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SAZETAK

Luteolin i krizin bioloski su aktivni spojevi iz skupine flavonoida, a nalaze su u razli¢itom vocu,
povréu te zaCinskom bilju i za¢inima. Pripisuje im se blagotvorno djelovanje na ljudsko zdravlje
zbog Sirokog spektra bioloSkog wucinka, primjerice protuupalnog, protualergijskog,
protumikrobnog i protutumorskog ucinka. Protutumorska aktivnost pripisuje se njihovim
ucincima na procese oksidativnog stresa i redoks ravnotezu u stanicama. Kao antioksidansi
mogu smanjiti stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) i time utjecati na smanjenje
malignih procesa, a kao prooksidansi mogu povecati stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva, §to
je toksi¢no za tumorske stanice. ROS su fizioloske molekule koje sudjeluju u stanicnoj
signalizaciji, no ukoliko se poremete njihove fizioloske razine dolazi do povecanog
oksidativnog stresa. Poremecaj u ravnotezi oksidativno-redukcijskih procesa unutar organizma
dovodi do pomaka ravnoteze prema oksidaciji. Ucinkovitost obrambenog antioksidativnog
sustava u organizmu u tom slucaju opada, a razina slobodnih radikala raste. Ovaj poremecaj
uzrokuje oSte¢enja razli€itih makromolekula primjerice proteina, lipida, DNA molekula. Uloga
slobodnih radikala utvrdena je u patogenezi mnogih bolesti uklju¢ujuéi i maligna oboljenja. U
ovom radu provedenom na tumorskim stanicama u uvjetima in vitro istrazio se utjecaj luteolina
i krizina na inhibiciju rasta tumorskih stanica i generiranje ROS molekula. S obzirom na
protutumorski ucinak flavonoida prethodno opisan u literaturi, uz dokazanu ucinkovitost i
potencijal u terapiji malignih oboljenja, cilj ovog istrazivanja bio je ispitati u¢inke luteolina i
krizina kao potencijalnih spojeva u inhibiciji rasta stanica osteosarkoma (U20S) i glioblastoma
(A125). Utjecaj spojeva na vijabilnost stanica ispitan je u rastu¢im koncentracijama spojeva
(20, 40, 60, 80, 100 uM) tijekom 24, 48 i 72h. U istim je stanicama izmjerena razina
oksidativnog stresa nakon 24h tretmana analizom razina ukupnog ROS u stanicama. Dobiveni
rezultati ukazuju na to kako su djelovanje luteolina i krizina na rast stanica i razine ROS u
U20S i A125 ovisili 0 koncentraciji i vremenu tretmana. Luteolin i krizin imali su selektivni
uc¢inak na rast testiranih tumorskih stanica U20S i A125, u odnosu na netumorske stanice
HEK293 sto se moze povezati s indukcijom molekula ROS c¢ije su razine proporcionalno
korelirale sa stani¢nom vijabilnosc¢u. Dostupnost, selektivno toksi¢no djelovanje na tumorske
stanice te ekonomska isplativost ¢ine ove flavonoide dobrim potencijalnim spojevima koji bi

mogli imati mjesto u terapiji osteosarkoma i glioblastoma.

KLJUCNE RIJECI: flavonoidi, luteolin, krizin, reaktivni kisikovi spojevi, oksidativni stres,

osteosarkom, glioblastom



SUMMARY

Luteolin and chrysin are biologically active compounds belonging to the group of flavonoids,
and can be found in various fruits, vegetables, herbs and spices. They bear a number of
beneficial properties to the human health due to a wide range of biological effects such as for
example antiinflammatory, antiallergic, antimicrobial and antitumor effects. Antitumor effects
are attributed to their ability to act on the redox status of the cell. As antioxidants they can
reduce the formation of reactive oxygen species (ROS) and thus counteract malignant
processes, while as prooxidants they can increase the levels of reactive oxygen species (ROS)
that are consequently toxic for the tumor cell. Reactive oxygen species (ROS) are physiological
molecules that participate in cellular signaling, but at higher, nonphysological levels they
induce oxidative stress. Such disturbance in oxidation-reduction processes balance within the
organism, cause a shift in balance in the organism directed towards oxidation. In such a situation
the antioxidative defence system is impaired and the free radicals' levels are increased. This all
underlies damage of various macromolecules such as for example proteins, lipids and DNA
molecules. The role of free radicals has previously been established in the pathogenesis of many
diseases, including malignancies. In the presented in vitro study, the effect of luteolin and
chrysin were studied on inhibition of tumor cells growth and ROS generation. Given the
promising anticancer effect of flavonoids described previously in the literature as well their
proven effect and potential in therapy of malignant disease, the aim of this study was to examine
the antiproliferative effects of luteolin and chrysin on osteosarcoma (U20S) and glioblastoma
(A125) cell lines. The effects of these compounds on cell viability was examined in a dose-
dependent set-up where increasing concentrations from 20, 40, 60, 80 up to 100 uM were used
for cell treatment over 24, 48 and 72h. In addition, oxidative stress levels were measured in
parallel as well over 24h. The results indicate that luteolin and chrysin effects on the cell
viability depend on concentration and time of treatmant. Luteolin and chrysin have shown
selective antitumor effects on target tumor cells U20S and A1235, in comparison with
nonmalignant cells HEK293, and the observed antiproliferative effect corelates with formation
of ROS. Availability, selective toxicity, and economic cost-effectiveness point to tested
flavonoids as potential antitumor compounds in the treatment of osteosarcomas and

glioblastomas.

KEY WORDS: flavonoids, luteolin, chrysin, reactive oxygen species, oxidative stress,

osteosarcoma, glioblastoma.



1. UvOD

Stanica je osnovna strukturna i funkcionalna jedinica svih organizama. Svaka stanica ima svoj
zivotni ciklus. Somatske stanice se dijele, tkivno diferenciraju, obavljaju svoju fiziolosku
funkciju te naposljetku umiru. Poremecaji u bilo kojem od ovih procesa dovode do patoloskih
stanja, pa tako i maligne transformacije stanica koja je u osnovi malignih oboljenja i nastanka
tumora. Nekoliko je klju¢nih razlika izmedu zdrave i tumorske stanice (1). Znanje o obiljezjima
tumorskih stanica vazno je kako bi se mogli razvijati postupci rane detekcije bolesti i lijecenja.
Obiljezja tumorskih stanica, kako se danas smatra uvrijezenim u znanostima o zivotu, su
selektivni rast, proliferativna prednost u odnosu na druge stanice, poremec¢aj u odgovoru na
stresne faktore koji potice rast stanice, vaskularizacija, invazija i metastaziranje, promjena
metaboli¢kih procesa i promijenjen imunoloski odgovor (2). Pojmovi tumor i rak nisu
jednoznac¢ni. Tumor predstavlja nakupinu malignih ili nemalignih stanica koje abnormalno
rastu, a rezultirajuée tkivo nema nikakvu fizioloSku funkciju. Pojam rak medutim,
podrazumijeva skup razli¢itih bolesti koje ukljucuju i genetsku pozadinu, a karakterizira ih
poremecaj stani¢ne organizacije. Razli¢iti dokazi upucuju na to kako taj poremecaj krece
zlo¢udnom transformacijom samo jedne zdrave stanice, stoga se za rak kaze da je
monoklonalnog podrijetla. Nastanak raka, karcinogeneza, vrlo je slozen, drugotrajan proces
koji se odvija u vise koraka (1). Teorija mutageneze opisuje karcinogenezu kao dinamicki
proces koji bi mogao poceti i zavrSiti unutar zivotnog vijeka stanice s odredenim obiljezjima
raka tijekom tog procesa. Kontinuirana izloZenost stanica razli¢itim negativnim utjecajima
dovodi ih do transformirane promjene u epigenetskom statusu, kromosomskom broju i
rasporedu. Na putu do malignosti promijenjene su stanice podvrgnute tzv. evolucijskoj klonskoj
selekciji pri ¢emu se razvijaju obiljezja raka (2). Uobicajeni proces karcinogeneze moze se
podijeliti na tri faze: inicijacija, promocija i progresija. U fazi inicijacije djelovanjem razli¢itih
enzima, kao $to je citokrom P450, potencijalni pro-mutagen pretvara se u mutagen i reagira s
molekulom DNA uzrokujuéi razli¢ita nepovratna oStecenja kao $to su: mutacije, transverzije,
tranzicije ili male delecije. Tijekom faze promocije javljaju se promjene u ekspresiji genoma
Sto pogoduje rastu 1 proliferaciji stanica. Zadnju fazu karakterizira kariotipska nestabilnost i
nekontrolirani rast stanica. U toj fazi tumorigeni¢nost je nepovratno uspostavljena (3).
Transformirane stanice imaju sposobnost proliferacije neovisno o faktorima rasta (tzv.
autokrina regulacija rasta), nisu osjetljive na signale koji inhibiraju rast, neograni¢eno
proliferiraju, nalaze se u okruzju trajne tumorske angiogeneze, izbjegavaju mehanizme koji

ograni¢avaju stani¢nu proliferaciju, kao $to su to primjerice apoptoza i starenje, te imaju


https://hr.wikipedia.org/wiki/Organizam

sposobnost tkivne invazije i diseminacije u tijelu. Jedno od vaznijih, medutim, svojstava stanice
raka, prema recentnim istrazivanjima, uz genomsku nestabilnost, je reprogramiran metabolizam
I proces stvaranja energije te izbjegavanje imunosnog odgovora, odnosno perzistentna tumorska
upala (2). Uslijed ovako znacajnih promjena na razini stanice odvijaju se promjene u stani¢nim
signalnim putovima te dolazi do poremecaja proliferacije, pokretljivosti i prezivljavanja (1).
Smatralo se kako sva ova navedena obiljezja, osim invazije i metastaziranja, predstavljaju
karakteristike maligne tvorevine. Medutim, noviji podaci navode kako su upravo i ta obiljezja
karakteristike nekih benignih tvorevina gdje se navodi primjer endometrioze (2) te se

istrazivanja malignih oboljenja i za njih specifi¢nih obiljezja, nastavljaju.

1.1. Stanicni mehanizmi poremeceni u tumorigenezi
1.1.1. Stanicni ciklus

Stani¢ni ciklus je niz slozenih dogadanja kroz koje prolazi svaka stanica. Stani¢ni ciklus
eukariotske stanice dijeli se na dvije faze. Prva faza je interfaza koja podrazumijeva rast i
pripremu stanice za drugu fazu, tj. diobu. Interfaza je faza u kojoj stanica provede ¢ak 90%
vremena te ukljucuje podfaze G1, S 1 G2. Tijekom faze G1 stanica raste te se repliciraju organeli
I centrosom. S faza je faza replikacije DNA te sinteze proteina i enzima koji sudjeluju u sintezi
DNA. U G2 fazi sintetiziraju se proteini 1 aktiviraju metabolicki procesi potrebni za diobu

stanice tj. za mitozu, fazu M (4).

Faze stani¢nog ciklusa pod utjecajem su i regulacijom razli¢itih stani¢nih i okoli$nih signala.
Pravilna kontrola 1 regulacija stani¢nog ciklusa imaju izuzetno vaznu ulogu za normalan rast 1
razvoj stanica. Glavni regulatori stanicnog ciklusa su molekule ciklini i kinaze ovisne o
ciklinima (CDK, engl. cyclin-dependent kinase), koje poticu prelazak stanica izmedu faza
stani¢nog ciklusa, te inhibitori kinaza ovisnih o ciklinima, koji sudjeluju u zaustavljanju
prolaska stanice kroz stani¢ni ciklus (4). Kontrolne toc¢ke stani¢nog ciklusa, u kojima su aktivni
odredeni ciklini, kljucne su tocke u kojima se stanica mozZe zaustaviti i reagirati na nepravilnosti
ili oSte¢enja. Glavna kontrolna tocka je restrikcijska tocka (R) koju reguliraju okolisni signali
- faktori rasta na prijelazu iz G1 u S fazu. Kada stanica prijede tu regulacijski tocku ona ¢e
zavrsiti stani¢ni ciklus do kraja, neovisno o sljede¢im okolisnim uvjetima. Takoder, postoje i
regulatorne tocke koje zaustavljaju stanicu ukoliko se detektiraju nepravilnosti u DNA 1 tako
osiguravaju daljnju replikaciju samo neoste¢enih kromosoma. Odrzavanje to¢nog redoslijeda
dogadaja tijekom ciklusa funkcionira na nacin da produkt jedne reakcije sluzi kao supstrat one

sljede¢e. CDK3 ciklin C pokrec¢e ulazak stanice kroz GO pocetnu fazu ciklusa. Kontrolna tocka



G1/S regulirana je CDK4 ciklinom D, CDKG® ciklinom D i CDK2 ciklinom E. Kompleks CDK4
i CDK6 ciklin D poticu fosforilaciju proteina retinoblastoma (pRB) i sekvencioniraju
inhibitore: p21Cipl i p27kipl ¢ime se aktivira kompleks CDK2 ciklin E. U kasnoj fazi G1,
kompleks CDK2 ciklin E dovrSava fosforilaciju i inaktivaciju pRB s§to dovodi do oslobadanja
E2F transripcijskog faktora i dolazi do prijelaza G1/S fazu. Kroz S fazu regulator prolaska
stanice je kompleks CDK2 ciklin A, a kompleks CDK1 ciklin A kroz G2 fazu pripreme stanice
za mitozu. Mitozu aktivira kompleks CDK1 ciklin B te je njegova aktivnost ¢vrsto regulirana
fosforilacijom koja je potaknuta CDK-aktiviraju¢om kinazom CAK i inhibitorima fosforilacije
(Slika 1) (5). Pri ovom procesu dode li do smanjenog broja kinaza, stanica ne¢e napredovati
kroz ciklus i smanjit ¢e se njezina proliferacija, no ako dode do povec¢anog broja kinaza stanica
¢e se hiperproliferirati, Sto predstavlja jedan od mehanizama nastanka tumora. Do takvog
poremecaja moze doci zbog aberantnih genetskih mutacija. Modifikacije mogu nastati zbog
to¢kastih mutacija, DNA amplifikacije, kromosomskog preuredenja i zbog epigenetske
modifikacije (metilacija i acetilacija). Te promjene mogu utjecat na gene tako da utiSavaju ili
pojacavaju njihovu ekspresiju, sto ¢e utjecati na proliferaciju stanica. Aberantna proliferacija
stanica povezana je s dva bitna mehanizma koja se dogadaju u tumorskim stanicama, a to su:

aktivacija onkogena i inaktivacija tumor supresora.



Slika 1. Prikaz regulacije stani¢nog ciklusa ciklinima i kinazama ovisnim o ciklinima (CDK). CAK (engl. cyclin-
dependent kinase CDK-activating kinase (CAK)) je enzimski kompleks koji se sastoji od kinaze ovisne o ciklinima
7 (CDK 7), ciklina H i MAT1 (menage a trois 1). Slobodni CAK je odgovoran za aktiviranje CDK1, CDK 2 i
CDK 4. Transkripcijksi faktor E2F aktivira se odvajanjem od proteina retinoblastoma (pRb). Lijekovi Palbociklib,
LEEO11, Abemaciklib korite se kao selektivni inhibitori CDK4 i CDKG6. Preuzeto i prilagodeno iz (5).

U stanicama raka signalni putovi rasta i proliferacije su naruseni. Njihovi signalni putovi su
poremeceni na nacin da stanici raka osiguravaju prednost za prezivljavanjem. U stanicama raka
najcesce je poremecena ekspresija i/ili aktivnost faktora rasta, receptora i citosolnih signalnih
molekula. Kod raka se aktiviraju ligandi, poticu rast malignih stanica koje izlucuju epitelne 1
stromalne stanice u nefizioloskim koli¢inama, omogucujuci progresiju raka (2). Faktori rasta
vezu se za pripadajuce receptore i potiCu sintezu DNA, odnosno napredovanje stani¢nog
ciklusa. Naj€esce poremecena funkcija i/ili koli¢ina u stanicama raka utvrdena je za epidermalni
faktor rasta (EGF), faktor rasta izveden iz trombocita (PDGF), inzulinu sli¢an faktor rasta (IGF)
1 faktor rasta fibroblasta (FGF). Faktor nekroze tumora TNFa takoder moze stimulirati
proliferaciju stanica raka putem signalnog puta NF-xB (3). Faktor rasta tumora TGF-b
multifunkcionalni je faktor rasta koji je prisutan samo kod sisavaca. Izlucuje se uglavnom u
latentnom, inaktivnom kompleksu koji se odmah pohranjuje u izvanstani¢ni matriks. Kad dode
do poremecaja u izvanstaninom matriksu 1 mikrookruzenju, uzrokovano razliitim
mehanizmima, kao §to su to primjerice aktivacija proteaza, toplina, ionizirajuce zracenje i
mehanicko istezanje, aktivacijom liganda dolazi do oslobadanja aktiviranog faktora TGF-b i
vezanja za receptore. Oni potom aktiviraju kaskadni niz obitelj strukturno slicnih bjelancevina

(Smad) receptorskog kompleksa te na taj nacin dolazi do promjene ekspresije gena (6). Uloga



TGF-b je poticati ili inhibirati stani¢nu proliferaciju, ovisno o specifi¢noj situaciji. Aktiviranje
TGF u specifi¢nim situacijama vazno je zbog odrzavanja homeostaze tkiva i regeneracije
ostecenog tkiva aktivacijom mati¢nih/progenitornih stanica (7). Smad kaskadni signalni put
zapocinje fosforilacijom Smad 2 1 Smad 3 ¢iji se kompleks veZe za Smad 4 1 odlazi u jezgru
gdje regulira inhibiciju rasta tumora. Vezanje TGF-b za receptore takoder pokrece signalne
putove poput RhoA (engl. Ras homolog family member A), p38 i PI3-kinazni (fosfoinozitid
kinaza 3) signalni put. Stovise, vezanje morfogenskog proteina kostiju (BMP) za receptore kroz
kaskadni niz, koji ukljucuje Smad 1,5,8 i vezanje sa Smad 4, utjece na regulaciju gena bitnih u
rastu i razvoju tkiva i organa. Smad 6 i Smad 7 predstavljaju negativne regulatore TGF-b

signanog puta (Slika 2) (8).

TGF-p ligandi :
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Slika 2. Prikaz kaskadnog niza pokrenutog vezanjem (faktor rasta tumora b) TGF-b liganda: TGF-b, aktivin, nodal
i (morfogenski protein kostiju) BMP liganda: BMP -1, -4, -7, (mono-izopropil-fosforil-serin) MIS za specifi¢ne
receptore. (engl. Ras homolog family member A) RhoA- (Polinukleotid kinaza) PKN- (RhoA povezana protein
kinaza) ROCK; (TGF-b aktivirana kinaza) TAK1- (mitogenom aktivirane protein kinaze) MKK3/6-p38;
(fosfoinozitid kinaza-3) PI3K- (protein kinaza B) AKT — (glikogen-sintaza kinaza-3) GSK. Smurf 1 i Smurf 2
(Smad ubikvitarni regulatorni faktor 1 i 2) negativni regulatori TGF-b i BMP signalnog puta, zajedno sa Smad 6 i
7. Smad (obitelj strukturno slicnih bjelancevina), (ciklin E) cycE, (kinaza ovisna o ciklinu2) Cdk2, (kinaza ovisna
o cikluinu 4/6) Cdk4/6, (protein retinoblastoma) Rb, (transkripcijske faktor) E2F, (epitelno mezenhimalna
tranzicija) EMT. Preuzeto i prilagodeno iz (8).



TGF-b, ovisno o stadiju bolesti, moze biti promotor ili supresor rasta tumora (7). U ranoj fazi
nastajanja raka ovaj ligand koci rast tumorskih stanica zaustavljanjem stani¢nog ciklusa,
aktivacijom apoptoze i supresijom faktora rasta, citokina i kemokina (8). Medutim, u fazi
progresije tumora djeluje proliferativno (Slika 3). Poticanjem proliferacije, angiogeneze i
imunosupresijskom aktivno$¢u vazan je ¢imbenik u poticanju rasta i Sirenja raka (7). Gubitak
funkcije signalizacije TGF-b takoder moze biti povezano s odredenim vrstama raka. Mutacije
u genskoj ekspresiji receptora TGF ili smanjena ekspresija i fosforilacija bilo koje komponente
signalnog puta povezana je s razli¢itim tumorima ¢ovjeka. Cesto su nadene mutacije, kao
primjerice njegovog pripadajuceg receptora transformirajuci faktor rasta b receptor 2 (TGF-
bR2) kod raka debelog crijeva, tumora Zeluca i glioma. Delecija BMP-specifi¢éni R-Smad (BR-
Smad) -1,-5,-8 signalnog puta kod somatskih stanica ovarija i testisa dovela je do malignog
razvoja (8). Te mutacije remete popravak DNA i vazna su predispozicija za rak. Ceste mutacije
u signalnim komponentama TGF-b puta su mutacije proteina Smad. Promjene u genima

povezanim sa receptorima TGF-b ili Smad Cesto su povezane s lo§ijom prognozom bolesti (7).
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Slika 3. Prikaz funkcije TGF-b kao tumorsupresora, kod normalnih stanica i u ranoj fazi razvoja raka, te njegova
pro-onkogenska aktivnost u kasnijoj fazi tumorske bolesti.(Epitelno-mezenhimalna tranzicija) EMT, (fibroblast-
povezan sa rakom) CAF. Preuzeto i prilagodeno iz (8).

Receptori ukljuceni u malignu transformaciju na koje se vezu ligandi, osobito faktori rasta,
¢esto su, naime, promijenjeni u tumorskim stanicama. To se dogada uslijed pojacane genske
ekspresije, sto dovodi do pretjerane ekspresije receptora, somatskih mutacija koje mogu dovesti
do konstitutivne aktivacije receptora, kromosomske translokacije uslijed kojih nastaju tzv.

fuzijski proteini koji poti¢u aberantnu signalizaciju te poremecaja u stani¢nim mehanizmima i



putovima recikliranja i razgradnje proteina (2). Primjer fuzijskog proteina poznati je
Philadelphia kromosom (Ph) koji nastaje kao posljedica translokacije genetickog materijala
izmedu kromosoma 9 i 22. Takav kromosom karakteristi¢an je za krvotvorne stanice bolesnika

s kronicnom mijeloi¢nom leukemijom (Slika 4) (9).

