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Efekti izoksantohumola na tretman solidnog i metastatskog melanoma: direktan uticaj i
interakcija sa hemioterapijom

Sazetak

Izoksantohumol (IXN), prenilflavonoid iz hmelja, poseduje spektar bioloskih aktivnosti znacajnih
za tretman brojnih patoloSkih stanja. U ovoj studiji ispitivan je njegov uticaj na modelima solidnog
I metastatskog melanoma in vitro i in vivo, u kontekstu samostalnog delovanja na ¢elije melanoma
razli¢ite agresivnosti i interakcije sa hemioterapijom. Pokazano je da su efekti IXN bili postojani na
svim ¢elijskim linijama melanoma — od nisko invazivne forme B16 poreklom iz miSa, preko visoko
invazivne linije humanog porekla A-375, do metastatskog klona B16-F10. Pored inhibicije
proliferacije uoCene na svim linijama, tretman IXN doveo je do diferencijacije i gubitka
pluripotentnih svojstava B16 i A-375 ¢elija, uz prisustvo apoptoze i zna¢ajne promene u signalnim
putevima relevantnim za ove procese. Sa druge strane, IXN je uz indukciju programirane celijske
smrti tipa | i 1l na klonu B16-F10, smanjio klonogeni potencijal populacije prezivelih celija i,
naruSavajuci integrinsku signalizaciju, redukovao adhezivnost, migratornost i invazivnost. Pored
jasnog trenda u supresiji solidnog, a posebno metastatskog melanoma, IXN je potencirao delovanje
paklitaksela (PCT) in vitro i in vivo. Za razliku od paralelnog tretmana, aplikovanje IXN
7 sukcesivnih dana pre pocetka hemioterapije ucinilo je efikasnom subterapeutsku dozu PCT u
modelu singenog metastatskog melanoma. Ovaj podatak je, uz histopatolosku potvrdu promene
fenotipa Celija u metastazama, podvukao vaznost indukcije diferencijacije u kasnijem ucinku
hemioterapije. Opisani rezultati predstavljaju prvi dokaz antitumorske aktivnosti IXN in vivo, kao i
znaajan doprinos novom konceptu diferencijacione terapije u lecenju solidnih i1 metastatskih
maligniteta.

Kljuéne rec¢i: melanom, prenilflavonoidi, hemioterapija, apoptoza, autofagija, diferencijacija,
adhezija, migracija, invazija, hemosenzitizacija

Nau¢éna oblast: Biologija tumora
UZa nau¢na oblast: Eksperimentalna onkologija

UDK broj:



Effects of isoxanthohumol on the treatment of solid and metastatic melanoma: direct impact
and interaction with chemotherapy

Abstract

Isoxanthohumol (IXN), a prenylflavonoid from hops, owns a spectrum of biological activities
important for the therapy of numerous pathological conditions. In this study, its influence on solid
and metastatic melanoma models in vitro and in vivo was investigated, in the context of
independent action on melanoma cells of different aggressiveness and interaction with
chemotherapy. The effects of IXN were consistent in all cell lines — from the low-invasive
mouse-derived B16 form and highly invasive line of human origin A-375 to metastatic clone
B16-F10. In addition to proliferation inhibition observed in all cell lines, IXN treatment led to
differentiation and loss of pluripotent properties of B16 and A-375 cells, with the presence of
apoptosis and significant changes in signaling pathways relevant to these processes. On the other
hand, along with induction of apoptosis and autophagy in B16-F10 clones, IXN decreased the
clonogenic potential in the population of surviving cells and, by disrupting integrin signaling,
reduced adhesion, migration and, invasiveness. Aside from a clear trend in the suppression of solid
and metastatic melanoma, IXN potentiated the action of paclitaxel (PCT) in vitro and in vivo.
Unlike concomitant treatment, the 7-days application of IXN before the start of chemotherapy
made the subtherapeutic dose of PCT effective in the metastatic melanoma model. This data, along
with histopathological confirmation of changes in cells’ phenotype in metastases, underlined the
importance of induction of differentiation for chemotherapy outcome. The described results
represent the first proof of IXN antitumor activity in vivo, as well as a significant contribution to a
new concept of differentiation therapy in the treatment of solid and metastatic malignancies.

Key words: melanoma, prenylflavonoids, chemotherapy, apoptosis, autophagy, differentiation,
adhesion, migration, invasion, chemosensitization

Scientific field: Tumor biology
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Look deep into nature, and then you will understand everything better.

— Albert Einstein






1. Uvod






1.1. Kancer

Kancer predstavlja jednu od najc¢es¢ih i klini¢ki najizazovnijih grupa bolesti danasnjice. Ovo
oboljenje je drugi uzrok smrtnosti u svetu, sa tendencijom da u bliskoj buduc¢nosti nadmasi
kardiovaskularne bolesti, trenutno vode¢i uzrok mortaliteta ljudi. U svetu godis$nje kancer uzrokuje
viSe od 7 miliona smrtnih slucajeva i biva dijagnostikovan kod oko 10 miliona ljudi, sa trendom
neprekidnog rasta [1,2]. lako u Evropi zivi samo 9% svetske populacije, ona ¢ini ¢ak 25% udela u
globalnom opterecenju kancerom®. Na ovom kontinentu u 2018. godini zabelezeno je 3,91 miliona
novih slucajeva (isklju¢ujuéi nemelanomski rak koze) i 1,93 miliona umrlih od malignih bolesti.
Najcesci tipovi tumora su karcinom dojke (13,4% svih kancera), kolorektalni karcinom (12,8%),
kancer plu¢a (12%) i kancer prostate (11,5%), koji zajedno c¢ine skoro polovinu sveukupnog
optere¢enja kancerom u Evropi. Ove vrste tumora su ujedno bile vode¢e po mortalitetu u populaciji
obolelih od malignih bolesti u Evropi 2018. godine, sa kancerom pankreasa na Cetvrtom mestu
ispred kancera prostate. Stope smrtnosti od kancera su prili¢no visoke i za muSkarce i za zene U
zemljama Istoéne Evrope, Baltika i Balkana (npr. Slovacka, Letonija, Litvanija, Srbija i
Hrvatska)[3]. Delom zato $to su uzroci nastanka i progresije tumora izuzetno kompleksni i samo
delimi¢no shvaceni, a uprkos ogromnim naporima naucnika u oblasti biologije kancera, napredak
postignut u terapiji ove opake bolesti u proteklih 30 godina nije znacajno poveéao ukupnu stopu
prezivljavanja tj. smanjio godi$nju stopu smrtnosti od vecine tipova epitelnih tumora na globalnom
nivou [2].

Kancer mozZe biti uzrokovan kako faktorima spoljasnje sredine, tako i genetickom predispozicijom.
Tumorigeneza je definisana kao visestepeni proces koji podrazumeva sukcesivnu akumulaciju
genetskih promena u ¢eliji koje prouzrokuju geneticku nestabilnost [4]. Tvrdnja da je preduslov da
od zdrave celije nastane tumorska upravo prisustvo vise mutacija, bilo da su one suptilne poput
tackastih mutacija ili o€igledne kao hromozomski rearanzmani [5], pocetkom 21-0g veka biva
relativizovana podacima o inaktivaciji tumor supresora epigenetskim putem, ¢ime ova bolest
poprima formu fiziolo§kih poremecaja koji ne moraju eksplicitno biti u vezi sa mutagenim
promenama [6]. Revizija Knudsovog koncepta se dalje prenosi i na fazu progresije bolesti koja ne
korelira sa daljom akumulacijom promena u genima, kako se ranije o¢ekivalo [7]. Danas se sve
vi§e suo¢avamo sa poimanjem maligne transformacije kao reprograma u koji ¢elija ulazi krecuéi se
ka fenotipu bliskom embrionalnom [8-10]. Prema trenutnim procenama, samo 5 — 10% svih
slucajeva kancera uzrokovano je direktno prepoznatim genetskim defektima kao $to su mutacije
dobijanja funkcije (engl. gain-of-function mutations) u onkogenima, mutacije gubitka funkcije
(engl. loss-of-function mutations) u tumor supresornim genima i mutacije sistema za DNK
(engl. Deoxyribonucleic Acid) reparaciju [1,11]. Dobro je poznato da se vecina humanih kancera
dovodi u vezu sa sredinskim faktorima, ukljucujué¢i hemijske, radioaktivne ali i bioloske faktore,
poput virusa koji direktno ili indirektno deluju na nastanak mutacionih dogadaja. Postoje znacajne
razlike u incidenci kancera, mortalitetu i prezivljavanju medu etnickim grupama koje imaju
razli¢ite Zivotne stilove i izloZene su razli¢itim faktorima Zivotne sredine. Faktori rizika koji mogu
promovisati kancerogenezu, a vezani su za zivotnu sredinu i Stil Zivota su upotreba duvana,
prekomerna konzumacija alkohola, preterana izlozenost ultraljubiastom zracenju, sSlaba fizicka
aktivnost i nezdrava ishrana. Brojne epidemioloske studije potvrduju da orkestrirano delovanje vise
faktora rizika vodi u malignu transformaciju, $to se dalje dovodi u vezu sa iscrpljivanjem kapaciteta
organizma da se reparira i obnovi homeostazu na nivou subcelijskih, ¢elijskih struktura i tkiva [1].
Sve je vise istrazivanja koja upucuju na znafaj hrane u nastanku ali i spre¢avanju patoloSkih
promena koje se vezuju za malignu transformaciju. Studije su pokazale da je 30 — 40% svih
kancera direktno vezano za izbor ishrane i moze biti spreceno odgovaraju¢im dijetama. To znaci da

* Prema definiciji Svetske zdravstvene organizacije, optereéenje boleséu predstavlja uticaj zdravstvenog problema na
datu populaciju i meri se pomocu razli¢itih pokazatelja, kao $to su mortalitet, morbiditet ili finansijski tro§kovi.
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bi prikladna ishrana umanjila broj obolelih za 3 do 4 miliona svake godine na globalnom nivou
[12].

Na putu progresije, tumor sti¢e osobine koje mu omogucéavaju opstanak. Na c¢elijskom nivou,
transformacija normalne u tumorsku c¢eliju zahteva niz uzastopnih koraka koji na kraju dovode do
neograni¢ene i nekontrolisane proliferacije, invazije i migracije [11,13]. Dakle, opste je poznato da
tumorske ¢elije sticu osam osnovnih svojstava, tzv. obelezja kancera, tokom dugog procesa razvoja
tumora i maligne progresije. Ova obeleZja koja karakteriSsu malignu celiju su: nekontrolisana
proliferacija, izbegavanje supresora rasta, odolevanje celijskoj smrti, replikativna besmrtnost,
indukovanje angiogeneze, invazivnost i metastaziranje, reprogramiranje energetskog metabolizma i
izbegavanje imunskog nadzora. Prema Hanahanu i Weinbergu, dve osobine kancerskih ¢elija koje
leZe u osnovi ovih ¢elijskih promena i olakSavaju sticanje navedenih funkcionalnih sposobnosti
neophodnih za transformaciju normalne u malignu ¢eliju su genomska nestabilnost i inflamacija
koja promovise tumor (Slika 1) [11,14,15].

