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SAZETAK

Rak debelog crijeva jedan je od vodecih uzroka pobola i pomora u svijetu sa gotovo 2 milijuna
novooboljelih godisnje te tre¢i najcesce dijagnosticirani oblik karcinoma. Cilj ovog istrazivanja
bio je pokazati u¢inak 18f-gliciretinske kiseline (183-GK) i stearil gliciretinata (SG) na stanice
raka debelog crijeva HCT116. Bioaktivni pentaciklicki triterpenoid, 183-GK 1 njezin stearil
ester SG, analizom vitalnosti stanica (XTT test) pokazali su smanjenje stani¢ne vitalnosti
HCT116 stanica (rak debelog crijeva) ovisno o primjenjivanoj dozi. 183-GK postigla je ICso
vrijednost od 245,08 uM dok je SG postigao pet puta nizu ICso vrijednost od 35,28 puM.
Obzirom na bolji u¢inak u smanjenju vitalnosti tumorskih stanica SG u odnosu na 183-GK, u
manjoj dozi, pokazani su mehanizmi kojima SG postiZze svoje protutumorsko djelovanje.
Western blot analizom pokazan je u¢inak SG na promjenu izraZaja proteina od interesa. SG,
ovisno o dozi (10, 15, 20 1 25 uM) povecao je izrazaj inhibitora stani¢nog ciklusa, p21. Izrazaj
p-AMPKa Thr172 (aktivacija AMPKa), ovisno o dozi SG, se povisio ukazuju¢i na snizenje
koli¢ine ATP-a u stanicama, odnosno povecanje omjera AMP/ATP. Spektrofotometrijska
analiza potroS$nje glukoze mjerenjem u stanicnom mediju pokazala je kako tretman SG-om
umanjuje potro$nju glukoze ovisno o dozi. SG je sukladno tome poveéao izrazaj proteina
autofagije, LC3B II. Analizom izrazaja PARP-a, markera apoptoze u slucaju njegovog
cijepanja, pokazano je kako stanice nisu aktivirale apoptozu, ve¢ autofagiju. Kotretman s 3-
metiladeninom (3-MA), inhibitorom autofagije, pokazao je zaStitni ucinak, sugerirajuci
aktivaciju citotoksi¢ne autofagije u tretmanu sa SG. Rezultati trenutnog istraZivanja daju uvid
u mehanizam djelovanja i antitumorski potencijal SG u lije¢enju tumora debelog crijeva kroz

aktivaciju citotoksicne autofagije.

Kljucne rijeci: HCT 116, stearil gliciretinat, autofagija



SUMMARY

Colon cancer is one of the leading causes of illness and death in the world, with almost 2 million
new cases per year, and the third most frequently diagnosed form of cancer. The aim of this
study was to demonstrate the effect of 18B-glycyrrhetinic acid (18B-GA) and stearyl
glycyrrhetinate (SG) on HCT116 colon cancer cells. The bioactive pentacyclic triterpenoid,
18B-glycyrrhetinic acid and its stearyl ester SG, showed a decrease in the cell viability of
HCT116 cells (colon cancer) depending on the applied dose, using the cell viability analysis
(XTT test). 18B-GA achieved an IC50 value of 245,08 uM while SG achieved a fivefold lower
IC50 value of 35,28 uM. Considering the better effect in reducing the viability of SG tumor
cells compared to 18B-GA, in a lower dose, the mechanisms by which SG achieves its antitumor
effect have been demonstrated. Western blot analysis showed the effect of SG on the change in
the expression of the protein of interest. SG, dose-dependently (10, 15, 20 and 25 pM) increased
the expression of the cell cycle inhibitor, p21. The expression of p-AMPKa Thr172 (AMPKa
activation), depending on the dose of SG, increased, indicating a decrease in the amount of ATP
in the cells, i.e. an increase in the AMP/ATP ratio. Spectrophotometric analysis of glucose
consumption by measurement in the cell medium showed that treatment with SG reduces
glucose consumption in a dose-dependent manner. Accordingly, SG increased the expression
of the autophagy protein, LC3B II. Analysis of the expression of PARP, a marker of apoptosis
in case of its cleavage, showed that the cells did not activate apoptosis, but autophagy. Co-
treatment with 3-methyladenine (3-MA), an autophagy inhibitor, showed a protective effect,
suggesting activation of cytotoxic autophagy in SG treatment. The results of the current
research provide insight into the mechanism of action and the antitumor potential of SG in the

treatment of colon tumors through the activation of cytotoxic autophagy.

Key words: HCT 116, stearyl glycyrrhetinate, autophagy
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1. UVOD

Kolorektalni karcinom ili rak debelog crijeva (KRK; eng. colorectal cancer, CRC) je medu
vodeéim uzrocima smrti u svijetu sa gotovo 2 milijuna novooboljelih godisnje 1 milijun
sluc¢ajeva koji zavrSe smrtnim ishodom. Treéi je najcesce dijagnosticirani oblik raka, a 10%
novootkrivenih na svjetskoj razini pripada raku debelog crijeva radi cega predstavlja
javnozdravstveni problem danaSnjice. (1) Rak moze biti uzrokovan aktivacijom razlicitih
protoonkogena, inaktivacijom tumor supresorskih gena, kromosomskom nestabilnos¢u kao 1
epigenetskim promjenama deoksiribonukleinske kiseline (DNK). Spomenute genetske
promjene u interakciji su s razliitim ¢imbenicima okoliSa ukljucujuéi prehranu s visokim
udjelom zasi¢enih masti i ugljikohidrata, sjedilacki nacin Zivota, pretilost, puSenje i
konzumaciju alkohola. Geografske varijacije u stopama incidencije i mortaliteta prvenstveno
su odredene s ¢imbenicima rizika poput pristupa zdravstvenoj skrbi i programima probira,
prehranom i obrazovanjem, a potom i s genetikom. Prema navedenom, Azija ima najvecu
ucestalost raka debelog crijeva koja iznosi 52% ukupnog svjetskog udjela, a slijede je Europa,
Sjeverna Amerika, Latinska Amerika 1 Karibi te Afrika. (2) Prevalencija raka debelog crijeva
uocena je kod populacije starije od 50 godine, ali i povecana incidencija kod mladih populacija
u posljednjem desetljecu Sto se dovodi u korelaciju sa promjenama u nacinu zivota. Na pojavu
raka debelog crijeva moZze utjecati i pozitivna klinicka slika na upalne bolesti crijeva poput
Kronove bolesti ili ulceroznog kolitisa gdje je vjerojatnost nastanka raka debelog crijeva dva

puta veca nego kod negativne klinicke slike. (3, 4)

U Republici Hrvatskoj je radi promoviranja prevencije formiran Nacionalni program ranog
otkrivanja raka debelog crijeva temeljem odluke Vlade 2007. godine. Rak debelog crijeva je
najcesce dijagnosticiran medu karcinomima te predstavlja drugi naj¢es¢i uzrok smrti od raka.
Posljednji podaci prikupljeni iz Registra za rak Republike Hrvatske odnose se na 2021. godinu
gdje je rak debelog crijeva otkriven kod 3706 osoba. Programom se nastoji ranim i
pravovremenim otkrivanjem bolesti poboljSati u¢inkovitost lije¢enja i kvalitete Zivota posto je

rak debelog crijeva u 9 od 10 slucajeva izlijeciv ukoliko se otkrije pravovremeno. (5)



1.1.  Onkogeneza

Postoje tri glavna prekursorska puta koja dovode do razvoja karcinom, a tradicionalni adenom-
karcinom put dovodi do razvoja 96% karcinoma debelog crijeva. (6) Sluznica debelog crijeva
oblozena je mnogobrojnim Lieberkithnovim kriptama u ¢ijim bazama mati¢ne stanice ili stanice
sli¢ne mati¢noj stanici pod utjecajem okoliSnih i genetskih faktora te aktivacije onkogena ili
inaktivacije tumor supresorskih gena mogu biti podvrgnute brojnim genetskim 1/ili
epigenetskim promjena (Slika 1). Navedene promjene im omogucuju hiperproliferaciju koja

posljedi¢no dovodi do razvoja raka debelog crijeva. (7)

Crijevne resice

Limfna zila

el w Submukozni pleksus

Slika 1. Prikaz Lieberkiihnovih kripti i strukture debelog crijeva

Preuzeto sa: dn_campa simona.pdf (uni-1j.si)

Razvoj karcinoma adenom-karcinom putem zapocinje inaktivacijom tumor supresorskog gena
APC (eng. Adenomatous polyposis coli) koji sprjecava nekontroliranu diobu stanica te radi toga
uzrokuje nastanak benignog polipa ili adenoma. Deset posto adenomatoznih polipa moze
postati maligno tvore¢i adenokarcinom koji potom raste u volumenu i §iri se na okolno tkivo.
Potpunom razvoju karcinoma prethodi dodatna aktivacija, to jest inaktivacija ciljanih gena te je
vremenski period razvoja ovakvog oblika karcinom odreden u desetlje¢ima. Takoder, postoji 1
mogucnost razvoja metastaza u limfne ili krvne Zile, a s obzirom na stadij bolesti 1 prisutnost

metastaza odreduju se metode terapije. (6, 8)


http://www.digitalna-knjiznica.bf.uni-lj.si/zootehnika/dn_campa_simona.pdf

1.2. Dijagnostika i lijeCenje

Opca bol u trbuhu, gubitak tezine bez drugih specifi¢ni uzroka, slabost, nedostatak zeljeza,
krvave stolice 1 anemija su najces¢i simptomi te ovise o polozaju i stadiju tumora. Simptomi se
javljaju kod kasnijih stadija bolesti te nisu nuzno specificni za rak debelog crijeva. Najcesce
zastupljena dijagnosticka metoda kojom se prevenira ili potvrduje rak debelog crijeva je
kolonoskopija. Iako invazivna, pretraga ima visoku specificnost 1 osjetljivost te omogucava
uklanjanje rano uocenih polipa ¢ime se sprjeCava nastanak raka. Takoder, kolonoskopija pruza
moguénost biopsije tkiva koje se potom podvrgava patohistoloskoj analizi. Redovita
kolonoskopska kontrola preporuca se pojedincima sa povecanim rizikom nastanka karcinoma
poput onih s dugotrajnim ulceroznim kolitisom ili prethodno uklonjenim polipima dok se za

op¢i probir na rak debelog crijeva mogu primijeniti i manje invazivne pretrage. (7)