TransloKkacija
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Slika 4. Prikaz fuzijskog proteina karakteristiénog za kroni¢nu mijeloi¢nu leukemiju. Translokacijom genskog
materijala, specifi¢nije dva proto-onkogena, ABL1 na kromosomu 9 i BCR na kromosomu 22, nastaje kimericki
gen BCR-ABLL1. Taj novi gen pripisuje se u mRNA i dolazi do stvaranja izoformi bcr-abl1l onkoproteina p210,
p190, i p230 (9). Preuzeto i prilagodeno iz (10).

Najcesc¢e promjene u signalizaciji dogadaju se nizvodno od receptora, $to je jo§ uvijek predmet
istrazivanja u malignim oboljenjima. U srediStu sloZenih signalnih mreza, ukljucenih u malignu
transformaciju stanica, nalazi se protein Ras koji je kroni¢no aktiviran, primjerice, u 90%
karcinoma gusSterace, naj¢esce zbog tockastih mutacija gena RAS ili zbog inaktivacije mutacija
u jednom od njegovih negativnih regulatora, npr. neurofibrom 1 (NF1). Ras signalizacija moze
biti RAF-MEK-ERK ili PI3BK-AKT-mTOR. Sve komponente ovih signalnih putova mogu
neovisno mutirati na sli¢an nacin u razliitim vrstama raka. Mutacije RAS ili komponenti
pripadajuc¢ih signalnih putova, mogu dovest do pojacanog rasta, proliferacije, blokiranja

apoptoze, promjene metabolizma te promicanja mutageneze i imunoloske invazije (Slika 5) (2).
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Slika 5. Prikazan je primjer vazne signalne kaskade i naj¢es¢ih mutacija u razvoju melanoma koja utjece na niz
razli¢itih obiljezja stanica raka. Mutacija u genu NRAS, prisutna je u 10-20% melanoma. Ona moze pokrenut oba
Ras signalna puta. Raf-MEK-ERK signalni put moZe se aktivirati i mutacijom BRAF, koja je prisutna u 50%
tumora melanoma. Zadnja komponenta tog signalnog puta, ERK, u mnogim tumorima je pronadena aktivirana
iako nije doslo do mutacije u gornjim komponentama. Stovise, u PI3K-Akt signalnom putu moze doéi do mutacija
koje djeluju na obje komponente. Aktivirati se mogu uslijed smanjene ekspresije ili gubitka tumorsupresorskog
gena PTEN, takva situacija pronadena je u 30-50% melanoma. Takoder, amplifikacija izoforme AKT3 pokazala
se kao aktivator ovog signalnog puta u 60% melanoma. Preuzeto i prilagodeno iz (11).

Iz navedenog proizlazi vaznost kontrole regulacije stani¢nog ciklusa i stanicne smrti na
normalan rast i razvoj stanica. Stanice raka proliferiraju upravo zato §to dolazi do deregulacije
stani¢nog ciklusa i njegovih kontrolnih to¢aka. Posebnu vaznost u tim procesima deregulacije
imaju razliciti tumor-supresorski geni kao Sto su p53 1 RB, onkogeni RAS, RAF 1 MYC te
kinaze ovisne o ciklinima i ciklini D i E (1). Proteini retinoblastom (pRb) i p53 kljucni su u
kontroli ciklusa i stoga su u tumorima Cesto mutirani, odnosno signalni putovi koje oni

reguliraju u tumorskim stanicama ¢esto su poremeceni (2).



Onkogeni

Onkogenima nazivamo gene koji potjecu od proto-onkogena. Proto-onkogene pronalazimo u
zdravoj stanici. Oni imaju vaznu ulogu u regulaciji stani¢nih procesa kao $to su: stani¢ni rast,
dioba, diferencijacija i prezivljenje jer sudjeluju u prijenosu signala u stanici. Cimbenici rasta
najéeS¢e su signalne molekule koje, vezanjem na stani¢énu membranu stanice, aktiviraju
receptore i pokrecu kaskadni prijenos signala. Signal se ¢esto prenosi procesom fosforilacije
proteina do transkripcijskog faktora koji poticu ekspresiju odredenih gena. Mnogi proto-
onkogeni su geni koji kodiraju za tirozin-kinaze, tj. proteine koji mogu fosforilirati tirozinske
ogranke drugih proteina. Prijenos signala kroz stanicu uglavnom je vrlo slozen proces u kojem
moze do¢i do aktivacije onkogena. Ako dode do promjene u samom proto-onkogenu ili u
njegovu produktu, tj. proteinu koji postaje aktivniji, aktivirat ¢e se onkogen. Nacini na koje se
onkogen mozZze aktivirati su: mutacije u genomu, amplifikacija gena i translokacije kromosoma.
Aktivirani onkogeni pokrenut ¢e pojacanu aktivnost odgovarajuc¢eg onkoproteina, pa ¢e doci
do nekontroliranog rasta i diobe stanica $to dovodi do razvoja raka. Promjena u samo jednom
alelu potrebna je da se ocituje u€inak onkogena (1). Medu glavnim genima smatraju se RAS 1

MYC geni.

Normalna DNA sadrzi RAS gen koji kodira unutarstani¢ni protein Ras. Pri ulasku stanice u
ciklus ukljucuju se faktori rasta koji se veZu za svoje receptore i aktiviraju Ras protein.
Kaskadnom proliferacijom drugih proteina aktivira se transkripcijski faktor. On ¢e potaknuti
stvaranje odredenih proteina potrebnih za rast stanice (CDK). No, kad je prisutna mutacija RAS
gena, dolazi do neprekidne fosforilacije 1 stvaranja proteina koji su ve¢ aktivirani, §to uzrokuje
nakupljanja proteina za rast stanice (CDK). Mutacije u RAS, njegovu regulatornom proteinu ili
signalnoj mreZi mogu dovesti do pojacanog rasta, proliferacije, blokiranja apoptoze, promjene
metabolizma te promicanje mutageneze 1 imunoloske invazije. Upravo to je bitan pokazatel;

kako pojedinacna signalna kaskada moZe utjecati na niz razlicitih obiljeZja raka (12).

Takoder, primjer je 1 gen MYC koji kodira proteine za rast stanica, prezivljavanje 1 aktivnost.
Pojavi li se mutacija u ovom genu, to omogucuje stanici hiperproliferaciju, bolje prezivljenje i
njezinu vecu aktivnost. Sve to ¢e omoguciti stanici laksi prolazak kroz stani¢ni ciklus i

regulatorne tocke.



Tumor-supresori

Tumor supresorski geni esencijalni su za kontroliranu proliferaciju stanica, aktivaciju apoptoze
kako bi se uklonile nezeljene stanice, povezivanje signala oSteCene molekule DNA sa
zaustavljanjem stani¢nog ciklusa, aktivaciju popravka DNA 1 inhibiciju metastaza. Inaktivacija
tumor-supresora, koja moze biti uzrokovana mutacijom i epigenetski, ili gubitak tumor-
supresorskog gena, tj. njegovog proteinskog produkta, mehanizmi su povezani s nastankom
raka (12). Za razliku od onkogena, ¢ija je promjena dominantna, mutacije tumor-supresorskih
gena uglavnom pokazuju recesivni u¢inak, tj. da bi se o¢itovao utjecaj tumor-supresorskog gena

moraju mutirati oba alela za taj gen (1).

Medu glavnim tumor-supresorima nalaze se geni za proteine Rb, p53. Gen RB u veéini tumora
je inaktiviran. Ima ulogu u: odrZzavanju genomske stabilnosti, regulaciji apoptoze, stani¢nom
metabolizmu, starenju, angiogenezi te suzbijanju invazije i metastaza (2). pRb je kromatinu
slicni protein koji sudjeluje u ograni¢avanju transkripcije gena ukljucenih u stani¢ni ciklus,
uglavnom regulacijom transkripcijkskog faktora E2F. Vezanjem za E2F protein dolazi u
interakciju s regulatorima kromatina. Potiskivanjem transkripcijskinh meta E2F pRb sprjecava
ekspresiju gena potrebnih za proliferaciju. Njegova ekspresija pod kontrolom je ciklin ovisnih
kinaza. Kada stanica ude u stani¢ni ciklus kinaze fosforiliraju pRb, §to dovodi do disrupcije
E2F i nakupljanja aktivnog E2F koji vodi do transkripcije (Slika 6.). Aktivni pRb naden je u
stanicama tijekom G1 faze stani¢nog ciklusa i tijekom kontrolnih tocaka stani¢nog ciklusa.
Hiperproliferacija pRb tijekom prijelaza G1/S dovodi do inhibicije E2F transkripcijskog faktora
Sto dovodi do nastavka stani¢nog ciklusa (13). Mnoga istrazivanja pokazala su kako je pRb u
mnogim tumorima reguliran zbog mutacije u RB1 koja povecava fosforilaciju pRb ili ekspresiju

onkoproteina koji ciljaju pRb.
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Slika 6. Prikaz mehanizma djelovanja Rb proteina. Vezani pRb sprije¢ava aktivnost transkripcijskog faktora E2F.
Djelovanjem kinaza, fosforilira se pRb i oslobada se aktivni E2F. Preuzeto i prilagodeno iz (13).

Osim $to potiskuje ekspresiju gena reguliranih preko E2F, pRb ima ulogu i u organizaciji
kromosomskih domena i aktivaciji gena kao odgovor na signale apoptoze i diferencijacije.
Gubitak RB1 utje€e na poremecaj stani¢nog ciklusa i na kontrolnu tocku G1/S. Mutacija
povezana s RB1 ukljuuje pojacanu regulaciju gena potrebnih za proliferaciju stanica.
Posljedice gubitka gena RB, na funkcioniranje stanicnog ciklusa i funkcije stanica, velike su
(Slika 7) (13).
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Slika 7. Prikaz gubitka djelovanja Rb proteina na funkcije stanica. Preuzeto i prilagodeno iz (13).

Gen TP53 sudjeluje u procesima replikacije DNA i transkripcije (2). Takoder, ima sposobnost
zaustavljanja stani¢nog ciklusa, popravak DNA, ulogu u starenju te apotozi. Smatra se naj¢esce
mutiranim genom povezanim s rakom, mutiran je u preko 50% sekvenciranih tumora. Za
razliku od vedine gena za supresiju tumora, poput RB, APC ili BRCA1, koji se obi¢no inaktiviraju
tijekom napredovanja raka delecijama ili skra¢ivanjem mutacija, za gen TP53 u ljudskim

tumorima cesto su utvrdene «missense» mutacije, u kojima je jedan nukleotid zamijenjen
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drugim. Mutacija u genu koji ga kodira pokazala se prisuthom u gotovo svakoj vrsti tumora,
od 10% ucestalosti prisutne u hepatopoetskim malignim tumorima do stope od priblizno 100%

kod visokog stupnja karcinoma jajnika (14).

Protein koji eksprimira ovaj gen je p53 i osjetljiv je na razli¢ite ¢imbenike te je klju¢an u
odgovoru na stres (2). On funkcionira kao transkripcijski faktor koji inducira ili inhibira
ekspresiju gena specificnim vezanjem za p53-vezujuée domene (12). Njegova funkcija je
detektiranje: genotoksi¢nog stesa, prekomjerne signalizacije, nedostatka hranjivih tvari i
hipoksije. Sudjeluje i u metabolickom ponovnom povezivanju, regulaciji procesa autofagije i
redoks homeostazi. U normalnim stanicama prisutan je u inaktivnom obliku. No, tijekom
stani¢nog ciklusa, ako se pojavi oSteéenje DNA prije ulaska stanice u S fazu, potice se
transkripcijska aktivnost p53, aktivira se, nakuplja u stanici i uklju¢uje u mehanizme popravka
(2). Naime, p53 tada zaustavlja stani¢ni ciklus u G1 fazi tako da potice transkripciju p21.
Aktivacija p21 inhibira ciklin-ovisne kinaze i tako onemogucuje daljnje napredovanje ciklusa
(12). Medutim, ako se ostecenje ne moze popraviti, ukljuCuje se u aktiviranje stani¢ne smrti ili

stanje terminalne dediferencijacije (2).

Smatra se da se mutacije TP53 mogu dogoditi u bilo kojoj fazi stani¢nog ciklusa te njegovo
djelovanje moze biti razli¢ito s obzirom na fazu u kojoj je mutacija nastala. Istrazivanje na
stanicama kolorektalnog karcinoma primjerice, pokazalo je kako do inaktivacije TP53 dolazi,
najcesce, tijekom kasnije faze razvoja tumora. Istrazivanje na raku pankreasa, gdje se promatrao
normalni duktalni epitel, preko lezija sve do invazivnog duktalnog adenokarcinoma, takoder je
pokazao inaktivaciju TP53 u kasnijoj fazi razvoja bolesti. Stovise, ovakvi dokazi mogu se
pronaci i u hepatocelularnom karcinomu, karcinomu prostate i raku krvi. Suprotno tome, mnoga
istrazivanja ukazuju na pojavu inaktivacije tijekom ranije faze razvoja npr. u duktalnom
karcinomu in situ, premalignoj leziji dojke te karcinomu jetra. No, ovakvi podaci, smatraju se
dvosmislenima jer variraju obzirom na metode, razliite parametre i druge faktore (14).
Razli¢iti su faktori koji utje€u na mutacije u TP53, primjerice kontaminacija iz hrane, osobito
karcinogeni mikotoksini poput aflatoksina Bl koji je povezan s hepatokarcinomom, te
netumorskim jetra s naglaskom da takva mutacija moze dovesti do maligne transformacije.
Drugi faktor je konzumacija cigareta, tj. duhan, koji se pokazao kao glavni mutagen u razvoju
karcinoma pluc¢a. Prisustvo mutacija u TP53 vidljivo se razlikuje kod pusaca i nepusaca, u
povecanoj transverziji G (gvanin) u T (timin) kod pusaca. IzloZenost suncevoj svjetlosti 1 UV

12



zracenju takoder je ukljuCena u genetske promjene TP53 u kozi, §to dovodi do razvoja
karcinoma. Otprilike 50% karcinoma koZe pokazuje mutacije TP53 koje karakteriziraju
specifi¢ni prijelazi C (citozin) u T i CC u TT, §to je znak UVB-inducirane mutageneze (14).
Prema tome, komponente klju¢ne za razvoj raka mozemo oznaciti «permisivnim za rast» kada
su aktivirane pomocu aktivnih onkogena (prigusivaci) i «obuzdavaju¢im za rast» kada su
inaktivirani tumor-supresorski geni (oste¢ene koc¢nice). No, u klini¢koj stvarnosti funkcija i
ishodi znacajno se razlikuju i ovise o karakteristikama i vrsti tumora, odnosno razli¢itim fazama

tumorigeneze (2).

Maligna transformacija stanica

Tijekom zivotnog ciklusa stanice su izloZene razliCitim stresnim dogadajima pri ¢emu se
prilagodavaju, kontinuirano, novonastalim uvjetima. Ukoliko, medutim, stresni ¢imbenici
prevladaju, mogucnost adaptacije i mehanizmi uklanjanja oSteCenja se narusavaju, npr.
ostecenja DNA ili drugih biomolekula, te dolazi do patoloskih promjena. Osobito tako, kod
maligne transformacije, mehanizmi o¢uvanja organizma od stresnih ¢imbenika promijenjeni Su
te omogucavaju stanicama raka lakse prezivljavanje. Najc¢escée pri tome dolazi do deregulacije

popravka DNA, mehanizma apoptoze i autofagije, starenja i metabolickog statusa (2).

Maligno transformirana stanica tada moze razviti sposobnost stvaranja vlastite vaskulature kao
i metastaziranja u okolna tkiva i organe. Postoji nekoliko razli¢itih mehanizama tumorske
vaskularizacije kao §to su: angiogeneza, vaskularna koopcija, intususpektivna angiogeneza te
vaskularna mimikrija. Angiogeneza predstavlja proces stvaranja nove vaskulature iz vec
postojecih zila (2) te ima vaznu ulogu i u rastu i metastaziranju tumora. Kada stanice tumora
dosegnu kriti¢nu veli¢inu, 2-3 mm?, tumorskim stanicama, koje se nalaze na udaljenosti od
krvnih zila, nedostaju potrebni nutrijenti i kisik. Takvo okruZenje trebalo bi odvest stanice u
smrt uklju¢ivanjem apoptoze ili nekroze. No, stanice tumora mogu prevladati inhibiciju rasta
aktiviranjem procesa stvaranja novih zila koje su im potrebne za uspjeSan rast i metastaziranje.
Takva novonastala vaskulatura tumorskim stanicama pruza put kojim one mogu do¢i do
udaljenih organa i metastazirati (15) te je kod malignih oboljenja konstantno aktivirana (16).
Angiogeneza je regulirana proangiogenim faktorima, od kojih je VEGF-a najznacajniji
regulator fizioloSke i patologijske angiogeneze (16) i inhibitorima angiogeneze kao, primjerice,
trombospondin-1 (TSP1), endostatin, angiostatin. Tijekom progresije tumora, kada se narusi

ravnoteza izmedu pro- i anti- angiogenih faktora u korist proangiogenima, dolazi do angiogenog
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prebacivanja (15). Glavnim pokretatem angiogeneze smatra se hipoksija gdje je kljucni
posrednik signalizacijskog puta kisika faktor induciran hipoksijom (engl. Hypoxia-inducible
factor, HIF) (16). Stoga nije ¢udno §to su razine HIF faktora iznimno visoke u veéini malignih
oboljenja te visoke razine karakteriziraju losu klini¢ku prognozu bolesti (2). Kao odgovor na
hipoksiju dolazi do stvaranja ROS, §to rezultira stvaranjem kapilarnih cijevi. Dosadasnja
saznanja ukazuju kako ROS ima veliku ulogu u angiogenezi i mitogenezi tumorskih stanica
(17). Vaskularna koopcija predstavlja proces u kojem tumorske stanice rastu uz postojece krvne
zile (2). Brzi je i efikasniji proces bez velikog utroska energije (18) te se pokazalo kako
koopcijske stanice imaju rezistenciju na antiangiogenetsku terapiju, Sto je bitna spoznaja za
razvitak terapije neovisne o angiogenezi. Vaskulogena mimikrija predstavlja formiranje
mikrovaskularnih kanala agresivnog tumora poput melanoma, hepatocelularnog karcinoma,

karcinoma dojke i jajnika, gdje tumorske stanice tvore vaskularne kanale (19).

Razvojem vlastite vaskulature stanice raka rastu i mogu dovest do metastaziranja. Metastatska
bolest odgovorna je za 90% smrti vezane za rak. Predstavlja proces kojim transformirana
stanica prolazi kako bi dosla na udaljeno mjesto. Proces se sastoji 0od nekoliko koraka: invazija,
intravazacija, cirkulacija, ekstravazacija, stvaranje premetastatske niSe, mikrometastaze te
koloniziranje na udaljno mjesto (2). Netransformiranim stanicama za mitotsko dijeljenje
potrebna je povezanost s izvanstani¢nim matriksom (ECM) preko integrina (20). Medutim, kad
dode do gubitka povezanosti moze doci do aktivacije jednog tipa apoptoze, anoikis (21). Kod
tumorskih stanica situacija je drugacija. One imaju sposobnost proliferacije neovisno o vezanju
za ECM 1 mogu¢nost migracije bez ukljucivanja anoikisa. Takva rezistencija na smrt pripisuje
se unutarnjoj signalizaciji ROS jer se smatra da djeluje kao autokrino/adhezivno signaliziranje,
S§to je kod zdravih stanica posredovano faktorima rasta i integrinom (20). Uloga ROS u
pokretanju signalnih putova za migraciju stanica i invazija dobro je utvrdena. Jedan od
mehanizama pomocu kojih ROS posreduje u aktivaciji tih putova je stimulacija faktora rasta
receptorskog tirozina kinaze (RTK) (Slika 19.) (22).

14



%5 b ¢
% TGF-BReceptor B¢ RTK )

|

\
By Mitohondrij NOX,LOX I‘/

Migracijafinvazija
EMT

Slika 19. Prikaz djelovanja ROS-a na signalizacijski put invazije i metastaziranja tumorskih stanica. Clanovi
porodice proteina kinaze aktivirane mitogenom (MAPK), ukljucujuéi izvanstani¢nu kinazu reguliranu signalom
(ERK), c-jun NH-2 terminalna kinaza (JNK) i p-38 MAPK aktiviraju se tijekom migracije stanica. Do aktivacije
MAPK moze do¢i pomocéu ROS, proizvedenog putem vezanja integrina i izvanstani¢nog matriksa (ECM) te putem
faktora rasta i liganda (transformirajuci faktor rasta b TGF-b i TGF-b-receptor). No, jo§ jedan od mehanizama
pomocu kojih ROS posreduje u aktivaciji angiogeneze je putem stimulacije faktora rasta receptorskog tirozina
kinaze (RTK). ROS se generira kao rezultat stimulacije receptora faktora rasta signala za indukciju stani¢nih
promjena nuznih za migraciju. Vazni signalni ciljevi ROS tijekom migracije stanica ukljucuju aktivatore RTK-a
kao §to je protein kinaza C (PKC), kao i negativni regulatori RTK-a kao §to su protein tirozin fosfataze (PTP).
Oksidacije PKC-a moze olaksati RTK signalizaciju aktiviranjem signalne kaskade MAPK koja dovodi do
migracije tumorskih stanica. Takoder, PI3K-cSrc-FAK kaskadom dolazi do aktivacije MAPK. Nizvodna kaskada
uklucuje aktivaciju transkripcijskih faktora kao $to su nuklearni faktor kappa B (NF-«B), protein aktivator-1 (AP-
1) i v-ets eritroblastoza virus E26 onkogen homolog 1 (Ets-1). Ti faktori aktiviraju matriksmetaloproteinaze
(MMP) i serinske proteaze urokinaza uPA koje doprinose invaziji tumorskih stanica, epitelno mezenhimalnoj
tranziciji (engl. Epithelial-mesenchymal transition, EMT) i angiogenezi. Preuzeto i prilagodeno iz (22).

