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Citotoksi¢no delovanje ekstrakata biljke S. scardica na tumorske celije u

in vitro uslovima

Rezime

Sideritis scardica Griseb, Lamiaceae (Sarplaninski ¢aj) je endemska biljka Balkanskog
poluostrva, koja se tradicionalno koristi za lecenje astme, bronhitisa, gastri¢nih i
reumatskih tegoba. Cilj ovog istrazivanja je bio da se ispita citotoksi¢ni efekat
razli¢ito frakcionisanih ekstrakata na tumorskse celijske linije: humane
promijelocitne leukemije HL-60, miSjeg melanoma B16 i pacovskog glioma C6 u in
vitro uslovima. Rezultati su pokazali znacajan citotoksic¢ni efekat ekstrakta S. scardica
na sve testirane tumorske linije Pokazano je da se medu identifikovanim, aktivnim
jedinjenjima, flavonoidima apigeninu i luteolinu moze pripisati odgovornost za
citotoksi¢nost ekstrakata. Posebno je znacajno da ovi ekstrakti nisu bili toksi¢ni za
primarne pacovske astrocite i mononuklearne celije periferne krvi coveka.
Mehanizam citotoksi¢nosti koju su dietil-etarski i etil-acetatni ekstrakt S.scardica
ispoljili prema tumorskim c¢elijskim linijama je kompleksan i ukljucuje indukciju
apoptoze, autofagije i zastoja u celijskom ciklusu. Dietil-etarski i etil-acetatni
ekstrakt, kao i citotoksi¢ne fenolne komponente apigenin i luteolin indukuju
AMPK/Akt/mTOR nezavisnu autofagiju u tretiranim C6 celijama glioma.
Kombinovana primena karmustina i ekstrakata, dovodi do smanjenja citotoksi¢nosti
karmustina prema C6 celijama. Sa druge strane, C6 celije tretirane netoksi¢nim
dozama dietil-etarskog i etil-acetatnog ekstrakta, postaju znatno osetljivije na
delovanje UV zracenja. Za razliku od njih, primarni astrociti, tretirani istim dozama
ekstrakata postaju rezistentniji na UV zracenje.

Imajuci u vidu bogatsvo flavonoidima i mnogostruke mehanizme antitumorskog
delovanja S. scardica bi mogla da se ubroji u tzv. funkcionalnu hranu sa

hemopreventivnim svojstvima.

Kljuéne reci: ekstrakti, S. scardica, apoptoza, autofagija



Cytotoxic effect of Sideritis scardica extracts against tumor cells in vitro

Abstract

Sideritis scardica (Mountain tea) is endemic plant of Balcan Peninsula traditionally
used to cure asthma, bronchitis, rheumatic disorders and gastric complaints. The aim
of this study was to investigate cytotoxic effect of different S. scardica extracts on
tumor cell lines: human promyelocitic leukemia HL-60, mouse melanoma B16 and
rat glioma C6. The results showed significant cytotoxic effect of diethyl ether and
ethyl acetate extracts on all tested tumor lines. As main active principles, flavonoids
apigenin and luteolin were identified. Additionally, extracts were not toxic for either
rat astrocytes in primary cultures, and human peripherial blood mononuclear cells.
The mechanism of citotoxicity is rather complex and includes apoptosis and
autophagy induction, as well cell cycle arrest. Diethyl ether and ethyl acetate
extracts, as well cytotoxic compound apigenin and luteolin induced
AMPK/Akt/mTOR independent autophagy in treated glioma cells. The
combinatorial use of carmustine and extracts, lead to a decreassed toxicity of
carmustine against C6 cells. C6 cells treated with non-toxic dooses of extracts were
more susceptible to UV light induced cytotoxicity. Contrary, rat astrocytes in
primary cultures, treated with the same concentrations of extracts, were more
resistant to UV irradiation.

Considering rich flavonoid content, as well as multiple mechanisms underlying their
antitumor actions, S scardica could be regarded as functional food with

chemopreventive properties.

Key words: extracts, S. scardica, apoptosis, autophagy
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1. UVOD

1.1. Sideritis vrste: geografska rasprostranjenost i taksonomske

karakteristike

Rod Sideritis fam. Lamiaceae obuhvata vise od 150 jednogodisnjih i
viSegodisnjih biljaka, koje su Siroko rasprostranjne na Mediteranu, Madeiri i
Kanarskim ostrvima.

Naziv roda potice od grcke reci sideros (gvozde), a odnosi se na drevnu
upotrebu biljke za pospeSivanje zaceljivanja rana nastalih oruzjem
napravljenim od gvoZzda (Gonzalez-Burgos i sar., 2011).

Rod Sideritis ima vrlo slozenu taksonomsku klasifikaciju zbog visoke stope
hibridizacije izmedu vrsta. Rod Sideritis je podeljen u dva podroda: Sideritis
(evropske wvrste) i Marrubiastrum (makaronezijske vrste). Podrod
Marrubiastrum obuhvata 24 viSegodiSnje vrste rasprostranjene na 10 ostrva:
Madeiri i Kanarskom arhipelagu.

Podrod Sideritis, obuhvata oko 125 jednogodisnjih i viSegodisSnjih vrsta, koje
su podeljene u 4 sekcije: Hesiodia, Burgsdorffia, Sideritis i Empedoclia. (Bojovic i
sar., 2011).

U Srbiji postoji samo jedna vrsta roda Sideritis-S.montana (Dikli¢ 1974), ali
zbog njenih prooksidansih osobina se ne koristi u tradicionalnoj medicini
(Koleva i sar., 2003).

Sideritis scardica Griseb. (Sarplaninski c¢aj) je endemska biljka Balkanskog
poluostrva iz Empedoclea sekcije, rasprostranjena u regionu Sar planine, u

Grckoj, Bugarskoj, Turskoj, Albaniji i Makedoniji.



1.1.1. Upotreba Sideritis vrsta u tradicionalnoj medicini

Terapijska upotreba Sideritis vrsta se po prvi put spominje u Dioskoridovoj
knjizi "De materia medica™", koja je napisana joS u prvom veku nove ere.
Upotreba dekokta ili infuza napravljenih od nadzeminih delova Sideritis vrsta
Siroko je rasprostranjena u narodnoj medicini medutim, u poslednje vreme,
sve ceSce se na trziStu pojavljuju preparati koji sadrze Sideritis vrste. U
tradicionalnoj medicini se najvise koriste zbog svog antiinflamatornog,
antimikrobnog, spazmolitickog i antireumatskog delovanja.

U Turskoj, gde su Sideritis vrste poznate pod imenom ,,dag cayi, yayla cayi,, i
u Gr¢koj, nadzemni delovi biljke se vrlo Siroko koriste za pripremu biljnih
lekova i cajeva. Caj, koji se obi¢no servira sa medom i limunom, dobro je
poznat po svojoj specificnoj aromi, vrlo prijatnom ukusu i karakteristi¢noj
zutoj boji, a uglavnom se koristi protiv gastrointestinalnih bolesti, kao Sto su
bol u stomaku, loSe varenje, nadutost, zatim za olakSavanje simptoma
prehlade, ukljucujué¢i temperaturu, kijavicu, bol u grlu, kao roborantno i
diureticko sredstvo (Bojovié i sar., 2011). Na planini Taurus u Turskoj, smesa
napravljena od S. psidica, je¢menog brasna, luka i katrana od bora, koristi se
kao obloga za olakSavanje stomacnog bola (Yesilada i sar., 1995). Infuz
napravljen od listova i cvetova vrste S. leptoclada se zbog svoj ekspektoransnih
osobina koristi za lecenje prehlade u zapadnoj Anatoliji (Turska) (Kargioglu i
sar., 2008). Endemska S. trojana je jedna od najceSce koriséenih biljnih sirovina
u oblasti svetih planina-Mount Ida (planina bogova), za lecenje gusobolje, ¢ira
i ,,grudnih bolesti,, (Celik i sar., 2008)

U Spanskoj narodnoj medicini Sideritis vrste su poznate kao ,,rabo de gato,, ili
.»,zaharena,, i koristi se najvise zbog svojih gastroprotektivnih svojstava, a
ulaze u sastav mnogih preparata zbog antiinflamatornog i antireumatskog
delovanja (Gonzéalez-Burgos i sar., 2011), dok se vodeni ekstrakt biljke koristi
kao dezinficijens i sredstvo za zaceljivanje rana i opekotina. Na Maderi i Porto
Santo ostrvima infuz napravljen od S. candicans koristi se za lecenje bronhitisa

i crevnih bolesti (Rivera i sar., 1995). U regiji Nijar-Cabo de Gata, u



jugoisto¢noj Spaniji S. granatensis se Koristi protiv bola u ledima, infekcija oka
i kao stimulator apetita, dok se u kombinaciji sa tamjanom, Kkoristi kod
oStecenja jetre (Bojovic i sar., 2011). Vrsta S. foetens, sama, ili u kombinaciji sa
S. angustifolia se tradicionalno koristi za olakSavanje menstrualnih tegoba, dok
se S. tragoriganum koristi kao sredstvo za lecenje rana, problema sa varenjem i
infekcija urinarnog trakta (Gonzalez-Burgos i sar., 2011). U regionu Kalabrije
u Italiji lis¢e S. syriaca se koristi za zaustavljanje krvarenja kod posekotina
(Leporatti ii sar., 2007). U Bugarskoj, infuz napravljen od S. scardica koristi se
kao ekspektorans kod pluénog emfizema i za lecenje angine pektoris
(lvancheva i sar., 2000). Pored toga, u Bugarskoj, ¢aj nazivaju “Bugarskom

viagrom”, aludirajuci na afrodizijacka svojstva ¢aja.

1.1.2. Aktivni principi Sideritis vrsta

U Sideritis vrstama identifikovan je veliki broj razli¢itih hemijskih jedinjenja,
kao Sto su: terpeni, flavonoidi, etarska ulja, iridoidi, kumarini, lignani i steroli.
Diterpeni, flavonoidi i etarska ulja nalaze se skoro u svim vrstama roda

Sideritis i glavni su nosioci farmakoloskog delovanja.

1.1.2.1. Flavonoidi

Flavonoidi (lat. flavus-zut) su Siroko rasprostranjeni sekundarni metaboliti
biljaka, koji imaju brojne funkcije. Oni su veoma vazni biljni pigmenti, od
kojih potice boja cvetova, a sluze da privuku insekte opraSivace. Takode,
sluze da Stite biljke od fotosintetickog stresa indukovanog ultraljubicastom
svetloséu, kao hemijski glasnici i fizioloski regulatori.

Flavonoidi imaju opStu C6-C3-C6 strukturu, u kojoj su dva C6 prstena
fenolske prirode (A i B). Dalje se mogu podeliti u antocijanine, flavan-3-ole,

flavone, flavanone i flavonole (Tsao, 2010).



Rod Sideritis je dosta bogat flavonoidima. Ustanovljena je korelacija izmedu
tipa flavonoida i njegove geografske rasporostranjenosti: 5, 6, 7-trioksi flavoni
(cirsimartinin, salvigenin, nepetin) dominiraju u Makaronezijskim vrstama,
dok su 5, 6, 7, 8-tetraoksi flavoni (sideritoflavon, ksantomikrol, gardenin)
znatno viSe zastupljeni u Mediteranskim vrstama (Gil i sar., 1993).
Rasprostranjenost flavonskih glikozida je od interesa i sa taksonomskog
stanovista. Tako na primer, 8-hidroksi flavonski glikozidi su narocito
karakteristicni za neke sekcije Sideritis-a, kao Sto su Marrubiastrum sekcija, za
razliku od sekcija Empedocleopsis i Creticae (Bojovi¢ i sar., 2011). Medu
Iberijsko-severno-Africkim vrstama, vrste sekcije Sideritis takode se
karakteriSsu akumulacijom 7-glikozida i 8-hidorksi flavona (izoskutelaerin,
hipolaetin i njihovi metil estri). Makedonske i bugarske Sideritis vrste
(S.scardica i S. raeseri) sadrze hidroksicimetne kiseline, feniletanoidne
glikozide, i acetilisane i neacetilisane 7-O-glikozide flavonoida. 1zolovano je
dva tipa flavona: 8-hidroksi (hipolaetin, izoskutelarein i njihovi metoksi
derivati) i 5, 7-dihidroksi (apigenin i luteolin). Svi nadeni flavonoidni
glikozidi bili su 7-O-alozil-(1, 2)-glikozidni derivati 5,8-dihidroksi flavona, sa
razli¢itim supstituentima u B prstenu (Kostadinova i sar., 2007). S. scardica i S.
raeseri razlikuju se medusobno po sastavu derivata hidroksicimetne kiseline i
7-O-glikozida flavonoida. Feruloilkina Kkiselina detektovana je samo u
metanolskom ekstraktu S. raeseri, dok 7-O-glikozidi flavonoida nisu bili
detektovani. U vedini vrsta koje su rasprostranjene na Balkanskom
poluostrvu, preko 90% ukupnog fenolskog sadrzaja cine fenil-etanoidni
glikozidi i flavonoidni acetil-glikozidi, dok su znacajno manje zastupljeni

hidroskicimetne kiselina i 7-O-glikozidi flavonoida (Petreska i sar., 2011).

1.1.2.2. Terpeni

Terpeni su vrlo raznolika grupa hemijskih jedinja, koje produkuju mnoge

biljke, a narocito cetinari. Derivati su izoprena (CsHsg), a mogu biti linearni ili



razgranati, sa razli¢itim brojem izoprenskih jedinica i imaju opStu formulu
(CsHg)n.  Hemijskim modifikacijama terpena, npr. oksidacijom ili
rearanziranjem ugljeni¢nog skeleta nastaju terpenoidi, poznati i pod nazivom
izoprenoidi. Terpeni se dele u odnosu na broj izoprenskih jedinica, koje imaju
u svom sastavu. Hemiterpeni imaju jednu izoprensku jedinicu. Sam izopren je
jedini hemiterpen, ali su poznati brojni derivati-hemiterpenoidi, kao Sto su
prenol i izovalerijanska kiselina. Monoterpeni u svom sastavu imaju 2
izoprenske jedinice (npr. geraniol, limonen) dok seskviterpeni imaju 3
izoprenske jedinice (farnezol). Diterpeni u svom sastavu imaju 4 izoprenske
jedinice, derivati su geranil-geranil pirofosfata i imaju brojna farmakoloska
dejstva.

U Sideritis vrstama najzastupljeniji su razlic¢iti diterpeni; izolovano je najmanje
160 razlicitih diterpena (Piozzi i sar., 2006). Diterpeni su po prvi put izolovani
iz vrste S. italica, dok je prisustvo diterpenoida kasnije potvrdeno u mnogim
vrstama, narocito u onima koje rastu na Iberijskom poluostrvu i Kanarskim
ostrvima (Gonzalez-Burgos i sar., 2011.). Detaljnijom analizom
diterpenoidnog sastava razlicitih Sideritis vrsta otkriveno je da su kurenski
diterpeni iskljucivo prisutni u vrstama rasprostranjenim u isto¢noj i centralnoj
mediteranskoj zoni (Turska, Grcka i Italija), dok vrste koje rastu na zapadnom
Mediteranu i u regionu Makaronezije sadrze diterpene sa razlicitim
ugljovodoni¢nim skeletom (ent-kaureni, labdan, atisen, pimaran, bejeran,
trahiloban, rozan) (Bojovic i sar., 2011). U Siedritis vrstama najceSc¢e se nalaze
sledec¢i kaurenski diterpenski derivati: foliol, sidol, linearol, sideridiol i
izolinearol. Prisustvo razlic¢itih vrsta diterpenoida Kkoristi se kao

hemotaksonomski marker (Gomez-Serranillos i sar., 1998).

1.1.2.2. Etarska ulja

lako je familija Lamiaceae poznata po prisustvu etarskih ulja, u Sideritis

vrstama se ne nalaze u velikim koli¢cinama. Analizom etarskih ulja moguce je



zapaziti veliki polimorfizam medu populacijama Sideritis-a, a zaklju¢eno je da
postoje nove vrste, hemijski varijeteti i hibridi. Baser (2002) i Kirimer i
saradnici (2004) klasifikovali su Sideritis vrste koje rastu u Turskoj u 6 klasa u
odnosu na hemijski sastav etarskih ulja: grupa cije je etarsko ulje bogato
monoterpenskim ugljovodonicima, grupa sa etarskim uljem u kojem
dominiraju oksidovani monoterpeni, grupa sa etarskim uljem bogatim
seskviterpenima, zatim grupa u cijem etarskom ulju su uglavnom prisutni
oksidovani seskviterpeni, grupa sa etarskim uljima bogatim diterpenima i
grupa koja obuhvata biljne vrste sa etarskim uljima drugacijeg hemijskog
sastava u odnosu na pomenute. Kirimer i saradnici (2004) su dodatno zapazili
korelaciju izmedu prinosa ulja i prisustva glavnih konstituenata; Sto je veci
sadrzaj etarskog ulja, veci je sadrzaj ugljovodoni¢nih monoterpena, a ukoliko
je prinos ulja manji, veci je sadrzaj seskviterpena. Za diterpene nije uoceno
sli¢no pravilo. 1z Spanskih i Grekih vrsta izolovani su uglavnom monoterpeni

I to najcescée: [1i B pinen, sabinen, mircen i limonen.

1.1.3. FarmakolosSka aktivnost

Zahvaljujuc¢i veoma slozenom hemijskom sastavu, Sideritis vrste ispoljavaju
vrlo Sirok spektar farmakoloskog delovanja. U literaturi je opisano
antioksidantno, antiinflamatorno, antimikrobno, gastroprotektivno,
imunomodulatorno i hipoglikemijsko delovanje. Pored toga, pokazano je da
neke vrste mogu da deluju kao selektivni inhibitori ponovnog preuzimanja
serotonina, da inhibiraju holinesterazu, reduktazu aldoza i da imaju dejstvo

sli¢no selektivnim modulatorima estrogenskih receptora.



1.1.3.1. Antioksidantno delovanje

Proces nastanka slobodnih radikala, neodvojiv je od procesa oksidativne
fosforilacije, odnosno proizvodnje energije. Oko 5% utroSenog kiseonika,
konvertuje se u slobodne radikale. U svim eukariotama postoje mehanizmi za
odbranu od slobodnih radikala, ¢ime se sprecava nastanak oksidativnog
stresa. Medutim, u raznim patoloskim stanjima, dolazi do poremecaja
ravnoteze, u korist prooksidanasa, i nastaje oksidativni stres, koji je povezan
sa preko 150 razlicitih bolesti, kao jedan od glavnih patogenetskih
mehanizama ili kao krajnji mehanizam oStecenja tkiva (Alfada i Sallam, 2012).
Za mnoge Sideritis vrste postoje podaci da imaju antioksidantno delovanje u
in vitro uslovima. Tunalier i saradnici (2004) su pokazali antioksidantno
delovanje za 27 razlicitih vrsta Sideritis-a, mereno peroksidacijom linoleinske
kiseline indukovanom Fe*2. Pokazano je da antioksidantni kapacitet, direktno
zavisi od fenolskog sadrzaja: S. amasiaca i S. germanopolitana sa najveéim
fenolskim sadrzajem, pokazale su najvecu antioksidantnu aktivnost. Takode
veza izmedu antioksidantne aktivnosti i fenolskog sadrzaja uocena je i za
metanolne ekstrakte S. ozturkii i S. caesarea (Sagdic i sar., 2008).

U Grc¢koj, Sideritis vrste se koriste kao konzervansi i boje koje se dodaju
maslinovom ulju. Zbog svoje visoke antioksidantne aktivnosti S. euboea bi se
mogla koristi kao aditiv za hranu, Sto bi bilo i ekonomski isplativo (Tsaknis i
sar., 2005). Bez obzira na tradicionalnu upotrebu ove biljke, u klinickom
istrazivanju kontrolisanom placebom, sprovedenom u cilju ispitivanja in vivo
antioksidantne aktivnosti, nije nadena znacajna razlika u markerima
oksidativnog stresa u krvi (glutation, nitriti, koenzim Q, vitamini A, C, E)
izmedu intervencijske i placebo grupe (Skouroliakou i sar., 2009). Medutim,
infuz napravljen od S. caesarea pokazao je antioksidantnu aktivnost u
Zivotinjskom modelu indukovanog oksidativnog stresa (Celik i sar., 2010).
Takode, u in vivo ekspirementu sa misSevima koji su tretirani ekstraktima

biljke S. clandestine tokom 6 nedelja, pokazano je da poseduju znatno vecu



antioksidantnu aktivnost u medumozgu mereno FRAP (ferric reducing

power) esejom (Linardaki i sar., 2008).

1.1.3.2. Antiinflamatorno delovanje

Upotreba Sideritis vrsta u tradicionalnoj medicini se u velikoj meri zasniva na
njihovom antiinflamatornom delovanju. lzveden je veliki broj in vivo
eksperimenata, koji su za mnoge vrste roda Sideritis potvrdili antiinflamtorno
delovanje u zivotinjskim modelima. Vecina ovih eksperimenata zasniva se na
sprec¢avanju, odnosno smanjenju otoka Sape odraslih zenki Wistar pacova
koja je indukovana karageninom, dok je u nekim eksperimentima vrseno
poredenje antiinflamatornog efekta Sideritis ekstrakata sa nesteroidnim
antiinflamatornim lekovima.

Antiinflamatorna svojstva se uglavnom pripisuju sadrzaju diterpenoida,
medutim ne moze se iskljuciti ni znacaj razlicitih flavonoida, za koje takode
postoje brojni eksperimentalni podaci o antiinflamatornom delovanju.
Menghini i saradnici (2005) pokazali su antiinflamatorno delovanje
heksanskog ekstrakta S. syriaca. Pored toga, isti ekstrakt je pokazao centralno i
periferno  analgetsko  delovanje. Slicno  delovanje-analgetsko i
antiinflamatorno pokazala je i vrsta S. candicans, u modelu edema Sape
indukovanog karageninom, a antiinflamatorno delovanije bilo je u korelaciji sa
prisustvom fitosterola, triterpenskih derivata i diterpenoida ent-kaurenskog
tipa (Hernandez-Perez i sar., 2004).

Analgetsko delovanje pokazano je i za vrste: S. canariensis (Hernandez-Perez i
sar., 2002), S. lotsyi (*Hernandez-Perez M i sar., 2002) i S. foetens (Navarro i
sar., 2001).

Lipidna frakcija heksanskog ekstrakta S. javalambrensis pokazala je znacajnu
antiinflamatornu aktivnost. Oralno primenjena, inhibirala je karageninom
indukovani edem Sape, dok je topikalno primenjena inhibirala edem usne

Skoljke indukovan 12-O-tetradekanoil-forbol-13-acetatom. Kvantifikacijom



neutrofilne mijeloperoksidaze dokazano je topikalno antiinflamatorno
delovanje. Pored toga, znacajno je bila smanjena degranulacija neutrofila i
otpustanje histamina, a u in vitro uslovima ekstrakt je smanjio sintezu azot
monoksida iz lipopolisaharidom (LPS) stimulisanih makrofaga (Godo i sar.,
2000). Kao glavni nosilac antiinflamatornog delovanja izolovan je diterpenoid
labdan, koji je pokazao brojna farmakoloSka dejstva. Labdan inhibira sintezu
prostaglandina E2 u misjim makrofazima u kulturi stimulisanim jonoforama,
kao i u makrofagnim linijama stimulisanim LPS-om, i smanjuje ekspresiju
inducibilnih formi ciklooksigenaze i sintaze azotnog oksida (Pang i sar., 1996).
Sli¢no delovanje pokazuje i diterpenoid andaluzol izolovan iz S. foetans, za
koji je takode pokazano da smanjuje karageninom indukovani edem,
smanjuje otpusStanje histamina iz mastocita i smanjuje neutrofilnu infiltraciju
(Navarro i sar., 1997).