Nekontrolisana Izbegavanje
proliferacija supresora rasta

Reprogramiranje
energetskog
metabolizma

Izbegavanje
imunskog
nadzora

Odolevanje
celijskoj smrti

Replikativna
besmrtnost

Tumor-promovisuca
inflamacija

Genomska nestabilnost
i mutacija

Indukovanje Invazivnost i
angiogeneze metastaziranje

Slika 1. Bioloska obeleZja kancera. Preuzeto i modifikovano (Hanahan i Weinberg, 2017) [15]

lako sve tumorske celije imaju zajedniCke osnovne karakteristike, one se medusobno veoma
razlikuju po pripadnosti tkivu ¢ijom su transformacijom nastale i stepenu diferencijacije. Na
osnovu embrionalnog porekla postoji gruba podela humanih tumora u Cetiri grupe. Prvu grupu ¢ine
karcinomi, tumori nastali iz epitelnog tkiva koji predstavljaju najées¢i vid humanih kancera
odgovornih za ¢ak 80% smrti uslovljene kancerom u svetu. Drugoj grupi pripadaju tumori
mezodermalnog porekla koji nastaju iz vezivnih tkiva i ¢ine 1% svih dijagnostikovanih maligniteta,
a nazivaju se sarkomi. Trecu grupu kancera ¢ine tumori hematopoetskih tkiva sa incidencom od
9%, dok se u cCetvrtu grupu svrstavaju tumori neuroektodermalnog porekla koji su uzrok

2,5% smrtnosti u svetu [5].

1.1.2. Proces metastaziranja

Za razliku od benignih, maligni tumori imaju sposobnost da invadiraju susedna tkiva i
metastaziraju u udaljene organe. Tako se kancer moze definisati kao maligna neoplazija sa
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neregulisanom i povecanom proliferacijom c¢elija i nekontrolisanom ¢elijskom migracijom. Upravo
invazija susednih tkiva i uspostavljanje metastatskih zariSta na udaljenim organima predstavljaju
napredne faze kancerogeneze i glavne karakteristike agresivnog malignog fenotipa [11,16]. Ovi
stadijumi u procesu tumorigeneze su nepredvidljivi i kljucan su uzrok neuspeha terapije kancera, a
shodno tome su odgovorni za vise od 90% smrti poveznih sa ovom opakom boleséu. Kontinuirani
razvoj u istrazivanju biologije kancera i pojava novih paradigmi u prou¢avanju metastaza otkrili su
neke od molekularnih osnova procesa diseminacije. Tumorska c¢elija na putu do ciljnog mesta
komunicira sa drugim ¢elijama i proteinima. Prepoznavanje ovih interakcija poboljsalo je
razumevanje nekih bioloSkih principa metastatske celije koji reguliSu njenu pokretljivost i
plasticnost. Komunikacija sa mikrookruzenjem tumora omoguéava invazivnim ¢elijama da
prevazidu stromalne izazove, da se nastane i kolonizuju druga tkiva. Ove karakteristike celija
kancera vodene su genetskim i epigenetskim modifikacijama unutar same tumorske celije i njenog
mikrookruzenja [17].

Diseminacija tumora na udaljena mesta podrazumeva niz uzastopnih koraka pocevsi od
neovaskularizacije primarnog tumora (angiogeneze), odvajanja i posledi¢ne migracije metastatskih
¢elija sa primarnog tumorskog mesta, invazije kroz bazalnu membranu i vancelijski matriks
(engl. ExtraCellular Matrix, ECM) koji okruzuje primarni tumor, ulaska u krvne i/ili limfne sudove
(intravazacije), cirkulacije i ekstravazacije sto kona¢no dovodi do kolonizacije odnosno invazije
ciljnog organa gde se tumorske ¢elije integriSu i, u komunikaciji sa mikrookruzenjem, formiraju
metastaze. Ova slozena sukcesija celijsko-bioloskih dogadaja naziva se invazivno-metastatska
kaskada (Slika 2) [11,16,17].

Primarni tumor

o e Faktoriizluceni
0  Tumorska elija o s

* Makrofag ® Egzozom
S
T limfocit Pa~ Krvni sudovi

‘ Neutrofil l Integrin
Trombocit P Trombocit
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@™y Endotel

o Epitel

Mesto formiranja metastaza

Slika 2. Invazivno-metastatska kaskada sa pet klju¢nih koraka: invazija, intravazacija,
cirkulacija, ekstravazacija i kolonizacija. Preuzeto i modifikovano (Jawad Fares i saradnici,
2020) [17]



Nakon transformacije iz normalne, tumorska celija moze ostati u stanju mirovanja neodredeni
vremenski period ili se razmnozavati i formirati malu, intraepitelnu, rastu¢u koloniju celija ili
karcinom in situ. Reprogramiranje onkogenim dogadajima i signali iz okoline mogu dovesti do
nastanka tumorskih mati¢nih ¢elija (engl. Cancer Stem Cells, CSC), koje tada ¢ine pokretacku
snagu kancera i snose znacajnu, ako ne i predominatnu odgovornost za heterogenost tumora. Ova
mala subpopulacija neoplasticnih ¢elija se odlikuje sposobnoséu samoobnavljanja i dovodi do
nastanka heterogenog, diferenciranog potomstva, ujedno odrzavajuéi i sopstveni broj. Njihovo
poreklo nije u potpunosti jasno ali se smatra da bi ono moglo biti dvojno — mogle bi nastati od
izmenjenih mati¢nih ¢elija odgovarajuceg tkiva ili dediferencijacijom celija tumora do sticanja
mati¢nog fenotipa [18]. Smatra se da subopulaciju CSC ¢ine celije koje iniciraju metastaze
(engl. Metastasis-Initiating Cells, MIC), specificne tumorske ¢elije sa sposobnos¢u naseljavanja
sekundarnih organa [19]. Za diseminaciju metastatskih ¢elija neophodno je da se one prvo odvoje
od primarnog tumora [16]. Invaziju i proces metastaziranja pokrecu epigenetski faktori koji su
indukovani stimulusima iz okoline (poput starenja i poremecaja cirkadijalnog ritma), zatim
adhezivni signali iz komponenata vancelijskog matriksa (kao §to su kolagen i fibrin), mehanicki
pritisci ECM, interakcije izmedu celija, solubilni signali (kao $to su faktori rasta i citokini) i,
naravno, unutartumorska mikrobiota [20,21]. Proces transdiferencijacije putem kojeg
transformisane epitelne Celije razvijaju sposobnost invazije, migracije, odolevanja stresu i
diseminacije naziva se epitelno-mezenhimska tranzicija (engl. Epitelial-Mesenchymal Transition,
EMT) [11]. EMT reguliSe reverzibilne biohemijske promene kojima se epitelne Celije iz visoko
diferenciranih, polarizovanih i organizovanih c¢elija transformi$u u nediferencirane, izolovane i
¢elije sli¢ne mezenhimalnim, sa migratornim i invazivnim sposobnostima koje sticu formiranjem
invazivnih izbocina tzv. invadopodija [22,23]. Tumorske ¢elije koje su podlegle potpunoj ili
delimi¢noj EMT migriraju i invadiraju stromu, bilo kao pojedinacne ¢elije koje se odvajaju od
primarnog tumora ili kao predvodnici klastera u kojima vecina ¢elija zadrzava pretezno epitelni
fenotip. Samo ¢elije na invazivnom frontu mogu ispoljavati karakteristike EMT, zajedno sa
ekspresijom integrina koji favorizuju migraciju i proteolitickih enzima koji mogu narusiti barijere
za migraciju sacinjene od proteina ECM. Tada ¢elije tumora mogu da uticu na Celije strome da luce
angiogene faktore, proteoliticke enzime i proteine ECM na taj nacin izazivaju¢i angiogenezu,
limfangiogenezu i preuredivanje tkiva [24].

Nakon lokalne invazije, dolazi do intravazacije koja podrazumeva ulazak metastatskih celija,
pojedinaénih ili u vidu klastera, U postojeCe 1 novonastale limfne 1 krvne sudove. Proces
intravazacije zahteva bar delimi¢nu degradaciju ECM i bazalne membrane ispod endotelnih ¢elija,
pri ¢emu se integritet endotelne barijere ne narusava u velikom meri [25,26]. Nedavno je rasvetljen
mehanizam posredovan mitozom kojim ¢elije kancera koje se nalaze duz krvnih sudova narusavaju
endotelnu barijeru putem celijske deobe, a zatim se odvajaju u cirkulaciju [27].

Po ulasku u transportni sistem, metastatske ¢elije putuju do udaljenog mesta direktno kroz krvotok
ili kroz limfni ¢vor Koji se nalazi u blizini primarnog mesta tumora. Kretanje kroz cirkulaciju moze
biti aktivan ili pasivan proces §to zavisi od vrste tumora, mikrookoline i same vaskulature [17,28].
Osim toga, dokazano je da tumorske ¢elije mogu migrirati i duz nerava [29,30] ili bazalne strane
endotelnih ¢elije ne ulaze¢u u lumen suda [31]. Ove ¢elije, koje se sada oznacavaju kao cirkuliSuce
tumorske ¢elije (engl. Circulating Tumor Cells, CTC) mogu cirkulisati pojedinac¢no ili u klasterima,
gde klastere Cine Celije koje ispoljavaju razli¢it stepen EMT, dok druge predominantno ispoljavaju
epitelne karakteristike [32]. lako su klasteri rede prisutni od pojedina¢nih CTC, oni su 20 — 50 puta
efikasniji u formiranju metastaza [33]. Cirkulacija CTC u klasterima ukazuje na potencijalnu
potrebu celija tumora za medusobnom saradnjom, ne samo da bi inicirale metastatski rast ve¢ i da
bi obezbedile zastitu od mehani¢kog unistavanja i napada imunskog sistema koja im preti tokom
cirkulacije [34,35].

Po dolasku na sekundarno mesto, CTC mogu da doZive razli€it scenario: ili se zaglave u kapilarima
zbog malog dijametra sudova ili adheriraju i izlaze iz cirkulacije transendotelnom migracijom ili
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rastu unutar krvnog suda dovodeéi do njegovog pucanje pre eventualne ekstravazacije |
kolonizacije svoje nove niSe. Ekstravazacija je slozen proces koji ukljucuje interakcije
ligand-receptor, hemokine i cirkuliSsu¢e netumorske celije [17,36]. Izlazak tumorskih éelija iz
cirkulacije se moze desiti na najmanje dva na¢ina. Jedan nacin podrazumeva da celije tumora
adheriraju za endotel eksprimiranjem adhezivnih receptora koji prepoznaju srodne ligande na
endotelnim ¢elijama [37]. Nakon adhezije, CTC napustaju krvni sud putem transendotelne
migracije u ¢emu im mogu pomoc¢i mijeloidne celije koje povecavaju vaskularnu propustljivost
[38]. Medutim, CTC se takode mogu zaustaviti u kapilarima sekundarnih organa, gde se mogu
lokalno razmnozavati i rasti unutar krvnog suda uzrokujuéi pucanje zida kapilara i izbijajuci u
sekundarni organ. Poslednjih godina pokazano je da ¢elije tumora mogu da indukuju programiranu
nekrozu endotelnih ¢éelija, dovodeci tako do sopstvene ekstravazacije [39]. CTC koje napustaju
krvni sud putem transendotelne migracije mogu pokazivati delimi¢cnu EMT, dok CTC koji se
razmnozavaju unutar kapilara najverovatnije odrzavaju svoj epitelni fenotip ili podlezu
mezenhimalno-epitelnoj tranziciji (engl. Mesenchymal-Epitelial Transition, MET). Organi kao §to
su jetra i kosti imaju visoko propustljive sinusoidne sudove pa CTC pokazuju visoku stopu
metastaziranja ka ovim organima. U drugim organima, tumorske celije su suoCene sa Cvrstim
preprekama i bazalnim membranama i njima je potrebno genetsko i molekularno posredovanje
kako bi bile sposobne za transmigraciju [22].