Jedna od njih je CT kolonografija, to jest virtualna kolonoskopija. Tehnika je minimalno
invazivna, a bazira se na koristenju slozenog grafickog racunalnog softvera koji se primjenjuje
na dobivenim CT podacima. Trodimenzionalne endoluminalne slike debelog crijeva dinamicki
se prikazuju na racunalu dajuci izgled "proletanja" koji korelirala onome S§to je vidljivo na
tradicionalnoj kolonoskopiji. (9) Endoskopija video kapsulom ili kapsularna endoskopija jos je
jedna od neinvazivnih metoda koja omogucava pregled debelog crijeva. Kapsula sadrzi jednu
do dvije kamere koje prolaze¢i kroz probavni trakt, snimaju sluznicu crijeva i prenose slike na
prijamnik koji pacijent nosi sa sobom. Analiza se moze provesti 1 na stolici pacijenta
izvodenjem fekalnog imunohistokemijskog testa (eng. Fecal immunochemical test, FIT) na
okultno krvarenje koji se bazira na tome da se polipi mogu oStetiti stolicom i tako krvariti u

koli¢inama koje nisu vidljive ljudskim okom. (10, 11)

Ukoliko se pojava karcinoma ne uspije prevenirati, primjenjuju se terapijske metode poput
kirur§kih zahvata, radijacije, kemoterapije i imunoterapije ovisno o tipu i stadiju karcinom.
Ukoliko nije doSlo do metastaziranja, Sirenja karcinoma na susjedne organe i tkiva, naj¢esce se
podlijeze kirurSkoj resekciji ciljanog tkiva radi njegovog potpunog uklanjanja. Odredene
metode lijeCenja mogu se primjenjivati zasebno ili istovremeno poput primjene radijacije
tijekom kirurSkog zahvata na ciljano tkivo. U sluc¢aju primjene kemoterapije, koja se najcesce
sastoji od odredenog broja ciklusa primjene, pacijent prima jedan ili vise lijekova istovremeno
kako bi se sprije¢io rast i Sirenje malignih stanica. Siroko koristen kemoterapeutik je 5-
fluorouracil (5-FU), zasebno ili s leukovorinom (folinska kiselina), vitaminom koji poboljSava

ucinkovitost 5-FU-a. Kemoterapija se moze kombinirati i s drugim lijekovima poput
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nesteroidnih protuupalnih lijekova i probiotika kako bi se ublazila bol pacijenta i nuspojave.
(12) Kod sve veéeg broja bolesnika s KRK-om uocava se pojava rezistencije na suvremenu
kemoterapiju, smanjuju¢i ucinkovitost lijekova protiv raka i u konacnici dovodeéi do
neuspjesnog lijeCenja radi ¢ega je potreban novi pristup lijeCenju. Jedan od pristupa lijeCenja
tumora je ciljana kemoterapija koja se bazira na poticanju ili suprimiranju signalnih putova
rezultiraju¢i promjenom stani¢nih procesa koji dovode do redukcije tumora kao §to je stani¢na

smrt.

1.3. Stani¢na smrt

Stani¢na smrt sastavni je dio svih stanica ljudskog organizma kojim nastoje odrzati biolosku
homeostazu i obraniti organizam od patogenih tvari. U trenutku kada stanica prepozna
abnormalnosti koje ne moZze popraviti zapo€inje proces stani¢ne smrti kako bi zastitila preostale
zdrave stanice. Prema morfologiji, biokemiji 1 funkeiji, stanicnu smrt mozemo podijeliti na
nereguliranu (slucajnu) stani¢nu smrt koja je potaknuta vanjskim ¢imbenicima poput ozljeda ili
virusnih i bakterijskih infekcija te reguliranu stani¢nu smrt (eng. Regulated cell death, RCD)

koju karakteriziraju kontrolirani signalni putovi koji igraju klju¢nu ulogu u obnovi tkiva.

Glavni oblik neregulirane stanicne smrti je nekroza koja se javlja kao odgovor na razna
oStecenja ili patoloSka stanja, ali ne tijekom normalnog razvoja stanice. Tijekom nekroze
stanica 1 organeli bubre kompromitiraju¢i strukturu membrane stanice koja se naposlijetku
raspadne uzrokujuci ispustanje stani¢nog sadrzaja i oSte¢enje okolnih stanica. Prvi identificirani
oblik regulirane stanicne smrti je apoptoza koju slijedi autofagija, a s vremenom uoceni su i
drugi oblici poput piroptoze, nekroptoze, feroptoze i drugi. Signalni putevi navedenih oblika
stani¢ne smrti mogu se preklapati §to dovodi do povezanosti izmedu razli¢itih tipova stani¢ne
smrti. (13, 14) U trenutku kada stanica nije u stanju popraviti pogreske koje se pojavljuju unutar
normalnih unutarstani¢nih procesa poput stani¢nog ciklusa, proliferacije ili kao odgovor na
vanjske toksicne ucinke, cijeli RCD put je aktiviran. Jednako kako nekontrolirani stanicni rast
moze dovesti do razvoja karcinom, tako 1 nedostatak istog moZe uzrokovati stanja poput
Parkinsonove i Alzheimerove bolesti. Kako bi razvoj u€inkovitih tretmana za rak i druge bolesti
definirane abnormalnostima u regulaciji stani¢ne smrti bio mogu¢, potrebno je razumjeti

razlicite puteve koji dovode do stani¢ne smrti te njezine oblike. (13, 15)



1.3.1. Apoptoza

Apoptoza ili programirana stani¢na smrt mehanizam je svojstven vecini sisavaca kojim
odrzavaju konstantan broj stanica u organizmu radi odrzavanja homeostaze te uklanjaju one sa
ostecenjima DNK-a. Uloga apoptoze vidljiva je tijekom embrionalnog razvoja gdje dolazi do
uklanjana viska tkiva medu prstima. Apoptoza se normalno javlja tijekom razvoja i starenja
organizma, ali je takoder i obrambeni mehanizam pri reakcijama imunoloSkog sustava ili
prilikom uklanjanja oSte¢enih stanica. Tijekom apoptoze, stanica prolazi morfoloske i
biokemijske promjene koje ukljucuju pocetnu kondenzaciju kromatina, stvaranje zbijene mase
kromatina, koja je poznata i kao piknoza jezgre. Piknoza je pra¢ena fragmentacijom DNK. U
sljede¢oj fazi dolazi do pucanja jezgre stanice poznate kao karioreksija te kondenzacija
citoplazme radi Cega se stanica smezura. Potom, na membrani stanice dolazi do stvaranja
okruglih izbocina koje se odvajaju sa povrSine stanice i tvore apoptoticka tjelesSca (eng.
Apoptotic bodies, ApoBDs). Apoptoticka tjeleSca okruzena su membranom i sadrze fragmente
DNK te gusto pakirane stani¢ne organele. Na kraju bivaju fagocitirani §to oznacava zavrs$ni
korak ciklusa te je vaznost posljednjeg koraka u sprjecavanju doticaja apoptotickih tjeleSca sa
okolnim zdravim stanicama (Slika 2). Vrijeme potrebno za potpuni ciklus od pocetka apoptoze

do smrti stanice moze biti 24 sata ili nekoliko dana. (15-17)

Fod T Kondenzacija i
{3}' '\ Kondenzacija citoplazme “\ -
& ° kromatina ~‘ﬂ /-”
O - ) - '/:
\WEEP ¢ By
~ - ; [
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{ ] €
- Apoptoticka tjeleica

Fagocitoza apoptotickih
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Slika 2. Prikaz apoptoze stanice.

Preuzeto sa: https://www.researchgate.net/figure/Cytology-of-apoptosis-The-different-stages-of-apoptotic-cell-

death-start-by-cellular_fig3 274013152
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SrediS$nju ulogu u inicijaciji i provodenju apoptoze imaju cistein-asparticne proteaze to jest
kaspaze koje se dijele na inicijatorske ili pokretacke (kaspaze 2, 8, 9 1 10) te izvrSne ili
efektorske (kaspaze 3, 6 i 7). Prilikom ostecenja stanice poti¢e se aktivacija jedne ili vise
inicijatorskih kaspaza putem auto-proteolize koje potom cijepanjem (eng. cleaving) aktiviraju

izvrSne kaspaze 1 apoptozu. (16)

1.3.1.1. Ekstrinzi¢ni i intrinzi¢ni put apoptoze

Dva glavna puta apoptoze su vanjski, ekstrinzi¢ni, ili put posredovan receptorima te unutarnji,
intrinzi¢ni, ili mitohondrijski put (Slika 3). Ekstrinzi¢ni put ovisan je o vanjskim signalima, to
jest izvanstani¢nim ligandima TNF (eng. tumor necrosis factor) koji djeluju preko receptora
TNFR (eng. tumor necrosis factor receptor) transmembranskih proteina koji unutar stanice
tvore interakcijsku domenu protein-protein poznatu kao i domenu smrti (eng. death domain,
DD). Aktivacija ekstrinzi¢nog puta ovisi o dva glavna liganda: TNF i Fas. U trenutku vezanja
liganda dolazi do konformacijskih promjena koje potom omogucéuju naknadno regrutiranje
TRADD-a (engl. TNF receptor 1-associated via death domain) 1 FADD-a (engl. Fas-associated
via death domain) iz citoplazme na povrSinu stanice 1 njihovo vezanje za receptore. FADD ima
ulogu mosta izmedu receptora 1 prokaspaze 8 koja se na njega veze 1 tako stvara DISC (engl.
death-inducing signaling complex) nakon Cega dolazi do aktivacije kaspaze 8 koja moze

inducirati stani¢nu smrt cijepanjem izvrs$nih kaspaza. (17-20)