Feniletanoidni glikozidi-verbaskozid i jedan derivat izoskutelareina pokazali
su se kao snazni antiinflamatorni agensi, a izolovani su iz acetonskog
ekstrakta vrste S. stricta (Kupeli i sar., 2007). JoS jedno fenolsko jedinjenje
ozturkozid C (derivat hrizoeriola), dobijeno iz vrste S. ozturkii, pokazalo je
znacajnu antiinflamatornu i antinociceptivnu aktivnost (Kupeli i sar., 2007).
Pored navedenih jedinjenja u Sideritis vrstama su opisana i mnoga druga sa
antiinflamatornim svojstvima, zbog c¢ega je antinflamatorno delovanje ovih
biljaka veoma slozeno i usmereno na razlicite faze inflamatornog procesa, a
verovatno ¢e buduca istrazivanja dovesti do razvoja novih potencijalnih

antiinflamatornih agenasa.

1.1.3.3. Gastroprotektivno delovanje

Porast upotrebe nesteroidnih antiinflamatornih lekova, kortikosteroida i
velika rasprostranjenost Helicobacter pylori infekcije doveli su do velikog
porasta incidence ulkusne bolesti. lako danas, postoje lekovi koji efikasno

smanjuju lucenje hlorovodonicne kiseline u zelucu, njihova upotreba nije



bezazlena (porast incidence aspiracionih pneumonija, smanjenje resorpcije
kalcijuma, veci rizik od nastanka osteoporoze), pa se namece potreba za
razvojem novih agenasa sa gastroprotektivnimm delovanjem.

Za mnoge Sideritis vrste pokazano je antiulkusno delovanje, koje se uglavnom
zasniva na sadrzaju flavonoida. Flavonoid hipolaetin-8-O-3-D-glukozid koji
se nalazi u viSe vrsta (S. leucantha, S mugronensis, S. angustifolia, S. saetabanesis)
ispoljava gastroprotektivno delovanje povecanjem produkcije mukusa i
smanjivanjem kiselosti Zzeluda¢nog sadrzaja (Villar i sar., 1984, Alcaraz i sar.,
1998, Zarzuelo i sar., 1998). Prisustvo pirokateholske grupe u 3'-4" poziciji
povecava antiulkusnu aktivnost (Alcaraz i sar., 1998). U eksperimentima
Zarzuela (Zarzuelo i sar., 1998), pokazano je da su izvesne Sideritis vrste
efikasnije protiv indometacinom indukovanih ulkusa (S. funkiana, S. incana)
dok su druge bile efikasnije protiv stresom indukovanih ulkusa (S. hirsuta).
Esencijalna ulja, prisutna u S. italica pokazaju snaznu dozno zavisnu aktivnost

protiv H. pylori (Basile i sar., 2006).

1.1.3.4. Antimikrobna aktivnost

Antimikrobno delovanje Sideritis vrsta uglavnhom potice od prisustva
esencijalnih ulja odnosno od terpenskih derivata. Brojne Sideritis vrste,
pokazuju aktivnost protiv Sirokog spektra gram pozitivnih i gram negativnih
bakterija, kao i protiv gljiva iz roda Candida.

Esencijalna ulja iz S. angustifolia, S. funkiana, S. javalambrensis, S. leucantha, S.
mugronensis i S. tragoriganum inhibiraju rast Gram-pozitivnih bakterija, (S.
aureus, M. phlei) i gljive C. albicans, ali nisu pokazale aktivnost protiv Gram-
negativnih bakterija (Bojovic i sar., 2011). Nasuprot tome, vrste S. cilicica i S.
bilgerana su ispoljile znacajno antimikrobno delovanje i protiv Gram-
pozitivnih (S. aureus, B. cereus, S. epidermidis), ali i protiv Gram-negativnih
bakterija (S. typhimurium, E. Coli) sa minimalnim inhibitornim

koncentracijama-MIC u rasponu 0.125-0.5 mg/mL. Za obe wvrste
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karakteristicno je prisustvo [ i P pinena, kojima se pripisuje antimikrobna
aktivnost (Iscan i sar., 2005).

S. perfoliata i S. trojana pokazale su umerenu aktivnost protiv E. coli, meticilin
rezistentnog S. aureus-a, E. aerogenes i B. cereus-a (MIC u rasponu 125-250
pg/mL) i izrazitu antimikrobnu aktivnost protiv S. epidermidis (MIC 62,5
pg/mL) (Kirimer i sar., 2008).

1.1.3.5. Druga dejstva Sideritis vrsta

Vodeni ekstrakti S. euboea i S. clandestina indukovali su osteoblastnu
diferencijaciju KS483 progenitorskih celija. Istovremeno, ovi ekstrakti su
ispoljili antiproliferativno dejstvo na celije karcinoma dojke, dok nisu
stimulisali proliferaciju karcinoma cerviksa, dakle pokazano je delovanje
slicno selektivnim modulatorima estrogenskih receptora (Kassi i sar., 2004).
Kasnije je u zivotinjskom modelu pokazano antiosteoporotsko delovanje
ekstrakta iste biljke. Sestomese¢na primena eksktrakta S. euboea sprecila je
gubitak koStane mase i popravila biomehanicke karakteristike kostiju kod
ovariektomisanih pacova, nakon Sestomesec¢ne primene (Dontas i sar., 2011).
Metanolski ekstrakt vrste S. libanotica ssp. linearis pokazao je znacajan
citotokisc¢ni efekat na sledece celijske linije: Vero celije (¢elije epitela bubrega
africkih zelenih majmuna), C6 (pacovski gliom) i HelLa celije (humani
karcinom uterusa) ( Demirtas i sar., 2009).

Pored napred navedenih delovanja, mnoge vrste roda Sideritis pokazuju
analgetsko delovanje u razlicitim modelima, za neke je pokazano da deluju

kao inhibitori preuzimanja serotonina, a neke inhibiraju holinesterazu.
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1.1.4. Sideritis scardica

Sideritis scardica Griseb., Lamiaceae se vekovima Kkoristi u tradicionalnoj
medicini Balkanskih naroda, zbog anti-inflamatornog, anti-mikrobnog, anti-
reumatskog i gastroprotektivnog delovanja. Siroko se upotrebljava u le¢enju
astme, bronhitisa i emfizema. Do skoro, farmakoloske studije koje potvrduju
delovanje S. scardica nisu bile sprovedene. Nedavno su hemijski
okarakterisani razliciti S. scardica ekstrakti i sproveden je niz eksperimenata,
kako na animalnim modelima, tako i u in vitro uslovima na ¢elijskim linijama
(*Tadi¢ i sar., 2012). Svi ispitivani ekstrakti pokazali su znacajnu in vitro
antioksidansnu aktivnost merenu DPPH testom (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil),
koji se zasniva na redukcionoj sposobnosti ekstrakta, odnosno na
obezbojavanju DPPH reagensa pod odgovaraju¢im uslovima. Pokazano je da
je antioksidansna sposobnost ispitivanih ekstrakata direktno proporcionalna
sadrzaju fenolskih komponenti. Fenolske komponente imaju sposobnost da
neutraliSu superoksidni anjon i hidroskilni radikal, kao i da budu donori
vodonic¢nih jona. Prisustvo derivata hidroksicimetne kiseline povecavalo je
antioksidantnu sposobnost ekstrakata. Grupa —-CH=CH-CO- prisutna u
derivatima hidroksicimetne kiseline ima veliku tendenciju da donira vodonik
I na taj nac¢in znatno pojacava antioksidantna svojstva. Svi okarakterisani
ekstrakti su pokazali i znatno antiinflamatorno delovanje. U animalnom
modelu inflamacije (karageninom indukovan edem Sape pacova), ekstrakti su
pokazali znac¢ajno anti-inflamatorno delovanje, koje je bilo uporedivo sa
nesteroidnim  antiinflamatornim  lekom  indometacinom. Najbolje
aniinflamatorno delovanje pokazao je ekstrat dobijen obradom etanolnog
ekstrakta etrom. Antiinflamatorno delovanje se takode moze pripisati
prisustvu fenolskih supstanci. Naime, u prvoj fazi inflamacije indukovane
karageninom, za pojavu otoka su odgovorni brzoreagujuéi inflamatorni
medijatori, kao Sto su histamin, serotonin, prostaglandini, dok nakon toga
dolazi do inflitracije neutrofilima, koji otpustaju svoje medijatore i indukuju

oksidativni stres. Za razlicite fenolske komponente, pokazano je da mogu da
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sprece migraciju neutrofila, a zbog antioksidansnih svojstava mogu da
neutraliSu slobodne radikale koji su, barem delom, odgovorni za oStecenje
tkiva nakon aktivacije neutrofila.

U istoj studiji pokazano je i gastroprotektivno delovanje S. scardica ekstrakata.
Ispitivano je protektivno delovanje ekstrakata, kao i referentnog leka
ranitidina (antagonist H: receptora) na nastanak etanolom indukovanih
ulkusa. Ekstrakt dobijen obradom etanolnog ekstrakta S. scardica-e n-
butanolom u dozi od 100 mg/kg, primenjen oralno, pokazao je znacajan
gastroprotektivni efekat, koji je bio c¢ak bolji od efekta postignutog
ranitidinom. Gastroprotektivno delovanje se takode moze pripisati sadrzaju
fenolskih komponenti i antioksidantnom delovanju, jer su slobodni radikali
vazan patofizioloSki mehanizam oStecenja mukoze zeluca u etanolom
indukovanim ulkusima.

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti S. scardica-e, pokazalo je umereno, do
snazno delovanje protiv nekoliko patogenih bakterija (*Tadi¢ i sar., 2012).
Pokazana je veca osetljivost Gram-pozitivnih, u odnosu na Gram-negativne
bakterije, izuzev Hemophilus sp. i Pasteurella multocida, koje su iako Gram-
negativne, bile jako osetljive na delovanje ekstrakata. Hemophilus je bio
najosetljivija od svih ispitivanih bakterija sa mininimalnim inhibitornim
koncentracijama-MIK, koje su iznosile 40 i 80 pg/mL za za etil-acetatnu i n-
butanolnu frakciju. Obe frakcije pokazale su MIK od 80 pg/mL za
Corynebacterium pseudotuberculosis; sli¢no, etarska ulja su bila najtoksic¢nija za
istu bakteriju. Najrezistentnije na delovanje ekstrakata bile su Gram-negativne
bakterije Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae, za koje su MIK bile vece od
2560 pg/mL za sve ispitivane komponente. Sve ispitivane komponente
pokazale su relativno slabu aktivnost na inhibicuju rasta gljive Candida

albicans i ve¢ina MIK iznosila je oko 2560 pg/mL.
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1.2. Apoptoza kao mehanizam delovanja antitumorskih lekova

Apoptoza je programirana celijska smrt koja se javlja u fizioloSkim i
patoloskim uslovima. Vazna je za odzavanje homeostaze tkiva i u fizioloSkim
uslovima odvija se tokom procesa normalnog razvoja, starenja i involucije
organa. U patoloskim uslovima, preterano izrazena apoptoza u nekim
tkivima moze biti osnov degenerativnih bolesti (npr. Parkinsonova bolest),
dok rezistencija ¢elija na apoptozu moze biti u osnovi malignih bolesti.
Apoptoza je otkrivena 1970. godine, a sam termin potice iz gr¢kog jezika i
oznacava ,,opadanje lis¢a u jesen,, (Kerr i sar., 1972). To je kontrolisan proces
u kome celija aktivno ucestvuje izvrSavajuéi genski regulisan program
autodestrukcije (Majno i sar., 1995).

Glavne morfoloske karakteristike celija koje su usle u proces apoptoze su
kondenzacija jedra i hromatina koje prati nuklearna fragmentacija,
zaokrugljivanje celije, smanjenje volumena celije (piknoza) i retrakcija
pseudopoda (Kroemer i sar., 2005). Integritet ¢elijske membrane ostaje ocuvan
tokom celog procesa. U kasnijim fazama apoptoze moze da dode do
“bubrenja’” celijske membrane i formiranja tzv. apoptotskih tela (Kroemer i
sar., 2005), ali celije obi¢cno bivaju fagocitovane pre formiranja apoptoti¢nih
tela. Ukoliko ne dode do fagocitoze apoptoticnih tela, ona se raspadaju na
nacin koji vrlo podseca na nekroticni tip ¢elijske smrti, a sam proces se zove
sekundarna nekroza (Ziegler i sar., 2004). Tokom apoptoze dolazi do brojnih
biohemijskih promena, kao Sto su: aktivacija kaspaza (cistein zavisne serin
proteaze), razgradnje proteina i nukleinskih Kkiselina i rearanziranja
fosfolipida celijske membrane (Kumar i sar., 2010). Rano tokom procesa
apoptoze dolazi do premeStanja fosfatidil-serina iz unutrasnjeg sloja u
spoljasniji sloj ¢elijske membrane (flip-flop difuzijom), Sto omogucava celijama
fagocitnog sistema da prepoznaju i fagocituju apoptoticne celije bez indukcije
inflamatornog odgovora (Hengartner, 2000). Centralni dogadaj u procesu
apoptoze je aktivacija kaspaza. Kaspaze mogu biti aktivirane na tri nac¢ina.

Klasi¢no se opisuju dva puta aktivacije: unutrasnji i spoljasnji i oni pripadaju
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inicijatorskoj fazi apoptoze. Oba puta aktivacije kaspaza se susrecu u tzv.
zajednickom putu, koji u stvari predstavlja egzekutorsku fazu apoptoze. Tredi
put aktivacije kaspaza je unutrasnji put povezan sa endoplazmatskim
retikulumom, medutim on je joS uvek nedovoljno proucen (O’Brien i sar.,

2008).

1.2.1. Spoljasnji put aktivacije kaspaza

Spoljasnji put aktivacije kaspaza, odnosno apoptoze, zapocinje nakon
vezivanja “’liganda smrti”’ za “receptore smrti’’. Najbolje prouceni ligandi
smrti su faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor- TNF) i Fas ligand-
FasL, koji se vezuju za svoje receptore TNF receptor-1 (TNFR1) i Fas
(Hengartner, 2000). Oba receptora imaju svoje unutarcéelijske domene kojima
regrutuju svoje adapterske protein kao Sto su domen smrti vezan za TNF
receptor (engl. TNF receptor-associated death domain, TRADD) i domen smrti
vezan za Fas (engl. Fas-associated death domain, FADD). Vezivanje liganda za
receptor smrti indukuje konformacionu promenu u unutarcéelijskom domenu
receptora i formira vezno mesto za adapterski protein, a ceo novonastali
kompleks koji formiraju ligand, receptor i adapterski protein se naziva
signalni kompleks koji indukuje smrt (engl. death-inducing signalling complex-
DISC) (O’Brien i sar., 2008). DISC indukuje prevodenje prokaspaze 8 u
aktivnu kaspazu 8 (inicijatorska kaspaza spoljasnjeg puta), koja inicira

apoptozu delujuci na nishodne egzekutorske kaspaze.

1.2.2. Unutradnji (mitohondrijalni) put aktivacije kaspaza

Ireverzibilno genetsko oStecenje, porast unutarcelijske koncentracije jona
kalcijuma ili oksidativni stres su samo neki od stimulusa koji mogu da

pokrenu mitohondrijalni put aktivacije apoptoze. Bez obzira na stimulus,
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dolazi do naglog povecanja propustljivosti mitohondrijalne membrane i
otpustanja razlicitih proapoptotskih molekula u citoplazmu (kao Sto je
citohrom C). Unutrasnji put aktivacije kaspaza je regulisan proteinima Bcl-2
familije. Bcl-2 familija se deli u dve velike grupe: propapoptotske c¢lanove
(Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim i Hrk) i antiapototske ¢lanove (Bcl-2, Bcl-
XL, Bcl-W, Bfl-1 i Mcl-1) (Reed, 1997). Proapoptotski proteini stimuliSu dok
antiapoptotski proteini sprecavaju otpustanje citohroma C u citoplazmu.
Inicijacija apoptoze nije uslovljenja apsolutnom ekspresijom odredenog
proteina, ve¢ odnosom izmedu proapoptotskih i antiapoptotskih ¢lanova
(Reed, 1997.). Takode i drugi apoptotski faktori mogu da budu otpusteni iz
intermembranskog prostora mitohondrija, kao Sto su faktor koji indukuje
apoptozu (engl. apoptosis inducing factor-AlF), sekundarni aktivator kaspaza
poreklom iz mitohondrija (engl. second mitochondria-derived activator of caspase -
Smac), direktni IAP vezujuéi protein-DIABLO (engl. direct IAP Binding protein
with Low pl) i Omi/protein visokih temperaturnih zateva A-HtrA2 (engl. high
temperature requirement protein A) (Kroemer i sar., 2007). Citohrom C zajedno
sa faktorom koji aktivira proteaze ukljucene u process apoptoze (engl.
apoptotic protease activating factor 1, APAF-1) i kaspazom-9 gradi kompleks koji
se naziva apoptozom i aktivira egzekutorsku kaspazu 3 (Kroemer i sar., 2007).
Sa druge strane, Smac/DIABLO ili Omi/HtrA2 indukuju apoptozu vezujuci
se za inhibitore proteina apoptoze (engl. inhibitor of apoptosis proteins- 1APS),
Sto dovodi do raskidanja komleksa IAPs-a i kaspaza 31 9 i aktivacije apoptoze
(LaCasse i sar., 2008).

1.2.3. Zajednicki put aktivacije kaspaza

Zajednicki put, odnosno egzekutorska faza apoptoze sastoji se u seriji
aktivacije viSe kaspaza. | unutradnji i spoljasnji put aktivacije kaspaza
konvergiraju u istu tacku, tj. aktivaciju kaspaze-3. Kaspaza-3 razgraduje

inhibitor kaspazom aktivirane deoksiribonukleotidaze (engl. caspase activated
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deoxyribonuclease, CAD), pri ¢emu je CAD odgovoran za internukleozomalnu
degradaciju DNK (Ghobrial i sar., 2005). Pored toga, egzekutorske kaspaze
indukuju razgradnju protein kinaza, citoskeletnih proteina, proteina koji vrse
popravku DNK i inhibitronih subjedinica proteina iz familije endonukleaza.
One imaju i uticaj na citoskelet, celijski ciklus i signalne puteve, Sto sve
zajedno doprinosi nastanku promena tipi¢nih za apoptozu (Ghobrial i sar.,
2005).

1.2.4. Apoptoza i kancerogeneza

Ranih sedemdesetih godina proslog veka Kerr je povezao apoptozu sa
kancerogenezom. Naime, apoptoza je predstavljena kao bioloski process koji
omogucava uklanjanje potencijalno malignih celija, redukcije Ccelijske
hiperplazije i sprecavanje progresije tumora (Kerr i sar., 1972). Definitivno,
smanjena sposobnost apoptoze ili rezistencija na apoptozu igraju klju¢nu
ulogu u procesu kancerogeneze. Postoji mnogo nacina kojim maligna celija
smanjuje svoju sposobnost da ude u apoptozu ili postaje rezistentna na
indukciju apoptoze. Uopsteno, svi se oni mogu klasifikovati u tri grupe:
poremecaj balansa izmedu proapoptotskih i antiapoptotskih proteina,
poremecaj funkcije kaspaza i poremecaj signalizacije nishodno od receptora

smrti.

1.2.5. Poremecaj balansa proapoptotskih i antiapoptotskih proteina

Bcl-2 familija proteina igra klju¢nu ulogu u regulaciji mitohondrijalnog
unutradnjeg puta apoptoze. Bcl-2 protein otkriven je pre viSe od 20 godina,
kodiran je istoimenim genom, a ime mu potice od B ¢elijski limfom 2 (engl. B
cell limphoma), jer je prvi put identifikovan u B celijskom limfomu sa

translokacijom 14-18 (Tsujimoto i sar., 1984). Vecina ¢lanova Bcl-2 familije su
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dimerni proteini, smesteni na spoljasnjoj mitohondrijalnoj membrani, gde
reguliSsu njenu propustljivost, a imaju funkciju jonskih kanala ili mogu da
formiraju permeabilizacione pore (Minn i sar., 1997). Na osnovu funkcije i Bcl-
2 homolognih (BH) domena, svi pripadnici Bcl-2 familije su podeljeni u 3
grupe. Prvu grupu c¢ine antiapoptotski ¢lanovi, koji imaju sva 4 BH domena i
tu spadaju Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-w, A1/Bfl-1, i Bcl-B/Bcl2L10. Drugu
grupu c¢ine proapoptotski proteini koji imaju samo BH-3 domen i nazivaju se
BH-3-samo proteini i tu spadaju Bid, Bim, Puma, Noxa, Bad, Bmf, Hrk, i Bik.
Trecu grupu cine takode proapoptotski proteini, ali oni za razliku od druge
grupe imaju sva 4 BH domena i nju ¢ine Bax, Bak iBok/Mtd (Dewson i sar.,
2010).

Smanjena sposobnost ¢elija da udu u apotpozu, ili rezistencija na apoptozu
moZze nastati zbog prekomerne ekspresije antiapoptotskih proteina, smanjene
ekspresije proapoptotskih proteina, ili kombinacije oba. Pokazano je da
prekomerna ekspresija Bcl-2 proteina Stiti ¢elije kancera prostate od indukcije
apoptoze (Raffo i sar., 1995). Prekomerna ekspresija Bcl-xI gena, je odgovrna
za nastanak multiple rezistencije tumorskih celija na lekove, “Stite¢i” ih od
ulaska u apoptozu (Minn i sar., 1995). Tako na primer, u hroni¢noj limfocitnoj
leukemiji maligne celije imaju antiapoptotoski fenotip, sa prekomernom
ekspresijom Bcl-2 proteina i niskim koncentracijama proapoptotskih proteina,
kao Sto je Bax. Tako je pokazano da leukemogeneza u hroni¢noj limfocitnoj
leukemiji nastaje zbog smanjene apoptoze, a ne povecane proliferacije, kako bi
se ocekivalo (Goolsby i sar., 2005).

Protein p53 je jedan od najbolje proucenih tumor supresorskih proteina. On
nije samo ukljucen u indukciju apoptoze, ve¢ ima i veoma znacajnu ulogu u
regulaciji c¢elijskog ciklusa, razviéu, diferencijaciji, hromozomskoj segregaciji,
DNK rekombinaciji i c¢elijskom starenju (Oren i sar., 1999), zbog cega se i
naziva “¢uvar genoma’ (Lane, 1992.). GreSke u p53 genu nadene su u preko

50% humanih kancera (Bai i sar., 2006).
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Inhibitori apoptotskih proteina (engl. inhibitor of apoptosis proteins, IAPS) su
grupa srodnih proteina koji regulisu apoptozu, celijsku deobu i signalnu
transdukciju. Oni se karakterisu prisustvom BIR domena (engl. baculovirus IAP
repeat) (LaCasse i sar., 2008), a do danas ih je opisano osam: NAIP (BIRC1), c-
IAP1 (BIRC2), c-IAP2 (BIRC3), X-vezani IAP (XIAP, BIRC4), Survivin (BIRC5),
Apollon (BRUCE, BIRCS6), Livin/MLIAP (BIRC7) i IAP-u slican protein 2
(BIRC8) (Vucic i sar., 2007). IAPs su endogeni inhibitori kaspaza, koji se
vezuju za konzervirani BIR domen u aktivhom centru kaspaza, Sto
onemogucava pristup supstratima, ili indukuje razgradnju aktivnih kaspaza
(Wei i sar., 2008). Poremecaj ekspresije IAPs-a prisutan je u mnogim tipovima
kancera. Visoka ekspresija IAPs-a je uocena u karcinomu pankreasa, a
rezistencija na hemoterapiju je posredovana prekomernom ekspresijom
proteina clAP-2 (Lopes i sar., 2007). Apollon je prekomerno eksprimiran u
¢elijama glioma i odgovoran je za rezistenciju na apoptozu indukovanu
cisplatinom i kamptotecinom (Chen i sar., 1999). Takode je za mnoge druge

¢lanove IAPs familije pokazana jasna asocijacija sa malignim tumorima.

