradenim s TA 51 10 mg/kg (P <
0,05) u odnosu na kontrolu (Slika 60 c). I u ovom sluc¢aju vidljivo je da je najvece statisticke
razlike izmedu pojedinih skupina pokazala primjena TA 5 i 10 mg/kg Sto je prikazano u

Tablicama od 34-36.
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Slika 59. Rezultati komet test na leukocitima periferne krvi u miSeva nositelja EAT-a
obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MisSevi (N=5) nakon unosa EAT stanica

(2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg
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tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. A) duzina repa; B) intenzitet repa; C)

moment repa.

Kratice: SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska.
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§ 4. Rezultati

Tablica 31. Statisticki pokazatelji rezultata duZine repa leukocita periferne krvi u miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim

Kiselinama 10X svaki dan.

Skupine EAT GA 40 GA 80 CA 40 CA 80 TAS TA 10
kontrola mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

EAT kontrola

GA 40 mg/kg P <0,001

GA 80 mg/kg P <0,001 | P<0,001

CA 40 mg/kg P <0,001 | P<0,001 NZ

CA 80 mg/kg P <0,001 NZ P<0,001 | P<0,001

TA 5 mg/kg P <0,001 | P<0,001 Nz Nz P <0,001

TA 10 mg/kg P<0,001 | P<0,001 NZ Nz P <0,001 Nz

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; NZ — nije znacajno.
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§ 4. Rezultati

Tablica 32. Statisticki pokazatelji rezultata intenziteta repa leukocita periferne krvi u miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim

Kiselinama 10X svaki dan.

Skupine EAT GA 40 GA 80 CA 40 CA 80 TAS TA 10
kontrola mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

EAT Kkontrola

GA 40 mg/kg P <0,05

GA 80 mg/kg P<0,01 | P<0,001

CA 40 mg/kg NZ P <0,001 Nz

CA 80 mg/kg NZ P <0,001 NZ NZ

TA 5 mg/kg Nz Nz P<0,001 | P<0,001 P <0,01

TA 10 mg/kg P <0,001 Nz P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,01

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; NZ — nije znacajno.
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§ 4. Rezultati

Tablica 33. Statisticki pokazatelji rezultata repnog momenta leukocita periferne krvi u miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim

Kiselinama 10X svaki dan.

Skupine EAT GA 40 GA 80 CA 40 CA 80 TAS TA 10
kontrola mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

EAT Kkontrola

GA 40 mg/kg NZ

GA 80 mg/kg P <0,001 | P<0,001

CA 40 mg/kg P<0,05 |P<0,05 Nz

CA 80 mg/kg P<0,01 P <0,01 NZ NZ

TA 5 mg/kg NZ Nz P<0,001 |P<0,01 P <0,001

TA 10 mg/kg P<0,001 | P<0,001 [P<0,001 |P<0,001 P<0,001 | P<0,01

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; NZ — nije znacajno.
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Slika 60. Rezultati komet test na stanicama tumora u miSeva nositelja EAT-a obradenih

s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=5) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
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§ 4. Rezultati

obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom 10

dana. Rezultati su prikazani kao SV£SP. A) duZzina repa; B) intenzitet repa; C) moment repa.

Kratice: SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska.
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§ 4. Rezultati

Tablica 34. Statisticki pokazatelji rezultata duZine repa tumorsih stanica u miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 10X

svaki dan.

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; NZ — nije znacajno.

Skupine EAT GA 40 GA 80 CA 40 CA 80 TAS TA 10
kontrola mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

EAT Kkontrola

GA 40 mg/kg P <0,001

GA 80 mg/kg Nz P <0,001

CA 40 mg/kg NZ P<0,001 |NZ

CA 80 mg/kg NZ P<0,001 |P<0,05 NZ

TA 5 mg/kg Nz P<0,001 |NZ Nz Nz

TA 10 mg/kg Nz P<0,001 |NZ Nz Nz Nz
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§ 4. Rezultati

Tablica 35. Statisticki pokazatelji rezultata intenziteta repa tumorskih stanica u miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim

Kiselinama 10X svaki dan.

Skupine EAT GA 40 GA 80 CA 40 CA 80 TAS TA 10
kontrola mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

EAT Kkontrola

GA 40 mg/kg NZ

GA 80 mg/kg P <0,001 | P<0,05

CA 40 mg/kg Nz Nz Nz

CA 80 mg/kg NZ P <0,01 P<0,001 | P<0,001

TA 5 mg/kg P<0,001 |P<0,001 |P<0,001 |P<0,001 P <0,05

TA 10 mg/kg P<0,001 |P<0,001 |P<0,001 |P<0,001 P <0,05 NZ

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; NZ — nije znacajno.
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§ 4. Rezultati

Tablica 36. StatistiCcki pokazatelji rezultata repnog momenta tumorskih stanica u miSeva nositelja EAT-a obradenih s

fenolnim Kiselinama 10X svaki dan.

Skupine EAT GA 40 GA 80 CA 40 CA 80 TAS TA 10
kontrola mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

EAT Kkontrola

GA 40 mg/kg NZ

GA 80 mg/kg P<0,001 | NZ

CA 40 mg/kg NZ NZ NZ

CA 80 mg/kg NZ P<0,001 |P<0,001 |P<0,001

TA 5 mg/kg P<0,05 |P<0,001 |P<0,001 |P<0,001 Nz

TA 10 mg/kg P<0,05 |P<0,001 |P<0,001 |P<0,001 NZ NZ

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; NZ — nije znac¢ajno.

Martina Kunstié¢

Doktorska disertacija

199



§ 4. Rezultati

Rezultati komet testa na leukocitima periferne krvi u miseva nositelja EAT-a koji su
obradeni 4 puta svaki drugi dan pocevsi od 5. dana s fenolnim kiselinama pokazuju znacajno
smanjenje duzine repa kod GA 80 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,001), dok kod ostalih
obradenih skupina nisu uocene nikakve znacajne promjene u odnosu na kontrolu (Slika 61a,
Tablica 37). Najveci intenzitet repa uocen je nakon obrade miseva s TA 51 10 mg/kg (P <
0,001) u odnosu na kontrolu, dok je kod primjene galne i kafeinske kiseline u dozama od 40 i
80 mg/kg primije¢eno smanjenje postotka DNA u repu u odnosu na taninsku kiselinu od 5 i
10 mg/kg (P < 0,001) (Slika 61 b, Tablica 38). Obrada miSeva s taninskom kiselinom u
dozama od 5 i 10 mg/kg pokazuje najveci repni moment u odnosu na kontrolu (P < 0,001)
(Slika 61 c, Tablica 39). Iz Tablica 38-39 vidljivo je da je primjena taninske kiseline u vecoj i
manjoj dozi dovela do najve¢ih znacajnih razlika u odnosu na sve ostale eksperimentalne

skupine na leukocitima periferne krvi miseva.

Kod analize komet testa na tumorskim stanicama uoceno je znacajno smanjenje
duzine repa u odnosu na kontrolu kod GA 80 mg/kg (P < 0,05) te GA 40 mg/kg i CA 40
mg/kg (P < 0,001), dok je kod skupine TA 5 mg/kg uoceno znacajno povecanje u odnosu na
kontrolu (P < 0,001) (Slika 62 a, Tablica 40). Statisticki znacajno smanjenje postotka DNA u
repu u odnosu na kontrolu vidljivo je kod GA 80 mg/kg (P < 0,05), CA 40 mg/kg i CA 80
mg/kg (P < 0,001), dok je kod skupina TA 5 mg/kg 1 TA 10 mg/kg uoceno znacajno
povecanje u odnosu na kontrolu (P < 0,001) (Slika 62 b, Tablica 41). Rezultati analize repnog
momenta pokazuju znacajno povecanje kod skupina obradenih s TA 51 10 mg/kg u odnosu na
kontrolu (P < 0,01; P < 0,05), dok je kod skupina GA 80 mg/kg te CA 40 1 80 mg/kg vidljivo
znaCajno smanjenje repnog momenta u odnosu na kontrolu (P < 0,001) (Slika 62 ¢, Tablica
42). I u ovom je slucaju intraperitonealna terapijska primjena taninske kiseline u dozi od 5 1

10 mg/kg polucila najvise statistickih razlika (Tablice 40-42).
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§ 4. Rezultati
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Slika 61. Rezultati komet test na leukocitima periferne krvi u miSeva nositelja EAT-a
obradenih s fenolnim Kkiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=5) nakon unosa EAT

stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10
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§ 4. Rezultati

mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. A) duzina repa; B)

intenzitet repa; C) moment repa.

Kratice: SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska.
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§ 4. Rezultati

Tablica 37. Statisticki pokazatelji rezultata duZine repa leukocita periferne krvi u miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim

kiselinama 4X svaki drugi dan.

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; NZ — nije znacajno.

Skupine EAT GA 40 GA 80 CA 40 CA 80 TAS TA 10
kontrola | mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

EAT Kkontrola

GA 40 mg/kg NZ

GA 80 mg/kg P<0,001 |NZ

CA 40 mg/kg Nz Nz Nz

CA 80 mg/kg NZ P <0,05 P<0,001 |NZ

TA 5 mg/kg Nz NZ NZ Nz Nz

TA 10 mg/kg Nz Nz P <0,05 Nz Nz Nz
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§ 4. Rezultati

Tablica 38. Statisticki pokazatelji rezultata intenziteta repa leukocita periferne krvi u miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim

kiselinama 4X svaki drugi dan.

Skupine EAT GA 40 GA 80 CA 40 CA 80 TAS TA 10
kontrola | mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

EAT Kkontrola

GA 40 mg/kg NZ

GA 80 mg/kg Nz Nz

CA 40 mg/kg Nz Nz P <0,05

CA 80 mg/kg NZ NZ P <0,01 NZ

TA 5 mg/kg P<0,001 | P<0,001 [P<0,001 |P<0,001 P <0,001

TA 10 mg/kg P<0,001 | P<0,001 |P<0,001 |P<0,001 P<0,001 | P<0,001

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; NZ — nije znacajno.
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§ 4. Rezultati

Tablica 39. StatistiCki pokazatelji rezultata repnog momenta leukocita periferne krvi u miSeva nositelja EAT-a obradenih s

fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan.

Skupine EAT GA 40 GA 80 CA 40 CA 80 TAS TA 10
kontrola | mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

EAT Kkontrola

GA 40 mg/kg NZ

GA 80 mg/kg NZ NZ

CA 40 mg/kg NZ NZ NZ

CA 80 mg/kg NZ NZ Nz NZ

TA 5 mg/kg P<0,001 | P<0,001 |P<0,001 |P<0,001 P <0,001

TA 10 mg/kg P<0,001 | P<0,001 |P<0,001 |P<0,001 P<0,001 | P<0,01

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; NZ — nije znac¢ajno.
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Slika 62. Rezultati komet test na stanicama tumora u miSeva nositelja EAT-a obradenih

s fenolnim Kkiselinama 4X svaki drugi dan.
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§ 4. Rezultati

Misevi (N=5) nakon unosa EAT stanica (2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5.

dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. A) duzina repa; B) intenzitet repa; C) moment repa.

Tablica 40. Statisticki pokazatelji rezultata duZine repa tumorskih stanica u miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 4X

svaki drugi dan.

Skupine EAT GA 40 GA 80 CA 40 CA 80 TAS TA 10
kontrola | mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

EAT kontrola

GA 40 mg/kg P <0,001

GA 80 mg/kg P<0,05 |P<0,05

CA 40 mg/kg P<0,001 |NZ NZ

CA 80 mg/kg Nz P<0,001 |NZ P <0,001

TA 5 mg/kg P<0,001 | P<0,001 |P<0,001 |P<0,001 P <0,001

TA 10 mg/kg Nz P<0,001 |P<0,001 |P<0,001 Nz Nz

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; NZ — nije znacajno.
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§ 4. Rezultati

Tablica 41. Statisticki pokazatelji rezultata intenziteta repa tumorskih stanica u miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim

kiselinama 4X svaki drugi dan.

Skupine EAT GA 40 GA 80 CA 40 CA 80 TAS TA 10
kontrola | mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

EAT Kkontrola

GA 40 mg/kg NZ

GA 80 mg/kg P<0,05 |NZ

CA 40 mg/kg P<0,001 |P<0,001 |P<0,05

CA 80 mg/kg P<0,001 | P<0,001 |P<0,05 NZ

TA 5 mg/kg P<0,001 | P<0,001 [P<0,001 |P<0,001 P <0,001

TA 10 mg/kg P<0,001 |P<0,001 |P<0,001 |P<0,001 P<0,001 |NZ

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; NZ — nije znacajno.
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§ 4. Rezultati

Tablica 42. StatistiCki pokazatelji rezultata repnog momenta tumorskih stanica u miSeva nositelja EAT-a obradenih s

fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan.

Skupine EAT GA 40 GA 80 CA 40 CA 80 TAS TA 10
kontrola | mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

EAT Kkontrola

GA 40 mg/kg NZ

GA 80 mg/kg P<0,001 | NZ

CA 40 mg/kg P<0,001 | P<0,001 |NZ

CA 80 mg/kg P<0,001 | P<0,001 |NZ NZ

TA 5 mg/kg P <0,01 P<0,001 |P<0,001 |P<0,001 P <0,001

TA 10 mg/kg P<0,05 |P<0,001 |P<0,001 |P<0,001 P<0,001 |NZ

Kratice: GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA — taninska kiselina; NZ — nije znac¢ajno.
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§ 4. Rezultati

4.3.2. Analiza mikronukleus testa

Mikronukleusi poznati jos pod nazivom Howell-Jolly tjeleSca su zaostali acentri¢ni
kromosomski ulomeci ili cijeli kromosomi u anafazi tijekom diobe vidljivi kao dodatne male
jezgre u citoplazmi stanice kéeri tijekom interfaze. Ucestalost pojave mikronukleusa moze se
koristiti kao kvantitativna mjera strukturnih i numerickih aberacija kromosoma u stanicama, u

uvjetima in vitro 1 in vivo uslijed djelovanja razli¢itih genotoksicnih tvari.

Rezultati analize mikronukleus testa in vivo koji su dobiveni iz sasuSenih razmaza periferne
krvi (leukocita) u miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan te
4X svaki drugi dan nisu pokazali nikakvu statisticku znacajnost kako u odnosu na kontrolu
tako 1 izmedu obradenih skupina. Broj mikronukleusa u analiziranim retikulocitima (ukupno
pregledano 2 000 retikulocita po svakom pojedinacnom uzorku) bio je zanemarujuce mali, te

stoga rezultati nisu prikazani.
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§ 4. Rezultati

4.4. ANTIOKSIDATIVNI UCINAK FENOLNIH KISELINA

Visoka koncentracija slobodnih radikala kisika i duSika remeti ravnotezu izmedu
antioksidativne zaStite 1 oksidacijskih procesa te dovode do narusavanja homeostaze
organizma, pojave oksidacijskog stresa 1 nastanku brojni bolesti poput dijabetesa,
ateroskleroze, hipertenzije, neurodegenerativnih bolesti te malignih oboljenja.

Epidemioloska istrazivanja pokazala su da je visok unos voca i povréa koje obiluje
antioksidansima povezan s manjom ucestalosti nastanka raka. Dokazi ukazuju da neki
antioksidansi inhibiraju rast malignih stanica, poticu apoptozu i inhibiraju aktivnosti MMP-a.
Antioksidativni i endogenih redoks enzimi djeluju kao prva linija obrane protiv ROS-a u svim
stanicnim odjeljcima (organelima) i takoder izvan stanice. Najvazniji enzimi su superoksid
dismutaza (SOD), glutation peroksidaze (GPX), katalaze (CAT) i peroksiredoksini (PRX).
Specificna uloga ovih enzima u karcinogenezi je detoksifikacija ROS-a. Osim njih, vaznu
ulogu u antioksidativnoj zastiti imaju i neke molekule kao Sto su glutation (GSH), vitamini A,
C 1 E, albumini, mokra¢na kiselina te karotenoidi koje zajednickim djelovanjem sprjecavaju
stvaranje 1/ili odstranjuju ve¢ stvorene slobodne radikale te ogranicavaju stvaranje i Sirenje

lanCanih reakcija.

Antioksidativni ucinak fenolnih kiselina pratili smo mjerenjem koncentracije ukupnog
glutationa (GSH), enzimske aktivnosti katalaze (CAT) i superoksid dismutaze (SOD) kao i

koncentracije lipidne peroksidacije (MDA) u uzorcima bubrega, jetre, slezene i ascitesa.
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§ 4. Rezultati

4.4.1. Koncentracija ukupnog glutationa (GSH) u uzorcima

Spektrofotometrijska analiza koncentracije ukupnog glutationa (GSH) u ascitesnoj
teku¢ini kod miseva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan
pokazuje statisticki znacajne razlike samo kod skupine TA 5 mg/kg u odnosu na GA 80
mg/kg (P < 0,05) (Slika 63), dok je kod miSeva koji su obradeni 4X svaki drugi dan ta
znacajnost takoder uocena kod TA 5 mg/kg, ali u odnosu na kontrolu (P < 0,05) 1 GA 40
mg/kg (P < 0,05) (Slika 64). Kod odredivanja koncentracije GSH u bubregu miSeva koji su
obradeni 10X svaki dan uocena je statisticka razlika kod skupine CA 40 mg/kg u odnosu na
kontrolu (P < 0,05) te izmedu obradenih skupina GA 80 mg/kg (P < 0,05) i CA 40 mg/kg (P
< 0,001) u odnosu na TA 10 mg/kg (Slika 65). Kod miSeva koji su obradeni 4X svaki drugi
dan kod bubrega je uocena razlika kod TA 10 mg/kg (P < 0,05) u odnosu na kontrolu te
izmedu obradenih skupina: GA 40 mg/kg (P < 0,05) i TA 10 mg/kg (P < 0,01) u odnosu na
TA 5 mg/kg (Slika 66). Jetra pokazuje statisticki znacajnu razliku samo kod skupine GA 80
mg/kg u odnosu na CA 40 mg/kg (P < 0,05) tijekom 10 dana trajanja obrade, dok kod obrade
zivotinja 4X svaki drugi dan nisu uocene nikakve razlike (Slike 67 1 68). Slezena pokazuje
statisticki manju koncentraciju GSH kod GA 40 mg/kg u odnosu na CA 40 mg/kg (P < 0,05)
tijekom 10 dana obrade Zivotinja (Slika 69), a kod obrade misSeva 4X svaki drugi dan vidljiva

je manja koncentracija kod GA 40 mg/kg u odnosu na TA 5 mg/kg (P <0,01) (Slika 70).
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Slika 63. Koncentracija GSH u uzorku ascitesa miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim Kkiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom
10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znaCajnost izmedu

obradenih skupina: TA 5 mg/kg vs GA 80 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 64. Koncentracija GSH u uzorku ascitesa miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5.
dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost
obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 5 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05) i izmedu
obradenih skupina: TA 5 mg/kg vs GA 40 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 65. Koncentracija GSH u uzorku blr:brega miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom
10 dana. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statisticka znacCajnost obradene
skupine u odnosu na kontrolu: CA 40 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05) i izmedu obradenih
skupina: GA 80 mg/kg vs TA 10 mg/kg (*P < 0,05); CA 40 mg/kg vs TA 10 mg/kg (**®P <

0,001).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —

taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 66. Koncentracija GSH u uzorku bubrega miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5.
dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost
obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 10 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05) i izmedu
obradenih skupina: GA 40 mg/kg vs TA 5 mg/kg ("P < 0,05); TA 10 mg/kg vs TA 5 mg/kg
("™P <0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —

taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 67. Koncentracija GSH u uzorku jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom
10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znaCajnost izmedu

obradenih skupina: GA 80 mg/kg vs CA 40 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 68. Koncentracija GSH u uzorku jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5.
dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Nema statisticke znacajnosti izmedu

pojedinih skupina i kontrolne skupine.

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —

taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 69. Koncentracija GSH u uzorku slezene miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom
10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znaCajnost izmedu

obradenih skupina: GA 40 mg/kg vs CA 40 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 70. Koncentracija GSH u uzorku slezene miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5.
dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost

izmedu obradenih skupina: GA 40 mg/kg vs TA 5 mg/kg ("®P < 0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —

taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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4.4.2. Enzimska aktivnost katalaze (CAT) u uzorcima

Analiza rezultata aktivnosti katalaze (CAT) u uzorku ascitesa miSeva nositelja EAT-
a obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan ukazuje na povecéanje aktivnosti CA 80
mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,01) dok je kod TA 10 mg/kg vidljivo znacajno smanjenje
aktivnosti katalaze u odnosu na CA 80 mg/kg (P < 0,05) (Slika 71). Kod obrade zivotinja 4X
svaki drugi dan rezultati aktivnosti katalaze u ascitesu ukazuju na povecanu aktivnost GA 40
mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,05) te znacajno smanjenje aktivnosti katalaze kod GA 80
mg/kg u odnosu na GA 40 mg/kg (P < 0,05) (Slika 72). U uzorku bubrega dolazi do
smanjenja aktivnosti katalaze kod GA 40 mg/kg u odnosu na TA 10 mg/kg, CA 40 mg/kg u
odnosu na TA 5 mg/kg kg (P < 0,05) te CA 40 mg/kg u odnosu na TA 10 mg/kg (P < 0,01)
(Slika 73) kod obrade 10X, dok kod obrade 4X dolazi do smanjenja aktivnosti katalaze kod
CA 80 mg/kg u odnosu na TA 10 mg/kg (P < 0,05) te GA 80 mg/kg u odnosu na TA 10
mg/kg (P < 0,01) (Slika 74). Jetra pokazuje statisticki znacajno smanjenje samo kod zivotinja
koje su obradene 10X svaki dan i to kod skupina GA 80 mg/kg u odnosu na GA 40 mg/kg,
CA 40 mg/kg u odnosu na GA 40 mg/kg te CA 80 mg/kg u odnosu na GA 40 mg/kg (P <
0,05) (Slika 75 1 76). Kod slezene je uocCena statisticki niza aktivnost katalaze kod CA 80
mg/kg u odnosu na CA 40 mg/kg (P < 0,05) te GA 80 mg/kg u odnosu na CA 40 mg/kg (P <
0,01) tijekom obrade 10 dana (Slika 77), dok je tijekom obrade 4X vidljiva statisticki veca
aktivnost katalaze kod GA 40 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,05) (Slika 78).
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Slika 71. Aktivnost CAT u uzorku ascitesa miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim
kiselinama 10X svaki dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip
fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 1/ili 10 mg/kg tijekom 10 dana.
Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statisticka znacajnost obradene skupine u
odnosu na kontrolu: CA 80 mg/kg vs KONTR. (**P < 0,01) i izmedu obradenih skupina: TA
10 mg/kg vs CA 80 mg/kg (4P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 72. Aktivnost CAT u uzorku ascitesa miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim
kiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni
su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 1/ili 10 mg/kg nakon 5. dana
svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost
obradene skupine u odnosu na kontrolu: GA 40 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05) i izmedu
obradenih skupina: GA 80 mg/kg vs GA 40 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 73. Aktivnost CAT u uzorku bubrega miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 10X svaki dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom
10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost izmedu
obradenih skupina: GA 40 mg/kg vs TA 10 mg/kg; CA 40 mg/kg vs TA 5 mg/kg kg (*P <
0,05); CA 40 mg/kg vs TA 10 mg/kg ("®P <0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 74. Aktivnost CAT u uzorku bubrega miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5.
dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost
izmedu obradenih skupina: CA 80 mg/kg vs TA 10 mg/kg ("P < 0,05); GA 80 mg/kg vs TA
10 mg/kg ("®P < 0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 75. Aktivnost CAT u uzorku jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim
kiselinama 10X svaki dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip
fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 1/ili 10 mg/kg tijekom 10 dana.
Rezultati su prikazani kao SV+£SP. Prikazana je statisticka znacajnost izmedu obradenih
skupina: GA 80 mg/kg vs GA 40 mg/kg; CA 40 mg/kg vs GA 40 mg/kg; CA 80 mg/kg vs GA
40 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 76. Aktivnost CAT u uzorku jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim
kiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni
su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 1/ili 10 mg/kg nakon 5. dana
svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Nema statistiCke znacajnosti izmedu

pojedinih skupina i kontrolne skupine.