Glavni pokreta¢ intrinzi€nog puta apoptoze je stani¢ni stres koji moZe biti izazvan oStecenjem
DNK, oksidativnim stresom, zra¢enjem, hipoksijom ili nedostatkom hranjivih tvari. Kod svega
navedenog dolazi do permeabilizacije vanjske membrane mitohondrija (eng. mitochondrial
outer membrane permeabilization, MOMP) radi pro-apoptotskih proteina Bak i Bax koji
stvaraju pore na membrani mitohondrija. Kao rezultat dolazi do smanjenja sinteze adenozin
trifosfata (ATP) radi promjene membranskog potencijala te oslobadanja proteina iz
mitohondrijske intermembrane u prostor citoplazme poput citokroma C i apoptogenih proteina
(eng. apoptosis inducing factor, AIF). Citosolni citokrom C se veze za adaptorski protein
APAF1 (eng. apoptotic protease activating factor 1) te stvara kompleks apoptosom.
Apoptosom veze prokaspazu 9 i omogucava njeno cijepanje na aktivnu kaspazu 9 koja potom
aktivira efektorsku kaspazu 3. Proteini koji su zaduzeni za regulaciju MOMP-a pripadaju Bcl-
2 obitelji proteina te neki imaju pro-apoptoticke funkcije, a drugi anti-apoptoticke. Omjer 1

ravnoteZa izmedu pro-apoptotskih i anti-apoptotskih proteina moze odrediti sudbinu stanica na
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takav naCin da povecanje anti-apoptotskih proteina moze inhibirati apoptozu ili obrnuto. (17,

19)

Stani€ni stres

Ligand (TNF/Fas)

i

TNF receptor Mitohondrij

FADD
Bl 8 DISC
rokaspaza l I Intrinziém put
Ekstrinziéni put | l, CitokromC ¥ @ APAF
Kaspaza 8 - ATP

l ° Prokaspaza 9

lzvréne kaspaze
(Kaspaze -3, -6, -7)

Apoptosom

)

Kaspaza 9 . f\‘
{

lzvréne kaspaze o ‘l'/

(Kaspaze -3, -7)

- .

Slika 3. Prikaz ekstrinzi¢nog i intrinzi¢nog puta apoptoze.

Preuzeto sa: Extrinsic and intrinsic pathways of apoptosis. The two major apopotosis... | Download Scientific
Diagram (researchgate.net)

1.3.2. Autofagija

Autofagija je kataboli¢ki odgovor stanice na nedostatak nutrijenata i kisika. Tijekom procesa
stani¢ne komponente kao Sto su makroproteini ili cijeli organeli stanice bivaju izdvojeni u
lizosome za razgradnju. Lizirani stani¢ni sadrzaj moZe sluZziti kao izvor energije na kraju
razgradnje ili se recikliraju u nove stani¢ne komponente radi cega se na autofagiju referira 1 kao
evolucijski ocuvan proces recikliranja. Za razliku od procesa apoptoze, tijekom autofagije nema
znacajnih promjena u jezgri stanice niti dolazi do fragmentacije stanice. lako se autofagija ¢esto
povezuje sa recikliranjem stani¢nih komponenti, moZe rezultirati i uniStavanjem stanice i na taj
se nacin povezuje s uklanjanje ostarjelih stanica iz ostarjelih tkiva i uniStavanje neoplasti¢nih
lezija. S obzirom na fizioloske funkcije i1 put prijenosa citoplazmatskog supstrata do lizosoma
razlikujemo tri oblika autofagije: makroautofagija putem stvaranja autofagosoma,
mikroautofagija gdje citosolni materijal invaginacijom membrane direktno ulazi u lizosom te
selektivna to jest autofagija posredovana Saperonom (engl. chaperone mediated autophagy,

CMA) gdje se protein putem Saperona veze za receptor na membrani lizosoma. (21)
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1.3.2.1. Makroautofagija

Makroautofagija je proces koji ukljucuje obavijanje citoplazmatskog sadrzaj poput cijelih
organela, lipida i makroproteina unutar strukturnih vezikula s dvostrukom membranom koje se
nazivaju autofagosomi (Slika 4). Formacija autofagosoma zapocinje aktivnoscu inicijacijskog
kompleksa sastavljenog od ULK1 serin-treonin kinaza (eng. Unc-51-like autophagy-activating
kinase 1) 1 dodatnih regulatornih proteina. Kompleks potom aktivira niz fosforilacija koje
dovode do aktivacije PI3K kompleksa (eng. phosphatidylinositol 3-kinase complex) i stvaranja
fagofora, prekursora autofagosoma. PI3K kompleks poti¢e proizvodnju membranskog lipida
PI3P (eng. phosphatidylinositol 3-phosphate) 1 njegovo vezanje sa proteinima obitelji WIPI
(eng. WD-repeat protein interacting with phosphoinozitides). Vezanje WIPI-ja na rastuci
fagofor olakSava konjugaciju ATG8/LC3 obitelji proteina na membrane autofagosoma $to je
glavni dogadaj u procesu autofagije. Tako konjugirani na rastuéu membranu fagofora, proteini
ATGS8 dopustaju regrutiranje kljunih proteina koji ¢e graditi membranu zatvorenog
autofagosoma putem kljucnih protein-protein interakcija. Potom autofagosomi fuziraju sa
lizosomima tvoreci autofagolizosome te u lumenu lizosoma bivaju razgradeni djelovanjem pH-
osjetljivih hidrolaza. Rezultat razgradnje su masne kiseline i slobodne aminokiseline, a smatra
se da se aminokiseline koriste za sintezu proteina de novo. (22-24) Proces nastanka

autofagolizosoma prikazan je u nastavku.

Autofagolizosom

Fagofor Autofagosom

Inicijacija fagofora Vezanje WIPI proteina LC3-11
N .

(ULK1 kompleks) - >

©'© | Proteini
/ ° Organeli . Konjugacijd
n O . ATGS/LC3

Staniéna membrana /

Lizosom Masnekiseline

Aminokiseline

Slika 4. Prikaz signalnog puta kod makroautofagije.

Preuzeto sa: https://www.researchgate.net/figure/Mechanism-of-macroautophagy-Different-steps-are-involved-
in-the-orchestration-of-this_fig2 353939752
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Proces je reguliran signalnim putevima koji detektiraju promijenjene razine hranjivih tvari,
energije 1 faktora rasta. Dva glavna regulatorna puta regulirana su putem kinaza koje osje¢aju
dostupnost hranjivih tvari i status intracelularne energije, a ukljucuju put rapamicina ili mMTOR
put (eng. mammalian target of rapamycin, mTOR) 1 adenin monofosfat-aktivirane protein
kinaze (eng. AMP-activated protein kinase, AMPK). Kada su razine hranjivih tvari visoke,
mTOR inhibira autofagiju fosforilacijom i inaktivacijom inicijacijske kinaze ULKI1, a u
uvjetima niske razine hranjivih tvari aktivnost mTOR-a je inhibirana kako bi se aktivnost
autofagije povecala i hranjive tvari obnovile. Suprotno, AMPK se aktivira pri niskim razinama
energije stanice gdje povecan unutarstanicni omjer AMP/ATP aktivira AMPK koji potom

aktiviranjem ULK1 i inhibicijom mTOR-a pokrecée autofagiju. (23)

LC3 (eng. lipidated microtubule-associated protein light chain 3), p62, Beclin-1 i ULKI1
srediSnji su proteini povezani s autofagijom. LC3 dolazi u dva oblika LC3-I 1 LC3-II. Oba
oblika imaju ulogu u formaciji autofagosoma. Citosolni LC3-I nastaje proteolitickim
cijepanjem pro-LC3 proteina pomocéu proteaze ATG4 nakon ¢ega se C—terminalni glicin na
LC3-I proteinu konjugira sa fosfatidiletanolamin (PE). Konjugacija se odvija kroz dvije
uzastopne reakcije katalizirane enzimima ATG7 1 ATG3 te kao rezultat nastaje LC3-II koji se
proteze kroz samu membranu autofagosoma te upravo zato sluzi kao dokaz prisutnosti

autofagije 1 sredstvo kvantifikacije autofagosoma. (24)

Autofagija moZe igrati ulogu supresije i poticanja tumora. Vefina mehanizama ukljucuje
razgradnju onkogenih virusa 1 odrZzavanje genomske stabilnosti direktno inhibiraju¢i inicijaciju
tumora 1 rane korake u napredovanju raka. Inhibicija autofagije 1 nakon formiranja
kancerogenih lezija rezultira manje agresivnim oblikom karcinom. No, u kasnijim stadijima
bolesti visoka razina autofagije omogucava stanicama raka preZivljavanje u mikrookoliSu

tumora s niskom razinom hranjivih tvari 1 kisika poti¢uci otpornost na kemoterapiju. (23, 25)
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1.4. Gliciretinska Kkiselina

Gliciretinska kiselina (eng. Glycyrrhetinic acid, GA), pentaciklicki triterpenoid, dobivena je
hidrolizom glicirizinske kiseline (eng. glycyrrhizinic acid, GZ). Glicirizin je glavna aktivna
komponenta sladi¢a (lat. Glycyrrhiza glabra i G. inflata) u kojem je zastupljen u rasponu od
2-15% ovisno o biljnoj vrsti, zemljopisnim i klimatskim uvjetima. Sladi¢ je u Kini nasiroko
koristen kao biljni lijek proslih tisucljeca te se tako GZ pripisuju visestruke biokemijske i
farmakoloske aktivnosti, ukljucuju¢i antialergijske, antivirusne, imunoregulacijske i
protuupalne aktivnosti. Takoder, GZ se pripisuje karakteristicna slatkoca i okus povezani s
proizvodima od sladi¢a pa se naSiroko koristi kao zasladivac¢ i aroma u tvarima kao $to su hrana
1 duhan. Tijekom metabolizma u biljci pomoc¢u glukuronidaze ili crijevnih bakterija nakon
oralne konzumacije GA se hidrolizira u dva pentaciklicka triterpenoida koji su stereoizomeri:
18a- 1 18B-gliciretinske kiseline (18B-GK; eng. 18p-glycyrrhetinic acid, 18p-GA) (Slika 5).
18a-gliciretinska kiselina zastupljena je u koli¢ini do 0,7%, a 18B-gliciretinska kiselina moze

biti prisutna u rasponu 0,1-1,6%. (26, 31)

18pB-gliciretinska kiselina 18a-gliciretinska kiselina

Slika 5. Kemijska struktura gliciretinske kiseline

Preuzeto sa: https://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2024/ra/d3ra08025k

GA ima sposobnost antitumorskog djelovanja pri ¢emu pokazuje znacajno citotoksi¢no
djelovanje protiv Sirokog spektra razli¢itih tipova stanica in vitro poput stanica raka pluca (27),
ljudskog hepatocelularnog karcinoma (28), raka prostate (29) i stanica glioblastoma (30). Prema
istrazivanjima, pokazano je da pokrec¢e apoptozu u tumorskim stani¢nim linijjama putem

mitohondrijskog puta promjenom potencijala mitohondrijske membrane, nakupljanjem
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citosolnog citokroma C i aktivacijom kaspaze-9 i kaspaze-3. (31, 32) GA se radi svoje niske
toksicnosti 1 visoke ucinkovitosti ispituje kao novo antitumorsko sredstvo kao i njezine

strukturne modifikacije poput 18p3-GK 1 stearil gliciretinata (eng. Stearyl glycyrrhetinate, SG).