Nedavna saznanja o kompleksnosti nastanka raka donijela su zakljuc¢ke kako narusena redoks-
ravnoteza predstavlja jedan od bitnijih uzro¢nika razvoja raka, njegove progresije i
metastaziranja u okolno tkivo. Takva neravnoteza u redoks-statusu izazvana je visokom
prisutnosti slobodnih radikala, najve¢im dijelom ROS (23). Slobodni radikali obuhvacaju
reaktivne kisikove (ROS) i dusikove spojeve (RNS). Neparan broj elektrona slobodnog radikala
¢ini ih nestabilnim, kratkotrajnim 1 vrlo reaktivnim. Zbog svoje visoke reaktivnosti mogu
preuzeti, od drugih molekula, elektron kako bi postali stabilni ¢ine¢i tu molekulu novim
slobodnim radikalom. Tako se pokrec¢e kaskada doniranja elektrona i nastajanja slobodnog

radikala koja vodi do oSte¢enja same stanice. Slobodni radikali mogu se podijeliti na radikale
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i neradikale. Radikali su samostalne molekule koje imaju najmanje jedan nespareni elektron u
zadnjoj ljusci oko jezgre, a u njih ubrajamo: hidroksil (HO"), superoksid (O2"), alkoksil radikal
(RO"), peroksil radikal (ROO"). Neradikali nisu slobodni radikalni, ali lako mogu dovesti do
reakcija slobodnih radikala, a u tu skupinu spadaju: molekule hidrogen peroksid (H202), singlet
Kisik (102) i ozon (O3) (24). H202 manje je reaktivan od ve¢ine ROS molekula, ali sposoban je
do¢i u bilo koji dio stanicne organizacije prije djelovanja peroksiredoksina i glutation
peroksidaze koji ga pretvaraju u molekulu vode i kisika. Stovise, on funkcionira kao sekundarni
glasnik odredenih redoks signalnih putova koji podrazumijevaju transdukciju izvanstani¢nih

signala i kontrolu u ekspresiji gena (25).

1.1.2. Reaktivni kisikovi spojevi

Vanjski i unutarnji put stvaranja reaktivnih kisikovih spojeva

Dva su puta stvaranja ROS; unutarnji i vanjski. Unutarnji put podrazumijeva stvaranje iz
mitohondrija, peroksisoma i endoplazmatskog retikuluma. Vanjski put podrazumijeva vanjske
utjecaje koji imaju prooksidativnu karakteristiku, kao primjerice: radijacija, alkohol, cigarete,
droga itd. (23).

Mitohondrij se smatra glavnim izvorom ROS jer se procjenjuje da oko 2% kisika koji koristi
pretvara u superoksid (26). To bi se na prvi pogled moglo ¢initi vrlo niskim postotkom no, ako
se uzme u obzir da je prosje¢na brzina iskoriStavanja kisika u svakoj pojedinoj stanici ljudskog
tijela ~2,5x1078 mol/s (to znadi 2,2x10%° molekula svaki dan), koli¢ina ROS koji se generira
unutarstanicno dnevno doseze ~1 milijardu molekula. MnoZenjem ove vrijednosti s brojem
stanica u ljudskom tijelu (priblizno 50 bilijuna) dobivamo ideju o intenzitetu ROS kojem smo
fizioloski 1zloZeni (27). Oksidativna fosforilacija je proces koji se odvija u unutarnjoj membrani
mitohondrija 1 sastoji se od Cetiri kompleksa prijenosa elektrona i prijenosa protona adenozin-
trifosfat (ATP) sinteze. Elektroni nastali oksidacijom nikotinamid adenin dinukleotid fosfata
(NADPH) i flavin adenin dinukleotida (FADH.), prolaze kroz kompleks reakcija koji rezultira
izbacivanjem protona iz mitohondrija (25). Produkcija H20. nastaje u matriksu mitohondrija

djelovanjem superoksid dizmutaze 1 (SOD1) i superoksid dizmutaze 2 (SOD2).
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Peroksisomi imaju dvojaku ulogu u redoks metabolizmu. Razgradnjom H20., pomocu katalaze,
sudjeluju u uklanjanju ROS, a procesima koji uklju¢uju superoksid dizmutazu 1 (SOD1),
ksantin oksidazu (XO) te B-oksidacijom masnih kiselina i aktivnos¢u flavin oksidaze sudjeluje
u proizvodnji ROS (28). Endoplazmatski retikulum (ER) predstavlja okruzenje koje pogoduje
povecéanju ROS oksidacijom proteina (26), primjerice aktivno$¢u ER oksidoreduktaze (ER1alfa
i ERlbeta) i NADH oksidaze (NOX) (28). lako ovi unutarstani¢ni organeli posjeduju
obrambene mehanizme protiv ROS, smatra se kako molekule ROS brzo prolaze kroz membrane
pomocu akvaporina i drugih specifi¢nih kanala. Takvo istjecanje ROS dovodi do njegovog
nakupljanja oko organela i utjece na njihovu homeostazu. Na primjer, inhibicija peroksizomske
katalaze, istodobno s povec¢anjem ROS, rezultira mitohondrijskom redoks neravnotezom (Slika

8) (28).

17



MITOHONDRIJ

MATRIKS

PEROKSISOM

Slika 8. Prikaz unutarstani¢nog izvora oksidativnih molekula, njihovo istjecanje i nakupljanje. U
MITOHONDRIJU: RC-mitohondrijski respiratorni lanac proizvodi superoksid O7, kojeg SOD1, SOD2
(superoksid dizmutaza 1,2) dizmutiraju u H,0,. GPX1,4 (glutation peroksidaza 1,4) reducira H20O u vodu H;0.
U PEROKSISOMU: b-oksidacijom masnih kiselina stvara se NADH (nikotinamid adenin dinukleotid) koji
specifiénim kanalima odlazi u mitohondrij. Djelovanjem ACOX (acil-koA aksidaza), XO (ksantin oksidaza),
SOD1 stvara se H202, a djelovanjem katalaze on se pretvara u vodu H,O. ENDOPLAZMATSKI RETIKULUM:
NOX4 (NADH oksidaza 4) i ERO1 (endoplazmatksa oksidoredukcija 1) stvaraju H»O, GPX8 (glutation
peroksidaza 8), PRX4 (peroksiredoksin 4), CNX (kalneksin), TMX1 (transmembranski tireoredoksin-povezan
protein). SERCA-sarkoendoplazmatski retikulum, IP3R-inositol trifosfat receptor predstavljaju predstavljaju
kanale koji sluze za transport kalcija. Preuzeto i prilagodeno iz (28).

Enzimsko i ne-enzimsko stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva

Kontinuirano stvaranje ROS mozemo podijeliti na: enzimske 1 neenizmske reakcije. Reakcije
katalizirane enzimima koji generiraju ROS ukljuc¢uju enzime NADPH oksidazu (NOX), ksantin
oksidazu (XO), nevezani endotelni dusik oksid sintazu (eNOS), arahidonsku Kiselinu te
metaboli¢ke enzime kao Sto su citokrom P450, lipoksigenaza i ciklooksigenaza (26) kao 1 kroz
Fentonsku reakciju kataliziranja Zeljeza (25). Neenzimatski izvor ROS predstavlja
mitohondrijski lanac disanja (26) kojim se stvara vec¢ina slobodnih radikala ukljucujuéi i
superoskid (O2") koji se stvara iz dva bitna dijela mitohodnrija, kompleks I i kompleks I1. Takav

nacin ne potrebuje enzime te je brzina metabolizma veca i proizvodnja ROS brza (24).
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Ravnoteza antioksidansa i reaktivnih kisikovih spojeva

Kako bi se osiguralo odrzavanje ROS signalnih procesa i izbjegavanje oksidativnog oste¢enja
potrebna je ravnoteza izmedu antioksidansa i ROS. U tome sudjeluju razliciti aktivatori i
sakupljaci ROS. U aktivatore se ubrajaju hipoksija, metabolicki defekt, stres ER, onkogeni, a u
sakupljace faktor 2 povezan s eritroidom 2 s nuklearnim faktorom (NRF2), glutation (GSH),
NADPH, tumorsupresori BRCAL, p53, PTEN, ATM i antioksidativne komponente iz hrane
(26). Glavnu ulogu u suzbijanju oksidativnog stresa imaju GSH i tireoredoksin (TXN) te
NADPH koji stanice iskoristavaju kako bi se regenerirale nakon redukcije ROS, tj. NADPH ih
odrzava u reduciranom stanju. Bitnu ulogu u regulaciji antioksidativnih molekula ima
transkripcijski faktor NFR2. On kontrolira nekoliko razli¢itih antioksidativnih putova: (1)
stvaranje i regeneraciju glutationa (GSH), (2) utilizaciju GSH-a, (3) stvaranje, regeneraciju i
utilizaciju tioredoksina (TNX) i (4) stvaranje NADPH. FOXO i p53 preveniraju oksidativni

stres tako Sto induciraju ekspresiju antioksidativnih gena (29).

Prekomjerno nakupljanje ROS molekula, Sto zbog vanjskih Sto zbog unutarnjih faktora,
popraceno je ubrzanim metabolizmom, nefizioloskim radom mitohondrija, povecanom
oksidacijom lipida i iona metala (Cu?*), smanjenjem razine i/ili aktivnosti antioksidativnih
enzima (SOD, GSH, peroksidaza (GPX), glutation reduktaza (GR) i katalaze) (30). Takva
situacija moze dovesti do oksidativnog stresa i oSteCenja DNA, lipida, proteina, Sto ce
uzrokovati aktivaciju apoptoze, autofagije, nekroze i stvaranja proupalnih citokina (Slika 9).
Takav razvoj situacije karakteristican je za karcinogenezu, kao i za kardiovaskularne i

neurodegenerativne bolesti (23).
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VANJSKI FAKTORI UNUTARSTANIENE
ANTIOKSIDATIVNE
KOMPONENTE

-vitamin C
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SLIKA 9. Unutarstani¢ni i izvanstani¢ni faktori dovode do nakupljanja molekula ROS §to izaziva oksidativni stres
unutar stanice, oSte¢enja molekula i aktivacije mehanizama smrti i upalnih citokina. Preuzeto i prilagodeno iz (23).

Dvojaka uloga reaktivnih kisikovih spojeva

Proliferativni signali prolaze kroz stanicu signalnim putovima kako bi aktivirali stani¢ni ciklus.
Signali stresa unutar ili izvan stanice suprotstavljaju se proliferaciji. Stoga se stanice oslanjaju
na proliferativne signale, kao 1 kontrolne to¢ke za nadzor, kako bi regulirale ulazak u stanicni
ciklus. Signalizacija stresa, posebno kao odgovor na oste¢enje DNA 1 infekciju, od vitalnog je
znacaja za preZivljavanje kako bi se osiguralo da stanice pokrenu odgovarajue obrambene

mehanizme poput mehanizama popravka (31).

Iako moZe djelovati Stetno na stanice, ROS su vazni u stani¢noj signalizaciji i homeostazi (Slika
10) (3). U stanicama sisavaca poznato je da je interakcija faktora rasta i receptora popracena
stvaranjem ROS Koji, pri niskim do umjerenim koncentracijama, djeluju kao signalne molekule
koje odrzavaju stani¢nu proliferaciju, diferencijaciju i1 aktiviraju odgovore na stres kako bi
prezivjela stanica. Primjerice, H2O2 moze sluziti kao molekula za proliferaciju, diferencijaciju
1 migraciju stanica. S druge strane, ROS moZe inducirati proupalne citokine i aktivirati put
nuklearnog faktora-kB (NF-kB) (26). Aktiviranje tog kaskadnog signalnog puta moze dovesti
do stvaranja upalnog okruzenja, blokiranja apoptoze, tumorske proliferacije, angiogeneze i
metastaziranja (23).
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Pri visim razinama ROS stani¢na dioba staje, a nakon duljeg vremena zastoja stanice umiru
procesom apoptoze. Gubitak redoks kontrole u diobi stanica moze rezultirati ponovnim
ulaskom stanica u stani¢nu diobu, §to dovodi do nakupljanja ostecenja dovodeci do maligne
transformacije, poremecenog razvoja fetusa i neurodegenerativnih poremecaja. Stoga je dioba

stanica visoko regulirana redoks okruzenjem (31).
Mitogeni
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Slika 10. Prikaz utjecaja ROS na pokretanje stani¢nog ciklusa. ROS, kao primjerice superoksid O, i H,O,, nastaju
u mitohondriju procesom oksidativne fosforilacije. Regulatori stani¢nog ciklusa: (1) PI3K (protein kinaza B)-AKT
(glikogen-sintaza kinaza-3)-IKK (IkB kinaza)-NF-kB (nuklearnog faktora-kB), (2) Src (protoonkogen c-Src)-
MEKKZ1 (mitogen-aktivirana protein kinaza kinaza 1)-JNK (c-Jun N-terminalna kinaza)-AP-1(aktivacijski protein
1), (3) JAK (Janus tirozin kinaza)-STATS3 (transduktor signala i aktivator transkripcije 3), (4) ER-DBD (estrogeni
receptor DNA-vezuju¢a domena) oznaceni su sa cisteinskim ostatkom (crveni krug). Smatra se da mitogena
signalizacija inducira te kaskadne puteve i dovodi do aktiviranja ekspresije ciklina D. Ciklin D zajedno sa ciklin
ovisnom kinazom 4 ili 6 (CDK4/6) fosforiliraju protein retinoblastom (pRB) kako bi se odvojio od E2F i
omogucuje stanici ulazak iz Go u G1 fazu. Kad stanica prode restriktivnu kontrolnu tocku R, ona ¢e zavrsiti proces
diobe do kraja. Aktivirani E2F tada signalizira transkripciju ciklina E koji omogucuje prijelaz stanice iz G1 u S
fazu. Prijelaz iz Su G2 i G2 u M fazu inducira stvaranje ciklina A i ciklina B. Fasfataza Cdc25 aktivira ciklin A,
B i ciklin ovisnu kinazu 1 (CDK1) za napredovanje ciklusa. Inhibitori kinaza su p21, p27 i p57 koji odvajaju
komplekse kinaza i ciklina ovisnih o kinazama te tako inhibiraju njihovo djelovanje. Stani¢ni ciklus uskladen je s
metabolickim. G1 faza uskladena je sa oksidativnom fazom (crveno), dok se S i M faza javljaju tijekom reduktivne
faze metabolizma (plavo). Preuzeto i prilagodeno iz (31).

Visoke razine ROS mogu takoder odrzavati proliferaciju tumorskih stanica. Povecavanje
oksidativnog stresa pomoc¢u kemoterapijskih lijekova (doksorubicin, etopozid, cisplatin) i
fitokemijkalija moze djelovati citotoksi¢no jer povecava razinu ROS koja je za stanicu
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smrtonosna. Kao primjer moze se uzeti skupina prirodnih spojeva, zvanih karetnoidi, koji mogu
djelovati pro- i anti- oksidativno. U zdravim stanicama mogu prevenirati nastajanje tumora
svojim antioksidativnim svojstvima poti¢u¢i normalan metabolizam stanica, smanjenje lipidne
oksidacije, povecanje antioksidativnog ucinka, smanjenje oksidacije metala, kao i normalnu
mitohondrijsku funkciju. Za razliku od zdravih stanica, u tumorskim stanicama moze posluZiti
kao faktor koji ¢e djelovati suprotno od navedenog i na taj nain izazvat citotoksi¢nu smrt

stanica raka (Slika 11) (30).
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Slika 11. Prikaz djelovanja bioaktivnih molekula na zdrave stanice kao antioksidansi ¢ime se prevenira razvoj
tumorske transformacije, te djelovanje na tumorske stanice kao pro-oksidansi ¢ime djeluju kao kemoterapijska
molekula izazivajuéi toksi¢nost stanica tumora. Preuzeto i prilagodeno iz (30).

Iz svega navedenog moze se zakljuciti kako visoke razine ROS imaju veliki utjecaj na
metabolizam tumora. Povecana proizvodnja ROS Warburgovim efektom, odnosno aerobnom
glikolizom, koja je popradena oksidativnom fosforilacijom u mitohondriju, povecanjem
receptora i onkogenske aktivnosti te stimulacijom signalnih putova posredovanih faktorima
rasta ili oksidacijom enzima znadajno utjeu na nestabilnost genoma (25). Stovise, velike
koli¢ine ROS utjecu na stani¢no prezivljavanje. Najcesce, pri tome, dolazi do deregulacije

popravka DNA, mehanizma apoptoze i autofagije, starenja i metabolickog statusa (2).

22



1.1.3. Popravak DNA

Ostec¢enja molekula DNA mogu biti uzrokovana vanjskim ili unutarnjim faktorima, medu
kojima su i slobodni radikali. ROS i RNS Stetni su i za integritet mitohondrijske DNA (mtDNA)
te remete transkripciju mtDNA, odnosno njome kodirane proteine i RNA Kkoje pripadaju
kompleksima mitohondrijskog respiratornog lanca. Tada se uspostavlja zatvoreni krug u kojem
mitohondriji s oksidiranom mtDNA postaju nefunkcionalni i proizvode visoke razine ROS, Sto
dovodi do daljnjeg oSteCenja mitohondrija (27). Akumulacija ROS inducira lezije
mitohondrijske DNA, pucanje niti, razgradnju mitohondrijske DNA i poremecaj elektronskog
transporta (32). Ovo stanje u konaénici moze rezultirati ozbiljnim oSte¢enjem nuklearne DNA
1 stanicnom smréu. Mitohondrijska DNA podloznija je i osjetljivija djelovanju ROS od stani¢ne
jer nije zastiena histonima i nema enzimski sustav popravka izrezivanjem nukleotida NER

(engl. nucleotide excision repair) (27).

ROS mogu utjecati i na epigenetske modulatore kao $to su histonske deacetilaze ili DNA
metiltransferaze ¢ime se utjeCe na transkripciju odredenih gena (25). Hidroksid (OH") moze
izravno napasti DNA molekulu kroz oksidativno oStecenje, kao primjerice: oksidirane baze,
abazi¢na mjesta, adukti DNA-DNA unutar niti, jednostruki lom SSB (engl. single-strand
break), dvolan¢ani lom DSB (engl. double-strand break) i DNA-proteinske veze. Medu
produkti njegove oksidacije su 8-hidroksigvanin i 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHG i 8-
OHdG). Oba su visoko mutageni i kancerogeni jer se mogu podudarati i s citozinom i s
adeninom, §to dovodi do GC-AT-transverzija (27). Takvo izravno induciranje oSte¢enja DNA,
oksidiranjem nukleinskih baza, smatra se jednim od najmutagenijih lezija (32). Istrazivanja su
pokazala kako je otprilike 1 na 10° gvanina oksidirano u normalnim stanicama, dok je u
transforminranim taj broj puno veci, ¢ak 35-50%. 8-okso-gvanin akumulira se u telomerama,
inhibira telomeraze i smanjuje vezanje telomernih proteina, sto vodi do telomerog o$tecenja,
skradivanja i poremecaja u funkciji telomernih krajeva kromosoma (25). Oksidirane baze
obi¢no se prepoznaju i popravljaju putem popravka ekscizijom baza BER (engl. base excision
repair), ali kada se istovremeno pojave na suprotnim zavojnicama BER moZe uzrokovati
dvostruko pucanje DNA. To je posebno opasna lezija koja moze inducirati kromosomska
preslagivanja ili greske u popravku DNA (32). No, istrazivanja pokazuju kako ROS mogu
inhibirati BER intereferiranjem s proteinima uklju¢enim u proces popravka, ¢ime dolazi do
nakupljanja karcinogenih mutacija i progresije tumora (33). Jos jedan izvor oSte¢enja DNA 1
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stvaranja DSB, u stanicama raka, je onkogenska aktivacija mehanizama replikacijskog stresa.
Proto-onkogen u tom procesu mutira i postaje onkogen koji uzrokuje hiperproliferaciju stanica
raka. Onkogenska aktivnost popracena je velikim stvaranjem ROS koja inducira replikacijski
stres odnosno poremecenu sintezu DNA, gensku nestabilnost i nakupljanja mutacija (32).

Stovise, hipermetilacija DNA inducirana ROS takoder poti¢e tumorigenezu (25).

Ostecenja DNA prepoznaju se pomoc¢u senzornih molekula koje se dijele na one koje
prepoznaju slomljene krajeve dvostrukog DNA lanca te one koje prepoznaju zaustavljanje
replikacije DNA (34). Jednom kad se pronade oSte¢enje DNA stanica mora pretvoriti taj signal
preko transduktora do odgovarajué¢eg efektora. U ljudskim stanicama aktivacija dviju kinaza
bitna je za pravilan rad transdukcije oSteCenja DNA: ATM (engl. Ataxia Mutirana
Telangiectasia) i ATR (engl. ATM and Rad3 related). Ovisno o tome kada se detektira oStecenje
DNA, ATM/ATR pokrenut ¢e ciljne proteine kinazu Chk2 koja je aktivirana s ATM i Chkl
koja je aktivirana s ATR. Nakon aktivacije ove kinaze fosforiliraju brojne ciljne proteine koji
prenose signal oSte¢enja DNA nizvodno. Zadnju fazu popravka ¢ine efektorske molekule koje
uglavnom sudjeluju u inhibiranju djelovanje ciklina i kinaza ovisnih o ciklinu, kako bi se
zaustavio stani¢ni ciklus, zapoceo popravak DNA ili, ako je potrebno, aktivirala apoptoza.
Primjerice, oste¢enje u G1 fazi popraceno aktivacijom p21, direktno inhibira CDK4 i CDK 6 i
tako sprje¢ava transkripciju proteina koji su potrebni za sintezu DNA molekule (35). U
ovisnosti o oStecenju aktiviraju se mehanizmi popravka DNA (engl. DDR, DNA damage

response) (32).