Kolonizacija sekundarnog mesta je poslednji korak u progresiji malignog tumora i zavisi od
sposobnosti kancerskih ¢elija da se prilagode svojoj novoj mikrookolini. Interakcije izmedu
tumorskih celija 1 ¢elija sekundarnog mesta kao i uspostavljanje vaskularne mreze su vazni faktori
za pravilnu metastatsku kolonizaciju [17]. Smatra se da primarni tumori mogu indukovati stanja u
udaljenim organima koja favorizuju prezivljavanje kancerskih ¢elija i stvaranje kolonija. Ti uslovi
se nazivaju premetastatskim nisama i predstavljaju dokaz da ovaj proces nije nasumican, kako se
dugo verovalo. Razvoj premetastatskih nisa je viSestepeni proces koji ukljucuje brojne sekretovane
faktore i vancelijske vezikule poreklom iz tumora kao i ¢elije poreklom iz koStane srzi koji zajedno
indukuju vaskularno curenje, preuredivanje ECM i imunosupresiju [40]. Stvaranje novih kolonija
moze se desiti U toku samo nekoliko dana u eksperimentalnim modelima, ali kod humanih tumora
ovaj proces moze zahtevati mesece, ¢ak i1 godine. Odredeni karcinomi, posebno dojke 1 prostate,
kao i melanom poznati su po razvoju metastaza godinama i decenijama nakon uklanjanja primarne
tumorske mase bez ocigledne rezidualne bolesti [41-43]. Ova zapazanja su u skladu sa
pretpostavkom da c¢elije tumora nastanjuju metastatska mesta dok je primarni tumor jo§ uvek
prisutan, ali ostaju u stanju mirovanju (uspavanosti) tokom duzeg vremenskog perioda i ponovo se
aktiviraju u nekoj kasnijoj fazi, verovatno kao rezultat promena u lokalnoj mikrookolini,
formirajuéi klinicki detektabilne kolonije [44]. To nas dalje podseca na ogranienja postojecih
eksperimentalnih modela u razumevanju aspekata koji su iz njih izuzeti, $to objasnjava neretko
uocenu diskrepancu izmedu pretklinickih i klini¢kih istraZivanja.

Metastaziranje nije jednosmeran fenomen. Tumorske ¢elije iz metastatskih lezija mogu ponovo uéi
u krvotok i/ili limfotok i izvrsiti kolonizaciju drugih organa. Celije iz metastatskih kolonija mogu
takode ponovo cirkulisati nazad u primarni tumor, koji shodno tome moze biti sastavljen od
primarnih tumorskih ¢elija i ¢elija izvedenih iz metastaza. Metastaze stoga mogu biti mono-, oligo-
ili poliklonalne. Klinicka posmatranja sugerisu da vecina tumora metastazira na odredene ciljne
organe, sto je poznato kao metastatski organotropizam [35].

I pored znacajnih iskoraka u prouCavanju ovog fenomena, proces metastaziranja ostaje i dalje
nedovoljno shvac¢en. Razumevanje bioloskih mehanizama metastatskog procesa je presudno za
pronalazenje novih pristupa u terapiji malignih bolesti [17]. Opstrukcija bilo kog aspekta
metastaziranja mogla bi dovesti do lokalizovanja primarnog tumora i znac¢ajno doprineti smanjenju
rizika od smrtnosti povezane sa kancerom. Uprkos opseznim terapeutskim protokolima, stopa
leCenja invazivnih oblika tumora je jo$ uvek porazavajuce niska i povezana je sa brojnim
nezeljenim efektima [2,16].
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1.2. Melanom

Melanom je maligni tumor koji nastaje usled neoplasti¢ne transformacije melanocita, ¢elija koze
koje potic¢u od prekursora poreklom iz nervne kreste i odlikuju se sposobnos¢u produkcije pigmenta
melanina. Melanom takode moze nastati iz nekutanih melanocita koji se nalaze u horioidi oka,
meningama, gastrointestinalnom i genitourinarnom traktu [45]. Medu vise od 100 razli¢itih tipova
humanih kancera poznatih do sada [11], maligni melanom se smatra najagresivnijim tipom raka
koze. Iako ¢ini samo 5% svih koznih maligniteta, uzrokuje ¢ak 50% smrtnosti od kancera koze
[46]. Ucestalost melanoma u svetu i Evropi raste zabrinjavaju¢om stopom. Prema podacima iz
2018. godine, procenjena stopa incidence melanoma u Evropi iznosila je 15 slucajeva na
100 000 stanovnika, dok je stopa mortaliteta bila 2,5/100 000. Iste godine, u Srbiji je melanom bio
zastupljen sa 9,7 slucajeva kod muskaraca odnosno 8,4 sluc¢ajeva kod zena na 100 000 stanovnika u
odnosu na standardnu svetsku populaciju [3,47]. Najnovija globalna statistika kancera pokazuje da
je bilo 324 635 novih slucajeva i 57 043 smrti od melanoma 2020. godine, Sto predstavlja
1,7% odnosno 0,6% svih slucajeva i smrti od kancera, respektivno [48].

Kao faktori rizika za nastanak melanoma navode se ultraljubicasto zracenje [49], tip koze [50],
geografska pozicija [51], pol [52], tip, veli¢ina i brojnost nevusa na kozi [53], kao i licna i
porodi¢na istorija bolesti [54]. Veéina melanoma nastaje kao pojedinaéne lezije na kozi. Melanomi
mogu metastazirati na regionalna i udaljena mesta. Naj¢eS¢a mesta regionalnih metastaza su koza,
potkozno tkivo i limfni ¢vorovi, dok su udaljeni organi koje melanom najpre kolonizuje pluéa,
jetra, mozak, kosti i creva [55,56]. Na osnovu mesta nastanka i morfoloskih karakteristika jedne od
faza razvoja melanoma, postoji podela na 4 osnovna podtipa kutanog melanoma: melanom sa
povrSinskim Sirenjem, nodularni melanom, lentigo maligni melanom i akralni lentiginozni
melanom. Pored melanoma kao najagresivnije forme raka koZze, postoje jo§ dva tipa
nemelanomskih malignih tumora koze: bazocelularni i skvamocelularni karcinomi [57].

1.2.2. Terapija melanoma

Terapija melanoma podrazumeva angaZzman razli¢itih vidova lecenja, kao Sto su hirurSko
odstranjivanje, radio-, hemio-, imunoterapija i ciljana terapija.

Ukoliko se melanom dijagnostikuje u ranoj fazi bolesti, hirurSko odstranjivanje kao vid terapije
dovodi do izleCenja u ¢ak 90% slucajeva [58]. Ipak, za pacijente sa uznapredovalim metastatskim
melanomom, hirurSka ekscizija nije efikasna, dok se radioterapija Koristi samo u kontekstu
palijativne nege. Tada se primenjuju drugi tipovi terapija kao Sto su hemioterapija, ciljana i
imunoterapija. Ve¢ nekoliko decenija je hemioterapija citostaticima, koja ukljucuje temozolomid,
nab-paklitaksel, cisplatinu, karboplatinu, hidorksiureu i kona¢no dakarbazin kao zlatni standard,
primenjivana za sistemsko leCenje uznapredovalog melanoma [59]. lako su ovi lekovi i dalje
okosnica aktuelne terapije, ograni¢eni su malim terapijskim indeksom, nezeljenim dejstvima i lako
steCenom rezistencijom [60]. Tako je maligni melanom u velikoj meri rezistentan na ovaj vid
terapije i ima jako loSu prognozu, sa medijanom prezivljavanja od 6-9 meseci i petogodiSnjom
stopom prezivljavanja manjom od 5% [61,62]. Nova saznanja o molekularnim mehanizmima koji
leze u osnovi melanoma kao i prirodi imunskog odgovora otvaraju vrata za razvoj ciljane terapije i
imunoterapije. Upravo su ova dva vida le¢enja poslednjih desetak godina dovela do rasta srednje
stope prezivljavanja od melanoma sa 9 na 20 - 30 meseci [63]. Blokada signalnih puteva
ukljucenih u inicijaciju i1 progresiju melanoma 1 upotreba visoko specificnih malih molekula
inhibitora, samostalno ili u kombinaciji sa terapeuticima neselektivne toksi¢nosti, podigla je
efikasnost terapije. Tako je u postoperativnoj terapiji malignih melanoma primena kinaznih
inhibitora, BRAF (engl. B-type Raf kinase) i MEK (engl. Mitogen-Activated Protein Kinase
(MAPK)/Extracellular signal-Regulated Kinase (ERK) Kinase) kao deo ciljane terapije, i upotreba
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antitela anti-CTLA-4 (engl. Cytotoxic T-Lymphocyte-associated Antigen-4) i anti-PD-1
(engl. Programmed Death 1) kao deo imunoterapije dala optimistiéne rezultate u klini¢kim
ispitivanjima kod obolelih pacijenata [64—72]. Analiza prednosti i mana ciljane i imunoterapije
ukazuje da oba pristupa imaju komplementarne uloge u terapiji kancera, pa su stoga opcije lecenja
za pacijente sa melanomom koji koriste kombinovane pristupe sa imuno-modulatornim agensima i
hemioterapijom ili ciljanom terapijom potencijalni nacini za poboljSanje odgovora pacijenata [72].

Uprkos velikim istrazivaCkim naporima u oblasti terapije kancera i novim otkri¢ima, nedostatak
efikasne terapije metastatskog melanoma je i dalje evidentan. Imajuéi u vidu da je udruzen sa
visokom stopom smrtnosti, ovaj tip malignog kancera koze predstavlja veliki izazov za nau¢nike u
dizajniranju novih terapijskih strategija.

1.3. Upotreba prirodnih proizvoda u terapiji kancera

U cilju povecéanja efikasnosti 1 smanjenja toksi¢nosti konvencionalnih terapija, standardni
terapeutski protokoli se ¢esto kombinuju sa komplementarnom medicinom. Vodeéu poziciju na listi
komplementarnih lekova zauzimaju prirodni proizvodi poreklom iz biljaka. Prema Svetskoj
zdravstvenoj organizaciji, ¢ak 80% svetske populacije koristi lekovito bilje kao dopunu zvani¢ne
medicine ili kao alternativhu medicinu [73]. Poslednjih godina raste broj studija o interakcijama
biljaka i konvencionalnih terapeutika, posebno u oblasti kancera [74]. Velika bioloska aktivnost
jedinjenja izolovanih iz biljaka u stanju je da modulira dostignuca aktuelnih terapija, a kombinacija
ovakvih tretmana moze rezultirati u interakcijama tipa potencijacije, adicije, sinergizma ili
antagonizma, ¢ime se naglasava neophodnost postojanja izvesnog opreza pri njihovoj paralelnoj
primeni i uvodenju ovako dizajniranog pristupa u terapiju kancera. Ukoliko interakcija prirodnih
produkata i standardnih terapeutika rezultira sinergizmom, omogucava se upotreba nizih doza
konvencionalnih lekova kojima se postize terapeutski efekat, a time se sprecavaju nezeljena dejstva
I sticanje rezistencije, ali i pojacava blagotvorno delovanje samog leka. Osim toga, potencijalno se
ostvaruju i novi efekti koje nijedno od kombinovanih agenasa ne ispoljava pri samostalnoj primeni
[75]. Brojne pretklinicke i klini¢ke studije ukazale su na plejotropne efekte biljnih lekova na
tumorske celije. Proizvodi izolovani iz biljaka ostvaruju blagotvorni uticaj na prezivljavanje i
poboljSanje kvaliteta Zivota pacijenata razli¢itim mehanizmima putem kojih suzbijaju progresiju
tumora, povecavaju osetljivost na hemio- i radioterapeutike, poboljsavaju funkciju imunskog
sistema i ublazavaju tegobe uzrokovane primarnom bole$¢u ali i konvencionalnom terapijom
[76-79].