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 77. Aktivnost CAT u uzorku slezene miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim
kiselinama 10X svaki dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip
fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 1/ili 10 mg/kg tijekom 10 dana.
Rezultati su prikazani kao SV+£SP. Prikazana je statisticka znacajnost izmedu obradenih
skupina: CA 80 mg/kg vs CA 40 mg/kg (*P < 0,05); GA 80 mg/kg vs CA 40 mg/kg (44P <
0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 78. Aktivnost CAT u uzorku slezene miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim
kiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni
su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 1/ili 10 mg/kg nakon 5. dana
svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost

obradene skupine u odnosu na kontrolu: GA 40 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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4.4.3. Enzimska aktivnost superoksid dismutaze (SOD) u uzorcima

Spektrofotometrijsko odredivanje enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)
u uzorcima ascitesa koji su prikupljeni nakon obrade Zivotinja tijekom 10 dana pokazuju
povecanu aktivnost superoksid dismutaze kod GA 80 mg/kg (P < 0,05) 1 CA 80 mg/kg (P <
0,01) u odnosu na kontrolu (Slika 79), dok je kod tretmana 4X vidljivo samo statisticki
znacajno smanjenje TA 5 mg/kg u odnosu na GA 40 mg/kg (P <0,05)1 TA 5 mg/kg u odnosu
na GA 80 mg/kg (P < 0,05) (Slika 80). Rezultati odredivanja aktivnosti SOD u uzorku
bubrega ukazuju na statisticki znac¢ajno smanjenje kod TA 5 mg/kg u odnosu na kontrolu (P <
0,05) kod obrade 4X svaki drugi dan (Slika 82), dok kod obrade 10X uzorci bubrega nisu
pokazali nikakvu statisticku znacajnost u aktivnosti SOD (Slika 81). Uoceno je statisticki
znacajno povecanje aktivnosti SOD u uzorcima jetre kod skupine GA 40 mg/kg u odnosu na
kontrolu (P < 0,05) tijekom obrade 10 dana (Slika 83), a kod obrade miseva 4X rezultati
ukazuju na manju aktivnost kod CA 80 mg/kg u odnosu na GA 80 mg/kg (P < 0,01) (Slika
84). U uzorku slezene dobivenog nakon obrade 10X SOD aktivnost je statisticki znacajno visa
kod skupine TA 10 mg/kg (P < 0,05) u odnosu na kontrolu (Slika 85), dok je kod obrade 4X
statisticki znacajno veca aktivnost SOD kod TA 5 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,05)
(Slika 86).
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Slika 79. Aktivnost SOD u uzorku ascitesa miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim
kiselinama 10X svaki dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip
fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 1/ili 10 mg/kg tijekom 10 dana.
Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statisticka znacajnost obradene skupine u
odnosu na kontrolu: GA 80 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05); CA 80 mg/kg vs KONTR. (**P <
0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 80. Aktivnost SOD u uzorku ascitesa miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim
kiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni
su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 1/ili 10 mg/kg nakon 5. dana
svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV4SP. Prikazana je statisticka znacajnost izmedu
obradenih skupina: GA 40 mg/kg vs TA 5 mg/kg (*P < 0,05); GA 80 mg/kg vs TA 5 mg/kg
(™P <0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —

taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 81. Aktivnost SOD u uzorku bubrega miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom
10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Nema statisticke znacajnosti izmedu pojedinih

skupina i kontrolne skupine.

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 82. Aktivnost SOD u uzorku bubrega miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5.
dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost

obradene skupine u odnosu na kontrolu TA 5 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 83. Aktivnost SOD u uzorku jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim
kiselinama 10X svaki dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip
fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 1/ili 10 mg/kg tijekom 10 dana.
Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statisticka znacajnost obradene skupine u

odnosu na kontrolu: GA 40 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 84. Aktivnost SOD u uzorku jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim
kiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni
su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 1/ili 10 mg/kg nakon 5. dana
svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV4SP. Prikazana je statisticka znacajnost izmedu

obradenih skupina: CA 80 mg/kg vs GA 80 mg/kg (**P <0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 85. Aktivnost SOD u uzorku slezene miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim
kiselinama 10X svaki dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip
fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 1/ili 10 mg/kg tijekom 10 dana.
Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statisticka znacajnost obradene skupine u

odnosu na kontrolu: TA 10 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —

taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 86. Aktivnost SOD u uzorku slezene miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim
kiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni
su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 1/ili 10 mg/kg nakon 5. dana
svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost

obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 5 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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4.4.4. Koncentracija lipidne peroksidacije (MDA) u uzorcima

Rezultati mjerenja koncentracije lipidne peroksidacije (MDA) u uzorcima ascitesa
dobivenim nakon obrade miSeva 10X ukazuju na statisticko povecanje koncentracije MDA
kod CA 80 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,05) dok je kod skupine TA 10 mg/kg znacajno
smanjenje koncentracije MDA u odnosu na CA 80 mg/kg (P < 0,01) (Slika 87). Kod obrade
misSeva 4X svaki drugi dan u uzorcima ascitesa uoceno je statisticCko znacajno smanjenje kod
CA 40 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,05) (Slika 88). U uzorcima bubrega dobivenim
nakon obrade 10X svaki dan nije uocena nikakva statisticka razlika (Slika 89), dok kod
obrade miseva 4X uzorci bubrega kod skupine TA 10 mg/kg pokazuju statisticki manju
koncentraciju MDA u odnosu na GA 40 mg/kg (P < 0,05) (Slika 90). Jetra obradena 10X
svaki dan pokazuje znac¢ajno smanjenje koncentracije MDA kod TA 5 mg/kg u odnosu na GA
40 mg/kg (P < 0,05), zatim kod TA 10 mg/kg u odnosu na CA 40 mg/kg (P < 0,05) te TA 10
mg/kg u odnosu na GA 40 mg/kg (P < 0,01) (Slika 91), dok kod obrade miSeva nositelja
EAT-a s fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan nisu uocene nikakve statisticke znacajnosti
(Slika 92). Rezultati mjerenja koncentracije MDA u uzorku slezene tijekom 10 dana obrade
fenolnim kiselinama pokazuju znacajno nizu koncentraciju MDA kod CA 80 mg/kg u odnosu
na TA 5 mg/kg (P < 0,05) (Slika 93), dok rezultati obrade miSeva 4X s TA 10 mg/kg
pokazuju znaCajno smanjenje koncentracije MDA u odnosu na GA 40 mg/kg (P < 0,05)
(Slika 94).
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Slika 87. Koncentracija MDA u uzorku ascitesa miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 10X svaki dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom
10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statistiCka znacajnost obradene
skupine u odnosu na kontrolu: CA 80 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05) i izmedu obradenih
skupina: TA 10 mg/kg vs CA 80 mg/kg (**P <0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 88. Koncentracija MDA u uzorku ascitesa miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5.
dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost

obradene skupine u odnosu na kontrolu: CA 40 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —

taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 89. Koncentracija MDA u uzorku bubrega miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 10X svaki dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom
10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Nema statisticke znacajnosti izmedu pojedinih

skupina i kontrolne skupine.

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 90. Koncentracija MDA u uzorku bubrega miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5.
dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost

izmedu obradenih skupina: TA 10 mg/kg vs GA 40 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 91. Koncentracija MDA u uzorku jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 10X svaki dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom
10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost izmedu
obradenih skupina: TA 5 mg/kg vs GA 40 mg/kg (*P < 0,05); TA 10 mg/kg vs CA 40 mg/kg
(*P <0,05); TA 10 mg/kg vs GA 40 mg/kg (**P <0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 92. Koncentracija MDA u uzorku jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5.
dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Nema statisticke znacajnosti izmedu

pojedinih skupina i kontrolne skupine.

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 93. Koncentracija MDA u uzorku slezene miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 10X svaki dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom
10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost izmedu

obradenih skupina: CA 80 mg/kg vs TA 5 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 94. Koncentracija MDA u uzorku slezene miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=4) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5.
dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost

izmedu obradenih skupina: TA 10 mg/kg vs GA 40 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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4.5. UCINAK FENOLNIH KISELINA NA POLARIZACIJU
MAKROFAGA

Tijekom napredovanja tumora, tumor aktivno privla¢i (regrutira) monocite i
makrofage iz cirkulacije u tumor, gdje makrofagi u nazocnosti raznih mikrookoli§nih
signalnih molekula tumora 1 stromalnih stanica mijenjaju mikrookoli§ tumora i ubrzavaju
njegov rast. Osim fenotipa, makrofagi mijenjaju svoju funkciju; dolazi do tzv. polarizacije
makrofaga od klasicnih M1 u alternativne M2 makrofage. M1 makrofagi ukljuceni su u upalni
odgovor stvaranjem proupalnih citokina i reaktivnih vrsta molekula, zatim u prepoznavanje
antigena, uniStavanje patogena fagocitozom, mikrobicidno djelovanje i protutumorsku
imunost. Nasuprot tome, M2 makrofagi i njima srodni tumoru pridruzeni makrofagi (TAMs)
utjeCu na protuupalni odgovor, zacjeljivanje rana 1 angiogenezu, te imaju prokarcinogene i
imunomodulatorske znacajke.

Pokazalo se je da proizvodnja reaktivnih vrsta kisika, koja je inace kljucna u aktivaciji i
funkcioniranju M1 makrofaga, nuzna i za diferencijaciju M2 makrofaga i TAMs te da
primjena antioksidativne terapije sprjecava diferencijaciju TAMs i1 tumorigenezu u misjim
modelima raka. Makrofagi pridruZzeni tumoru (TAMs) podsje¢aju na M2-polarizirane
makrofage te su kritiéni modulatori okoline tumora, osiguravaju povoljno mikrookruzenje za
rast 1 razvoj tumora kroz pojaanu angiogenezu i imunosupresiju buduci da se je pokazalo da
dolazi do povecanja aktivnosti Arg-1, a smanjuje se aktivnost iNOS. Ove imunosupresivne
stanice usko su povezane s loSom prognozom oboljelih od raka. Takoder, TAMs imaju slabi
antigen-predo¢ni kapacitet, a brojnim supresivnim c¢imbenicima smanjuju aktivnost
citotoksicnih stanica T 1 NK stanica dok brojni ¢imbenici rasta i kemokina, proteaze te drugi
¢imbenici pojacavaju angiogenezu i progresiju tumora. Stoga, TAMs kao potencijalne ciljne

stanice, su novi pristup u lijecenju raka.

Temeljem navedenog ucinak fenolnih kiselina na polarizaciju M1/M2 makrofaga
iskazali smo kroz analizu funkcionalne aktivnosti makrofaga, mjerenje razine dusikova(Il)
oksida (NO) i enzimske aktivnosti Arg-1 u LPS stimuliranim makrofagima slezene i ascitesa,

zatim u nestimuliranim makrofagima ascitesa te nadtalogu stanica tumora.
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4.5.1. Funkcionalna aktivnost makrofaga iz peritonealne tekucine

Rezultati analize odredivanja funkcionalne aktivnosti makrofaga kod misSeva
nositelja EAT-a koji su obradeni s fenolnim kiselinama (galna, kafeinska i taninska kiselina)
tijekom 10 dana svaki dan ukazuju da povecanje postotnog udjela indeksa aktiviranih
makrofaga kod svih obradenih skupina u odnosu na kontrolu, s time da je statisticki znac¢ajno
povecanje uoceno kod skupine TA 5 mg/kg (P <0,05)1 TA 10 mg/kg (P <0,01) u odnosu na
kontrolu (Slika 96 1 98). I kod obrade miSeva od 5. dana svaki drugi dan kada je tumor u
uznapredovaloj fazi rasta uocCena je ista pojava povecanja udjela indeksa funkcionalno
aktiviranih makrofaga (Slika 97 i 99), ali je to povecanje neSto vec¢e kod svih obradenih
skupina nego kod uzastopne obrade miSeva tijekom 10 dana. Na Slici 95 prikazan je u€inak
CA na tumorocidnu aktivnost makrofaga (Slika 95 A1) i pokretanje procesa apoptoze (Slika
95 B1-B5) tijekom 10 dana obrade.
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=i
Slika 95. Uc¢inak kafeinske Kkiseline na tumorocidnu aktivnost makrofaga (Al) i
pokretanje procesa apoptoze (B1) tijekom 10 dana obrade. Morfoloske promjene na
apoptotickim EAT stanicama inducirane kafeinskom kiselinama odredene su na Giemsa
obojenim preparatima kao slijed morfoloskih dogadaja koji ukljucuju: smanjenje stanice,
stvaranje plazmatskih izboc¢ina ili mjehuri¢a na membrani, fragmentacija jezgre, stvaranje
apoptoti¢nih tijela i konacno razgradnja same stanice. Stanice obradene s kafeinskom
kiselinom pokazuju (B2 i B3) formiranje apoptotickih tjeleSaca (at), (B4) smanjenje jezgre

(sj) 1 fragmentaciju jezgre (fj). Stanice EAT kontrole (Slika B5) obojane Giemsom imaju
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jezgre s rasprSenim kromatinom (rk) i1 cjelovitom plazma membranom (pm). Vlazne
adherirane stanice slikane su pod povecanjem 400 X (A1, B1) i 1000 X na fazno-kontrastnom
mikroskopu (B2-B5). Slicne promjene uocene su i kod primjene ostalih fenolnih kiselina kod

oba nacina obrade Zivotinja.
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Slika 96. Indeks funkcionalno aktivnih makrofaga miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim Kkiselinama 10X svaki dan. Misevi (N= 5) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozi od 40 1/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom 10
dana. Indeks funkcionalno aktivnih makrofaga (SI) odredili smo prema formuli: SI (%) =
broj aktiviranih makrofaga x 100 stanica / 200. Rezultati su prikazani kao SV+SP.
Prikazana je statisticka znacajnost obradenih skupina u odnosu na kontrolu: TA 5 mg/kg vs

KONTR. (*P < 0,05); TA 10 mg/kg vs KONTR. (**P < 0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 97. Indeks funkcionalno aktivnih makrofaga miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=5) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i1/ili 10 mg/kg nakon 5.
dana svaki drugi dan. Indeks funkcionalno aktivnih makrofaga (SI) odredili smo prema
formuli: SI (%) = broj aktiviranih makrofaga x 100 stanica / 200. Rezultati su prikazani
kao SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost obradenih skupina u odnosu na kontrolu: TA 5

mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05); TA 10 mg/kg vs KONTR. (**P < 0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 98. Funkcionalna aktivnost makrofaga kod misSa nositelja EAT-a (kontrola) i obradenih skupina (GA 40 mg/kg i 80 mg/kg; CA 40
mg/kg i 80 mg/kg; TA 5 mg/kg i 10 mg/kg) tijekom 10 dana (Giemsa 400 X)
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Slika 99. Funkcionalna aktivnost makrofaga kod misa nositelja EAT-a (kontrola) i obradenih skupina (GA 40 mg/kg i 80
mg/kg; CA 40 mg/kg i 80 mg/kg; TA S mg/kg i 10 mg/kg) nakon S. dana svaki drugi dan (Giemsa 400 X)
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§ 4. Rezultati

4.5.2. Rezultati mjerenja NO indirektnom metodom prema Griess-u

4.5.2.1. NO aktivnost u nadtalogu LPS stimuliranim makrofagima slezene

Na Slici 100 prikazani su rezultati mjerenja duSikova(ll) oksida (NO) indirektnom
Griessovom metodom u uzorcima nadtaloga LPS-om stimuliranim makrofagima slezene
dobiveni nakon obrade Zivotinja 10X svaki dan. Razina NO je statisticki znacajno smanjena kod
GA 40 mg/kg u odnosu na TA 5 mg/kg (P < 0,05). Za vrijednosti NO kod obrade Zivotinja 4X
svaki drugi dan uocili smo statisticki znacajno nize vrijednosti NO kod CA 40 mg/kg u odnosu

na TA 10 mg/kg te CA 80 mg/kg u odnosu na TA 10 mg/kg (P < 0,05) (Slika 101).
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Slika 100. NO aktivnost u nadtalogu LPS stimuliranim makrofagima slezene miSeva
nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon unosa
EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili
10 mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statisticka znacajnost

izmedu obradenih skupina: GA 40 mg/kg vs TA 5 mg/kg (P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola, GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 101. NO aktivnost u nadtalogu LPS stimuliranim makrofagima slezene miSeva
nositelja EAT-a obradenih s fenolnim Kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=3) nakon
unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg
te 5 1/ili 10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV£SP.

Prikazana je statisticka znacajnost izmedu obradenih skupina: CA 40 mg/kg vs TA 10 mg/kg;

CA 40 mg/kg vs TA 10 mg/kg ("P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola, GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —

taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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§ 4. Rezultati

4.5.2.2. NO aktivnost u nadtalogu LPS stimuliranim makrofagima ascitesa

Rezultati mjerenja duSikova(Il) oksida u uzorcima nadtaloga LPS-om stimuliranim
makrofagima ascitesa dobivenim nakon obrade 10X ne pokazuju nikakve statisticke razlike kako
u odnosu na kontrolu, tako i izmedu obradenih skupina (Slika 102). Na Slici 103 nakon obrade
miSeva 4X svaki drugi dan vidi se znacajno povecanje razine NO kod GA 80 mg/kg u odnosu na
kontrolu (P < 0,05), dok kod CA 40 mg/kg dolazi do smanjenja razine NO u odnosu na GA 80
mg/kg (P <0,05).
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Slika 102. NO aktivnost u nadtalogu LPS stimuliranim makrofagima ascitesa miSeva
nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon unosa
EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili
10 mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Nema statisticke znacajnosti

izmedu pojedinih skupina i kontrolne skupine.

Kratice: KONTR. — EAT kontrola, GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 103. NO aktivnost u nadtalogu LPS stimuliranim makrofagima ascitesa miSeva
nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=3) nakon
unosa EAT stanica (2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg
te 5 1/ili 10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je
statistiCka znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: GA 80 mg/kg vs KONTR. (*P <
0,05) i izmedu obradenih skupina: CA 40 mg/kg vs GA 80 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola, GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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§ 4. Rezultati

4.5.2.3. NO aktivnost u nadtalogu nestimuliranih makrofaga ascitesa

Na Slici 104 vidi se da ne postoje statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu i
izmedu obradenih skupina prilikom analize mjerenja NO aktivnosti u uzorcima nadtaloga
nestimuliranih makrofaga ascitesa nakon ip obrade s fenolnim kiselinama tijekom 10 dana. Kod
analize mjerenja NO aktivnosti na uzorcima dobivenim nakon obrade 4X svaki drugi dan
vidljivo je da dolazi do smanjenja proizvodnje NO kod obradenih skupina CA 40 mg/kg u
odnosu na GA 40 mg/kg zatim kod CA 40 mg/kg u odnosu na GA 80 mg/kg te CA 80 mg/kg u
odnosu na GA 80 mg/kg (P < 0,05) (Slika 105).
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Slika 104. NO aktivnost u nadtalogu nestimuliranih makrofaga ascitesa miSeva nositelja
EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT
stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10
mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Nema statisticke znacajnosti izmedu

pojedinih skupina i kontrolne skupine.

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreSka; SD — standardna

devijacija.

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 262



§ 4. Rezultati

45

35t

30 1

251

20 f

NO aktivnost u nadtalogu makrofaga ascitesa (M)

] ﬁj@

10
5 ' ' ' ' ' ' ' O
Kontrola Galna kis. 80 Kafeinska kis. 80 Taninska kis. 10 SV
Galna kis. 40 Kafeinska kis. 40 Taninska kis. 5 DSVtSP
Skupine T svssD

Slika 105. NO aktivnost u nadtalogu nestimuliranih makrofaga ascitesa miSeva nositelja
EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=3) nakon unosa EAT
stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10
mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statisticka
znacajnost izmedu obradenih skupina: CA 40 mg/kg vs GA 40 mg/kg; CA 40 mg/kg vs GA 80
mg/kg; CA 80 mg/kg vs GA 80 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreSka; SD — standardna

devijacija.
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§ 4. Rezultati

4.5.2.4. NO aktivnost u nestimuliranim makrofagima ascitesa

NO aktivnost u nestimuliranim makrofagima ascitesa miSeva nositelja EAT-a
obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan (Slika 106) pokazuje znafajno nizu NO
aktivnost kod skupina CA 80 mg/kg u odnosu na TA 10 mg/kg te GA 80 mg/kg u odnosu na TA
10 mg/kg (P < 0,05). Obrada miSeva od 5. dana svaki drugi dan dovela je do smanjenja NO
aktivnosti kod GA 80 mg/kg u odnosu na TA 5 mg/kg i CA 80 mg/kg u odnosu na TA 10 mg/kg
(P <0,05) te GA 80 mg/kg u odnosu na TA 10 mg/kg (P < 0,01) (Slika 107).
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Slika 106. NO aktivnost u nestimuliranim makrofagima ascitesa miSeva nositelja EAT-a
obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT stanica
(2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg
tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statisticka znacajnost izmedu

obradenih skupina: CA 80 mg/kg vs TA 10 mg/kg; GA 80 mg/kg vs TA 10 mg/kg ("P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 265



§ 4. Rezultati

30

28 t T

26 1

24 |
22 | T l
20 }

18 |

16 t

|

12

NO aktivnost u makrofagima ascitesa (UM)

10 ]

: @ @ H, En

8 - T/ D

Kontrola Galna kis. 80 Kafeinska kis. 80 Taninska kis. 10 osv
Galna kis. 40 Kafeinska kis. 40 Taninska kis. 5 DSVtSP

Skupine T svssD
Slika 107. NO aktivnost u nestimuliranim makrofagima ascitesa miSeva nositelja EAT-a

obradenih s fenolnim Kkiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT stanica
(2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg
nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statisticka
znacajnost izmedu obradenih skupina: GA 80 mg/kg vs TA 5 mg/kg; CA 80 mg/kg vs TA 10
mg/kg ("P < 0,05); GA 80 mg/kg vs TA 10 mg/kg ("™P < 0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola, GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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4.5.2.5. NO aktivnost u nadtalogu tumorskih stanica

Statisticki znacajno povecanje aktivnosti dusikova(ll) oksida (NO) u odnosu na TA 5
mg/kg, uocili smo kod skupine GA 40 mg/kg 1 CA 80 mg/kg (P < 0,05) u uzorcima nadtaloga
tumorskih stanica dobivenih nakon obrade miSeva 10X svaki dan (Slika 108), dok je kod obrade
miSeva 4X svaki drugi dan doSlo do smanjene NO aktivnosti kod skupine GA 40 mg/kg u
odnosu na TA 5 mg/kg (P <0,01) (Slika 109).
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Slika 108. NO aktivnost u nadtalogu stanica tumora miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim Kiselinama 10X svaki dan. Misevi (N=3) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom 10
dana. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statisticka znacajnost izmedu obradenih

skupina: GA 40 mg/kg vs TA 5 mg/kg; CA 80 mg/kg vs TA 5 mg/kg ("P <0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreSka; SD — standardna

devijacija.

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 268



§ 4. Rezultati

40

35t T

25t T

20 f

m}
_|

NO aktivnost u nadtalogu stanica tumora (uM)

of

5 1 1 1 1 1 1 1
Kontrola Galna kis. 80 Kafeinska kis. 80 Taninska kis. 10 & SV
Galna kis. 40 Kafeinska kis. 40 Taninska kis. 5 DSVtSP
Skupine T svssD

Slika 109. NO aktivnost u nadtalogu stanica tumora miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim Kiselinama 4X svaki drugi dan. Migevi (N=3) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 1/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5.
dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost

izmedu obradenih skupina: GA 40 mg/kg vs TA 5 mg/kg ("™P <0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola, GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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§ 4. Rezultati

4.5.3. Enzimska aktivnost Arg-1 u uzorcima

4.5.3.1. Enzimska aktivnost Arg-1 u nadtalogu LPS stimuliranim makrofagima
slezene

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja enzimske aktivnosti Arg-1 u uzorcima
nadtaloga LPS-om stimuliranim makrofagima slezene koji su dobiveni nakon obrade miseva
tijekom 10 dana ukazuju da je aktivnost Arg-1 znacajno niza kod TA 5 mg/kg u odnosu na
kontrolu (P < 0,05) (Slika 110). Isto tako uoceno je smanjenje aktivnosti Arg-1 kod TA 10
mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,05) (Slika 111) kod uzoraka uzetih nakon obrade 4X svaki
drugi dan.
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Slika 110. Aktivnost Arg-1 u nadtalogu LPS stimuliranim makrofagima slezene miseva
nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon unosa
EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili
10 mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statisticka znacajnost

obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 5 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 111. Aktivnost Arg-1 u nadtalogu LPS stimuliranim makrofagima slezene miSeva
nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=3) nakon
unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg
te 5 1/ili 10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je
statistiCka znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 10 mg/kg vs KONTR. (*P <
0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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§ 4. Rezultati

4.5.3.2. Enzimska aktivnost Arg-1 u LPS stimuliranim makrofagima slezene

Stimulirane stanice makrofaga slezene s lipopolisaharidom (LPS) u koncentraciji od 0,1
pg/mL uzete nakon obrade miSeva fenolnim kiselinama 10X svaki dan, pokazuju znacajno
smanjenje razine Arg-1 kod GA 80 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,01) (Slika 112), dok kod
obrade 4X svaki drugi dan nisu uocene nikakve statisticki znaCajne razlike (Slika 113) iako je

kod vecine skupina vidljivo da dolazi do smanjenja aktivnosti Arg-1 u odnosu na kontrolu.
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Slika 112. Aktivnost Arg-1 u LPS stimuliranim makrofagima slezene miSeva nositelja
EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT
stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10
mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV4SP. Prikazana je statistiCka znacajnost

obradene skupine u odnosu na kontrolu: GA 80 mg/kg vs KONTR. (**P <0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola, GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 113. Aktivnost Arg-1 u LPS stimuliranim makrofagima slezene miSeva nositelja
EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT
stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10
mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Nema statisticke

znacajnosti izmedu pojedinih skupina i kontrolne skupine.