Gubitak ATM utvrden je u mnogim vrstama tumora Sto negativno djeluje na funkciju
mitohondrija, dovodi do povecanja oSteCenih mitohondrija 1 to uzrokuje nakupljanja i
povecanja ROS. Takoder, stanice bez ATM imaju povecane vrijednosti ROS zbog nedostatka
aktivnosti NRF2 koja osigurava ekspresiju antioksidativnih proteina. ATM se moze i direktno
aktivirati putem ROS, primjerice putem H202, koji uzrokuje autofosforilaciju aktivaciju
kaskadnog puta DDR. Stoga, kinaze koje sudjeluju u DDR inhibiraju ROS i tako Stite genomski
integritet (32). Istrazivanja su pokazala kako se ATM i ATR signalni putovi mogu iskoristiti u
terapijske svrhe. ROS induciran asperlinom zaustavlja stanicu u G2/M, §to je posredovano s
ATM-Chk2. Sli¢no tome, aktivacija Chkl, inducirana s ROS, dovodi do p53 neovisnog
zaustavljanja stanica u G2/M u kolorektalnog karcinoma. Osim uc¢inaka na aktivaciju proteina
kontrolnih tocaka ciklusa, ROS takoder zaustavljaju stani¢ni ciklus izravnim djelovanjem na
obitelj proteinskih fosfataza Cdc25 koje pospjeSuju napredovanje stanicnog ciklusa

24



uklanjanjem inhibitora fosfata na ciklin ovisnim kinazama (CDK) (35). Histon H2AX bitna je
molekula u DDR te se njegov nedostatak povezuje s genskom nestabilnosti. Povezanost H2ZAX
1 ROS je dvosmjerna. Kroni¢ni stres putem ROS uzrokuje razgradnju H2AX, §to dovodi do
smanjenja fosforiliranog gama-H2AX i tako povecéava osjetljivost stanica trostruko negativnog
raka dojke na terapiju platinom. Suprotno tome, akutni ROS stres povecava gama-H2AX i

aktivaciju popravka DDR (32).

Iz svega navedenog, zaustavljanje stani¢nog ciklusa i popravak oStecenja ili, ako je potrebno,

aktivacija apoptoze iznimno su bitni mehanizmi prezivljavanja stanica.

1.2. Apoptoza

Apoptoza je oblik stani¢ne smrti nuzan tijekom razvoja organizma i odrzavanja homeostaze
zdravog tkiva. To je aktivan proces kojim se trosi energija i aktiviraju geni potrebni za sintezu
proteina. Stoga se jo$ naziva i programirana stani¢na smrt (36). Nuzan je u uklanjaju nezeljenih,
suvisnih ili o$tecenih stanice kako bi se prevenirala karcinogeneza (37). Apoptoza se, naime,
aktivira prilikom generiranja negativnih signala poput, primjerice, osteCenja DNA,
nekontrolirane proliferacije i odvajanja stanice od matriksa, odnosno zbog izostanka ili
slabljenja razli¢itih pozitivnih signala ukljucenih u fizioloske procese (36). Vecina DNA
oSte¢enja uzrokovana je s ROS, §to ima i pozitivne strane jer ROS moze uzrokovati apoptozu,

a to je bitan pristup u lijeenju tumora (23).

Poremecaj apoptoze bitan je faktor povezan s razvojem razli¢itih bolesti, npr. kroni¢nih upala,
ateroskleroze, respiratornih problema, neurodegenerativnih bolesti 1 raka (37). Najces¢i put
aktivacije apoptoze posredovan je aktivacijom cistein-ovisnih aspartat-specifi¢nih proteaza,
zvanih kaspaze. Proces se naj¢e$¢e odvija unutar 60 minuta od aktivacije apoptoze (30).
Proteoliticka aktivna mjesta kaspaza cijepaju specifi¢ne proteinske supstrate koji se nalaze u
jezgri, citosolu i citoskeletu. Ciljni proteini kaspaza razli¢iti su strukturni proteini (aktin) te
proteini ukljuceni u DNA popravak (PARP, engl. Poly (ADP-ribose) Polymerase) i u regulaciju
stani¢nog ciklusa (p21) (37). Cijepanjem tih stani¢nih proteina dolazi do morfoloskih i
biokemijskih promjena, uslijed ¢ega se stanice smeZuraju, kondenzira se kromatin, cijepa se
DNA, »pupaju« dijelovi stanicne membrane i formiraju se apoptotska tjeleSca koja fagocitiraju

susjedne stanice, uz makrofage, ¢ime se stani¢na smrt (36) zavrSava apoptozom, nekrozom ili
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upalom. Kaspaze koje djeluju u apoptozi mogu se podijeliti na inicijatore (2, 8, 9, 10), koji se
rano ukljucuju u apoptozu i aktiviraju kaspaze izvrsitelje (3, 6, 7). Razliite promjene u

aktivnosti djelovanja kaspaza mogu dovest do razvoja raka (37).

Tri su puta aktivacije apoptoze, unutarnji, vanjski put i pomoc¢u endoplazmatskog retikuluma.
Unutarnji, mitohodnrijski put, odvija se pomoc¢u detekcije unutarnje minimalne stani¢ne razine
stresa koja je potrebna za pokretanje apoptoze (2). Mitohondrijski put aktivira se kao odgovor
na razlicite stresove ukljucujuci oste¢enje mitohondrijske DNA, snizenih razina faktora rasta,
visoke temperature, hipoksije, stresa endoplazmatskog retikuluma. Put je povezan s propusnosti
unutarnje membrane mitohondrija koja je inace strogo nepropusna i odrzava elektrokemijski
potencijal, klju¢an za odvijanje oksidativne fosforilacije i stvaranja enenrgije (ATP-a). U stanju
stresa, uzrokovanim s ROS, oSte¢eje mDNA uzrokovat ¢e promjene u transkripciji proteina
bitnih u respiratornom lancu, sto dovodi do poremecaja oksidativne fosforilacije i povecanja
razine ROS. To dovodi do propusnosti unutarnje membrane mitohondrija, poremeéene ATP
sinteze 1 protoka molekula, ukljucujuéi i protona, u matriks mitohondrija. Uslijed ovih procesa
dolazi do jo§ vece propusnosti vanjske membrane mitohondrija, koja je sama po sebi propusna
(37). U slucajevima kada je ostecena DNA klju¢ni aktivator unutarnjeg mehanizma apoptoze
je p53 (36). On moze pokrenuti apoptozu na dva nacina: tako $to ¢e dovesti do povecanja razina
reaktivnih spojeva kisika koji su snazni aktivatori oSteenja mitohondrija i apoptoze ili ¢e
dovesti do promjene mitohondrijskih proteina porodice B-stanica limfoma (Bcl-2) (Slika 12)

(2).
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SLIKA 12. Prikaz unutarnjeg puta aktivacije apoptoze putem ROS. Slika prikazuje aktivaciju p53/JNK (c-Jun N-
terminalna kinaza) puta kojim se aktiviraju proapoptoticki proteini, uglavnom u citosolu (Bad, Bax, Puma, Noxa,
Bak), inhibiraju membranske antiapoptoticke (Bcl-X1, Bcl-2) te se time omogucava povecanje propusnosti
vanjske membrane mitohodnrija, otpustanje pro-apoptotic¢kih proteina u citosol kao Sto su: citokrom C, inducirani
faktor apoptoze (AIF), endonukleaza G (EndoG), SMAC/Diablo (sekundarni mitohondrijski aktivator/direktni
inhibitor apoptotskog IAF vezujuéeg proteina). Apoptoza ovisna o kaspazama aktivira se propustanjem citokroma
C u citosol gdje se on spaja sa prokaspazom 9 i faktorom aktivacije apoptoze (Apaf-1) ¢ime ¢ine apoptosom koji
dovodi do samoaktivacije kaspaze 9 i kaskadne aktivacije kaspaza izvrSitelja 3, 6, 7. Takoder popustanje
membrane moze bit posredovano oksidacijom kardiopilina i depolarizacijom membrane ¢ime se otvara BAX-BaK
kanal kojim prolaze proapoptoti¢ki proteini. Tako inducirana apoptoza je neovisna o kaspazama i podrazumijeva
transport induciranog faktora apoptoze (AIF) i endonukleaze G (EndoG) u jezgru gdje AlF direktno djeluje na
DNA molekuli utje¢uéi na kondenzaciju proteina i DNA fragemntaciju. Preuzeto i prilagodeno iz (37).

Vanjski put aktivacije apoptotske smrti odvija se putem membranskih receptora ili direktim

djelovanjem enzima citotoksi¢nih T-limfocita (Slika 13.) (36).
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Slika 13. Aktivacija vanjskog puta apoptoze djelovanjem ROS na receptore stani¢ne membranie. Vezanje
specifi¢nih liganda (TNF-alfa, TRAIL, FasL) na transmembranske proteine superobitelji faktora nekroze tumora
(TNF), u koje spadaju Fas, TRAIL-R1, TRAIL-R2; TNF-R1, predstavljaju klju¢ne regulatore vanjskog puta
apoptoze. Takoder, za u¢inkovito prenosenje signala s povrsine stanice u citosol, klju¢na je tzv. domena smrti koja
se nalazi u srediSnjem dijelu transmembranskih proteina. Kroz tu 'domenu smrti' prenose se signali do unutarnjeg
dijela transmembranskog proteina $to se naziva signalni kompleks koji inducira smrt (DISC). Tu postoje dva puta
do apoptoze, ovisno o koli¢ini prisutnih kaspaza 8 i 10. Ako je njihova koli¢ina zadovoljavajuéa aktivirati e se
kaspaze 8 i 10, koje aktiviraju kaspazu -3, -6, -7 i dolazi do apoptoze. No, ako ih nema dovoljno apoptoza se
ukljucuje preko mitokondrija gdje, kaspaza -8,-10 moze potaknuti Bid da aktivira pro-apoptoticki protein tBid koji
zatim ulazi u mitohondrij i blokira anti-apoptoticke proteine Bel-2 i Bel-xl i aktivira Bax i Bak. To vodi do
mitohondrijskog puta apoptoze. Stovise, kaspaza -2 moze se aktivirati putem kaspaze -8 ili putem kompleksa PIDD
koji se sastoji od prokaspaze 2, PIDD i RAIDD i tako, preko Bid, pokrenut mitohondrijski put. TNF-R1 moze
aktivirati putove prezivljavanja putem adaptivnih proteina TRADD, RIP, Traf-2 §to vodi do aktivacije gena za
prezivljavanje pomoc¢u NF-kB. Preuzeto i prilagodeno iz (37).

Lumen endoplazmatskog retikuluma (ER) jedinstveno je stani¢no okruzenje optimizirano za
skladiStenje 1 oslobadanje kalcija, presavijanje i izlu€ivanje proteina i biogenezu lipida (38). U
ER redoks status ima iznimno vaznu ulogu jer smatanje proteina (engl. folding) i stvaranje

disulfidnih veza zahtijeva oksidativne uvjete. Procjenjuje se kako 25% stani¢nog ROS dolazi
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iz stvaranja disulfidnih veza tijekom smatanja proteina. Proteini koji imaju vise disulfidnih veza
imaju veéi utjecaj na stvaranje ROS nego oni s manje. Tako generiran ROS moze uzrokovati
poremecaje u ER, $to ¢e rezultirati razmotanim ili pogresno smotanim proteinima. Takvo stanje
naziva se ER stres i kao odgovor aktivira se odgovor na nesmotane proteine (engl. UPR,
unfolfed protein response), koji pomaze stanicama da se prilagode i odrze homeostazu. Blagi
oksidativni stres pokrenut ¢e UPR kao adaptacijski odgovor kako bi se odrzala funkcija i
prezivljavanje stanica. No, pri visokim razinama ili dugoj izlozenosti oksidativnom stresu, uz
pogres$no smatanje proteina, moze do¢i do aktivacije apoptoze. Tijekom ER stresa moze doéi i
do prijelaza Ca?* iz ER u mitohondrij gdje dolazi do poveéane aktivnosti matriks dehidrogenaza
osjetljivin na Ca?*, §to povecava aktivnost respiratornog lanca i proizvodnju ATP. Takoder,
Ca?* vodi do membranske permeabilnosti u mitohondriju i ispustanja ATP, GSH i citokroma

C, sto povecava razine ROS (37).

Poremecen mehanizam apoptoze povezan je s razliCitim patoloskim stanjima kao §to su:
odredene degenerativne, autoimune bolesti, ishemi¢na ostecenja, anomalije, tumori (35). Kod
tumora neke stanice uspje$no inaktiviraju apopototicki odgovor razli€itim mehanizmima.
Primjerice, zbog mutacija koje inaktiviraju tumor-supresorske gene, npr. TP53 ili se inhibira
aktivnost kaspaza (2). Induciranje apoptoze povecanjem razina ROS predstavlja srz tumorske
ciljne terapije. Terapijski pristup lijeCenja tumora, primjerice kemoterapija i radioterapija,
uzrokuju nakupljanje velike koli¢ine ROS, $to vodi u apoptozu. Arsenik-trioksid nedavno se
pokazao kao kljucan u terapiji tumora jer inducira propustanje elektrona duz respiratornog
lanca, Sto je uzrokovalo apoptozu u mnogim stanicama kao S§to su: mijelom, rak pluca i
leukemija. Stovise, 5-fluorouracil stvara ROS putem signalnog puta p53 i vodi do apoptoze
stanica kolorektalnog karcinoma (25). Primjena bortezomiba, kao induktora ROS i stvaranja
ER stresa, pokazala se korisnom u lije¢enju skvamoznih tumora glave i vrata. Pokazalo se
takoder kako bioaktivne komponente iz biljaka, kao primjerice rezveratrol, uzrokuju
nakupljanje H203, §to rezultira apoptozom u stanicama karcinoma prostate (PC-3), karcinoma
jetre (HepG2) i karcinoma dojke (MCF-7) in vitro (15). Nakupljanje ROS i aktivaciju apoptoze
uzrokuju i karotenoidi (Slika 14) (30).
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Slika 14. Prikaz prooksidativnog djelovanja karotenoida u tumorskim stanicama i izazivanja apoptoze. Preuzeto i
prilagodeno iz (30).

1.3. Autofagija

Autofagija je metabolicki proces kojim stanica razgraduje vlastite protein i organele unutar
lizosoma. Novija saznanja o autofagiji govore kako je autofagija visoko konzerviran i geneticki
kontroliran proces uklju¢en u odrzavanje homeostaze organizma (39). Otkri¢e gena i proteina
povezanih s autofagijom omogucilo je bolje razumijevanje kompleksnog mehanizma. Do danas
je opisano 40 gena koji kodiraju proteine povezane s autofagijom (1). Gen BEKLIN1, koji
kodira protein Beclinl, nuzan je za formiranje autofagosoma, te je u 40-75% ljudskih
karcinoma dojke, jajnika i prostate obrisan (2). U raznim tumorskim linijama uocena je
monoalelska delecija BECLINL1 gena, dok kod odredenih stani¢nih linija pojacana ekspresija

Beclinl proteina moZe inhibirati nastanak tumora (39).

Tri su glavne vrste autofagije: makroautofagija, mikroautofagija i autofagija posredovana
Saperonom (engl. Chaperon-mediated autophagy, CMA). Sve vrste autofagije poticu
degradaciju ostecenih ili nefunkcionalnih proteina i organela u stanici (40). Dok makro- i
mikro- autofagija mogu, ali ne moraju biti regulirani procesi, autofagija posredovana
Saperonima, visoko je reguliran 1 kontroliran proces (41). Proces autofagije ukljucuje
inicijaciju, fagosomalnu nukleaciju, formaciju autofagosoma (elongacija), fuziju

autofagosoma-lizosoma u autofagolizosom i degradaciju (40). U inicijacijskom putu sudjeluju
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primjerice ubikvitinsko-proteosomalni kompleks (ULK) te PI3BKC3 kompleks, ali i neke mete
protutumorskih lijekova, npr. mTOR kompleks koji cilja rapamicin te mTOR predstavlja glavni
kompleks koji regulira autofagiju. On je senzor autofagije koji detektira razliCite razine

aminokiselina, glukoze, faktora rasta, kao i genotoksicni i ER stres (42).

Razli¢ite stresne situacije induciraju aktivaciju autofagije poput nedostatka nutrijenata,
hipoksije, oksidativnog i ER stresa te infekcije patogenima (27). Pri nedostatku nutrijenata ROS
su rani induktori autofagije. Medutim, do danas jo$ uvijek nije jasno koja vrsta ROS to¢no
pokreée proces. Neka istrazivanja sugeriraju da je Oz primarni ROS ukljucen u autofagiju
uzrokovanu nedostatkom glukoze, glutamina, piruvata ili seruma. Druga istrazivanja predlazu
da je H202 molekula koja se stvara neposredno nakon gladi, dok mnogi samo pretpostavljaju
da su ROS presudni za izvrSavanje autofagije jer tretman antioksidansima djelomicno ili u

potpunosti vraca proces autofagije (40).

Mnoga istrazivanja navode kako su mitohondriji glavni izvor ROS potrebnih za indukciju
autofagije. Smatra se kako nedostatak nutrijenata dovodi do povecane potraznje za ATP, te
mitohondriji kao glavni izvori ATP pojac¢ano propustaju elektrone i stvaraju ROS. Nakon
kroni¢nog ostecenja funkcije mitohondrija ROS se moze generirati u jo§ vecoj mjeri te s uloge
induktora autofagije ROS postaje signal samouklanjanja mitohondrija kroz selektivni proces
nazvan mitofagija. To predstavlja mehanizam regulacije negativne povratne sprege kojim se
putem autofagije uklanja izvor oksidativnog stresa 1 S§titi stanica od daljnjeg oksidativnog
oSte¢enja (40). Brza aktivacija autofagije, nakon stvaranja ROS iz mitohondrija, pripisuje se
redoks osjetljivim proteinima poput AMP-aktivirane protein kinaze (AMPK). O2" i H202 glavni
su produkti stanice u nedostatku nutrijenata. Oni mogu djelovati na vise razli¢itih nacina

aktivirajuci autofagiju (Slika 15) (27).
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Slika 15. Djelovanje mitohondrijskog ROS na razli¢ite puteve aktivacije autofagije: (1) djelovanje na AMP-
aktiviranu protein kinazu (AMPK), SH procesom S-glutationilacijom cisteina nastaje S-SG, (2) oksidacija proteina
povezanog s autofagijom (Atg4) (SH prelazi u Sox) $to dovodi do regulacije proteina lakog lanca 3 (LC3) bitnog
regulatora autofagije tj. inaktivira se svojstvo delipidacije Atg4-SH i akumulira se pro-autofagijski protein LC3-
II, (3) pomocu neravnoteze u redoks balansu izmedu omjera induciranog i oksidiranog glutationa GSH/GSSH i
povecanje oksidiranog tiola (SOX) §to je popraceno otpustanjem reduciranog GHS u izvanstani¢ni dio preko
MRP1 (engl.multidrug resistance protein 1), (4) put nevezan za ROS, odvija se pomoc¢u ubikvitalnih proteina i
vezanja za p62 te njegovim vezanjem za Keapl $to vodi do autofagije. NRF2 koji se odvojio od Keapl odlazi u
jezgru gdje potice transkripciju antioksidativnih gena vezajuéi se za ARE (engl.antioxidant-responsive elements).
Preuzeto i prilagodeno iz (27).

Reagiraju¢i vrlo brzo na oksidativni stres i smanjujuci toksi¢nost oksidiranih molekula 1
organela njihovim selektivnim uklanjanjem, autofagija se moze smatrati zasebnim
antioksidativnim procesom, kao i mehanizmom za prezivljavanje i vrstom stani¢ne smrti (27).
Brojni radovi posljednjih godina pokazuju da, kada ROS 1 RNS ostete DNA, dolazi do
aktiviranja DDR i istodobno se signalizira na autofagijski put. Dva su proteina koja se direktno
povezuju s DDR-om (Slika 16) (27).
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Slika 16. Unutarnji i vanjski izvori ROS uzrokuju oste¢enja DNA molekule i aktivira se autofagija. Dva su proteina
koja se direktno povezuju s DDR. To su poliADP-riboza polimezraza 1 (PARP1) i serin-protein kinaza (ATM)
koji su primarni senzori oStecenja DNA. PARP je nuklearni enzim koji katalizira poli-ribozilaciju (poliADP-
riboze) samog sebe, ali i druge nuklearne proteine. U stanju oSte¢enja DNA, putem ROS, PARPI1 je hiperaktivan
Sto dovodi do vece potrosnje NAD+ i vece potrosnje ATP-a §to uzrokuje energetski stres (lijevo dole). Drugi
protein, ATM, je senzor o$te¢enja DNA molekule koji se nalazi i u jezgri i u citosolu. Djelovanjem ROS na ATM
jezgre, oni djeluju kao pokretaéi popravka DNA, djelovanjem na p53, dok u citosolu, djeluje posrednicki, preko
kinaze jetra B1/AMP-aktivirane protein kinaze (engl. liver kinase B1/AMP-activated protein kinase,
LKB1/AMPK) signalnog puta na aktivaciju autofagije. Preuzeto i prilagodeno iz RF (27).

Autofagija se moze aktivirati uslijed djelovanja patogena, metabolickih promjena i
genotoksi¢nog stresa. Mehanizmi autofagije tijekom tumorigeneze jo$ uvijek nisu u potpunosti
razjasnjeni. Tumor supresorska uloga autofagije mozZe se uo€iti u tumorima smanjenjem
nekroze i1 kronicne upale. Takoder ima ulogu u selektivnom uklanjanju oSte¢enih mitohondrija
smanjuju¢i ROS, metabolickoj homeostazi, razgradnji previse eksprimiranih proteina,
dijeljenju u imunoloskom nadzoru te kod obrane od potencijalno patogenih virusa i bakterija.
Autofagija, takoder, ima utjecaj i na starenje stanica, §to doprinosi sprje¢avanju rasta tumora
(2). Normalne stanice s neispravnom autofagijom, medutim, nakupljaju oSteCene proteine koji

poticu razgradnju stanica, a tumorske stanice s nepravilnom autofagijom takoder pokazuju
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poviSene razine oSteCenja DNA. U stanicama s neispravnom autofagijom smanjena je
prilagodba na stres $to moze rezultirati manjkom ATP i oSteCenim mitohondrijima s viSkom
ROS. Ogranicavajuce koli¢ine ATP te ROS mogu inducirati replikacijski stres i aktivaciju
mehanizma za popravak DNA, $to uzrokuje zastoj u replikaciji te apoptozu, ¢ime se inhibira
rana tumorska aktivnost (39). S druge strane postoje dokazi koji upuc¢uju na to da autofagija
moze potaknuti rast stanica raka i napredovanje tumora. Takve stanice raka mogu prezivjeti
jake metabolicke stresove, npr. gladovanje i hipoksiju, izbje¢i imunoloski nadzor, steci
invazivne i metastatske osobine te djelovati na preoblikovanje tumorskog mikrookruzenja (2).
Ovi procesi dogadaju se paralelno s inaktivacijom p53 proteina. Stanice s defekthnom
autofagijom i p53 proteinom ne odlaze u apoptozu, ve¢ nakupljaju oStecenja u DNA te tako
stvaraju povoljne uvjete za razvoj tumora (39). Uloga autofagije u tumorigenezi ovisi vjerojatno

o vrsti zahvacéene stanice i stadiju bolesti (2).