1.4.1 18p-gliciretinska Kiselina

Gotovo 100% GZ se ireverzibilno transformira u 18B-GK u gastrointestinalnom traktu pomoc¢u
bakterijske B-D-glukuronidaze nakon oralne konzumacije sladi¢a. Stoga je 18B-GK glavni
metabolit GZ i glavna aktivna komponenta. 183-GK se proucava radi svojih potencijalnih
terapeutskih ucinaka kod raznih bolesti kao Sto su cirevi, hepatitisi, karcinomi i kozni
poremecaji. Njezina protuupalna i imunomoduliraju¢a svojstva bila su ucinkovita u lijeenju
psorijaze inhibicijom mTOR signalnih puteva. Protutumorski u¢inak dokazan je na brojnim

vrstama karcinom poput raka Zeluca, prostate, jajnika, dojke i drugih. (33)

18B-GK ima snazan inhibicijski u¢inak na proliferaciju stanica raka debelog crijeva in vitro i
in vivo (33). Istrazivanja provedena na stani¢nim linijama raka debelog crijeva LoVo, SW620
1 SW480 pokazuju da 18B-GK inhibira proliferaciju, migraciju i invaziju stanica raka. Takoder,
ima sposobnost inducirati apoptozu i inhibirati signalni put PI3K/AKT koji, kada je aktivan,
utjeCe na proliferaciju 1 pojaanu migraciju stanica raka. Inhibicija signalnog puta PI3K/AKT
sprjecavanjem fosforilacije dogada se u vremenskom periodu od 2 sata nakon primijenjenog
tretmana u in vitro uvjetima. U kontekstu pandemije COVID-19, utvrdeno je da 183-GK utjece
na bolest inhibicijom signalnih putova interleukina-17 (IL-17) i IL-6 te da u kombinaciji s
vitaminom C rezultira pove¢anjem imuniteta 1 smanjenjem upalnog stresa. Dodatno, posjeduje
antibakterijske ucinke dokazane na baktericidnom djelovanju na meticilin-rezistentni
Staphylococcus aureus (MRSA) smanjujuéi prisutnost gena primarne virulencije, antifugalne

ucinke te antiviralne ucinke. (33-35)

Primjena u visokim dozama tijekom dugog vremena Cesto uzrokuje pseudoaldosteronizam
karakteriziran hipertenzijom, hipokalemijom 1 drugim S$tetnim klinickim ucincima. Radi
navedenog, provedene su brojne strukturne modifikacije 183-GK kako bi se mogli primjenjivati

kao antitumorska sredstva bez navedenih nuspojava. (36)
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1.4.2. Stearil gliciretinat

Stearil gliciretinat je ester stearil alkohola i gliciretinske kiseline sa visoko topljivom strukturom
u nekoliko vrsta lipida (Slika 6). U usporedbi s 18B-GK, SG se moZe adsorbirati u lipidni sloj
liposoma sa hidrofobnim repom dok izlaze hidrofilni GK dio na povrSinu. Radi svoje
lipofilnosti i antioksidativnih, antimikrobnih i protuupalnih svojstava pretezito se koristi u
kozmetickoj industriji te kao sastojak u pripravcima za lijeCenje seborei¢nog dermatitisa (eng.
facial seborrheic dermatitis, FSD). SG se prema podacima americke Agencija za hranu 1
lijekove (FDA) smatra sigurnim za upotrebu u kozmetici te se koristi u 35 vrsta kozmetickih

proizvoda u koncentracijama do 0.1%. (37, 38)

Slika 6. Kemijska struktura stearil gliciretinata

Preuzeto sa: https://www.researchgate.net/figure/Chemical-structure-of-stearyl-glycyrrhetinate fig2 326233503

Izuzev kozmeticke uporabe GA 1 njegovi derivati, ukljucujuéi i SG, mogu se koristiti kao
ligandi koji ciljaju jetru. Naime, na membranama jetrenih stanica postoje receptori za GA te se
tako GA 1 njezini derivati mogu upotrijebiti za ciljanje hepatocita. Studija citotoksicnosti in
vitro dokazala je da SG modifikacija liposoma s norkantaridinom (eng. norcantharidin
(NCTD)-loaded liposomes, LIPs) pojacava inhibitorne ucinke na stanice hepatoblastoma. (39)
Unato¢ poZeljnim karakteristikama, GA 1 SG pokazuju 1 neprikladna fizikalno-kemijska
svojstva poput izrazito slabe topljivosti u vodi i1 niske bioraspoloZivosti koja ograni¢avaju
njihovu terapeutsku i/ili kozmeticku upotrebu. Kako bi se prevladala ta ogranicenja, razvijen je
nanotehnoloski pristup upotrebe ¢vrstih lipidnih nanocestica (eng. solid lipid nanoparticles,
SLN) koji mogu poboljsati bioraspolozivosti lijekova tijekom vremena. (40) Protutumorski
ucinak SG jos uvijek nije pokazan.
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2. CILJ I HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je usporednom analizom ispitati ucinak stearil gliciretinata 1 18-
gliciretinske kiseline na vitalnost HCT 116 stani¢ne linije (rak debelog crijeva) te odrediti
mehanizam djelovanja ucinkovitijeg spoja koristec¢i test stani¢ne vitalnosti, GOD-POD

metodu 1 Western blot analizu.
Hipoteza navedenog istrazivanja je da ¢e SG i 18B-GK imati citotoksi¢ni u¢inak na HCT

116 stani¢nu liniju kroz aktivaciju jedne od vrsta stanicne smrti. Takoder, SG ¢e radi

kemijske strukture i lipofilnosti imati ve¢u uc¢inkovitost u nizoj dozi usporedno s 18B-GK.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1 Materijali

3.1.1. Laboratorijski pribor i posude

= ]2-titarska ploica za rast (2707902, TPP, Trasadingen, Svicarska)

= Automatske pipete (0,5-10 pL, 2-20 pL, 20-200 pL, 10-1000 pL, 500-5000 pL)

= Mikrotitarska ploc¢a s jazicama (2707791, TPP, Trasadingen, gvicarska)

= Nastavci za pipete

= Neubauer komora za brojanje stanica (Roth, Karlsruhe, Njemacka)

= Parafilm (Fisher Scientific, Hampton, New Hampshire, SAD)

= Pinceta

= Plasti¢na sterilna epruveta s ¢epom na navoj volumena 50 mL (Eppendorf; Hamburg,
Njemacka)

= Plasti¢na pipeta (10 mL)

= Plasti¢ne Petrijeve zdjelice

* Posude 10 cm?/25 cm?/75 cm? (eng. BioLite Flask, Vented, Thermo Fisher Scientific,
Rochester, NY, SAD)

= PVDF membrane (GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, UK)

= Stakla za elektroforezu (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, SAD)

=  Watman papiri

3.1.2. Laboratorijski uredaji

= Centrifuga (Hettich Rotina 420R, Hettich Instruments, Beverly, MA, SAD)

»  Cita¢ mikrotitarskih plocica (BioTek EIx808, Winooski, VT, SAD)

= Inkubator za stanice (Smart Biotherm Compact CO2 Incubator, BioSan; Latvija)

= Invertni mikroskop (OCO-2 255 Halogen, KERN Optics, Balingen-Frommern,
Njemacka)

= Laminar (eng. BIO laminar flow cabin; Alpina, Poljska)

= Orbitalna tresilica (Heathrow Scientific, VernonHills, IL, SAD)

= Sustav za transfer (eng. Trans-Blot SD System; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
SAD)
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= Ultrazvucna kupelj (eng. Ultrasonic bath; Bandelin electronic, Njemacka)

= Uredaj za slikanje membrana (eng. C-DiGit® Blot Scanner; LI-COR Corporate,
Lincoln, Nebraska, SAD)

= Vertikalni sustav za elektroforezu (1658002FC, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
SAD)

=  Vodena kupelj (eng. Lauda Hydro water Bath; LAUDA technology, Burgwedel,
Njemacka)

3.1.3. Kemikalije

= 100% etanol (T.T.T. d.o.o0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

= 100 mg/L streptomicin, 100000 U/L penicilin (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Njemacka)

= 18B-gliciretinska kiselina (eng. 185-glycyrrhetinic acid, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Njemacka, CAS: 471-53-4)

= 20% natrijev dodecilsulfat (SDS, Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

= 2 mM L-glutamin (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Njemacka)

* 5 mM 3-metiladenin, 3-MA (eng. 3-Methyladenine, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, SAD)

= Akrilamid (40%, Carl Roth GmbH, Njemacka)

= Amonijev persulfat (APS) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

= Dimetilsulfoksid, DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

= Fetalni govedi serum, FBS (eng. fetal bovine serum)

= Fizioloska otopina s Tris puferom i 1% Tween-20 (TBS-T) (eng. Tris-buffered saline,
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Njemacka)

= Fosfatnim puferom, PBS (eng. phosphate-buffered saline)

= Inhibitori proteaza i fosfataza (PhosSTOP, Roche; Basel, Svicarska)

= Kit za odredivanje koncentracije proteina (BCA) (eng. Rapid Gold Kit; Thermo
Scientific Pierce, Waltham, MA, SAD)

= Kit za odredivanje stani¢ne vitalnosti (XTT) (#9095 S, Cell Signaling Technologies,
Beverly, MA, SAD)

= Laemmli 2x pufer (BioRad; Hercules, CA, SAD)

=  McCoy 5A medij (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Njemacki)
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Metanol (T.7.T. d.o.o., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

Mlijeko u prahu bez masti (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, SAD)

Proteinski marker (Proteintech Group, Rosemont, IL, SAD)