Ogromna strukturna raznolikost prirodnih jedinjenja nastala tokom evolucije kao i njihova
bioaktivnost ¢ini ih bogatim izvorom komponenata sa antitumorskim potencijalom. Brojne biljne
vrste se od davnina koriste u leCenju kancera, a sve vise raste tendencija ka upotrebi i proceni
terapijskih efekata prirodnih proizvoda izolovanih iz biljaka i njihovih derivata kao potencijalnih
novih lekova [80]. Tako, u proteklih pola veka, medikamenti koji poti¢u iz prirodnih resursa Cine
znaCajan segment farmaceutske industrije, u poredenju sa nasumicno Sintetisanim jedinjenjima.
Naime, cak 65% svih antikancerskih lekova koji su u klinickoj upotrebi su upravo neizmenjeni
prirodni proizvodi i njihovi derivati, bilo da se radi o polusintetskim analozima ili sintetskim
jedinjenjima zasnovanim na farmakofori prirodnog produkta [81,82]. Kao primeri jedinjenja
biljnog porekla koja se koriste kao komercijalni lekovi i predstavljaju prvu i drugu liniju
hemioterapije velikog broja razli¢itih tipova tumora navode se paklitaksel, vinkristin, vinblastin,
etopozid, bruceantin, i dr. Oni pripadaju razli¢itim grupama jedinjenja kao $to su vinka alkaloidi,
taksani, kamptotecini i epipodofilotoksini [83—-85]. Pored hemioterapeutika koji su deo standardnih
terapija, veliki broj jedinjenja prirodnog porekla se nalazi u pretklini¢kim ili u nekoj fazi klinickih
studija za leCenje kancera, kao §to su kurkumin, genistein i rezveratrol [86-91].
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Polifenolna jedinjenja, poput flavonoida, poseduju Sirok spektar bioloskih svojstava, ukljucujuci
antikancersku aktivnost [92]. Osim ispoljavanja niske toksi¢nosti u bioloskim sistemima,
sposobnost flavonoida da blokiraju ¢elijski ciklus, indukuju apoptozu, remete formiranje mitotskog
vretena, inhibiraju angiogenezu, moduliraju viSestruku rezistenciju na lekove ili deluju
antioksidativno, ¢ini ih perspektivnim agensima u terapiji kancera. Stavise, mnogi flavonoidi su veé
deo opseznih klini¢kih ispitivanja [93-96]. Ova jedinjenja su pokazala izvanredan antitumorski
potencijal protiv razlicitih tipova kancera, ukljuc¢ujuc¢i melanom. U protekle dve decenije, ispitivana
su svojstva oko 100 flavonoida u potencijalnoj terapiji melanoma, primenom razlicitih in vitro ili
in vivo modela. Neki od najistaknutijih su apigenin, diosmin, fisetin, luteolin, kvercetin, galangin,
daidzein i genistein [86,92,96].

1.4. Flavonoidi

Flavonoidi ili bioflavonoidi (lat. flavus = zuto) ¢ine jednu od najvecih klasa sekundarnih biljnih
metabolita. Njihov originalni naziv bio je vitamini P, mada se u danaSnje vreme ovaj termin retko
koristi [97,98]. Hemijsku strukturu flavonoida predstavlja skelet sa 15 ugljenikovih atoma koji se
sastoji od dva benzenova prstena (A i B) i jednog heterocikli¢nog (piranskog) prstena (C) koji
sadrzi kiseonik, pa se stoga ova karbonska struktura krace obelezava sa Cs-C3-Cs (Slika 3) [99].
lako je B prsten najcesc¢e vezan za drugi ugljenikov atom C prstena, on se moze vezati i za treci
i Cetvrti atom ugljenika. Ova moguénost, zajedno sa strukturnim karakteristikama B prstena
I obrascima glikozilacije i hidroksilacije sva tri prstena ¢ini flavonoide jednom od najveéih
i najraznovrsnijih grupa, ne samo medu polifenolima ve¢ i medu svim biljnim produktima u prirodi.
Prema tome, mnoga bioloSka svojstva flavonoida zavise upravo od strukturnih karakteristika ali
i obrazaca glikozilacije i hidroksilacije njihovih prstenova. Strukturna raznolikost flavonoida
direktno utie na njihove hemijske, fizi¢ke i farmakoloske osobine [99-104].

Slika 3. Osnovna hemijska struktura flavonoida. Preuzeto i modifikovano (Panche AN i
saradnici, 2016) [99]

Do sada je identifikovano preko 8000 prirodnih flavonoida izolovanih iz razli¢itih biljaka. U
zavisnosti od toga za koji se ugljenikov atom C prstena vezuje B prsten kao i od stepena
nezasicenosti i oksidacije C prstena, izvrSena je klasifikacija flavonoida. Po IUPAC nomenklaturi,
Sira klasifikacija podrazumeva 3 grupe: izoflavonoide (vezivanje B prstena za 3. C atom),
neoflavonoide (vezivanje B prstena za 4. C atom) i flavonoide (vezivanje B prstena za 2. C atom).
Poslednje pomenuti, u zavisnosti od strukturnih osobina C prstena, dalje se dele na manje
podgrupe: antocijanide, flavone, flavonole, flavanone, flavanonole i flavane (flavan-3-ole ili
flavanole, flavan-4-ole i flavan-3,4-diole). Konacno, flavonoidi sa otvorenim C prstenom se
nazivaju halkoni i1 oni se svrstavaju u ovu grupu biljnih derivata jer imaju sli¢ne puteve sinteze
[100-102,105].

Flavonoidi su prisutni u vocu, povréu, zitaricama, Kori, korenu, stabljikama i cvetovima razli¢itih

biljka, kao i u ¢aju, vinu i pivu. Njihova osnovna uloga je da daju boju, ukus i miris biljkama,

aigraju i vaznu ulogu u mehanizmima zastite od patogena, ultraljubicastog zracenja i biljojeda
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[99]. Siroka rasprostranjenost flavonoida, njihova raznolikost i relativno niska toksi¢nost u
poredenju sa drugim aktivnim biljnim komponentama (kao na primer alkaloidima) podrazumevaju
da mnoge zivotinje, ukljucujuci i ljude, unose U Svoj organizam znacajne koli¢ine ovih jedinjenja
kao deo svakodnevne ishrane. Tako, od svih polifenola, flavonoidi predstavljaju najzastupljeniju
grupu polifenolnih jedinjenja u ishrani kod ljudi [106]. Pored prehrambene primene, flavonoidi se
smatraju nezamenjivom komponentom i u farmaceutskoj, medicinskoj i kozmetickoj industriji [99].

1.5. Prenilflavonoidi

Kao najatraktivniji medu svim flavonoidima izdvajaju se prenil halkoni i prenilflavonoidi, sa
svojim predstavnicima ksantohumolom (XN), izoksantohumolom (IXN) i 8-prenilnaringeninom
(8-PN) (Slika 4) [107]. Ova jedinjenja poseduju jednu ili vise prenilnih grupa kovalentno vezanih
za osnovnu strukturu flavonoida. Pretpostavlja se da se sa povecavanjem broja hidrofobnih
prenilnih grupa u molekulu povecava njegova lipofilnost, olakSava vezivanje supstance za celijsku
membranu i povecava transmembranski transport, i da na taj nacin prenilacija potencijalno
povecava biolosku aktivnost izvornog flavonoida [108,109]. Zahvaljuju¢i svojim raznovrsnim
bioloskim svojstvima, prenilflavonoidi su postali vazna tema u danasnjoj nau¢noj zajednici |,
shodno tome, sve intenzivnije se istrazuje njihova uloga, kako u ishrani tako i u prevenciji i terapiji
kancera. Cini se da je upravo prenilna grupa presudna za antitumorsku aktivnost prenilflavonoida,
s obzirom da moze dovesti do efikasnije internalizacije, a time i povecane aktivnosti u samoj ¢eliji
[110].

OCH; O OCH, O

Ksantohumol [zoksantohumol 8-prenilnaringenin

Slika 4. Hemijska struktura XN, IXN i 8-PN. Preuzeto i modifikovano (Seliger JM i saradnici,
2018) [107]

Za razliku od velike grupe flavonoida koji su siroko rasprostranjeni u biljnom svetu, prenil halkone
i prenilflavonoide produkuje samo mali broj porodica biljaka, a 80% od priblizno 1100 do sada
identifikovanih prenilflavonoida se moze naci u tri biljne familije: Asteraceae, Cannabacea
i Leguminosae (Fabaceae). Prenilflavonoidi su najzastupljeniji u biljci Humulus lupulus L. iz
porodice Cannabacea, poznatijoj kao hmelj, iako je njihov jedini izvor u ishrani ljudi najcesce
konzumirano alkoholno pic¢e na svetu — pivo [108,111].

Hmelj je viSegodis$nja biljka sa Zuckasto-zelenim Zenskim cvetovima iz kojih se razvijaju SiSarke
jajastog oblika koje predstavljaju plodove. Sisarke hmelja imaju jak aromati¢an miris i gorak ukus.
Za to su zasluzne materije koje ulaze u njegov sastav, medu kojima su tanini (humulo-taninska
kiselina), pektinske materije, kalijumove soli, alfa i beta hmeljne gorke kiseline kao i lupulin.
Lupulin sadrzi oko 50% smole ali i eteri¢na ulja, vosak, tanin, bazna jedinjenja i dr. Imajuci u vidu
da je proizvodnja piva najces¢i vid upotrebe ove biljke, svaka od njenih komponenti u odredenoj
meri doprinosi pravljenu ovog napitka. Smola lupulina konzervise pivo spreCavajuéi razvoj
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mlec¢no-kiselinskih bakterija, etericna ulja mu daju prijatan miris, gorke materija gor¢inu, a tanin ga
bistri taloZzec¢i belancevine je¢menog slada [112]. Lupulinske Zlezde Zenskih cvetova hmelja luce
prenilflavonoide, zajedno sa gorkim kiselinama i etericnim uljima. Budu¢i da ove Zzlezde ne
poseduju enzim koji je neophodan za konverziju halkona u flavanone, one gotovo isklju¢ivo
proizvode flavonoide tipa halkona, pri ¢emu prenil halkon XN ¢ini 82-89% svih prenilflavonoida
produkovanih u evropskim vrstama hmelja [108,113]. Medutim, tokom procesa pravljenja piva,
XN se skoro u potpunosti (¢ak 98%) termicki izomerizuje u IXN, dominantni prenilflavonoid u
pivu. Smatra se da 8-PN nastaje neenzimskim putem tokom suSenja, skladiStenja i ekstrakcije
hmelja, ali su koli¢ine ovog prenilflavonoida u pivu prilicno male i najverovatnije nastaju usled
izomerizacije dezmetilksantohumola (DMX) prilikom pravljenja piva [108,111]. Osim tokom
procesa pravljenja piva, do konverzije XN u IXN moze doéi i hemijskom izomerizacijom u baznim
uslovima [114-117], ali i enzimskom ciklizacijom metodom mikrobne biotransformacije kojom se
na mikrobima ispituje metabolicka konverzija supstanci u cilju predvidanje ksenobiotskog
metabolizma organskih jedinjenja u sisarskim sistemima [118]. Sa druge strane, in vivo konverzija
XN u IXN podrazumeva ciklizaciju XN koja je katalizovana kiselinama u gornjem delu
gastrointestinalnog trakta [119]. Osim toga, IXN se dalje moze enzimski konvertovati u 8-PN
putem O-demetilacije u jetri pomocu CYP1A2 (engl. Cytochrome P450 family 1 subfamily
A member 2), ¢lana citohrom P450 superfamilije enzima jetre ukljucenih u metabolizam lekova.
Pored toga, kod nekih pojedinaca, crevne bakterije mogu da konvertuju IXXN u 8-PN, §to uglavnom
zavisi od izrazene individualne varijabilnosti u rasponu od 0% do 80% u posedovanju
Eubacterium limosum, anaerobne gram pozitivne bakterije za koju se pretpostavlja da najvise
doprinosi ovoj konverziji [108,120-124].