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 275



§ 4. Rezultati

4.5.3.3. Enzimska aktivnost Arg-1 u LPS stimuliranim makrofagima ascitesa

U uzorcima LPS-om stimuliranim makrofagima izoliranih iz ascitesa nakon obrade
zivotinja fenolnim kiselinama 10X svaki dan uocena je znacajno niza vrijednost koncentracije
Arg-1 kod TA 10 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,05) (Slika 114). Takoder, obrada Zivotinja
s TA 5 mg/kg (P < 0,05) 1 TA 10 mg/kg (P < 0,01) svakog drugog dana (4X) dovela je do
znacajnog smanjenja aktivnosti Arg-1 u odnosu na kontrolu, ali i kod TA 10 mg/kg u odnosu na

GA 40 mg/kg (P < 0,05) (Slika 115).
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Slika 114. Aktivnost Arg-1 u LPS stimuliranim makrofagima ascitesa miSeva nositelja
EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT
stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10
mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV4SP. Prikazana je statistiCka znacajnost

obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 10 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreSka; SD — standardna

devijacija.
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Slika 115. Aktivnost Arg-1 u LPS stimuliranim makrofagima ascitesa miSeva nositelja
EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=3) nakon unosa
EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili
10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je
statistiCka znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 5 mg/kg vs KONTR. (*P <
0,05); TA 10 mg/kg vs KONTR. (**P < 0,01) i izmedu obradenih skupina: TA 10 mg/kg vs GA
40 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola, GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreSka; SD — standardna

devijacija.
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4.5.3.4. Enzimska aktivnost Arg-1 u nadtalogu nestimuliranih makrofaga ascitesa

Na Slici 116 prikazani su rezultati mjerenja aktivnosti Arg-1 u nadtalogu nestimuliranih
makrofaga izoliranih iz ascitesa pri ¢emu se moze vidjeti da dolazi do znaCajnog smanjenja
razine Arg-1 u odnosu na kontrolu kod TA 10 mg/kg (P < 0,05) kod obrade miseva 10X, dok je
kod obrade miSeva tek od 5. dana svaki drugi dan (4X) uofeno smanjenje aktivnosti Arg-1 u

odnosu na CA 40 mg/kg kod skupina GA 40 mg/kg i TA 5 mg/kg (P <0,05) (Slika 117).
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Slika 116. Aktivnost Arg-1 u nadtalogu nestimuliranih makrofaga ascitesa miSeva
nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon unosa
EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili
10 mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statisticka znacajnost

obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 10 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola, GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 117. Aktivnost Arg-1 u nadtalogu nestimuliranih makrofaga ascitesa miSeva
nositelja EAT-a obradenih s fenolnim Kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=3) nakon
unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg
te 5 1/ili 10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je
statistiCka znacajnost izmedu obradenih skupina: GA 40 mg/kg vs CA 40 mg/kg, TA 5 mg/kg vs
CA 40 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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4.5.3.5. Enzimska aktivnost Arg-1 u nestimuliranim makrofagima ascitesa

U nestimuliranim makrofagima ascitesa izoliranim nakon obrade miSeva 10X s
fenolnim kiselinama izmjerena aktivnost Arg-1 pokazuje znacajno nizu vrijednost u odnosu na
kontrolu kod TA 5 mg/kg (P < 0,05) (Slika 118), dok je kod makrofaga ascitesa koji su dobiveni
nakon obrade tumora u kasnoj fazi rasta vidljivo samo znacajno smanjenje aktivnosti Arg-1 kod

skupine TA 10 mg/kg u odnosu na GA 80 mg/kg (P < 0,05) (Slika 119).
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Slika 118. Aktivnost Arg-1 u nestimuliranim makrofagima ascitesa miSeva nositelja EAT-
a obradenih s fenolnim Kkiselinama 10X tijekom 10 dana. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT
stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10
mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV4SP. Prikazana je statistiCka znacajnost

obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 5 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola, GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 119. Aktivnost Arg-1 u nestimuliranim makrofagima ascitesa miSeva nositelja EAT-
a obradenih s fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT
stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10
mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statisticka
znacajnost izmedu obradenih skupina: TA 10 mg/kg vs GA 80 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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4.5.3.6. Enzimska aktivnost Arg-1 u nadtalogu tumorskih stanica

U nadtalogu tumorskih stanica koje su izolirane iz ascitesne tekucine nakon obrade
miSeva 10X s fenolnim kiselinama rezultati ukazuju na znacajno smanjenje aktivnosti Arg-1 u
odnosu na kontrolu kod CA 80 mg/kg (P < 0,05) (Slika 120). Takoder, vrijednost Arg-1 je
statisti¢ki znacajno niza kod GA 40 mg/kg u odnosu na kontrolu (P <0,01) te kod TA 5 mg/kgu
odnosu na GA 40 mg/kg (P < 0,05) (Slika 121).
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Slika 120. Aktivnost Arg-1 u nadtalogu stanica tumora miSeva nositelja EAT-a obradenih
s fenolnim Kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom 10
dana. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statisticka znacajnost obradene skupine u

odnosu na kontrolu: CA 80 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola, GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 286



§ 4. Rezultati

44000

42000 | '|'

S 40000 }
3

©

£ 38000 |
£
236000 |

T

g 1
< 34000 |
v

332000 |

_|
l—U—|o

*g [ o
€ 26000 | o @

V]
& 22000 | o
20000 | ===

Kontrola Galna kis. 80 Kafeinska kis. 80 Taninska kis. 10
Galna kis. 40 Kafeinska kis. 40 Taninska kis. 5

osv
[]svtspP
Skupine I svisD

Slika 121. Aktivnost Arg-1 u nadtalogu stanica tumora miSeva nositelja EAT-a obradenih
s fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5.
dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost
obradene skupine u odnosu na kontrolu: GA 40 mg/kg vs KONTR. (**P < 0,01) 1 izmedu
obradenih skupina: TA 5 mg/kg vs GA 40 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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4.5.4. Western blot analiza Arg-1 i iNOS u tumorskim stanicama

Analiza ekspresije proteina Arg-1 u tumorskim stanicama miseva nositelja EAT-a koji
su obradeni 10X s fenolnim kiselinama pokazuje smanjenje razine ekspresije Arg-1 kod svih
obradenih skupina u odnosu na kontrolu. Sli¢no je uoceno i kod obrade miSeva svakog drugog
dana, s time da je jedino kod skupina GA 80 mg/kg i TA 10 mg/kg uoceno povecanje razine
ekspresije proteina Arg-1 u odnosu na kontrolu (Slike 122-123). Prilikom analize ekspresije
iNOS proteina u istim tumorskim stanicama uoceno je kod primjene CA 40 mg/kg i GA 40
mg/kg smanjenje razine ekspresije iNOS proteina u odnosu na kontrolu tijekom 10 dana obrade
zivotinja, dok je kod CA 80 mg/kg, GA 80 mg/kg, TA 51 10 mg/kg vidljivo povecanje razine
ekspresije iNOS proteina u odnosu na kontrolu. Kod obrade zivotinja svakog drugog dana
primjena CA 40 i 80 mg/kg i GA 40 mg/kg dovela je do smanjenja razine ekspresije iNOS
proteina u odnosu na kontrolu, dok je kod svih drugih skupina vidljivo povecéanje razine

ekspresije iNOS proteina (Slika 122, Slika 124).

INOS

Arg-1

B-aktin

1. KONI
LCA 4
5. CA 80
4. GA4
5. GA SO
6. CA 40
T.CA 80
5. GA40
9. GA S0
ILTATO
12.TAS
1L TA 10

10. TAS

Slika 122. Western blot analiza ekspresije Arg-1 i iINOS proteina u stanicama tumora
miSeva nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan i 4X svaki drugi
dan. Misevi (N=3) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u

dozama od 40 1/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom 10 dana i nakon 5. dana svaki drugi dan.

Kratice: 1. — EAT kontrola; 2. — CA 40 mg/kg-10X; 3.— CA 80 mg/kg-10X; 4.— GA 40 mg/kg-
10X; 5.— GA 80 mg/kg-10X; 6. — CA 40 mg/kg-4X; 7.— CA 80 mg/kg-4X; 8. — GA 40 mg/kg-
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4X; 9.~ GA 80 mg/kg-4X; 10. — TA 5 mg/kg-10X; 11.— TA 10 mg/kg-10X; 12. — TA 5 mg/kg-
4X;13.— TA 10 mg/kg-4X.
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Slika 123. Inhibitorni u¢inak fenolnih Kkiselina na ekspresiju proteina Arg-1 u stanicama
tumora miSeva nositelja EAT-a obradenih 10X svaki dan i 4X svaki drugi dan. Ekspresija
proteina Arg-1 odredena je pomoc¢u denzitometrijske analize 1 normalizirana prema sadrZaju f3-

aktina za svaki uzorak.

Kratice: 1. — EAT kontrola; 2. — CA 40 mg/kg-10X; 3.— CA 80 mg/kg-10X; 4. — GA 40 mg/kg-
10X; 5.— GA 80 mg/kg-10X; 6. — CA 40 mg/kg-4X; 7.— CA 80 mg/kg-4X; 8. — GA 40 mg/kg-
4X; 9.— GA 80 mg/kg-4X; 10. — TA 5 mg/kg-10X; 11.— TA 10 mg/kg-10X; 12. — TA 5 mg/kg-
4X;13.— TA 10 mg/kg-4X.
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Slika 124. Inhibitorni u¢inak fenolnih Kiselina na ekspresiju iNOS proteina u stanicama
tumora miSeva nositelja EAT-a obradenih 10X svaki dan i 4X svaki drugi dan. Ekspresija
iNOS proteina odredena je pomocu denzitometrijske analize i normalizirana prema sadrzaju -

aktina za svaki uzorak.

Kratice: 1. — EAT kontrola; 2. — CA 40 mg/kg-10X; 3.— CA 80 mg/kg-10X; 4.— GA 40 mg/kg-
10X; 5.— GA 80 mg/kg-10X; 6. — CA 40 mg/kg-4X; 7.— CA 80 mg/kg-4X; 8.— GA 40 mg/kg-
4X; 9.— GA 80 mg/kg-4X; 10. — TA 5 mg/kg-10X; 11.— TA 10 mg/kg-10X; 12. — TA 5 mg/kg-
4X; 13.—~ TA 10 mg/kg-4X.
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4.6. ANTIANGIOGENI UCINAK FENOLNIH KISELINA

Uz brojne ¢imbenike, VEGF koji povecava krvozilnu propusnost i potice rast novih
krvnih zila, jedan je od odgovornih ¢imbenika za stvaranje ascitesa i angiogeneze. Procesu rasta i
Sirenja tumora pridonose brojni ¢imbenici ukljuCujuéi brojni genetski i epigenetski ¢imbenici,
reaktivni radikali kisika (ROS), te oslabljeni imunosni nadzor. Rastué¢i tumor treba razgranatu
mrezu kapilara (tzv. proces angiogeneze) kako bi si osigurao hranjive tvari 1 kisik. Angiogeneza
je proces stvaranja novih krvnih zila iz ve¢ postojecih i smatra se kljuénom za rast tumora i
metastaziranje. U tomu vaznu ulogu imaju tumoru pridruzeni makrofazi (TAMs) koji obavljaju
imunosupresivne uloge kroz a) oslobadanje protuupalnih citokina; b) moduliranje mikrookolisa
tumora proizvodnjom ¢imbenika prezivljenja/rasta (primjerice, VEGF); c) olakSavanje progresije
tumora kroz otpuStanje proangiogenih ¢imbenika (npr. MMP-2 i MMP-9); d) povecanje

aktivnosti Arg-1, a smanjenje aktivnosti iNOS.

Temeljem navedenog antiangiogeni ucinak fenolnih kiselina pratili smo kvantitativnim
mjerenjem proZiljenosti peritonealne ovojnice, zatim odredivanjem koncentracije VEGF-a, te
MMP-2 i MMP-9 u uzorcima nadtaloga tumorskih stanica, tumorskim stanicama i

nestimuliranim makrofagima ascitesa.
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4.6.1. Kvantitativno mjerenje proziljenosti

Mikroskopska analiza kvantitativnog mjerenja proziljenosti peritonealne ovojnice koju
smo proveli odredivanjem prosjeCne gustoe proziljenosti peritonealne ovojnice (MVD) u
podrucjima najintenzivnije prokrvljenosti na ukupnom povecanju mikroskopa od 400X pokazala
je statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu kod CA 80 mg/kg (P <0,05) te TA 5 mg/kg i
TA 10 mg/kg (P < 0,001) tijekom obrade miSeva 10X svaki dan (Slika 125). Takoder kod ovog
nacina obrade miSeva uocene su statisticki znacajne razlike u odnosu na GA 40 mg/kg kod
skupina TA 5 mg/kg (P < 0,01), TA 10 mg/kg (P < 0,05) te u odnosu na GA 80 mg/kg kod
skupine TA 5 mg/kg (P < 0,05). Sto se ti¢e rezultata analize proZiljenosti peritonealne ovojnice
miSeva koji su obradeni 4X svaki drugi dan vidljiva je statistiC¢ka znacajnost kod skupina CA 40
mg/kg 1 TA 5 mg/kg (P < 0,05) te TA 10 mg/kg (P < 0,001) u odnosu na kontrolu (Slika 126).
Na Slikama 127-128 vidljiv je makroskopski prikaz krvnih Zzila iz izolirane potrbuSnice miSa
nositelja EAT-a, dok Slike 129-130 prikazuju histoloske preparate potrbusnice misa nositelja
EAT-a nakon obrade fenolnim kiselinama 10X i1 4X.
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Slika 125. Kvantitativno mjerenje proZiljenosti miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim Kiselinama 10X svaki dan. Misevi (N=6) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozi od 40 1/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom 10
dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statistiCka znacajnost obradenih skupina u
odnosu na kontrolu: CA 80 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05); TA 5 mg/kg vs KONTR.; TA 10
mg/kg vs KONTR. (***P < 0,001) i izmedu obradenih skupina: TA 5 mg/kg vs GA 40 mg/kg
(**P < 0,01), TA 5 mg/kg vs GA 80 mg/kg (*P < 0,05), TA 10 mg/kg vs GA 40 mg/kg (*P <
0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola, GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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§ 4. Rezultati
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Slika 126. Kvantitativno mjerenje proZiljenosti miSeva nositelja EAT-a obradenih s
fenolnim Kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=6) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 1/ili 10 mg/kg nakon 5. dana
svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statisticka znacajnost obradenih
skupina u odnosu na kontrolu: CA 40 mg/kg vs KONTR.; TA 5 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05);
TA 10 mg/kg vs KONTR. (***P <0,001).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola, GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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§ 4. Rezultati

Slika 127. Makroskopski prikaz krvnih Zila iz izolirane potrbusnice misa nositelja EAT-a (kontrola) i obradenih skupina (GA

40 mg/kg i 80 mg/kg; CA 40 mg/kg i 80 mg/kg; TA 5 mg/kg i 10 mg/kg) tijekom 10 dana (10X)
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§ 4. Rezultati

Slika 128. Makroskopski prikaz krvnih Zila iz izolirane potrbusnice misa nositelja EAT-a (kontrola) i obradenih skupina (GA

40 mg/kg i 80 mg/kg; CA 40 mg/kg i 80 mg/kg; TA 5 mg/kg i 10 mg/kg) nakon 5. dana svaki drugi dan (4X)
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§ 4. Rezultati

Slika 129. Histoloski preparati potrbusSnice mis$a nositelja EAT-a (kontrola) i obradenih skupina (GA 40 mg/kg i 80 mg/kg; CA 40 mg/kg
i 80 mg/kg; TA S mg/kg i 10 mg/kg) tijekom 10 dana (HE 200 X)
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§ 4. Rezultati

Slika 130. Histoloski preparati potrbusnice misa nositelja EAT-a (kontrola) i obradenih skupina (GA 40 mg/kg i 80 mg/kg; CA 40 mg/kg
I 80 mg/kg; TA 5 mg/kg i 10 mg/kg) nakon S. dana svaki drugi dan (4X) (HE 200 X)

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 298



§ 4. Rezultat

4.6.2. Razina VEGF ¢imbenika u uzorcima

4.6.2.1. Razina VEGF-a u nestimuliranim makrofagima ascitesa

U nestimuliranim makrofagima ascitesa izmjerena razina VEGF-a pokazuje
znac€ajno nizu koncentraciju VEGF-a u odnosu na kontrolu kod TA 5 mg/kg (P < 0,001) te
kod obradenih skupina TA 5 mg/kg u odnosu na CA 80 mg/kg (P < 0,05) 1 TA 5 mg/kg u
odnosu na TA 10 mg/kg (P < 0,05) (Slika 131) kod obrade miseva 10X s fenolnim
kiselinama. Takoder i kod kratkotrajne obrade miSeva koja je zapocela od 5. dana i trajala
svaki drugi dan uoceno je znacajno smanjenje razine VEGF-a u odnosu na kontrolu kod TA
10 mg/kg (P <0,01)1 TA 5 mg/kg (P < 0,001) te izmedu obradenih skupina: TA 5 mg/kg u
odnosu na GA 40 mg/kg, TA 10 mg/kg u odnosu na GA 80 mg/kg (P <0,05) te TA S mg/kgu
odnosu na GA 80 mg/kg (P < 0,01) (Slika 132).
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Slika 131. Razina VEGF-a u nestimuliranim makrofagima ascitesa miSeva nositelja
EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT
stanica (2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili
10 mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statisticka
znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 5 mg/kg vs KONTR. (***P < 0,001) i
izmedu obradenih skupina: TA 5 mg/kg vs CA 80 mg/kg (*P < 0,05), TA 5 mg/kg vs TA 10
mg/kg ("P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 132. Razina VEGF-a u nestimuliranim makrofagima ascitesa miSeva nositelja
EAT-a obradenih s fenolnim Kkiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=3) nakon unosa
EAT stanica (2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5
i/ili 10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je
statisticka znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 10 mg/kg vs KONTR. (**P
<0,01); TA 5 mg/kg vs KONTR. (***P <0,001) 1 izmedu obradenih skupina: TA 5 mg/kg vs
GA 40 mg/kg, TA 10 mg/kg vs GA 80 mg/kg (*P < 0,05), TA 5 mg/kg vs GA 80 mg/kg (**P
<0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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§ 4. Rezultat

4.6.2.2. Razina VEGF-a u nadtalogu tumorskih stanica

Odredivanje koncentracije ¢imbenika rasta krvozilnog endotela (VEGF-a)
napravljena je pomocu sendvic ELISA metode prema uputama proizvodaca ocitavanjem
vrijednosti apsorbancije na 450 nm. Iz rezultata proizlazi da je u uzorcima nadtaloga
tumorskih stanica kod svih obradenih skupina vidljivo smanjenje koncentracije VEGF-a u
odnosu na kontrolu, ali statisti¢ki znac¢ajno smanjenje vidljivo je samo kod skupine obradene s
CA 80 mg/kg (P < 0,05) u odnosu na kontrolu tijekom kontinuirane obrade zivotinja (10X)
(Slika 133). S druge strane, kod uzoraka kada su Zivotinje bile obradene samo 4X nisu
zamijecene nikakve statistiCki znacajne promjene kako u odnosu na kontrolu tako i izmedu
samih obradenih skupina, iako sami rezultati pokazuju tendenciju smanjenja koncentracije

VEGF-a kod svih obradenih skupina u usporedbi s kontrolom (Slika 134).
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Slika 133. Razina VEGF-a u nadtalogu tumorskih stanica miSeva nositelja EAT-a
obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT stanica
(2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10
mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statistiCka znacajnost

obradene skupine u odnosu na kontrolu: CA 80 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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Slika 134. Razina VEGF-a u nadtalogu tumorskih stanica miSeva nositelja EAT-a
obradenih s fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT
stanica (2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili
10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Nema statisticke

znacajnosti izmedu pojedinih skupina i kontrolne skupine.

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreska; SD — standardna

devijacija.
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§ 4. Rezultat

4.6.2.3. Razina VEGF-a u tumorskim stanicama

Analiza rezultata koncentracije VEGF-a u samim tumorskim stanicama pokazuje
znacajno smanjenje koncentracije kod skupine obradene s TA 5 mg/kg u odnosu na kontrolu
(P <0,05) iako je kod svih obradenih skupina zamije¢en pad koncentracije VEGF-a u odnosu
na kontrolu tijekom 10 dana obrade zivotinja (Slika 135). Takoder, sli¢no je uoc¢eno i nakon
4X obrade zivotinja pocevsi od 5. dana kada je tumor u eksponencijalnoj fazi rasta, pri cemu
je vidljivo znacajno smanjenje koncentracije VEGF-a kod skupine TA 5 mg/kg u odnosu na
kontrolu (P < 0,01) premda je i kod svih drugih skupina vidljivo smanjenje koncentracije

VEGF-a (Slika 136).
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Slika 135. Razina VEGF-a u talogu tumorskih stanica miSeva nositelja EAT-a obradenih
s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT stanica (2,5x10°)
obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom
10 dana. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je statistiCka znacajnost obradene

skupine u odnosu na kontrolu: TA 5 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreSka; SD — standardna

devijacija.
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Slika 136. Razina VEGF-a u talogu tumorskih stanica miSeva nositelja EAT-a obradenih
s fenolnim Kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=3) nakon unosa EAT stanica
(2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10
mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je
statisticka znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 5 mg/kg vs KONTR. (**P
<0,01).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogresSka; SD — standardna

devijacija.
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§ 4. Rezultat

4.6.3. Koncentracija matriks metaloproteinaze 2 (MMP-2) u uzorcima

4.6.3.1. Koncentracija MMP-2 u nestimuliranim makrofagima ascitesa

Koncentracija MMP-2 koja je odredena u uzorcima nestimuliranih makrofaga
ascitesa ukazuje na smanjenje razine MMP-2 kod TA 10 mg/kg u odnosu na kontrolu (P <
0,05) te kod TA 10 mg/kg u odnosu na GA 40 mg/kg (P < 0,05) kod dugotrajne obrade
tumora (10X) (Slika 137). Isto tako, uoceno je znacajno niza koncentracija MMP-2 kod TA
10 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,01) i TA 10 mg/kg u odnosu na GA 80 mg/kg (P <
0,05) kod obrade Zivotinja 4X (Slika 138). 1z dobivenih rezultata vidljivo je da oba dva nacina
obrade Zivotinja s fenolnim kiselinama dovode do smanjenja koncentracije MMP-2 1 kod

ostalih obradenih skupina, iako ne postoje statisticki znacajne razlike.
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Slika 137. Koncentracija MMP-2 u nestimuliranim makrofagima ascitesa miSeva
nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon
unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80
mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je
statisticka znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 10 mg/kg vs KONTR. (*P
<0,05) i izmedu obradenih skupina: TA 10 mg/kg vs GA 40 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreSka; SD — standardna

devijacija.
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Slika 138. Koncentracija MMP-2 u nestimuliranim makrofagima ascitesa miSeva
nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=3)
nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili
80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao
SV+SP. Prikazana je statisticka znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 10
mg/kg vs KONTR. (**P < 0,01) 1 izmedu obradenih skupina: TA 10 mg/kg vs GA 80 mg/kg
(*P <0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreSka; SD — standardna

devijacija.
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§ 4. Rezultat

4.6.3.2. Koncentracija MMP-2 u nadtalogu tumorskih stanica

Kvantitativno odredivanje matriks metaloproteinaze 2 (MMP-2) sendvi¢c ELISA
metodom u nadtalogu tumorskih stanica pokazalo je statisticki znacajno nizu razinu
koncentracije MMP-2 kod sljedec¢ih skupina: GA 40 mg/kg u odnosu na TA 5 mg/kg; GA 80
mg/kg u odnosu na TA 5 mg/kg; GA 80 mg/kg u odnosu na TA 10 mg/kg te CA 40 mg/kg u
odnosu na TA 5 mg/kg (P < 0,05) kod dugotrajne obrade tumora (Slika 139). Medutim, kod
kratkotrajne obrade tumora kada se on nalazi u eksponencijalnoj fazi rasta uoceno je znacajno
smanjenje koncentracije MMP-2 kod CA 80 mg/kg u odnosu na TA 5 mg/kg 1 kod CA 80
mg/kg u odnosu na TA 10 mg/kg (P < 0,05) (Slika 140).
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Slika 139. Koncentracija MMP-2 u nadtalogu tumorskih stanica miSeva nositelja EAT-a
obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT stanica
(2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10
mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statistiCka znacajnost
izmedu obradenih skupina: GA 40 mg/kg vs TA 5 mg/kg ("P < 0,05); TA 5 mg/kg vs GA 80
mg/kg (*P < 0,05); TA 10 mg/kg vs GA 80 mg/kg (*P < 0,05); CA 40 mg/kg vs TA 5 mg/kg
("P <0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogresSka; SD — standardna

devijacija.

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 312



§ 4. Rezultat

140 T
A
A
120 } -|_ T
= o
o
: | ® 1
@ 100 | J_
Q
[
©
»
= 80|
2]
o)
5 T
3 60} T
: E1
S o
: T
40 t
> T
o
= E3
= 20}
0 X X X X X X X
Kontrola Galna kis. 80 Kafeinska kis. 80 Taninska kis. 10 o sV
Galna kis. 40 Kafeinska kis. 40 Taninska kis. 5 |:|SV+SP
Skupine 1 sv+sb

Slika 140. Koncentracija MMP-2 u nadtalogu tumorskih stanica miSeva nositelja EAT-a
obradenih s fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT
stanica (2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili
10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je
statistiCka znacajnost izmedu obradenih skupina: TA 5 mg/kg vs CA 80 mg/kg; TA 10 mg/kg
vs CA 80 mg/kg (P <0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogresSka; SD — standardna

devijacija.