Pufer za elektroforezu i transfer

Reagens za slikanje membrana (eng. SignalFire Elite ECL Reagens, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, SAD)

RIPA pufera (eng. radioimmunoprecipitation assay buffer, sc-24.948, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD)

Stearil gliciretinat (eng. Stearyl Glycyrrhetinate; Selleckchem, SAD) (CAS: 13832-
70-7)

TEMED (tetrametiletilendiamin, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Njemacka)

TBS (eng. Tris-buffered saline; Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

Tripsin (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Njemacka)

Tris-HCI (pH = 8.8 donji gel, pH = 6.8 gornji gel)

Tween-20 (Amersham Biosciences, Amersham, UK)

Ultra pure H,O

B-merkaptoetanol (Pierce 2-Mercaptoethanol; Thermo Fisher Scientific, Rochester,

NY, SAD)

3.1.4. Stani¢na linija

Stani¢na linija karcinoma debelog crijeva, HCT 116 (eng. American Type Culture

Collection, ATCC)

3.1.5. Primarna i sekundarna protutijela

PARP (1:500, Cell Signaling Technology; Beverly, MA, SAD)

LC3 (1:1000, Cell Signaling Technology; Beverly, MA, SAD)
AMPK (1:500, Cell Signaling Technology; Beverly, MA, SAD)
p-AMPK (1:1000, Cell Signaling Technology; Beverly, MA, SAD)
p21 (1:1000, Abcam MA, SAD)

Rabbit IgG HRP sekundarno protutijelo (1:10000, Abcam, MA, SAD)
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3.2 METODE

3.1 Kultivacija i priprema stanica za tretman

HCT 116 stanice su kultivirane u McCoy 5A mediju uz dodatak streptomicina, penicilina, L-
glutamina te 10%-tnog FBS-a unutar posuda veli¢ine 10 cm?25 ¢cm?/75 cm?. Uvjeti koji su
potrebni za kultivaciju postignuti su unutar inkubatora za stanice na 37 °C pri vlaznoj atmosferi
1 5% CO,. Kako bi se stanice mogle tretirati, potrebno ih je u sterilnim uvjetima unutar
laminarnog kabineta iz posuda prebaciti na 96-well ploce ili petrijeve ploce. Prvo se iz flask-a
odstranjuje medij koji je prisutan te se dodaje 10 mL sterilnog PBS-a za ispiranje koji se zatim
takoder odstranjuje. Nakon toga dodaje se 1-2 mL tripsina te se stanice stavljaju u inkubator na
pet minuta kako bi se podigle s dna posude. Na kraju se dodaje medij u ¢ijem je prisustvu
djelovanje tripsina inhibirano te se stanice s medijem prebacuju u epruvetu volumena 50 mL i
stavljaju u centrifugu na 1500 rpm 5 minuta. Nakon postupka centrifugiranja supernatant se
dekantira, a stanicama koje se nalaze istalozene na dnu epruvete dodaje se 20 mL novog medija.
Zatim se koristenjem Neubauerove komore za brojanje stanica i invertnog mikroskopa odreduje
koncentracija stanica po mL te se razrjeduje do potrebne koncentracije od 1x10° stanica po mL.
Stanice su u navedenoj koncentraciji i volumenu od 200 pL nasadene po principu duplikata na
mikrotitarsku (96 well) plocu s jazicama ili petrijeve ploce te inkubirane 24 sata ili do

zadovoljavajuce popunjenosti. Svi pokusi ponovljeni su tri puta u triplikatu.

3.2 Tretman stanica i test stani¢ne vitalnosti

Stanice su tijekom 24-satne inkubacije postignule 80% konfluenciju nakon Cega je medij
odstranjen te je na stanice koje predstavljaju kontrolu dodan novi medij, a u ostale je dodan
medjj 1 tretman. Za tretman SG-om koriStene su koncentracije do 100 uM, a za tretman 183 —
gliciretinatom koncentracije do 250 uM. SG je prethodno otopljen u dimetilsulfoksidu
(DMSO), mediju i etanolu, a 183—GK u dimetilsulfoksidu (DMSO) i mediju s Tween-20 kako
bi se postigle koncentracije odredene za tretmane. Dodatno, inhibitor autofagije (3-MA, eng. 3-
Methyladenine) prema podatkovnoj tablici koriSten je u preporucenoj dozi od 5 mM. Konacne
koncentracije DMSO-a nisu prelazile 0,5%, a kona¢ne koncentracije tweena 20 1 etanola nisu

prelazile 0,05%. Stanice su tretmanu izloZene u vremenskom periodu od 24 sata.
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Nakon navedenog vremenskog perioda odredena je stanicna vitalnost i ICso (inhibitorna
koncentracija za 50% stanica) SG-a i 18—GK pomocu XTT testa i Citata mikrotitarskih
plo¢ica. XTT test se bazira na mjerenju stanicne metabolicke aktivnosti kao pokazatelja
stani¢ne vitalnosti prema principu redukcije Zute tetrazolijeve soli u narancastu formazan boju
putem mitohondrijskih dehidrogenaza u HCT 116 stanicama. XTT otopina sastoji se od
reagensa za spajanje elektrona 1 XTT reagensa koji se mijeSaju u omjeru 1:50. Tako
pripremljena otopina nanosi se na tretirane stanice u jazicama mikrotitarske ploce nakon 24 sata
u volumenu od 50 pL na 200 pL medija. Takoder, otopina se nanosi i na jazice koje sadrze
samo medjij te predstavljaju slijepu probu. Mikrotitarska ploc€ica je potom stavljena u inkubator
za stanice u periodu od sat vremena. Kako bi se rezultati XTT testa mogli kvantitativno obraditi
tretirane stanice se nakon sat vremena stavljaju u ¢ita¢ mikrotitarskih ploc¢ica koji uz inkubaciju
na 37 °C mjeri apsorbanciju uzorka na zadanoj valnoj duljini od 450 nm. Citanja su izvedena
tri puta svakih sat vremena nakon nanoSenja XTT otopine uz meduvremenu inkubaciju. 1Cso
vrijednosti izraCunate su aproksimacijom linearnog dijela krivulje te linearnom regresijom.
Dobiveni podaci potom su statisticki obradeni u programima Microsoft Excel te TIBCO

Statistica.

3.4 Izolacija proteina

Stanice su pomo¢u Neubauer komore za brojanje stanica razrijedene do koncentracije 3x10°
stanica po mL te su nasadene unutar Petrijeve zdjelice u 15 mL McCoy 5A medija uz dodatak
L-glutamina, streptomicina, penicilina i FBS-a. Potom su inkubirane u vremenskom periodu od
24 sata kako bi, kao 1 kod testa stani¢ne vitalnosti, dostigle konfluenciju od 80%. Stanice su
zatim u 24-satnom periodu izloZene koncentracijama SG-a koje ne uzrokuju pad vitalnosti vec¢u

od 50%.

Nakon tretmana stanice su zajedno s medijem metodom ,,grebanja“ (eng. scraping) pomocu
strugacCa (eng. cell scraper) s dna Petrijeve zdjelice prikupljene u zasebne epruvete volumena
50 mL ovisno o tretmanu i koncentracijama. Dodatno, zdjelice su dva puta isprane sa 5 mL
PBS-a uz grebanje kako bi se prikupile preostale stanice. Za kontrolu, svaku pojedinu
koncentraciju 1 spoj je prikupljeno 25 mL otopine koja je zatim centrifugirana na 1500 rpm
(revolucija po minuti) 5 minuta. Supernatant je dekantiran, a stani¢ni pelet resuspendiran u 1
mL PBS-a te potom prebacen u epruvete volumena 1,5 mL. Epruvete su ponovo stavljene u

centrifugu na 3200 rpm 6 minuta pri temperaturi 4 °C. Supernatant je ponovo dekantiran, a
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preostali stanicni peleti su resuspendirani u 200 uLL RIPA pufera uz inhibitore proteaza i
fosfataza. Uzorci su postavljeni na led i tresilicu u vremenskom periodu od sat vremena. Stanice
su potom centrifugirane na 1500 rpm sat vremena pri 4 °C. Supernatant, to jest proteinski lizat

prebacuje se u prethodno ohladene epruvete volumena 1,5 mL.

3.5 Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina odredena je koristeci Rapid Gold BCA Protein Assay Kit koja Koristi isti
princip kao BCA metoda (engl. bicinchoninic acid assay) koja se temelji na biuret reakciji, to
jest redukciji bakrovih Cu?" iona do Cu* iona u alkalnom mediju. Za razliku od standardne BCA
metode, Rapid Gold BCA Protein Assay Kit je optimizirana za brzu izvedbu na soboj
temperaturi 1 daje rezultat unutar 5 minuta. Princip ove metode je da u prvom dijelu reakcije
dolazi do stvaranja kelatnog kompleksa proteina s tri ili viSe aminokiselinska ostatka i1 bakrovih
iona. Potom dvije molekule bicinhoninske kiseline (BCA), vrlo osjetljivog i selektivnog
kolorimetrijskog reagensa za detekciju, keliraju sa reduciranim ionom bakra stvaraju¢i BCA-
bakrov ion kompleks koji daje intenzivno narancasto-zlatno obojenje. Prateci protokol metode,
dobiveni lizati proteina nanose se na 96-well ploCicu u duplikatu i volumenu 2,5 uL. Potom se
uzorcima dodaje 22,5 pL. PBS-a dok je slijepu probu predstavljalo 25 pL ¢istog PBS-a. BCA
reagensi A 1 B, pomijeSani u omjeru 50:1, dodani su u uzorcima 1 slijepoj probi u volumenu
200 pL. Potom je plocica inkubirana na sobnoj temperaturi 5 minuta. Pomocu citaca
mikrotitarskih plocica spektrofotometrijski se na 490 nm ocitala apsorbancija uzoraka te su
prema baZdarnom pravcu dobivene koncentracije proteina koje su izjednaene na istu

vrijednost.