Pivo je jedno od najpopularnijih fermentisanih alkoholnih pi¢a na svetu 1 u Evropi, gde ¢ini cak
40% ukupnog konzumiranog alkohola [125]. Pored vode i kvasca, sadrzi ugljene hidrate,
B vitamine, peptide, aminokiseline, amine, minerale kao §to su kalijum, magnezijum i natrijum,
kao i fenolna jedinjenja. Vecina fenolnih jedinjenja u pivu poti¢e od dodatog slada (70-80%) i
hmelja (20-30%), a uglavnom su to prenilflavonoidi i fenolne kiseline [126,127]. Ukupan sadrzaj
fenola u pivu je nesto veci nego u belom i nizi nego u crvenom vinu, ali moze varirati u zavisnosti
od sirovih materija i razli¢itih parametara procesa pravljenja piva. Istovremeno, njegov sadrzaj
alkohola je nizi u poredenju sa drugim popularnim alkoholnim pi¢ima [128]. Razli¢iti fizioloski
efekti 1 zdravstvene beneficije kod kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, specificnih tipova kancera,
postmenopauzalnih  valunga i osteoporoze su povezani sa konzumacijom piva
[108,111,126,129,130]. U proteklih deset godina, potvrdene su mnogobrojne bioloske aktivnosti
sastojaka piva, ali su epidemioloski podaci u nekim slu¢ajevima u suprotnosti. Rezultati razlicitih
studija ukazali su na povecanje rizika za neke tipove tumora sa visokom konzumacijom piva, dok je
u drugim slucajevima uocen blagotvoran efekat umerenog unosa ovog napitka [131-136]. Nekoliko
istrazivanja na eksperimentalnim Zivotinjama potvrdilo je koristan efekat piva u prevenciji razvoja
kancera [137-139]. Postoje dokazi koji sugeriSu da koristan zdravstveni uc¢inak piva nastaje kao
posledica aditivnog efekta izmedu sadrzaja alkohola u pivu i njegovih fenolnih jedinjenja. Takode,
smatra se da se blagotvorno dejstvo piva moze pripisati sposobnosti prenilflavonoida da menjaju
signalne puteve u celiji [140].

Brojne studije su pokazale raznorodno prisustvo prenil halkona XN i prenil flavanona IXXN i 8-PN u
pivu. Njihova zastupljenost u hmelju i pivu prikazana je u Tabeli 1 [111,115,128,141,142].
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Tabela 1. Zastupljenost XN, IXN i 8-PN u hmelju i pivu.

Prenilflavonoid % suvlc_el?uegj;s nce ;lg//(:
XN 01-1 0,002 — 1,20
IXN 0,008 0,04 — 3,44
8-PN 0,002 0,001 — 0,24

*XN - ksantohumol; IXN — izoksantohumol; 8-PN — 8-prenilnaringenin

1.6. l1zoksantohumol

U zavisnosti od hemijske strukture, prenilflavonoidi su podeljeni u nekoliko potklasa, a
prenilflavoni, prenilflavonoli i prenilflavanoni se izdvajaju kao vazni predstavnici. 1zoksantohumol
(5-O-metil-8-prenilnaringenin) je klasifikovan kao flavanon sa prenil grupom. Sredis$nji deo
molekula je heterocikli¢ni flavon sa dve hidroksilne grupe na C7 i C4’ atomu ugljenika i prenil
grupom na C8 ugljenikovom atomu. Hemijska formula ovog organskog jedinjenja koje sadrzi
21 atom ugljenika je C21H220s, a molarna masa iznosi 354,396 g/mol. U ¢istoj formi predstavlja
kristalni bledo-zuti prah koji je, kao i XN i 8-PN, slabo rastvorljiv u vodi ali dobro rastvorljiv u
organskim rastvarac¢ima [143].

Glavni prirodni izvor ovog flavanona je koren biljke Sophora flavescens [144], grma koji raste u
severnom delu Kine i Mongolije. Lokalne zajednice ovu biljku nazivaju ,,Shen Ku*, sa znacenjem
gorki koren, verovatno zbog prisustva mnogih flavonoida i alkaloida u njenom korenu.
S. flavescens se od davnina koristi u tradicionalnoj kineskoj medicini za le¢enje razlicitih stanja i
oboljenja poput groznice, upale, Cireva, apscesa, ekcema, svraba i opekotina na kozi [145,146].
Pored S. flavescens, jos$ jedan vazan prirodni izvor izoksantohumola je biljka hmelj, iako je njegov
jedini izvor u ishrani ljudi pivo, u kome je daleko zastupljeniji u odnosu na prirodne izvore, kako je
ve¢ 1 pomenuto [108,111]. Osim hmelja i piva, dijetetski suplementi (engl. nutraceuticals) koji
sadrze hmelj, a koriste se kao hormonska zamena u menopauzi, kao sredstva za relaksaciju,
olaksavanje bola, pomo¢ pri spavanju, U estetskoj medicini, za smanjenje anksioznosti takode
predstavljaju znacajan izvor IXN [147].

1.6.1. Metabolizam IXN

Glavni metabolicki putevi XN, IXN i 8-PN su opsezno okarakterisani in vitro, koris¢enjem
mikrozoma pacova i ¢oveka [111,119,122,148-150] i in vivo, na modelima misa, pacova i ¢oveka
[120,123,124,151,152].

Kao $to je ve¢ reCeno, in vivo biotransformacija IXN deSava se u gastrointestinalnom traktu ili,
manjim delom, u jetri. U gastrointestinalnom traktu konverzija IXN u 8-PN se odvija pomocu
mikroorganizama. Studije bazirane na simulatoru humanog intestinalnog mikrobnog ekosistema
(engl. Simulator of Human Intestinal Microbial Ecosystem, SHIME) pokazale su da IXN i drugi
prenilflavonoidi ostaju nepromenjeni nakon prolaska kroz Zzeludac i tanko crevo, a da se
transformacija deSava u debelom crevu, uz maksimalni prinos od 80% [121,122]. Otkriveno je da
postoji izuzetno visoka varijabilnost izmedu razliitih osoba u sposobnosti konverzije IXN pomocu
intestinalnih bakterija. Procenjuje se da samo jedna trec¢ina populacije ima visoku ili srednju
sposobnost da konvertuje IXXN u 8-PN, sto i nije iznenadujuce uzimajuéi u obzir ¢injenicu da je vise
od 160 sojeva bakterija izolovano iz humanog gastrointestinalnog trakta [153]. Jedan od tih sojeva
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je 1 Eubacterium limosum, anaerobna gram pozitivna bakterija za koju se pretpostavlja da najvise
doprinosi ovoj konverziji [123,154]. Postoje i dokazi da se biotransformacija IXN u 8-PN moze
vrsiti i pomocu gljiva [155].

Manjim delom, IXN se biotransformise u jetri, gde se putem O-demetilacije vrsi konverzija u kojoj
ucestvuju enzimi citohrom P450 superfamilije. Ve¢ina IXN se prvo apsorbuje u krv, a zatim se iz
jetre izluCuje kao glukuronid nazad u crevo, sli¢no kao i kod drugih flavonoida. Oko 30% IXN se
izlucuje urinom u obliku aglikona ili glukoronid konjugata, dok primarni nacin izlu¢ivanja ovog
flavanona iz organizma ne podrazumeva put preko bubrega [120,123]. Vazno je napomenuti da,
zbog slabe apsorpcije nakon oralne primene kao i enterohepati¢ke recirkulacije, poluzivot ovog
jedinjenja dostize i 20 h. Osim glukuronidacije, drugi procesi koji se odvijaju u jetri ukljucuju
demetilaciju IXN do 8-PN i hidroksilaciju prenil grupa $to rezultira u formiranju cis i trans
alkohola. Ove dve transformacije su posredovane enzimima citohrom P450 superfamilije;
hidroksilacija je posredovana izoformama CYP2C19 (engl. Cytochrome P450 family 2 subfamily
C member 19) i CYP2C8 (engl. Cytochrome P450 family 2 subfamily C member 8), a demetilacija
izoformom CYP1A2. Medutim, treba napomenuti da se enzim CYP1A2 karakteriSe izraZzenim
polimorfizmom kod ljudi. Osim toga, njegova aktivnost se moze regulisati i ekoloskim i genetskim
faktorima. Ekoloski faktori koji mogu aktivirati ili inhibirati CYP1A2 enzim podrazumevaju brojne
lekove, ishranu, konzumiranje alkohola i pusenje. Sve navedeno moze doprineti razlikama izmedu
individua u moguénosti konverzije IXN u 8-PN koja je posredovana CYP1A2 enzimom
[124,156,157].

Dakle, sposobnost konverzije IXN u 8-PN je fenotip koji se u velikoj meri pripisuje
interindividualnim razlikama u sastavu mikrobiote creva kao i1 faktorima ishrane koji uti¢u na
crevni mikrobiom, a potencijalno, i u manjoj meri razlikama u enzimu CYP1A2, pa se smatra da se
tek oko 40% opste populacije odlikuje ovim fenotipom [158].

1.6.2. Uloga IXN

Iako nije proucavan u tolikoj meri kao njegov prekursor XN, ili produkt njegove konverzije snazni
fitoestrogen 8-PN, IXN je privukao znacajnu paznju zbog obilja svojih farmakoloskih svojstava.
Ovaj derivat hmelja i1 piva istiCe se raznolikim spektrom bioloSkih aktivnosti, kao S§to su
proestrogenska, antimikrobna, antioksidantna, antiinflamatorna i antiangiogena svojstva [143,146].
Ipak, njegov antitumorski potencijal je zaista vredan paznje i potvrden je velikim brojem in vitro
studija.