1.2.6. Poremecaj funkcije kaspaza

Kaspaze se mogu grubo podeliti u 2 grupe: kaspaze koje ucestvuju u
produkciju citokina i koje su aktivne tokom inflamatornog odgovora (kaspaze
1, 4,5, 131 14) i kaspaze koje imaju klju¢nu ulogu u apoptozi (kaspaze 2, 3, 6,
7, 8,91 10). Apoptotske kaspaze se mogu dalje klasifikovati na inicijatorske (2,
8, 9 i 10), koje su primarno odgovorne za zapocinjanje procesa apoptoze i
efektorske ili egzekutorske (3, 6 i 7) koje su odgovorne za razgradnju celijskih
elemenata tokom apoptoze (Fink i sar., 2005). Imajuci u vidu klju¢nu ulogu
kaspaza u procesu apoptoze, nije iznenadujuce da poremecaj u njihovom
funkcionisanju moze biti povezan sa procesom kancerogeneze. Nishodna
regulacija kaspaze-9 je cest dogadaj kod pacijenata u Il stadijumu

kolorektalnog karcinoma i korelira sa loSom prognozom (Shen i sar., 2009).
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Informaciona RNK za kaspazu-3 u uzorcima karcinoma dojke, ovarijuma i
cerviksa bila je ili nedetektabilna (dojka i cerviks) ili znac¢ajno smanjena, i
povezana je sa hemiorezistencijom celija karcinoma dojke (Devarajan i sar.,

2002).

1.2.7. Poremecaj signalizacije nishodno od receptora smrti

Receptori smrti i ligandi za receptore smrti imaju klju¢nu ulogu u
zapocinjanju spoljasnjeg puta apoptoze. Nakon vezivanja liganada, receptori
se vezuju za brojne adapterske proteine sa domenima smrti, inicirajuci
signalnu kaskadu. Medutim ligandi smrti se mogu vezati i za lazne receptore
smrti (engl. decoy death receptors), koji nemaju domene smrti, pa nisu u stanju
da zapoc¢nu signalnu kaskadu, niti da indukuju apoptozu (Lavrik i sar., 2005).
Smanjena ekspresija receptora smrti, ili pak povecana ekspresija laznih
receptora smrti moze dovesti do povecane rezistencije na indukciju apoptoze.
Smanjena ekspresija Fas liganda primecena je u leukemijama rezistentnim na
terapiju i u neroblastomima (Fulda i sar., 1998). Prekomerna ekspresija laznih

receptora smrti takode je opisana u razli¢itim tumorima (Fulda, 2010).

1.3. Autofagija kao mehanizam delovanja antitumorskih lekova

Autofagija (makroautofagija) je proces digestije karakteristican za sve
eukariote, posredovan lizozomima, kojim se uklanjaju razlic¢ite celijske
komponente. U fizioloskim uslovima autofagijom se uklanjaju dugozivedi
proteini i oStecene organele, medutim tokom perioda deprivacije nutrijenata,
autofagija postaje proces koji celiji omogucava opstanak, obezbedujuéi joj
neophodne molekule za odrzavanje metabolickih procesa, odnosno sintezu

adenozin tri fosfata-ATP.
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1.3.1. Mehanizam autofagije

Tokom autofagije, deo citoplazme koji sadrzi unutarcelijske komponente koje
treba ukloniti okruzuje se membranom i tako nastaje fagofora (Seglen i sar.,
1990). Fagofora se zatim zatvara formirajuci vakuolu obavijenu dvostrukom
membranom pri ¢emu nastaje autofagozom. Koriste¢i se dineinskim
“nozicama” autofagozom Kklizi duz mikrotubula i odlazi do centra za
organizaciju mikrotubula, gde se spaja sa lizozomom i formira
autofagolizozom. Mnogi proteini ucestvuju u procesu formiranja
autofagolozozoma. U kvascu su identifikovani mnogi geni koji reguliSu
autofagiju, koji se grupnim imenom nazivaju ATG geni (engl. AuTophaGy-
related Genes), a mnogi od njih imaju homologe u ¢elijama sisara (Nakatogawa
i sar., 2009).
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Slika 1. Proces formiranja autofagolizozoma (Modifikovano prema: Nature,
2008, 28: 451)

Centralnu ulogu u regulaciji autofagije svakako zauzima mTOR kompleks
(engl. mammalian target of rapamycin, mTOR) koji integriSe brojne signale koji
uticu na autofagiju, kao Sto su faktori rasta, nutrijenti, razliciti stresori i
energetski status celije. Kinaza mTOR glavni je represor autofagije i ukljucena
je u kontrolu celijskog rasta i proliferacije. Jedan od glavnih aktivatora mTOR
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puta je signalni put Akt/protein kinaza B put, koji aktiviran razli¢itim
hormonima i faktorima rasta. Akt svoje delovanje ostvaruje inhibitornom
fosforilacijom proizvoda tumor supresorskog gena TSC 1/2 (engl. tuberous
sclerosis complex 1/2). TSC 1/2 je glavni inhibitor mTOR-a, preko koga mnogi
aktivatori mTOR-a ostvaruju svoje delovanje (Bhaskar i sar., 2007). Sa druge
strane tokom deprivacije nutrijenata, dolazi do povecanja unutarcelijske
koncentracije adenozin monofosfata-AMP, Sto dovodi do aktivacije AMP-om
aktivirane protein kinaza (AMPK). AMPK aktivira TSC 1/2, Sto ima za
posledicu inhibiciju mTOR-a i indukciju autofagije (Hoyer-Hansen i Jaattela,
2007). AMPK je takode znacajna i za kontrolu celijskog ciklusa, zbog svoje
uloge u fosforilaciji p53 proteina, ¢ime izaziva zastoj u celijskom ciklusu u
stanjima deprivacije nutrijenata, i ovaj mehanizam je poznat pod nazivom
energetska kontrolna tacka (Hardie, 2007). Takode i mnogi unutarcelijski
signalni molekuli igraju ulogu u regulaciji autofagije, kao sto su: RAS, ERK,
MEK, c-Jun aminoterminalna kinaza i dr. Mnogi stresori mogu da iniciraju
autofagiju, za sada joS uvek nedovoljno proucenim putevima. OStecenje
mitohondrija, ili pak endoplazmatskog retikuluma mogu biti okidaci za
zapocinjanje autofagije (Reef i sar., 2006, Ding i sar., 2007). Povecana
produkcija slobodnih radikala, takode moze biti jedan od inicijatora
autofagije, dok neka novija istrazivanja ukazuju na znacaj slobodnih radikala,
kao elemenata koji su neophodni za inicijaciju autofagije (Scherz-Shouval i
sar., 2007).
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Slika 2. Regulacija autofagije-centralna uloga mTOR-a (Modifikovano

prema: Ageing Res Rev, 2012, 6:12)

1.3.2. Autofagija i kancerogeneza

Autofagija se cesto naziva macem sa dve ostrice, jer moze da bude
mehanizam koji omogucava kancerskim celijama da prezive, a sa druge
strane pod nekim drugim uslovima, moze da bude mehanizam umiranja
c¢elije, nezavisan ili pak blisko spregnut sa apoptozom i nekrozom. Da li ¢e
aktivacija autofagije omoguditi prezivljavanje tumorskih celija, ili ¢e biti
mehanizam celijske smrti zavisi od stadijuma kancerogeneze, vrste celija

odnosno tkiva i prirode stresora (Boya i sar., 2005).
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1.3.3. Autofagija kao mehanizam koji favorizuje prezivljavanje kancerskih

éelija

Autofagija moze biti mehanizam, kojim normalne i kancerske celije
obezbeduju supstrate za sintezu ATP-a i na taj nacin moze biti vazan faktor
koji omogucava kancerskim celijama da prezive u uslovima kada je
ogranicena dostupnost glukoze i drugih nutrijenata, kada su kompromitovani
signali poreklom od faktora rasta, ili kad postoje povecane metabolicke
potrebe zbog razlicitih precipitiraju¢in faktora (Levine i Kroemor, 2008).
Postoje hipoteze koje ukazuju da je zapravo nizak nivo autofagije neophodan
za inicijaciju tumora (Edinger i Thompson, 2004). Prema tom konceptu,
autofagija omogucava prezivljavanje tumorskih celija u grupama sve do
formiranja neovaskulature. Takode solidni tumori mogu da koriste autofagiju
kao mehanizam prezivljavanja tokom metabolickog stresa koji je cesto
prisutan u tumorima zbog loSe vaskularizacije ili hipoksije. Prekomerna
ekspresija Ras protoonkogena, koja je karakteristicna za razli¢ite tumore,
moze da inicira autofagiju, kao faktor prezivljavanja celija u unutrasSnjosti
tumora, dok se ne obavi adekvatna neoangiogeneza (Kang i Avery, 2008).
Takodje, uklanjanje oStecenih organela i proteina posredstvom autofagije,
moze da bude nacin kojim celija smanjuje oStecenje DNK i posledi¢cnu
genetsku nestabilnost.

Takode, autofagija moze da zastiti tumorske celije od nekroze i inflamacije,
koje nastaju kao posledica akumulacije ,,celijskog otpada*“ (Mathew i sar.,
2007).

1.3.4. Autofagija kao antitumorski mehanizam

Pod odredenim uslovima, autofagija funkcioniSe kao programirana celijska
smrt (tip 1) dovodi do umiranja tumorskih ¢elija. Poremecaj apoptoze je cest

u tumorskim ¢celijama, zbog ¢ega autofagija kao mehanizam celijske smrti ima
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jo$ vedi znacaj. Cak i u ¢éelijama koje su kompetentne za izvréenje programa
apoptoze, autofagija moze biti veoma vazan cinilac koji dovodi do smrti celije
(Guillon-Munos i sar., 2006).

U humanim kancerima je pokazano da su ceste promene razli¢itih gena
ukljucenih u proces autofagije. Monoalelski gubitak beklina | je pokazan u
karcinomima dojke, ovarijuma i prostate (Yue i sar., 2003). Smanjena
ekspresija LC3B-Il (proteina neophodnog za formiranje autofagolizozoma) i
beklina I (glavni proautofagni protein), nadena je u astrocitomima visokog

gradusa i povezana je sa progresijom tumora (Huang i sar., 2010).

1.3.5. Indukcija autofagije kao mehanizam delovanja antikancerskih lekova

Autofagija kao mehanizam celijske smrti se moze indukovati u tumorskim
¢elijama primenom razlicitih citotoksi¢nih lekova. Tako npr. antiestrogenski
lek tamoksifen, koji se koristi u terapiji karcinoma dojke, ali i za prevenciju
karcinoma u specificnim sluc¢ajevima, u koncentraciji od 1 pM indukuje
autofagiju MCF-7 ¢elija (humani karcinom dojke) i izgleda da je ovaj efekat
leka neophodno za definitivnu smrt ¢elije (Bursch i sar., 1996). Arsen trioksid
indukuje smrt celija glioma i leukemija procesima apoptoze i autofagije, koje
su asocirane sa povecanom ekspresijom beklina | (Qian i sar., 2007).
Rapamicin, direktni inhibitor mTOR-a, verovatno je najpoznatiji induktor
autofagije i trenutno su u toku klinicka istrazivanja njegove potencijalne
primene kao antikancerskog leka (Tsang i sar., 2007). Neki lekovi koji
indukuju oStecenje DNK, kao Sto su kaptotecin, etopozid i temolozamid
mogu takode da izazovu autofagiju, medutim tako indukovana autofagija nije
mehanizam celijske smrti, ve¢ moze biti mehanizam rezistencije tumorskih
¢elija na lek (Katayama i sar., 2007). Naime, autofagija koju indukuju etopozid
i temolozamid dovodi do produkcije ATP-a, koji tumorske celije Stiti od
mitotske katastrofe (celijska smrt koja se deSava tokom celijske deobe,

najcesSce kao posledica neadekvatne segregacije hromozoma).
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Evidentno da modulacija autofagije razli¢itim agensima ima veoma veliki
terapijski potencijal, medutim, potrebno je precizno analizirati vrstu tumora
na koji se deluje, odgovarajuce vreme delovanja i vrstu agensa koji se koristi

za modulaciju autofagije.

1.3.6. Polifenoli i indukcija autofagije

Polifenolima se pripisuju brojni pozitivni efekti na o¢uvanje zdravlja, kao i na
prevenciju brojnih bolesti koje su povezane sa procesom starenja, kao Sto su
neurodegenerativne, maligne i kardivaskularne bolesti. Mehanizam delovanja
polifenola je vrlo kompleksan i uklju¢uje razlicite signalne puteve. Cesto se
navodi da je njihova antioksidantna aktivnost jedan od najvaznijih
mehanizama koji se nalazi u osnovi njihovog delovanja . Medutim, za mnoge
polifenole je pokazano da osim antioksidantnog delovanja mogu da imaju i
prooksidantno delovanje, Sto zavisi od vrste polifenolskog jedinjenja, nac¢ina
primene, vrste tkiva i narocito koncentracije primenjenog polifenolskog
jedinjenja. Pored toga, za mnoge degenerativne bolesti se smatra da su bar
delom uzrokovane smanjenjem stepena autofagije u ¢elijama tokom starenja,
pa se protektivno delovanje polifenola objasnjava delom njihovom
sposobnoséu da indukuju autofagiju.

lako neki raniji radovi pokazuju da izvesna polifenolska jedinjenja mogu da
vrse negativnu regulaciju procesa autofagije (Gordon i sar., 1995), kasnije se
pojavilo mnogo viSe radova koji ukazuju na jasna proautofagna svojstva
polifenola (Singletary i Milner, 2008). Polifenolska jedinjenja indukuju
autofagiju deluju¢i na razlicite signalne puteve. Tako npr. kvercetin i
rezveratrol aktiviraju sirtuine, histon deacetilaze, za koje je pokazano da uticu
na duzinu zivota kod nizih eukariota (Howitz i sar., 2003). Sirtuini vrse
deacetilaciji FoxO transkripcionih faktora (Brunet i sar., 2006), Sto povecava

transkripciju Atg gena i indukuje autofagiju (Sengupta i sar., 2009). Pored
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toga, sirtuini mogu da vrSe direktnu deacetilaciju Atg 5 Atg 7 i LCs
zapocinjuci formiranje autofagozoma (Lee i sar., 2008).

Polifenoli deluju i preko nuklearnog faktora kB (engl. nuclear factor kB, NFKB) i
u zavisnosti od wvrste celije, mogu indukovati ili inhibirati autofagiju
(Mehrpour i sar., 2010). Epigalokatehin galat, dobro poznata supstanca iz
zelenog caja, za koji postoje brojni dokazi da uti¢e na prevenciju malignih i
neurodegenerativnih bolesti, indukuje autofagiju na viSe razli¢itih nacina:
inhibira supresore Beklina I, kao Sto su Bcl-2 i Bcl-xl, stabilizuje lizozomalne
enzime Sto favorizuje razgradnju u autofagolizozomima i deluje na Atg gene
(Leon i sar., 2003, Dashwood i sar., 2005, Devika i Prince, 2008).

Kurkumin, polifenol koji se dobija iz kurkume (Curcuma longa), sastojak
karija, za koji postoje izvesni dokazi da moze da deluje preventivno na pojavu
Alchajmerove bolesti i da ima antikancerogena svojstva, takode indukuje
autofagiju delujuci preko Akt i Erk signalnih molekula i na taj nacin ispoljava
svoj antitumorski efekat (Aoki i sar., 2007). Slicno delovanje na indukciju
autofagije i inhibiciju rasta tumorskih ¢elija pokazuje i genistein, flavon koji je
izolovan iz soje sa fitoestrogenskim svojstvima (Gossner i sar., 2007).

Nedavno je pokazano da apigenin indukujuéi porast ekspresije AMPK
indukuje autofagiju Kkeratinocita, ¢ime se moze objasniti njegov

hemopreventivni efekat (Tong i sar., 2012).

1.4. Koncept hemoprevencije tumora

Maligna oboljenja su drugi vodec¢i uzrok smrtnosti u razvijenom svetu i vecini
zemalja u razvoju, posle kardiovaskularnih oboljenja (Jemal i sar., 2008.).
Zbog toga prevencija i rano otkrivanje malignih oboljenja predstavljaju
najveci izazov vecine zdravstvenih sistema (Glade, 1999.). lzbegavanje
poznatih kancerogenih fizickih, hemijskih i bioloskih agenasa, uz adekvatnu
ishranu i fizicku aktivnost, predstavlja najbolji nacin prevencije malignih

oboljenja (Glade, 1999.).
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Hemoprevencija malignih oboljenja podrazumeva smanjenje rizika od
nastanka tumora primenom razlic¢itih prirodnih ili sintetskih agenasa.
Koncept hemoprevencije malignih oboljenja je nastao u eksperimentalnim
radovima Berenbluma (Berenblum, 1929), koji je pokazao da se upotrebom
dihlor-etil sulfida moze spreciti pojava tumora kod miSeva izazvanih
katranom. Nakon Berenblumovih pionirskih radova na polju hemoprevencije
tumora, nastupio je period zatiSja, sve do sedamdesetih godina proslog veka,
kada je objavljen rad, koji je pokazao hemopreventivho dejstvo derivata
retinoicne kiseline (Sporn i sar., 1979) nakon cega su, sve do danas,
nastavljena vrlo intenzivna istrazivanja u ovom polju.

Mnoge epidemioloske, kao i studije na eksperimentalnim Zzivotinjama, su
pokazale da unos voca i povréa smanjuje incidencu malignih oboljenja (Reddy
i sar., 2003, Block i sar., 1992). Danas su izolovane mnoge komponente iz
biljnih sirovina koje pokazuju znac¢ajan hemopreventivni potencijal. Triterpen
likopen iz paradajza, polifenoli iz zelenog caja, rezveratrol iz crnog grozda,
flavonoidi apigenin i luteolin su samo neke od supstanci za koje je pokazano
antitumorsko delovanje, kako u laboratorijskim sistemima, tako i u
populacionim istrazivanjima (Amin i sar., 2009). Postoje najmanje dve
strategije za razvoj hemopreventivnih agenasa. Jedan od nacina bi bio da se
identifikuju prirodni konstituenti prisutni u namirnicama i da se, kroz
epidemioloske studije, prati mortalitet uzrokovan kancerom, a u zavisnosti od
vrste hrane koju odredena populacija konzumira, specificnih geografskih
razlika ili razlika koje se javljaju nakon migracija u novu sredinu (Lippman i
sar., 2002). Drugi, verovatno racionalniji nacin, bio bi identifikacija ve¢
prisutnih, kao i dizajniranje i identifikacija novih agenasa koji deluju ciljano

na specificne molekule ukljucene u kancerogenezu (Gupta, 2007).
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1.4.1. Flavonoidi kao hemopreventivni agensi

Flavonoidi su polifenolski derivati veoma rasprostranjeni u biljnom svetu.
Postoji preko 4000 flavonoida, koji su klasifikovani u nekoliko grupa:
flavonoli, flavani, proantocianidini, flavanoni, flavoni, izoflavoni i
neoflavonoidi. Klasifikacija je izvrSena na osnovu strukture molekula, koji se
sastoji od dva benzenova prstena, medusobno povezana tri ugljeni¢nim
lancem, koji sa kiseonikom gradi heterociklicnu strukturu (C6-C3-C6).
Prisustvo razli¢itih kombinacija multiplih hidroksil, metoksil i O-glikozidnih
grupa kao supstituenata na osnovnu benzo-pironsku strukturu, je upravo
odgovorno za raznovrsnost ove grupe jedinjenja (Hodek i sar., 2002).
Flavonoidi su u hrani naj¢eSc¢e prisutni u formi O-glikozida sa Secerom Kkoji je
vezan sa ugljenikom na C3 poziciji. Smatra se da je prose¢ni dnevni unos
flavonoida oko 1g (Kuhnau, 1976).

Flavonoidi ispoljavaju brojne pozitivne bioloSke efekte. Interaguju sa
razlic¢itim celijskim strukturama, pokazuju antioksidantna svojstva, deluju
anti-inflamatorno, anti-virusno i anti-kancerski. Za mnoge flavonoide je
pokazano da mogu da zaustave ili ¢ak da izvrSe reverziju procesa
kancerogeneze (Surh, 2003) i smatraju se hemopreventivnim supstancama
(Birt, 2001).

Proces kancerogeneze je kompleksan, ali se uslovno moze podeliti u 3 faze:
inicijacija, promocija i progresija (Sporn, 1991). Inicijacija nastaje nakon
interakcije organizma sa kancerogenima iz spoljasnje sredine (hemikalije,
jonizujuce zracenje). Smatra se da u ovom koraku dolazi do promene
metabolizma celije, menja se sposobnost popravke DNK oStecenja, formiraju
se novi obrasci ¢elijske deobe. Celije koje su prosle kroz process inicijacije
imaju znatno vecu osetljivost na druge stimuluse, koji mogu da indukuju
malignu promenu. Faze promocije i progresije traju relativno dugo. One
ukljuc¢uju nekontrolisanu proliferaciju “iniciranih’ ¢elija, formiranje inicijalne
tumorske mase, sticanje sposobnosti za invaziju okolnih tkiva i konac¢nu

diseminaciju u udaljena tkiva, odnosno metastaziranje (Moolgavkar, 1978).
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Flavonoidi deluju u svim fazama kancerogeneze. Delujuci antioksidansno oni
pruzaju zasStitu od slobodnih radikala, koji mogu da izvrSe inicijaciju
kancerogeneze. Pored toga mnogi flavonoidi indukuju enzime Il faze procesa
detoksikacije u jetri (procesi konjugacije sa glutationom i glukuronskom
kiselinom) koji se neophodni za detoksikaciju brojnih hemijskih kancerogena.
Flavonoidi indukuju apoptozu i na taj nacin mogu da sprece dalju
proliferaciju celija koje su proSle kroz proces inicijacije. Kona¢no, za neke
flavonoide je pokazano da smanjuju invazivnost tumora, odnosno da
sprec¢avaju nastanak metastaza (Moolgavkar, 1978).

Jedan od najvaznijih nacina delovanja flavonoida je interakcija sa enzimima
faze | (npr. citohrom Pass0) koji mogu da aktiviraju brojne prokancerogene
(npr. benzpiren) u reaktivne produkte, koji interaguju sa nukleofilnim
supstratima u ¢eliji i indukuju malignu transformaciju. Flavonoidi inhibiraju
aktivnost odredenih izoenzima iz grupe citohroma Paso, kao Sto su CYP1A4,
CYP1A2 (Marchand i sar., 2009, Tsyrlov i sar., 2004) i time sprecavaju oStecenje
celije i proces kancerogeneze. S druge strane, flavanoli iz zelenog caja
indukuju enzime faze Il u jetri, stimulisuéi izlucivanje hemijskih kancerogena
iz organizma (Bu-Abbas, 1998). Na proces detoksikacije kancerogena u
drugim tkivima, a ne samo u jetri, deluju neki drugi flavonoidi. Tako npr.
biokanin A, izoflavon prisutan u mnogim mahunarkama, povecava aktivnost
prostaticne UDP-glukuronil transferaze, zbog kojih se u lokalno tkivu
prostate smanjuje koncentracija androgena (inaktiviraju se vezujuéi se sa
glukuronskom kiselinom) ¢ime se sprecava maligna transformacija (Sun i
sar., 1998).