1.4. Starenje stanica

Postoje dvije hipoteze o starenju stanica (engl. senescence) opcéenito. Smatra se da stani¢no
starenje uzrokuju razliciti vanjski ili unutarnji faktori koji ostecuju biomolekule. 1950. godine
predlozZena je teorija uloge slobodnih radikala u procesu starenja. Ta teorija temelji se na tome
da stvaranje ROS i njegovo Stetno djelovanje na razlicite stanicne komponente, ¢ine glavnu
odrednicu dugovje¢nosti. Tijekom starenja naime, razine antioksidansa u tijelu su manje,
odnosno smanjuje se mogucnost organizma da uklonja ROS, zbog ¢ega se nakupljaju ostecenja
makromolekula tijekom godina. Druga teorija temelji se na indukciji epigenetksih promjena

¢ime se nakupljaju oSteCene stanice (43).

Replikativno starenje podrazumijeva nepovratno zaustavljanje proliferacije stanice (44). Takav
mehanizam jo$ se naziva Hayflikova granica, a on postoji zbog skracivanja telomera tijekom
diobe DNA. Svakom novom replikacijom skracuju se telomere stanica. Kada dode do kriticnog
skra¢ivanja telomera nastupa starost stanice. Uzastopno dijeljenje stanica moze dovesti do
ciklusa kromosomske fuzije i lomova, Sto rezultira nakupljanjem potencijalnih
transformiraju¢ih promjena i genskom nestabilnosti. Starost stanice je nepovratni proces izlaska
stanice iz zivotnog ciklusa. No, stare stanice nisu mrtve, ve¢ su izgubile sposobnost daljnjeg
dijeljenja i biokemijska svojstva su im promijenjena (2). Stovise, takve stanice otpornije su na
apoptotsku smrt od ostalih stanica. Pasivna uloga ostarijelih stanica vidi se i u njihovoj

sposobnosti mijenjanja mikrookolisa. One imaju sposobnost izluc¢ivanja sekretornih proteina
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koji ukljucuju topljive signalne molekule, netopljive proteine, komponente matriksa i proteaze.
Takva aktivnost vodi u stani¢ni fenotip SASP (engl. Senescence-associated secretory
phenotype, SASP). Kratke telomere su univerzalno obiljezje zaustavljenih benignih i
predmalignih lezija. Produljenje telomera reguliraju uglavnom enzimi telometaze. Odredene
vrste stanica nece doZzivjeti starenje, primjerice krvotvorne stanice, spolne stanice, stanice
zametne loze koje imaju neogranicenu replikaciju, mnogi tumori sadrze besmrtne stanice ili
stanice s produzenim replikativnim vijekom te maticne stanice koje takoder imaju neograni¢enu
moc¢ dijeljenja (43). Medutim, vecina somatskih stanica ne izlucuju enzim telomerazu i s
vremenom dozivljavaju starost. U malignim oboljenjima, u 10-20% slucajeva, koriste se drugi,
jo§ nedovoljno istrazeni, mehanizmi produljenja telomera, N0 ovaj enzim je pojacano
eksprimiran ¢ak u 85-90% slucajeva pokusavajuci odrzati telomerne krajeve dovoljno dugima
za replikaciju. Uz ovaj prirodni proces starenja starenje moze biti izazvano i drugim stresnim
situacijama kao Sto su: oStecenje netelomerne DNA, koje se dogada uslijed kemoterapije ili
ROS, kod dugotrajnog ili neuravnotezenog mitogenog signaliziranja te kod aktivacije
tumorsupresora. Novija istrazivanja pokazala su kako proces starenja nije jednosmjernog tipa.
Sekretorni fenotip povezan sa starenjem SASP povezan je s protutumorskom, ali i
protumorskom  funkcijom.  Tumorsupresorski  utjecaj  podrazumijeva:  autokrini
tumorsupresorski efekt, pojacanu imunolosku infiltraciju i uklanjanje zastarjelih 1
transformiranih stanica te popravak tkiva (2). Replikativnim starenjem takoder se kontroliraju
tumorsupresorski geni koji mogu suzbiti tumorigenezu, barem djelomicno, inducirajuéi starenje
(43). Suprotno tome, mnoga istraZivanja sugeriraju kako starenje moze imati i protumorsku
ulogu procesima: promicanje upale, simuliranje angiogeneze i doprinos metastaziranju. Stoga,
odgovor na stresne situacije starenjem treba proé¢i kroz mnogo istrazivanja kako bi se nasla

terapijska uloga u tom procesu (2).

Oksidativni stres povezan je sa starenjem stanica. Primjerice, pri oSte¢enju DNA aktivira se
DDR (45), putem NF-kB faktora koja se translocira u jezgru aktivira IL8 i p53 te dolazi do
starenja, putem aktivacije p38 MAPK koji povecava p19 i dolazi do aktivacije procesa starenja
preko mikroRNA (Slika 17). Oksidativni stres igra vaznu ulogu u starenju transformirajuci
konformaciju proteina, mijenjajuci kataliticku aktivnost, proteinske interakcije i interakcije
proteina-DNA, utjeCuéi na transport proteina i mijenjajuci neke signalne mehanizme koji
aktiviraju NF-xB i Smad3. Studije su pokazale da ¢e se u uvjetima stani¢nog stresa ili oStecenja

DNA pokrenuti starenje kako bi se sprijecila proliferacija DNA abnormalnih stanica i stvaranje
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tumora. Istodobno se pokrece autofagija kako bi se uklonile zaostale organele u stanicama, a na

kraju da bi se inducirala apoptoza radi odrzavanja homeostaze tkiva i tijela (44).
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Slika 17. Prikaz djelovanja ROS na aktivaciju starenja. Pri oSteenju DNA dolazi do aktivacije tumorsupresora
pS53 i gena p21 ¢ime se zaustavlja rast stanica i aktiviraju se pRb/p16 ¢ime stanice ulaze u nepovratno starenje.
Kada se stanice zaustave u stani¢nom ciklusu one pocinju izlucivati faktore SASP koji potom mogu potaknuti
stvaranje ROS i oSte¢enje mitohondija i DNA $§to poti¢e mehanizme starenja stanice. Jedan dio ostarjelih stanica
moze se ukloniti imunoloskim mehanizmima no, veéina ée stanica vjerojatno prezivjeti i metabolic¢ki aktivno
generirati SASP faktore, $to vodi u degeneraciju i poremecaj funkcije tkiva. ROS moze uzrokovati i poremecaj u
funkciji mitohondrija i mehanizama regulacije duljine telomera, $to takoder potice starenje. Preuzeto i prilagodeno
iz (45).

Takoder, promjene na mitohondriju uzrokovane ROS dovode do starenja. Proces zapocinje
pojacanom oksidacijom lipidne membrane mitohondrija te dolazi do oSte¢enja. Potom se
nakupljaju nepravilno smotani proteini te, kada je nastala Steta toliko velika da na nju ne mogu
reagirati kontrolni mehanizmi popravka, aktivira se autofagija. Nakupljaju se i DNA mutacija
u mitohondriju te mu funkcija opada zbog Cega se takoder potiCe starenje. | peroksisomi imaju
vaznu ulogu u stvaranju ROS, odrzavanju oksidativne ravnoteze i lipidne membrane u borbi
protiv ROS. Oni mogu bitno utjecati na rad i funkciju mitohodnrija. Dode 1i do poremecaja
metabolizma peroksisoma, stanice postaju osjetljivije na ROS. Poremecaj u njegovoj funkciji
dovodi do poremecene oksidativne fosforilacije, povecanja broja abnormalnih mitohondrijskih

struktura i promjena aktivnosti i ekspresije respiratornog lanca (45).
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1.5. Podjela i klasifikacija tumora

Svjetska incidencija raka je u porastu. Zabiljezeno je 18.1 milijuna novih slucajeva u 2018.
godini i smatra se kako ¢e do 2040. godine dosegnuti 25 milijuna. Svjetska zdravstvena
organizacija WHO (engl. World Health Organisation, WHO) i Unija za medunarodnu kontrolu
raka UICC (engl. Union for International Cancer Control, UICC) razvili su odredene klasifikacije
temeljene na epidemioloskim, morfoloskim, fenotipskim i bioloskim podacima. Te klasifikacije
pomazu pri suradnji interdisciplinarnog tima u uspostavljanju dijagnostickog protokola, kako
bi se olaksalo donosenje odluka o dijagnozi i pristupu lijeCenja. Trenutno se dijagnoza i
lijeenje tumora temelje na uspostavi njegove malignosti, mjestu podrijetla, histoloSkom

podrijetlu, stupnju i njegovoj prosirenosti po tijelu.

Tumori se uglavnom klasificiraju na cetiri nivoa: (1) prema tkivu, organu i sustavu, (2)
specifi¢nom tipu, (3) prema stupnju WHO klasifikacije, (4) prema metastaziranju u limfne
¢vorove (TNM) klasifikacija. S obzirom na tkivo koje zahvacaju tumori se mogu podijeliti na
cetiri glavne skupine: karcinomi nastali od epitelnih stanica (koza, gastrointenstinalni trakt,
unutarnji organi itd.), sarkomi ili maligni mezenhimalni tumori nastali od vezivnih stanica
(misic¢i, kosti, masno tkivo i zile) limfomi i leukemije nastale od krvnih stanica te neuromi-
tumori nastali od stanica Ziv€éanog tkiva. Uz ove glavne tipove, definiranano je joS mnogo
podtipova raka. Nakon grube klasifikacije na histoloski tip, slijedi prognostic¢ka procjena raka
prema citoloskim (stani¢na diferencijacija i displazija) i morfoloskim znacajkama (npr. broj
mitoza i nekroza). Procjena se izrazava brojevima od 1 (visoka razina stani¢ne diferencijacije)
do 3 (slaba diferencijacija ili nediferencijacija). No, neke vrste raka imaju vlastiti sustav
ocjenjivanja (karcinom prostate). Zatim slijedi klasifikacija prema stadiju oboljenja. Uglavhom
se koristi TNM klasifikacija koja opisuje T- veli¢inu primarnog tumora, N- stupanj Sirenja u
limfne ¢vorove, M- prisutnost metastazi. Dok su ove standardne klasifikacije tumora
usredotocene na histopatologiju, klinicke i epidemioloske podatke, klasifikacije WHO-a pocele
su ukljucivati molekularno-genetske znacajke tumora. Genomska klasifikacija bi trebala, uz
klinicke podatke i odgovore na tretmane lijeCenja, ukljucivati i neprestano azuriranu bazu

podataka o naj¢es¢im genomskim promjenama u tumorima, Sto bi uvelike poboljsalo
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postojece klasifikacije, alii pomoglo onkolozima u dijagnosticiranju i lije¢enju raka. lako mnoge
tumore razli¢itog podrijetla karakteriziraju iste genske promjene, primjena genomskih alata u
tom slucaju ne bi sluzila za odredivanje podtipa tumora, veé kao pomo¢ u prognozi i nacinu
lijeCenja tumora. Kao primjer moZe se uzeti gen MYC koji je translociran u odredenim
tumorima, a amlificiran u drugim, Sto je povezano s agresivnos¢u tumora, loSom prognozom i

rezistencijom na terapiju (46).

1.5.1. Osteosarkom

Osteosarkom (OS) maligni je tumor kostiju nastao iz mezenhimalnih stanica. Javlja se
sporadi¢no, s nekoliko sluc¢ajeva povezanih s poznatim nasljednim nedostacima u regulaciji
stani¢nog ciklusa, ali oko 70% uzoraka tumora pokazuje kromosomsku abnormalnost. To
obi¢no ukljucuje mutacije u supresorskim genima ili u DNA helikazama. Nakon limfoma i
tumora mozga, spada u tre¢i naj¢es$¢i tumor kod adolescenata, a vrhunac incidencije zahvaca
drugo desetljece zivota (47). Takoder se smatra najée$¢im primarnim osteogenim malignim
tumorom u djetinjstvu i adolescenciji s prevalencijom od 3 slu¢aja na milijun osoba godiSnje
(48). Petogodisnja stopa prezivljavanja osteosarkoma povecala se sa 20% na >65% uz uvodenje
adjuvativne kemoterapije i napredovanje medicine. Uvodenje kemoterapije omogucilo je
spasavanje udova, dok je prije amputacija bila rutinsko lije¢enje visokokvalitetnog OS-a (47).
Medutim, tijekom posljednjih nekoliko desetaka godina stopa prezivljenja ostala je
nepromijenjena. Veliki problem i visoku smrtnost predstavljaju metastaze, npr. u pluéa, i
ponavljajuci osteosarkom, gdje petogodiSnja stopa prezivljenja iznosi samo 20%. Ti podaci
upucuju na ograni¢enu ucinkovitost do sada primjenjivanih terapijskih postupaka (48).
Primjena kemoterapeutika, kao $to je doksorubicin, i radioterapije u lije¢enju osteosarkoma, §to
primarnih §to metastatskih pluénih lezija, Cesto je limitirana zbog teskih nuspojava i rezistencije
stanica raka na te tretmane. Time se naglasava nuzna potreba za razvojem novih, sigurnijih
terapijskih strategija koje bi mogle poboljsati u€inkovitost lije€enja osteosarkoma i time

povecati prezivljenje bolesnika (49).

1.5.2. Glioblastom

Gliom je skupni naziv za primarne tumore mozga koji su klasificirani prema podrijetlu stanica

od kojih nastaju. Dijelimo ih na astrocitne tumore (astrocitoma, anaplasti¢na astrocitoma i
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glioblastoma), oligodendrogliome, ependimome i pomijeSane gliome. Gliomi Su najcesci
tumori srediSnjeg Ziv€anog sustava i ¢ine 80% svih malignih tumora mozga. Medu astrocitnim
tumorima glioblastoma multiforme ¢ini ¢ak 60% svih malignih tumora mozga kod odraslih
(50). Glioblastomi neproporcionalno doprinose morbiditetu i smrtnosti, s 5-godisnjim ukupnim
relativnim prezivljavanjem od samo 6,8%, §to varira prema dobi u dijagnozi i prema spolu (51)
Iako su rijetki, njihova losa prognoza, sa stopom prezivljena 14-15 mjeseci nakon dijagnoze,
predstavlja velik zdravstveni problem. Mogu se pojaviti u bilo kojoj godini Zivota, ali vrhunac
incidencije smatra se razdoblje 55-60 godina, a ¢eS$¢i su kod muskaraca nego kod Zena.
Glioblastoma multiforme, prema klasifijaciji WHO, priprada 1V. stupnju s karakteristikama

najagresivnijeg, invazivnijeg i nediferenciranog tipa tumora (50).

Glioblastome karakteriziraju molekularne heterogenosti. Studije su potvrdile 25 polimorfizama
s jednim nukleotidom koji su povezani s povecanim rizikom za gliom, gdje je 11 specificnih za
glioblastom. Glioblastome karakteriziraju somatski molekularni defekti u 3 glavna procesa:
iniciranju rasta tumora, izbjegavanju starenja i omogucéavanju besmrtnog rasta. Genske lezije
grupirane su u tri glavna signalna puta, ukljucujuéi: RTK/RAS/PI3K, koji je gotovo izmijenjen
u 88% glioblastoma, put P53 u 87% i RB signalni put promijenjena u otprilike 78%
glioblastoma (50). Uz kirursko lije¢enje, standardnu kemoterapiju i radioterapiju koristi se i
ciljana terapija koja cilja specificne gene ili tkivno okruZenje koje doprinosi rastu i
prezivaljavanju tumora. Ovakvo tretiranje tumora blokira njegov rast i Sirenje te ograni¢ava
oSte¢enje zdravih stanica. Naizmjeni¢na terapija elekticnim poljem koristi neinvazivni
prijenosni uredaj, elektrode se postavljaju na vanjskoj strani glave, ¢ime se ometaju dijelovi
stanice potrebni za rast i Sirenje tumora. Ovakav pristup moze se primijeniti kod bolesnika s tek
dijagnosticiranim ili rekurentnim glioblastomom. No, unato¢ novim saznanjima o molekularnoj

osnovi glioblastoma, njegovo lijecenje i dalje predstavlja velik izazov za onkologe (52).

1.6. Prirodni spojevi u lijecenju malignih oboljenja

Rak predstavlja veliku grupu razlicitih patologija koje karakterizira nekontroliran rast stanica u
tijelu. Tumori pak predstavljaju abnormalni rast stanica u odredenom tkivu. Do danas je
identificirano vise od 200 razli¢itih tipova tumora, od kojih se neki mogu prosiriti na okolno
podrucje, odnosno manifestirati metastaze koje su najcesci uzrok smrtnosti od raka. Tumori
spadaju u vodece uzro¢nike smrti u svijetu, Sto je izazov u pronalasku uc¢inkovitijih metoda
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lijeCenja. (53). Postoji mnogo razli¢itih pristupa lijeCenju malignih oboljenja. Razli¢itim
parametrima odreduje se koja je tehnika najpogodnija za odredeno oboljenje, kao i za
odredenog bolesnika. Uglavnom, vec¢ina oboljelih lije¢i se kombinacijom tretmana kao §to su
kirurski zahvat s kemoterapijom i/ili radioterapijom. Tumori se tako tretiraju kirurski,
radioterapijom, kemoterapijom, imunoterapijom, ciljnom terapijom, hormonskom terapijom,
transplantacijom mati¢nih stanica te personaliziranom terapijom pametnim lijekovima (54). No,
trenutno koriSteni lijekovi i tretmani lijecenja jo§ uvijek imaju ozbiljne nuspojave, uzrokuju
toksi¢no djelovanje, ne samo na tumorske, ve¢ i na zdrave stanice, stvara se otpornost na
odredene lijekove te su iznimno skupa lijeCenja. Stoga, razvoj novih terapijskih sredstava za
lijeCenje raka predstavlja klju¢an napredak u borbi protiv raka. Prirodni spojevi ve¢ dugi niz
godina priznati su izvor bioaktivnih spojeva koji se koriste u zdravstvene svrhe. Oko 60%
lijekova koji su danas prisutni na trziStu potjecu iz prirode te takvo okretanje prirodnim

izvorima predstavlja veliki potencijal u lijecenju (55).

Tijekom nekoliko desetlje¢a odobreno je oko 200 novih kemijskih spojeva u borbi protiv raka,
od koji su 50% strukturno izvorni prirodni spojevi i njihovi modificirani oblici, kako bi bili
sigurniji u primjeni. Zahvaljujuéi strukturnoj raznolikosti, organske molekule kao terpeni,
alkaloidi, saponini, vitamini, ulja, potencijalno su vazni u selektivnoj inhibiciji proliferacije i
indukciji smrti stanica raka (56). Stovise, epidemioloske studije pokazuju da prehrana bogata
namirnicama biljnog podrijetla §titi od mnogih bolesti, ukljucujuci rak (57). Sve je vise
istrazivanja pokazalo da odredeni bioaktivni spojevi mogu odrZavati redoks ravnotezu 1 sluZziti
kao antikancerogeni lijekovi zbog svoje biokompatibilnosti, biorazgradljivosti, smanjene
toksi¢nosti 1 nuspojava (58). Prirodni spojevi kao pokretaci oksidativnoga stresa imaju
sposobnost mijenjati razlicite fizioloSke funkcije stanica raka i dovest do prezivljavanja stanica
ili njihove smrti. Jedno takvo istrazivanje provedeno je na stanicama raka dojke (MCF-7) pri
¢emu su bioaktivne komponente iz kupine, Rubus fairholmianus, povecale ROS, ostetile jezgru
I inducirale unutarnji put apoptoze (57). Kvarcentin i miricetin su snazno inhibirali
tireoredoksin-reduktazu koja sudjeluje u stani¢noj redoks kontroli, antioksidativnoj obrani i
homeostazi stanica. Kempferol je, nadalje, ¢imbenik koji inducira apoptozu u stanicama glioma
povecavajuci oksidativni stres stanica na modelima monoblasti¢énih (U937) i1 limfocitnih
stani¢nih linija (CEM) (59). Kurkumin je poznati polifenol koji u zdravim stanicama djeluje
antioksidativno, a u stanicama raka kao prooksidans koji inducira apoptozu mitohondrijskim
putom. Primjer takvog djelovanja dokazan je na stanicama ljudskog hepatoma, gdje kurkumin

povecava stvaranje ROS i time inducira oStecenje mitohondrijske DNA i nesklad u procesu
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oksidativne fosforilacije, sto dovodi do smrti stanica raka. IstraZivanje na karcinomu pankreasa
pokazalo je kako kaspaicin, u koncentraciji od 150 uM, smanjuje SOD aktivnost tako da djeluje
na kompleks I i Il mitohondrijskog respiratornog lanca. Epigalokatehin galat (EGCG),
najzastupljeniji katehin, iz zelenog Caja, pokazao se kao antikancerogena komponenta kod
ranog stadija raka kolona, u dozi od 450 mg dva puta dnevno, $to se pripisuje njegovoj
sposobnosti regulacije ROS. Veéina navedenih spojeva pripada skupini prirodnih polifenola od
kojih su fenolne kiseline (30%) i flavonoidi (60%) najzastupljeniji (58).