IXN je realizovao antitumorski potencijal inhibiraju¢i proliferaciju celijskih linija koje vode
poreklo od razli¢itih tipova kancera, npr. kolona (HT-29, CaCo-2, HCT115, SW480, SW620 i
LoVo), prostate (DU145 i PC-3), jajnika (A-2780), sarkoma materice (MES-SA), dojke (MCF-7,
T-47D, MDA-MB-231 i Sk-Br-3), plu¢a (A-549), glioblastoma (U-118 MG), promijelocitne
leukemije (HL-60), akutne T limfocitne leukemije (Jurkat), kao i nekih humanih tumorskih ¢elija
otpornih na terapeutike (kolon LoVo/DX, sarkom materice MESSA/DX5, ovarijum A2780cis i
dojka MCF-7/ADR) [142,143,159-169]. Pored toga, IXN je pokazao direktan citocidni efekat na
Ca-Co celije kancera kolona i Sk-Br-3 ¢elije kancera dojke putem blokade progresije Celijskog
ciklusa i indukcije apoptoze [159,166]. Nedavno je u jednoj studiji pokazano da IXN dovodi do
povecanja kaspazne aktivnosti u SW620 ¢elijama kancera kolona indukujuci tako apoptozu [161].
U drugom istrazivanju je smrt ¢elija kancera prostate PC-3 i DU145 izazvana IXN definisana kao
forma celijske smrti nezavisne od kaspaza koja podseca na autofagiju [168]. Takode, podaci iz
literature su pokazali da IXN moze da pokrene smrt ¢elija tipa apoptoze kod misjih 3T3-L1 zrelih
adipocita preko mitohondrijskog puta, kao i da inhibira diferencijaciju i sazrevanje preadipocita
[170]. Osim toga, prethodna istrazivanja su ukazala na to da antitumorski potencijal IXN moze biti
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posredovan diferencijacijom tumorskih celija, kako je i primeceno na HT-29 i SW620 ¢elijama
kancera kolona [143,166].

Mnogobrojne studije impliciraju da prenilflavonoidi mogu da deluju na razli¢ite tipove invazivnih
tumora [171-173], jednim delom ometajué¢i i Wnt signalni put, za koji je pokazano da je njegova
povecana regulacija povezana sa metastatskim profilom melanoma [174-177]. Sposobnost IXN da
inhibira invaziju kroz vancelijski matriks je takode uocena na HT115 ¢elijama raka debelog creva
[143,166].

Pored ometanja invazije, vazan aspekt u ograni¢avanju progresije tumora i formiranja metastaza je
svakako interferencija sa inflamacijom, angiogenezom ali i vaskulogenom mimikrijom, koja, za
razliku od angiogeneze u kojoj endotelne celije formiraju nove krvne sudove, podrazumeva proces
u kome agresivne Celije kancera formiraju strukture sli¢ne kapilarima bez prisustva endotelnih
¢elija. Angiogeneza i vaskulogena mimikrija predstavljaju dva vazna aspekta neovaskularizacije pa
time vaze za obelezja malignog kancera i igraju kljuénu ulogu u metastaziranju i progresiji
razli¢itih tipova tumora. Vaskulogena mimikrija je inae prvi put opisana u malignim i
metastatskim ¢elijama humanog melanoma 1999. godine [178]. Dokazano je da IXN inhibira
angiogenezu, vaskulogenu mimikriju i inflamaciju i na taj na¢in indirektno ostvaruje antitumorski
efekat. Jedan od prvih podataka o antiangiogenim svojstvima prenilnih flavonoida, u kome je
koris¢en humani angiogeni test sistem, pokazao je smanjenje rasta novoformiranih kapilara nakon
tretmana XN 1 IXN in vitro. Pored toga, oba derivata hmelja su efikasno inhibirala
migraciju/proliferaciju HMEC-1, imortalizovanih humanih mikrovaskularnih endotelnih ¢elija, u
testu zarastanja rana [142,179,180]. Negrdo i saradnici su otkrili da XN i IXN, ali ne i 8-PN,
ostvaruju kako antiangiogeni tako i antiinflamatorni efekat na vaskularne ¢éelije in vitro. Naime, ova
dva prirodna derivate hmelja su inhibirala rast endotelnih i glatko-misi¢nih c¢elija, njihovu
pokretljivost, invaziju i formiranje struktura nalik kapilarima. Testom zarastanja rana pokazano je
da je tretman XN i IXN doveo do smanjenja broja krvnih sudova, enzimske aktivnosti serumskih
makrofaga i nivoa inflamatornog IL-1p (engl. Interleukin 1 beta) u serumu [181]. Druga studija iste
grupe naucnika je pokazala da su navedene supstance promovisale programiranu celijsku smrt
humanih endotelnih ¢elija puplane vene (HUVEC) i humanih glatko-misi¢nih celija aorte
(HASMC) i blokirale formiranje struktura nalik kapilarima. Antiinflamatorni i antiangiogeni efekti
IXN postignuti su inhibicijom inflamatornih signala TNF-a (engl. Tumor Necrosis Factor alpha) i
NF-xB (engl. Nuclear Factor kappa B), kao i angiogenih regulatora — VEGFR2 (engl. Vascular
Endothelial Growth Factor Receptor 2), Tie 2 (engl. Tyrosine-protein kinase receptor 2),
angiopoetina 1 i angiopoetina 2. Ista studija je ukazala na to da IXN moze da reguliSe in vivo
vaskularnu proliferaciju i stabilizaciju, kao i uzajamnu inflamatornu interkciju izmedu endotelnih
¢elija i vaskularnih glatko-misiénih ¢elija [182]. Sli¢no tome, in vitro esej angiogeneze ukazao je na
sposobnost IXN da smanji formiranje tubula nalik kapilarima nastalih od MDA-MB-231 ¢elija na
ekstracelijskom matriksu, ali i njegov potencijal da ukine ekspresiju TGF-B (engl. Transforming
Growth Factor beta) u ovoj invazivnoj ¢elijskoj linije kancera dojke. Stavise, ovaj sastojak piva je
blokirao IFN-y (engl. Interferon gamma), IL-4 (engl. Interleukin 4) i IL-6 (engl. Interleukin 6)
zavisan JAK/STAT (engl. Janus Kinase/Signal Transducers and Activators of Transcription)
signalni put i suprimirao ekspresiju proinflamatornih gena u ¢elijskoj liniji monoblastne leukemije
MonoMacé6 [183].

Sposobnost uklanjanja slobodnih radikala moze da doprinese antitumorskom potencijalu. Kao 1
vecina fenola, prenilflavonoidi poseduju antioksidativna svojstva [142]. Da IXN deluje kao snazan
“sakupljac” (engl. scavenger) radikala potvrdeno je mnogobrojnim in vitro i in vivo istrazivanjima
[108,143,162,184-186].

Osim toga, IXN je ispoljio i hemopreventivna svojstva, jednim delom zbog sposobnosti interakcije
sa CYP superfamilijom metabolickih enzima koji su ukljuCeni u oksidativnu, peroksidativnu i
reduktivnu transformaciju ksenobiotika i endogenih supstanci. Tako ovaj prenilflavonoid moze da
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dovede do modulacije metabolizma kancerogena putem selektivne inhibicije nekolicine citohrom
P450 enzima, humanih enzima jetre odgovornih za biotransformaciju koji igraju klju¢nu ulogu u
hemijski izazvanoj kancerogenezi. U literaturi se navodi njegovu sposobnost da efikasno inhibira
CYP1A2 acetanilid 4-hidorksilaznu aktivnost, zajedno sa snaznim ukidanjem CYP1A2
posredovanog metabolizma heterociklicnog amina 2-amino-3-metilimidazola[4,5-f] kinolina (1Q) i
alflatoksina B1. Prema tome, ovaj flavanon moze znacajno da menja aktivnost enzima koji su
ukljuceni u metabolizam kancerogena i procese detoksikacije. Efikasnost sistema detoksikacije je
povezana sa podloznos$¢u razvoja tumora. Osim toga, inhibicijom humanih citohrom P450 enzima,
IXN moze da utiCe na efikasnost i bezbednost primene nekih lekova koji su njihovi supstrati, u
slucajevima kada se IXN i ti lekovi primene zajedno u terapiji [156,187-190].

Specificno svojstvo IXN da interferira sa metabolizmom lekova i na taj nacin menja njihovu
efikasnost opisano je u literaturi i ima poseban znacaj kada je u pitanju terapija kancera.
ABC proteini (engl. ATP-Binding Cassette proteins) su membranske transportne pumpe odgovorne
za apsorpciju, distribuciju i eliminaciju lekova. Ovi transporteri vrSe izbacivanje hemioterapeutskih
agenasa, Cime se spreCava unutaréelijska akumulacija terapeutika i omogucava viSestruka
rezistencija na lekove (engl. Multi-Drug Resistance, MDR). Upravo MDR predstavlja glavnu
prepreku klinicke efikasnosti lekova koji se primenjuju u terapiji razli¢itih vrsta kancera. Stoga,
inhibicija ABC transportera, bilo kompetitivnim ili nekompetitivnim mehanizmom, u tumorskim
¢elijama moze biti efikasan nacin kojim se ostvaruje ukidanje MDR [163]. Prethodno objavljeni
podaci otkrili su da IXN deluje kao inhibitor/supstrat nekih transportera za lekove, prevashodno
ABCG2 (engl. ATP-Binding Cassette subfamily G member 2), $to ukazuje na moguénost njegovog
uticaja na efikasnost terapeutika [191,192]. Sli¢no tome, ponasajuci se kao kompetitivni inhibitor
ABCBL1 (engl. ATP-Binding Cassette subfamily B member 1) transportera, ovaj flavanon bio je
odgovoran za ukidanje rezistencije na doksorubicin posredovane navedenom efluks pumpom u
MCF-7/ADR, ¢elijama tumora dojke rezistentnim na lekove, i na taj nacin ih je u¢inio osetljivim na
citotoksi¢nost pomenutog hemioterapeutika [163].

Nazalost, i dalje je prilicno mali broj podataka 0 efikasnosti prenilflavonoida protiv tumora in vivo.
Do sada se ovom temom bavila samo nekolicina studija koje su podrazumevale upotrebu animalnih
modela, i to misjih modela kancera dojke, adenokarcinoma prostate, akutne limfocitne leukemije
B ¢elija i limfoma T ¢elija [193-197]. Ipak, in vivo istrazivanja mogu da pruze neosporne, ¢vrste
dokaze o stvarnim svojstvima ispitivanih supstanci i od izuzetnog su znacaja za razvoj buduéih
lekova, pa su stoga ne samo pozeljna vec i neophodna.

Jo§ jedan vazan podatak na Koji treba obratiti paznju kada se govori o dejstvu lekova jeste
toksi¢nost ispitivanih supstanci za normalne celije i zdrava tkiva. Imajuc¢i u vidu da IXN nije
pokazao znacajan toksi¢ni efekat prema razli¢itim netumorskim c¢elijskim linijjama kao Sto su
primarni hepatociti pacova, epitelne celije creva pacova (IEC-6), embrionski fibroblasti misa
(NIH/3T3), humane epitelne celije pupane vene (HUVEC), humani fetalni hepatociti (L-02),
humane epitelne celije zeluca (GES-1), kao i prema nekim animalnim modelima, moze se reci da
ovo prirodno jedinjenje ispunjava kriterijum bezbedne primene [163,164,167].

Obilje podatka u literaturi o antitumorskom potencijalu IXN i nepostojanje adekvatnog pristupa u
lecenju melanoma, stavilo je u fokus istrazivanja pomenuti prenilflavonoid u kontekstu eventualne
terapije melanoma. Zbog toga je bilo neophodno ispitati efekte koje IXN ispoljava na celijama
melanoma razli¢itog porekla i stepena invazivnosti kao i u solidnom i metastatskom in vivo modelu
pomenute bolesti.
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2. Ciljevi istrazivanja
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Nedostatak podataka o uticaju izoksantohumola na maligni melanom razliite invazivnosti namece
potrebu za dodatnim istrazivanjem njegovog potencijala i mehanizama dejstva kao i sadejstva sa
konvencionalnom terapijom u razli¢itim fazama i modalitetima ove bolesti in vitro i in vivo.