Antiproliferativno delovanje flavonoida ostvaruje se preko vise mehanizama.
Oksidansi, odnosno slobodni radikali, jedan su od glavnih faktora koji utic¢u
na progresiju tumorskog rasta. Direktno antioksidansno delovanje flavonoida,
kao i supresija enzimskih sistema koju produkuju slobodne radikale smanjuje
proliferaciju tumorskih celija (Mutoh i sar., 2000). Antiproliferativno
delovanje flavonoida posredovano je i inhibicijom aktivnosti ornitin

dekarboksilaze, a time posledi¢cnim smanjenjem sinteze DNK i proteina
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(Makita i sar., 1996). Mnogi flavonoidi uticu na ciklus deobe celije. Brzina
c¢elijskog ciklusa u najvec¢oj meri zavisi od aktivnosti ciklin zavisnih kinaza
(engl. cyclin dependent kinase, CDK). Promena u aktivnosti CDK je klju¢ni
momenat u nastanku neoplazija. U razli¢itim tipovima kancera povecana je
znacajno aktivnost CDK, kao i mutacije gena koji kodiraju inhibitore CDK, pa
su lekovi koji moduliSu aktivnost CDK danas su u fokusu istrazivackog
interesa (Senderowicz, 1999). Tako na primer, silimarin, genistein, kvercetin,
luteolin, apigenin, epigalokatehin-3-galat blokiraju proliferaciju c¢elija u G1/S
ili G2/M kontrolnoj tacki i inhibiraju proliferaciju tumorskih ¢éelija u in vitro
uslovima (Zi i sar., 1998, Choi sar., 2001, Casagrande i sar., 2001).

Apoptoza, odnosno programirana celijska smrt omogucava uklanjanje
nepotrebnih ili oStecenih celija. Smanjena sposobnost apoptoze je osnovna
karakteristika mnogih tumorskih celija, a rezistencija tumora na apoptozu
indukovanu citostaticima je znacajan razlog izostajanja pozitivhog odgovora
na primenjenu hemioterapiju. Znacajna i pozitivna karakteristika flavonoida
jeste da oni indukuju apoptozu razli¢itin tumorski transformisanih celija ali
ne i netransformisanih ¢elija. Mehanizmi indukcije apoptoze su vrlo raznoliki
I ukljucuju: inhibiciju aktivnosti DNK topoizomeraze | i Il (Bailly, 2000.,
Sukardiman i sar., 2000.), regulaciju ekspresije proteina toplotnog Soka (engl.
heat shock proteins) (Rong i sar., 2000.), modulaciju signalnih puteva (Yin i sar.,
1999.), nishodnu regulaciju nuklearnog transkripcionog faktora kB (NF-kB),
aktivaciju endonukleza i supresiju MCL-1 proteina (lwashita i sar., 2000,
Konig i sar., 1997).

Indukcija autofagije (programirana celijska smrt tip 1), kao mehanizam
antitumorskog delovanja flavonoida tek je odnedavno privukla paznju
istrazivaca. Za nekoliko flavonoida je pokazano da mogu da izazovu
autofagiju, medutim, vecina ispitivanih flavonoida istovremeno indukuje i
autofagiju i apoptozu (Wen i sar., 2012., Zhang i sar., 2012.). Indukcija
autofagije moze biti veoma vazna strategija u terapiji tumora, narocito kod
tumora Kkoji su rezistentni na apoptozu indukovanu hemioterapijskim

agensima.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANIA

1.

Ispitati citotoksi¢nost razlicitin ekstrakata biljke S. scardica i njenih
glavnih polifenolskih komponenti na tumorske celijske linije.
Ispitati tip i molekulske mehanizme celijske smrti indukovane
ekstraktima S. scardica-e i njihovih polifenolskih komponenti.
Ispitati da li postoji sinergisticko citotoksi¢no dejstvo ekstrakata S.
scardica-e i antitumorskih lekova (karmustin), odnosno da li postoji

sinergisticko citotoksi¢no dejstvo ekstrakata S. scardica-e i UV zracenja.
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3. METODOLOGUA

3.1. Ekstrakcija biljnog materijala

Ceo proces ekstrakcije i karakterizacije ekstrakata uraden je na Institutu za
proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Pancié¢,, u Beogradu.

Sideritis scardica Griesb., fam. Lamiaceae je sakupljana u svom prirodnom
stanidtu na Sarplanini (u podnozju Ljuboten) na 1300 m nadmorske visine, u
vreme cvetanja. Biljni materijal je osuSen na vazduhu, a zatim spakovan u
papirne kese i ¢uvan na hladnom i tamnom mestu do dalje obrade. Biljni
materijal je verifikovan, reprezentativni primerci su deponovani u herbarijum
botanicke baste Jevremovac pod registracionim brojem SS/08. Identifikaciju je
obavio profesor Dmitar LakuSi¢ (Institut za botaniku, Fakultet za biologiju
Univerziteta u Beogradu). OsuSeni nadzemni delovi biljke su spraseni i
ekstrahovani 70 % etanolom (ukupni ekstrakt-ekstrakt 1). Prinos ekstrakta
iznosio je 16,7 % (u odnosu na osusenu biljnu sirovinu). Etanolni ekstrakt je
rastvoren u vodi, snazno promuckan i dalje ekstrahovan sukcesivno u
separacionom levku sa 600 mL dietil-etra, 600 mL etil-acetata i 600 mL
zasi¢enog n-butanola. Dobijene su sledece frakcije: dietil-etarska 2,8 g (frakcija
2), etil-acetatna 1,3 g (frakcija 3) i n-butanolna 4,4 g (frakcija 4). Prinos frakcija
2,314 iznosio je 16,7, 7,51 26,3 % u odnosu na ukupni ekstrakt, odnosno 0,46,
0,21 i 0,73 % u odnosu na osuSen biljni materijal. U daljem tekstu u cilju
jednostavnijeg prikazivanja rezultata, frakcije su oznacavane kao ekstrakti,

odnosno frakcije 2, 3 i 4 oznacavane su kao ekstrakti 2, 3 i 4.

3.1.1. Odredivanje ukupnog fenolskog sadrzaja

Ukupan fenolski sadrzaj odredivan je po Folin-Ciocalteu metodu (Velioglu i

sar., 1998). Uzorci su rastvarani u metanolu i 100 pL rastvora uzorka
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pomesano je sa 750 pL Folin-Ciocalteu reagensa (prethodno razblazenog deset
puta). Nakon 5 minuta inkubacije na 22 °C, dodato je 750 pL rastvora natrijum
bikarbonata (60 g/L). Nako 90 minuta inkubacije apsorbance su ocitavane na
725 nm. Serijski rastvori galne kiselina (0-100 mg/L) sluzili su za konstrukciju
standardne krive. Rezultati su izrazeni kao miligrami ekvivalenata galne

kiseline po gramu suve materije ekstrakata (mg GA/ZQ).

3.1.2. Ukupan sadrzaj flavonoida

Ukupan sadrzaj flavonoida odredivan je po metodu opisanom u Evropskoj
farmakopeji Ph. Eur. 6.0 (Council of Europe, 2004.). Ukratko, uzorci su
ekstrahovani smesom aceton/HCI pod refluksnim kondenzorom. AICI3
kompleks flavonoidne frakcije ekstrahovane etil-acetatom meren je
ocitavanjem apsorbance na UV-VIS spektrofotometru HP 8453 na 425 nm.
Sadrzaj flavonoida izrazen kao procenat hiperozida, prikazan je kao srednja

vrednost + standardna devijacija dobijena iz 3 nezavisna merenja.

3.1.3. Odredivanje ukupne antioksidativne aktivnosti ekstrakata

Ukupna antioksidativna aktivnost ekstrakata odredena je metodom po Bloisu
(Blois, 1958), sa izvesnim modifikacijama. Metoda se zasniva na
obezbojavanju DPPH (1,1-difenil-2-pikril-hidrazil) radikala pri redukciji, a
pad apsorbance prati se na 517 nm. Razlicite koncentracije uzoraka 0,01-1 %
(100 pL) meSane su sa 900 pL metanolnog rastvora DPPH koncentracije 0,04
mg/mL. Apsorbanca je ocitavana na 517nm nakon 20 minuta. Procenat
inhibicije je izracunavan koris¢enjem sledece formule | = [(Ac — Auz)/Ac] x
100, gde je | procenat inhibicije, Ac apsorbanca negativne kontrole (100 pL
¢istog metanola) i Auz je apsorbanca uzorka. Sinteticki antioksidans trolox i

tercijerni butilirani hidroksitoluen (BHT) koriséeni su kao pozitivnne
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kontrole. 1Cso vrednosti su izracunate koriSéenjem linearne regresione

analize.

3.14. Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i1 ukupna antioksidativna

sposobnost ekstrakata

Sadrzaj ukupnih fenola se kretao u intervalu od od 84,2 do 345 mg
ekvivalenata galne kiseline po gramu suvog biljnog ekstrakta. Najbogatiji
fenolima bio je ekstrakt 3 (etil-acetatni). Sadrzaj flavonoida izrazen kao
procenat hiperozida takode je bio najveci za ekstrakt 3 i iznosio je 1,1 %.
Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 1.

Antioksidansna aktivnost ipitivana DPPH testom, pokazala je da svi ekstrakti
imaju antioksidansnu sposobnost, koja je bila najizrazenija za ekstrakt 2
(dietil-etarski). Troloks i butilovani hidroksitoulen-BHT, poznati

antioksidativni agensi, sluzili su kao pozitivne kontrole (Tabela 1).

Tabela 1. Antioksidativna sposobnost i ukupni sadrzaj fenola i flavonoida

u ekstraktima S.scardica-e

DPPH aktivnost Ukupni fenoli £SD
Ekstrakt % flavonoida+SD

| C50xSD (ug/mL) (mg GAE/ g DW)

1 Banolni 31,50+0,36 188,45+12,91 0,4x00

2 Dietil etarsid 147,27+1,76 84,20+7,29 0,4x0,0

3 Etil-acetatn 20,07+0,41 345,61+21,70 11200

4 n-butanolni 5,67+0,37 300,25:13,39 0,5:00

troloks 5.0+0,25 . )

BHT 6,040,27 i ]
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3.1.5. Analiza ekstrakata koriSéenjem teéne hromatografije pod visokim

pritiskom (HPLC procedura, engl. High pressure liquid chromatography)

Hromatogrami ispitivanih ekstrakata (slika 3), kao i kvantifikacija
identifikovanih sastojaka uradena je na aparatu HPLC Agilent Technologies
1200. Detekcija je vrSena uz pomoé DAD (detektora sa nizom dioda), a
sekundarni metaboliti su identifikovani na slede¢im talasnim duzinama: 260
nm (protokatehinska i siringi¢na kiselina), 280 nm (hlorogenska, vanili¢na, p-
kumarna i kafena kiselina), 325 nm (ferula kiselina) i 360 nm (flavonoidi).
Separacija komponenti je postignuta koris¢enjem LiChrospher 100 RP 18e (5
pm), 250x4dmmm Kkolona sa protokom 1 mL/min i mobilnim fazama A [500
mL of H20 plus 9.8 mL of 85% H3PO4 (w/w)], B (MeCN). Uzorci su
pripremani rastvaranjem 118.6, 49.4, 9.4, i 53.0 mg ekstrakata 1, 2, 3i 4 u 10ml
metanola, a zatim flitrirani kroz PTFE filter pre HPLC analize. Injektovani
volumen wuzoraka iznosio je 4 pL. Standardni rastvori flavonoida i
polifenolskih kiselina pripremani su u metanolu u slede¢im koncentracijama:
0.01 mg/ml (protokatehinska, p-kumarna, vanili¢na, ferula i siringi¢na
kiselina, kao i luteolin i hrizoeriol), 0.05 mg/mL (apigenin, hlorogenska i
kafena kiselina) i 0.12mg/mL (apigenin-7-O-glukozid i luteolin-7-O-
glukozid). Za identifikaciju i kvantifikaciju komponenti u ispitivanim
ekstraktima, koriS¢éene su tri meSavine standarda sa prethodno pomenutim
koncentracijam: meSavina 1 sa kafenom kiselinom, apigenin-7-O-glukozidom
i apigeninom; mesavina 2 sa hlorogenskom kiselinom, hrizoeriolom, luteolin-
7-O-glukozidom i luteolinom; i meSavina 3 koja je sadrzala ostale ispitivane
supstance. Injektovani volumen je bio isti kao volumen ispitivanih ekstrakata.
Identifikacija je vrSena na osnovu retencionih vremena i poklapanja spektara.
Kvantifikacija je vrSena metodom eksternog standarda.

HPLC analizom dobijeni su slede¢i podaci: Ferula Kkiselina je bila
najzastupljeniji sastojak svih ispitivanih uzoraka i njena zastupljenost iznosila
je 0,36 %, 2,34 %, i 2,92 % za ekstrakte 2, 3 i 4. Ekstrakt 2 je bio bogatiji

aglikonima flavonoida, za razliku od vise polarnih ekstrakata 3 i 4. Ostale
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identifikovane komponente bile su hlorogenska kiselina, vanili¢na kiselina,
kafena kiselina, siringicna Kkiselina, p-kumarna kiselina, ferula Kiselina,

apigenin, luteolin, apigenin-7-O-glukozid i luteolin-7-O-glukozid (Tabela 2).
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Slika 3. Reprezentativni hromatogrami odgovarajuc¢ih ekstrakata. Pikovi
pojedinacnih komponenti obelezeni su brojevima, koji odgovaraju sledeé¢im
supstancama: protokatehinska kiselina (1), hlorogenska kiselina (2), vanili¢na
kiselina (3), kafena kiselina (4), siringi¢na kiselina (5), p-kumarna kiselina (6),
ferula kiselina (7), luteolin-7-O-glukozid (8), apigenin-7-O-glukozid (9),
luteolin (10), hrizoeriol (11), apigenin (12).
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Tabela 2. Kvantitativno odredivanje fenola i fenolkarbonskih Kkiselina u

ekstraktima S. scardica

Br.

Komponenta

1. Protokatehinska kisdina

2 Hlorogenskakisdina

3. Vanili _nakisdina

4. Kdenak isdina

5. Siringi_nakisdina

6. p-Kumarin

7. Ferulakisdina

8. L uteolin -7-O-glukozid

9. Apigenin -7-O-Glukozid

10. L uteolin
11. Hrizoeriol
12, Apigenin

Ekstrakt

2 3 4 Ritb/Rtc I max
005 1,70 1,70 5,90/6,43 218, 260, 294
0,52 - - 8,90/8, 90 218, 238, 298sh, 324
004 054 04 10,15/9, 90 218, 260, 292
0,17 - - 11,18/11, 17 218, 238, 298sh, 324

- 0,19 019 11,22/11, 25 218,274
012 292 292 17,21/17, 02 226, 298sh, 366
0,36 0,32 032 227822,06 218, 236, 298sh, 324
003 061 061 238523 89 254, 268sh, 348
0,08 - - 28,98/29, 09 266, 336
021 003 003 40,6540, 83 254, 268sh, 348

] ; - 44,38/44, 27 250, 266sh, 292sh
0,32 - - 4547/45, 49 266, 338

Rtb je retenciono vreme odgovarajuce komponente

3.2. Celijske linije

U eksperimentima su koriS¢ene sledece tumorske celijske linije: B16 (misji

melanom), HL-60 (humana promijelocitna leukemija) i C6 (pacovski gliom).

Sve celijske linije su nabavljene od Evropske kolekcije celijskih linija (engl.

European Collection of Cell Cultures). Nakon odmrzavanja, ¢elije su pasazirane

tokom 7 dana i tek nakon toga koris¢ene za dalji eksperimentalni rad.
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Pored tumorskih linija koriSéeni su i primarni pacovski astrociti i humane
mononuklearne celije periferne krvi-MNPK.

Sve celije su odrzavane u vlaznoj atmosferi u inkubatoru na 37°C u atmosferi
sa 5% COe..

Za gajenje tumorskih celijskih linija koriséen je medijum RPMI-1640 (Gibco),
koji je sadrzao 2mM glutamina, 20mM HEPES-a, 10mM natrijum piruvata,
fetalni tele¢i serum (5% za B16 i C6; 10% za HL-60 i MNPK) i 1% miksture
antibiotika (penicilin/streptomicin).

Primarni pacovski astrociti dobijani su izolacijom iz mozgova novorodenih
pacova starosti 3-5 dana (Trajkovi¢ i sar., 1997). Nakon dekapitacije,
uklanjanja kalvarije i preparacije mozga, sa mozga se uklanjaju ovojnice,
veliki krvni sudovi i mali mozak. Tkivo mozga se zatim mehanicki usitnjava u
medijumu, a zatim centrifugira na 1600 obrtaja tokom 5 minuta. Nakon
centrifugiranja sakuplja se talog astrocita, koji se jos jednom pere u medijumu
centrifugiranjem tokom 5 minuta na 1600 obrtaja. Ovako izdvojeni astrociti u
vidu taloga su zasejavani u flaskove prethodno presvucene poli-L-lizinom.
Nakon prvih 24h inkubacije, flaskovi se peru i medijum se menja svezim.
Nakon 7 dana od uspostavljanja kulutre, flaskovi se stavljaju na orbitalnu
meSalicu (10 ciklusa u minutu) u inkubator tokom 24 sata. MeSanje na
orbitalnoj mesalici ima za cilj da ukloni slabije adherentne celije (endotelne
celije, oligodendociti, fibroblasti) i omogucava da se dobija cistija kultura
astrocita. Cisto¢a kulture astrocita je potvrdena bojenjem na glijalni kiseli
fibrilarni protein (glial fibrilar acid protein, GFAP). Kulture se koriste za dalji
eksperimentalni rad ukoliko se utvrdi da u njima ima preko 95% GFAP
pozitivnih celija.

MNPK su izolovane iz uzoraka heparinizovane humane krvi uz pomo¢
gustinskog gradijenta nizom centrifugiranja uz pomo¢ LymphoPrep™ (Axis
Shield, Oslo, Norway).

Za sve eksperimente koriSéeni su razlic¢ito frakcionisani ekstrakti Sideritis
scardica: etanolski (ekstrakt-1), dietil-etarski (esktrakt 2), etil-acetatni (ekstrakt-

3) i n-butanolni (ekstrakt-4). Za sve ekstrakte je prvo ispitano da li prema
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koriséenim celijskim linijama i primarnim celijama pokazuju citotoksi¢an
efekat, a dalje rasvetljavanje mehanizama citotoksi¢nosti sprovedeno je samo
sa ekstraktima koji su pokazali znacajnu citotoksicnu aktivnost, na
odgovarajuc¢im c¢elijama. NajviSe paznje posveceno je ispitivanju citotoksi¢nog
efekta ekstrakata S. scardica-e na celijskoj liniji glioma pacova. Pored toga,
ispitivana je interakcija citotoksi¢nih ekstrakata i karmustina-agensa koji se
koristi u terapiji glioma.

Dodatno su, sa istim ciljem, sprovedeni eksperimenti sa fenolskim
komponentama ekstrakata (apigenin, luteolin, apigenin-7-O-glukozid,
luteolin-7-O-glukozid, ferula kiselina, hrizoeriol).

Ekstrakti i fenolske komponente rastvarane su u dimetil-sulfoksidu-DMSO.
Krajnja koncentracija DMSO u svim eksperimentima nije prelazila 0.1% i nije

imala nikakav uticaj na vijabilitet celija.

3.3. Ispitivanje citotoksiénog efekta-odredivanje aktivnosti laktat

dehidrogenaze i kisele fosfataze

Za ispitivanje citotoksi¢nog efekta, celijske linije su zasejavane u ploce sa 96
bunara (15000 C6 i B16 celija, 20000 HL-60 celija, 25000 MNPK c¢elija, 10000
astrocita po bunaru). Nakon zasejavanja, adherentne celije su inkubirane
tokom 24h, medijum je odlivan a celije tretirane dvostruko opadaju¢im
koncentracijama ekstrakata/fenolskih komponenti u finalnoj zapremini od
100p! medijuma. Nakon 24h inkubacije iz svakog bunara sakupljano je 50 pL
supernatanta, koji je zamrzavan i koriséen za odredivanje aktivnosti laktat-
dehidrogenaze (LDH). Ostatak supernatanta je odliven, a u adheriranim
¢elijama odredivana je aktivnost kisele fosfataze (Touhey, 2003).

Test Kkisele fosfataze: U svaki bunar dodavano je 100 pL reakcione meSavine
koja je sadrzala 0.1 M acetatni pufer, pH 5.5, koji je sadrzao 10mM para-
nitrofenil-fosfata-PNFF i 0.1% Triton-X. Celije su potom inkubirane na 37°C

tokom 90 minuta. Nakon inkubacije, reakcija se prekida dodavanjem 50 pL
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NaOH po bunaru. Kisela fosfataza prisutna u zivim celijama u kiseloj sredini
iz PNFF oslobada p-nitrofenil anjon, koji je u baznoj sredini (nastaloj nakon
dodavanja NaOH) Zute boje. Intezitet nastale zute boje proprocionalan je
broju zivih, vijabilnih celija. Apsorbanca zute boje koja se razvila nakon
dodavanja NaOH ocitavana je na citacu za mikrotitar ploc¢e (Sunrise; Tecan,
Dorset, UK) na talasnoj duzini od 405 nm. Dobijene vrednosti apsorbanci
tretiranih celija se izrazavaju kao % od kontrole (netretirane celije) cija se
apsorbanca arbitrarno predstavlja kao 100%.

Za celije u suspenziji koriséen je delimi¢no modifikovan metod za odredivanje
aktivnosti kisele fosfataze. Nakon 24h inkubacije, direktno u celijsku
suspenziju dodavano je 50 pL reakcione meSavine (0,3 M acetatni pufer, pH
5,5 koji je sadrzao 30mM para-nitrofenil-fosfata-PNFF i 0,3% Triton-X). Nakon
60 minuta inkubacije na 37°C, po bunaru je dodavano po 50 pL 0,3 M NaOH,
a zatim je ocitavana apsorbanca nastale zute boje i vrSeno izracunavanje kako
je ranije opisano.

Odredivanje aktivnosti LDH: LDH je unutarcelijski enzim koji se otpusta iz
c¢elije nakon narusSavanja integriteta celijske membrane iz celija podleglih
nekrozi, odnosno, celija koje su podlegle sekundarnoj nekrozi (Badovinac i
sar., 2000).

Odredivanje aktivnosti LDH vrSeno je u mikrotirar plocama sa 96 bunara
koris¢enjem supernatanata sakupljenih tokom tretmana celija za potrebe
ispitivanja celijskog vijabiliteta za adherentne celije. Supernatant celija u
suspenziji dobijene je prethodnim centrifugiranjem mikrotitar plo¢a tokom 5
minuta na 1800 obrtaja/min. U 50 pL supernatanta dodavano je 50 pL
reakcione mesavine (54 mM L(+) laktat, 0,66 mM p-jodo-nitro-tetrazolijum
hlorid, 0,28 mM fenzin-metosulfat i 1,3 mM NAD+koji su rastvoreni u 0,2 M
Tris-puferu, pH 8,2) i posle inkubacije u trajanju od 10 minuta, oc¢itavana je
apsorbanca nastale ruzic¢aste boje na 570 nm. Kao pozitivna kontrola koriséen
je 3% rastvor Tritona-X (100% nekroze- najintenzivnija ruzicasta boja).
Procenat citotoksi¢nosti je izracunavan po sledecoj formuli

% citotoksi¢nosti=[(E-N)/(T-N)] x 100,
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gde je E-apsorbanca tretiranih celija, N-apsorbanca netretiranih Ccelija
(negativna kontrola), T-apsorbanca celija tretiranih Tritonom-X (potpuno

nekroticne celije).