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 313
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4.6.3.3. Koncentracija MMP-2 u tumorskim stanica

ELISA odredivanje koncentracije MMP-2 u tumorskim stanicama ukazuje na
znacajno smanjenje razine MMP-2 kod TA 10 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,05) kod
obrade miseva 10X svaki dan (Slika 141), iako je i kod ostalih obradenih skupina vidljiva niza
razina koncentracije MMP-2 u odnosu na kontrolu. Slika 142 prikazuje da skupine GA 40
mg/kg i CA 80 mg/kg (P < 0,05) koje su obradene 4X svaki drugi dan imaju znacajno nizu
razinu koncentracije MMP-2 u odnosu na kontrolu, premda je i kod ostalih obradenih skupina

uoceno smanjenje koncentracije MMP-2.
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Slika 141. Koncentracija MMP-2 u tumorskim stanicama miSeva nositelja EAT-a
obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT stanica
(2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10
mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statistiCka znacajnost

obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 10 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreSka; SD — standardna

devijacija.
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Slika 142. Koncentracija MMP-2 u tumorskim stanicama miSeva nositelja EAT-a
obradenih s fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT
stanica (2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili
10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je
statisticka znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: GA 40 mg/kg vs KONTR.; CA
80 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogresSka; SD — standardna

devijacija.
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4.6.4. Koncentracija matriks metaloproteinaze 9 (MMP-9) u uzorcima

4.6.4.1. Koncentracija MMP-9 u nestimuliranim makrofagima ascitesa

Za matriks metaloproteinazu 9 (MMP-9) statisticki znacajno smanjenje u odnosu na
kontrolu u nestimuliranim makrofagima ascitesa, uoc€ili smo kod primjene TA 10 mg/kg (P <
0,05) kod dugotrajne obrade zivotinja s fenolnim kiselinama, premda je i kod ostalih
obradenih skupina zamije¢en pad koncentracije MMP-9 u odnosu na kontrolu (Slika 143).
Isto takvo opazanje vidljivo je 1 kod obrade zivotinja 4X svaki drugi dan, s time da je
statistiCki znacajno smanjenje koncentracije MMP-9 uofeno samo kod GA 80 mg/kg u

odnosu na kontrolu §to je prikazano na Slici 144 (P < 0,05).
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Slika 143. Koncentracija MMP-9 u nestimuliranim makrofagima ascitesa miSeva
nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon
unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80
mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Prikazana je
statisticka znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: TA 10 mg/kg vs KONTR. (*P
<0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreSka; SD — standardna

devijacija.
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Slika 144. Koncentracija MMP-9 u nestimuliranim makrofagima ascitesa miSeva
nositelja EAT-a obradenih s fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=3)
nakon unosa EAT stanica (2,5x10°) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili
80 mg/kg te 5 i/ili 10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao
SV£SP. Prikazana je statisticka znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: GA 80

mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreSka; SD — standardna

devijacija.
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4.6.4.2. Koncentracija MMP-9 u nadtalogu tumorskih stanica

Matriks metaloproteinaza 9 (MMP-9) kvantitativno je odredena ELISA metodom u
uzorcima nadtaloga tumorskih stanica koje su ip izolirane iz ascitesne tekucine nakon obrade
zivotinja 10X. Utvrdeno je da dolazi do smanjenja koncentracije MMP-9 kod skupine GA 80
mg/kg u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,05) $to je prikazano na Slici 145. Takoder, do
smanjenja koncentracije MMP-9 doslo je kod CA 80 mg/kg i GA 80 mg/kg u odnosu na
kontrolu (P < 0,05) kod kratkotrajne obrade zivotinja (4X) kada se tumor nalazi u

eksponencijalnoj fazi rasta (Slika 146).
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Slika 145. Koncentracija MMP-9 u nadtalogu tumorskih stanica miSeva nositelja EAT-a
obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT stanica
(2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10
mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statistiCka znacajnost

obradene skupine u odnosu na kontrolu: GA 80 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreSka; SD — standardna

devijacija.
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Slika 146. Koncentracija MMP-9 u nadtalogu tumorskih stanica miSeva nositelja EAT-a
obradenih s fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT
stanica (2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili
10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je
statistiCka znacajnost obradene skupine u odnosu na kontrolu: CA 80 mg/kg vs KONTR.; GA
80 mg/kg vs KONTR. (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogresSka; SD — standardna

devijacija.

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 322



§ 4. Rezultat

4.6.4.3. Koncentracija MMP-9 u tumorskim stanica

U tumorskim stanicama koje su dobivene nakon 10 uzastopnih dana obrade s
fenolnim kiselinama razina koncentracije MMP-9 vidljivo je smanjena kod svih obradenih
skupina u odnosu na kontrolu, s time da je statisticki znacajna razlika vidljiva jedino kod CA
40 mg/kg u odnosu na TA 5 mg/kg (P < 0,05) (Slika 147). S druge strane, nakon kratkotrajne
obrade zivotinja (4X) nisu uocene statisticki znacajne razlike u koncentraciji MMP-9 (Slika
148), iako je takoder doSlo do smanjenja razine koncentracija MMP-9 kod svih obradenih

skupina u odnosu na kontrolu.

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 323



§ 4. Rezultat

60

55t

(&)}
o

n
[6)]

et
{eH

MMP-9 u talogu tumorskih stanica (ng/mL)

35}
30 }
25
T
20 | o
1
15 | T -
2] 2]
10 -4
5 " " " " " " "
Kontrola Galna kis. 80 Kafeinska kis. 80 Taninska kis. 10 sV
Galna kis. 40 Kafeinska kis. 40 Taninska kis. 5 |:|SV+SP
Skupine 1 sv+sb

Slika 147. Koncentracija MMP-9 u tumorskim stanicama miSeva nositelja EAT-a
obradenih s fenolnim kiselinama 10X svaki dan. MiSevi (N=3) nakon unosa EAT stanica
(2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili 10
mg/kg tijekom 10 dana. Rezultati su prikazani kao SV+SP. Prikazana je statistiCka znacajnost

obradene skupine izmedu obradenih skupina: CA 40 mg/kg vs TA 5 mg/kg (*P < 0,05).

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreSka; SD — standardna

devijacija.
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Slika 148. Koncentracija MMP-9 u tumorskim stanicama miSeva nositelja EAT-a
obradenih s fenolnim kiselinama 4X svaki drugi dan. Misevi (N=3) nakon unosa EAT
stanica (2,5x10%) obradeni su ip fenolnim kiselinama u dozama od 40 i/ili 80 mg/kg te 5 i/ili
10 mg/kg nakon 5. dana svaki drugi dan. Rezultati su prikazani kao SV£SP. Nema statistiCke

znacajnosti izmedu pojedinih skupina i kontrolne skupine.

Kratice: KONTR. — EAT kontrola; GA — galna kiselina; CA — kafeinska kiselina; TA —
taninska kiselina; SV — srednja vrijednost; SP — standardna pogreSka; SD — standardna

devijacija.
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§ 5. Rasprava

§5. RASPRAVA

U ovom radu istrazen je ucinak fenolnih kiselina (galne, kafeinske i taninske
kiseline) na modelu angiogeneze u Swiss albino miSa izazvanom Ehrlichovim ascitesnim
tumorom primjenom dvaju razli¢itih nadina obrade Zivotinja, a u svrhu procjene njihove
antiangiogene, protutumorske, protumetastatske, protuupalne ucinkovitosti kao i sposobnosti
smanjenja stvaranja ascitesne tekucéine u peritonealnoj Supljini Zivotinja. Takoder su istraZeni
ucinci fenolnih kiselina na ostale organske sustave kao 1 na cjelokupni organizam Zivotinja, s
ciljem utvrdivanja temeljnih mehanizama djelovanja fenolnih kiselina na rast tumora,
oksidacijski stres i polarizaciju makrofaga koji bi se onda mogli primijeniti u daljnjim
klinickim istrazivanjima sa znatno manje Stetnim nuspojavama za razliku od primjene
klasi¢nih metoda. Antioksidativna, protutumorska, antiangiogena, protuupalna djelotvornost
svake pojedine fenolne kiseline pracena je analizom enzima oksidacijskog stresa u bubrezima,
jetri, slezeni i ascitesu miSeva mjerenjem razine enzimske aktivnosti SOD i CAT,
koncentracije ukupnog GSH te razine MDA; zatim analizom hematoloskih i biokemijskih
parametara iz krvi 1 seruma, odredivanjem pro- i protuupalnih (Th1/Th2/Th17) citokina iz
nadtaloga tumorskih stanica; funkcionalne aktivnosti makrofaga; razine NO iz nadtaloga LPS
stimuliranih makrofaga slezene i1 ascitesa, nadtaloga i taloga nestimuliranih makrofaga
ascitesa te nadtaloga tumorskih stanica; enzimske aktivnosti Arg-1 u nadtalogu i talogu LPS
stimuliranih makrofaga slezene, talogu LPS stimuliranih makrofaga ascitesa, nadtalogu i
talogu nestimuliranih makrofaga ascitesa te nadtalogu tumorskih stanica; odredivanjem
koncentracije proangiogenih ¢imbenika poput MMP-2 1 MMP-9 te VEGF-a u nestimuliranim
makrofagima ascitesa, nadtalogu i talogu tumorskih stanica, kao i proupalnog ¢imbenika
COX-2 u stimuliranim i nestimuliranim makrofagima ascitesa i tumorskim stanicama te
kvantitativnom mjerenju proziljenosti peritonealne ovojnice. Utvrden je 1 utjecaj navedenih
fenolnih kiselina na promjene tjelesne mase u Swiss albino miseva kao i na promjene mase
svakog pojedinog unutarnjeg organa kao pokazatelja moguce toksiCnosti istrazivanih
pripravaka na razini cjelokupnog organizma. Takoder je odreden ukupni broj stanica i
diferencijalna analiza stanica u peritonealnoj tekucini, ukupni volumen ascitesa u
peritonealnoj Supljini, te je praceno prezivljenje zivotinja nakon obrade. Primjenom komet

testa 1 mikronukleus testa utvrdeno je postojanje genotoksi¢nih oSte¢enja molekule DNA.
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§ 5. Rasprava

5.1. MODEL ANGIOGENEZE U SWISS ALBINO MISU
IZAZVAN EAT-om

Ucestalost malignih bolesti kao i njihova smrtnost sve je vise u porastu. Pri tome
tumori koji dovode do stvaranja peritonealne karcinomatoze popracene stvaranjem ascitesa
uzrokuju posebice brzu smrt. Maligni ascites ¢ini oko 10 % svih slucajeva ascitesa 1 ukazuje
na peritonealnu karcinomatozu odnosno prisutnost patoloskog nakupljanja prekomjerne
tekucine s malignim stanicama, makromolekulama i1 proteinima u peritonealnoj Supljini, a

obi¢no se javlja u kasnijoj fazi razlicitih vrsta karcinoma.

U ovom istrazivanju koristili smo Ehrlichov ascitesni tumor (EAT), pogodan
tumorski model za transplantaciju kako bismo proucavali protutumorske, antiangiogene i
protuupalne ucinke prirodnih komponenti. Odmah nakon intraperitonealne (ip) inokulacije
Ehrlichovih tumorskih stanica, doslo je do drasticnog povecanja koliine ascitesa 1 broja
stanica (Slike 41-44). Radi se o angiogenetski ovisnom, brzo rastu¢em karcinomu s vrlo
agresivnim ponasanjem, sposobnim rasti u gotovo svim sojevima miseva (Chen i Watkins,
1970; Fecchio 1 sur., 1990; Luo i sur., 1998; Segura i sur., 2000) na §to ukazuju i nasi rezultati
(Slike 37-38, 43-44, 127-134). Injiciranje Ehrlichova ascitesnog tumora izaziva lokalnu
upalnu reakciju (Slike 53-60), s povecanom propusnoscu krvozilnog sustava Sto rezultira
intenzivnim stvaranjem edema (Slike 41-42), staniénom migracijom 1 progresivnim
stvaranjem ascitesne tekucéine (Fecchio i sur., 1990). Ascitesna tekucina je neophodna za rast
tumora, izravni je nutritivni izvor za tumorske stanice 1 peritonealne makrofage (Tablice 20-
21, Slike 45-48) c¢ija se sposobnost Sirenja povecava 24 sata nakon inokulacije tumora
(Fecchio i sur., 1990; Gupta i sur., 2004). Stoga, ¢ini se da je rast Ehrlichova ascitesnog
tumora usko povezan s aktivno$¢u imunosnog sustava, $to ga €ini zanimljivim modelom za
analizu medudjelovanja imunosnog sustava, angiogeneze i razvoja tumora (Fecchio 1 sur.,

1990; Mondal i sur., 2002; Orsoli¢ i sur., 2016; Palermo-Neto i sur., 2003).
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§ 5. Rasprava

5.2. UCINCI FENOLNIH KISELINA NA ANGIOGENEZU U
MISA NOSITELJA EAT-a

Zbog neucinkovitosti i neselektivnosti primjene klasicne terapije u lijeCenju
malignih oboljenja kao i njezine toksi¢nosti na ostale organske sustave javlja se sve veca
potreba za pronalazak novih 1 ucinkovitijih protutumorskih lijekova kao 1 za novim
terapijskim modalitetima. Vise od 60 % protutumorskih lijekova dobiveno je izravno ili
neizravno iz prirodnih izvora (Gordaliza i sur., 2007). Nedavna istrazivanja dala su
obecavajuce rezultate o djelovanju prirodnih spojeva u lijecenju 1 prevenciji raka (Shirzad i
sur., 2013a; Shirzad 1 sur.,, 2013b) zbog svojeg netoksicnog djelovanja s izrazenim
kemopreventivnim sposobnostima temeljenim na viSestrukim mehanizmima koji inhibiraju
1/ili usporavaju procese karcinomatoze i proliferaciju tumorskih stanica. Polifenolni spojevi su
vrijedna alternativa za sintetiCke lijekove, Sto dokazuje sve veci broj klinic¢kih ispitivanja
vezanih uz upotrebu polifenolnih spojeva u kemoterapiji (Ramos, 2008). Strukturne razlike
polifenolnih spojeva odgovorne su za njihov pleotropni nacin djelovanja, $to ukljucuje i
viSestruku prevenciju raka (primjerice, supresija angiogeneze, invazije tumorskih stanica i

metastaza, kao 1 indukcija apoptoze) (de Kok i sur., 2008; Zessner i sur., 2008).

5.2.1. Udinci GA na angiogenezu u misa nositelja EAT-a

Galna kiselina (3,4,5-trihidroksibenzojeva kiselina) je jedna od glavnih prirodnih
polifenola koji se nalazi u biljkama kao sekundarni metabolit Stiteci ih od biljojeda i biljnih
mikroorganizama, a otkriveno je da djeluje antioksidativno, protuupalno, protuvirusno,
protubakterijski, protugljivicno i1 protukancerogeno zbog cega se sve viSe Koristi u
farmaceutskoj 1 kemijskoj industriji. Pokazano je da citotoksi¢no djeluje na odredene
tumorske stanice i to u razli¢itim fazama razvoja tumora, primjerice smanjuje odgovor ornitin
dekarboksilaze koji je vezan za promociju tumora koze, suprimira tumorsku angiogenezu,
inhibira stvaranje metastaza u jetri i transkripcijsku aktivnost aktivatora protein 1 (AP-1) bez

Stetnog ucinka na zdrave stanice (He i sur., 2015; 2016; Lu i sur., 2010).
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§ 5. Rasprava

Nasi rezultati su u skladu s He i sur. (2015; 2016) gdje je vidljivo da primjena galne
kiseline (GA) tijekom 10 dana obrade miSeva nositelja Ehrlichova ascitesnog tumora
pokazuje inhibitorno djelovanje na sam rast tumorskih stanica pri ¢emu je manja doza GA (40
mg/kg) ostvarila statisticki znacajno smanjenje ukupnog broja stanica (P < 0,05) i volumena
ascitesne tekucine (P < 0,01) u peritonealnoj Supljini u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika
41, 43). S druge strane, prilikom obrade miSeva svakog drugog dana (4X) bolje rezultate na
smanjenje ukupnog broja stanica (P < 0,001) i volumena ascitesa (P < 0,01) polucila je
primjena ve¢e doze GA (80 mg/kg) u odnosu na kontrolu kada je tumor u kasnoj fazi rasta,
premda je i kod primjene manje doze GA vidljivo statisticki znaajno smanjenje broja stanica

(P <0,05) i volumena ascitesa (P < 0,05) (Slika 42, 44).

U pogledu prac¢enja prezivljenja zZivotinja najbolji u€inak ostvarila je primjena GA u
dozi od 80 mg/kg tijekom 10 dana obrade zivotinja (% ILS = 30,27) (Tablica 18), kao i1 kod
obrade zivotinja svakog drugog dana (% ILS = 18,82) (Tablica 19) u odnosu na kontrolu $to
nam govori da primjena vec¢e doze GA ima bolji u¢inak i u ranoj i u kasnoj fazi rasta tumora
Sto se ujedno podudara s rezultatima smanjenja mase tumora kod Zivotinja obradenih s GA u
odnosu na kontrolu (Slike 37-40). Naime, pracenje promjene tjelesne mase miseva tijekom
razdoblja obrade Zivotinja dobar je pokazatelj brzine rasta tumora i/ili stvaranja ascitesa u
pojedinim skupinama, gdje se rast tumora iskazuje kao postotak promjene tjelesne mase u
odnosu na pocetnu masu miseva u skupini. U kontrolnoj skupini vidljiv je porast u tjelesnoj
masi tijekom prvih 10 dana od inokulacije EAT stanica, nakon Cega je porast mase tumora
nesto usporeniji do 14. dana. U slucaju obrade miseva s GA kod oba nac¢ina obrade (10X i
4X) vidljivo je smanjenje tjelesne mase, pri cemu je obrada miseva s GA 80 mg/kg (4X)
dovela do najve¢eg smanjenja tjelesne mase u odnosu na kontrolu (Slika 38).

Iz diferencijalne analize stanica ascitesne tekucine vidljivo je da je skupina GA 80 mg/kg
tijekom 10 dana obrade pokazala bolje rezultate u odnosu na skupinu GA 40 mg/kg budu¢i da
dolazi do statisticki znacajnog povecanja broja makrofaga u ascitesu u odnosu na kontrolu (P
< 0,05) (Slika 45) sto posljedicno vodi smanjenju broja tumorskih stanica u ascitesnoj
tekucini, a uzrok tomu je najvjerojatnije aktivacija makrofaga potaknuta primjenom GA te
stjecanje sposobnosti uniStavanja tumorskih stanica izlu¢ivanjem brojnih reaktivnih
metabolita. S druge strane, kod obrade zivotinja 4X statisticki znacajno povecanje broja

makrofaga ostvarila je skupina GA 40 mg/kg u odnosu na kontrolu (P < 0,05), Sto je ujedno
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popra¢eno sa smanjenjem broja tumorskih stanica u ascitesu (Slika 46). Smanjenju broja
tumorskih stanica svakako pridonose i neutrofili u ascitesnoj tekucini; naime primjena GA u
dozi od 40 mg/kg tijekom 10 dana dovodi do njihovog povecanja u odnosu na kontrolu, dok
kod obrade zivotinja 4X takav ucinak ostvaruje GA 80 mg/kg, iako u oba slucaja ne postoji

statisticka znacajnost (Tablice 20-21).

Rezultati analize mase unutarnjih organa (bubrega, jetre i slezene) pokazuju da
skupina GA 80 mg/kg tijekom 10 dana uzrokuje statisticki zna¢ajno smanjenje mase jetre i
slezene u odnosu na kontrolu (P < 0,05), premda je to smanjenje vidljivo 1 kod mjerenja mase
bubrega, ali nije statisticki znacajno (Slika 49). Medutim, kod obrade miSeva nakon 5. dana
svaki drugi dan skupina GA 40 mg/kg uzrokuje statisticki znaajno smanjenje mase bubrega u
odnosu na kontrolu (P < 0,05), premda ista skupina dovodi i do smanjenja mase jetre i slezene
koje nije statisticki znacajno (Slika 50). Navedeni podaci potvrduju protuupalnu ucinkovitost
GA na zdrava tkiva i organe Sto se moZe pripisati njezinoj antioksidativnoj ucinkovitosti.
Sliéni ucinci GA na smanjenje mase slezene i1 jetre pokazani su u BALB/c miSeva ip
iniciranih s leukemijskim stanicama WEHI-3 nakon svakodnevne oralne primjene GA u dozi

od 40 1 80 mg/kg tijekom 3 tjedna (Ho i sur., 2009).

Skupine obradene s GA kod oba nacina obrade Zivotinja ne pokazuju statisticki
znacCajan utjecaj na hematoloske (Tablice 22-25, Slike 47-48) i biokemijske (Tablice 26-29)
parametre kod miSeva nositelja EAT-a. Medutim, obrada zivotinja s GA tijekom 10 dana
primjenom obje doze dovela je do smanjenja vrijednosti aktivnosti enzima aspartat -
aminotransferaze (AST), alanin - aminotransferaze (ALT), laktat - dehidrogenaze (LDH) i
amilaze (AMS) u odnosu na kontrolu, ali bez statisticke znacajnosti S$to govori o
protuupalnom ucinku GA 1 sposobnosti zastite jetre 1 drugih tkiva. S druge strane obrada
zivotinja s GA svakog drugog dana polucila je suprotan ucinak; odnosno doslo je do
statisticki neznacajnog (P > 0,05) porasta vrijednosti aktivnosti enzima AST, ALT, LDH i
AMS u odnosu na kontrolu. Vrijednosti glukoze, ureje i ukupnih bilirubina kod oba nacina
obrade s GA su nesSto viSe u odnosu na kontrolu, ali bez statisticke znacajnosti. Razlog
navedenom je prisutnost ve¢eg broja stanica tumora i obrada tumora u eksponencijalnoj fazi

rasta.
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Protuupalni uc¢inak GA potvrduje i COX-2 analiza ELISA metodom kod LPS
stimuliranih makrofaga ascitesa, ali i kod nestimuliranih makrofaga ascitesa. Naime, u oba
sluc¢aja GA 1u vecoj 1 u manjoj dozi tijekom 10 dana obrade (Slika 51 i 53), ali i kod svakog
drugog dana obrade Zivotinja dovodi do smanjenja COX-2 razine u navedenim stanicama
(Slika 52 i 54). Pri tome, bolji u€inak tijekom 10 dana obrade Zivotinja ostvaruje GA u dozi
od 40 mg/kg, dok kod obrade Zivotinja svakog drugog dana (4X) bolje rezultate ostvaruje GA
80 mg/kg kada je tumor u uznapredovaloj fazi rasta 1 sadrzi stanice razliCite osjetljivosti. Isto
tako, uoCeno je inhibitorno djelovanje GA u vecoj 1 manjoj dozi na razinu COX-2 u

tumorskim stanicama kod oba nacina obrade zivotinja (Slika 55 i 56).

Objasnjenje COX-2 inhibicije pokazuje Garcia-Rivera i sur. (2011) koji navode da
GA inhibira klasi¢nu aktivaciju NF-xB pomoc¢u IKKo/p kinaza, Sto rezultira smanjenom
razgradnjom IkB, translokacijom NF-kB i1 vezanjem na DNA. Osim toga, GA inhibira
dodatne NF-kB signalne puteve vezane uz prezivljenje tumorskih stanica i terapijsku
rezistenciju, kao Sto su MEK1, JNK1/2, MSK1 1 p90RSK s§to dovodi do snazne inhibicije
ciljanih gena NF-xB ¢imbenika kao $to su IL-6, IL-8, COX-2, CXCR4, XIAP, bcl2, VEGF
koji su ukljuceni u procese upale, metastaziranja, anti-apoptoze i angiogeneze (Garcia-Rivera
i sur., 2011). GA je sposobna inhibirati aktivnost COX-1 i COX-2 u in vitro uvjetima
(Madlener i sur., 2007) S§to je od velike znacajnosti buduci da se povecanje COX-2 ekspresije
povezuje s napredovanjem tumora kroz poticanje diobe stanica, angiogeneze 1 rasta tumora, te
inhibiciju apoptoze (Rizzo, 2011; Tang i sur., 2002). Nadalje, GA u in vivo uvjetima znacajno
inhibira LPS-om induciranu ekspresiju tioredoksina-4B (TXNL4B) u tankom crijevu miseva
te ekspresiju TXNL4B, iNOS i COX-2 u in vitro uvjetima kod misjih makrofaga RAW 264.7
(Hsiang 1 sur., 2013). GA u dozi od 5 mg/kg inhibira LPS-om induciranu upalu u
transgeni¢nim miSevima kroz inhibiciju ekspresije ¢imbenika NF-xB, IL-1B 1 TNF-a (Hsiang

isur., 2013).

Vazan ucinak u imunosnom nadzoru rasta tumora i angiogeneze imaju makrofagi.
Poznato je da M1 makrofagi imaju imunostimulatorna Th1-orijentirana svojstva te da izlucuju
visoke razine klasi¢nih proupalnih citokina kao Sto su TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12 ili IL-23 te
povecavaju koncentracije duSikova(Il) oksida (NO), superoksidnog aniona i radikala kisika

(Modolell 1 sur., 1995; Través i sur., 2012). S druge strane, razliciti signali kao Sto su IL-4,
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IL-13, glukokortikoidi, IL-10 induciraju razli¢ite M2 funkcije koje su sposobne regulirati
upalne odgovore i steCenu Th2 imunost, ukloniti oStecenja, potaknuti angiogenezu,
remodeliranje 1 popravak tkiva (Mantovani 1 sur., 2004). Kvantificirali smo u¢inak GA na
razinu Th1/Th2/Th17 citokina u peritonealnoj tekuc¢ini miSeva nositelja EAT-a. Uoceno je
povecanje razina proupalnih citokina IL-2, IL-6, IL-12, IFN-y i TNF-a prilikom obrade
miSeva s GA u ve¢oj i manjoj dozi tijekom 10 dana (Slika 57), dok je prilikom obrade miseva
svakog drugog dana (4X) vidljivo povecanje razina IL-2, IL-6, IL-12, IL-23 1 IFN-y u
usporedbi s kontrolnom skupinom (Slika 58). Istovremeno, razine protuupalnih Th2 citokina,
IL-4 i IL-5 u miSeva obradenih s GA tijekom 10 dana te IL-4, IL-10 i IL-13 u miSeva
obradenih s GA svakog drugog dana su smanjene (Slike 57-58).