3.6 Western blot analiza

Kako bi odredili prisutnost 1 izraZaj proteina u uzorcima koristena je Western blot analiza. Za
navedeno, potrebno je pripremiti poliakrilamidne gelove za SDS-PAGE elektroforezu. Ovisno
o veli¢ini proteina koji se htio dokazati koristeni su gelovi u razli¢itim postocima: 8%, 10%,
12.5% 1 gradijentni gelovi. Gelovi su pripremljeni mijeSanjem Tris-HCI (pH = 8.8 za donji gel,
pH = 6.8 za gornji gel), akrilamida, 20% natrijevog dodecilsulfata (SDS), amonijevog
persulfata (APS) 1 TEMED-a (tetrametiletilendiamin) u razli¢itim volumenima ovisno o
postotku gela. Sljedece, u prethodno tretirane i izolirane uzorke je dodan Laemmli 2x pufer i
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B-merkaptoetanol u omjeru 1:1. Uzorci su potom promijeSani na vorteksu, stavljeni u vodenu
kupelj na 95 °C u period od 5 minuta te ponovo promijesani i centrifugirani. Sada pripremljeni
uzroci su, uz proteinski marker, naneseni na gelove u kadici za elektroforezu koja je izvodena
na 120-180 V u trajanju od 180 minuta pri hladnim uvjetima. Nakon zavrSene elektroforeze,
gelovi su transferirani na PVDF membrane pomoc¢u Trans blot sustava za transfer. Koristen je
poseban transfer pufer koji sadrzi odredeni volumen metanola ovisno o tome koji postotak gela
se koristio. Polusuhi transfer je izveden pri 17 V u periodu od 45 minuta. Potom su membrane
blokirane pomocu mlijeka u prahu bez masti otopljenog u TBS-T-u tijekom sat vremena na
orbitalnoj tresilici. Mlijeko se sa membrana ispiralo tri puta u periodu od deset minuta za svako
ispiranje te su potom na membrane stavljena zeljena primarna protutijela tijekom 2 sata na
sobnoj temperaturi te su ponovo isprane tri puta u periodu od deset minuta. Koristena primarna
protutijela su: PARP, LC3, AMPK, p-AMPK i p21. Nakon toga membrane su inkubirane
odgovaraju¢im HRP-konjugiranim Rabbit IgG sekundarnim protutijelom u periodu od sat
vremena te isprane tri puta u periodu od deset minuta i pripremljene za slikanje. Membrane su
slikane pomoc¢u C-Digit uredaja za slikanje membrana. Kemiluminiscentni signal formiranog
kompleksa protein-protutijelo detektirao se nanoSenjem SignalFire Elite reagensa. Takoder,
prema vidljivom markeru na membrani oznacuju se pozicije izmedu kojih se ocekuje signal s

obzirom na naneseno protutijelo za provjeru mase proteina koji se detektira.

3.7. Odredivanje koncentracije glukoze GOD-POD metodom

Nakon tretmana, a prije izolacije proteina, odredena je koncentracija glukoze u mediju pomoc¢u
GOD-POD metode, to jest Trinder reakcije. Metoda se temelji na oksidaciji glukoze uz pomoc¢
glukoza oksidaze (GOD) na glukonsku kiselinu 1 vodikov peroksid H20,. Kataliticko
djelovanje peroksidaze (POD) na nastali H>O2, uz prisustvo 4-aminoantipirina i fenola, rezultira
formiranjem crvenog kolorimetrijskog indikatora kinonimina. Intenzitet nastale crvene boje
proporcionalan je koncentraciji glukoze te se odreduje spektrofotometrijski mjerenjem pri
valnoj duljini od 500 nm. Za potrebe odredivanje glukoze nakon 24-satnog tretmana iz Petrijeve
zdjelice je izdvojeno 2 mL medija i prebaceno u zasebne epice s obzirom na koriStene
koncentracije. Potom je 10 pL medija stavljeno u kivete uz 1000 pL pripadajuceg reagensa koji
sadrzi fosfatni pufer, 4-aminoantipirin, fenol, glukoza oksidazu 1 peroksidazu. Kao slijepa proba

koristena je destilirana voda 1 reagens, a kao standard ¢isti medij 1 reagens. Potom je za sve
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pripremljene kivete mjerena apsorbancija pri 500 nm te su rezultati statisticki obradeni u

programima Microsoft Excel te TIBCO Statistica.
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4. REZULTATI

4.1. Utjecaj stearil gliciretinata i 18B-gliciretinske Kiseline na stani¢nu vitalnost HCT
116 stanicne linije

Koriste¢i XTT test odreden je utjecaj SG-a i 18B-GK na stani¢nu vitalnost HCT116 stani¢ne
linije nakon 24-satnog tretmana (Grafikon 1). U oba slucaja doslo je do smanjenja stanicne
vitalnost poveéanjem doze tretmana te je odredena ICso vrijednost koja za SG iznosi 35,28 uM,
a za 18B-GK 245,08 uM. Za postizanje ICso vrijednost kod SG bile su potrebne manje doze Sto
posljedi¢no prikazuje vecu ucinkovitost samog spoja te se radi toga daljnje istraZivanje
nastavilo samo sa SG. U daljnjim analizama prema pravilima za dobar rad sa stanicama su
koriStene koncentracije gdje je vitalnost stanica veca od 60% te su odabrane doze 10 uM, 15
uM, 20 uM i 25 uM. Za koncentraciju 10 uM stani¢na vitalnost iznosi 85%, za koncentraciju

15 uM iznosi 78% te za preostale dvije koncentracije stani¢na vitalnost iznosi 71% 1 64%.
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Grafikon 1. Utjecaj stearil gliciretinata i 18f-gliciretinske kiseline na stani¢nu vitalnost
HCT116 nakon 24- satnog tretmana. Navedene vrijednosti su izrazene u obliku srednje
vrijednosti + standardna devijacija.

23



4.2. Koncentracije glukoze nakon 24-satnog tretmana sa stearil gliciretinatom

Glukoza je usko povezana sa prezivljavanjem stanica raka igrajuci vitalnu ulogu u njihovoj
proliferaciji 1 razvoju. Upravo zato je mjerenje koncentracije glukoze u mediju nakon
provedenog tretmana jo$ jedna od primijenjenih metoda za prikazivanje u¢inka SG-a na stanice
raka debelog crijeva. Tretiranje stanica sa stearil gliciretinatom je umanjio mogucnost
iskoriStavanja glukoze u ovisnosti o primijenjenoj dozi (Grafikon 2). Najveca iskoristivost
glukoze pokazana je u kontrolnom uzorku gdje stanice nisu bile izloZene tretmanu. Potrosnja
glukoze se smanjuje primjenom SG-a, ovisno o dozi. Rezultati su prikazani kao potrosnja
glukoze po vitalnoj stanici prema XTT testu za pojedinu dozu. Statisticki najznacajniji u¢inak

uocen je kod posljednje dvije doze 20 uM 1 25 puM S§to je prikazano i na grafikonu u nastavku.
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Potrosnja glukoze po vitalnoj stanici

Grafikon 2. Iskoristivost glukoze nakon 24-satnog tretmana s obzirom na dozu. Navedene
vrijednosti su izrazene u obliku srednje vrijednosti = standardna devijacija. Oznaka *
oznacava statistiCku zna¢ajnu razliku izmedu tretmana i kontrole.
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4.3. Utjecaj tretmana stearil gliciretinatom na promjenu izrazaja proteina apoptoze

4.3.1. PARP

Utjecaj SG-a na aktivaciju procesa apoptoze u HCT 116 stani¢noj liniji istrazen je provodeci

Western blot analizu 1 odredivanjem relativnog izrazaja PARP-a, markera apoptoze.

PARP, poli (ADP-riboza) polimeraza, je obitelj proteina ukljucenih u brojne stani¢ne procese
kao Sto su popravak DNK, genomska stabilnost i programirana stani¢na smrt. Prilikom
aktivacije apoptoze, kaspaze cijepaju PARP (Slika 7). Time nastaje jedan fragment veli¢ine 89
kDa koji nakon cijepanja nema mogucénost vezanja za DNK te drugi fragment veli¢ine 24 kDa
koji ostaje nepovratno vezan za DNK. Nepovratno vezanje za DNK onemogucava djelovanje
PARP-a, to jest popravak ostec¢enih dijelova DNK. Kod svih primjenjivanih doza uocena je
statisticki znacajna promjena u izrazaju necijepanog PARP-a s obzirom na kontrolu (smanjenje
izrazaja oko 20%) (Grafikon 3). Izrazaj koli¢ine cijepanog PARP-a, markera apoptoze, nije se
znacajno mijenjao u usporedbi s kontrolom. Usporedba cijepanja PARP-a s XTT analizom

ukazuje na neki drugi oblik stani¢ne smrti.
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Grafikon 3. Relativni izrazaj PARP-a i cijepanog PARP-a u HCT116 stani¢noj liniji
nakon 24-satnog tretmana sa stearil gliciretinatom. Navedene vrijednosti su izrazene u
obliku srednje vrijednosti = standardna devijacija, a oznaka * oznacava statisticki znacajnu

razliku izmedu grupa kontrole i tretmana.
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Slika 7. Imunoblot prikaz izrazaja PARP-a i cijepanog PARP-a. KoriSteno je primarno

protutijelo na PARP 1 HRP-konjugirano kozje poliklonalno anti-zec¢je IgG sekundarno

protutijelo.

4.4. Utjecaj tretmana stearil gliciretinatom na promjenu izraZaja proteina autofagije i

stani¢nog ciklusa

Utjecaj SG-a na aktivaciju procesa autofagije u HCT 116 stani¢noj liniji istraZen je provodeci

Western blot analizu i odredivanjem relativnog izrazaja sljedecih proteina: LC3, AMPK, p-

AMPK i p21.

4.4.1. LC3

Imunoblot analizom LC3 protein se o€itava izraZajem njegova dva oblika LC3-I11 LC3-II (Slika
8). U slucaju aktiviranog procesa autofagije LC3-I protein prelazi u LC3-II oblik koji se nalazi
na membrani autofagosoma te je izrazaj LC3-II oblika ve¢i u odnosu na LC3-1. Upravo takav
izrazaj je dobiven nakon tretmana sa SG-om. Izrazaj proteina LC3-I 1 LC3-II statisticki se
znacajno mijenja ovisno o primijenjenoj dozi SG-a. LC3-II, marker autofagije poviSen je u svim
primjenjivanim dozama u usporedbi s kontrolom. LC3-I takoder je povisen u svim skupinama

tretiranim SG-om, s najveéim izrazajem u dozi 15 uM, te padom u visim dozama ukazujuc¢i na

proces aktivacije autofagije (Grafikon 4).
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Grafikon 4. Relativni izrazaj LC3-1 i LC3-II u HCT116 stani¢noj liniji nakon 24-satnog
tretmana sa stearil gliciretinatom. Navedene vrijednosti su izrazene u obliku srednje
vrijednosti + standardna devijacija, a oznaka * oznacava statisti¢ki znacajnu razliku izmedu

kontrole 1 tretmana.