3.4. Ozracivanje ¢éelija ultraljubic¢astim (UV) zracima

Ostecenje DNK tumorskih, ali i normalnih celija je ¢esta posledica razlicitih
razli¢itih postupaka za lecenje tumora. U ovom eksperimentalnom modelu je
kao model oStecenja DNK koris¢éeno UV zracenje transiluminatora.
Istovremeno su ozracivane netretirane celije, kao i celije koje su prethodno
tretirane sa ekstraktima i odabranim fenolskim komponentama (30 min pre
izlaganja UV zracima). Nakon ozracivanja celija zasejanih u ploce sa 96
bunara, celije su inkubirane tokom naredna 24h i odredivan je njihov
vijabilitet testom kisele fosfataze. Duzina definitivno primenjene ekspozicije
odredivana je emprijski iz viSe eksperimenata. Naime, celije su izlagane UV
zracima tokom razlic¢itih vremenskih interval (od 30 sekundi do 5 minuta) da
bi im nakon 24h bio odreden vijabilitet. Za dalje eksperimente koriS¢ena je
duzina ekspozicije, koja je smanjila vijabilitet ozracenih, netretiranih
(kontrolnih) ¢elija na priblizno 50%. Za C6 celije vreme izlaganja UV zracima

je iznosilo 2 minuta a za primarne astrocite pacova 3 minuta.

3.5. Kombhinovana citotoksi¢nost

Da bi se ispitalo kombinovano (sinergisticko, antagonisticko ili aditivno)
citotoksi¢no dejstvo ekstrakata i hemioterapijskih agenasa (karmustin) celije
su zasejane u ploce sa 96 bunara i istovremeno su tretirane karmustinom i
odgovaraju¢im ekstraktom/fenolskom komponentom, a zatim je odreden
vijabilitet testom kisele fosfataze kako je ve¢ ranije opisano. Za potrebe

ekperimenata uvek je koris¢en karmustin u koncentraciji 1Cso (dobijena na isti
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nacin, kako je ve¢ opisano za ekstrakte odnosno fenolske komponenete) i

razlic¢ite koncentracije ekstrakata odnosno fenolskih komponenti.

3.6. Proto¢na citometrija

Metodom protoc¢ne citometrije odredivano je viSe parametara: tip celijske
smrti (apoptoza/nekroza), kvantifikacija celija u odredenoj fazi celijskog
ciklusa, aktivacija kaspaza, merenje potencijala mitohondrijalne membrane,
produkcija slobodnih kiseoni¢nih radikala i odredivanje prisustva kiselih

citoplazmatskih vezikula.

3.6.1. Osnovni principi proto¢ne citometrije

Protoc¢na citometrija omogucava precizno ispitivanje izolovanih pojedinac¢nih
¢elija koje se nalaze u tecnom medijumu. Celije se ureduju jedna za drugom,
razdvojene najmanje 1mm, i krec¢u velikom brzinom (viSe od 30 km/h) ispred
izvora svetlosti, najceSc¢e lasera. Laser ih osvetljava svetloS¢u odgovarajuce
talasne duzine, sto dovodi do fenomena fluorescence i emitovanja svetlosti od
strane osvetljene celije. Ova emitovana svetlost, se detektuje bilo u ravni
lasera (prednje rasipanje- engl. forward scatter- FSC) ili pod uglom od 90°
(bo¢no rasipanje- engl. side scatter- SSC) i daje informaciju o velicini i
granuliranosti (ili strukturi) svake od ispitivanih celija.

Izvor svetlosti omogucava ekcitaciju fluorescentnih molekula koji se nalaze na
¢eliji, bilo kao molekuli ve¢ prirodno prisutni na ¢eliji (autofluorescenca) ili
kao fluorohromi kojima su dodatno obelezene celijske strukture ili antitela na
celijski antigen od interesa Sto se postize adekvatnom pripremom uzorka.
Glavni cilj pripreme uzorka koji obi¢no predstavlja inkubaciju celija pod
odgovaraju¢im okolnostima, sa fluorescentnom bojom ili fluorescentno

konjugovanim antitelom ili ligandom, je da se stvori celijska suspenzija
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pojedinac¢nih ¢elija, koje su obojene odgovarajué¢im bojama i koje ¢e proci kroz
sistem protoc¢nog citometra bez remecenja ravnomernog protoka tec¢nosti. Na
ovaj nacin mogu da se analiziraju cele celije, ¢elijske organele ili druge celijske
komponente (na primer nukleinske kiseline). To znac¢i da analizi ¢elija na
proto¢nom citometru predhodi korak obelezavanja ¢elija molekulima koji su
specifi¢ni bilo prema nekoj strukturi ili funkciji éelije, a koji fluoresceriraju
posto se osvetle svetlos¢u lasera odgovarajuce talasne duzine. Signali difuzije
i fluorescence (fotona) odlaze do detektora koji vrsi merenje signala,
kvalitativno i kvantitativno, i transformiSe ga u elektri¢ni signal. Na ovaj
nacin je svaka celija transformisana u jedan "elektricni dogadaj" sa viSe
koordinata (velic¢ina, granuliranost, fluorescenca 1, fluorescenca 2). Time za
svaku celiju postoji viSe parametara koji odgovaraju razli¢itim svetlosnim
signalima Kkoji se registruju simultano: u vidu rasipanja svetlosti i
fluorescence. lza detektora se nalaze opticki filteri koji osiguravaju
specificnost merenja selekcijom svetlosti koju emituje celija osvetljena
laserom. Svetlosni signal transformisan u analogni elektronski signal se
potom prevodi u numericki signal koji se registruje za svaku pojedinacnu
¢eliju. Svaki numericki signal se uvodi u informativni digitalni oblik koji se
potom prevodi u histogramski zapis, pri ¢emu je sada moguce precizirati
distribuciju fluorescence i statistic¢ki obraditi dati uzorak.

Za potrebe ovog segmenta istrazivanja je koris¢en FACSCalibur (BD
Biosciences, Heidelberg, Germany). Analiza svakog pojedina¢nog uzorka je
podrazumevala analizu 10000 celija, a ovako dobijeni podaci su analizirani
koriséenjem kompjuterskog programa BD Cell Quest Pro. Za sve
eksperimente za koje je koriSéena protocna citometrija, ¢elije su zasejavane u
ploce sa 6 bunara. Adherentne ¢elije su zasejavane 24h pre tretmana (300000
¢elija po bunaru), dok su ¢elije u suspenziji tretirane istog dana (500000 celija

po bunaru).



3.6.1.1. Odredivane tipa celijske smrti proto¢énom citometrijom

Za oderdivanje tipa celijske smrti protocnom citometrijom celije se boje
aneksinom V koji je obelezen fluorescentnom bojom-fluorescein
izotiocijanatom-FITC (An-V FITC) i propidijum jodidom (engl. propidium
iodide, PI). Jedan od ranih dogadaja u apoptozi je preraspodela fosfolipida
¢elijske membrane. Fosfatidil serin koji se nalazi na unutrasnjoj strani celijske
membrane tokom apoptoskog procesa, prelazi u spoljasnji sloj celijske
membrane. Aneksin-V ima veliki afinitiet za vezivanje za fosfatidil serin, tako
da celije koje eksprimiraju fosfatidil serin bivaju obelezene aneksin-V-FITC-
om. Propidijum jodid je fluorescentna boja koja se umecée u molekul
nukleinskih kiselina, medutim ne moze da prode kroz neoStecenu celijsku
membranu, tako da se propidijum jodidom boje samo celije sa oStecenim
integritetom celijske membrane. Dakle, ovim dvostrukim bojenjem sa An/PI
moguce je razlikovati sledece populacije ¢elija: dvostruko negativne AnV-/PI-
(normalna celijska populacija), aneksin pozitivne An*/Pl- (éelije u ranoj
apoptozi), dvostruko pozitivne An*/PI* (c¢elije u kasnoj apoptozi) i
propidijum jodid pozitivhe An-/PI* (nekrotic¢ne celije).

Nakon tretmana sa IC50 koncentracijama ekstrakata za koje je u prethodnim
eksperimentima pokazano da prema odgovarajuéim celijskim linijama
ispoljavaju citotoksi¢an efekat, c¢elije su tripsinizirane, oprane u puferovanom
fizioloSkom rastvoru, a zatim su resuspendovane u aneksin vezujuéem puferu
u koji je prethodno dodata odgovarajuca koli¢cina An-V-FITC i PIl, prema
uputstvu proizvodaca (BD Pharmingen, San Diego, CA). Nakon 30 minuta
inkubacije u mraku na sobnoj temperaturi, ¢elije su analizirane na protocnom
citometru, na FL-1 (zelena fluorescence, FITC-a) i FL-2 kanalu (narandzasta
fluorescence, PI1). Rezultati su izrazeni u procentima u odnosnu na celokupnu

analiziranu populaciju celija.
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3.6.1.2. Merenje aktivacije kaspaza

Kaspaze su serin proteaze, koje ucestvuju u inicijaciji (kaspaze 8 i 9) i
izvrSavanju procesa apoptoze (npr. kaspaza 3). Za detektovanje aktivacije
kaspaza, koriSéen je fluorescentno obelezeni pankaspazni inhibitor (R&D
systems, Minneapolis, USA). Pankaspazni inhibitor koji je konjugovan sa
FITC-om, prolazi kroz celijsku membranu i ireverzibilno se vezuje za
aktivirane kaspaze ¢ime se on aktivira i emituje zelenu fluorescenu ciji se
intenzitet ocitava na FL-1 kanalu. Visak nevezanog reagensa se uklanja
ispiranjem celija. Ukratko, celije se nakon tretmana tripsiniziraju, peru u
puferovanom fizioloSkom rastvoru i inkubiraju sa odgovaraju¢om
koncentracijom pankaspaznog inhibitora (prema uputstvu proizvodaca)
tokom 15 minuta na 37°C. Nakon toga se centrifugiraju (brzina), peru i na
kraju se resuspenduju u puferovanom fizioloSkom rastvoru. Ukoliko u
uzorku postoji povecana aktivnost kaspaza u odnosu na kontrolu (netretirane

celije), intenzitet zelene fluorescence pankaspaznog inhibitora se povecava.

3.6.1.3. Detektovanje kiselih citoplazmatskih vezikula

Kisele citoplazmatske vezikule jedan su od markera procesa autofagije, ali
nisu specificne za njega. Detekcija kiselih citoplazmatskih vezikula vrsi se uz
pomoé fluorohroma akridin oranza, koji predstavlja pH senzitivhu boju. U
prisustvu kiselog sadrzaja akridin oranz emituje crveno/narandzastu
fluorescenciju, dok jedra celija pokazuju zelenu fluorescenciju (neutralno pH).
Na protocnom citometru prati se promena odnosa FL-3/FL-1 (crvena/zelena)
fluorescence, koja je proprocionalna porastu broja vezikula sa kiselim
sadrzajem. Protocni citometar se bazdari tako da odnos FL-3/FL-1 u kontroli
(netretirane celije) bude jednak jedinici da bi se analiza ovog odnosa u
uzorcima vrsila u odnosu na kontrolu. Eksperimentalni postupak se sastoji u

petnaestominutnoj inkubaciji celija na 37°C sa bojom rastvorenom u
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medijumu (1:100), nakon cega se celije dva puta peru u puferovanom
fizioloSkom rastvoru i onda vrSi ocitavanje. Povecanje broja vezikula sa

kiselim sadrzajem u uzorku se registruje kao povecanje odnosa FL3/FL1.

3.6.1.4. Merenje produkcije slobodnih kiseoniénih radikala

Za merenje produkcije slobodnih radikala, koriséen je redoks senzitivni
fluorohrom dihidro-rodamin (DHR). DHR (nefluorescentan molekul)
slobodno prolazi kroz ¢elijsku membranu i u prisustvu slobodnih radikala
dolazi do njegove oksidacije u rodamin, koji emituje zelenu fluorescenciju,
koja se moze kvantifikovati na FL-1 kanalu. Eksperimentalni postupak
podrazumeva da se celije tokom trajanja tretmana istovremeno inkubiraju sa
DHR (finalna koncentracija 5 uM). Nakon isteka inkubacije ¢elije se standarno
tripsiniziraju, peru u puferovanom fizioloSkom rastvoru i oc¢itavanje se vrsi na
protocnom citometru na FL-1 kanalu. Povecanje produkcije slobodnih
kiseoni¢nih radikala je proporcionalno promeni intenziteta zelene

fluorescence koju emituje rodamin.

3.6.1.5. Analiza ¢elijskog ciklusa

Za analizu odnosa celija koje se nalaze u odredenoj fazi celijskog ciklusa
koris¢éeno je bojenje sa PI. Pl se interkalira u molekul nukleinskih kiselina, a
na osnovu intenziteta fluorescencije moze se proceniti kolicina DNK u
analiziranim celijama. Celije u GoG: su diploidne (2n), dcelije sa
hipodiploidnim sadrzajem DNK (fragmentisana DNK) odgovaraju celijama
koje se nalaze u procesu apoptoze (<2n) , ¢elije u S fazi imaju veci sadrzaj
DNK od diploidnog izmedu 2n i 4n) , dok ¢elije u G2M fazi imaju dvostruko

veci sadrzaj DNK od diploidnog (4n).
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Sam eksperimentalni postupak sproveden je po ranije objavljenoj metodi
(Mijatovic¢ i sar., 2005.). Ukratko, nakon tretmana celije se tripsiniziraju, peru,
a zatim fiksiraju u 70% etanolu. Nakon najmanje 24h fiksacije, ¢elije se peru, a
zatim permeabilizuju Triton-X-om i izlazu se RNA-zi, kako bi se razgradila
sva RNK prisutna u celijama, koja takode moze da interaguje sa Pl. Nakon
toga celijama inkubacionoj meSavini se dodaje Pl (Img/ml), inkubira 15

minuta i zatim analizira na proto¢nom citometru.

3.7. Odredivanje ekspresije proteina uklju¢enih u proces autofagije

Nakon inkubacije sa ekstraktima, odnosno fenolskim komponentama, koje su
u prethodnoj analizi na protocnom citometru pokazale da dovode do
povecanja broja vezikula sa kiselim sadrzajem, celije su oprane hladnim PBS-
om i skrejperima skidane sa Petri Solja. Odmah nakon skidanja celije se
prebacuju u pufer za liziranje (30 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NacCl, 1% NP-
40, 1 mM PMSF i 10 pl proteaza inhibitornog koktela) (Sigma- Aldrich) i
inkubiraju na ledu tokom 30 minuta. Nakon toga se centrifugitaju na 14000 g
na temperaturi od +4°C, tokom 15 minuta. Talog se odbacuje, a supernatanti
se dalje analiziraju. U supernatantima se zatim meri koncentracija proteina
metodom po Bradfordu. Proteini reaguju sa bojomm Coomassie Brilliant blue i
grade plavo obojeni kompleks, a intenzitet obojenosti kompleksa direktno je
proprocionalan koncentraciji proteina u uzorku. Svaki uzorak analiziran je u
triplikatu, a apsorbance su ocitavane u mikrotitar plocama na 570 nm na
aparatu Tecan, Sunrise (Dorset, UK). Koncentracije proteina u uzorcima se
ocitavaju koriséenjem standardne krive, koja se konstruiSse nakon merenja
apsorbance serije standardnih rastvora odgovarajucih razlicitih koncentracija
govedeg serumskog albumina (0, 5, 10, 15 i 20 mg/mL). Uzorci se nakon
izracunavanja koncentracije proteina po potrebi razblazuju i do dalje analize
¢uvaju na temperaturi od -80°C. Za dalju analizu proteini se razdvajuju uz

pomoé poli-akril amid elektorofreze na gelu. Razdvojeni proteini se
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polusuvim sistemom za prenos prenose na nitroceluluznu membranu (Bio-
Rad, Marnes-la-Coquette, France). Membrana se tokom nodéi inkubira sa
primarnim antitelom na +4 °C. Nakon ispiranja u odgovaraju¢im puferima
(TBS-T u sastavu 50mM Trisa, 150 mM NacCl, 0,05% Tween 20, pH 7,6),
inkubira se tokom 2h sa sekundarnim antitelom, obelezenim peroksidazom
(Cell Signaling Technology, Beverly, MA). Nitrocelulozne membrane se zatim
uranjaju u ECL rastvor (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) koji sluzi kao
supstrat za peroksidazu, a gde kao proizvod reakcije nastaje jedinjenje koje
emituje fotone (efekat luminiscence). Potom se rendgenski film (Amersham
Hyperfilm ECL; GE Healthcare Limited, Buckinghamshire, UK) izlaze tako
pripremljenim membranama. Na mestima gde su se antitela vezala za protein,
javice se svetlina na rendgenskom filmu, ¢iji je intenzitet direktno
proporcionalan koncentraciji odgovarajuceg proteina u uzorku. Nakom
razvijanja filmovi se skeniraju i wvrSi se denzitometrija, koriste¢i se
odgovaraju¢im softverom (Imagel, NIH, Bethesda, USA). Fosfo forme
proteina kvantifikovane su u odnosu na ukupni sadrzaj odgovarajuceg
proteina, dok su LC3 i p62 kvantifikovani u odnosu na aktin kao
konstitutivno eksprimirani protein.

Za identifikaciju i kvantifikaciju proteina koriS¢ena su primarna antitela
usmerena na sledece proteine: LCz (engl. light chain 3), fosfo-AMPK (treonin
172), AMPK, fosfo-Akt (serin 473), fosfo-mTOR (serin 2448), mTOR, aktin (sva
nabavljena od Cell Signalin Technology, Beverly, MA) i p62 (Biolegend, San
Diego, CA)

3.8. Statisticka obrada
Za predstavljanje rezultata koriS¢ene su metode deskriptivne statistike. Za

analizu znacajnosti razlike koriséena je jednofaktorska analiza varijanse,

pracena Student-Newman-Keuls testom. Za neparametarske podatke koriséen
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je Wilcoxon-ov test sume rangova pracen Mann-Whitney testom. Verovatnoca

nulte hipoteze manja od 0,05 smatrana je statisticki znacajnom.
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4. REZULTATI

4.1. Uticaj S. scardica ekstrakata na vijabilitet primarnih astrocita, MNPK i

tumorskih éelijskih linija

Nakon 24h inkubacije sa dvostruko opadaju¢im koncentracijama ekstrakata S.
Scardica (0-100 pg/ml), samo je dietil-etarski ekstrakt (ekstrakt 2) pokazao
dozno zavisnu citotoksi¢nost na B16 celijama miSjeg melanoma, smanjujuci
im vijabilitet na 51,3% u odnosu na netretirane celije primenjen u koncentraciji
100 pg/mL. Ostali ispitivani ekstrakti nisu ispoljili citotoksi¢ni efekat na B16
¢elijama. Analizom citotoksi¢nosti odabranih fenolskih komponenti pokazano
je da je njihov stepen citotoksi¢nosti prema B16 celijama bio luteolin <
apigenin-7-O-glikozid < apigenin < luteolin-7-O-glikozid, koji su smanyjili
vijabilitet B16 celija na 48,8%, 67,3%, 77,2% i 82% u odnosu na kontrolu,
primenjeni u koncentraciji od 100 pM (Slika 4).
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Slika 4. Uticaj ekstrakata S. scardica-e (levo) i odabranih fenolskih
komponenti (desno) na vijabilitet B16 celija miSjeg melanoma nakon 24h
inkubacije. Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost vijabiliteta u odnosu na
kontrolne (netretirane) celije (X£SD) dobijena iz triplikata u reprezentativnom
eksperimentu (*p<0,05 oznacava statisticki znac¢ajnu razliku u odnosu na
kontrolne celije)
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Uticaj ekstrakta i fenolskih komponenti na vijabilitet B16 celija, takode je
pracen fazno-kontrastnom mikroskopijom (Slika 5). Analizirane su samo celije
tretirane ekstraktima i flavonoidnim komponentama koje su, u prethodnim
eksperimentima, pokazale znacajan citotoksi¢ni efekat. Netretirane celije
pokazuju tipi¢an poligonalan oblik i formiraju konfluentne kulture. Celije
tretirane ekstraktom 2 su znatno rede i poprimaju izduzen oblik. Apigenin ne
dovodi do znac¢ajnog smanjenja gustine celija u kulturi, ali menja njihovu
morfologiju. Celije tretirane luteolinom, znatno su rede, uo¢avaju se brojne
zaokrugljene celije, a na velikom uvelic¢anju, jasno se uocava piknoza jedra

kod vecine celija (podatak nije prikazan).

Lutaolin Ekstrakt 2

Slika 5. Fazno-kontrastna mikroskopija B16 celija (uvelicanje 200X).
Kontrolu ¢ine netretirane celije. Za tretmane je koriSéen ekstrakt 2 (100 pg/ml)
i apigenin i luteolin (100 pM)

Ekstrakt 2 i 3 su bili znac¢ajno citotoksi¢ni za HL-60 celije, smanjujuci im
vijabilitet na 77,5% i 81,9% u odnosu na kontrolu, primenjeni u koncentraciji

od 100 pg/mL. Od fenolskih komponenti najtoksicniji je bio apigenin koji je
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smanjio vijabilitet HL-60 celija na 34,4%, luteolin na 47,1% i njihovi glukozidi,

luteolin-7-O-glukozid i apigenin-7-O-glukozid koji su smanjili vijabilitet HL-

60 celija na 66,6% i 78,4% u odnosu na kontrolu (Slika 6).
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Slika 6. Uticaj ekstrakata S. scardica-e
komponenti (desno) na vijabilitet HL-60 éelija humane promijelocitne
leukemije nakon 24h inkubacije. Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost
vijabiliteta u odnosu na kontrolne (netretirane) celije (X+SD) dobijena iz
triplikata u reprezentativnom eksperimentu (*p<0,05 oznacava statisticki

znacajnu razliku u odnosu na kontrolne celije)
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Ni jedan od ispitivanih ekstrakata, niti fenolskih komponenti ekstrakata nije

bio citotoksican za humane mononuklearne ¢elije iz periferne krvi (Slika 7).
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Slika 7. Uticaj ekstrakata S. scardica-e (levo) i odabranih fenolskih
komponenti (desno) na vijabilitet humanih mononuklearnih éelija iz
periferne krvi nakon 24h inkubacije. Rezultati su izrazeni kao srednja
vrednost vijabiliteta u odnosu na kontrolne (netretirane) celije (X+SD)
dobijena iz triplikata u reprezentativnom eksperimentu (*p<0,05 oznacava
statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolne celije)

Ekstrakti 2 i 3 su pokazali najizrazeniju citotoksi¢nost prema C6 celijama
pacovskog glioma, sa ICso vrednostima od 81,6 pg/mL i 109,4 ng/mL (slika
8). Kad su bili primenjeni u maksimalnoj koncentraciji od 200 pg/mL, ukupni
ekstrakt (ekstrakt 1) i n-butanolni ekstrakt (ekstrakt 4) su smanijili vijabilitet
C6 celija do 61,2 % odnosno 57,3 %. Ni jedan od ispitivanih ekstrakata nije bio
toksic¢an za primarne astrocite pacova u kulturi. Rezultati su prikazani na slici

8.
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Slika 8. Uticaj ekstrakata S. scardica-e na vijabilitet C6 gliomskih éelija
(levo) i normalnih pacovskih astrocita u primarnoj kulutri (desno). Rezultati
su izrazeni kao srednja vrednost vijabiliteta u odnosu na kontrolne
(netretirane) celije (X+SD) dobijena iz triplikata u reprezentativnom
eksperimentu (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na
kontrolne celije)

Fazno-kontrastna mikroskopija C6 celija, takode je potvrdila rezultate
dobijene testovim vijabiliteta (Slika 9). Celije u kontroli su tipi¢nog
poligonalnog oblika i grade konfluentne kulture, sa veoma malim brojem
okruglih svetlih ¢elija. Celije tretirane ekstraktom 2 koji je prema C6 celijama
ispoljio najvecu citotoksi¢nost su bile znatno manje gustine, izmenjene
morfologije, kontrahovanih celijskih tela, a veliki broj celija je pokazao
morfoloske znake celijske smrti (okrugle svetle celije). Celije tretirane
ekstraktom 3 su upadljvo manjeg proliferativnog potencijala u odnosu na
kontrolu, poprimaju izduzen oblik i izvestan broj ¢elija pokazuje morfoloske
0sobine apoptoze, medutim u znatno manjoj meri u odnosu na tretman sa
ekstraktom 2, ukazujuci da je pad vijabiliteta prevashodno posledica zastoja u

proliferaciji, a u znatno manjoj posledica celijske smrti.
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Kaontrala Ekstrakt 2 Ekstrakt 3

Slika 9. Fazno-kontrastna mikroskopija C6 celija. Kontrolu ¢ine netretirane
¢elije. Za tretmane su koriScéeni ekstrakt 2 i 3 u koncentraciji 100 pg/ml.