Nadalje, istrazili smo funkcionalnu aktivnost makrofaga kao i njihovu ulogu u
stvaranju aktivnih molekula poput molekule NO koja ima citotoksicni u€inak na stanice
tumora, 1 Arg-1 koja stimuliraju¢e djeluje na rast tumora. Obrada Zivotinja s GA doprinosi
povecanju funkcionalne aktivnosti makrofaga u miSeva nositelja EAT u usporedbi s
kontrolnom skupinom (Slika 96 i 98); aktivirani makrofagi s GA pokazuju pojacanu
citotoksi¢nost za stanice tumora, bolju sposobnost fagocitiranja oSteenih 1 raspadnutih
stanica, bolju pokretljivost, prianjanje za podlogu kao i enzimsku aktivnost (OrSoli¢, 2010) za
razliku od normalnih makrofaga. Ho i sur. (2009) uocili su da GA u dozi od 40 i 80 mg/kg
potice fagocitnu aktivnost makrofaga iz periferne krvi BALB/c miSeva ip iniciranih s
leukemijskim stanicama WEHI-3, dok doza GA od 80 mg/kg vodi smanjenju sposobnosti

fagocitoze makrofaga u izoliranim peritonealnim stanicama.

Mehanizam citotoksi¢nog djelovanja makrofaga na stanice tumora temelji se na
indukciji programirane stani¢ne smrti (apoptoze) u tumorskim stanicama (Slika 45) Sto se
moze pripisati povecanoj razini NO ¢ija aktivnost moze biti klju¢na za tumorocidnu aktivnost
stanica imunosnog sustava, posebice makrofaga M1 cija je osnovna znacajka povecanje
sinteze NO aktivacijom iNOS-a. Povecana razina NO u nadtalogu makrofaga ascitesa (Slike
104-105), kao i u nadtalogu LPS stimuliranih makrofaga ascitesa (Slike 102-103), posebice
statisticki znacajno povecanje razine NO u skupini obradenoj s GA 80 mg/kg (4X) (P < 0,05)
u odnosu na kontrolu stimuliranih makrofaga potvrduje da GA povecava M1 tumorocidnu

djelotvornost TAMs te blokira M2 tumorsku aktivnost TAMs.
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Smanjenu polarizaciju M1 makrofaga u M2 makrofage potvrduju i rezultati analize Arg-1 u
nadtalogu LPS makrofaga slezene (Slike 110-111) kao i u samim LPS makrofagima slezene
(Slike 112-113) 1 ascitesa (Slike 114-115), gdje je vidljivo smanjenje razine Arg-1 u svim
skupinama obradenim s GA u odnosu na kontrolnu skupinu. Statisticki znacajno smanjenje
razine Arg-1 u odnosu na kontrolu pokazuje obrada Zivotinja s GA u dozi od 40 mg/kg (4X) u
nadtalogu tumorskih stanica (P < 0,01) (Slika 120).

Temeljem navedenog mozemo zakljuciti da GA moze aktivirati makrofage 1 povecati njihov
citotoksi¢ni ucinak kroz povecanje proizvodnje NO, a smanjenje razine Arg-1 Cime se
istodobno sprjecava polarizacija makrofaga, rast tumora, stvaranje i nakupljanje ascitesne
tekucine u peritonealnoj Supljini kao i sam proces angiogeneze i metastaziranja tumorskih
stanica.

Poznato je da alternativni metabolicki put L-arginina kataliziran Arg-1 daje jos
jednu osobitost razlikovanja izmedu dva aktivacijska stanja makrofaga. Naime, M1 makrofagi
povecavaju regulaciju iINOS enzima koji katalizira L-arginin u NO 1 citrulin, dok M2
makrofagi pokazuju visoku ekspresiju Arg-1, citosolnog enzima koji katalizira alternativni
metabolicki put L-arginina u ornitin i poliamine, koji su prekursori u sintezi kolagena i
stani¢ne proliferacije (Rodriguez i Ochoa, 2008). Takoder, treba istaknuti da dusikov(II) oksid
(NO) je pleotropni regulator i ukljucen je u brojne bioloske procese, posebice u fazi inicijacije
1 progresije tumora, vazodilatacije, angiogeneze i metastaziranja. Osim toga, NO je klju¢an 1
za tumorocidnu aktivnost imunosnog sustava.

Stoga, odredivanje aktivnosti NO 1 Arg-1 u makrofagima slezene 1 peritoneuma moze biti
vazan ¢imbenik za polarizaciju makrofaga. Nadalje, zapaZeno je da obrada miSeva s GA vodi
smanjenju razine NO u nadtalogu LPS stimuliranih makrofaga slezene (Slike 100-101), Sto
moze imati pozitivne ucinke budu¢i da dovodi do izostanka vazodilatacije u krvnim zilama
¢ime se ujedno smanjuje dostava kisika i1 nutrijenata potrebnih za rast tumorskih stanica.
Medutim, paradoks lezi u tome §to NO i RNS mogu imati genotoksi¢na i angiogena svojstva;
niska razina NO ima stimuliraju¢i ucinak na rast tumora dok visoka ima citostatski i
citotoksi¢ni ucinak na stanice tumora (Xu 1 sur., 2002). Nasi rezultati ekspresije iNOS protein
u tumorskim stanicama (Slika 126) su u skladu s navodima Xu i sur. (2002); naime GA
dovodi do smanjenja iNOS ekspresije u tumorskim stanicama primjenom manje doze GA,

dok veca doza GA bez obzira na nacin obrade zZivotinja dovodi do povecanja iNOS ekspresije.
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Osim uloge GA na imunosni sustav i njezine uloge u nadzoru angiogeneze i rasta tumora, GA
ima izraziti antioksidativni u¢inak koji moze biti vazan u sprjeavanju genetske nestabilnosti,
inhibiciji polarizacije M2 makrofaga te posljedi¢no, inhibiciji angiogeneze i1 rasta tumora
(Orsoli¢ 1 sur., 2016). Prema Liu i sur. (2006) GA moze biti odgovorna za smanjenje
angiogeneze u in vitro 1 in vivo uvjetima, ali moze pridonijeti i apoptozi 1 genotoksi¢nosti
stanica tumora svojim prooksidativnim svojstvima (Sun i sur., 2007).

Analizom oksido-redukcijskog statusa vidljivo je da GA nije imala utjecaja na koli¢inu
glutationa (GSH) u stanicama ascitesa, iako je kod obrade miSeva tijekom 10 dana vidljivo
povecanje (Slika 63), a kod obrade miSeva svakog drugog dana smanjenje GSH u odnosu na
kontrolu koje nije statisticki znacajno (Slika 64). U bubregu, jetri i slezeni nisu uocene
statistiCki znaCajne promjene razine GSH u odnosu na kontrolu kod oba nacina obrade
zivotinja, iako je kod bubrega i slezene vidljivo smanjenje razine GSH, dok kod jetre u nacelu
prevladava porast razine GSH u odnosu na kontrolu. Analiza CAT aktivnosti u ascitesu je
povecana, pri ¢emu je statisticki znacajno povecanje vidljivo samo kod skupine GA 40 mg/kg
(4X) u odnosu na kontrolu (P < 0,05) (Slika 72). Takoder, kod iste skupine u slezeni uoceno
je statisticki znacajno povecanje CAT aktivnosti u odnosu na kontrolu (P < 0,05) (Slika 78),
dok ostali organi ne pokazuju znacajne promjene CAT aktivnosti u odnosu na kontrolnu
skupinu. SOD enzimska aktivnost u ascitesu je povecana u svim obradenim skupinama s GA
bez obzira na nacin obrade zivotinja, ali statisticki znac¢ajno povecanje pokazuje samo GA 80
mg/kg (10X) u odnosu na kontrolu (P < 0,05) (Slika 79). Kod bubrega u svim obradenim
skupinama s GA vidljivo je smanjenje aktivnosti SOD u usporedbi s kontrolom, iako nije
statisticki znacajno, dok s druge strane slezena i jetra pokazuju povecanje SOD aktivnosti, pri
¢emu je u jetri kod skupine GA 40 mg/kg (10X) doslo do znacajnog povecanja SOD
aktivnosti u odnosu na kontrolu (P < 0,05) (Slika 83). MDA razina u stanicama ascitesa je
povecana u GA obradenim miSevima tijekom 10 dana primjenom obiju doza (Slika 87), dok
je tijekom obrade miseva svakog drugog dana (4X) uocen suprotan ucinak (Slika 88).
Objasnjenje navedenog moze biti prisutnost populacije stanica razlicite osjetljivosti s obzirom
da je tumor u eksponencijalnoj fazi rasta. Moguce je da prooksidativni uc¢inak u stanicama
tumora pridonosi pojacanoj citotoksi¢nosti 1 apoptozi osjetljivih stanica EAT (Slika 45).
Razina lipidne peroksidacije kod svih skupina obradenih s GA u stanicama bubrega, jetre i

slezene u odnosu na kontrolu je bez statisticke znacajnosti (Slike 89-94).
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Da povecana razina oksidacijskog stresa u tumorskim stanicama moze biti uzro¢nik smrti
stanica kroz pokretanje apoptoze potvrduje i Locatelli i sur. (2009). Ovi autori navode da
galati (derivati estera GA) induciraju smrt tumorskih stanica melanoma (B16F10) pomocu
apoptoze kao posljedica oksidacijskog stresa Sto je vidljivo iz fragmentacije genomske DNA,
znaCajne proizvodnje slobodnih radikala, smanjenja razine glutationa i ATP-a, aktivacije
¢imbenika NF-«xB i inhibicije adhezije stanica. Ova otkri¢a su vazna buduéi da su stanice
melanoma rezistentne na smrt zbog visoke razine antioksidativne obrane, sposobnosti
adhezije 1 sklonosti stvaranja metastaza.

Takoder, You i Park (2010) te You i sur. (2010) navode da GA inducira apoptozu i/ili nekrozu
u HelLa, HUVEC stanicama te stanicama raka plu¢a (Calu-6 i A549) §to je popraceno
gubitkom potencijala mitohondrijske membrane te povecanjem razine ROS-a i troSenjem
GSH u HeL A stanicama i stanicama raka plu¢a. Osim toga, pokazalo se je da GA selektivno
inducira apoptozu u tumorskim stanicama gusterae bez utjecaja na prezivljenje normalnih
stanica u in vitro uvjetima (Liu i sur., 2012) $to je u skladu s nasim rezultatima.

Poznato je da su procesi angiogeneze i1 metastaziranja popradeni s raznim
fizioloSkim promjenama koje su vezane uz razaranje izvanstanicnog matriksa, kao $to je
prekomjerna ekspresija aktivnosti proteolitickih enzima, uklju¢ujuéi matriks metaloproteinaza
(npr. MMP-2 i MMP-9), te migracija i invazija tumorskih stanica u krvotok ili limfni sustav
radi Sirenja u okolna tkiva i organe (Kleiner 1 Stetler-Stevenson, 1999). 1z tog razloga radi
utvrdivanja opsega krvozilja u peritonealnoj Supljini mikroskopski je analizirana peritonealna
ovojnica kako u EAT kontroli tako i u obradenim skupinama s GA, pri ¢emu rezultati jasno
pokazuju inhibiciju neovaskularizacije u svim skupina obradenim s GA u usporedbi s
peritoneumom EAT kontrole bez obzira na nain obrade Zivotinja, ali bez statisticke
znacajnosti (Slike 125-126). Nadalje, hemalaun-eozinom (H&E) obojani dijelovi peritoneuma
pokazuju da postoji smanjenje gustoce proziljenosti (MVD) (Slike 129-130) kod Zivotinja
obradenih s GA. Budu¢i da GA inhibira izlu¢ivanje ascitesa in vivo, istrazili smo u¢inak GA
na razinu VEGF ¢imbenika u nadtalogu i talogu tumorskih stanica te u nestimuliranim
makrofagima ascitesa. GA je pokazala doza ovisno smanjenje sekrecije VEGF-a u tumorskim
stanicama u odnosu na kontrolnu skupinu u in vivo uvjetima (Slike 135-136), ali bez
statisticke znacajnosti. Takoder, isti u¢inak smanjenja razine VEGF-a uocen je i u nadtalogu
tumorskih stanica (Slike 133-134), ali i kod nestimuliranih makrofaga ascitesa (Slike 131-
132). Zivotinje obradene s GA u dozi od 40 mg/kg (10X) smanjile su VEGF sekreciju u
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stanicama makrofaga ascitesa za 59,50 %, odnosno u dozi od 80 mg/kg (10X) za 57,87 % u
odnosu na kontrolu, dok je kod obrade Zivotinja svakog drugog dana rezultat bio nesto manji,
toc¢nije 32,76 % za GA 40 mg/kg (4X) odnosno 25,18 % za GA 80 mg/kg (4X). GA obrada
smanjila je razinu VEGF-a u izoliranim tumorskim stanicama od ukupnog broja stanica iz
peritonealne Supljine za 25,09 % tijekom primjene manje doze GA odnosno za 37,27 % kod
primjene vece doze GA tijekom 10 dana obrade, dok je prilikom 4X obrade Zivotinja doslo do
redukcije razine VEGF-a za 40,05 % u manjoj dozi GA odnosno za 52,93 % u ve¢oj dozi GA
u usporedbi s kontrolnim stanicama. Nadalje, postotak smanjenja VEGF-a u nadtalogu
tumorskih stanica tijekom 10 dana obrade zivotinja s GA iznosi 22,02 % za GA 40 mg/kg
(10X) 1 16,22 % za GA 80 mg/kg (10X), odnosno kod obrade zivotinja svakog drugog dana
(4X) 15,65 %1 13,79 % u odnosu na EAT kontrolu.

Cini se da brojni biljni pripravci sadrze sastavnice koje mogu biti udinkovite u
kontroli rasta tumora i inhibiciji angiogeneze ukljucujuci kurkumu i sladi¢. Primjerice, Sheela
i sur. (2006) navode da vodeni pripravak korijena sladi¢a (lat. Glycyrrhiza glabra) inhibira
proliferaciju EAT stanica u in vivo 1 in vitro uvjetima kao i angiogenezu u in vivo uvjetima $to
je vidljivo u smanjenju razine VEGF-a 1 mikrozilne gusto¢e u peritoneumu misa nakon
obrade s navedenim biljnim pripravkom. Nadalje, etanolni pripravak osusenog gomolja divlje
kurkume (lat. Curcuma aromatica) inducira proapoptoticku aktivnost te inhibira rast EAT
stanica, a inhibicijom VEGF-a posljedi¢no inhibira stvaranje ascitesa u peritoneumu misa

nositelja EAT-a (Thippeswamy i Salimath, 2006).

Literaturni podaci govore da su MMPs ukljucene u sve faze karcinogeneze, osobito
kod invazije 1 migracije tumorskih stanica, angiogeneze i metastaziranja stanica (McCawley i
Matrisian, 2000; Somerville i sur., 2003). Iz tog razloga, MMPs smatraju se vaznim
molekularnim ciljevima u protutumorskoj terapiji (Fingleton, 2007). Istrazivanja su pokazala
snazan antiangiogeni potencijal polifenola koji rezultira inhibicijom ekspresije i sekrecije
MMPs, kao i izravne inhibicije aktivnosti MMPs (Cheng i sur., 2003; Katiyar, 2006). Ovi
enzimi, posebice MMP-9 (kolagenaza tipa IV) igraju vaznu ulogu u napredovanju karcinoma
(Egeblad 1 Werb, 2002) budu¢i da razgraduju kolagen tipa IV, glavni sastojak stanicne

membrane te predstavljaju losu prognozu kod bolesnika.
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Nasi rezultati analize MMP-2 i MMP-9 pokazuju da GA inhibira sekreciju MMP-2 i
MMP-9 u nestimuliranim makrofagima ascitesa te nadtalogu i talogu tumorskih stanica, pri
¢emu je statisticki znacajno smanjenje MMP-2 u odnosu na kontrolu uoc¢eno kod obrade
miSeva s GA 40 mg/kg (4X) u talogu tumorskih stanica (P < 0,05) (Slika 142), zatim znacajno
smanjenje MMP-9 kod GA 80 mg/kg (4X) u nestimuliranim makrofagima ascitesa (P < 0,05)
(Slika 144) 1 kod GA 80 mg/kg (10X i 4X) u nadtalogu tumorskih stanica (P < 0,05) (Slike
145-146) u odnosu na kontrolu. Prema ucinkovitosti, najvec¢i postotak inhibicije sekrecije
MMP-2 ostvaren je kod primjene GA 40 mg/kg (4X) u nestimuliranim makrofagima (68,42
%); zatim kod primjene GA 80 mg/kg (10X) u nadtalogu tumorskih stanica (67,34 %) te kod
primjene GA 40 mg/kg (4X) u talogu tumorskih stanica (47,66 %). S druge strane, najveci
postotak inhibicije sekrecije MMP-9 vidljiv je kod primjene GA 80 mgkg (4X) u
makrofazima ascitesa gdje iznosi ¢ak 99,01 % te u nadtalogu tumorskih stanica sa 66,88 %,
dok je u samom talogu tumorskih stanica najveéi postotak inhibicije sekrecije MMP-9
ostvaren kod skupine GA 80 mg/kg (10X) za 66,84 %.

Dobivene rezultate protutumorske ucinkovitosti GA mozemo usporediti s
rezultatima Agrawal i sur. (2011) 1 Saraswati 1 sur. (2013) koji su upotrijebili isti tumorski
model. Agrawal i sur. (2011) navode da ip primjena tamjanske kiseline u dozi od 6,5 mg/kg,
12,5 mg/kg 1 25 mg/kg tijekom 14 dana ili u dozi od 25 mg/kg tijekom 30 dana znacajno
inhibira ascitesni i solidni model Ehrlichova tumora u Swiss albino miSeva; tamjanska
kiselina smanjuje volumen ascitesa, volumen solidnog tumora kao 1 tjelesnu masu u odnosu
na kontrolnu skupinu EAT miSeva te vodi povecanom preZivljenju miseva (% ILS=139,77)
nositelja EAT tumora (Agrawal i sur., 2011). Takoder, rezultati Saraswati i sur. (2013)
pokazuju da ip primjena urosoli¢ne kiseline (UA) u dozi od 25 mg/kg, 50 mg/kg i 100 mg/kg
tijekom 14 dana kod EAT ascitesnog tumora znacajno dovodi do smanjenja tjelesne mase u
odnosu na EAT kontrolu, posebice primjena UA u dozi od 100 mg/kg kod solidnog EAT
tumora u in vivo uvjetima znacajno smanjuje volumen i masu tumora u odnosu na kontrolu i
vodi povecanju zivotnog vijeka miseva. UA slicno GA pokazuje antiangiogeni uc¢inak kod
EAT ascitesnog i1 solidnog tumora in vivo; smanjuje razinu VEGF-a, iNOS ekspresije, razinu
NO 1 ¢imbenika TNF-a te povecava razinu IL-12 i ekspresiju bax i kaspaze-3 (Saraswati i
sur., 2013). Antiangiogeni u¢inak GA potvrduju brojni autori u in vitro i in vivo uvjetima (Lee

isur., 2013; Lu i sur., 2010; Zhao i Hu, 2013).
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Ho i sur. (2010) navode da GA ima snazni inhibitorni u¢inak na migraciju metastaza
adenokarcinoma zeludca kroz inhibiciju ekspresije MMP-2 i MMP-9 u navedenim stanicama
primjenom 2,0 uM GA tijekom 48 sati u in vitro uvjetima. Ovom ucinku doprinosi inhibicija
proteina poput Ras, Cdc42, Racl, RhoA, RhoB, PI3K i p38MAPK koji su ukljuc¢eni u proces
metastaziranja i signalni put reorganizacije citoskeleta (aktina). Lo i sur. (2011) ustvrdili su da
GA inhibira migraciju i invaziju humanih stanica melanoma (A375.S2) u in vitro uvjetima
kroz inhibiciju MMP-2.

Nadalje, utvrdeno je da topikalna primjena GA u dozi od 25 mg/kg inhibira rak koZe u miseva
kroz povecanje razine enzimskih (GST, SOD, CAT i GPx) i neenzimskih antioksidansa
(GSH) kao i1 smanjenja razine lipidne peroksidacije te ekspresije i aktivnosti MMP-2 i MMP-
9 (Subramanian i sur., 2014). Belotti i sur. (2003) uocili su da se razine MMP-9 (pro- i
aktiviranog oblika) i proMMP-2 u ascitesu podudaraju s VEGF-om i volumenom ascitesa kod
golih miseva nositelja ksenografta humanog karcinoma jajnika na $to ukazuju i nasi rezultati
(Slike 133-150). Osim toga, isti autori navode da MMPs, i to uglavnom MMP-9, a u manjoj
mjeri MMP-2 poticu oslobadanje bioloski aktivnog VEGF-a u stanicama karcinoma jajnika i

posljedi¢nog stvaranja ascitesa.

Nasi rezultati u skladu su i s istrazivanjem Raina i sur. (2008) koji su pokazali da
oralna primjena 0,3 % i 1 % vodene otopine GA tijekom 20 tjedana inhibira rast i progresiju
raka prostate kod transgeni¢nih miSeva s adenokarcinomom prostate kroz snazno suzbijanje
progresije stanicnog ciklusa i proliferacije te povecanja apoptoze. Chen i sur. (2009) pokazuju
da GA inhibira rast DU145 stanica raka prostate u G2/M fazi, vodi smanjenju stani¢ne jezgre
te pojavnosti apoptotickih vakuola ovisno o primjeni doze i vremenu u in vitro uvjetima.
Nadalje, Kaur i sur. (2009) navode da GA u in vitro uvjetima smanjuje vijabilnost stanica
ovisno o dozi kod humanih androgen-neovisnih DU145 1 androgen-ovisnih 22Rv1 tumorskih
stanica prostate uglavnom putem indukcije apoptoze. Isti autori pokazuju da GA inhibira rast
DU145 1 22Rvl stanica u ksenograft modelu kod golih miSeva gdje imunohistokemijska
analiza pokazuje znacajnu inhibiciju proliferacije tumorskih stanica, indukciju apoptoze kao i
smanjenje gustoce krvnih zila u ksenograft modelu miSeva nakon unosa 0,3 % 1 1 % vodene
otopine GA. Na humanim stanicama osteosarkoma u in vitro i in vivo uvjetima utvrdeno je da

GA inducira apoptozu kroz regulaciju MAPK signalnih puteva (Liang i sur., 2012).
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Da Silva i sur. (2009) utvrdili su da derivati GA (izobutil galat-3,5-dimetil eter i
metil galat-3,5-dimetil eter) koji su dobiveni izolacijom iz liS¢a biljke Casearia sylvestris
povecavaju prezivljenje BALB/c misSeva s inokuliranim EAT stanicama te ujedno dovode do
smanjenja volumena Lewisovog tumora plu¢a (LLCI1, engl. Lewis lung cancer cells) kod
C57bl/6 miSeva u odnosu na kontrolu. Isti autori ukazuju i na povecanu citotoksi¢nost NK
stanica protiv EAT stanica, za razliku od kontrolnih miSeva gdje tumorski rast znacajno
suprimira citolizu NK stanica (Da Silva i sur., 2009). Prema navedenim literaturnim podacima
vidljivo je da naSi rezultati u potpunosti potvrduju mogucénost primjene GA kao

imunostimulatora, inhibitora angiogeneze i rasta tumora.

5.2.2. Udinci CA na angiogenezu u misa nositelja EAT-a

Kafeinska kiselina je bioloski aktivna sastavnica propolisa koja pokazuje
antioksidativna, protuproliferativna, antiangiogena, protutumorska, protuupalna i citostatska
svojstva. Poznato je da su flavonoidi koji su nazo¢ni u propolisu (35-50 %) prirodni Siroko
rasprostranjeni polifenolni spojevi u biljnom carstvu, koji pokazuju razne bioloske aktivnosti,
ukljucujuéi 1 inhibiciju rasta tumora. Kafeinska kiselina (CA) pokazala je inhibicijski uc¢inak
na rast EAT stanica koji je vidljiv 1 kod skupina koje su obradene s manjom i ve¢om dozom
CA kod oba nacina obrade zivotinja. Pri tome najznacajnije rezultate dala je skupina obradena
s CA 80 mg/kg tijekom 10 dana obrade (Slike 41, 43) iz koje je vidljivo najvece smanjenje
ukupnog broja stanica i volumena ascitesa u odnosu na kontrolu (P < 0,001). Medutim,
tijekom pracenja perioda preZivljenja ova skupina nije dala najbolji u€inak u prezivljenju (%
ILS = 12,32) u odnosu na kontrolu (Slika 39, Tablica 18); najbolji uc€inak na prezivljenje
ostvarila je skupina obradena CA u dozi od 80 mg/kg s pocetkom obrade od 5. dana svaki
drugi dan (4X) (% ILS = 52,93) (Slika 40, Tablica 19), a §to se ujedno podudara s najmanjim
povecanjem mase tumora, to¢nije inhibicijom ukupnog broja stanica u trbusnoj Supljini
tijekom obrade zivotinja (Slika 38). Temeljem navedenog, bolji protutumorski u¢inak na EAT
tumor ima primjena CA u ranoj fazi rasta tumora, ali njezina dugotrajna primjena tijekom 10
dana nije dovoljna za zaustavljanje proliferacije EAT stanica u peritonealnoj Supljini, Sto se
moze povezati sa svojstvima brzorastuceg zlocudnog EAT tumora koji sadrzi populacije
stanica razliite osjetljivosti. Rezultati odredivanja ukupnog broja stanica u peritonealnoj

tekucini ukazuju da je srednja vrijednost broja stanica kod obradenih CA skupina statisticki
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znacajno manja kod oba nacina obrade zivotinja (P < 0,001 kod obrade 10X te P < 0,011 P <
0,05 kod obrade 4X) u odnosu na kontrolu (Slike 43-44).
Navedeni podaci potvrduju da CA uzrokuje izravne citotoksi¢ne ucinke na tumorske stanice
kroz indukciju apoptoze (Slika 95) 1 nekroze (OrSoli¢ 1 sur., 2003) izazvanu povecanjem
razine ROS-a i lipidne peroksidacije u tumorskim stanicama nakon obrade s CA (Slika 89).