1.6.1. Flavonoidi

Flavonoidi su jedna od najvecih skupina prirodnih heterocikli¢kih spojeva s kisikom Kkoji se
razlikuju prema strukturi, karakteristikama i funkcijama. Do danas je prepoznato vise od 6400
vrsta (60). Glavne skupine flavonoida su: flavoni, flavanoni, flavani, flavonoli, izoflavoni i
antocijanidini. Ostale manje zastupljene skupine flavonoida su: kalkoni, dihidrokalkoni,
dihidroflavonoli, flavan-3,4-dioli, kumarini i auroni (61). Flavonoidi su polifenoli koje moZemo
na¢i u mnogim vrstama voca, povrca i medicinskih zacina kao Sto su celer, perSin, brokula, lis¢e
mrkve, luka, paprika, kupusa, kozica jabuke ili pak cvjetovi krizanteme. Oni omogucavaju
biljkama obranu od razli¢itih stresnih situacija kao $to su: napadi mikroorganizama, insekata i

UV zracenje (3).

Bioloska aktivnost ovisi 0 njihovoj kemijskoj strukturi. Osnovnu strukturnu flavonoida ¢ine
difenilpropanski kostur s 15 ugljikovih atoma (15C; C6-C3-C6) tj. dva benzenska prstena (A i
B) povezana s heterociklickim piranskim prstenom (C) koji sadrzi kisik (Slika 18). Vrste
flavonoida mogu se odrediti s obzirom na supstituente koji mogu biti vezani za razli¢ita mjesta
unutar aromatskih prstena. Flavonoidi s nekoliko mehanizama postizu zastitnu ulogu organizma
kao sto je aktivacija antioksidativnih enzima, a inhibiranje oksidaza, sposobnost vezanja
ketalnog iona prijelaznih kovina (60) te, zbog svoje rezonantne stabilnosti fenolnog radikala,
imaju sposobnost donirati vodik reaktivnim radikalima i tako pozitivno utjecati na lancane
reakcije slobodnih radikala. Mnoga su istrazivanja pokazala da je upravo to glavna funkcija
flavonoida. Njihova sposobnost visokog antioksidativnog djelovanja odgovorna je za
antikancerogeni utjecaj u prehrani ¢ovjeka (62). Preporuceni unos flavonoida prehranom iznosi
priblizno 50-800 mg na dan. (63). Istrazivanja su pokazala kako se priblizno 90-95% svih
tumora pripisuje stilu Zivota, dok je samo 5% povezano s defektnim genima. U povijesti se bilje

koristilo kao komplementarna terapija ili kao prehrambeni sastojak, za utjecanje na stani¢ne
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signalne putove. Osobito je zanimljivo njihovo kemoprotektivno i antitumorsko djelovanje. U
tom kontekstu mnoge su studije pokazale Sirok raspon preventivnog i terapeutskog djelovanja
luteolina na mnoge vrste tumora (64). Kao primjer moze se uzeti prospektivna studija
provedena na 66940 Zena, koja je promatrala incidenciju tumora epitelnih stanica ovarija.
Studija je pokazala pad incidencije od 34% kod Zena koje su konzumirale najvise luteolina u

ondosu na one koje su ga konzumirale najmanje (65).

Slika 18. Osnovna struktura flavonoida. Preuzeto iz (61)

Luteolin

Davno u proslosti kineska tradicionalna medicina koristila je upravo preparate na bazi biljaka
bogatih flavonoidom, luteolinom, za lijeCenje razli¢itih bolesnih stanja kao $to su: hipertenzija,
upalne bolesti i rak. Studije su takoder pokazale kako konzumacija biljaka bogatih luteolinom
moze posluziti u prehrani kao regulator antioksidativnog statusa organizma, estrogena te moze

imati antimikrobnu ulogu.

Luteolin se sastoji od C6-C3-C6, dva benzenska prstena (A,B), tre¢eg prstena koji sadrzi kisik
(C) i C2-C3 dvostruke veze. Posjeduje i hidroksilnu grupu na 5,7,3,4 ugljikovom atomu (Slika
19). Ono §to je bitno u njegovoj strukturi upravo su ti hidroksilni dijelovi i dvostruke veze. To
su bitne znacajke koje utjeCu na njegovu biokemijsku I biolosku aktivnost (3). Luteolin u
biljkama moze biti prisutan u dva oblika: aglikon (molekula koja nema niti jedan vezan Secer)
1 glikozid (aglikon koji ima jedan ili viSe vezanih Secera). Pojavljuje se uglavnom u
glikoziliranom obliku, od kojih su veéina luteolina O-glikozidi (Secerni dijelovi vezani za
aglikon na jednu ili viSe slobodnih hidroksilnih skupina (OH)). Ti glikozidi obi¢no imaju
Secerne dijelove vezane na poloZajima 5,7,3 i 4 kao §to je luteolin 5,7,3,4,-tetrahidroksiflavon.
Glukoza je najces¢i Secer koji se nalazi u glikozidima luteolina iako se mogu vezati i drugi
Seceri poput primjerice apioze, ramnoze, rutinoze, galaktoze, arabinoze, glukuronske kiseline i

ksiloze. Tijekom apsorpcije dolazi do hidrolize glikozida u slobodni luteolin. Prolaze¢i kroz
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crijeva dio se apsorbira, a dio se pretvara u glukuronide. Toplinski je stabilan spoj te su njegovi

gubitci tijekom kuhanja niski (65).

Slika 19 . Struktura luteolina. Preuzeto iz (65)

Luteolin je jedan od najée$cih flavonoida prisutnih u jestivim biljkama, npr. u mrkvi, paprici,
celeru, maslinovom ulju, paprenoj metvici, maj¢inoj dusici, ruzmarinu, origanu, zelenoj salati,
Sipku, artioki, ¢okoladi, Spinatu i zelenom ¢aju. Oralna upotreba (50mg/kg) analoga luteolina,
5,7,3',4 " -tetrametoksiflavona, pokazala je 14,3% bioraspolozivosti te da se, nakon 48h, 0,81%
izluCuje uglavnom u Cistom obliku putem fecesa, a 0,05% mokra¢om, $to upucuje na to da se

velikom vec¢inom izluéuje u obliku metabolita.

Smatra se kako koncentracija luteolina, prisutna u prehrambenim dodatcima, ne moze dosegnuti
koncentraciju koja moZe izazvati toksi¢nost organizma jer je oralna apsorpcija luteolina niska.
Istrazivanje na T47D stanicama pokazalo je da je koncentracija luteolina u krvi 10 do 100 puta
manja od mikromolarnog raspona koji moze izazvati toksi¢nost. No, potrebno je provesti jos
istrazivanja o njegovu utjecaju na organizam jer odredena istrazivanja sugeriraju da je njegovo
djelovanje na endokrini sustav §tetno. Na to ukazuju dokazi njegovog afiniteta prema estrogenu
te antagonizmu prema progesteronu. Suprotno tomu, druga istrazivanja ukazuju na inhibitorni

ucinak na estrogen te iznimno mali na progesteron (66).

Mnoge studije navode njegovu Siroku ulogu u patogenezi raka. Njegovo djelovanje u vidu
antioksidansa, molekule koja uklanja slobodne radikale, sprje¢ava povecanje razina
oksidativnog stesa, a kao prooksidans, visoko reaktivna molekula koja moze ostetiti druge
molekule, poti¢e stvaranje reaktivnih molekula koje ¢e izazvati odredene greske i lezije na
molekulam DNA, RNA i proteina, sto ¢e dovesti do apoptoze stanice raka. Kao antioksidans
ima sposobnost inhibirati oStecenja lipida, proteina i DNA uzrokovanih ROS (3). No, njegovo
djelovanje kao prooksidans smatra se potencijalom u moguc¢em lije¢enju raka. Induciranje ROS

pomocu luteolina jedan je od klju¢nih mehanizama kojima luteolin aktivira aktiviranu protein

43



kinazu, aktivator apoptoze AMPK, ¢ime se blokira djelovanje NF-kB i aktivira TNF-alfa
inducirana apoptoza (67). Istrazivanja sugeriraju kako inducira apoptozu djelujuéi na vanjski i
unutarnji put te da taj uéinak postize u koncentraciji od 10 uM ili vecoj (65). Istrazivanje na
stanicama HT29 pokazalo je kako povecava propusnost membrane mitohondrija sto dovodi do
apoptoze ovisne 0 kaspazama (68). In vivo i in vitro istraZivanja pokazala su kako sudjeluje u
regulaciji metastaziranja gdje, na stanicama melanoma, djeluje na epitelno-mezenhimalnu
tranzicijsu (engl. epithelial-mesenchymal transition, EMT), inhibiranjem integrin beta3.
Istrazivanje in vivo pokazalo je kako luteolin inhibira rast tumorskih stanica Zeluca, $to se
povezuje sa smanjenjem ekspresije VEGF-A i MMP-9, faktora koji sudjeluju u vaskularizaciji
tumora (67). Istrazivanje na stanicama HT29 pokazalo je kako luteolin sudjeluje u povecanju
ROS, sto je posljedi¢no dovelo do opcenitog unutarstani¢nog poremecaja u redoks statusu (68).
Istrazivanje na Stanicama raka pluca, pokazalo je takoder kako luteolin inducira ROS u ranoj

fazi, tako da smanjuje aktivnost superoksid dizmutaze (SOD) (69).

Ispitivanje antioksidativnog uc¢inka na stanicama ljudskog raka kolona HT-29 pokazalo je kako
pri 50 ug/ml luteolin smanjuje ROS induciran hidroksi radikalom i superoksidom te da na taj
naéin inducira smrt stanica raka. Te se pokazalo kako 48h tretman inducira apoptozu

posredovanu kaspazom, regulirajuci kaspazu-3/-9 (70).

Istrazivanje na HeLa stanicama pokazalo je inhibitorno djelovanje luteolina na proliferaciju
ovisno o koncentraciji 1 vremenu tretiranja, u usporedbi s netretiranom 0,11% DMSO
kontrolom. Ve¢i uc¢inak vidio se na tretmanu od 48h pri ve¢im koncentracijama (20-40uM)pri
¢emu je inhibicija bila veca ¢ak i od pozitivne kontrole SuM cisplatinom. IC50 vrijednost,
koncentracija koja uzrokuje 50% inhibicije rasta stanica, mjerena na 48h, bila je 20uM. Pri

koncentraciji 10pM 1 20uM, tijekom 48h, uocene su morfoloske promjene i vidljiva je apoptoza

(71).

Na stanicama raka zeluca, MKN45 i BGC823, luteolin je inhibirao proliferaciju stanica. S
porastom koncentracije (5-100uM) te s porastom vremena tretiranja (24, 48, 72h) pad
vijabilnosti bio je vec¢i. IC50 vrijednost, izmjerena tijekom 48h i 72h, za obje stani¢ne linije

iznosila je priblizno 40uM (72).
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Kakvu ¢e funkcionalnu ulogu luteolin pokazati ovisi o koncentraciji i izvoru slobodnih radikala,
o specifi¢noj situaciji i mikrookruzenju u kojem se stanice nalaze, te njegovoj koncentraciji i

vremenskoj izloZenosti stanicama (3).
Krizin

Krizin, 5,7-dihidroksiflavon, je flavon koji pripada skupini hidroksilnih flavonoida. Moze se
pronaci u razli¢itim koncentracijama u gljivama, primjerice Pleurotus ostreatus (prosje¢na
zastupljenost 0.17-0.34 mg/kg), medu gdje koncentracija varira, medljikovac 0,10 mg/kg i
Sumski med 5,3 mg/kg, kamilici 1 propolisu (25 g/L). Sastoji se od dva benzenska prstena (A,
B) s jednim kisikom koji ¢ini heterociklicki prsten. Ima dvostruke veze medu 2C-3C,
karbonilnu grupu na 4C atomu, a nedostaje mu oksigenacija na 3C atomu. Hidroksilna grupa
nalazi se na 5C i 7C atomu (Slika 20). Njegova struktura razlikuje se od ostalih flavonoida jer

na B prstenu ne sadrzi niti jedan kisikov atom (73).

HO O

OH O

Slika 20. Prikaz molekularne strukture krizina. Preuzeto iz (73).

Mnoga istrazivanja pokazala su kako krizin ima nisku bioloSku dostupnost u ljudi, S$to
ograni¢ava njegovu terapijsku ulogu. Smanjena bioloska dostupnost ne pripisuje se oksidaciji
unutar crijeva i jetra, ve¢ djelovanju odredenih enzima koji konjugiraju krizin, putem
glukuronizacije i sulfatne katalize (73). Klinicka istrazivanja na zdravoj populaciji pokazala su
kako je koncentracija krizina u plazmi, nakon oralne primjene, od 400 mg, jako niska, a
koncentracija u fecesu iznimno visoka, sto ukazuje na njegovu losu apsorpciju. Niska koli¢ina
zastupljenosti krizina u svakidasnjoj prehrani smatra se netoksi¢nom za zdravlje, dok bi se pri
visokim dozama razvila odredena oSteCenja, $to se pokazalo na jetrenim stanicama pastrve.
Njegovo citotoksi¢no djelovanje pripisuje se peroksidazi slicne aktivnosti, $to dovodi do

oksidacije krizina koji posljedi¢no stvara toksi¢ne komponente. Mnoga su istrazivanja ukazala
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na to da ima blagotvorno djelovanje na zdravlje kao npr. protuupalno, protiv dijabetesa,

vazodilatacijsko, neuroprotektivno, hepatoprotektivno te antiokisdativno (74).

Uz to, krizin ima sposobnost kemopreventivnog djelovanja, djeluju¢i na razlicite faze
karcinogeneze kao S§to je inicijacija, promocija i progresija. Takvo djelovanje pripisuje se
promjeni karcinogene transformacije, hvatanju slobodnih radikala te reguliranju ekspresije
gena koji sudjeluju u procesu apoptoze, proliferacije i diferencijacije. Njegovo Siroko
djelovanje prikazano je u istraZivanju na 7,12-dimetilbenzen antracena (DMBA) induciranom
karcinomu bukalne vreéice hr¢ka (HBP). Pokazalo se kako prevenira prokarcinogenu
aktivaciju, regulira antioksidativnih enzima (GSH, GPX, GST), pokre¢e apoptozu, inhibira
proliferaciju, invaziju, angiogenezu i metastaziranje tumora (75). Oralna primjena krizina
(Img/kg i 10mg/kg) pokazala se kako, kao antioksidans, zna¢ajno umanjuje stvaranje slobodnih
radikala i inhibira aktivnost SOD, CAT, GPX na miSevima (74). Apoptoza uzrokovana
krizinom posredovana je mitohondrijem i njegovom depolarizacijom, stvaranjem ROS
molekula i lipidnom peroksidacijom u obje stani¢ne linije raka prostate, DU145 PC3 (76). Moze
djelovati i kao modulator antiapoptotskih proteina Bcl-2, Bcl-x i Mcl-1 te povecati Bax protein
Sto dovodi do apoptoze (77). Ima sposobnost zaustavljanja stani¢nog ciklusa (78) i indukcije
stresa endoplazmatskog retikuluma djelujuci na regulatorne proteine u stanicama DU145 i PC3
(76). Nadalje, na stani¢nim linijama glioblastoma, raka dojke, leukemije i raka pluc¢a pokazao
je citotoksi¢no djelovanje (74). Takoder, moze djelovati na angiogenezu preko HIF-1 in vivo i
autofagiju, primjerice na MCF-7 stanicama pojac¢avajuci razinu LC3-11. Pokazalo se kako moze
pojacati citotoksi¢no djelovanje razliCitih protutumorskih lijekova djeluju¢i na smanjenje
stani¢énog GSH (78). Netransformirane stanice pokazale su veéu rezistenciju na citotoksi¢no
djelovanje krizina u odnosu na stanice raka (75). Njegovo djelovanje uvelike ovisi 0
koncentraciji i vremenu izloZenosti stanica tretmanu. IstraZivanje provedeno na MCF-7
stanicama pokazalo je kako tretman krizinom ima inhibitorno djelovanje ovisno o koncentraciji
i vremenu izloZenosti tretmana. Tretman od 24h, pri niti jednoj koncentraciji krizina, nije
pokazao znacajno djelovanje, dok je pri 48h i 72h tretmana vidljiv zna€ajan pad vijabilnosti
stanica raka pri koncentracijama 5-20 pM. IC50 vrijednosti za 48h iznosila je 19.5 £0.5 pM, a
za 72h 9.2+0.7 uM. Ovo je istrazivanje pokazalo i kako krizin, pri 48h tretmanu koncentracije

5-20 uM, inducira apoptozu tumorskih stanica (79).

Drugo istrazivanje na stanicama raka mokra¢nog mjehura, T24 1 5637, pokazalo je kako krizin,

pri 24h tretmanu, inhibira proliferaciju stanica u ovisnosti o koncentraciji, gdje je najveci uc¢inak

46



dobiven pri najvecoj koncentraciji od 80uM. Stanice su se tretirale 40uM krizinom u razli¢itim
vremenima (12, 24, 36, 48h) pri ¢emu je najveéi inhibitorni utjecaj pokazan U najduzem
tretmanu, 48h. Kontrola su bile zdrave stanice mokra¢nog mjehura SV-HUC-1 na koje krizin u
oba istrazivanja nije pokazao statisticki znaCajan utjecaj. 1z toga se zakljucilo da krizin ima
selektivno antitumorsko djelovanje na stanice raka, a nema na zdarve stanice. IstraZivanje je jo$
pokazalo kako krizin, tijekom 24h tretmana, pri 40uM i 80uM, znacajno inducira apoptozu u
stanicama raka T24 te vrlo malo u zdravim SV-HUC-1. Pri koncentraciji 40uM i 80uM

inducirao je apoptozu aktivacijom kaspaze-3/9, ali ne i kaspaze-8 (77).
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2. CILJ RADA

Broj oboljelih od raka u stalnom je porastu. Prema WHO podacima broj novooboljelih u svijetu
porast ¢e s 18 milijuna (2018. godina) na 29,5 milijuna godis$nje (2040. godine) (80). Rak
predstavlja vodec¢i uzrok smrti u svijetu, od kojeg je, tijekom 2020. godine, umrlo priblizno 10
milijuna ljudi (81). Takvi podaci ukazuju kako rak predstavlja ne samo zdravstveni, ve¢ i socio-
ekonomski problem. Podaci ukazuju na visoku stopu smrtnosti, §to zbog kasno uspostavljene
dijagnoze bolesti, iznimno skupih tretmana lije¢enja nedostiznih velikoj populaciji ljudi, §to
zbog neucinkovitog lijeCenja i ozbiljnih nuspojava. Postoji opravdano zanimanje za istraZivanje

prirodnih spojeva kao potencijalnih preventivnih i terapeutskih spojeva u lijecenju raka.

Stoga je cilj ovog diplomskog rada bio istraziti uc¢inak prirodnih antioksidansa, krizina i
luteolina kao potencijalne supstancije s pozitivnim terapijskim u¢inkom u lijeCenju raka, na rast
tumorskih stani¢nih linija osteosarkoma (U20S) i glioblastoma (A1235) u uvjetima in vitro.
Hipoteza istrazivanja bila je kako ¢e navedeni spojevi djelovati antiproliferativno u ovisnosti o
dozi i vremenu tretmana. Ukoliko se potvrdi hipoteza i tesirani flavonoidi uzrokuju smanjenje
proliferacije stanica, cilj je bio utvrditi generiranje molekula ROS kao jednog od mogucih
mehanizama djelovanja na rast tumorskih stanica. Rezultati se usporeduju s djelovanjem na

nemalignu stani¢nu liniju humanih embrionalnih stanica bubrega (HEK293).

SPECIFICNE HIPOTEZE ISTRAZIVANIJA:

1. Krizin i luteolin inhibiraju proliferaciju stani¢nih linija raka U20S 1 A1235, ali ne 1
proliferaciju embrionalnih stanica bubrega HEK293

2. Krizin i luteolin najvecu inhibiciju proliferacije pokazat ¢e u ovisnosti o dozi i vremenu
tretmana odnosno pri ve¢im koncentracijama i duzem vremenu tretmana (48h i 72h).

3. Kirizin i luteolin pri visokim koncentracijama (80uM i 100 uM) pokazat ¢e najvecu

akumulaciju molekula ROS u stani¢nim linijama raka, ali ne i u nemalignih stanica.

48



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Koristene kemikalije | reagensi

Proces odmrzavanja, presadivanja i tretiranja stanica:

Dulbeccov modificirani Eaglov medij za uzgoj stanica, DMEM (engl. Dulbecco's
modified Eagle's medium)- visoko glukozni (4.5g/l), L-glutamin, natrijev piruvat;
sterilno filtrirano (Capricorn Scientific, Njemacka)

Fetalni tele¢i serum, FBS (engl. Fetal bovine serum) (Sigma-Aldrich, SAD)
Antibiotik Penicilin-Streptomicin (2%) (Sigma-Aldrich, SAD)

Fosfatni pufer, PBS (engl. phosphate buffered saline); sterilno filtrirano

137mM NaCl

2,7mM KClI

1,4mM KH2POg4

- 4.3mM NazHPO,

0,05% tripsin — EDTA (Gibco)

Trypan Blue boja

luteolin (Sigma-Aldrich, SAD)

krizin (Sigma-Aldrich, SAD).