Na osnovu navedenog, postavljeni su slede¢i naucni ciljevi ovog istrazivanja:

1.

wn

Ispitivanje antitumorskog potencijala IXN na ¢elijskim linijama primarnog (B16) |
metastatskog (B16-F10) melanoma misjeg porekla 1 visoko invazivnog melanoma humanog
porekla (A-375) in vitro.

Definisanje mehanizama direktnog delovanja IXN na ¢elije melanoma razli¢ite invazivnosti.
Definisanje uticaja IXN na metastatski potencijal ¢elija melanoma.

Ispitivanje interakcija IXN sa konvencionalnim hemioterapeuticima na celijskim linijama
melanoma razli¢ite invazivnosti in vitro.

Ispitivanje terapeutskog potencijala IXN i potencijalnih interakcija sa konvencionalnim
citostatikom paklitakselom na singenom modelu solidnog melanoma in vivo.

Ispitivanje terapeutskog potencijala IXN i potencijalnih interakcija sa konvencionalnim
citostatikom paklitakselom na singenom modelu metastatskog melanoma in vivo.
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3. Materijal 1 metode



3.1. Reagensi
U eksperimentalnom radu su kori$¢eni slede¢i reagensi:

Medijum za kultivaciju ¢elija RPMI 1640 (engl. Roswell Park Memorial Institute medium)
(Biowest, Riversajd, SAD); HEPES (Biological Industries, Kromvel, SAD); penicilin/streptomicin
(PAA Laboratories, PaSing, Austrija); serum fetusa goveceta (engl. Fetal Bovine Serum, FBS),
fizioloski rastvor sa fosfatnim puferom (engl. Phosphate-Buffered Saline, PBS), tripsin, kristal
violet (CV), dimetil sulfoksid (DMSO), N,N-dimetilformamid (DMF), doksorubicin hidrohlorid
(DOXO0), 5(6)-karboksifluorescein diacetat N-sukcinimidil estar (CFSE), etilendiamintetrasiréetna
kiselina (EDTA), fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF), aprotinin, trisaminometan hidrohlorid
(TRIS-HCI), bromfenol plavo, ditiotreitol (DTT), 3-metiladenin (3-MA),
3,4-dihidroksi-L-fenilalanin (L-dopa), natrijum azid (NaNs) (svi Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD);
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid (MTT), albumin iz govedeg seruma
(engl. Bovine Serum Albumin, BSA), natrijum dodecil sulfat (SDS), amonijum persulfat (APS),
B-merkaptoetanol, Tween-20, saharoza (svi AppliChem, Darmstat, Nemacka); paraformaldehid
(PFA), glicin, N,N,N’,N -tetrametiletilen-1,2-diamin (TEMED), akrilamid/bisakrilamid rastvor 29:1
(Serva, Hajdelberg, Nemacka); Folin-Ciocalteu reagens, dinatrijum hidrogenfosfat dihidrat
(Na2HPOs x  2H20) (Merck, Darmstat, Nemacka); natrijum dihidrogenfosfat dihidrat
(NaH,PO4x 2H,0)  (Analytika, Prag, Ce$ka Republika); natrijum  hlorid  (NaCl)
(ICN, Aurora, SAD); natrijum karbonat (Na2COs3) (Carlo Erba, Milano, Italija); trinatrijum fosfat
(NasPOgs) (ICN Biomedicals, Irvin, SAD); natrijum hidroksid (NaOH), natrijum nitrit (NaNO32),
kalijum hlorid (KCI), kalijum dihidrogenfosfat (KH2POs), glicerol (LachNer, Neratovice, Ceska
Republika); kalijum natrijum tartarat (Alkaloid, Skoplje, Makedonija); kalcijum hlorid (CaCly),
bakar sulfat pentahidrat (CuSO4 % 5H20), sir¢etna kiselina (CH3COOH), metanol (CH3OH), etanol
(CH3CH20H), vodonik peroksid (H202) (Zorka, Sabac, Srbija); fosforna kiselina (HsPO4)
(Centrohem, Stara Pazova, Srbija); tripan plavo, TRIS, Triton X-100 (Fluka, Selze, Nemacka);
dihidrorodamin 123 (DHR 123), 4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluorescein  diacetat
(DAF-FM diacetat) (Molecular Probes, Judzin, SAD); propidijum jodid (PI) (BD Pharmingen,
San Dijego, SAD); aneksin V konjugovan FITC (engl. Fluorescein IsoThioCyanate) (Ann V-FITC)
(BioLegend, San Dijego, SAD); pan-kaspazni inhibitor konjugovan FITC (ApoStat)
(R&D Systems, Mineapolis, SAD); akridin-oranz (AO) (Labo-Moderna, Pariz, Francuska);
nemasno mleko u prahu (engl. Blotto non-fat dry milk) (ChemCruz Biochemicals, Santa Cruz,
SAD); reagens za detekciju hemiluminescencom (ECL, GE Healthcare, Bakinghemsir,
Velika Britanija); paklitaksel (PCT) za in vitro eksperimente (Cell Signaling Technology, Denver,
SAD); PCT za in vivo eksperimente, nistatin (Galenika, Beograd, Srbija); Majerov hematoksilin
(BioOptica, Milano, Italija); Eozin Y (Molar Chemicals, Budimpesta, Madarska); diaminobenzedin
(DAB) (Dako North America, Karpinterija, SAD); DPX medijum za montiranje mikroskopskih
preparata (Thermo Fisher Scientific, Valtam, SAD); medijum za montiranje fluorescentno obojenih
mikroskopskih preparata sa DAPI bojom (DAPI Fluoromount-G) (Southern Biotech, Birmingen,
SAD); medijum za montiranje tkiva za sefenje na aparatu Tissue-Tek® O.C.T.
(engl. Optimum Cutting Temperature) (Sakura Finetek, Torans, SAD); Matrigel® (BD Bioscience,
Bedford, SAD); izoksantohumol, ksantohumol, 8-prenilnaringenin (Orgentis, Gatersleben,
Nemacka).

U imunoblot metodi upotrebljen je marker definisanih molekulskih tezina proteina PageRuler
(Thermo Fisher Scientific, Valtam, SAD). Pregled primarnih i sekundarnih antitela koris§¢enih za
imunoblot analizu proteina je prikazan u Tabeli 2.
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Tabela 2. Antitela koriS¢ena za imunoblot analizu

Primarna antitela Poreklo Proizvodacé
p-Akt kuni¢ Cell Signaling Tehnology, SAD
Akt kuni¢ Cell Signaling Tehnology, SAD
(ERE&F;;;‘(/'IQ;‘EZI(\JAZ'?'IP;ZO 2 kunié¢ Cell Signaling Tehnology, SAD
p44/p42 MAPK (ERK1/2) kuni¢ Cell Signaling Tehnology, SAD
(Tpr;Pl?’SSOL\‘/II'QFiQZ) kunié Cell Signaling Tehnology, SAD
p38 MAPK kuni¢ Cell Signaling Tehnology, SAD
p-p70S6 kinaza (Thr389) kunié¢ Cell Signaling Tehnology, SAD
p70S6 kinaza kunié¢ Cell Signaling Tehnology, SAD
p-56 r(isbeorzzczrg/szk; 4p)r0tein kunié¢ Cell Signaling Tehnology, SAD
S6 ribozomski protein kuni¢ Cell Signaling Tehnology, SAD
[-katenin kunié¢ Santa Cruz Biotechnology, SAD
Notch 1 kuni¢ Santa Cruz Biotechnology, SAD
Oct-3/4 kuni¢ Santa Cruz Biotechnology, SAD
[B-aktin kunié¢ Abcam, Velika Britanija
Integrin a-6 kuni¢ Abcam, Velika Britanija
Rho (Y486) kuni¢ Abcam, Velika Britanija
FAK kuni¢ Sigma Aldrich, SAD
Vinkulin mis Sigma Aldrich, SAD
o-SMA mis Sigma Aldrich, SAD
a-tubulin (11H10) kunié¢ Cell Signaling Tehnology, SAD
Sekundarna antitela Poreklo Proizvodacd
Anti-kuni¢,
obelezeno peroksidazom koza Santa Cruz Biotechnology, SAD
rena
Anti-kuni¢,
obelezeno peroksidazom koza Cell Signaling Tehnology, SAD
rena
Anti-mis,
obeleZeno peroksidazom koza Santa Cruz Biotechnology, SAD
rena
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Za imunohistohemiju kori§¢ena su primarna antitela: anti-HMGB1 (GT383) (engl. High Mobility
Group Box 1) (Thermo Fisher Scientific, Valtam, SAD) i anti-S100 (4B3) (Abcam, Kembridz,
Velika Britanija) u razblazenju 1:100. Za detekciju HMGBI1 koriSéen je pojaciva¢ primarnog
antitela i peroksidaza rena (engl. HorseRadish Peroxidase, HRP) polimer iz
Lab Vision™ UltraVision™ LP detekcionog sistema: HRP polimer/DAB Plus hromogen dok je za
detekciju primarnog anti-S100 antitela upotrebljeno sekundarno Lab Vision™ kozje
anti-polivalentno antitelo obelezeno biotinom i tercijarno antitelo Lab Vision™ streptavidin HRP
(svi Thermo Fisher Scientific, Valtam, SAD).

Za imunofluorescencu koriS¢eno je Ki-67 (M-19) antitelo konjugovano FITC (Santa Cruz
Biotechnology, Dalas, SAD) u razblazenju 1:100.

3.2. Rastvori

Za uzgajanje 1 pasaziranje celijskih linija melanoma poreklom od miSa (B16 1 B16-F10) i ¢oveka
(A-375) koris¢en je RPMI-1640 medijum suplementiran sa 20 mM HEPES puferom, 2 mM
L-glutaminom i 0,01% natrijum piruvatom. U takav medijum su dodavani: 10% FBS, antimikotik
nistatin (100 1J/ml) i antibiotici penicillin (100 1J/ml) i streptomicin (100 pug/ml), $to je u daljem
tekstu oznaCeno kao medijum za kultivaciju. Medijum za kultivaciju makrofaga sadrzao je
5% FBS. Pre dodavanja u medijum, FBS je zagrevan na 56 °C u trajanju od 30 minuta kako bi se
inaktivirale komponente komplementa. PBS koji je u eksperimentalnom radu kori$éen za ispiranje
¢elija, pravljen je od: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM NaxHPO4 x 2H>0 i 1,76 KH2POs, sa
pH vrednoscu od 7,4 na sobnoj temperaturi.

Za tripsinizaciju adherentnih Celijskih linija upotrebljivan je 0,25% tripsin-0,02% EDTA rastvor u
PBS.

Za brojanje Celija koriS¢en je 0,1% rastvor boje tripan plavo u PBS.

U protoc¢noj citofluorimetriji, za potrebe bojenja Celija aneksinom V obeleZenim FITC koris¢en je
pufer za vezivanje aneksina (engl. Annexin Binding Buffer, ABB), koji je napravljen od 10 mM
HEPES pH 7,4, 140 mM NaCl i 2,5 mM CacCl..

Za detekciju aktivnosti enzima tirozinaze, pravljen je rastvor za liziranje ¢elija: 1% Triton X-100 u
PBS pH 6,8. Za potrebe merenja koli¢ine melanina, ¢elije su lizirane 1 M rastvorom NaOH u
destilovanoj vodi (dH20).