Diferencijalna analiza stanica u ascitesnoj tekuéini pokazuje povecanje broja
makrofaga kod svih skupina obradenih s CA u odnosu na kontrolu bez obzira na na¢in obrade
miSeva (Tablice 20-21) kao odrazom sposobnosti CA da aktivira makrofage i1 inducira
apoptozu (Slike 45-46) §to u svom radu potvrduju i Orban i sur. (2000), iako to povecanje nije
statisticki znacajno. Takoder, gotovo kod svih skupina obradenih s CA vidljivo je da dolazi do
smanjenja broja tumorskih stanica u ascitesu (Tablice 20-21). Kod skupine CA 80 mg/kg
obradene 4X vidljivo je neznatno povecanje broja neutrofila u odnosu na kontrolu, koje
takoder nije statisticki znacajno. Iz rezultata mjerenja tezine unutarnjih organa (bubrega, jetre
1 slezene) proizlazi da manja doza CA od 40 mg/kg kod oba nacina obrade Zivotinja izaziva
vece smanjenje tezine unutarnjih organa (bubrega, jetre i1 slezene) u odnosu na kontrolu
premda je samo kod skupine CA 80 mg/kg tijekom 10 dana obrade vidljivo statisticki
znacajno smanjenje tezine bubrega u odnosu na kontrolu (P < 0,05), dok kod ostalih skupina
ne postoje statisticke znacajne razlike (Slike 49-50), ali je vidljiv znacaj CA kao snazne
antioksidativne i protuupalne sastavnice.

Osim reduciranog broja stanica i smanjenja volumena ascitesa u peritonealnoj
Supljini, protutumorski i antiangiogeni ucinak CA potvrden je smanjenjem broja novonastalih
krvnih Zila u potrbusnici misa, pri ¢emu je kod CA 80 mg/kg (P < 0,05) tijekom 10 dana
obrade (Slika 125, 129) te CA 40 mg/kg (P < 0,05) tijekom 4X obrade zivotinja uoceno
statistiCki znac¢ajno smanjenje peritonealne angiogeneze u odnosu na kontrolu (Slika 126 1
130). Navedeni rezultati smanjenja peritonealne angiogeneze odnosno mikrozilne gustoce
(MVD) pokazuju da CA posjeduje snazan antiangiogeni potencijal u in vivo uvjetima te da bi
dugotrajnija obrada s CA mogla poluciti bolji protutumorski i antiangiogeni uc¢inak. MVD jest
zlatni morfoloSki standard za procjenu neovaskularizacije tumora jer MVD broj odrazava
antiangiogena svojstva tumora i predstavnik je prosjecne interkapilarne udaljenosti kao
vaznog parametra angiogene terapije; smanjenje interkapilarne udaljenosti moze biti

ogranic¢avajuci ¢cimbenik u brzini rasta tumora (Rak i sur., 1995).
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Skupine obradene s CA kod oba nacina obrade Zivotinja ne pokazuju statisticki
znacajan utjecaj na hematoloske (Tablice 22-25, Slike 47-48) i biokemijske (Tablice 26-29)
parametre kod misa nositelja Ehrlichova ascitesnog tumora u odnosu na kontrolu. Medutim,
pracenjem vrijednosti aktivnosti enzima aspartat - aminotransferaze (AST), alanin -
aminotransferaze (ALT), laktat - dehidrogenaze (LDH) i amilaze (AMS) kod miSeva koji su
obradeni tijekom 10 dana s CA zapazaju se u pravilu nize vrijednosti u odnosu na kontrolu
(Tablica 26), dok je kod obrade miSeva svakog drugog dana uocCeno povecanje vrijednosti
ALT 1 AMS kod skupina CA 40 mg/kg i 80 mg/kg kao i neznatno povecanje AST kod CA 80
mg/kg u odnosu na kontrolu (Tablica 27), §to se moze povezati s izraZzenijom upalnom
reakcijom 1 njenim posljedicama budu¢i da se tumor nalazi u uznapredovaloj fazi rasta.
Vrijednosti C-reaktivnog proteina (CRP) u serumu, kod obradenih skupina s CA su nize ili
jednake vrijednosti kao 1 u kontrolnoj skupini (Tablice 28-29) na temelju ¢ega se moze
zakljuciti da CA pozitivno utjece u inhibiranju upalne reakcije uzrokovane kancerogenezom.
Drugi vazan ¢imbenik koji se vezuje uz upalne procese je enzim COX-2 koji katalizira sintezu
prostaglandina (PGGy) iz arahidonske kiseline. Na temelju dobivenih rezultata ELISA analize
vidljivo je da CA u svim dozama kod oba nacina primjene dovodi do smanjenja koncentracije
COX-2 u LPS stimuliranim makrofagima ascitesa, pri ¢emu je primjena CA svakog drugog
dana (4X) ostvarila nesto bolje rezultate (Slika 52) u odnosu na 10X obradu miseva (Slika
51). Takoder, kod skupine CA 80 mg/kg (4X) u LPS stimuliranim makrofagima ascitesa
uoceno je statisticki znacajno smanjenje u odnosu na kontrolu (P < 0,01) §to nam ujedno
govori da ve¢a doza CA u kasnoj fazi rasta tumora ucinkovito smanjuje simptome upale.
Rezultati COX-2 analize dobiveni ELISA testom u nestimuliranim makrofagima ascitesa,
takoder pokazuju smanjenje COX-2 koncentracije u odnosu na kontrolu bez statisticke
znacCajnosti kod oba nacina obrade Zivotinja (Slike 53-54), ali s neSto slabijim uspjehom u
odnosu na same LPS stimulirane makrofage ascitesa.

Nadalje, COX-2 koncentracija kod tumorskih stanica je smanjenja u odnosu na kontrolu; veéa
doza CA kod oba nacina obrade zivotinja ima vec¢i inhibitorni u¢inak na stvaranje COX-2, ali
bez statisticke znacajnosti (Slike 55-56). Takoder, obrada miSeva s CA svakog drugog dana s
vecom 1 manjom dozom kada je tumor u eksponencijalnoj fazi rasta ima veci ucinak na
smanjenje COX-2 koncentracije u odnosu na obradu Zivotinja tijekom 10 dana. Inhibicija

COX-2 aktivnosti je u skladu s inhibicijom angiogeneze (Slike 125-126), Sto je u skladu s
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podacima (Ono, 2008) gdje se inhibicija COX-2, NF-kB 1 TAMs smatra klju¢nim ciljem za

inhibiciju angiogeneze i rasta tumora (OrSoli¢ i sur., 2016).

Prema Ono (2008), TAMs predstavljaju primamljivi pristup u novim terapijskim
strategijama. Tri su glavna razloga zbog kojih su TAMs potencijalno pogodni za terapijske
intervencije: a) inhibicija njthovog novacenja i/ili njthovog prezivljenja u samom tumoru; b)
inhibicija njihovih pozitivnih uc¢inaka na angiogenezu i remodeliranje tkiva; c) preokret
njihove imunosne supresije i uspostavljanje protutumorske citotoksicnosti (OrSoli¢ i sur.,
2016). Nasi rezultati takoder ukazuju da CA posjeduje sposobnost aktivacije makrofaga koji
stvaraju ¢imbenike potrebne za reguliranje funkcija limfocita T i drugih imunosnih stanica
(Orsoli¢ 1 Basi¢, 2005; Orsoli¢ i sur., 2003; 2004). Makrofagi su jedni od glavnih, Siroko
rasprostranjenih, urodenih imunosnih stanica koje imaju vaznu ulogu u primarnom odgovoru
na patogene, tumorske stanice, upale, jacanju imunosnog odgovora te odrzavanju homeostaze
tkiva (Or3oli¢ i Bagi¢, 2005; Or3oli¢ i sur., 2003; 2004). Stovise, brojni podaci ukazuju na to
da makrofagi imaju klju¢nu ulogu ne samo u ubijanju tumorskih stanica, nego takoder i u
rastu samog tumora.

CA takoder inhibira stvaranje M2 makrofaga TAMs, inhibira njihov pozitivan ucinak na
angiogenezu i remodeliranje tkiva Sto dovodi do preokreta njihove imunosne supresije i
uspostavljanja protutumorske citotoksiénosti. Cini se da imunomodulatorna aktivnost CA kao
1 njezin ucinak na povecanje M1 tumorocidne u¢inkovitosti TAMs i blokiranje M2 tumorske
aktivnosti TAMs predstavljaju klju¢ne mehanizme u inhibiciji angiogeneze 1 rasta tumora.
Blokiranje M2 aktivnosti TAMs potvrduje smanjena aktivnost Arg-1 dobivena
spektrofotometrijskom analizom u LPS stimuliranim (Slike 114-115) i nestimuliranim
makrofagima (Slike 118-119) peritonealne Supljine kod oba nacina obrade zivotinja s CA te
nepromijenjene ili neznatno niZe razine NO u nadtalogu LPS stimuliranih makrofaga ascitesa
(Slike 102-103) 1 nestimuliranih makrofaga ascitesa (Slike 106-107) dobivene primjenom
Griessovog reagensa.

Takoder, rezultati analize aktivnosti Arg-1 i u nadtalogu tumorskih stanica pokazuju
smanjenje njezine aktivnosti u odnosu na kontrolu (Slike 120-121) §to je ujedno potvrdeno i
Western blot analizom u tumorskim stanicama (Slika 123) pri ¢emu je statisticki znacajno
smanjenje aktivnosti Arg-1 uoceno kod skupine CA 80 mg/kg (10X) (P < 0,05) (Slika 120),

dok je razina NO gotovo kod svih skupina obradenih s CA smanjena u odnosu na kontrolnu
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skupinu, ali bez statisticke znacajnosti $to u nacelu potvrduju i rezultati analize iNOS
ekspresije Western blotom u tumorskim stanicama (Slika 124). Prema Migliori i sur. (2015)
CA u jako niskim dozama moze imati zaStitni uc¢inak na funkciju endotelnih stanica kroz
modulaciju oslobadanja NO neovisno o ekspresiji 1 fosforilaciji eNOS te tako ograniCiti

napredovanje bolesti povezane s osteCenjem endotela uzrokovane oksidacijskim stresom.

Poznato je da povecana aktivnost Arg-1 moze potaknuti rast tumora putem nekoliko
mehanizama ukljucuju¢i smanjenje regulacije NO-posredovane tumorske citotoksi¢nosti
(Chang i sur., 2001), povecanje stani¢ne proliferacije kroz sudjelovanje u sintezi poliamina i
prolina, disregulacije signalizacije T stani¢nog receptora (TCR) i indukcije neaktivnosti CD8"
limfocita T (Bak 1 sur., 2008) te povecanja sposobnosti mijeloidnih supresorskih stanica da
inhibiraju proliferaciju limfocita T (Rodriguez i Ochoa, 2008). Nasi rezultati ukazuju da CA
smanjuje imunosupresivnu aktivnost Arg-l u LPS makrofagima slezene te stimuliranim i
nestimuliranim makrofagima peritonealne Supljine. Takoder, nasi rezultati kao i oni drugih
autora (Su 1 sur., 2015; Zhai 1 sur., 2007) sugeriraju da se imunostimulirajuca i protutumorska
aktivnost CA moze povezati s aktivacijom makrofaga i povecanjem njihove sposobnosti
fagocitoze. Stovie, poveéanje aktivnosti makrofaga pomoéu CA moze biti odgovorno za
usporavanje rasta stanica tumora. Toc¢nije, u miSeva nositelja stanica EAT obradenih s CA
vidljivo je povecanje indeksa Sirenja makrofaga te povecanje citotoksicnosti na EAT stanice
kroz indukciju apoptoze u EAT stanicama (Slika 95). Najvecu sposobnost indeksa Sirenja
makrofaga postigla je skupina obradena s CA u dozi od 80 mg/kg (4X) (Slika 97 1 99).

Prema autorima Prada i sur., (2013) te Wang i sur. (2011) M1 makrofagi TAMs
mogu pojacati steCene imunosne odgovore, posebice CD4" Thl stanica, koje zatim pojacavaju
tumorocidnu aktivnost makrofaga kroz lu¢enje IFN-y (Corthay i sur., 2005).

Predlozeni mehanizmi citotoksi¢nosti posredovani makrofagima mogu biti topljivi
citotoksi¢ni ¢imbenici oslobodeni od strane makrofaga, koji mogu mijenjati cjelovitost
membrane tumorskih stanica i/ili peristani¢nog okolisa tih istih stanica, povecati razinu pH,
osiromasiti okoli§ kisikom te povecati razinu lizosomalnih enzima (OrSoli¢ i Basi¢, 2005;

Orsoli¢ 1 sur., 2005).

Proces tumorske angiogeneze povezan je s pojavom hipoksije ili ishemije tumora

koju kontrolira poseban transkripcijski ¢imbenik zvan HIF-la koji je odgovoran za
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induciranje transkripcije brojnih angiogenih ¢imbenika, kao $to je primjerice VEGF (Gerald 1
sur., 2004) koji dovode do razgradnje bazalne membrane i Sirenja endotelnih stanica venula
kroz njihovu stijenku tvore¢i novu mrezu kapilara u tumoru (LeSin i sur., 2008). Angiogeni
¢imbenici potrebni za neovaskularizaciju tumora stvaraju se iz najmanje tri izvora: sintezom u
tumorskim stanicama, sekrecijom iz makrofaga koji infiltriraju tumor, te enzimskom
razgradnjom medustanicnog matriksa od strane makrofaga i/ili tumorskih stanica (Dedi¢
Plaveti¢ i sur., 2003). Stoga je istrazen antiangiogeni uc¢inak CA od strane tumorskih stanica u
ascitesu, ali 1 od makrofaga izoliranih iz ascitesne teku¢ine analizom koncentracije VEGF-a,
MMP-2 i MMP-9 pomoc¢u ELISA metoda. Na temelju dobivenih rezultata vidljivo je da je
kod oba nacina obrade Zivotinja razina VEGF kod svih obradenih skupina s CA smanjena u
odnosu na kontrolu i to kod makrofaga ascitesa (Slike 131-132), zatim u nadtaloga tumorskih
stanica (Slike 133-134), ali 1 kod samih tumorskih stanica (Slike 135-136), pri ¢emu je
statisticka znacajnost uocena jedino prilikom obrade s CA 80 mg/kg (10X) (P < 0,05) u
nadtalogu tumorskih stanica u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 133). Dobiveni podaci
ukazuju da CA uspjeSno inhibira sintezu VEGF-a u stanicama tumora i makrofagima te
posljedi¢no inhibira sintezu proteaza i receptora vaznih za Sirenje tumora u lokalna tkiva. Pri
tome najbolji inhibitorni ucinak na sekreciju VEGF-a u stanicama makrofaga ascitesa
ostvarila je skupina CA 80 mg/kg (4X) sa 66, 29 %, dok je u nadtalogu tumorskih stanica to
bila skupina CA 80 mg/kg (10X) sa 52,20 % odnosno u talogu tumorskih stanica primjena CA
40 mg/kg (10X) sa 40,06 %.

Nedavno je dokazano da smanjenje permeabilnosti krvnih Zila pomocu inhibicije
tirozin kinazne aktivnosti receptora VEGF-a dovodi do inhibicije stvaranja malignog ascitesa
u animalnim modelima (Xu 1 sur., 2000) $to ujedno potvrduju i nasi rezultati buduci da je kod
svih obradenih skupina s CA doSlo do smanjenja stvaranja ascitesne teku¢ine u odnosu na
kontrolu (Slike 41-42).

Prema Jung i sur. (2007), CA 1 njezin sintetski derivat CAPE [3-(3,4-dihidroksi-fenil)-akrilna
kiselina 2-(3,4-dihidroksi-fenil)-etil ester] suprimiraju tumorsku angiogenezu blokiranjem
STAT3-posredovane VEGF ekspresije kao 1 smanjenjem regulacije aktivnosti HIF-la u
humanim stanicama karcinoma bubrega. Nadalje, Chung i sur. (2013) navode da CAPE
suprimira VEGF-om induciranu proliferaciju, stvaranje krvozilja kao i stvaranje stresnih

vlakana aktina i gubitak krvozilno-endotelnog kadherina kod kontakta stanica-stanica u
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endotelnim stanicama S§to ukazuje na inhibiciju VEGF-VEGFR-2 i njegove nizvodne
aktivacije signala in vitro.

Osim toga, utvrdeno je da CAPE blokira VEGF-om stimuliranu neovaskularizaciju i smanjuje
krvozilnu permeabilnost u kapilarama koze misa in vivo (Chung i sur., 2013). Isti autori
navode da CAPE inhibira rast i neovaskularizaciju primarnih tumorskih stanica u C57BL/6 i
BALB/c miSevima s inokuliranim stanicama melanoma, karcinoma debelog crijeva i
Lewisovog karcinoma pluca iz Cega se moze zakljuciti da CAPE negativno modulira
angiogenezu induciranu VEGF-om kroz supresiju VEGFR-2 aktivacije te da se moze

upotrijebiti u antiangiogenom terapijskom pristupu (Chung i sur., 2013).

Iz navedenog je vidljivo da na$i rezultati potvrduju ¢injenicu da ROS regulira
angiogenezu 1 rast tumora putem c¢imbenika VEGF-a. Istu potvrdu o antiangiogenom i
protumetastatskom ucinku CA dobili smo i analizom koncentracija MMP-2 i MMP-9 koje su
inace odgovorne i za proces metastaziranja gdje je takoder utvrdeno smanjenje njihovih
koncentracija u odnosu na kontrolu i kod makrofaga ascitesa (Slike 137-138; 143-144), iu
nadtalogu (Slike 139-140; 145-146), 1 u talogu tumorskih stanica (Slike 141-142; 147-148),
pri ¢emu je statisticki znac¢ajno smanjenje koncentracije MMP-2 uoceno kod primjene CA 80
mg/kg (4X) (P < 0,05) u tumorskim stanicama (Slika 142), kao i smanjenje koncentracije
MMP-9 prilikom primjene CA 80 mg/kg (4X) (P < 0,05) u nadtalogu tumorskih stanica (Slika
146), u odnosu na kontrolu. Kod nestimuliranih makrofaga ascitesa skupina CA 80 mg/kg
(10X) najvise je inhibirala sekreciju MMP-2 1 MMP-9 i to za 60,56 % odnosno za 94,69 %, u
nadtalogu tumorskih stanica takav ucinak ostvarila je CA 80 mg/kg (4X) gdje je postotak
inhibicije iznosio ¢ak 78,23 % za MMP-2 odnosno 73,96 % za MMP-9. U tumorskim
stanicama najveca inhibicija sekrecije MMP-2 ostvarena je kod skupine CA 40 mg/kg (4X) za
49,07 %, a za MMP-9 kod skupine CA 40 mg/kg (10X) za 68,25 %.

Nasi rezultati su u skladu s rezultatima Shi 1 sur. (2012) koji su pokazali u¢inak CA
amida kao selektivnih inhibitora MMP-2 i MMP-9. Chung i sur. (2004) u svom istrazivanju
pokazali su da CA 1 CAPE selektivno inhibiraju MMP-2 1 MMP-9 u stanicama
hepatokarcinoma. Naime, obrada HepG2 stanica s CA (100 pg/mL) i CAPE (5 pg/mL)
suprimirala je PMA-induciranu MMP-9 ekspresiju kroz inhibiciju funkcije NK-kB. Takoder,
isti autori potvrdili su da CA i CAPE suprimiraju rast HepG2 stanica injiciranih u gole miSeve

(ksenograft model). Osim toga, subkutana i1 oralna primjena CA 1 CAPE znacajno je
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reducirala broj metastaza u jetri. Na temelju ovih rezultata, Chung i sur. (2004) potvrdili su

terapijski potencijal CA i CAPE u terapiji tumora.

Prema tome, sazimaju¢i dobivene rezultate smatramo da povecanje aktivnosti M1
makrofaga uzrokuje povecanje predoCavanja tumorskih antigena kao 1 povecanje
imunoreaktivnosti imunosnih stanica koje zajedno s drugim mehanizmima CA ucinkovito
inhibiraju angiogenezu, tumorski rast i time povecavaju zivotni vijek zZivotinja. Povecanje
zivotnog vijeka zivotinja izravno je povezano sa smanjenjem broja vijabilnih stanica,
smanjenjem akumulacije ascitesne tekucine, imunomodulacijom i redukcijom gusto¢e krvnih
zila (MVD) $§to je u konacnici uzrokovano smanjenom razinom lu¢enja VEGF-a te MMP-2 i
MMP-9.

Nasi rezultati potvrdili su da CA, kao 1 mnogi prehrambeni spojevi dobiveni iz biljaka,
pokazuje visestruku sposobnost djelovanja na razliCite ciljeve, ukljuujuéi prezivljenje,
proliferaciju, invaziju, angiogenezu i metastaziranje te mogu utjecati na razliite korake
razvoja tumorskih stanica ciljaju¢i jednu ili viSe molekula vezenih za upalu. Osim toga,
prednost ovih proizvoda je da su ovi proizvodi jeftiniji, sigurniji i bolje dostupni od sintetskih

spojeva (OrSoli¢ i1 Basi¢, 2005; 2007; Orsoli¢, 2010).

Temeljem svih rezultata moZemo zakljuciti da je protutumorska aktivnost CA
rezultat sinergistickog djelovanja razli¢itth mehanizama kojima CA djeluje na proliferaciju,
angiogenezu, imunomodulaciju i prezivljenje zivotinja. Ovi rezultati istiCu novi mehanizam
djelovanja CA u miSeva nositelja EAT tumora koji ukazuje na izravnu ulogu CA u blokiranju
rasta tumora kroz inhibiciju M2 makrofaga, sposobnosti poveéanja protutumorskog odgovora

limfocitima T te poboljSanja u¢inkovitosti imunoterapije.

CA moze povecati citotoksi¢nost djelovanjem M1 makrofaga i inhibirati rast
tumora; inhibicija aktivnosti TAMs moze biti posredovana antioksidativnim djelovanjem CA.
Kontinuirana primjena CA kao inhibitora ROS-a uc¢inkovito blokira pojavu TAMs i znacajno
suprimira tumorigenezu u misjim modelima karcinoma. Ove rezultate potvrduje 1 ELISA
analiza Th1/Th2/Th17 citokina u nadtalogu tumorskih stanica gdje je vidljivo povecanje
proupalnih citokina IL-2, IL-6, IFN-y i TNF-a kod skupine CA 80 mg/kg (10X) te IL-2, IFN-
v 1 TGF-B1 kod skupine CA 40 mg/kg (10X) u odnosu na kontrolu, ali bez statisticke
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znacajnosti (Slika 57). Poveéanje IL-12 u vecoj i manjoj dozi CA tijekom 10 dana obrade
zivotinja povezano je s antiangiogenim svojstvima CA, a temelji se na povecanju proizvodnje
protein 10 (IP-10 ili CXCL-10). Sli¢ni rezultati dobiveni su s obradom zivotinja svakog
drugog dana u kasnoj fazi rasta tumora (Slika 58). I u ovom slucaju vrijednost IL-12 je
povecana kod CA 40 i 80 mg/kg u odnosu na kontrolu, ali bez statistiCke znacajnosti, a
istovremeno dolazi do smanjenja vrijednosti proupalnog TGF-B1 kod obje skupine obradene s
CA 1 TNF-a kod CA 80 mg/kg (4X) u odnosu na kontrolu, dok su vrijednosti IL-2 za CA 40
mg/kg (P < 0,05) i CA 80 mg/kg te IFN-y kod obje skupine obradene s CA jo§ uvijek
povecane u odnosu na kontrolu.

Rezultati analize funkcionalne aktivnosti makrofaga pokazuju povecanje srednje
vrijednosti broja aktiviranih makrofaga kod skupina obradenih s CA bez obzira na nacin
obrade zivotinja u odnosu na kontrolu s§to je ujedno popraéeno povecanjem citotoksi¢nosti
prema EAT stanicama i njihovom sposobnos¢u induciranja apoptoze u stanicama tumora
(Slike 95 A, B). Stanice s morfoloskim dokazima apoptoze imale su izboCenja plazmatske
membrane te nastanak apoptotickih tjeleSaca, agregirani kromatin, fragmentirane jezgre i
kondenziranu bazofilnu citoplazmu (Slike 95 B1-B4). Za razliku od stanica iz peritonealne
Supljine miSa koje su podvrgnute obradi s CA, kontrolne EAT stanice obojane s Giemsom
pokazivale su jezgru s rasprSenim kromatinom i organiziranom/cjelovitom plazmatskom

membranom (Slika 95 BY).