14 kDa - LC3-I
15 kDa LC3-I1

Slika 8. Imunoblot prikaz izrazaja LC3-I i LC3-II. KoriSteno je primarno protutijelo na

LC3 i HRP-konjugirano kozje poliklonalno anti-ze¢je IgG sekundarno protutijelo.
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4.4.2. AMPK

Pri niskim razinama energije stanice snizene su razine ATP-a u stanici te posljedicno tome
povecan je omjer AMP/ATP. Radi navedenih uvjeta dolazi do fosforilacije AMPK u njegov
aktivni oblik p-AMPK koji potom pokrece proces autofagije. Kod svih tretmana koncentracija
SG-a bila je dovoljna da izazove aktivaciju AMPK i pokrene proces autofagije prikazan gore
izrazajem LC3-I/II. Najve¢i omjer p-AMPK/AMPK prisutan je kod doze SG od 25 uM

ukazujuéi na snizavanje razina ATP-a u stanicama (Grafikon 5).
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Grafikon 5. Relativni izrazaj p-AMPK i AMPK u HCT 116 stani¢noj liniji nakon 24-
satnog tretmana sa stearil gliciretinatom. Navedene vrijednosti su izraZzene omjerom p-
AMPK/AMPK u obliku srednje vrijednosti + standardna devijacija, a oznaka * oznacava

statisti¢ki znacajnu razliku izmedu kontrole i tretmana.
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63 kDa

63 kDa

Slika 9. Imunoblot prikaz izrazaja p-AMPK i AMPK. KoriSteno je primarno protutijelo na

oba proteina i HRP-konjugirano kozje poliklonalno anti-ze¢je IgG sekundarno protutijelo.

4.4.3. p21

Glavni posrednik tumor supresorskog gena p53, p21, ima smanjeni izrazaj kod stanica raka.
Nakon 24-satnog tretmana SG-om izraZaj p21 znacajno se promijenio u svim ispitivanim
dozama §to nam ukazuje na sposobnost SG-a da povecanjem izrazaja p21 doprinosi inhibiciji
napredovanja stani¢nog ciklusa te rezultira suzbijanjem proliferacije stanica raka debelog
crijeva (Grafikon 6). Sposobnost SG-a da regulira p21 ukazuje na antiproliferacijski uc¢inak na

stanice raka debelog crijeva.
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Grafikon 6. Relativni izrazaj p21 u HCT116 stani¢noj liniji nakon 24-satnog tretmana sa
stearil gliciretinatom. Navedene vrijednosti su izrazene u obliku srednje vrijednosti +
standardna devijacija, a oznaka * oznacava statisticki znacajnu razliku izmedu kontrole i

tretmana.

21 kDa ek L I

Slika 10. Imunoblot prikaz izrazaja p21. KoriSteno je primarno protutijelo na oba proteina i

HRP-konjugirano kozje poliklonalno anti-ze¢je IgG sekundarno protutijelo.
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4.5. Inhibicija autofagije

Kako bi pokazali da li je autofagija aktivirana SG-om cititoksi¢na ili citoprotektivna, koristili
smo 3-MA koji inhibira stvaranje autofagosoma inhibirajuci djelovanje fosfatidilinozitol 3-
kinaza (PI3K). PI3K igraju vaznu ulogu u kontroli aktivacije mTOR-a, klju¢nog regulatora
autofagije te sukladno s time primjenom 3-MA inhibira se autofagija. Prema grafikonu 7
vidljivo je da se vitalnost stanica smanjila u skupinama SG 15 uM 1 SG 20 uM uslijed tretmana
sa SG-om koji aktivira proces autofagije. U slijedece dvije skupine stanice su tretirane sa SG-
om uz dodatak inhibitora autofagije, 3-MA. U navedenim skupinama primjecuje se statisticki
znacajno veci postotak vitalnosti stanica posto je 3-MA svojim djelovanjem inhibirao aktivaciju
autofagije. Primjenom 3-MA dokazalo se da SG doista aktivira cititoksi¢nu autofagiju posto se

u slucaju primjene inhibitora vitalnost stanica povecala.
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Grafikon 7. Prikaz vitalnosti stanica nakon primjene inhibitora autofagije 3-MA.
Navedene vrijednosti su izrazene u obliku srednje vrijednosti & standardna devijacija.Oznaka
* oznacava statisti¢ki znacajnu razliku izmedu kontrole i tretmana, a oznaka # izmedu

tretmana te 3-MA 1 tretmana.
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5. RASPRAVA

Rak debelog crijeva je najc¢esce dijagnosticiran medu ukupnim brojem karcinoma u Republici
Hrvatskoj te predstavlja drugi naj¢es¢i uzrok smrti od raka. KirurSka resekcija u kombinaciji s
kemoterapijom ili radioterapijom trenutno je primarna terapija za karcinom kolona. Pove¢ana
incidencija karcinom kako kod starije tako 1 kod mlade populacije pobudila je interes za novim
pristupima lije¢enja. Tradicionalni kemoterapeutici nemaju mogucénost selektivnog djelovanja
uzrokujuéi istovremeno oStec¢enje zdravih stanica prilikom njihove primjere. Pojava remisija i
brojnih nuspojava prilikom njihove primjene potaknula je znanstveni svijet za otkrivanjem
novih kombiniranih pristupa lije¢enja medu kojima su fitokemikalije i njihovi derivati koji se
uz terapeutsku primjenu mogu koristiti i kao preventivna sredstva. Trenutni kombinirani
kemoterapijski rezim baziran je na primjeni irinotekana uz 5-fluorouracil i leucovorin jo§
poznat i kao FOLFIRI. Ovisno o stadiju karcinom takoder se primjenjuje kombinacija
irinotekana, oksaliplatina i 5-FU-a (FOLFOXIRI) ili irinotekan u kombinaciji s kapecitabinom
(XELIRI). Istrazivanje koje je promatralo terapijski ucinak baziran na irinotekanu u
kombinaciji sa biljnim lijjekovima kao komplementare i alternativne terapije pokazali su
vrhunske performanse u poboljSanju pacijenata. (41) Kemijski sastav biljnih lijekova je slozen,
a daljnja istrazivanja trebala bi se usredotociti na karakterizaciju bioaktivnih spojeva s

terapijskim u€incima i njithove mehanizme djelovanja.

U ovom radu istrazena su djelovanja 18B-gliciretinske kiseline i njezinog estera, stearil
gliciretinata, kao derivata glicirizinske kiseline, glavne aktivhe komponente biljke sladi¢.
Ucinak 18B-GK i SG-ana HCT 116 stani¢nu liniju dokazan je koriste¢i XTT test, Western blot
analizu, GOD-POD metodu te inhibitor autofagije 3-MA. Nakon provedenog XTT testa
dokazana je bolja ucinkovitost SG-a u odnosu na 18B-GK jer se primjenom manjih doza
postigao bolji ucinak na vitalnost HCT 116 stanica, to jest pri manjim dozama je postignuta
ICso. Radi toga daljnje istraZivanje molekularnih mehanizama djelovanja na stanice raka
debelog crijeva nastavljeno je samo sa SG-om. Nakon provedenog tretmana,
spektrofotometrijski je ispitana potroSnja glukoze. Opsezne studije potvrdile su da je
metabolicko reprogramiranje glukoze, koje igra vitalnu ulogu u proliferaciji, invaziji 1
metastazama stanica raka, usko povezano s prezivljavanjem stanica raka. (42) Rezultati ovog
istrazivanja prikazuju smanjenje potrosnje glukoze pove¢anjem doze te ukazuju na djelovanje
SG-a na nac¢in da ometa metabolizam glukoze u stanicama raka. Kako bi se uvidio molekularni

mehanizam putem kojeg SG djeluje na stanice raka, aktivira li kod stanica procese apoptoze,
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autofagije, inhibicije stanicnog ciklusa ili neki drugi, provedena je Western blot analiza na

ciljanim proteinima.

Protein PARP ima dobro istrazenu ulogu u popravku ekscizije baze; to je jedan od primarnih
mehanizama popravka osteCenja DNA wuzrokovanih endogenim procesima, kao i onih
uzrokovanih egzogenom izlozenos¢u kemikalijama i zracenjem. U trenutnom istrazivanju
pokazano je kako SG ovisno o primjenjenoj dozi inhibira izrazaj necijepanog PARP-a oko 20%.
Istrazivanja su dokazala da PARP inhibitori pojacavaju ucinke razlicitih kemoterapija. Postoji
niz inhibitora koji se koriste za proucavanje izrazaja PARP-a kao $to su endogeni purini
(hipoksantin i inozin) ili egzogene molekule poput derivata kofeina i derivata tetraciklina.
PARP inhibitori pokazali su u¢inkovitost kod karcinoma dojke povezanog s BRCA mutacijom.
BRCA1 i BRCA2 su proteini vazni za popravak dvolananih DNA prekida homolognim
rekombinacijskim popravkom. Kada je gen za jedan od ovih proteina mutiran, promjena moze
dovesti do pogresaka u popravku DNA koje na kraju mogu uzrokovati karcinom. Lijekovi koji
inhibiraju PARP uzrokuju stvaranje viSestrukih dvostrukih prekida, a kod karcinoma s
mutacijama BRCA1 i BRCA2 ovi dvostruki prekidi ne mogu se ucinkovito popraviti, $to
dovodi do smrti stanica. Normalne stanice koje ne repliciraju svoju DNK tako ¢esto kao stanice
raka 1 kojima nedostaje mutirani BRCA1 ili BRCA?2 jos uvijek imaju homologni popravak, $to

im omogucuje da prezive inhibiciju PARP-a. (43)

Glavno obiljezje apoptoze je proteoliticko cijepanje i inaktivacija PARP-a u fazi izvrSenja
stanicne smrti. Tijekom apoptoze kaspaze cijepaju PARP na fragment koji viSe nema
mogucnost vezanja za DNK (89 kDa) i fragment koji nepovratno ostaje vezan na DNK (24
kDa) ¢ime onemogucava djelovanje PARP-a 1 popravak DNK. (44) Western blot analizom u
ovom istraZzivanju pokazano je da izrazaj cijepanog PARP-a nije statisti¢ki znacajno razli¢it u
usporedbi s kontrolom $to nam ukazuje da stanice nisu aktivirale apoptozu u tretmanu SG-om.
Takoder, izostankom aktivacije apoptoze 1 provedenim XTT testom zakljucujemo da se radi o

drugom obliku stani¢ne smrti.