U cilju detaljnije analize morfoloskih promena nakon tretmana ekstraktima 2 i
3, c¢elije su obojene Fuchsinom i posmatrane pod svetlosnim mikroskopom na
malom i velikom uveli¢anju (Slika 10). Na malom uveli¢anju jasno se zapaza
da veliki broj celija tretiranih ekstraktom 2 pokazuje morfoloSke osobine
celijske smrti. Na velikom uvelicanju opazaju se piknoticna jedra,
kontrahovana celijska tela i koncasti produzeci izmedu éelija. Celije tretirane
ekstaktom 3 su nesto gusée u odnosu na celije tretirane ekstraktom 2, imaju

velika celijska tela i u njima se jasno opazaju brojne vakuole.
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Slika 10. Svetlosna mikroskopija celija tretiranih ekstakktima 2 i 3 u
koncentraciji 100 pg/ml. Na levoj strani slici prikazane su celije fotografisane
na malom uveli¢anju, dok su na desnoj iste celije fotografisane na velikom
uvelicanju. Kontrolu predstavljaju netretirane celije.

Imaju¢i u vidu da ekstrakti S. Scardica nisu bili toksi¢ni za astrocite, u
narednim eksperimentima smo ispitivali toksi¢nost fenolskih komponenti
samo na C6 celije glioma. Najtoksi¢niji je bio luteolin, sa ICso vrednoS¢u od

30,2 pM i luteolin-7-O-glukozid sa ICsp vrednoséu od 75 pM. Apigenin je
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takode pokazao znacajnu dozno zavisnu citotoksi¢nost koja se gubi pri
najvecoj ispitivanoj koncentraciji (postize se plato) ali bez postizanja 1Cso
vrednosti dok apigenin-7-O-glukozid nije ispoljio znacajnu citotoksi¢nost

prema C6 ¢elijama glioma. Rezultati su prikazani na slici 11.
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Slika 11. Uticaj fenolskih komponenti na vijabilitet C6 ¢elija. Rezultati su
izrazeni kao srednja vrednost vijabiliteta u odnosu na kontrolne (netretirane)
c¢elije (X£SD) dobijena iz triplikata u reprezentativnom eksperimentu (*p<0,05
oznacava statistic¢ki znacajnu razliku u odnosu na kontrolne celije)

C6 celije tretirane apigeninom i luteolinom su takode posmatrane pod
svetlosnim mikroskopom, nakon bojenja Fuchsinom. Zanimljivo je da celije
tretirane i apigeninom i luteolinom pokazuju relativno slicne promene u
morfologiji. Kao i kod celija tretiranih ekstraktom 3, u citoplazmi celija

tretiranih apigeninom i luteolinom opazaju se brojne vakuole (Slika 12).
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Slika 12. Svetlosna mikroskopija ¢elija tretiranih apigeninom i luteolinom
u koncentraciji 100 pM. Na levoj strani slici prikazane su celije fotografisane
na uvelicanju 200x, dok su na desnoj iste celije fotografisane na uveli¢anju
400x. Kontrolu predstavljaju netretirane celije.

4.1.1. Ispitivanje vijabiliteta c¢elija primenom LDH testa

Celije otpustaju LDH nakon gubitka integriteta celijske membrane, koji je

najceSce posledica nekroticne smrti celije, ili pak posledica sekundarne

59



nekroze celija koje su umrle na neki drugi nacin npr. apoptozom. Merenje
aktivnosti LDH u supernatantu celija koje su tretirane ekstraktima i fenolskim
komponentama vrSeno je nakon 24h inkubacije.

U kulturi B16 celija tretiranih apigeninom, u koncentraciji od 100 uM bilo je
14,3 % nekroti¢nih celija, dok je u tretmanu ekstraktom 2 u koncentraciji od
100 pg/mL bilo 15,2 % nekroti¢nih ¢elija. HL-60 celije su bile znatno osetljivije
na nekrozu, tako da je u tretmanu ekstraktom 2 koncentracije 100 pg/mL bilo

¢ak 33,8 % nekrotic¢nih celija (slika 13).
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Slika 13: Vijabilitet B16 i HL-60 ¢elija meren LDH testom. Vijabilitet
tretiranih celija je racunat u odnosu na negativnu kontrolu (netretirane celije),
¢iji je vijabilitet 100% i pozitivnu kontrolu (¢elije tretirane Triton X-om), gde se
smatra da su sve celije mrtve (maksimalno povecanje aktivnosti LDH).
Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost (Xt£SD) dobijena iz triplikata u
reprezentativnom eksperimentu (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu

razliku u odnosu na kontrolne celije)
Suprotno B16 i HL-60 celijama, C6 celije tretirane ekstaktima nisu pokazale

znacajno povecanje LDH aktivnosti u medijumu, Sto sugeriSe da je integritet

¢elijske membrane ostao oc¢uvan (slika 14).
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Slika 14. Vijabilitet C6 ¢elija meren LDH testom. Vijabilitet tretiranih celija
je racunat u odnosu na negativnu kontrolu (netretirane celije), Ciji je vijabilitet
100% i pozitivnu kontrolu (celije tretirane Triton X-om), gde se smatra da su
sve celije mrtve (maksimalno povecanje aktivnosti LDH). Rezultati su izrazeni
kao srednja vrednost (X+SD) dobijena iz triplikata u reprezentativnom
eksperimentu (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na
kontrolne celije)

4.2. Uticaj S. scardica ekstrakata i njihovih odabranih fenolskih

komponenti na produkciju slobodnih kiseoni¢nih radikala

U cilju blizeg definisanja mehanizma citotoksicnog delovanja ekstrakata i
njihovih fenolskih komponenti, ispitivan je uticaj ekstrakata i njihovih
fenolskih komponenti na produkciju slobodnih kiseoni¢nih radikala u
tretiranim celijama. Svi testovi su izvedeni nakon 24h inkubacije sa
ekstraktima i fenolskim komponentama koje su pokazale citotoksi¢cnu
aktivnost prema odgovarajuc¢im celijskim linijama.

Ekstrakt 2 je indukovao znacajno povecanje produkcije slobodnih kiseoni¢nih
radikala u tretiranim B16 c¢elijama, i to tako da je primenjen u koncentraciji od
100 pg/mL povecao produkciju slobodnih kiseoni¢nih radikala 6 puta u
odnosu na kontrolu. Apigenin je doveo do dvostrukog povecanja produkcije

slobodnih kiseoni¢nih radikala u odnosu na kontrolu tek posto je primenjen u
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maksimalnoj (200 pM) dok luteolin nije statisticki znacajno uticao na

produkciju slobodnih radikala. Dobijeni rezultati su prikazani na slici 15.
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Slika 15. Reprezentativni histogrami DHR fluorescence (pokazatelj
produkcije slobodnih radikala) B16 i HL-60 ¢éelija tretiranih apigeninom
(A), luteolinom (B) i ekstraktom 2 (C) tokom 24h inkubacije.

U HL-60 celijama najvecu produkciju slobodnih radikala indukovao je
luteolin (3 puta povecana produkcija u odnosu na kontrolu, pri koncentraciji
luteolina od 100 pM), dok su ekstrakt 2 (100 pg/mL) i apigenin (100 pM)
indukovali oko 1,5 puta veéu produkciju slobodnih radikala u odnosu na
kontrolu (slika 15).

Najveci uticaj na produkciju slobodnih kiseoni¢nih radikala u C6 celijama
glioma je pokazao ekstrakt 2 koji je primenjen u koncentraciji od 100 pg/mL

indukovao 2,3 puta vecu produkciju slobodnih radikala u C6 celijama u
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odnosu na kontrolu, dok je ekstrakt 3 u istoj koncentraciji indukovao oko 1,5

puta vec¢u produkciju slobodnih radikala (slika 16).
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Slika 16. Produkcija slobodnih kiseoni¢nih radikala u C6 éelijama nakon
tretmana ekstraktima 2 i 3. Kvantitativna produkcija slobodnih kiseonic¢nih
radikala predstavljena je na stubicastom dijagramu. Rezultati su izrazeni kao
srednja vrednost (X+£SD) dobijena iz tri nezavisna eksperimenta (*p<0.05 u
odnosu na kontrolu). (A). Vrednosti produkcije slobodnih radikala u kontroli
je unapred postavljena na 1. (B) Reprezentativni histogrami DHR fluorescence
odgovarajuceg ekstrakta i kontrole

Apigenin nije pokazao dozno zavisnu indukciju produkcije slobodnih
kiseonic¢nih radikala u tretiranim C6 celijama. Naime, maksimalna produkcija
postignuta je sa koncentracijom 50 uM i bila je oko 2,3 puta veéa nego u
kontroli, dok je pri veéim koncentracijama apigenina zabelezen pad
produkcije. Luteolin nije indukovao statisticki znacajan porast produkcije
slobodnih kiseoni¢nih radikala ni u jednoj od ispitivanih koncentracija (slika

17).

63



2.5

1.54

DHR fluorescenca

0.51

0 25 50 100 25 50 100
C Api(uM)  Lut(um)

Slika 17. Kvantitativni prikaz produkcije slobodnih radikala u C6 ¢elijama
tretiranim apigeninom i luteolinom. Produkcija slobodnih radikala u
kontroli je unapred postavljena na 1 Rezultati su izrazeni kao srednja
vrednost (X+SD) dobijena iz tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznacava
statisticki znac¢ajnu razliku u odnosu na kontrolne celije)

4.3. Uticaj S. scardica esktrakata na progresiju éelijskog ciklusa

Mnogi antitumorski lekovi dovode do poremecaja u celijskom ciklusu i ovo
njihovo delovanje moze biti veoma znacajan dodatni antitumorski
mehanizam. Za mnoge flavonoide, kao Sto je navedeno u uvodu, takode je
opisano da mogu da indukuju zastoj u ¢elijskom ciklusu.

Ispitivanje procentualnog sadrzaja celija u razlic¢itim fazama celijskog ciklusa
vrseno je na osnovu kvantifikacije celija sa odedenim sadrzajem DNK
(hipodiploidni, haploidni, diploidni, dvostrukodiploidni), primenom bojenja
propidijum jodidom celija koje su prethodno fiksirane u etanolu i dalje
analizirane na proto¢nom citometru.

B16 celje tretirane ekstraktom 2 u koncentraciji od 100 pgZ/mL ne pokazuju
znacajne promene u toku celijskog ciklusa u odnosu na kontrolu dok celije
tretirane apigeninom i luteolinom pokazuju zastoj u proliferaciji u S/G>M
fazi. U kontrolnoj grupi B16 celija bilo je 43 % celija u S/G;M fazi, dok je u
grupi tretiranoj apigeninom bilo 56 %, odnosno u grupi tretiranoj luteolinom

59 % celija u S/G2M fazi (oba primenjena u koncentraciji od 100 pM).



Analiza HL-60 celija tretiranih ekstraktom 2 u koncentraciji 100 pg/mL
pokazuje znacajno povecan broj celija u subGe fazi (22 %), u dnosu na
kontrolu, u kojoj je svega 3 % celija bilo u subGy fazi. Celije u subGo fazi imaju
hipodiploidan sadrzaj DNK, odnosno kod njih je doSlo do fragmentacije

DNK, sto ukazuje da se najverovatnije radi o ¢elijama koje su usle u proces

apoptoze.
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Slika 18. Uticaj apigenina, luteolina i ekstrakta 2 na progresiju éelijskog
ciklusa HL-60 i B-16 celija. Celije su inkubirane tokom 24h apigeninom i
luteolinom (100 pM) i ekstraktom 2 (100 pg/Z/mL). Na slici su prikazani
reprezentativni histogrami sa procentima celija u odgovaraju¢im fazama
¢elijskog ciklusa (subGo, Go/G1 i1 S/G2M).
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C6 celije tretirane ekstraktom 2 (100 pg/mL) pokazuju zastoj u proliferaciji u
S/G:M fazi (48 % tretiranih celija u S/G2M fazi, za razliku od kontrole gde je
bilo 41 % celija u S/G,M fazi). Pored toga zapaza se mali porast broja
hipodiploidnih celija (sub Go) od 6 % u poredenju sa kontrolom (1 %).
Ekstrakt 3 (100 pg/mL) je doveo do izrazenog zastoja u G:M fazi celijskog
ciklusa u kojoj se nalazilo 39 % tretiranih celija, za razliku od kontrole, gde se
nalazilo 17 % celija u G2M fazi. Sli¢no tretmanu ekstraktom 3, celije tretirane
apigeninom (100 pM) su takode pokazale izrazen zastoj u G:M fazi ¢elijskog
ciklusa, dok za razliku od njih, ¢elije tretirane luteolinom (100 pM) pokazuju

S/G2M proliferacioni blok. Rezultati su prikazani na slici 19.
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Slika 19. Uticaj apigenina, luteolina i ekstrakta 2 i 3 na progresiju éelijskog
ciklusa C6 éelija. Celije su inkubirane tokom 24h apigeninom i luteolinom
(100 pM) i ekstraktima 2 i 3 (100 pg/mL). Na slici su prikazani reprezentativni
histogrami kao i procenat celija u odgovaraju¢im fazama celijskog ciklusa
(subGo, Go/G1 1 S/G2M).
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4.4. Ispitivanje tipa éelijske smrti

Tip celijske smrti indukovane antitumorskim lekovima moze da bude od
presudnog znacaja za uspeh terapije. Odlika mnogih tumora je da sticu
rezistenciju na apoptozu, a sposobnost antitumorskog leka da indukuje
apoptozu je najces¢i mehanizam delovanja danas primenjivanih agenasa.
Dvostrukim bojenjem aneksinom-V (An) i propidijum jodidom (PI), ¢elija koje
su tokom 24h tretirane odgovaraju¢im koncentracijama ekstrakata i njihovih
fenolnih komponenti, izvrSena je diferencijacija izmedu dva tipa celijske
smrti- apoptoze i nekroze. Apoptoticne celije eksternalizuju na povrsini
celijske membrane fosfatidil serin, koji ima veliki afinitet da se veze za An.
PosSto imaju ocuvan integritet celijske membrane, apoptoticne celije su
nepermeabilne za Pl. Sa druge strane Pl lako prodire u nekroticne celije i
interkalira u molekul DNK. Tako na osnovu An i Pl pozitivnosti celije
mozemo da Kklasifikujemo u 4 grupe: zive celije (An-/PI-), celije u ranoj
apoptozi (An*/PI-), ¢elije u kasnoj apoptozi (An*/PI*) i nekroti¢ne celije (An-
/P1).

Ekstrakt 2 (100 pg/ml), primenjen na B16 celije je doveo do povecanja
procenta apoptoticnih celija (ukupno 9,9 % aneksin pozitivnih celija) u
odnosu na kontrolu (2,7 %). Apigenin (100 puM) i luteolin (100 pM) su
uglavnom doveli do povecanja broja ¢elija u kasnoj apoptozi, pri ¢emu je ovaj
efekat bio izrazeniji kod apigenina (20,3 % u odnosu na 1,4% celija u kontroli).
Ovi podaci ukazuju da ekstakt 2 i njegove fenolske komponente dominantno
indukuju apoptotsku smrt tretiranih B16 celija. Rezultati su prikazani na slici
20.
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Slika 20. Efekat ekstrakta 2, apigenina i luteolina na indukciju apoptoze
odnosno nekroze B16 celija. Celije su inkubirane 24h sa apigeninom i
luteolinom (100 pM) i ekstraktom 2 (100 pg/ml). Na slici su prikazani
reprezentativni tackasti dijagrami i navedene srednje vrednosti procentualne
zastupljenosti c¢elija, dobijene analizom podataka iz 3 nezavisna eksperimenta.
(*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolne celije)

Za razliku od B16 celija, kod HL-60 celija tretiranih ekstraktom 2 zabelezen je
dominantno porast procenta c¢elija u ranoj apoptozi. Isti efekat je uocen i pri
tretmanu apigeninom i luteolinom. Takode, apoptoza HL-60 Ccelija
indukovana ekstraktom 2 i fenolskim komponentama, bila je mnogo
izrazenija u odnosu na apoptozu indukovanu kod B16 celija, pa je tako pri
tretmanu sa ekstraktom 2 zabelezeno 28,6 %, apigeninom 26,8 % i luteolinom
46,1 % celija u apoptozi, za razliku od kontrole u kojoj je bilo 4,9 %

apoptoticnih celija. Rezultati su prikazani na slici 21.
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Slika 21. Efekat ekstrakta 2, apigenina i luteolina na indukciju apoptoze
odnosno nekroze HL-60 éelija. Celije su inkubirane 24h sa apigeninom i
luteolinom (100 pM) i ekstraktom 2 (100 pg/ml). Na slici su prikazani
reprezentativni tackasti dijagrami i navedene srednje vrednosti procentualne
zastupljenosti ¢elija, dobijene analizom podataka iz 3 nezavisna eksperimenta.
(*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolne celije)

U C6 celijama tretiranim ekstraktom 2 (100 pg/ml), doSlo je do znacajnog
povecanja procenta celija u apoptozi na 13,9 %, u poredenju s kontrolom ( 0,3
%). Ekstrakt 3 (100 pg/ml), je takode indukovao apoptozu, ali u nesto manjoj
meri (9 % apoptoti¢nih celija). Apigenin (100 pM), je dominantno indukovao
nekroticnu smrt (15,4 % u odnosu na 0,6% u kontroli), uz istovremenu
indukciju kasne apoptoze (8,5 % u odnosu na 1,1 % u kontroli). Luteolin (100
pM), je takode dominantno indukovao nekrozu (26,5 % u odnosu na 0,6 % u
kontroli), uz istovremenu indukciju kasne apoptoze (15,2 % u odnosu na 1,1

% u kontroli). Rezultati su prikazani na slici 22.
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Slika 22. Efekat ekstrakta 2 i 3, apigenina i luteolina na indukciju apoptoze
odnosno nekroze C6 céelija. Celije su inkubirane 24h sa apigeninom i
luteolinom (100 pM) i ekstraktima 2 i 3 (100 pg/ml). Na slici su prikazani
reprezentativni tackasti dijagrami i navedene srednje vrednosti procentualne
zastupljenosti ¢elija, dobijene analizom podataka iz 3 nezavisna eksperimenta.

lako su ekstrakti ispoljili citotoksican efekat prema razli¢itim tumorskim

celijskim linijama, dalje definisanje mehanizma citoksi¢nosti je analizirano
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samo na C6 c¢elijama glioma pacova iz nekoliko razloga. Naime, ove celije su,
za razliko od ostalih ispitivanih ¢celijskih linija, bile osetljive na dva ekstrakta
S. scardica (ekstrakt 2 i 3) pri ¢emu su ovi ekstrakti pokazali jasnu selektivnost

delovanja prema C6 tumorskoj liniji u odnosu na primarne astrocite.

4.5. Uticaj S. scardica ekstrakata i1 njihovih fenolskih komponenti na
aktivaciju kaspaza u C6 é¢elijama glioma pacova

Aktivacija kaspaza (klju¢nih enzima ukljuc¢enih u proces apoptoze) ispitivana
je primenom proto¢ne citometrije uz primenu fluorescentno obelezenog
pankaspaznog inhibitora.

U C6 celijama glioma pacova tretiranim ekstraktom 2 (100 pg/ml) doslo je do
statisticki znacajne, dozno zavisne aktivacije kaspaza, pa se moze zakljuciti da
je apoptoza indukovana ekstraktom 2 zavisna od kaspaza. Ekstrakt 3, koji je
inace prema C6 ¢elijama glioma ispoljio slabiji citotoksican efekat u odnosu na
ekstrakta 2, takode je doveo do statisticki znacajnog povecanja aktivnosti
kaspaza, ali u manjoj meri u odnosu na ekstrakt 2. Rezultati su prikazani na
slici 23.
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Slika 23. Efekat ekstrakta 2 i 3 na aktivaciju kaspaza u C6 ¢elijama. Levo su

prikazani stubicasti dijagrami. Vrednosti aktivacije kaspaza su izrazene u
odnosu na kontrolu, koja je unapred postvaljena na 1. Prikazane su srednje
vrednosti iz 3 nezavisna eksperimenta. Desno su prikazani reprezentativni
histogrami (dijagrami preklapanja) fluorescence kontrole i odgovarajuceg
ekstrakta (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na
kontrolne celije)
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Apigenin je takode indukovao dozno zavisnu aktivaciju kaspaza u tretiranim
C6 celijama glioma pacova. Kod celija tretiranih luteolinom, nije bila

zabelezena razlika u aktivaciji kaspaza u odnosu na kontrolu. Rezutati su
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prikazani na slici 24.
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Slika 24. Efekat apigenina i luteolina na aktivaciju kaspaza u C6 éelijama.
Levo su prikazani stubicasti dijagrami. Vrednosti aktivacije kaspaza su
izrazene u odnosu na kontrolu, koja je arbitrarno podeSena na 1. Prikazane su
srednje vrednosti iz 3 nezavisna eksperimenta. Desno su prikazani
reprezentativni histogrami (dijagrami preklapanja) fluorescence kontrole i
odgovarajuceg ekstrakta (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolne celije)

4.6. Ispitivanje procesa autofagije u C6 ¢celijama tretiranim S. scardica
ekstraktima i njihovim fenolskim komponentama

4.6.1. Uticaj S. scardica ekstrakata na poveéanje sadrzaja Kkiselih
citoplazmatskih vezikula

Detekcija porasta sadrzaja kiselih citoplazmatskih vezikula obi¢no je prvi
korak u dokazivanju procesa autofagije. lako porast u broju vezikula ne mora
apsolutno da znaci i prisustvo autofagije, radi se 0 dobrom skrining metodu,
koji se kasnije potvrduje drugim tehnikama. Za dokazivanje prisustva kiselih
citoplazmatskih vezikula koristi se pH senzitivna boja akridin oranz, koja u

kiseloj sredini autofagolizozoma emituje crveno-narandzastu fluorescencu
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dok u neutralnoj sredini citoplazme i jedra, emituje zelenu fluorescencu. |
jedna i druga fluorescenca se mogu vizuelizovati fluorescentnim
mikroskopom i kvatifikovati proto¢cnom citometrijom.

Prisustvo kiselih vezikula dokazano je vizuelizacijom na fluorescentnom
mikroskopu. Na slici 25 prikazane su C6 celije, tretirane ekstraktom 3 u
kojima se vidi jasan porast kiselog sadrzaja na koji ukazuje povecanje broja

narandzastih unutarcelijskih vezikula nasuprot kontroli koja dominantno

emituje zelenu fluorescencu.