Stoga, prema naSim rezultatima, ¢ini se da CA povecava funkcionalnu sposobnost
makrofaga i dovodi do povecanja razine proupalnih citokina, osobito Thl citokina, kao $to su
IL-2, IFN-y i IL-12 koji povecavaju tumorocidnu aktivnost makrofaga. IL-12 je proupalni
citokin koji ima sredi$nju ulogu u proizvodnji IFN-y aktiviranjem limfocita Thl, CD8"
citotoksi¢nih stanica i NK stanica, a ujedno igra vaznu ulogu u diferencijaciji populacija Thl
stanica. Na taj nacin, IL-12 ima vaznu ulogu i kod urodene i steCene imunosti (Corthay i sur.,
2005; Orsoli¢ 1 sur., 2016; Zhai i sur., 2007). Osim stvaranja Thl imunosnog odgovora od
strane IL-12 1 njegove pozitivne povratne regulacije tijekom proizvodnje IFN-y u
makrofagima, IL-12 ujedno povecava proizvodnju protutijela za aktivaciju kaskade
komplementa i opsoniziranje tumorskih stanica ¢ine¢i ih time osjetljivima na citotoksi¢nu

aktivnost mijeloidnih 1 NK stanica, $to u konacnici dovodi do smrti tumora (OrSoli¢ i sur.,
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2016). Dakle, ¢ini se da CA povecava razinu M1 makrofaga koji ubijaju tumorske stanice 1
proizvode obilne koli¢ine proupalnih citokina.

Mnogi znanstvenici smatraju da su TAMs vazni koordinatori u upalnim procesima koja se
javljaju u mikrookoliSu tumora. Stoga, TAMs imaju klju¢nu ulogu u putevima koji povezuju
upalu i rak, buduéi da proizvode brojne ¢imbenike rasta epitelnih i endotelnih stanica, kao 1
upalnih citokina i kemokina koji pridonose preZivljenju tumora, proliferaciji i invaziji.
Nadalje, imunosupresivni posrednici koje oslobadaju lokalne upalne ili tumorske stanice
ugusuju posredovani protutumorski odgovor domacina i time olakSavaju napredovanje tumora
(Or3oli¢ i sur., 2016). Osim TAMs-a, jo§ jedan vazan ¢imbenik koji doprinosi razvoju tumora
je ROS. ROS pozitivno pridonosi na razli¢ite nacine karcinogenezi i malignoj progresiji
tumorskih stanica: poti¢e oSteCenje genoma i gensku nestabilnost, kao signalni posrednici
prenose informacije za mitozu i1 prezivljenje pomocu receptora ¢imbenika rasta i adhezijskih
molekula, poticu¢i pokretljivost stanica i1 oblikuju mikrookoli§ tumora induciranjem
upale/popravka i angiogeneze (Baay i sur., 2011; Siveen i Kuttan, 2009;).

Medutim, mnoga istrazivanja su pokazala da visoke razine ROS-a mogu uzrokovati stani¢na
oStecenja (Hseu 1 sur., 2008; Li 1 sur., 2007; Pelicano i sur., 2004; Valko 1 sur., 2006; Zhao i
sur., 2006) i igrati vaznu ulogu u posredovanju apoptoze (Coyle i Puttfarcken, 1993; Garcia-
Ruiz i sur., 1997; Kim i sur., 2005; Kuo i sur., 2007). Povecanje proizvodnje ROS-a odavno
se povezuje s apoptotickim odgovorom izazvanim protukancerogenim spojevima (McCollum
1 sur., 2006; Trachootham 1 sur., 2006). Zanimljivo je da se je pokazalo da ROS selektivno
ubija stanice raka (Kim i sur., 2005; Kuo i sur., 2007; McCollum i sur., 2006;) te da igra
kljuénu ulogu u diferencijaciji alternativno aktiviranih makrofaga i pojavljivanju tumoru
pridruzenih makrofaga (TAMs) (Zhang i sur., 2013). Medutim, izravna uloga i mehanizam
djelovanja ROS-a u stvaranju tumora, angiogenezi 1 polarizaciji makrofaga 1 dalje ostaju

nerazjaSnjeni.

Orsoli¢ 1 Basi¢ (2007) navode da flavonoidi ne samo da djeluju selektivno na
tumorske stanice u odnosu na normalne ve¢ 1 da pokazuju imunostimulatorno djelovanje u
odbacivanju tumora koji se prvenstveno temelji na aktivaciji makrofaga, a preko njih i na
stimulaciju limfocita T, B i NK stanica. Budu¢i da su reaktivne vrste kisika povezane s

mnogobrojnim stani¢nim ulogama (poput stani¢ne proliferacije, diferencijacije, apoptoze i
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angiogeneze), njihova inhibicija predstavlja potencijalno obecavaju¢i pristup u
kemoprevenciji i terapiji raka.

Ovisno o koncentraciji ROS-a u stanici/organizmu, njegova uloga moze biti dvojaka. Naime,
niske koncentracije ROS-a u visoko proliferativnim tkivima (nediferencirane, prekancerozne,
kancerozne ili transformirane stanice) i u mitotski aktivnim tkivima koja podrzavaju
proliferaciju mogu predstavljati dodatni signal za proliferaciju, dok visoke koncentracije
ROS-a u tim istim tkivima mogu inducirati apoptozu i time potencijalno sprijeciti daljnju
diobu 1 karcinogenezu cCime se uocCava veca osjetljivost nediferenciranih stanica na
citotoksi¢nost prouzrocenu ROS-om od diferenciranih (OrSoli¢ i sur., 2008).

Temeljem brojnih ¢imbenika koji mogu utjecati na rast i Sirenje tumora ukljucujuci
epigenetske i1 genetske Cimbenike, reaktivne vrste kisika kao 1 oslabljeni imunosni nadzor
istrazili smo kakva je imunomodulatorna i antioksidativna uloga CA u regulaciji rasta EAT
tumora i tumorske angiogeneze.

Sto se ti¢e antioksidativne zastite CA, uoceno je da sve obradene skupine s CA bez obzira na
nacin obrade Zivotinja izazivaju kod ascitesne tekucine povecanje razine lipidne peroksidacije
u odnosu na kontrolu, pri ¢emu je statisticki znacajno povecanje kod CA 80 mg/kg (10X)
(Slika 87) 1 CA 40 mg/kg (4X) (P < 0,05) (Slika 88). Malondialdehid (MDA), kao krajnji
proizvod lipidne peroksidacije, vidljivo je veé¢i u tumorskom tkivu nego u zdravim organima
(Yagi, 1991). Poznato je da prekomjerna proizvodnja ROS-a uzrokuje ireverzibilno oStecenje

DNA kao i ostecenje membranskih lipida §to dovodi do proizvodnje MDA.

Budu¢i da je razina GSH u ascitesu kod veéine pokusnih skupina bila smanjena u
odnosu na kontrolu (Slike 63-64), smatramo da se radi o nesposobnosti transformiranih
stanica da sintetiziraju glutation kao odgovor na oksidacijski stres §to se odrazava kao
pojacana osjetljivost transformiranih stanica na CA. Izuzetak je skupina obradena s CA 40
mg/kg (10X) kod koje je uoceno povecanje razine GSH u odnosu na kontrolu (Slika 63), Sto
se moze pripisati velikoj heterogenosti EAT stanica.

Isto tako, uoceno je povecanje CAT 1 SOD aktivnosti u ascitesnoj tekucini u odnosu
na kontrolu (Slike 71-72; 79-80), pri ¢emu je statisticki znacajno kod skupine CA 80 mg/kg
(10X) (P < 0,01). Cini se da povisene SOD i CAT aktivnosti mogu ukazivati na poveéanu
razinu oksidacijskog stresa u tumorskim stanicama obradenim s CA te da stvaranje slobodnih

radikala moze izazvati indukciju sinteze enzima SOD i CAT koji su u skladu s povecanim
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ROS signalizacijskim ucincima CA. Povecanje SOD aktivnosti ovisno o dozi u miSeva
obradenih s CA utjeCe na usporavanje rasta tumorskih stanica zbog povecane proizvodnje
vodikovog peroksida (Wang i sur., 2005).

S obzirom na razlike vezane za razlicite tumore ¢esto redukcija oksidacijskog stresa
pomocu reducirajuéih tvari sprjeCava proces apoptoze u nekim stanicama, dok u drugim
redukcija oksidacijskog stresa uzrokuje proces apoptoze (Orsoli¢ i Basi¢, 2007), tako da
vanjske tvari mogu izazvati suprotne uc¢inke unutar razlicitih okolnosti. Budu¢i da su stani¢na
proliferacija i1 apoptoza dva alternativna nacina djelovanja koja prvenstveno ovise o
specifi¢noj stani¢noj redoks ravnotezi u dato vrijeme, pozeljno bi bilo istovremeno tijekom
obrade Zzivotinja mjeriti apoptozu i razinu GSH u razli¢ito vrijeme kako bi se vidjelo da
osjetljive stanice povecanjem razine ROS-a propadaju, dok opstaju otporne stanice koje uz
mnoge prilagodbe imaju i1 povecanu razinu GSH koja vodi stvaranju rezistencije na
primjenjenu terapiju.

Bubreg, jetra i slezena ne pokazuju statisticki znacajne razlike u razini MDA, GSH, CAT i
SOD u odnosu na kontrolnu skupinu; vrijednosti su uglavnom nize S$to ukazuje na
antioksidativnu sposobnost CA u zdravom tkivu. Medutim, polifenolne sastavnice,
ukljucujué¢i CA mogu imati antioksidativnu i prooksidativnu sposobnost $to ovisi o brojnim
¢imbenicima u organizmu poput pH vrijednosti, prisutnosti prijelaznih metala s
promijenjivom valencijom (poput Fe ili Cu) kao i razli¢itoj antioksidativnoj sposobnosti

stanica u razli¢itim tkivima i organima te njihovoj produkeciji reaktivnih radikala.

Pretpostavljamo da bi unutarstanicna proizvodnja ROS-a mogla biti klju¢an
¢imbenik u CA-induciranoj stani¢noj smrti u tumorskim stanicama (Slika 95) dok su
normalne stanice zaSticene od djelovanja ROS-a. Medutim, ovaj mehanizam trebalo bi
potvrditi mjerenjem unutarstani¢ne razine ROS-a u tumorskim i1 normalnim stanicama. Ti su
podaci u skladu s podacima drugih autora koji su pokazali da nesrazmjerno povecanje
unutarstanicnog ROS-a moZe inducirati zaustavljanje stani¢nog ciklusa raka, starenje i
apoptozu (Simon 1 sur., 2000). Nasuprot tome, normalne stanice mogu bolje tolerirati
oksidacijska oStecenja zbog njihove niske bazalne proizvodnje ROS-a i normalne metabolicke
regulacije (Trachootham i sur., 2006). Dakle, nasi rezultati potvrduju da biokemijska razlika
izmedu normalnih stanica i stanica raka moze biti temelj za modulaciju stanicnog ROS-a kao

nacin za selektivno ubijanje stanica.
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Slicne podatke pokazali su i Kanimozhi i Prasad (2015) koji su ustvrdili da CA ima
antioksidativno djelovanje u normalnim stanicama, a prooksidativna svojstva u tumorskim
stanicama $to dovodi do oksidacijskog oSte¢enja DNA 1 induciranja stani¢ne smrti (apoptoze)
u tumorskim stanicama popracene s povecanjem apoptotickih morfoloskih promjena u
stani¢nim linijama HelLa i ME-180. CA u dozama od 30-50 pg/mL povecava biljege lipidne
peroksidacije kao Sto su reaktivne tvari tiobarbiturne kiseline, konjugirani dieni i lipidni
hidroperoksid, a ujedno smanjuje razinu SOD, CAT, GSH 1 glutation peroksidaze (GPx) u

odnosu na kontrolu te vodi promijeni membranskog potencijala mitohondrija.

5.2.3. Ucinci TA na angiogenezu u miSa nositelja EAT-a

Taninska kiselina (TA) je najjednostavniji Siroko rasprostranjeni biljni
hidroliziraju¢i taninski polifenol prisutan u vocu, povréu, Zitaricama, bilju, ¢aju, crnom vinu i
kavi, a ujedno je glikozidni polimer galne kiseline koji se odlikuje antioksidativnim,
protuproliferativnim, protutumorskim, protubakterijskim i protuvirusnim svojstvima.
Taninska kiselina prema rezultatima analize ukupnog broja stanica u ascitesnoj tekucini
inhibira rast tumorskih stanica Sto je vidljivo kod primjene oba nac¢ina obrade miseva nositelja
Ehrlichova ascitesnog tumora, s time da je obrada miSeva u vecoj 1 manjoj dozi svakog
drugog dana (Slika 44) pokazala nesto bolje rezultate od uzastopne obrade miseva tijekom 10
dana (Slika 43). Najvece smanjenje volumena ascitesa u peritonealnoj Supljini u odnosu na
kontrolu dala je primjena TA 10 mg/kg tijekom 10 dana (Slika 41) kao i kod obrade Zivotinja
svakog drugog dana (Slika 42) iako rezultati nisu statisticki znacajni. Medutim, najbol;ji
ucinak na prezivljenje zivotinja u odnosu na kontrolu imala je skupina TA 5 mg/kg tijekom
10 dana obrade (% ILS = 24,05) (Slika 39), dok su ostale skupine koje su obradene s TA
polucile dosta slabije rezultate (Tablice 18-19). Razlog tome moze biti neSto veca toksi¢nost
primjene same TA na cjelokupni organizam iako se je TA primjenjivala u znatno nizim
doze TA. Najsporiji rast tumorskih stanica u peritonealnoj Supljini tijekom 10 dana obrade
ostvarila je skupina TA 5 mg/kg (Slika 37) §to se podudara s rezultatima ukupnog broja
stanica u peritonealnoj Supljini i prezivljenja zivotinja. S druge strane, tijekom obrade miSeva
svakog drugog dana takav ucinak imala je skupina TA 10 mg/kg (4X) s jo§ znacajnijim

smanjenjem mase tumora od TA 5 mg/kg (10X) (Slika 38). Rezultati diferencijalne analize
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stanica iz ascitesa ukazuju da je tijekom 10 dana obrade Zivotinja primjena TA 10 mg/kg
dovela do veceg povecanja broja makrofaga, dok je skupina TA 5 mg/kg uzrokovala veéi pad
broja tumorskih stanica, a istovremeno utjecala na povecanje broja neutrofila u ascitesnoj
tekucini (Slika 45). Medutim, kod obrade miSeva svakog drugog dana (4X) znacajniji porast
broja makrofaga, a istovremeno smanjenje broja tumorskih stanica imala je primjena TA 10
mg/kg, dok je u pogledu poveéanja broja neutrofila znatno veéi utjecaj imala skupina TA 5
mg/kg (Slika 46). Aktivnost makrofaga i1 neutrofila moze biti klju¢na za inhibiciju rasta
tumora (OrSoli¢ 1 sur., 2005) kroz pojacanu sintezu reaktivnih radikala poznatiju kao
”oksidacijski prasak* te brojnih litickih molekula i enzima.
Kemoprotektivno djelovanje TA davno su pokazali Nepka i sur. (1999) koji smatraju da TA
primijenjena u niskoj dozi moze imati snazan doza ovisni ucinak na razvoj spontanih
neoplazmi jetre kod C3H miSeva ili sprijeciti razvoj karcinoma; pojavnost karcinoma nakon
unosa TA tijekom 9 mjeseci je bila 4,44 % u odnosu na 33,3 % u kontrolnoj grupi miSeva.
Nasi rezultati mikroskopske analize broja krvnih Zila u peritoneumu potvrduju
najbolji antiangiogeni uc¢inak TA u odnosu na sve primijenjene skupine fenolnih kiselina
(Slike 125-126). Kod svih obradenih skupina s TA uoceno je statisticki znaajno smanjenje
broja krvnih Zila u odnosu na kontrolnu skupinu; statisticka znacajnost TA 5 i 10 mg/kg
(10X) 1 TA 10 mg/kg (4X) je (P < 0,001) te TA 5 mg/kg (4X) je (P < 0,05). Ovaj
antiangiogeni ucinak moze se povezati s koncentracijom COX-2 u LPS stimuliranim i
nestimuliranim makrofagima ascitesa kao i u tumorskim stanicama. Rezultati pokazuju da
primjena manje doze TA kod oba nacina obrade Zivotinja dovodi do statisticki znacajno vece
inhibicije stvaranja COX-2 enzima u navedenim stanicama u odnosu na kontrolu: TA 5 mg/kg
(10X 1 4X) kod LPS makrofaga ascitesa (P < 0,05) (Slike 51-52), TA 5 mg/kg (10X 1 4X) kod
nestimuliranih makrofaga ascitesa (P < 0,05; P < 0,01) (Slike 53-54), TA 5 mg/kg (4X) u
tumorskim stanicama (P < 0,05) (Slika 56). Primjena TA 5 mg/kg svakog drugog dana (4X)
jedino je kod tumorskih stanica dovela do znacajnog smanjenja COX-2 koncentracije u
odnosu na kontrolu (P < 0,05). Temeljem navedenog mozemo zakljuciti da TA kroz inhibiciju
COX-2 aktivnosti (Slike 55-56) inhibira angiogeni proces kljuan za rast i metastaziranje
tumora (Slike 125-126). Osim inhibicije COX-2 aktivnosti ¢ini se da TA stimulira
proizvodnju Thl citokina $to je vidljivo iz povecanja IL-6 i IL-12 kod oba nacina obrade

zivotinja, posebice u ranoj fazi obrade tumora (Slike 57-58). Medutim, Park i sur. (2006)

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 352



§ 5. Rasprava

pokazali su da TA inhibira UVB-om pojac¢anu ekspresiju upalnih medijatora, 1L-1, IL-6,
TNF-0, COX-2 i prostaglandina E2 kod UVB-ozra¢enih humanih keratinocita (HaCaT).

Thl citokini pripadaju klasicnim M1 makrofagima koje karakterizira povecani
oksidacijski prasak i povecana razina NO i smanjena razina Arg-1. TA je pokazala najbolji
ucinak na aktivaciju makrofaga od svih primijenjenih fenolnih kiselina; statisti¢ki znacajno
povecanje uoceno je kod TA 5 mg/kg (10X 14X) (P <0,05)1 TA 10 mg/kg (10X 1 4X) (P <
0,01) u odnosu na kontrolu (Slike 96-97). TA kod oba nacina obrade miSeva dovodi do
povecanja razine NO u nadtalogu stimuliranih (Slike 102-103) i nestimuliranih (Slike 104-
105) makrofaga ascitesa, zatim u samim nestimuliranim makrofagima ascitesa (Slike 106-
107) te u nadtalogu tumorskih stanica (Slike 108-109) u odnosu na kontrolu, ali bez
statisticke znacajnosti. Ovo povecanje razine NO =zasigurno pridonosi citostatickom i
citolitickom ucinku makrofaga na rast tumorskih stanica u ascitesu. Citoliticki ucinak
makrofaga nakon obrade s TA pridonosi smanjenju volumena ascitesa (Slike 41-42) i broja
tumorskih stanica u peritonealnoj Supljini miSeva u odnosu na kontrolu (Slike 43-44). S druge
strane, vidljivo je smanjenje razine Arg-1 u nadtalogu i talogu LPS makrofaga slezene i
ascitesa te nadtalogu i talogu nestimuliranih makrofaga ascitesa u odnosu na kontrolu $to
ukazuje na inhibiciju polarizacije makrofaga M1 u M2. Pri tome se zamjecuje statisticki
zna€ajno smanjenje razine Arg-1 kod TA 5 mg/kg (10X) i TA 10 mg/kg (4X) (P < 0,05) u
nadtalogu LPS makrofaga slezene (Slike 110-111), zatim kod TA 10 mg/kg (10X) (P < 0,05),
TA 5 mg/kg (4X) (P < 0,05) 1 TA 10 mg/kg (4X) (P < 0,01) u LPS makrofagima ascitesa
(Slike 114-115) te kod TA 10 mg/kg (10X) (P < 0,05) u nadtalogu makrofaga ascitesa (Slika
116) odnosno kod TA 5 mg/kg (10X) (P < 0,05) u makrofagima ascitesa (Slika 118).
Istovremeno, u nadtalogu tumorskih stanica uoceno je doza ovisno smanjenje razine Arg-1 u
odnosu na kontrolu (Slike 120-121), ali bez statisticke znacajnosti $to je ujedno potvrdeno i
analizom ekspresije proteina Arg-1 u tumorskim stanicama (Slika 122-123) s time da je
jedino kod TA 10 mg/kg (4X) vidljivo povecanje ekspresije Arg-1 Sto se moZe pripisati
heterogenosti stanica u EAT tumoru.

Smanjenoj angiogenezi osim aktivacije makrofaga pridonosi i u¢inak TA u inhibiciji
sinteze VEGF-a kako u makrofagima ascitesa (Slike 131-132) tako i kod nadtaloga (Slike
133-134) i taloga tumorskih stanica (Slike 135-136) pri ¢emu je znatno ve¢i inhibitorni u¢inak

na razinu VEGF-a ostvaren kod makrofaga ascitesa u odnosu na same tumorske stanice.
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Naime, kod makrofaga ascitesa uoceno je znacajno smanjenje razine VEGF-a kod TA 5
mg/kg (10X 14X) (P <0,001) za 75,85 % odnosno 83,18 % te TA 10 mg/kg (4X) (P <0,01)
za 74,65 %. Statisticki znafajno smanjenje razine VEGF-a za 77,20 % uoceno je i kod
skupine TA 5 mg/kg (10X) u talogu tumorskih stanica u odnosu na kontrolu (P < 0,05).
Najveci postotak inhibicije stvaranja VEGF-a u nadtalogu tumorskih stanica uocen je kod
primjene TA 10 mg/kg (10X) pri ¢emu je razina koncentracije VEGF-a smanjena za 27,29 %
u odnosu na kontrolnu skupinu.

Razina koncentracije VEGF-a usko je povezana s aktivnosti MMPs koje su Cvrsto
kontrolirane ravnotezom izmedu sinteze aktivnog enzima i prisutnosti endogenih inhibitora
kao $to su primjerice tkivni inhibitori metaloproteinaza (Nagase i Woessner, 1999). Medutim,
tijekom progresije tumora dolazi do gubitka te ravnoteze te povecana ekspresija odredenih
MMPs dovodi do prijelaza iz benignog u maligni fenotip za koji se vjeruje da je ukljucen u
metastatsko Sirenje tumora i angiogenezu (MacDougall i Matrisian, 1995; Stetler-Stevenson,
1999). Prekomjerna ekspresija MMPs uocena je u razli¢itim metastatskim tumorskim tkivima,
dok protutumorski lijekovi djeluju na smanjenje ekspresije MMPs (Rasmussen i McCann,
1997). Zhang 1 sur. (2009) uocili su da primjena TA u koncentraciji od 0,05 % kod Stakora
inhibira aktivnost MMP-2 i MMP-9 te povecava sadrzaj kolagena u ranoj fazi nakon sréanog
infarkta. Jimenez i sur. (2006) otkrili su da u in vitro uvjetima hidrofilna TA u dozi od
lpg/mL kod dermalnih fibroblasta dovodi do znacajnijeg ucvrséivanja elasti¢nih vlakana u
odnosu na neobradenu kontrolnu skupinu, pojaava biostabilnost tropoelastina i elastina,
znaCajno smanjuje proteoliticku razgradnju elastina od strane elastolitickih enzima koji
pripadaju obitelji serin proteinaza, cistein proteinaza i metaloproteinaza. Za razliku od
Jimenez i sur. (2006) te Zhang i sur. (2009), Chu i sur. (2016) otkrili su u svom istrazivanju
ucinka TA na jetrenu fibrozu induciranu kod miseva da TA povecava ekspresiju MMP-1 i
MMP-9, dok s druge strane smanjuje ekspresiju receptora angiotenzina II (ART-1), IL-1p,
TNF-a, TGF-B, kaspaze-3, c-fos, c-jun, omjer Bax/bcl-2 te tkivnog inhibitora
metaloproteinaze 1 (TIMP-1).

Nasi rezultati analize koncentracije MMP-2 pokazuju inhibitorni doza ovisni u¢inak
TA na smanjenje razine MMP-2 u makrofagima ascitesa (Slike 137-138) i u tumorskim
stanicama (Slike 141-142) pri ¢emu je najbolji ucinak ostvarila primjena TA 10 mg/kg (10X)
(80,90 %; P <0,05)1 TA 10 mg/kg (4X) u makrofagima ascitesa (84,11 %; P <0,01) odnosno
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TA 10 mg/kg (10X) u tumorskim stanicama (42,71 %; P < 0,05) u odnosu na kontrolu.
Medutim, kod svih skupina koje su obradene s TA nije uoeno smanjenje razine MMP-2 u
nadtalogu tumorskih stanica (Slike 139-140) kod oba nacina obrade Zivotinja. S druge strane,
analiza koncentracija MMP-9 pokazala je da je primjena TA u vecoj i manjoj dozi tijekom 10
dana ostvarila bolji inhibitorni u¢inak na razinu MMP-9 u makrofagima ascitesa (Slika 143) u
odnosu na obradu miSeva svakog drugog dana (4X) (Slika 144) pri ¢emu postotak inhibicije
razine MMP-9 iznosi 97,05 % za TA 5 mg/kg odnosno 100,00 % za TA 10 mg/kg (P < 0,05)
u odnosu na kontrolu. U samim tumorskim stanicama uoCeno je neznatno smanjenje
koncentracije MMP-9 u odnosu na kontrolu (Slike 147-148), pri ¢emu je najbolji rezultat u
inhibiciji razine MMP-9 polucila primjena TA 10 mg/kg (4X) (4,76 %). Takoder, kod iste
skupine uoceno je najve¢e smanjenje koncentracije MMP-9 u nadtalogu tumorskih stanica
(Slika 146) pri ¢emu je razina MMP-9 smanjena za 21,86 % u odnosu na kontrolu, ali bez
statisticke razlike. Ova odstupanja TA na razinu MMP-9 mogla bi se objasniti polimernom
strukturom 1 prisutnos¢u velikog broja hidroksilnih 1 karboksilnih skupina na TA molekuli
¢ime TA moze stvarati ¢vrste komplekse s razli¢itim makromolekulama uklju¢uju¢i MMPs i
regulatorne molekule MMPs.