Autofagija igra dinamicnu ulogu u karcinomima pokazuju¢i i anti-karcinogene i pro-
karcinogene ucinke ovisno o razli¢itim c¢imbenicima, ukljucujuéi stadij tumora i tkivo
podrijetla. Autofagija moZe suzbiti onkogenezu uklanjanjem oSte¢enih organela u
transformiranim stanicama i zastititi ith od oksidacijskog stresa, §to rezultira naknadnom
stabilizacijom genoma 1 prevencijom maligne transformacije. No takoder, autofagija moze
izazvati prilagodbu stanica raka na stani¢ni stres induciran primjernom kemoterapije $to im

omogucuje stjecanje otpornosti na kemoterapeutike. (45) Pojedina istrazivanja pokazuju da
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autofagija djeluje kao mehanizam suzbijanja razvoja tumora smanjenjem oSteCenih stani¢nih
dijelova i1 proteina te odrzavanjem stanicne homeostaze. Anti-karcinogeno djelovanje
autofagije uoceno je kod karcinoma dojke, debelog crijeva, prostate i jajnika. (46-49) Medutim,
nekoliko studija pokazuje da autofagija djeluje na promicanje prezivljavanja karcinoma i rasta
uznapredovalih  karcinoma. Autofagija doprinosi prezivljavanju tumorskih stanica
povecavajuci toleranciju na stres i opskrbljujuci ih hranjivim tvarima kako bi se zadovoljili
metabolicki zahtjevi tumora. Ovakvo djelovanje autofagije uoceno je kod specifi¢nih oblika

karcinoma pluca 1 gusterace. (50, 51)

U ovom istrazivanju Western blot analizom ispitali su se proteini koji igraju klju¢nu ulogu u
aktivaciji 1 procesu autofagije. LC3 protein je osnovna komponenta unutarnje i vanjske
membrane autofagosoma radi ¢ega se koristi kao prikladan marker za proces autofagije.
Takoder, izraZzaj LC3 u stanicama raka moZe sluZiti kao prognosticki marker za prezivljavanje
pacijenata s KRK-om. Wu i sur. istrazivanjem su pokazali da visoki izrazaj LC3 moze djelovati
kao supresor karcinoma i biti pozitivno povezan s dugoro¢nim prezivljenjem pacijenata s KRK-
om. Naime, provedeno je prac¢enje 202 bolesnika s KRK-om te se Kaplan-Meierova analizom
utvrdilo da je LC3 prognosticki parametar gdje su petogodiSnje stope prezivljavanja bolesnika
s pozitivnim izrazajem LC3 iznosile 64,3%, odnosno 32,1% s negativnim izrazajem LC3. (52)
Medutim, prema pojedinim istraZzivanjima prekomjerni izrazaj LC3 bio je u korelaciji s loSom
prognozom pacijenata s karcinomima dojke (53) i jajnika (54). Primjena SG-a na HCT 116
dovela je do povecanog izrazaja LC3-II proteina koji se nalazi na membrani autofagosoma

prema ¢emu znamo da je SG u stanicama raka inducirao autofagiju.

U regulaciji procesa autofagije sudjeluje i AMPK koji je takoder bio dio Western blot analize
ovog rada. AMP-aktivirana protein kinaza (AMPK) je senzor stani¢ne energije koji se moze
aktivirati dodavanjem fosfatne skupine kao posljedice metabolickog stresa koji iscrpljuje ATP
1 tako povecava omjer AMP/ATP. PoviSeni izrazaj p-AMPK dovodi do inhibiranja mTOR puta,
¢ija je uloga inhibicija procesa autofagije, to jest pokrece proces autofagije. Upravo je poviseni
izrazaj rezultat koji je dobiven tijekom provodenja istrazivanja ¢ime je dodatno potvrdeno da
su HCT 116 stanice uSle u proces autofagije. No, prema dostupnim podacima, primijeceno je
da AMPK, kao 1 LC3, moze igrati dvostruku ulogu tijekom karcinogeneze, ovisno o kontekstu.
U odredenim uvjetima i u odredenom stadiju karcinogeneze AMPK moze igrati ulogu u
sprjeCavanju nastanka tumora. (55) Medutim, sve viSe dokaza ukazuje na to da je AMPK
vjerojatno vazniji za prezivljavanje stanica raka i1 mati¢nih stanica raka reprogramiranjem

njihovog metabolizma kako bi se prilagodili njithovoj nekontroliranoj prirodi i bolje se nosili s
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unutarnjim 1 vanjskim metabolickim stresom. AMPK mozZe imati pro-karcinogene ucinke
ukljucivanjem alternativnih metabolickih putova ukljucujuéi mitofagiju i oksidaciju masnih

kiselina. (56)

Dodatno, Western blot analizom ispitan je izrazaj proteina koji sudjeluje u regulaciji stani¢nog
ciklusa, p21. Gubitak izrazaja p21 poti¢e genomsku nestabilnost, ¢ime se povecava vjerojatnost
razvoja karcinoma. Osim toga, povecanje izrazaja p21 doprinosi inhibiciji napredovanja
stani¢nog ciklusa, §to rezultira suzbijanjem rasta stanica karcinoma debelog crijeva. Jedno od
istrazivanja dokazalo je sposobnost katehina da inhibira rast SW480 stani¢ne linije karcinoma
debelog crijeva na temelju indukcije izrazaja p21, Sto je potvrdeno i u drugim staniénim
linijama kolorektalnog karcinoma. (57, 58) Paralelno sa spomenutim istrazivanjem, primjena
SG-a na HCT 116 stani¢nu liniju uzrokovala je povecani izrazaja p21 proteina te posljedi¢no
inhibiciju proliferacije stanica. S obzirom na vazne uloge u regulaciji stani¢nog ciklusa i
putovima popravka DNK, ciljanje izrazaja p21 predstavlja jednu od mogucih opcija u terapiji

karcinoma.

Jedan od nacina kojim se moze ispitati je li autofagija inducirana tretmanom protektivna ili
citotoksi¢na je primjena inhibitora autofagije poput 3-MA. Zhang i sur. 2022. godine proveli
su istraZivanje na stani¢nim linijama LOVO 1 SW480, rak debelog crijeva. Stanice tretirane 3-
MA imale su znacajno smanjene omjere LC3-II/LC3-I §to nam sugerira da inhibicija autofagije
od strane 3-MA potie migraciju 1 invaziju stanica raka debelog crijeva. (59) U ovom
istrazivanju sa SG-om spektrofotometrijski je mjerena vitalnost stanica nakon primjene
tretmana te kombinacije tretmana 1 3-MA. Ve¢i postotak vitalnost imale su stanice na koje je
primijenjena kombinacija §to nam ukazuje na sposobnost 3-MA da inhibira autofagiju inace
izazvanu djelovanjem SG-a i dokazuje kako je autofagija inducira SG-om bila klju¢na za

smanjenje vitalnosti stanica.

Prilikom novih terapijskih strategija KRK-a usmjerenih na proces autofagije, posebnu
pozornost treba posvetiti specificnom tipu, stadiju 1 metabolickim karakteristikama KRK-a.
Tijekom KRK-a, autofagija moZe ili potaknuti prezivljavanje raka ili uzrokovati smrt stanica
raka. Naglasava se C¢injenica da autofagija sluzi 1 za zaStitu organizama od razvoja drugih
bolesti, uklju€ujuéi upalna stanja i neurodegeneraciju te inhibicija autofagije stoga moze biti
korisna, ali takva terapija moZe istovremeno imati Stetne ucinke na normalna tkiva.
Kombinacijski terapijski pristupi imaju veliki potencijal u lijecenju kolorektalnih karcinoma,
stoga ¢e bolje razumijevanje molekularnih mehanizama apoptoze 1 autofagije biti klju¢no u
identificiranju novih primjena lije¢enja KRK-a. Niti jedna vrsta karcinoma, ukljucuju¢i KRK,
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ne moze se lijeciti primjenom jedinstvenog pristupa, stoga je kombinirani napor najvjerojatniji
put do uspjesne prevencije i lijeCenja KRK-a. Nove eksperimentalne terapije koje koriste
prirodne i modificirane bioloske lijekove inspirirane derivatima iz carstva biljaka bogat su izvor
potencijalnih anti-karcinogenih terapeutika. Takoder, nuzno je istraziti mehanizme autofagije
kao potencijalno ucinkovite terapijske strategije u anti-karcinogenoj terapiji. Daljnja
istrazivanja potrebna su kako bi se pokazala uc¢inkovitost SG-a na in vivo modelima i u

klini¢kim istrazivanjima.
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6. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja te obradenim i prikazanim rezultatima, doneseni su sljedec¢i

zakljucci:

1. SG i 18B-GK umanjuju stani¢nu vitalnost HCT 116 stanica ovisno o dozi.

2. SG djelyje ucinkovitije u manjim dozama na smanjenje stani¢ne vitalnosti HCT 116
stanica u usporedbi s 183-GK.

3. Primjena SG-a uzrokovala je smanjenu potro$nju glukoze u stanicama u usporedbi s
kontrolom.

4. Smanjeni izrazaj PARP-a i1 odsutnost njegovog cijepanja u usporedbi s kontrolom
ukazuje na to da stani¢na smrt putem apoptoze nije aktivirana u tretmanima SG-om.

5. Primjena SG-a smanjuje proliferacijski potencijal stanica Sto je pokazano povecanjem
izrazaja inhibitora stani¢nog ciklusa, p21.

6. SG inducira aktivaciju autofagije Sto je prikazano analizom izraZaja proteina LC3 i
AMPK.

7. Primjenom inhibitora autofagije, 3-MA, uz tretmane povecava se postotak vitalnih

stanica Sto dokazuje da SG uzrokuje citotoksi¢nu autofagiju.
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