Kontrola Ekstrakt 3

Slika 25. Fluorescentna mikroskopija C6 c¢elija tretiranih ekstraktom 3
koncentracije 100 pg/ml i obojenim akridin oranzom

Oba ispitivana ekstrakta (ekstrakt 2 i ekstrakt 3 ) su dovela do povecanja
sadrzaja kiselih citoplazmatskih vezikula u C6 celijama glioma pacova. Ovaj
efekat je kvantifikovan analizom c¢elija obojenih akridin oranzom proto¢nom
citometrijom odnosno izracunavanjem odnosa narandzaste (FL3) i zelene
(FL1) fluoresence (FL3/FL1) koji u kontrolnim (netretiranim celijama) iznosi 1
Oba ekstrakta primenjena u razli¢itim koncentracijama su dovela do
povecanja odnosa FL3/FL1 a ovaj efekat ekstrakta 3 je dodatno bio i dozno
zavisan. Rezultati kvantitativne analize prisustva vezikula prikazane su na

slici 26.
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Slika 26. Uticaj ekstrakata 2 i 3 na porast kiselih citoplazmatskih vezikula u
C6 celijama. Reprezentativni dijagrami preklapanja FL3 i FL1 fluorescencije
u celijama tretiranim ekstraktom 3 i kontrolnim celijama (levo). Kvantitativni
sadrzaj kiselih citoplazmatskih vezikula tretiranim razli¢itim koncentracijama
ekstrakata 2 i 3 meren protocnom citometrijom. Rezultati predstavljaju
srednje vrednosti iz 3 nezavisna eksperimenta (desno) (*p<0,05 oznacava
statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolne celije)

74



4.6.2. Uticaj apigenina i luteolina na porast kiselih citoplazmatskih vezikula
u C6 ¢elijama glioma pacova

Slicno ekstraktima S. scardica i apigenin i luteolin, primenjeni u razli¢itim
koncentracijama indukuju porast sadrzaja kiselih citoplazmatskih vezikula u

tretiranim C6 celijama glioma pacova. Rezultati su prikazani na slici 27.
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Slka 27. Uticaj apigenina i luteolina na porast kiselih citoplazmatskih
vezikula u C6 cdelijama. Kvantitativni sadrzaj kiselih citoplazmatskih
vezikula tretiranim razli¢itim koncentracijama apigenina i luteolina meren
proto¢cnom citometrijom. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti iz 3
nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolne celije)

4.6.3. Uticaj S. scardica ekstrakata na ekspresiju proteina i signalnih
molekula ukljuc¢enih u proces autofagije

Autofagija je proces autodigestije celijskin  komponenti posredovan
lizozomima (Yorimitsu i Klionsky, 2005.). lako je dokazano prisustvo kiselih
citoplazmatskih vezikula u C6 celijama, ovaj nalaz nije bio dovoljan za
donosenje zakljucka da se stvarno radi o procesu autofagije ve¢ je bilo je
neophodno dalje dokazati prisustvo autofagije, merenjem ekspresije proteina

ukljucenih u proces formiranja autofagozoma.
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Nakon osmocasovnog inkubacionog perioda celije tretirane ekstraktima 2 i 3
(u konc 25 i 50 pg/ml) su povecale ekspresiju LC3-Il proteina(3 odnosno 4,5
puta vise u odnosu na kontrolu), koji je asociran sa autofagolizozomima
(Mizushima i sar., 2007). | ekstrakt 2 i ekstrakt 3 doveli su do povecanja
ekspresije glavnog autofagnog proteina beklina (ekstrakt 2 je povecao
ekspresiju 1,1 put a ekstrakt 3 1,5 puta u odnosu na kontrolu). Istovremeno su
ekstrakti 2 i 3 smanijili nivo ekspresije proteina p62 (relativni udeo ekspresije
za celije tretirane ekstraktom 2 iznosio je 0,3 dok je za celije tretirane
ekstraktom 3 iznosio 0,6), koji se selektivno razgraduje u autofagolizozomima,
potvrdujuéi na taj nacin proteolizu posredovanu autofagijom (Ichimura i sar.,
2008). Rezultati su prikazani na slici 28.

U daljim eksperimentima ispitivan je aktivacioni status molekula ukljuc¢enih u
regulaciju procesa autofagije. Glavni negativni regulator autofagije mTOR
(He i Klionsky, 2009.) i njegov glavni ushodni aktivator Akt (Hay, 2005.) nisu
bili fosforilisani (aktivirani) u celijama tretiranim ekstraktom 2. Sa druge
strane, u celijama tretiranim ekstraktom 3 aktivacioni status Akt-a bio je
nepromenjen, ali je mTOR bio aktiviran (2,1 put veca ekspresija u tretiranim
¢elijama u odnosu na kontrolu). Takode, u C6 c¢elijama tretiranim ekstraktima
2 1 3, AMPK kao jedan od mTOR inhibitora i jedan od glavnih pokretaca
autofagije, nije bila aktivirana (fosforilisana), sugeriSu¢i da je autofagija
indukovana ekstraktima 2 i 3 nezavisna od AMPK/mTOR signalnog puta.

Rezultati su prikazani naslici 28.
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Slika 28. Ekspresija proteina ukljucenih u proces autofagije u C6 éelijama
tretiranim ekstraktom 2 (50 pg/mL) i ekstraktom 3 (100 pg/mL) nakon 8h
inkubacije. Ekspresija LC3, beklina 1 i p62 je izracunata u odnosu na
ekspresiju aktina. Fosfo forme proteina su izrazene u odnosu na ukupni
sadrzaj odgovarajuceg nefosforilisanog proteina.

Kako bi se razjasnilo, da li je autofagija indukovana ekstraktima 2 i 3
protektivni mehanizam, ili je pak nacin na koji ¢elije umiru, C6 celije glioma
pacova su istovremeno tretirane ekstraktima i inhibitorima autofagije,
vortmaninom (0,4 uM) i amonijum-hloridom (20 mM) (Wibo i Poole, 1974.).
Prisustvo inhibitora, znacajno je smanjilo citotoksi¢nost ekstrakata 2 (50
prg/mL) i 3 (100 pg/mL), sugerisuci da je autofagija mehanizam celijske smrti,
a ne protektivni mehanizam, kojim C6 celije glioma pacova pokusavaju da se

zastite od toksi¢cnog delovanja ekstrakata. Rezultati su prikazani na slici 29.
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Slika 29. Uticaj inhibitora autofagije vortmanina na vijabilitet C6 ¢éelija
tretiranih ekstraktom 2 (E2) i ekstraktom 3 (E3). Rezultati predstavljaju
srednju vrednost dobijenu iz triplikata u reprezentativnom eksperimentu
(X£SD) (*p<0,05 oznacava statisticki znac¢ajnu razliku u odnosu na kontrolne
celije)

4.6.4. Uticaj apigenina i luteolina na ekspresiju proteina i signalnih
molekula ukljuc¢enih u proces autofagije

Sliéno rezultatima koji su dobijeni pri tretmanu ekstraktima 2 i 3, u C6
¢elijama tretiranim apigeninom i luteolinomm, takode se povecala ekspresija
LC3-11 i beklina 1 a smanjila ekspresija p62, Sto potvrduje prisustvo autofagije.
Stepen aktivacije (fosforilacija) AMPK je bila smanjena u odnosu na
netretirane celije. Istovremeno je bila povecana fosforilacija Akt-a, Sto je bilo
praceno znatnom aktivacijom mTOR-a. Medutim, uprkos aktivaciji mTOR-a
doslo je do procesa autofagije, sugeriSu¢i da je autofagija indukovana
apigeninom i luteolinom nezavisna od mTOR signalnog puta. Rezultati su

prikazani na slici 30.
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Slika 30. Ekspresija proteina uklju¢enih u proces autofagije u C6 éelijama
tretiranim ekstraktom apigeninom (50 pM) i luteolinom (30 pg/mL) nakon
8h inkubacije. Ekspresija LC3, beklina 1 i p62 je izracunata u odnosu na
ekspresiju aktina. Fosfo forme proteina su izrazene u odnosu na ukupni
sadrzaj odgovarajuceg proteina.

4.7. Uticaj udruzenog delovanja ekstrakata i UV zracenja na vijabilitet C6
¢elija glioma pacova i normalnih astrocita

Ostecenja DNK je krajnja posledica delovanja mnogih hemioterapijskih
agenasa, a narocito alkilirajuéih agenasa, koji se izmedu ostalog
upotrebljavaju u terapiji glioma. UV zracenje indukuje razli¢ite promene u
molekulu DNK i moze se u laboratorijskim uslovima koristiti kao model za
DNK ostecenje. U daljim eksperimentima smo Zeleli da ispitamo udruzeni
efekat istovremenog delovanja UV zracenja i ispitivanih ekstrakata S. scardica
na gliomske celije i normalne netransformisane astrocite. U ovim
eksperimentima, ekstrakt 2 i 3 su primenjeni u koncentracijama za koje je
pokazano da nisu bile znacajno toksi¢ne za gliomsku liniju (25 odnosno 50
pg/ml). Ekstrakti 2 i 3 su u kulturi primarnih astrocita pacova primenjeni uz
UV zracenje doveli do statisticki znacajnog povecanja vijabiliteta UV
ozracenih astrocita u odnosu na ¢elije koje su bile izlozene samo UV zracenju
Suprotno tome, ekstrakti 2 i 3 su u kulturi C6 ¢elija glioma primenjeni uz UV

zracenje doveli do smanjenja vijabiliteta UV ozracenih astrocita, u odnosu na
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celije koje su bile izlozene samo UV zracenju, pri ¢emu je ovaj efekat bio

posebno izrazen u tretmanu ekstraktom 2 (p<0,05).
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Slika 31. Udruzeno delovanje UV zracenja i ekstrakata S. scardica-e na
astrocite 1 C6 gliomske celije. Na slici su prikazane srednje vrednosti
vijabiliteta celija (metodom Kkisele fosfataze) dobijene iz triplikata u
reprezentativnom eksperimentu nakon odgovaraju¢ih tretmana (*p<0,05
oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolne celije). Ekstrakt 2
je primenjen u koncentraciji 30 pg/mL, dok je ekstrakt 3 primenjen u
koncentraciji 40 pg/mL

4.8. Uticaj udruzenog delovanja apigenina i luteolina sa UV zracenjem na
vijabilitet C6 ¢elija glioma pacova i normalnih astrocita

Apigenin, je prema astrocitima i C6 celijama glioma pokazao sli¢ne efekte kao
I ekstrakti S. scardica. Naime, apigenin (50 pM) primenjen uz UV zracenje je
doveo do statisticki znacajnog povecanja vijabiliteta astrocita odnosno
smanjenja vijabiliteta C6 celija u odnosu na celije koje su bile izlozene samo
UV zracenju. Sa druge strane, luteolin (25 pM) nije delovao na vijabilitet UV
ozracenih astrocita ali je smanijio vijabilitet UV ozracenih C6 ¢elija u odnosu
na celije koje su bile izlozene samo UV zrac¢enju. Rezultati su prikazani na slici

32.
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Slika 32. Udruzeno delovanje UV zracenja i apigenina (50 pM) i luteolina
(25 pM) na astrocite (levo) 1 C6 gliomske celije (desno). Na slici su
prikazane srednje vrednosti vijabiliteta celija (metodom Kisele fosfataze)
dobijene iz triplikata u reprezentativnom eksperimentu nakon odgovarajucih
tretmana (*p<0.05). Apigenin je primenjen u koncentraciji 50 pM, dok je
luteolin primenjen u koncentraciji 25 pM

4.9. Uticaj ekstrakata S. scardica-e na citotoksi¢ni efekat karmustina prema
C6 celijama pacovskog glioma

Karmustin (BCNU) je citostatik koji se ¢esto upotrebljava u hemoterapijskim
protokolima za lec¢enje glioma visokog gradusa.

Cilj ovog eksperimenta je bio da se ispita da li ¢e istovremena primena
ekstrakata S. scardica i karmustina povecati citotoksi¢ni efekat karmustina,
odnosno da li ¢e ispoljiti sinergisticko delovanje. Za potrebe ovih
eksperimenata koriSéen je karmustin u ICsp koncentraciji (112 pM), dok su
korisc¢ene razlicite koncentracije ekstrakata 2 i 3. Obe primenjene koncentracije
ekstrakta 2 (25 i 50 pg/mL), kao i niza koncentracija ekstrakt 3 (25 pg/mL) su
dovele do statisticki znacajnog povecanja vijabiliteta celija tretiranih
karmustinom ¢ime su smanyjili citotoksic¢ni efekat karmustina na C6 gliomske

c¢elije. Rezultati su prikazani na slici 33.
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Slika 33. Kombinovana toksi¢nost karmustina (BCNU) primenjenog u
koncentraciji 1Cso sa ekstraktom 2 (levo) i ekstraktom 3 (desno) na C6
pacovsku gliomsku liniju. Na slici su prikazane srednje vrednosti vijabiliteta
celija (merene metodom kisele fosfataze) dobijene iz triplikata u
reprezentativnom eksperimentu nakon odgovaraju¢ih tretmana (*p<0,05
oznacava statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na kontrolne celije)
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4.10. Uticaj apigenina i luteolina na citotoksi¢ni efekat karmustina prema
C6 celijama pacovskog glioma

Za razliku od ekstrakata 2 i 3, apigenin i luteolin primenjeni u
koncentracijama 25 i 50 pM, ne smanjuju znacajno citotoksi¢nost karmustina
prema C6 gliomskoj celijskoj liniji, ukazujuci na to da su druge komponente
ekstrakata 2 i 3 odgovorne za inhibitorni uticaj ekstrakata S. scardica na

citotoksic¢an efekat karmustina. Rezultati su prikazani na slici 34.
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Slika 34. Kombinovana toksi¢nost karmustina (BCNU) primenjenog u
koncentraciji 1Cso sa apigeninom (levo) i luteolinom (desno) na C6
pacovsku gliomsku liniju. Na slici su prikazane srednje vrednosti vijabiliteta
celija (merene metodom Kkisele fosfataze) dobijene iz triplikata u
reprezentativnom eksperimentu nakon odgovarajuc¢ih tretmana. (*p<0,05
oznacava statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na kontrolne celije)
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5. DISKUSIJA

Biljke iz roda Sideritis se zbog svojih antiinflamatornih svojstava tradicionalno
se koriste u narodnoj medicini mediteranskih zemalja. Sideritis scardica je
endemska biljka Balkanskog poluostrva, rasprostranjena u regionu Sar
planine, takode vekovima upotrebljavana u narodnoj medicini, medutim, u
literaturi nema podataka o njenoj farmakoloskoj aktivnosti.
Nasa istrazivacka grupa je analizirala hemijski sastav biljke i kao najvaznije,
farmakoloski aktivne supstance identifikovala polifenolske komponente.
Identifikovano je ukupno 13 polifenolskin komponenti u 4 razlic¢ito
frakcionisana ekstrakta (ukupni, dietil-etarski, etil-acetatni i n-butanolni).
Polifenoli su Siroko rasprostranjeni u biljnom svetu i imaju brojne
farmakoloske efekte. Pokazano je da su polifenoli neuroprotektivni,
kardioprotektivni imaju antitumorsko i antiinflamatorno delovanje, a neki
uticu i na tzv. ,,molekule dugovec¢nosti,, odnosno sirtuine i produzavaju
zivotni vek nizih organizama (Ishige i sar., 2001, Ulrich i sar., 2005). Smatra se
da su neki od bioloskih efekata flavonoida direktna posledica njihove
antioksidativne sposobnosti (Cotelle, 2001). Zaista, vecéina flavonoida
pokazuje snaznu antioksidativhu aktivnost kada se proucavaju u
arteficijalnim sistemima (Rice-Evans i Miller, 1996) koji zapravo mere
redukcionu sposobnost flavonoida. Pozitivni rezultati testova nikako ne znace
da ¢e flavonoidi apsolutno uspeti da zastite celije od oksidativnog stresa kako
in vitro, tako i in vivo. Postoje brojni podaci koji pokazuju da flavonoidi mogu
da deluju antioksidativno u zivim sistemima, ali i oni koji pokazuju da mogu
da deluju prooksidativno i da budu toksi¢ni, Sto u velikoj meri zavisi od vrste
primenjene polifenolske komponente, kao i od eksperimentalnih uslova
(Sakihama i sar., 2002).
In vitro antioksidativna sposobnost S. scardica ekstrakata testirana je DPPH
testom, koji se zasniva na redukcionim osobinama potencijalnog
antioksidansa. Svi ispitivani ekstrakti pokazali su dobru antioksidativnu
aktivnost, koja je bila u korelaciji sa fenolskim sadrzajem ekstrakata. lako je
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ukupni fenolski sadrzaj dobar pokazatelj antioksidativnhe sposobnosti, ipak
rezultat u najvecoj meri zavisi od svojstva samog flavonoida prisutnog u
ekstraktu. Apigenin i njegovi glikozidi deluju antioksidativno zbog prisustva
kisele 4’-hidroksilne grupe. Dodatno prisustvo hidroskicimetnih kiselina
povecava antioksidativnu sposobnost (Tadi¢ i sar, 2012). Grupa -CH=CH-
CO- 1znacajno povecava sposobnost doniranja vodonika i povecava
antioksidativnu sposobnost (Rice-Evans i sar., 1996). Svi ispitivani ekstrakti
bili su bogati derivatima hidroksicimetne kiseline, koji su istovremeno bili i
najzastupljenija grupa polifenolnih jedinjenja u svim ekstraktima.

Zbog prisustva polifenolskih komponenti, moglo bi se ocekivati da ekstrakti
S. Scardica ispolje citotoksi¢cno delovanje na tumorske celije. U literaturi
postoji mnogo podataka o razlicitim farmakoloskim dejstvima roda Sideritis,
ali kada je u pitanju delovanje na tumorske celijske linije, postoje podaci samo
za vrstu S. libanotica ssp. linearis, za koju se navodi da ima znacajan
citotoksi¢ni potencijal na C6, HeLa i Vero celijske linije (Demirtas i sar., 2009).
Medutim, nije razjasSnjen mehanizam opisanog citotoksi¢nog delovanja, niti je
utvrdeno koje su komponente odgovorne za citotoksicni efekat ispitivanih
ekstrakata.

Imajudi u vidu bogat polifenolski sadrzaj u S. scardica ekstraktima, ispitivan je
citotoksi¢ni efekat koriséenjem tri tumorske linije: B16 ¢elije miSjeg melanoma,
HL-60 celije humane promijelocitne leukemije i C6 celije pacovskog glioma.
Istovremeno je selektivnost dejstva ispitivana merenjem citotoksi¢nog efekta
na netransformisane ¢elije odnosno na mononuklearne ¢elije iz periferne krvi,
kao i na primarne pacovske astrocite u kulturi. U in vitro uslovima na svim
koris¢enim tumorskim linijama najjacu citotoksi¢nu aktivnost pokazao je
dietil-etarski ekstrakt (ekstrakt 2), koji je od svih ekstrakata najbogatiji
flavonoidnim aglikonima. C6 celije su pokazale i znac¢ajnu osetljivost na etil-
acetatni ekstrakt (ekstrakt 3), koji ima visok sadrzaj flavonoidnih glikozida.
Imajuéi u vidu ICso vrednosti, najosetljiviie na delovanje dietil-etarskog
ekstrakta bile su C6 celije, potom B16 celije, dok su najrezistentnije bile HL-60

celije. Za razliku od C6 i B16 celija, HL-60 celije su pokazale u znatno vecoj
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meri poremecaj integriteta membrane meren LDH testom, Sto bi moglo da
ukazuje na znacajno prisustvo nekroze kao mehanizma celijske smrti.
Medutim, ne treba iskljuciti ni moguc¢nost da HL-60 ¢elije umiru rano nakon
tretmana procesom apoptoze i da izvestan broj ¢elija u daljem toku podleze
sekundarnoj nekrozi.

Ni jedan od ispitivanih ekstrakata nije pokazao znacajnu toksi¢nost prema
netumorskim celijama: primarnim astrocitima pacova i mononuklernim
¢elijama iz periferne krvi.

Kako bi se definisale komponente koje su odgovorne za uoceni citotoksicni
efekat ispitivanih ekstrakata S. scardica prema tumorskim celijskim linijama,
tumorske linije su tretirane najzastupljenijim fenolskim komponentama
ekstrakata: ferula kiselinom, hrizoeriolom, hlorogenskom Kiselinom,
apigeninom, luteolinom, apigenin-7-O-glukozidom i luteolin-7-O-
glukozidom. Ferula kiselina, hrizoeriol i hlorogenska kiselina nisu bili
toksicni ni za jednu od ispitivanih celijskih linija. Luteolin je bio najtoksi¢nija
ispitivana komponenta za B16 i C6 celije, dok je apigenin bio najtoksicniji za
HL-60 celije. Znacajnu toksicnost na sve tri tumorske celijske linije pokazali su
i glikozidi apigenina i luteolina, ali imajucu u vidu da glikozidi u zivim
organizmima ulaze u puteve deglikozilacije i daju iste metabolite kao
aglikonske komponente (Spencer i sar., 2004), u daljem toku ispitivanja
mehanizama citotoksic¢nosti, koriséeni su samo odgovarajuci aglikoni.

lako flavonoidi u in vitro uslovima deluju kao antioksidansi, u zivim
sistemima, neki od njih mogu da imaju i prooksidativna delovanja, kao sto je
ve¢ navedeno (Sakihama i sar., 2002). Koris¢enjem redoks senzitivne boje
dihidro-rodamina, kojom se neselektivno detektuju slobodni radikali, ispitana
je produkcija slobodnih kiseoni¢nih radikala u celijama tretiranim
ekstraktima, odnosno citotoksi¢cnim fenolskim komponentama, apigeninom i
luteolinom. Dietil-etarski ekstrakt, koji je prema B16 celijama najtoksicniji,
indukovao je znacajnu produkciju slobodnih kiseoni¢nih radikala, koja je oko
Sest puta bila ve¢a od kontrole. Apigenin, kao fenolna komponenta ovog

ekstrakta je takode indukovao znacajnu produkciju slobodnih Kkiseoni¢nih
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radikala. Medutim, luteolin, i ako je u odnosu na apigenin bio toksicniji
prema B16 celijama, nije indukovao znacajnu produkciju slobodnih
kiseoni¢nih radikala. Sa druge strane, u HL-60 celijama i dietil-etarski
ekstrakt, kao i apigenin i luteolin su indukovali znacajnu produkciju
slobodnih kiseoni¢nih radikala. Na C6 celijama je pored dietil-etarskiog
ekstrakta i etil-acetatni ektrakt indukovao znacajan porast produkcije
slobodnih radikala; pri ¢emu je stepen produkcije slobodnih radikala sa
toksicnijim dietil-etarskim ekstraktom bio mnogo veci. Apigenin je u C6
¢elijama izazvao dozno zavisnu produkciju slobodnih radikala. Produkcija
slobodnih kiseonic¢nih radikala, je dobro poznat mehanizam indukcije celijske
smrti (Fiers i sar., 1999) i moze biti jedan od veoma vaznih mehanizama koji
doprinose citotoksi¢nosti ekstrakata. Slobodni radikali mogu da ucestvuju na
razli¢ite nacine u procesu celijske smrti. Pokazano je da mogu da doprinesu
otpustanju mitohondrijalnog citohoroma c, koji je neophodan za zapocinjanje
unutrasnjeg puta apoptoze. S druge strane, izgleda da je neophodan
odgovarajuci redoks status celije da bi doslo do aktivacije kaspaza. Dodatni
nacin, kako slobodni radikali mogu da aktiviraju ulazak celije u apoptozu je i
aktiviranje c-Jun N-terminalne kinaze (JNK) (Franklin, 2011).