Procjena prezivljavanja stanica metodom MTT:

mati¢na otopina reagensa MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2-5-Difeniltetrazolium
bromid), sterilno filtrirano (Sigma-Aldrich, SAD)
dimetil sulfoksid, DMSO (Sigma-Aldrich, SAD)

Kvantitativna i slikovna metoda procjene oksidativnog stresa:

dikloro-dihidro-fluorescin diacetat, DCFH-DA (Sigma-Aldrich, SAD)
formaldehid (10%) (Sigma-Aldrich, SAD)
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3.2. Metode

3.2.1. Uzgoj stanica

U svrhu provodenja istrazivanja koristile su se ljudske stani¢ne linije ustupljene od Klinike za
djecje bolesti Zagreb (U20S), Instituta Ruder Boskovi¢ (A1235) i Klinike za traumatologiju
Zagreb (HEK?293). U20S stani¢na je linija ljudskog osteosarkoma (Slika 21), mezenhimalnog
podrijetla. A1235 stani¢na je linija ljudskog glioblastoma iz skupine neuroma (Slika 22).
HEK?293 stani¢na je linija zdravih embrionalnih stanica bubrega ¢ovjeka epitenog podrijetla
(Slika 23). Sve stani¢ne linije karakterizira rast i uzgoj na adherentnim povr§inama u jednom
sloju. Stani¢ne linije uzgajane su u velikim petrijevkama (Sarstedt, Njemacka) u teku¢em
mediju DMEM u koji je dodano 10% FBS, 100 u/ml penicilin i 100 u/ml strepromicin. Stanice
su rasle u inkubatoru na 37°C i 5% CO- (Panasonic, Japan). Prije tretiranja stanice su provjerene
pod mikroskopom (Zeiss Axiovert 40 CFL, Njemacka), a kad dosegnu 80-90% konfluentnosti,
rasade se. Rasadivanje stanica provodi se uklanjanjem medija iz petrijeve zdjelice, ispiranjem
stanica dva puta s 2 ml PBS, dodavanjem 1ml tripsina te inkubiranjem 4 minute (Panasonic,
Japan) kako bi se stanice odlijepile od podloge, zatim se dodaje novi medij, stanice se
resuspendiraju i presade u nove petrijevke (Sarstedt, Njemacka). Tim postupkom odrZavaju se

stani¢ne kulture tijekom istrazivanja.

Slika 21. Stani¢na linija U20S osteosarkoma slikana mikroskopom (Zeiss Axiovert 40 CFL, Njemacka) pri
povecanju od 200x.
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Slika 22. stani¢na linija A1235 glioblastoma slikana mikroskopom (Zeiss Axiovert 40 CFL, Njemacka) pri
povecanju od 200x.

Slika 23. stani¢na linija HEK293 embrionalnih stanica bubrega slikana mikroskopom (Zeiss Axiovert 40 CFL,
Njemacka) pri povecanju od 200x.

3.2.2. Mjerenje stanicne vijabilnosti uz pomo¢ MTT testa

3.2.2.1. Brojanje stanica i nasadivanje na plocicu S 96-mikrojazica

Nakon $to su stanice dosegle konfluentnost 80-90% koristene su za eksperiment. Proces
manipulacije stanicama odvijao se u laminaru (Nuve MN 090, Turska) u sterilnim uvjetima (uz
prisutstvo plamenika). 1z petrijevki (Sarstedt, Njemacka) se vakuumom odstranio medij
DMEM-HG, a stanice su ostale zalijepljene za dno. Da bi se odstranili inhibitori tripsina iz
medija, stanice se ispiru u 10 mL PBS te se PBS ukloni vakuumom. Zatim se dodaje 2 mL
tripsina (inkubacija 4 minute, 37°C, 5% CO.) (Panasonic, Japan) kako bi se stanice odlijepile.
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Dodavanjem 10 mL medija DMEM-HG neutralizira se djelovanje tripsina i stanice u suspenziji
prebrojavaju se pomocu uredaja za brojanje stanica (Luna Logos Biosystem, Juzna Koreja)
(trypan blue, faktor razrijedenja 2). Nakon brojanja stanica napravila se nova suspenzija stanica,
gdje se odvoji odredeni volumen stani¢ne suspenzije, ¢ija je koncentracija poznata nakon
brojanja, te se razrijedi medijem DMEM-HG kako bi broj stanica iznosio 5x10* st/mL. Stanice
se nasade u mikrotitarske plo¢ice s 96 jazica (Sarstedt, Njemacka) i ostave u inkubatoru

(Panasonic, Japan) preko no¢i kako bi se prihvatile za podlogu.

3.2.2.2. Tretiranje stanica

Stani¢ne linije tretirane su s dva flavona, luteolinom i krizinom otopljenim u DMSO. Ukratko,
vakuumom se odstranio medij, a spojevi su dodani na stanice u rastu¢im koncentracijama
spojeva: 20, 40, 60, 80, 100uM. Svaka koncentracija testirana je u triplikatu. Na plo¢icama su
ostavljene mikrojazice za negativnu kontrolu bez stanica i mikrojazice u koje su nasadene
stanice bez tretmana (tretman 0). Obje kontrole bile su u triplikatima. Stanice su inkubirane 24,
48 i 72 sata na 37°C i 5% CO; (Panasonic, Japan).

3.2.2.3. Inkubacija s MTT i mjerenje

Vijabilnost nasadenih stanica odredena je pomo¢u MTT testa. To je standardni kolorimetrijski
test kojim se mjeri aktivnost enzima dehidrogenaza. MTT spoj ulazi u stani¢nu membranu,
zbog promjene potencijala, te dolazi do redukcije MTT-a (blijedo-zuta boja) u formazan
(intenzivno tamnoplavo obojenje) pomocu dehidrogenaza. Sposobnost redukcije MTT spoja
imaju samo Zive stanice, stoga se ovim testom mjeri metabolicka aktivnost stanica. MTT spoj
topiv je u vodi, dok formazan nije, a pojavljuje se u obliku ljubi¢astih kristala unutar stanice.
U razli¢itim vremenskim ocitavanjima (24, 48 i 72h) iz jazica se uklonio medij, stanice su
isprane u PBS i dodala se priredena otopina MTT koncentracije 0,5 mg/mL volumena 40ul
(5mg/ml razrijeden u DMEM-HG) u svaku mikrojazicu. Mati¢na otopina MTT priprema se
otapanjem krutog MTT u sterilnom PBS te se tako dobije koncentracija 5 mg/ml. Tako
pripremljena otopina profiltrirana je kroz 0.2 um filter i cuvana na +4 °C zasti¢eno od svjetla.
Radna se otopina dobila mijesanjem odredenog volumen reagensa i hranjivog medija DMEM
do konacne 5% otopine MTT reagensa.
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Nakon inkubacije (Panasonic, Japan) stanica s MTT od 3 sata dodalo se 170 uLL DMSO koji
lizira stanice i otapa ljubicaste kristale fomazana. Postupak se obavljao u laminaru (Nuve MN
090, Turska) bez prisutstva svjetla, a stanice su tijekom inkubacije prekrivene aluminijskom
folijom i postavljene na mijesalicu (Stuart SSL3 Rocker, Giratory, UK) 30 minuta kako bi se
kristali formazana ravnomjerno razbili. Rezultati su ocitani kolorimetrijski na 560 nm na
uredaju Glomax-Multi (Promega, USA). Za svaku koncentraciju tretmana odredivala sam IC50

vrijednosti, koncentracije koje uzrokuju 50% inhibicije rasta stanica za 72h tretman.

3.2.3. Kvantitativna metoda procjene oksidativnog stresa

Pokus je proveden sa stanicama koje su dosegle visoku konfluentnost te potom rasadene na tri
plocice sa 6 jazica (Falcon, Njemacka). Stanice su preko noc¢i inkubirane kako bi se prihvatile
za povrsinu. Sljedeéi dan stanice su tretirane tretmanima: DMEM-HG, 0,1% DMSO, 20uM
krizin, 100uM krizin, 20uM luteolin, 100uM luteolin. U tu svrhu stanicama se uklonio medij i
dodalo se po 2 mL finalne otopine za tretman u duplikatima. Stanice su inkubirane (Panasonic,
Japan) preko no¢i. Nakon 24h tretmana uklonio se medij, stanice su isprane dva puta s 2 ml
PBS i tripsinizirane sa 500uL tripsina (inkubacija 4 min, 37°C , 5% COz). Uz pomo¢ 2 ml
medija/jazici stanice su sakupljene za svaki tretman i kontrole zasebno u epruvetu (Falcon,
Njemacka). Stanice su sakupljene centrifugiranjem pri 1300 rpm/5 minuta (Rotofix 32A
Hettich, Njemacka). Isprane su s PBS i dobro resuspendirane za brojanje (zeljeni volumen 1
ml, koncentracija 1x10° st/ml). Nakon brojanja iz suspenzije stanica uzeo se odgovarajuci
volumen uz dodatak PBS. Stanice se inkubiraju 30 minuta u pripremljenoj otopini DCFH-DA
koncentracije 5uM, volumena 0,5 uL, (PBS i boja DCFH-DA). Zatim slijedi centrifugiranje
(4009/5 minuta) (Rotofix 32A Hettich, Njemacka), uklanjanje boje, resuspendiranje u 1ml PBS
I tretmani su preneseni na crnu mikrotitarsku plo¢icu s 96 mikrojazica (Sarstetd, Njemacka).
Svaki tretman izmjeren je u kvadriplikatu. Rezultati su o¢itani na spektrofotometru (Glomax-

Multi Promega, SAD) kolorimetrijski pri emisiji 525 nm i ekscitaciji 488 nm.
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3.2.4. Slikovna metoda detekcije oksidativnog stresa

Stanice su za ovaj pokus nasadene na plocicu sa 6 jazica (Falcon, Njemacka) u koncentraciji
1x10° st/ml. Preko no¢i su stanice inkubirane na 37°C i 5% CO; (Panasonic, Japan). Sljede¢i
dan iz jazica se uklonio postoje¢i medij i dodalo se po 1 ml tretmana: ¢isti medij DMEM-HG,
0,1% DMSO, 20uM krizin, 100uM krizin, 20uM luteolin i 100uM luteolin. 0,1% DMSO
koristio se kao negativna kontrola. Stanice su inkubirane pri 37°C i 5% CO2 preko noci
(Panasonic, Japan). U uvjetima bez svjetla stanice su sljede¢i dan tretirane s nefluorescentnom
lipofilnom probom DCFH2-DA. DCFH2-DA ima svojstvo prolaska kroz stani¢nu membranu.
Unutar stanice, pomocu enzima deacetilaze, formira se DCFH2, koja je takoder nefluorescentna
proba, no bez moguénosti prolaska kroz membranu stanice. Konac¢no, reakcijom DCFH2 s
unutarstanicnim molekulama ROS dolazi do formiranja DCF i emitiranja fluorescencije. U
pokusu je, stoga, iz svih jaZica uklonjen medij i dodalo se po 1mL pripremljene otopine boje
DCFH2-DA koncentracije 5uM (5uM DCFHDA 10mM razrijedena u 10mL PBS-a).
Inkubacija je trajala 30 minuta pri 37°C i 5% CO- (Panasonic, Japan). Zatim se uklonila boja
ispiranjem u 1mL PBS-a. Dodalo se na stanice 100uL formaldehida (10%), prekrilo
pokrovnicom, papirom se uklonio visak teku¢ine te su stanice analizirane mikroskopom

(Olympus DP70, Japan) pri ekspoziciji 1/10, poveéanju 200X.

3.3. Statisticka obrada rezultata

Rezulati su analizirani pomoc¢u GraphPad programa. Broj¢ani podaci prikazani su kao srednja
vrijednost sa standardnom devijacijom. Testiranje znacajnosti promjena medu stani¢nim
linijama provedeno je pomocu statistickog testa analize varijance dvosmjerna ANOVA na
razini znacajnosti od p<0,05. Pomocu tog testa htjela se vidjeti statistiCka znacajnost djelovanja

luteolina 1 krizina na sve tri stani¢ne linije obzirom na vrijeme i koncentraciju.
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4. REZULTATI

4.1. Procjena vijabilnosti stanica MTT testom

Ucinak luteolina i krizina na vijabilnost tumorskih stanica U20S, A1235 i zdravih stanica
HEK?293 testiran je s rastu¢im koncentracijama spojeva 20, 40, 60, 80 i 100uM tijekom 24, 48
I 72h. U¢inak spojeva na stani¢nu vijabilnost odredena je uz pomo¢ MTT testa. Luteolin i krizin
imali su znacajan inhibitorni u¢inak na rast stanica, Koji je ovisio 0 koncentraciji i vremenu
tretmana. Nakon 24h tretmana, medutim, nije bilo mjerljivog ucinka na stanice tretirane
luteolinom i krizinom obzirom na kontrolu DMSO, ali obzirom na negatinu kontrolu (100%)
sva tri spoja, luteolin, krizin, DMSO, potaknuli su proliferaciju zdravih stanica HEK293.
Znacajni ucinak na vijabilnost izmjeren je nakon 48 i 72h tretmana (Slika 24.). Oba spoja su
znacajno inhibirali rast stanica U20S i A1235 pri koncentracijama 60 i 100uM nakon 48h
tretmana. Pri koncentraciji 80uM luteolin je smanjio vijabilnost obje stani¢ne linije, dok krizin
nije imao ucinka na vijabilnost A1235 u usporedbi s kontrolom (DMSQO). Luteolin i krizin u
48h tretmanu nisu pri testiranim koncentracijama pokazali znac¢ajan u¢inak na zdrave stanice
HEK293.

Tijekom 72h tretmana, luteolin u koncentraciji 40uM te luteolin i krizin pri koncentracijama
60, 80 i 100uM, znacajno su smanjili vijabilnost stanica tumora U20S u odnosu na kontrolu
(DMSO). Citotoksi¢no djelovanje pokazala su oba spoja pri koncentraciji 80uM, dok je pri
100uM znacajan utjecaj na pad vijabilnosti A1235 imao samo krizin. Na zdravim stanicama

HEK293 inhibitorno je djelovao luteolin pri koncentraciji 60uM.
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Slika 24. Rezultati MTT testa nakon 48h (paneli A-C) i 72h (paneli D-F) tretmana tumorskih stani¢nih linija U20S
i A1235 te zdrave stani¢ne linije HEK293 spojevima luteolin i krizin u rastu¢im koncentracijama (20, 40, 60, 80,
100uM). DMSO je koristen kao kontrola. Svi podaci su normalizirani prema negativnoj kontroli te su prikazani
kao srednja vrijednost stani¢ne vijabilnosti iskazana u postotku u odnosu na negativnu kontrolu + standardna
devijacija bioloskih pokusa. Negativna kontrola = 100% vijabilnosti. Ns p>0.05, *p<=0.05, ** p<=0.01, ***
p<=0.001, **** p<=0.0001.
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Pojedinac¢ni uc¢inak luteolina i krizina na sve tri stani¢ne linije S obzirom na vrijeme tretmana
prikazano je na Slici 25 (Slika 25.). Luteolin i krizin nakon 24h tretmana nisu znacajno
inhibirali vijabilnost testiranih stani¢nih linija pri niti jednoj koncentraciji. Djelovanje spojeva,
nakon 48 i 72h tretmana, praceno je i za tumorske stanice U20S i A1235 u usporedbi s
normalnim stanicama HEK293. Luteolin je nakon 48h tretmana pri svim koncentracijama
uzrokovao pad vijabilnosti s izuzetkom pri niskim koncentracijama 20 i 40 uM u kojima je
inducirao vijabilnost U20S stanica u usporedbi s HEK293. Tijekom 72h, pri 60uM pad
vijabilnosti vidljiv je na U20S stanicama usporedno sa zdravim. Takoder, pri 80 i 100 uM
vidljiv je znacajan pad vijabilnosti kod obje tumorske stani¢ne linije, u usporedbi sa zdravim

stanicama.

Krizin je nakon 48h tretmana pri niskim koncentracijama 20, 40, 60uM smanjio vijabilnost
zdravih HEK293 stanica. Znacajan pad vijabilnosti HEK293 stanica uocen je i pri koncentraciji
40uM u odnosu na obje tumorske stanic¢ne linije te pri 60uM u usporedbi s U20S. Pri 100uM
veéi pad vijabilnosti zabiljeZen je za U20S u usporedbi sa zdravima. U duzem tretmanu (72h)
krizin je smanjio vijabilnost pri ve¢im koncentracijama 80 i 100 1M kod obje tumorske stani¢ne

linije.
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Slika 25. Rezultati MTT testa nakon 48h (paneli A i C) i 72h (paneli B i D) tretmana tumorskih stani¢nih linija
U20S i1 A1235 te zdrave stani¢ne linije HEK293 spojevima luteolin i krizin u rastu¢im koncentracijama (20, 40,
60, 80, 100 uM ). DMSO je koristen kao kontrola. Svi podaci su normalizirani prema negativnoj kontroli te su
prikazani kao srednja vrijednsot stani¢ne vijabilnosti iskazana u postotku u odnosu na negativnu kontrolu =+
standardna devijacija bioloSkih pokusa. Negativna kontrola = 100% vijabilnosti. Ns p>0.05, *p<=0.05, **
p<=0.01, *** p<=0.001, **** p<=0.0001.

Za svaki je spoj, po ocitavanju rezultata MTT testa nakon 72h, odredena koncentracija pri kojoj
spoj uzrokuje inhibiciju rast stanica za 50%. Dobivena vrijednost naziva se 1C50 vrijednost (od
eng. inhibitory concentration 50) (Slika 26.).
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Slika 26. Krivulje rasta stanica A1235 i U20S nakon 72h tretmana spojevima luteolin i krizin.

Pokazalo se kako luteolin najjace djeluje na obje tumorske stani¢ne linije (IC50 (A1235)
=27,12uM, IC50(U20S)=40,39uM). Krizin je imao slabije ili podjednako djelovanje na obje
tumorske stani¢ne linije (IC50(A1235)=59,04uM, IC50(U20S)= 59,57uM). IC50 vrijednost
luteolina na zdrave stanice HEK293 nije se mogla odrediti, dok je krizin pri IC50=74,15uM

djelovao na 50% inhibiciju rasta (Tablica 1.).
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Tablica 1. IC50 vrijednosti za luteolin i krizin nakon 72h tretmana stani¢nih linija U202,A1235 i HEK293.

IC50 (uM)
VRSTA STANICA Luteolin Krizin
U20S 40,39 59,57
A1235 27,12 59,04
HEK?293 - 74,15

4.2. Procjena oksidativnog stresa

Flavonoidi se, pa tako i luteolin i krizin, smatraju antioksidansima. Razlog tomu je njihova
kemijska struktura koja moze neutralizirati (‘hvatati') molekule ROS. Medutim, u literaturi je
opisan i tzv. prooksidativni u¢inak ovih spojeva, osobito u tumorskim stanicama, u sklopu
kojega se razina ROS povecava. Kako bismo utvrdili mehanizam antiproliferativnog ucinka
koji je zapazan u ovom radu, odredili smo oksidativni stres uz pomo¢ fluorescentne boje
H2DCFDA, ¢ija je fluorescencija bila proporcionalna proizvodnji ukupnog ROS u stanicama.
Ova fluorescentna proba uglavnom detektira vodikov peroksid H202 i hidroksilne radikale te
emitira fluorescenciju tek nakon formiranja diklorofluorescina. U ovom istrazivanju tumorske
stani¢ne linije U20S i A1235 i stani¢na linija HEK293 bile su izlozene koncentracijama
spojeva luteolina i krizina od 20 i 100uM tijekom 24h (Slika 27.).

Rezultati su pokazali kako luteolin nakon 24h izaziva veéi oksidativni stres pri nizoj
koncentraciji (20uM) nego pri visoj koncentraciji (100uM), i to najvise kod netransformirane
stani¢ne linije HEK293. Krizin je u U20S stanicama pri obje koncentracije uzrokovao pad ROS
molekula. Medutim, u koncentraciji 20uM krizin je povecao razine ROS u A1235, odnosno pri
100uM u HEK?293 stanicama.
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Slika 27. Prikaz rezultata indukcije molekula ROS u stanicama U20S, A1235 i HEK293 nakon 24h tretmana
luteolinom i krizinom u koncentracijama 20 i 100uM. Svi podaci normalizirani su prema negativnoj kontroli s
razinom ROS 100%. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost razine ROS =+ standardna devijacija. Ns p>0.05,
*p<=0.05, ** p<=0.01, *** p<=0.001, **** p<=0.0001.

U¢inak testiranih spojeva prikazan je i prema vrsti stanica na slici 28. (slika 28.). Tretman
luteolinom u U20S stanicama povecao je ROS u obje koncentracije, dok krizin nije znacajno
utjecao na promjenu razine ROS. Pri koncentraciji 20uM oba spoja su u A1235 stanicama
izazvala znaCajan porast razine ROS, dok pri koncentraciji 100uM nije bilo znacajnih

promjena. U HEK293 stanicama spojevi su povecali razine ROS, osobito luteolin pri 20uM, a
krizin pri 100uM.
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Slika 28. Prikaz rezultata indukcije molekula ROS u stanicama U20S, A1235 i HEK293 nakon 24h tretmana
luteolinom i krizinom u koncentracijama 20 i 100uM. Svi podaci normalizirani su prema negativnoj kontroli s
razinom ROS 100%. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost razine ROS + standardna devijacija. Ns p>0.05,

*p<=0.05, ** p<=0.01, *** p<=0.001, **** p<=0.0001.
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Tretman luteolinom i krizinom inducirao je stvaranje ROS molekula u stanicama, $to je praceno
i pomoc¢u mikroskopa (Olympus — DP70, Japan), a fluoresencija se «hvatala» pomocu filtara za
zelenu fluorescenciju: ekspozicija 490 nm, emisija 510-570 nm (Slike 29-31). Fluorescentna
boja DCFH-DA koristila se za detekciju ROS. Njezina dvostruka oksidacija uzrokuje stvaranje
visoko flurescentne DCF. Intenzitet fluorescencije DCF unutar stanice proporcionalan je

koli¢ini nastalog ROS u stanicama.
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Slika 29. Procjena oksidativnog stresa u U20S tumorskim stanicama pomo¢u DCFH2-DA probe. Stanice su
tretirane luteolinom i krzinom (20 i 100uM) tijekom 24 h. 0,1% DMSO se koristio kao kontrola. Stanice su slikane
uz pomo¢ mikroskopa (Olympus- DP70, Japan) pod povecanjem 200X, na ekspoziciji 1/10. filtar za zelenu
fluorescenciju: ekspozicija 490 nm, emisja 510-570 nm.
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Slika 30. Mikroskopski prikaz rezultata procjene oksidativnog stresa, pomo¢u DCFHDA boje, na A1235
tumorskim stanicama. Stanice su tretirane luteolinom i krzinom (20 i 100uM) tijekom 24 h.0,1% DMSO se
koristio kao kontrola. Stanice su se gledale mikroskopom (Olympus- DP70) na povecanju 200x, na ekspoziciji
1/10, filtar za zelenu fluorescenciju: ekspozicija 490 nm, emisja 510-570 nm.
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Slika 31. Mikroskopski prikaz rezultata procjene oksidativnog stresa, pomoéu DCFHDA boje, na HEK293
zdravim stanicama. Stanice su tretirane luteolinom i krzinom (20 i 100uM) tijekom 24 h. 0,1% DMSO se koristio
kao kontrola. Stanice su se gledale mikroskopom (Olypmpus- DP70) na poveéanju 200x, na ekspoziciji 1/10. filtar
za zelenu fluorescenciju: ekspozicija 490 nm, emisja 510-570 nm.
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5. RASPRAVA

Maligna oboljenja svrstavaju se medu najsmrtonosnije bolesti diljem svijeta. Glioblastom je
najzastupljeniji i najletalniji intrakranijalni tumor, dok je osteosarkom najéeS$¢i primarni
zlo¢udni tumor kostiju i drugi najletalniji tumor u djece i adolescenata. Ova dva oblika malignih
oboljenja karakteriziraju invazivnost i metastaziranje u okolno tkivo te, posljedi¢no, i velika
smrtnost (82, 83). Unato¢ velikom napretku medicine u uspjesnosti lije¢enja malignih oboljenja
i dalje je postotak smrtnosti oboljelih visok, $to se pripisuje nezadovoljavaju¢em odgovoru na
propisanu terapiju. Konvencionalna terapija bolesnika s recidiviraju¢im ili metastatskim
osteosarkomom ili bolesnika s glioblastomom ima ogranic¢eno djelovanje i ozbiljne nuspojave
koje su rezultat nespecificnog djelovanja lijekova i nespecificnog djelovanja na sve stanice a
ne samo one tumorske (48). Jedan od najopasnijih problema koji se javlja uslijed
konvencionalnog lije¢enja je razvoj rezistencije na terapiju i recidiviranja bolesti. Stoga je
vazno i dalje razvijati nove preventivne i terapijske proizvode i lijekove usmjerene prottiv raka
(82). Budu¢i da prehrambene navike i stil zivota znac¢ajno utjeu na pojavu i progresiju raka,
istrazivanja su pokazala kako su flavonoidi, zastupljeni u svakodnevnoj prehrani, potencijalni
kandidati za zaustavljanje i usporavanaje progresije maligne transformacije. Smatra se da je
prednost takvih spojeva, u odnosu na trenutno primjenjivane kemoterapeutske pripravke,
njihova visoka razina sigurnosti prilikom primjene. Karakteristike koje bi idealni
kemopreventivni spoj trebao imati su netoksi¢nost, oralna primjena, visoka ucinkovitost, laka

dostupnost i prihvatljiva cijena (84).