Stoga na temelju svih rezultata mozemo zakljuciti da se protutumorska sposobnost
TA u Swiss albino miSu temelji na inhibiciji proliferacije stanica EAT tumora, angiogeneze,
antioksidativnom ucinku te imunomodulacijskom ucinku kroz poveéanje M1 tumorocidne

djelotvornosti TAMs 1 blokiranja M2 tumorske aktivnosti TAMs.

TA pokazuje 1 pozitivan ucinak na tezinu unutarnjih organa (bubreg, jetra i slezena);
veée smanjenje tezine svih unutarnjih organa kod oba nacina obrade zivotinja imala je
primjena manje doze TA (5 mg/kg) (Slike 49-50). Prema Chu i sur. (2016) TA u dozi od 25
g/kg ili 50 g/kg moze znacajno poboljsati morfologiju jetre kod miseva s induciranom
fibrozom jetre te smanjiti aktivnosti AST 1 ALT enzima kao i koncentraciju MDA i razinu
endotelina 1 (ET-1) u serumu. Kod predobrade miseva s TA (25 ili 50 mg/kg) kojima je
naknadno inducirana hepatotoksi¢nost s acetaminofenom (APAP), razine ALT, AST,
endotelina 1 (ET-1), NO 1 MDA bile su takoder smanjene u odnosu na kontrolnu skupinu

(Zhang i sur., 2017).
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TA u naSim pokusima, kod oba nacina obrade zivotinja, ne pokazuje statisticki
znacajan utjecaj na hematoloske (Tablice 22-25, Slike 47-48) i biokemijske (Tablice 26-29)
parametre kod misa nositelja Ehrlichova ascitesnog tumora u odnosu na kontrolu, osim kod
primjene TA 5 mg/kg (10X) gdje je uoceno statisticki znaCajno smanjenje prosjecne
koncentracije hemoglobina u eritrocitima (MCHC) kao i postotka eozinofila u odnosu na

kontrolu (P < 0,05).

Prilikom analize razine GSH u ascitesu pokusnih skupina uoceno je smanjenje
njegove razine kod svih skupina obradenih s TA u odnosu na kontrolu (Slike 63-64), pri cemu
je statisti¢ki znacajno smanjenje vidljivo kod TA 5 mg/kg (4X) u odnosu na kontrolu (P <
0,05). Takoder, znacajno smanjenje razine GSH u odnosu na kontrolu zapaZeno je kod
skupine TA 10 mg/kg (4X) u stanicama bubrega (P < 0,05) (Slika 66) §to govori o mogucoj
nefrotoksi¢nosti taninske kiseline u vecoj dozi ili moguc¢oj prilagodbi stanica bubrega na
mikrookoli§ obogaéen povecanim unosom izvanstani¢nog antioksidansa kao Sto je TA dok je
kod jetre (Slike 67-68) 1 slezene (Slike 69-70) u pravilu vidljivo povecanje razine GSH u
odnosu na kontrolu, ali bez statisticke znacajnosti. Zapazena je jedino smanjena razina lipidne
peroksidacije (MDA) u stanicama bubrega (Slike 89-90) i jetre (Slike 91-92), §to je u skladu s
podacima Zhang i sur. (2017) gdje TA sprjecava APAP izazvanu hepatotoksi¢nost kroz
znacajno povecanje razine SOD, CAT i GSH-Px u odnosu na kontrolu. Takoder, oralna
primjena TA (25 ili 50 mg/kg) u predobradi misSeva tijekom 3 dana prije unosenja APAP
dovela je do supresije prekomjerne ekspresije IL-1p, TNF-a, c-fos, c-jun, NF-xB (p65) i
kaspaze-3; takoder smanjuje regulaciju bax, a povecava regulaciju bcl-2, Nrf2 ¢imbenika
(engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) i hem oksigenaze-1 (HO-1) u jetri Sto
ukazuje na hepatoprotektivno djelovanje TA koje se moze povezati s antioksidativnim,

protuupalnim 1 antiapoptotskim mehanizmom (Zhang i sur., 2017).
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5.3. PROCJENA STUPNJA OSTECENJA DNA U MISA
NOSITELJA EAT-a NAKON OBRADE  FENOLNIM
KISELINAMA

Za procjenu genotoksi¢nosti koristili smo mikronukleus i alkalni komet test buduci
da je jedan od ciljeva bio ukazati na neSkodljivost upotrebe fenolnih kiselina kao
antioksidansa u terapiji karcinoma. Mikronukleusi su male kromatinske strukture koje svojom
strukturom nalikuju jezgri, ali su samostalno smjestene unutar interfazne citoplazme (Baatout
i Derradji, 2004; Bombail i sur., 2001; Fenech i sur., 2003). Nastaju uslijed lomova
kromosoma i kondenzacije acentri¢nih kromosomskih ulomaka (klastogeni ucinak) ili
kromosoma zaostalih u citoplazmi anafaze uslijed oSte¢enja i nefunkcionalnosti mikrotubula
diobenog vretena (aneugeni ucinak) ¢ime je onemoguéeno putovanje jednog ili vise
kromosoma na pol stanice (Grisolia i Starling, 2001). Prisutnost mikronukleusa pokazatelj je
postojanja aberacija u prethodnoj diobi stanice (Nath i Ong, 1990), te se stoga ucestalost
mikronukleusa moze koristiti kao kvantitativna mjera strukturnih i numerickih aberacija
kromosoma izazvanih u stanicama u uvjetima in vitro i in vivo pod utjecajem razliitih
genotoksi¢nih spojeva (Baatout i1 Derradji, 2004; Fenech, 1993a, 1993b; Fenech i sur., 2003;
Nusse i1 sur. 1996). Kvantitativna korelacija izmedu kromosomskih aberacija i ucestalosti
mikronukleusa nije uvijek prisutna jer je opisano da se neki acentricni fragmenti ne
odstranjuju putem mikronukleusa, nego neki od njih mogu i opstati u stanici dijele¢i se i
formirajuc¢i mikronukleus u nekoj od sljede¢ih dioba (Fuci¢ i Miji¢, 1999). Stoga stvaranje
mikronukleusa tako ovisi o tipu stanica, mehanickim karakteristikama stanice te veli€ini i
broju kromosoma (Fuci¢, Miji¢, 1999). Niska ucestalost mikronukleusa moze govoriti u
prilog boljeg mehanizma popravka DNA, ali isto tako i sposobnosti stanica da udu u apoptozu
prije zavrSetka ciklusa dijeljenja (Fuci¢, Miji¢, 1999), dok je poviSena ucestalost
mikronukleusa znak povecanog rizika karcinogeneze (Scott i sur., 1998).

Nasi rezultati mikronukleus testa na retikulocitima periferne krvi miseva koji je
ujedno 1 pokazatelj postojanja dvostrukih lomova (kidanja i gubljenja kromosomskog
materijala ili zaostajanja i gubljenja cijelog kromosoma u anafazi tijekom diobe stanice)
pokazuju da nije doSlo do promjene broja mikronukleusa u svim obradenim skupinama u

odnosu na EAT kontrolu bez obzira na nacin obrade zivotinja iz ¢ega se moze zakljuciti da su
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ostecenja DNA leukocita vise vezane za jednostruke lomove u DNA molekuli za koje je vise
pogodna analiza komet testom nego za dvostruke lomove kao 1 veliku moguénost popravka.

Komet test poznat i pod nazivom mikrogel elektroforeza je vrlo osjetljiva i
djelotvorna metoda za procjenu veliine 1 vrste oSte¢enja genoma (npr. jednolancane i
dvolanc¢ane lomove DNA, adukte u molekuli DNA, apurinska i apirimidinska mjesta, mjesta
DNA-protein veza (Kopjar i sur., 2002) kao i popravaka molekule DNA na razini
pojedinacnih stanica (Collins 1 sur., 1997) koja se moze izvoditi u in vitro 1 in vivo uvjetima, a
u svrhu procjene genotoksicnosti odredenog spoja, pradenja popravka stanicne DNA te
otkrivanje stanica u apoptozi i nekroti¢nih stanica (Collins, 2004; Tice i sur., 2000; Wada i
sur., 2003). Osim osjetljivosti i jednostavnosti izvedbe, ova metoda isti¢e se kratkim
vremenom izvodenja unutar nekoliko sati 1 malom koli¢inom uzoraka (stanica/tkiva)
potrebnog za analizu bilo biljnog, Zivotinjskog ili ljudskog podrijetla te stanica u kulturi (Tice
1 sur., 2000) §to otvara velike moguénosti usporedbe dobivenih rezultata. Ime je dobila prema
obliku kometa koje poprimaju oSte¢ene fluorescirajue stanice to€nije staniCna jezgra i
odlomljeni negativno nabijeni ulomci DNA koji se uslijed djelovanja elektricnog polja
slobodno kre¢u kroz pore agaroznog gela od jezgre prema anodi oblikujuéi “glavu‘ 1 “rep*
kometa (Singh i sur., 1988) pri ¢emu brzina kretanja ovisi o veli¢ini nastalih slobodnih DNA
ulomaka pa se DNA ulomci razdvajaju prema veli¢ini. Olive i sur. (1990) predlozili su
izvedbu komet testa koja se odvija u neutralnim uvjetima i omogucuje specificno otkrivanje
dvolancanih lomova DNA molekule u repu kometa, a za razliku od alkalnog komet testa (pH
> 13) kojeg su predlozili Singh 1 sur. (1988) koji omogucuje specificno otkrivanje
jednolanc¢anih lomova, mjesta osjetljiva na luzine koja mogu nastati pod utjecajem razlicitih
tvari koje izazivaju uklanjanje baza (npr. alkiliraju¢i kemijski spojevi) (Fortini i sur., 1996) te
su zbog toga podloznija osSte¢enjima i lomovima (tzv. AP mjesta odnosno apurinska i
apirimidinska mjesta) te ukrizenog povezivanja izmedu molekula DNA-DNA i DNA-
proteina.

U ovom istrazivanju analizirani su uzorci leukocita periferne krvi misa kao i
tumorske stanice iz ascitesa radi provjere genotoksi¢nih ucinaka istrazivanih fenolnih kiselina
(GA, CA, TA) primjenom alkalnog komet testa. OSte¢cenje DNA procjenjuje se na osnovi
udjela DNA u “repu” kometa i udjela DNA u “glavi” kometa. Osnovni pokazatelji koji

definiraju komet su duzina repa (udaljenost najkra¢ih odlomljenih ulomaka DNA), intenzitet
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repa (% DNA u repu) i repni moment koji se definira kao umnozak duZine repa i postotka (%)
DNA u repu.

Prijasnja istrazivanja navode da duZzina repa i repni moment mogu posluziti kao
kvantitativni pokazatelji analize oSte¢enja DNA molekule (Lee i1 Steinert, 2003). Prema
Yasuhara i sur. (2003) stanica koja sadrzi vise od 50% ukupne DNA u repu kometa definira se
kao apoptoticka stanica. Chen i sur. (2009) pokazali su primjenom neutralnog komet testa na
DU145 stanicama raka prostate da GA u dozi od 100 pg/mL uzrokuje znacajno oStecenje
(dvolancane lomove) DNA molekule ovisno o vremenu i dovodi do povecanja repnog
momenta u odnosu na kontrolu $to ukazuje da se stanice raka prostate nalaze u stanju
apoptoze. Ferk i sur. (2011) u svom istrazivanju navode da je kod osoba koje su konzumirale
vodu za pice s GA (12,8 mg GA/dnevno) tijekom 3 dana doslo do znacajnog smanjenja
migracije DNA u perifernim limfocitima zdravih osoba $to se pripisuje oksidaciji pirimidina
(osjetljiva mjesta endonukleaze III) za 75 % 1 oksidaciji purina (osjetljiva mjesta
formamidopirimidin glikozilaze) za 64 %. Takoder je uoceno da je nakon primjene spojeva
koji povecéavaju razinu ROS-a doSlo do smanjenja oSte¢enja DNA u stanicama za 41 % Sto je
ujedno bilo popraceno s povecanjem aktivnosti antioksidativnih enzima (SOD, glutation
peroksidaze i glutation-S-transferaze-m) i smanjenjem unutarstani¢ne ROS koncentracije u
limfocitima. S druge strane, nisu utvrdene promjene ukupnog antioksidativnog kapaciteta u
plazmi, razine malondialdehida u serumu i izludivanja izoprostana u urinu. Stoga se
antioksidativna svojstva GA u in vivo uvjetima ne povezuju s izravnim uklanjanjem radikala
ve¢ s indirektnim mehanizmima (npr. zaStita od ROS-a kroz aktivaciju transkripcijskih
¢imbenika) (Ferk i sur., 2011).

Istrazivanja na Stakorima koji su konzumirali vodu za pi¢e s GA u dozi od 2,31
mg/L pokazala su da GA smanjuje oksidacijska oStecenja DNA u limfocitima, jetri, debelom
crijevu 1 plu¢éima te im ujedno pruza zastitu od lanCanih lomova izazvanih y-zraCenjem i
stvaranja oksidacijskih oSte¢enja DNA baza (Ferk i sur., 2011). Nadalje, broj preneoplasti¢nih
jetrenih ZzariSta izazvanih zracenjem smanjen je za 43 % nakon oralne primjene GA (Ferk i
sur., 2011). Na temelju svojih rezultata Ferk i sur. (2011) dosli su do zakljucka da GA moze
doprinijeti prevenciji stvaranja oksidacijskih oste¢enja DNA u ljudi.

Primjenom alkalnog komet testa utvrdeno je da je CA u dozi od 200 uM 1 400 uM sposobna
izazvati cijepanje DNA u humanim perifernim limfocitima dok je inkubacija limfocita s

neokuproinom, Cu(I)-specificnim kelatorom, inhibirala razgradnju DNA $§to potvrduje da je
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Cu(I) intermedijer u reakciji cijepanja DNA (Bhat i sur., 2007). U istom radu, pokazano je da
CA uzrokuje oksidacijski stres u limfocitima koji se inhibira sakuplja¢ima ROS-a i
neokuproinom ¢ime se potvrduje da mehanizam protutumorskog djelovanja biljnih polifenola
ukljucuje mobilizaciju endogenog bakra, vjerojatno bakra vezanog za kromatin 1 posljedi¢nog

prooksidativnog djelovanja (Bhat i sur., 2007).

Nasi rezultati alkalnog komet testa na leukocitima periferne krvi ukazuju da su sve
fenolne kiseline tijekom 10 dana obrade zZivotinja pokazale statisticki nize vrijednosti duzine
repa u odnosu na kontrolu (P < 0,001) pri cemu GA 40 mg/kg (10X) pokazuje najmanju
duzinu repa u odnosu na kontrolu (Slika 59 a, Tablica 31). Nasuprot tome, tijekom 4X obrade
zivotinja svakog drugog dana najmanju duzinu repa u odnosu na kontrolu pokazala je

primjena GA 80 mg/kg (P < 0,001) (Slika 61 a, Tablica 37).

Intenzitet repa tijekom 10 dana obrade Zivotinja je najveéi nakon obrade GA 40
mg/kg (P < 0,05) 1 TA 10 mg/kg (P < 0,001) na leukocitima periferne krvi u odnosu na
kontrolu §to ukazuje da je doSlo do nastanka vec¢ih ulomaka DNA koji kratko putuju u
agaroznom gelu zbog svoje veli¢ine, dok s druge strane najmanji intenzitet repa ima GA 80
mg/kg (P < 0,01) u odnosu na kontrolu (Slika 59 b, Tablica 32). TA obrada leukocita
periferne krvi pokazuje najveci intenzitet repa i moment repa u obje primijenjene doze kod
oba nacina obrade zivotinja (u ranoj i kasnoj fazi prisutnosti tumora) $to ukazuje na pojacanu
genotoksicnost TA na leukocitne stanice (Slike 59 b-c; 61 b-c Tablice 32-33; 38-39).
Najmanji intenzitet repa i moment repa ima CA 80 mg/kg u obje primijenjene doze i oba
nacina obrade u odnosu na kontrolu, vrijednosti su nize od kontrole, ali bez statisticke
znacajnosti (Slike 59 b-c; 61 b-c Tablice 32-33; 38-39) Sto ukazuje na zastitni uc¢inak CA u
krvi temeljen na antioksidativnoj aktivnosti CA S$to je u skladu s nasim podatcima analize
leukocita periferne krvi (Slike 59, 61) gdje je vidljivo da je duzina repa manja u odnosu na
kontrolu. Nadalje, vjerujemo da je prooksidativni u¢inak CA u stanicama tumora izazvao smrt

stanica procesom apoptoze (Slike 65-66, 89).
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Rezultati analize alkalnog komet testa na tumorskim stanicama tijekom 10X 14X
obrade zivotinja ukazuju da GA 40 mg/kg ima najmanju duzinu repa u odnosu na kontrolu (P
< 0,001), dok se kod ostalih obradenih skupina vrijednosti duzine repa nisu razlikovale od
vrijednosti EAT kontrole (Slike 60 a 1 62 a, Tablice 34 i 40).
Intenzitet repa kod tumorskih stanica tijekom 10 dana obrade kao i kod obrade zivotinja
svakog drugog dana najvec¢i je kod TA 51 10 mg/kg u odnosu na kontrolu (Slike 60 b 1 62 b,
Tablice 35 1 41) §to se podudara s povecanim vrijednostima repnog momenta kod skupina TA
5 mg/kg i TA 10 mg/kg kod oba nacina obrade zivotinja (P < 0,05 kod 10X obrade te P <
0,01 i P < 0,05 kod 4X obrade) ¢ime se potvrduje snazan genotoksicni uc¢inak TA na EAT
stanice (Slike 60 c 1 62 ¢, Tablice 36 1 42). Slican genotoksi¢ni u¢inak pokazuje CA tijekom
10 dana obrade Zivotinja.
Temeljem dobivenih rezultata Cini se da samo TA moZze imati jac¢i genotoksi¢ni u€inak na

leukocitne stanice periferne krvi kao i na stanice EAT u odnosu na druge fenolne kiseline.
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Temeljem dobivenih rezultata mozemo izvesti zakljucke kako slijedi:

1. Ehrlichov ascitesni tumor (EAT) inokuliran ip u Swiss albino miSeve uspjesno
prouzrokuje angiogene i proupalne promjene peritoneuma u misa. Navode temeljimo
na:

- povecanju mase tumora u miSeva nositelja EAT-a,

- povecanju mase unutarnjih organa (bubreg, jetra i slezena) u miSeva nositelja
EAT-a,

- povecanom volumenu ascitesne tekuc¢ine u peritonealnoj Supljini,

- povecanom broju krvnih zila u peritoneumu misa,

- povecanim razinama proangiogenih Cimbenika poput VEGF-a, MMP-2 i
MMP-9,

- povecanoj razini proupalnog ¢imbenika COX-2,

- povecanoj razini oksidacijskog stresa,

- povecanju M2 tumorske aktivnosti TAMs,

- povecéanoj razni Arg-1,

- smanjenoj aktivnosti duSikova(Il) oksida (NO).

2. Fenolne kiseline (GA, CA 1 TA) imaju imunostimulatorni, antiangiogeni i

protutumorski uc¢inak koji se temelji na:

izravnom toksi¢énom ucinku na stanice EAT,

- znaCajnom smanjenju broja tumorskih stanica i volumena ascitesa u
peritonealnoj Supljini miSeva nositelja EAT-a te povecanju zivotnog vijeka
miSeva,

- indukciji apoptoze u stanicama tumora,

- povecéanoj funkcionalnoj aktivnosti makrofaga,

- sprjecavanju polarizacije M1 aktivnosti TAMs u M2 aktivnost TAMs,

- povecavaju M1 tumorocidne aktivnosti TAMs,

- smanjenoj razni Arg-1,
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povecanoj aktivnosti dusikova(Il) oksida (NO) u peritonealnim makrofagima,
povecanoj aktivnosti Th1 stanica i produkciji Th1 citokina,

inhibiciji produkcije proangiogenih ¢imbenika: VEGF ¢imbenika, MMP-2 i
MMP-9 u ascitesu, tumorskim stanicama i makrofagima ascitesa,

inhibiciji COX-2 aktivnosti u tumorskim stanicama te LPS stimuliranim i

nestimuliranim makrofagima ascitesa.

3. Fenolne kiseline (GA, CA 1 TA) povecavaju M1 tumorocidnu djelotvornost TAMs

kroz mehanizme kako slijedi:

povecavaju razinu NO u peritonealnim makrofagima i makrofagima slezene,
inhibiraju aktivnost Arg-1 u peritonealnim makrofagima 1 makrofagima
slezene,

povecavaju broj i funkcionalnu aktivnost makrofaga,

povecavaju razinu proupalnih Th1 citokina i smanjuju razinu protuupalnih Th2
citokina,

povecana razina IL-12 i IFN-y klju¢na je za povecanje stani¢ne imunosti vazne
za protutumorsku ucinkovitost,

IFN-y je klju¢an za pojacanu makrofagnu aktivnost, izrazaj tkivnih antigena
klase II i1 predoCavanje tumorskih antigena te regulaciju i1 stimulaciju

protutumorske aktivnosti T, B 1 NK stanica.

4. Antioksidativnu aktivnost i uspjesnu kontrolu upalnog odgovora fenolnih kiselina (GA,

CA, TA) na zdrava tkiva i organe temeljimo na:

smanjenju tezine unutarnjih organa (bubrega, jetre 1 slezene),

povecanju broja 1 funkcionalne aktivnosti makrofaga kao i njihove uloge u
regulaciji i odrzavanju homeostaze u organizmu,

smanjenju razine COX-2 u stimuliranim 1 nestimuliranim makrofagima
ascitesa kao 1 u tumorskim stanicama,

povecanju ili prilagodbi tkiva i1 organa na vanjske antioksidanse i mikrookoli§

putem regulacije GSH, SOD i CAT aktivnosti u bubregu, jetri i slezeni,
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- smanjenju parametara alkalnog komet testa nakon obrade s GA i CA na
leukocitima periferne krvi u miSa nositelja EAT dok TA pokazuje pojacani

genotoksicni u¢inak na leukocitima periferne krvi.

5. Postoji izravna veza izmedu antioksidativne aktivnosti GA 1 CA, angiogeneze, razine
VEGF-a, MMPs, COX-2, razine ascitesa i broja stanica u trbusnoj Supljini. Navode
temeljimo na dokazima da:

- snizena razina VEGF-a vodi inhibiciji aktivnosti matriks metaloproteinaza i
inhibiciji rasta krvozilja,

- snizena razina VEGF-a je u skladu s redukcijom volumena ascitesa u
peritonealnoj tekucini,

- smanjeni volumen ascitesa izravno se podudara sa smanjenim brojem stanica u
peritonealnoj tekucini; CA je polucila najbolji ucinak u oba modela
angiogeneze,

- inhibicija COX-2 aktivnosti je usko povezana s inhibicijom rasta krvozilja; TA
je primjer navedenog,

- snizena razina MMP-2 i MMP-9 je u izravnom odnosu s razinom VEGF-a kod
obrade miSeva s GA i CA dok TA pokazuje odstupanja. Smatramo da TA zbog
svoje polimerne strukture i prisutnosti velikog broja hidroksilnih i karboksilnih
skupina stvara Cvrste komplekse s razliCitim makromolekulama ukljucujuci

MMPs i regulatorne molekule MMPs.

6. GA i CA imaju prooksidativni u¢inak na stanice EAT tumora. Navode temeljimo na:

- povecanoj razini lipidne peroksidacije u stanicama tumora nakon obrade s GA
i CA,

- povecanoj smrti stanica procesom apoptoze i brzog propadanja ostecenih
stanica te njihove fagocitoze putem funkcionalno aktivnih makrofaga,

- povecanoj razini SOD i1 CAT aktivnosti zbog povecane razine oksidacijskog
stresa,

- snizenoj razini GSH zbog gubitka i nedostatne sinteze GSH u oksido-

redukcijskim procesima,
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- TA pokazuje najjaci genotoksi¢ni ucinak na DNA tumorskih stanica iako
MDA aktivnost nije promijenjena kod stanica tumora moguce je da se
prooksidativni u¢inak TA odnosi na njegove metabolite kao Sto je GA i
elagi¢na kiselina,

- za jasnije oksido-redukcijske procese u stanicama tumora trebalo bi napraviti
enzimski komet test koji pokazuje oksidaciju pirimidinskih i purinskih baza te
ukupnu razinu ROS-a u stanicama tumora neposredno nakon obrade te u tijeku
prva 24 sata. Heterogenost EAT stanica prisutnih u trbusnoj Supljini kao 1
nedostatnost odgovarajuc¢ih metoda doprinosi nejasno¢i zakljucaka o pro-/anti-

oksidativnoj ulozi fenolnih sastavnica na EAT stanice.

7. Sumirajuc¢i navedene zakljucke smatramo da fenolne kiseline mogu biti primijenjene u
terapiji tumora i da se njihov bioloski ucinak temelji na viSestrukim molekularnim
ciljevima S§to zasigurno doprinosi boljoj protutumorskoj ucinkovitosti. Djelotvornost
fenolnih kiselina kao snaznih antioksidativnih spojeva, lako dostupnih i ekonomski
isplativih mogla bi se iskoristiti u lijeCenju drugih kroni¢nih bolesti posljedi¢no
nastalih pove¢anom razinom ROS-a gdje MMPs, VEGF i pojacana angiogeneza mogu
imati Stetne posljedice, primjerice, dijabetiCka retinopatija, reumatoidni artritis,

endometrioze, kroni¢ne opstruktivne bolesti pluca itd.
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