Celijska smrt ne mora nuzno da bude jedini uzrok smanjenja broja ¢celija u
kulturi. Zastoj u proliferaciji moze da bude jos jedan razlog za smanjenje broja
¢elija, a on moze biti i deo antitumorskog delovanja mnogih lekova. Lekovi,
ali i druge supstance koje ispoljavaju antitumorsko delovanje mogu da budu
fazno specifi¢ni; tako npr. citarabin, tiouracil i metotreksat deluju u S fazi,
vinka alkaloidi u M fazi, pa su najefikasniji za tumore u kojima se
istovremeno deli veliki broj celija, kao sto su leukemije i limfomi. S druge
strane, lekovi koji nisu specifi¢ni za celijski ciklus mogu da deluju u bilo kojoj
fazi ¢elijskog ciklusa, obi¢no se direktno vezuju za DNK, indukuju produkciju
slobodnih radikala i u njih spadaju alkilirajuci agensi, citotoksi¢ni antibiotici i
cisplatin (Kazi¢, 2011)

Ispitivanje toka celijskog ciklusa kod tumorskih celijskih linija tretiranih

ekstraktima S. scardica-e pokazalo je da, u zavisnosti od tipa celije kao i od
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vrste primenjenog ekstrakta, dolazi do razlicitih promena u celijskom ciklusu.
Kod B16 celija tretiranih dietil-etarskim ekstraktom nije doSlo do promene u
toku celijskog ciklusa. lako bi se ocekivalo, da zbog izostanka efekta dietil-
etarskog ekstrakta na celijski ciklus B16 celija da ni komponente dietil-
etarskog ekstrakta, apigenin i luteolin takode nemaju nikakvog uticaja na
progresiju celijskog ciklusa, nasi rezultati su pokazali, da ove dve
komponente primenjene kao pojedinacne izazivaju S/G:M blok u toku
c¢elijskog ciklusa B16 celija. Apigenin najverovatnije ne deluje citotoksi¢no na
B16 celije indukujudi direktno celijsku smrt, ve¢ da svoje dejstvo uglavnom
ostvaruje zaustavljajuci celije u proliferaciji (Iwashita i sar., 2000). Medutim, u
nekim drugim ispitivanjima, jasno je pokazan veliki citotoksi¢ni potencijal
apigenina prema B16 ¢elijama, koji ne samo da jasno inhibira njihov rast, nego
smanjuje i innvazivnost tumora i nastajanje metastaza u animalnim modelima
(Caltagirone i sar., 2000). Ispitivanje celijskog ciklusa HL-60 celija, tretiranih
dietil-etarskim ekstraktom, apigeninom i luteolinom pokazalo je povecanje
broja hipodiploidnih c¢elija, sa fragmentisanom DNK, ukazujuci, da je
najverovatnije njihovo glavno delovanje indukcija apoptoze. Apigenin, koji je
bio najtoksi¢niji za HL-60 celije, nije indukovao druge promene u celijskom
ciklusu ovih tretiranih celija. Za raliku od njega, luteolin i dietil-etarski
ekstrakt su indukovali i zastoj u Go/G: fazi. Postoje podaci koji govore o
mogucnosti da apigenin na HL-60 c¢elijama indukuje zastoj u proliferaciji u
G2/M fazi (Lepley i sar., 1996), Sto nije potvrdeno u nasem eksperimentalnom
modelu. Ovo se moze objasniti ¢injenicom da je u naSim eksperimentima
koriS¢ena dva puta veca koncentracija apigenina, koja je toksicnija, zbog ¢ega
se u ¢elijama verovatno brze pokretao mehanizam celijske smrti, mada se ne
isklju¢uje mogucnost da je celijska smrt posledica zastoja u celijskom ciklusu,
koji se u naSem eksperimentu javio u ranijoj fazi. Dietil-etarski ekstrakt je u
tretiranim C6 celijama indukovao zastoj u S/G>M fazi, dok su celije tretirane
etil-acetatnim ekstraktom pokazale vrlo izrazen zastoj u proliferaciji ali u
G2/M fazi. Zanimljivo je da neki danas Siroko primenjivani lekovi iz grupe

taksana, kao Sto je paklitaksel, indukuju zastoj u G2/M fazi delujué¢i na
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mikrotubule (Horwitz i sar., 1994). lako je dominantni sastojak dietil-etarskog
ekstrakta, apigenin je slicno etil-acetatnom ekstraktu indukovao zastoj u
G2/M fazi, a luteolin je kao i dietil-etarski ekstrakt, u c¢ijem se sastavu
najvec¢im delom i nalazi indukovao zastoj u S/G:M fazi ¢elijskog ciklusa C6
celija.

Ispitivanje tipa celijske smrti koju indukuju ispitivani ekstrakti S. scardica i
njihove fenolske komponente, pokazalo je da u zavisnosti od vrste celija,
mogu da indukuju apoptozu, nekrozu ili autofagiju. Moze se rec¢i da celije
tretirane jednom komponentom (ekstrakt ili fenolne komponente) obi¢no ne
umiru na isti nacin, pri ¢emu je prisutan razlic¢it procenat celija u procesu
umiranja razli¢itim tipovima celijske smrti, Sto ukazuje da je mehanizam
citotoksi¢nosti kako ispitivanih ekstrakata, tako i njihovih fenolskih
komponenti kompleksan i ukljucuje razlic¢ite unutarcelijske signalne puteve.
Tretman B16 celija dietil-etarskim ekstraktomm doveo je do porasta broja
apoptoticnih ¢elija, dok do nekroze nije doslo. Apigenin i luteolin su pretezno
indukovali povecanje broja c¢elija u kasnoj apoptozi, a ovaj efekat apigenina je
bio izrazeniji u odnosu na luteolin. Imajuci u vidu da je prilikom ispitivanja
vijabiliteta luteolin bio toksic¢niji za B16 celije od apigenina, verovatno je da
0Voj izrazenoj toksi¢nosti luteolina znatno doprinose i neki drugi mehanizmi,
kao Sto je npr. vec opisani zastoj u celijskoj proliferaciji. HL-60 celije tretirane
dietil-etarskim ekstraktom uglavnom su umirale ulazec¢i u apoptozu (vecéina
c¢elija je pokazivala znake rane apoptoske smrti). Slicno, HL-60 celije, tretirane
fenolskim komponentama, apigeninom i luteolinom, su takode ulazile u
apoptozu, pri ¢emu je taj efekat bio izrazeniji kod celija tretiranih luteolinom.
Dietil-etarski ekstrakt doveo je do znac¢ajnog povecanja procenta celijaranoj
apoptozi u tretiranim C6 ¢elijama. Za razliku od njega, etil-acetatni ekstrakt je
uzrokovao diskretno povecanje u broju apoptoticnih celija, zbog cega se
smanjenje broja celija verovatno moze pripisati zastoju u celijskom ciklusu u
G2M fazi, pre nego direktnoj indukciji apoptoze, odnosno nekroze. Apigenin,
a posebno luteolin, su indukovali znacajno povecanje procenta nekroti¢nih

celija, pored izrazenog povecanja broja celija u apoptozi. Apoptoza kao
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mehanizam  celijske  smrti ukljucuje, kondenzaciju hromatina,
internukleozomalnu fragmentaciju DNK i ocuvanje integriteta celijske
membrane tokom ¢itavog procesa. Celije koje udu u proces apoptoze, podlezu
fagocitozi od strane okolnih celija ili rezidentnih makrofaga, bez izazivanja
inflamacije i od strane makrofaga indukuju produkciju imunosupresivnih
citokina, kao Sto su IL-10 i TGF-p, Sto dovodi do tolerancije na sopstvene
antigene. Sa druge strane, nekroticna celijska smrt indukuje inflamaciju i
moze biti veoma vazna za pokretanje imunskog odgovora posredovanog
dendriti¢nim ¢elijama (Sauter i sar., 2000), zbog ¢ega nekroza moze biti vazan
alternativni antitumorski mehanizam.

lako se analizom c¢elija na proto¢nom citometru nakon bojenja aneksinom V i
propidijum jodidom moze jasno odrediti procenat celija koje umiru
apoptozom, odnosno nekrozom, rezultat in vitro testiranja se mora obazrivo
interpretirati. U in vitro sistemima u kojima se ispituje citotoksi¢nost razlicitih
supstanci, kakav je i naS, obi¢no ne postoje okolne celije koje bi mogle da
izvrSe fagocitozu apoptoticnih celija, kao Sto se to deSava u tkivima. Zbog
toga apoptoticne celije ostaju u medijumu, a kako vise nema produkcije
energije zbog smrti celije, odrzavanje integriteta membrane apoptoticnih celija
odnosno apoptoti¢nih tela biva naruSeno, dolazi do pucanja membrane i
izlivanja sadrzaja celije, odnosno celije podlezu sekundarnoj nekrozi (Silva,
2010).

Dalje detaljnije ispitivanje mehanizama citotoksi¢nosti ekstrakata S. Scardica-e
je vréeno na C6 gliomskoj liniji imajuci u vidu da je ova celijska linija bila
najosetljivija na delovanje ekstrakata S. scardica-e, da smo efekte mogli
istovremeno da ispitamo na odgovarajucoj netransformisanoj c¢elijskoj liniji tj.
primarnim astrocitima u kulturi i da neki od flavonoida, (neke od aktivnih
komponenti ispitivanih ekstrakata S. scardica), mogu proé¢i kroz
hematoencefalnu barijeru (Youdim i sar, 2004).

Gliomi su ekstremno agresivni neuroektodermalni tumori koji imaju loSu
prognozu. Srednje prezivljanje pacijenata sa gliomima visokog gradusa iznosi

11 meseci (Catalan-Uribarrena, 2011) zbog ¢ega se stalno ulazu veliki napori u
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iznalazenju novih i efikasnijih terapijskih pristupa. Velika bioloSka
raznolikost glioma, namece potrebu za primenom kombinovanog pristupa
lecenju koji podrazumeva istovremeno delovanje na viSe signalnih puteva
(Thaker i Pollack, 2009). Jedan od potencijalnih, vrlo obec¢avajucih, terapijskih
pristupa, bio bi modulacija PI3K/Akt/PTEN/mTOR signalnog puta, ¢ime bi
mogla da se izbegne rezistencija glioma na postojece agense (Fan i Weiss,
2010). Aktiviran Akt-om odnosno Ras putem, mTOR dalje prenosi
proliferativni signal na ribozomalnu S6 kinazu i inhibira protein koji vezuje
eukariotski inicijacioni faktor 4E, koji je neophodan za translaciju
informacione RNK, odnosno za progresiju iz G1 u S fazu, Sto je neophodno za
tumorsku proliferaciju (Newton, 2004).

Pokazano je da apigenin moze da indukuje fosforilaciju AMPK, i posledi¢no
izvrSi nishodnu regulaciju mTOR-a (Tong i sar., 2012), Sto dalje indukuje
autofagiju, odnosno celijsku smrt (Meijer i Codogno, 2004).

Kako je ranije pokazano, dietil-etarski ekstrakt indukuje uglavnom
apoptotsku celijsku smrt a deluje i antiproliferativno, indukujuc¢i blok
c¢elijskog ciklusa. Sa druge strane etil-acetatni ekstrakt ne indukuje direktno
apoptozu niti nekrozu, veé¢ je smanjenje vijabiliteta uglavnom posledica
zastoja u celijskom ciklusu u G:M fazi. Medutim uocljiva je diskrepanca
izmedu stepena smanjenja vijabiliteta celija tretiranih ispitivanim ekstraktima
I sposobnosti ova dva ekstrakta da izazovu apoptotsku ¢elijsku smrt, odnosno
zastoj u celijskom ciklusu. 1z tog razloga u C6 celijama je ispitivano prisustvo
autofagije, kao alternativnog mehanizma celijske smrti.

Autofagija je proces autodigestije razlic¢itih ¢elijskih komponenti, posredovan
lizozomalnim enzimima, kojim se uklanjaju dugozivecéi proteini i oStecene
organele (Edinger i Thompson, 2004). lako autofagija u celiji ima pre svega
homeostatsku ulogu u fizioloSkim uslovima, u odredenim uslovima, narocito
u situacijama kada celija ne moze da umre apoptozom, autofagija moze da
bude alternativni mehanizam smrti, poznat kao programirana celijska smrt

tipa Il.
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Kao pocetni korak u analizi uticaja ekstrakata i njihovih fenolskih komponenti
na indukciju procesa autofagije, kvantifikovan je sadrzaj kiselih
citoplazmatskih vezikula, primenom pH senzitivhe boje akridin oranza.
Rezultati su pokazali da postoji dozno zavisni efekat indukcije porasta
sadrzaja kiselih citoplazmatskih vezikula nakon tretmana C6 celija glioma
pacova sa oba ekstrakta (dietil-etarski i etil-acetatni), kao i sa obe fenolske
komponente, apigeninom i luteolinom. Taj efekat je narocito bio izrazen za
etil-acetatni ekstrakt. Ovaj nalaz je potvrden fluorescentnom mikroskopijom
kojom se jasno uocava porast kiselog citoplazmatskog sadrzaja u tretiranim
¢elijama, a kvantifikovan je proto¢nom citometrijom. Medutim iako se ranije
smatralo da je acidotropno bojenje (kakvo je i bojenje akridin oranzom)
specifi¢cni marker autofagnih vakuola, kasnije je pokazano da nisu specifi¢cna
za rane autofagozome, i da zapravo boje i kasne stadijume u degradacionom
procesu (Bampton i sar., 2005). Autofagozomi nemaju kiseli pH i tek nakon
spajanja sa lizozomom, kad nastane autofagolizozom, dolazi do pada pH
vrednosti. Zbog toga je bilo neophodno autofagiju potvrditi i na druge nacine.
Sledeci korak je bio detekcija proteina LC3 (engl. microtubule associated protein
1 light chain 3- MCP1-LC3). Protein Atg 4 proteoliticki deluje na LC3 na
karboksiterminalnom kraju gradec¢i LC3-I, koji se kovalentno konjuguje sa
fosfatidil-etanolaminom, grade¢i LC3-1l. LC3-1I se specificno vezuje za
kompleks Atgl2-Atg5-Atgl6 na fagofori i ostaje asociran sa ograni¢avajucom
mebranom, autofagozomom i autofagolizozomom (Rubinsztein i sar., 2009).
Kod visih eukariota, LC3 je jedini protein koji je specifican za autofagozome i
autofagolizozome. Zbog toga nivoi LC3-11 koreliraju sa brojem autofagozoma
(Kabeya i sar., 2000).

U C6 celijama tretiranim dietil-etarskim ekstraktom ekspresija LC3-1I je bila
povecana tri puta u odnosu na kontrolu, dok u celijama tretiranim etil-
acetatnim ekstraktom ekspresija bila veéa 4,5 puta. Tretmani fenolskim
komponetama takode su znacajno povecali ekspresiju LC3-11, a apigenin ¢ak
8,5 puta viSe u odnosu na kontrolu. LC3-11 se nalazi sa obe strane membrane

autofagozoma. LC3-1l prisutan na luminalnoj strani autofagozoma se
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razgraduje nakon fuzije sa lizozomima, dok LC3-11 prisutan na citosolnoj
strani moze da se odvoji od lipida i reciklira (Mizishima i Yoshimori, 2007). U
retkim slucajevima, porast LC3-1I moze biti posledica zastoja u njegovoj
degradaciji. Ovaj zastoj se moze javiti iz viSe razloga, kao Sto su sporo
spajanje sa lizozomima, redukovana fuzija lizozoma i autofagozoma, ili pak
smanjena proteoliticka sposonost lizozoma (Rubinsztein i sar., 2009). Zbog
toga smo dalje pratili nivo ekspresije proteina p62, koji je selektivha meta
autofagne degradacije (Ichimura i sar., 2008). U C6 celijama tretiranim sa oba
ekstrakta, kao i sa obe fenolske komponente, doslo je do smanjene ekspresije
p62 proteina, Sto potvrduje autofagijom posredovanu proteolizu i iskljucuje
mogucnost bloka u autofagnom procesu (Wang i sar., 2006.).

Nivoi beklina 1, veoma vaznog proautofagnog proteina bili su jasno povecani
u C6 celijama tretiranih etil-acetatnim ekstraktom, apigeninom i luteolinom.
Beklin 1 ima veoma vaznu funkciju u indukciji autofagije s jedne strane, a sa
druge strane znacajan je jer stoji na raskrSéu puteva izmedu apoptoze i
autofagije. Naime, Bcl-2 i Bcl-xI proapototski proteini, se vezuju za BH3
domen beklina 1 i inhibiraju njegovu aktivnost. Sta vise beklin 1 moze biti
razgraden delovanjem Kkaspaza, Sto obezbeduje dodatnu komunikaciju
izmedu autofagije i apoptoze (Kang i sar., 2011).

Redukovana ekspresija LC3B-1l i beklina 1 utvrdena je u astroglijalnim
humanim tumorima. Stepen ekspresije bio je u korelaciji sa gradusom tumora,
tumorskom progresijom i duzinom prezivljavanja pacijenata (Huang i sar.,
2010). Imajuéi u vidu tu cinjenicu, moze se zakljuciti da se makar delom,
citotoksi¢no delovanje Sideritis scardica ekstrakata na gliomske celije moze
pripisati njihovoj sposobnosti da vrse ushodnu regulaciju beklina 1 i LC3-11
proteina.

Dalje je ispitivana aktivacija glavnih signalnih puteva, koji mogu da budu
ukljuceni u proces autofagije, ali i proces nastanka glioma. Aktivacija Akt-a
posredstvom fosfatidil-inozitol-3-kinaze (PI3K) je glavni put prenosa signala
poreklom od faktora rasta. PI3K uti¢e na rast ¢elija tumora, proliferaciju, moze

biti asocirana sa rezistencijom na apoptozu i znak je loSe prognoze za
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pacijente obolele od glioma (Chakravart i sar., 2004). Nakon aktivacije PI3K
nastaje fosfatidil-inozitol 3-fosfat (PIP3), koji dovodi do translokacije i
aktivacije Akt-a. Aktivirani Akt fosforilise nekoliko proteina koji su ukljuceni
u prezivljavanje celije i celijski rast, kao Sto su Bad, mTOR, kinaza glikogen
sintaze (Cross i sar., 1995, Cardone i sar., 1998). Tretman C6 celija dietil-
etarskim ekstraktom nije doveo do aktivacije Akt-a, niti do posledi¢ne
aktivacije mTOR-a. Etil-acetatni ekstrakt takode nije aktivirao Akt, ali je u
tretiranim celijama doslo do aktivacije mTOR-a, Sto ipak u krajnoj liniji nije
dovelo do supresije autofagije. Apigenin i luteolin su u znacajnoj meri
aktivirali Akt, kao i mTOR. Imajuéi u vidu ove cinjenice, mozemo da
zakljucimo da i ekstrakti i njihove glavne fenolske komponente indukuju
Akt/mTOR nezavisnu autofagiju. Cinjenica da apigenin i luteolin aktiviraju
MTOR, moze da bude jedan od nepovoljnih efekata kad je u pitanju njihovo
antigliomsko delovanje. Za razliku od njih, ekstrakti S. Scardica-e slabo
aktiviraju ili uopste ne aktiviraju mTOR, Sto znaci da njihov uticaj na Akt-
PI3K signalni put ne zavisi samo od prisustva fenolskih komponenti, ve¢ da i
njihove druge aktivne komponente mogu da igraju znacajnu ulogu.
Ekspresija AMPK, jednog od glavnih inhibitora mTOR-a, bila je umereno
povecana u celijama tretiranim dietil-etarskim ekstraktom, dok je u celijama
tretiranim etil-acetatnim ekstraktom, apigeninom i luteolinom bila znacajno
smanjena. Razlika u ekspresiji AMPK bi mogla da objasni ¢injenicu da jedino
u celijama tretiranim dietil-etarskim ekstraktom nije doSlo do aktivacije
MTOR-a.

Kao Sto je vec¢ objasnjeno ekstrakti S. scardica-e, kao i njihove glavne fenolske
komponente mogu da indukuju smrt gliomskih c¢elija na viSe nacina.
Ocigledno je da deluju na vise signalnih puteva, Sto moze biti veoma vazno za
proucavanje odnosno razvijanje strategije za sprecavanje rezistencije
tumorskih celija na primenjene hemioterapeutike. Bez obzira na to da li ce
preparati S. scardica-e u buduénosti postati deo hemioterapijskih protokola,
njihov mehanizam citotoksicnosti moze da bude odlican model

kombinovanog hemioterapijskog pristupa.
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Standardna procedura lecenja glioma ukljuc¢uje kombinovanje vise
hemioterapijskih agenasa, zracenje i hirursko lecenje. Mnogi od primenjivanih
hemioterapijskih agenasa svoje delovanje ostvaruju posredstvom oStecenja
DNK. UV zracenje je cesto koris¢eni model DNK oSte¢enja i mi smo dalje
ispitivali kako ekstrakti S. scardica-e uticu na oStec¢enje celija izazvano UV
zracima. Dietil-etarski i etil-acetatni ekstrakt S. scardica-e, kao i njihove
fenolske komponente, apigenin i luteolin, primenjeni u koncentracijama koje
za C6 celije nisu bile citotoksi¢ne, potencirali su delovanje UV zracenja na
c¢elije glioma. Medutim, ekstrakti i fenolske komponente primenjene u istim
koncetracijama, delovale su protektivno na primarne astrocite ozracene UV
zracima.. Dakle, ekstrakti S. scardica-e potencijalno bi mogli da ispolje
dvostruko korisno dejstvo u tretmanu tumora, tako Sto sa jedne strane
potenciraju delovanje agenasa koji oStecuju DNK na tumorske celije, a sa
druge strane Stite netumorske celije od DNK oStecenja.

Pored interakcije sa UV zracenjem, ispitan je i efekat udruzenog delovanja
dietil-etarskog i etil-acetatnog ekstrakta tj. njihovih fenolskih komponenti sa
karmustinom, c¢esto upotrebljavanim lekom u terapiji glioma. Ekstrakti su,
primenjeni u subtoksi¢nim koncentracijama (25 i 50 pg/Zml) umanjili toksi¢ne
efekte karmustina prema C6 ¢elijama. Medutim, inhibitorni efekat apigenina i
luteolina iako prisutan, nije bio statisticki znacajan, tako da se moze
pretpostaviti da su druge supstance prisutne u ekstraktima (verovatno neke
od fenolskih komponenti) odgovorne veé¢im delom za inhibitorni efekat na
citotoksi¢nost karmustina. Ovi podaci mogu da imaju veoma veliki prakti¢an
znacaj. Mnogi pacijenti oboleli od razlic¢itih malignih tumora cesto koriste
alternativne metode lecenja, koje ukljucuju i primenu razlicitih biljaka.
Imajuci u vidu Siroko prisustvo razlic¢itih flavonoida u biljnom svetu, to bi
moglo da uti¢e na smanjenje efikasnosti terapije glioma, kod pacijenata koji su
na terapiji karmustinom.

Maligni tumori su globalni rastuc¢i zdravstveni problem. lako danas postoje
brojni modaliteti lecenja, izlecenje joS uvek nije dostupan cilj za vecéinu

obolelih. Zbog toga se sve viSe napora ulaze u prevenciju malignih tumora.
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Pored usvajanja zdravih stilova zZivota, primena hemopreventivnih agenasa u
buduc¢nosti bi mogla da bude racionalan pristup za odredene populacije
pacijenata. Postoje jasni podaci da flavonoidi deluju kao hemopreventivni
agensi i da ispoljavaju brojna antikancerska svojsta. To moze biti veoma
znacajno, jer multipli mehanizmi delovanja smanjuju mogucénost rezistencije
tumora. Sideritis scardica, bogata flavonoidima, za koju smo jasno pokazali
antitumorsko delovanje na viSe celijskih linija, mogla bi da se svrsta u tzv.
funkcionalnu hranu i bude jeftin i lako dostupan izvor hemopreventivnih

flavonoida.
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6. ZAKLJUCAK

Ekstrakti Sideritis scardica, pokazuju znacajno citotoksi¢no delovanje na
C6, B16 i HL-60 celije u in vitro uslovima, dok nisu toksi¢ni za primarne
astrocite pacova i humane mononuklearne celije iz periferne krvi

U osnovi citotoksicnog delovanja S. scardica ekstrakata nalaze se
fenolske komponente, apigenin i luteolin

Mehanizam citotoksi¢nosti je kompleksan i ukljucuje indukciju
oksidativnog stresa, zastoj u celijskom ciklusu, indukciju apoptoze i
autofagiju nezavisnu od AMPK/Akt/mTOR signalnog puta
Dietil-etarski i etil-acetatni ekstrakt smanjuju citotoksi¢cno delovanje
karmustina na celije C6 glioma

Ekstrakti S. scardica, apigenin i luteolin, potenciraju citotoksi¢no
delovanje UV zracenja na C6 celije, dok primarne astrocite Stite od

delovanja UV zracenja
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