Luteolin i krizin znacajni su prirodni spojevi koji spadaju u skupinu flavonoida prisutnih u
raznom vocu i povréu. Luteolin je vazna fitokemikalija. Medu povréem najvise je zastupljen u
radi¢u 37.96 +- 0.10 i kineskom celeru 34.87 +- 0.04 mg/100 g. Origano je najveci izvor
luteolina medu zac¢inima 1,08.75 mg/100 g, a svjeza kadulja, 16.70 mg/100 g, 1 limun bez kore,
1.50 mg/100 g, takoder su jako dobar izvor luteolina (85). Krizin je, nadalje, prirodni spoj koji
se moze Sintetizirati nizom enzimatskih reakcija iz aminokiseline fenilalanin. Prisutan je u
mnogim biljnim ekstraktima ukljucujuéi propolis, plavi cvijet pasijonke te u medu (86). Oba su
ova flavonoida poznata zbog svoje sposobnosti »hvatanja« slobodnih radikala te protuupalnog,
antitumorskog, antiproliferativnog i antioksidativnog djelovanja, sto je dokazano u brojnim in
vitro i in vivo studijama (87, 88, 89, 90, 91).
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In vitro istraZivanja, provedena na razli¢itim tumorskim stanicama, pokazala su kako flavonoidi
imaju znacajan inhibitorni u¢inak na rast stanica tumora prostate, pluca, kolona. Medutim, malo
je istrazivanja ucinaka luteolina i krizina provedenih na stanicama tumora osteosarkoma i
glioblastoma. S obzirom na obecavaju¢i protutumorski ucinak flavonoida, koji mogu biti
korisni u lijeCenju raka, cilj ovog istrazivanja bio je ispitati u¢inak luteolina i krizina kao

potencijalnih sredstava za tretman osteosarkoma i glioblastoma u uvjetima in vitro (92).

U ovom in vitro istrazivanju koristile su se stanice tumora osteosarkoma U20S i glioblastoma
A1235 te nemaligne embrionalne stanice bubrega HEK293 kao kontrola. Pratila se vijabilnost
stanica tretiranih razli¢itim koncentracijama luteolina i krizina (20, 40, 60, 80, 100 uM) 24, 48
I 72h. 1z rezultata MTT testa vidi se kako krizin i luteolin imaju selektivni antiproliferativni
uc¢inak na ciljne tumorske stanice, u odnosu na zdrave HEK 293, pri tretmanu od 48h i 72h, s
izuzetkom luteolina pri 60uM u tretmanu 72h na HEK293 stanicama gdje je znacajno inhibirao
vijabilnosti netransformiranih stanica u odnosu na kontrolni spoj DMSO. Oba spoja inhibiraju
rast tumorskih stanica U20S i A1235 u ovisnosti 0 vremenu i koncentraciji tretmana. Luteolin
je jace inhibitorno djelovao na obje tumorske stani¢ne linije. Istrazivanje je pokazalo i kako
luteolin i Krizin pri ve¢im koncentracijama (80 i 100 uM) i duZzem tretmanu (72h) jace
inhibitorno djeluju na rast stanica tumora U20S i A1235. Tretman s oba spoja, pri 24h
izloZenosti, nisu znacajno utjecali na pad vijabilnosti stanica tumora, ve¢ na rast vijabilnosti

nemalignih stanica HEK293.

Rezultate ovog istrazivanja potvrduju i druge studije provedene na stani¢nim linijama tumora
glioblastoma U251MG i U87MG u kojima je nakon 48h tretmana luteolinom u
koncentracijama 5, 10, 20, 40, 80 uM doslo do pada vijabilnosti u ovisnosti o dozi. U istoj
studiji luteolin nije djelovao na vijabilnost zdravih vaskularnih endotelnih stanica miSa pri
koncentraciji do 40uM (82). Inkubacija tumorskih stanica kolona HT-29, nakon 48h tretmana
luteolinom, uzrokovao je pad vijabilnosti stanica s povecanjem koncentracije. Utjecaj na zdrave
stanice kolona (FHC) nije bio znacajan (70). Krizin je selektivno inhibirao rast tumorskih
stanica prostate u ovisnosti o dozi, dok isti u¢inak nije zabiljezen na zdravim urotelnim
stanicama (77). Sli¢no tomu, netransformirane zdrave stanice, primjerice fibroblasti i epitelne

stanice, bile su otpornije na antiproliferativni u¢inak krizina u odnosu na maligne.
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Mnogo je dokaza kako u in vitro uvjetima primjena fenolnih spojeva, izoliranih iz razli¢itih
biljaka, ima antioksidativno djelovanje. Hvatanje radikalnih iona razlikuje se s obzirom na
kemijsku sturkturu, hidrofobnost, biolosku i oksidativnu aktivnost (93). Medutim, dokazano je
da fenolni spojevi opéenito mogu imati i tzv. prooksidativni u¢inak koji inducira nakupljanje
molekula ROS, specifi¢no u tumorskim stanicama. Za stanice raka karakteristi¢no je da
proizvode vecu koli¢inu ROS i podnose vecu neravnotezu antioksidativnog statusa u usporedbi
sa zdravim stanicama. Zbog toga stanice tumora ne podnose povecanje razina ROS, §to je za
njih toksi¢no i vodi u stani¢nu smrt. Proucavanje mehanizma djelovanja tretmana fenolnim
spojevima s obzirom na djelovanje na ROS molekule vazno je u razvoju novih, potencijalno
djelotvornih i specifi¢nih terapijskih pristupa u lijecenju raka. Neki standardni kemoterapeutici
takoder djeluju i na razini ROS molekula, poput cipsplatine i paklitakela (82).

Prirodni spojevi, koji imaju sposobnost induciranja nakupljanja ROS, npr. flavon baikalein
djeluje protutumorski na stanice tumora mjehura u uvjetima in vitro (94) Krizin, nadalje,
povecava razine ROS u stanicama tumora T24 tijekom 24h tretmana u ovisnosti 0 koncentraciji
(77). U ovom radu sli¢no je pracena razina ROS u stanicama nakon tretmana luteolinom i
krizinom tijekom 24h. Luteolin je djelovao kao prooksidans s obzirom da je inducirao
povecanje razine ROS na stanicama tumora U20S, pri obje koncentracije (20 i 100uM). Krizin
je pak imao blago antioksidativno djelovanje. Na drugoj stani¢noj liniji tumora A1235 pri nizoj
koncentraciji 20uM luteolin je djelovao prooksidativno, a pri veé¢oj (100uM) nije imao ucinak
na razine ROS. Dok je krizin pri obje koncentracije (20 i 100uM) djelovao prooksidativno,
znatno veci u¢inak vidio se pri nizoj koncentraciji 20uM. Zanimljivo je istaknuti kako su oba
spoja na zdravim HEK?293 stanicama izazvali znatno nakupljanje ROS pri obje koncentracije,
a najvece razine ROS utvrdene su u tretmanu s Krizinom pri vecoj koncentraciji (100uM). S
obzirom da su ROS molekule normalni medijatori stani¢nih procesa, pa tako i njihove
proliferacije, u zdravim stanicama, ovaj rezultat na HEK293 bio je ocekivan (26). ROS su
izuzetno reaktivne molekule koje mogu mijenjati tijek stanic¢nih procesa s obzirom na njihovu
razinu. Rezultati tretmana stanica luteolinom i krizinom ukazuju kako je razina ROS direktno
proporcionalna s vijabilnosti stanica, odnosno moze se zakljuciti da je antiproliferativni u¢inak

spojeva povezan s razinama ROS nakon 24h tretmana.

Djelovanje na signalne putove tumorskih stanica, u terapiji raka, promjenom koli¢ine ROS
molekula podrazumijeva remecenje protumorske signalizacije. Stoga je protutumorsko
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djelovanje preko ROS molekula vezano uz povecavanje razina ROS molekula s ciljem
induciranja toksi¢nosti na stanice, odnosno, iskoristavanje antioksidativnog kapaciteta s ciljem
pokretanja apoptoze. Suprotno tomu, inhibicija stvaranja ROS molekula u tumorskim
stanicama mogla bi u odredenim tumorskim stanicama djelovati kao potiskivanje
protumorigene signalizacije. Smanjenje nakupljanja ROS molekula moze dovest do smanjenja
proliferacije i prezivljavanja stanica tumora, smanjene potrebe za metabolickom adaptacijom i
smanjenja oSteCenja DNA molekula i genske nestabilnosti (95). Prooksidativno djelovanje
flavonoida povezano je sa sposobnosc¢u prolaska kroz autooksidaciju kataliziranu prijelaznim
metalima, pri ¢emu nastaje superoksidni anion, dok druga saznanja ukazuju kako se fenolni
prstenovi metaboliziraju djelovanjem peroksidaze te stvaraju prooksidativne fenolne radikale
koji su dovoljno reaktivni da kooksidiraju s glutationom (GSH) ili nikotinamid-adenin vodikom

(NADH) sto je popraceno velikim unosom kisika i produkcijom ROS (3).

Krizin i1 luteolin su prema literaturnim podacima spojevi Sirog spektra djelovanja na
molekularne mehanizme, ukljucuju¢i i one u tumorskim stanicama. Pad vijabilnosti stanica
tumora U20S i A1235 moguce je pripisati indukcji apoptoze. Apoptoza je proces programirane
stani¢ne smrti Koji pokrecu razli€iti signali unutar i izvan stanice te ima bitnu ulogu u rastu i
razvoju stanica. Poznato je da je apoptoza vazan mehanizam djelovanja kemoterapeutika pa
tako i flavonoida. Unutarnji i vanjski put apoptoze istrazeni su kao glavni mehanizmi djelovanja
u tretmanu tumorskih stanica flavonoidima. Flavonoidi mogu utjecati na neravnotezu
homeostaze mitohonrija i ER, ¢ime se inducira apoptoza (73). To potvrduje i istrazivanje u
kojem je luteolin, kao potencijalni kemoterapijski agens, inducirao apoptozu stanica raka
glioblastoma in vitro i in vivo poti¢uci stres endoplazmatskog retikula i poremecaj u funkciji
mitohondrija (82). Luteolin moze inhibirati rast razli¢itih stanica raka, primjerice
hepatocelularnog karcinoma, kolorektalnog karcinoma i karcinoma gusterace, aktivacijom
kaspaze-3 i povecanja ekspresije Bax uz smanjenje razine BCL-2 proteina (83). Zabiljezeno je
da se antitumorsko djelovanje krizina postize indukcijom apoptoze preko kaspaze-3 i kaspaze-
9, ali ne i indukcijom kaspaze-8. Povecava se takoder ekspresija proapoptotickih proteina Bax,
Sto ukazuje na pokretanje unutarnjeg puta apoptoze. Sli¢ni rezultati dobiveni su i na stanicama
hepatocelularnog karcinoma i karcinoma pluca (77). Mnoga istraZivanja na stanicama tumora
dojke, kolona, prostate, plu¢a pokazala su da flavonoidi mogu inducirati apoptozu i zaustaviti
stani¢ni Ciklus u fazi G2/M tako $to se inducira ekspresija p21 i p53 (88). Moguc¢i mehanizam

inhibicije rasta tumorskih stanica su i autofagija (73) te stres endoplazmatskog retikuluma, gdje
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je zabiljezeno kako Krizin povecava razine proteina koji su rani glasnici ER stresa (77).
Istrazivanja sugeriraju kako se luteolin moze primjenjivati kao terapijska strategija za
ucinkovito upravljanje stanica melanoma u uvjetima in vitro (A2058), gdje ucinkovito
povecava ER stres i razinu Ca2+ u mitohondiju, ¢ime se inducira apoptoza. Prijelaz kalcija
izmedu mitohondrija i ER ima bitnu ulogu u stani¢noj signalizaciji i regulaciji metabolizma i

indukcije smrti stanice (96).

Primjena flavonoida, luteolina i krizina mogla bi biti korisna i u sprje¢avanju kemorezistencije.
Glavni problem primjene kemoterapije je, naime, razvijanje rezistencije tumorskih stanica na
odredeni kemoterapeutik (73). Povecane razine ROS mogu poticati stani¢nu proonkogenu
signalizaciju, $to vodi do rezistencije na osobito ljekove i daljnju progresiju raka (95). Na
temelju bioloske aktivnosti prirodni spojevi u lijeCenju tumora mogu stanice tumora uciniti
sredstvima. Krizin se tako Cesto primjenjuje zajedno sa standardnim kemoterapeutikom
cisplatinom poveéanjem otpornosti na razvoj rezistencije. Specifi¢no, krizin smanjuje razine

Nrf2, ¢cimbenika koji je u molekularnoj podlozi kemorezistencije (73).

Unato¢ velikim naporima znanstvenika, koji su usmjereni na razumijevanje slozenosti
karcinogeneze 1 ukljucenih signalnih puteva u malignim oboljenjima s ciljem pronalaska
ucinkovitije i selektivno toksi¢ne terapije, razvoj novih terapeutika u lijeenju raka i dalje su
veliki izazov. lako su u poslijednjih nekoliko godina fitokemikalije priznate kao vazan doprinos
antitumorskoj terapiji, ve¢ina flavonoida jo$ uvijek je u ranoj fazi klini¢kih ispitivanja. Osobito
su tome razlog podaci o niskoj topivosti, apsorpciji te vrlo brzom metabolizmu koji zahtijevaju
dodatna istrazivanja vezana uz ucinkovitu primjenu i sigurnost (97). Potrebno je provesti i
dodatna istrazivanja s obzirom na mogucu interakciju prirodnih spojeva s odredenim

standardno koristenim lijekovima.

Kako bi se postigla maksimalna iskoristivost prirodnih spojeva u kemopreventivhom
djelovanju, razvile su se nove metode kojima se kani posti¢i veéa bioloska dostupnost spojeva
te smanjiti eventualna toksi¢nost. Osobito je u tom kontekstu vazna nanotehnologija koja
predstavlja novo podrucje istrazivanja te se moze primjenjivati u razli¢itim podrucjima

dijagnostike 1 terapije raka (84). Primjerice, nanonosa¢i mogu povecati bioraspolozivost
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prirodnih spojeva, $to je pokazano u razli¢itim istrazivanjima provedenim in vitro i in vivo-
primjerice na stanicama raka pluca A549, melanoma B16F10 i dojke MCF-7. Trenutno je
prisutno nekoliko vrsta nanonosaca flavonoida koji se koriste u terapiji raka kao Sto su
polimerne nanocestice, nanokapsule, metalne nanocestice i ¢vrsti lipidni nanonosaci (97).
Zamisao da se tretman lijeCenja sastoji od kemoterapijskog lijeka zajedno s antitumorskom
komponentom lezi u tome da je takva kombinacija izuzetno bitna za specifi¢no ciljanje
tumorskih stanica kemoterapijom. Nanocestice mogu osigurati antitumorski u¢inak lijeka time
$to omogucavaju specificnu dostavu lijeka samo u stanice tumora, pa time i bolju akumulaciju
i u¢inak u ciljnim tumorskim stanicama. Stovise, zbog male veli¢ine, nano&estice lakse ulaze u
stanice i izbjegavaju makrofage i bubreznu filtraciju (73). Usprkos tomu, nanocestice mogu biti
toksi¢ne, akumulirati se u tijelu, pa je ovo podrucje istzrazivanja, $to ukljucuje i nanodostavu
flavonoida u tumore uz pomo¢ nanocestica, jo§ u razvoju te se moraju provesti mnoga dodatna

istrazivanja vezana uz bolje razumijevanje ucinkovitosti i toksi¢nosti takvih nanocestica.

Zaklju¢no, dobiveni rezultati pokazuju kako postoji potencijal koriStenja luteolina i krizina u
terapiji osteosarkoma i glioblastoma iako su potrebna dodatna opsezna istrazivanja sa svrhom
boljeg razumijevanja mehanizma protutumorskog djelovanja ovih spojeva. Dobiveni rezultati
0vog in vitro istrazivanja mogu posluZiti daljnjim studijama koja za cilj imaju razvoj novih

terapijskih pristupa malignim oboljenjima.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom radu ispitani su ucinci flavonoida luteolina i krizina na vijabilnost stanica tumora

osteosarkoma U20S i glioblastoma A1235 u uvjetima in vitro u usporedbi s nemalignim

embrionalnim stanicama bubrega HEK293. Njihov je wucinak ispitan u rastu¢im
koncentracijama spojeva 20, 40, 60, 80 i 100 uM tijekom 24h, 48h i 72h tretmana. Uz

antiproliferativni u¢inak spojeva pracen je i u¢inak na oksidativni stres tijekom 24h mjerenjem

razina ukupnog ROS u stanicama. Temeljem dobivenih rezultata moze se zakljuciti kako:

Luteolin i krizin povecavaju vijabilnost nemalignih stanica HEK293 nakon 24h
tretmana pri svim testiranim koncentracijama (luteolin u rasponu 50,57 - 91,23%),
(Krizin u rasponu 29,77 - 97,70%), dok u tretmanu 48h i 72h nije bilo zna¢ajnog ucinka
na vijabilnost stanica.

Luteolin i krizin nisu znacajno utjecali na vijabilnost tumorskih stanica U20S i A1235
tijekom tretmana od 24h.

Ucinak luteolina i krizina na pad vijabilnosti tumorskih stanica U20S i A1235, ovisi 0
duljini vremena izlozenosti i o koncentraciji, pri ¢emu luteolin i krizin smanjuju
vijabilnost tumorskih stanica U20S i A1235 u odnosu na negativnu kontrolu
(netretirane stanice) nakon 48h i 72h tretmana. Rasponi inhibicije u tretmanu luteolinom
su: nakon 48h za stanice U20S 13,83 - 33,94%, za stanice A1235 12,77 - 29,44%; nakon
72h za stanice U20S 11,93 - 74,08%, za stanice A1235 11,18 - 56,00%. Rasponi
inhibicije u tretmanu krizinom su: nakon 48h za stanice U20S 19,73 - 50,59%, za
stanice A1235 15,13 - 33,65%; nakon 72h za stanice U20S 2,25 - 55,88%, za stanice
A1235 31,91 - 75,39%.

Pri tretmanu 72h spojevi su djelovali inhibitorno na sve stanice pri svim
koncentracijama u odnosu na negativnu kontrolu (netretirane stanice) osim krizina koji
je u nizim koncnetracijama (20, 40uM) poticao proliferaciju A1235 u rasponu 5,67 -
27,86%.

Pri tretmanu od 48h spojevi su pri nizim koncentracijama (20, 40uM) povecali
proliferaciju stanica. Luteolin je povecao rast stanica U20S u rasponu 20,84-54,06%, a
krizin 0,85-9,48%. Krizin je povecao rast stanica A1235 za 9,85-24,25%, dok luteolin

nije povecao rast stanica A1235 pri nizim testiranim koncentracijama (20, 40uM).
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Luteolin je jace inhibirao rast stanica U20S i A1235, pri ¢emu su IC50 (A1235)=
27,12uM te IC50 (U20S)=40,39uM. Za krizin su vrijednosti IC50 (A1235)=59,04uM,
odnosno 1C50 (U20S)= 59,57uM.

Luteolin i krizin inducirali su stvaranje molekula ROS u ovisnosti 0 koncentraciji i tipu
stanica. Najvece razine ROS izmjerene su u nemalignim stanicama HEK293 u tretmanu
krizinom pri 100 uM (43,95%) i luteolinom pri 20 uM (35,70%).

Ucinak luteolina i krizina na pad vijabilnosti stanica bio je proporcionalan razini
proizvedenog ROS, S§to ukazuje kako je indukcija ROS vazan mehanizam

antiproliferativnog ucinka luteolina 1 krizina na stanice U20S 1 A1235.
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