Za merenje koncentracije proteina metodom po Loriju pravljena su tri rastvora: 2% Na>COz u
0,1 M NaOH, 1% CuSOa4 x 5H,0 i 2% K-Na-tartarat u dH20, koji su meSani u razmeri 98:1:1.

Za imunoblot analizu proteina pravljeni su slede¢i rastvori: rastvor za liziranje ¢elija (62,5 mM
TRIS-HCI pH 6,8, 2% SDS, 10% glicerol i 50 mM DTT u dH20) koji je neposredno pre koris¢enja
suplementiran inhibitorima proteaza (10 pg/mL aprotinin, 2 mM EDTA i 1 mM PMSF);
4 x Lemlijev pufer — standardni pufer za nalivanje uzoraka proteina na gel za elektroforetsko
razdvajanje (1 M TRIS-HCI pH 6,8, 20% SDS, 20% glicerol, 0,2 M [-merkaptoetanol i
0,004% bromfenol plavo); 5 x TGB (engl. Tris-Glycine Buffer) — pufer za elektroforezu
(125 mM TRIS, 0,5% SDS, 1,25 M glicin u dH20); pufer za transfer proteina na membranu
(25mM Tris, 192 mM glicin, 10% metanol, 0,1% SDS u dH20); 5 x PBS bez kalijuma
(400 MM Na;HPO4 x 2H,0, 500 mM NaCl, 100 mM NaH2PO4 x 2H.O u dH20); rastvor za
ispiranje membrana (0,1% Tween 20 u PBS (PBSTw)); rastvor za blokiranje nespecifi¢nog
vezivanja antitela (5% BSA ili 5% mleko u prahu u 0,1% PBSTw); odgovaraju¢a razblazenja
antitela pravljena su u 0,1% PBSTw sa 1% BSA ili 3% mleka u prahu.
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Za imunohistohemijsko bojenje pravljeni su slede¢i rastvori: rastvor za blokiranje endogenih
peroksidaza (3% H20,-10% metanol u 0,5% Triton X-100-PBS); rastvor za blokiranje nespecifi¢nih
mesta vezivanja antitela (10% FBS u PBS); rastvor za demaskiranje antigena (10 mM Na-citrat
dihidrat sa 0,05% Tween 20, pH 6); odgovarajuca razblaZenja antitela pravljena su u PBS; supstrat
za ekstravidin peroksidazu bio je DAB rastvoren u svom rastvaracu po preporuci proizvodaca
(1 kap na 1 ml).

Izoksantohumol (MW = 354,396 g/mol), ksantohumol (MW = 354,396 g/mol) i 8-prenilnaringenin
(MW = 340,375 g/mol) su kupljeni u Orgentisu (Gatersleben, Nemacka). Prema uputstvu
proizvodaca, sva tri ispitivana jedinjenja pravljena su kao 100 mM koncentrovani rastvori koji su
pripremani u DMSO i ¢uvani na -20 °C. Radni rastvori (1,6 — 100 pM) za tretman in vitro su
pravljeni u medijumu za kultivaciju neposredno pre upotrebe. Za tretman in vivo, IXN je pravljen u
dozi 20 mg/kg u 2% DMSO-PBS, neposredno pre tretmana zivotinja. Procenat DMSO u najvecoj
koncentraciji eksperimentalnih agenasa u ¢elijskoj kulturi nije prelazio 0,1%.

Cisplatina (cisPt) je, zbog nestabilnosti u DMSO, rastvarana u DMF u vidu 10 mM rastvora
neposredno pred upotrebu kada su pravljeni i radni rastvori (0,94 — 15 pM) u medijumu za
kultivaciju. Doksorubicin hidrohlorid (DOXO) je rastvoren u dH20, a 20 mM rastvor je ¢uvan na
+4 °C, dok su radni rastvori (0,04 — 1 uM) pravljeni u medijumu za kultivaciju neposredno pred
tretman Celija. Paklitaksel (PCT) je rastvoren u DMSO i 1 mM rastvor je ¢uvan na -20 °C, a radni
rastvori (3,125-25 nM) za tretman in vitro pravljeni su u medijumu za kultivaciju ¢elija
neposredno pre upotrebe. Procenat DMSO nije bio ve¢i od 0,1% u najvecoj radnoj koncentraciji
PCT. Za tretman in vivo, PCT je pravljen u radnoj koncentraciji 3 mg/kg u PBS neposredno pre
upotrebe.

3.3. Kulture ¢elija

U eksperimentima su kori§¢ene tri razlicite celijske linije melanoma — misje (B16 i B16-F10) i
humane (A-375), kao i jedna primarna kultura ¢elija — makrofagi izolovani iz peritoneuma misa.

3.3.1. B16 linija miSjeg melanoma

B16 ¢celijska linjja miSjeg melanoma je uspostavljena iz hemijski indukovanog tumora u
C57BL/6 misevima [198]. Ovo je adherentna celijska linija koja vodi poreklo od epitelnih ¢éelija
misa koje produkuju melanin. B16 ¢elijska linija je jedna od retkih pigmentisanih linija melanoma
dostupna za koris¢enje u miSevima i, shodno izrazenoj pigmentaciji, laka je za pracenje in vivo
nakon inokulacije u singene miSeve te predstavlja pogodan model za istraZivanje melanoma. Ono
Sto karakteriSe ovu linijju je nizak nivo Mekl-ERK1/2 aktivnosti, kao i to da je INOS
(engl. Inducible Nitric Oxide Synthase) negativna. Radi se o ¢elijama koje pokazuju slabu
sposobnost invazije, nizak metastatski potencijal, 1, stoga, poseduje visi stupanj diferencijacije.
Postoji mnogo podtipova B16 celijske linije, a glavne razlike medu njima su u metastatskom
potencijalu i podloznosti imunskoj destrukciji. Neke od najcesce koris¢enih izvedenih klonova ove
linije u istrazivanjima su B16-F10, B16-BL6, B164A5, BI6GMCSF i B16FLT3 [199].

B16 celijska linija misjeg melanoma koriS¢ena u ovom istraZivanju je ljubazni poklon dr SiniSe
Radulovi¢a (Institut za onkologiju 1 radiologiju, Beograd, Srbija), a originalno poti¢e iz Americke
kolekcije kultura sojeva (engl. American Type Culture Collection, ATCC) (Rokvil, SAD).
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3.3.2. B16-F10 linija miSjeg melanoma

B16-F10 ¢elijska linija misjeg melanoma je selektivno izvedena iz parentalne B16 linije ¢elija koja
formira pluéne metastaze po intravenskoj inokulaciji u C57BL/6 misSeve. Nastala je uzastopnim
transferom tumorskih ¢elija izolovanih iz plu¢nih metastaza u 10 ponovljenih ciklusa [200-202].
Invitro, ove Ccelije rastu kao adherentna c¢elijska kultura koju ¢ine vretenaste i Celije sa
epitelijalnom morfologijom. Radi se 0 posebno agresivnoj i veoma invazivnoj liniji sa izrazito
visokom stopom proliferacije i vremenom umnozavanje od samo 14 — 20 h [203,204]. Ukoliko se
ove Celije ubrizgaju subkutano u C57BL/6 miSeve, formira se subkutani solidni tumor rastresite
strukture sa jasnom tendencijom c¢elija da invadiraju u peritoneum i potencijalom da metastaziraju
na pluc¢a [205,206]. Inokulacija u repnu venu dovodi do direktne kolonizacije pluca i formiranja
pluénih metastaza [205-208]. Zbog posedovanja ovakvog ¢elijskog fenotipa, B16-F10 linija je
izuzetno koristan model za proucavanje fenomena metastaziranja, pa je 1 najces¢e koris¢en klon
parentalne B16 ¢elijske linije.

B16-F10 linija mi§jeg melanoma poklon je prof. Barbare Seliger (Martin Luter Univerzitet, Hale,
Nemacka), a originalno poti¢e iz ATCC.

3.3.3. A-375 linija humanog melanoma

A-375 ¢elijska linijja humanog melanoma je nastala eksplantacijom kulture solidnog melanoma
coveka [209]. Ovo je adherentna Celijska linija koja se odlikuje epitelijalnom morfologijom. Iako se
radi o ¢elijama melanoma, za razliku od linija misjeg melanoma, A-375 linija je amelanoti¢na.
Pored toga, karakteriSe se visokim nivoom Mek1-ERK1/2 aktivnosti i konstitutivno eksprimira
INOS koja je odgovorna za produkciju azot-monoksida (engl. Nitric Oxide, NO) kao njenog
endogenog faktora rasta. Re¢ je o anaplasti¢noj, visoko agresivnoj malignoj celijskoj liniji, sa
velikim potencijalom da invadira okolna tkiva 1 formira metastaze. Stoga, c¢elije humanog
melanoma poseduje niZi stupanj diferencijacije 1 karakteriSe ih ,,stem* fenotip. Ove Celije imaju
sposobnost formiranja tumora nakon implantacije u imunokompromitovane miseve. S obzirom na
visok maligni kapacitet, u zavisnosti od nacina implantacije ¢elija u miSeve koji moZze biti
intradermalno, subkutano, intravenski ili intrakardijaéno, A-375 celijska linija formira dermalne
tumore sa mikrometastazama na plu¢ima i mozgu [210], subkutane tumore [211], samo plucne
metastaze [212] ili metastaze na plu¢ima, jetri, kostima i limfnim ¢vorovima [213].

A-375 celijska linija humanog melanoma originalno poti¢e iz ATCC, a dobijena je ljubaznos$cu
prof. Ferdinanda Nikoletija (Univerzitet u Kataniji, Sicilija, Italija).

3.3.4. Celije peritonealnog eksudata miSa

Celije peritonealnog eksudata (engl. Peritoneal Exudate Cells, PEC) misa su dobijene ispiranjem
peritoneuma hladnim rastvorom PBS. Naime, u trbuSne Supljine Zivotinja je ubrizgavan sterilan
hladan rastvor PBS, te¢nost je aspirirana pipetiranjem, a zatim su sakupljane celije peritonealnog
ispirka. Moguce prisustvo eritrocita, usled povredivanja krvnih sudova peritonealne Supljine,
eliminisano je primenom pufera za liziranje istih u trajanju od 5 minuta na sobnoj temperaturi.
Nakon uklanjanja eritrocita, uzorci PEC su centrifugirani na 500 g u trajanju od 5 minuta, a zatim
je ¢elijski talog resuspendovan u medijumu za kultivaciju koji sadrzi 5% FBS. Celije peritonealnog
ispirka su posadene u ploce za sadnju i ostavljene da adheriraju tokom minimalno 4 h. Radi
uklanjanja neadheriranih limfocita, bunari¢i ploCa za sadnju su ispirani PBS i na taj nacin je
dobijena populacija primarne ¢elijske kulture makrofaga.
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3.3.5. Uslovi kultivacije

Sve koris¢ene celijske linije formiraju adherentnu kulturu i gajene su u monosloju u sterilnim
plasti¢nim flaskovima za kultivaciju adherentnih éelijskih kultura, veli¢ine 25 cm? ili 75 cm?
(Sarstedt, Njuton, SAD), u zavisnosti od uslova eksperimenata. Gajenje c¢elija vrSeno je u
5 ml odnosno 10 ml medijuma za kultivaciju, u precizno definisanim uslovima u inkubatoru koji
podrazumevaju vlaznu atmosferu, temperaturu od 37 °C i koncentraciju CO2 od 5% (u daljem
tekstu oznaceno kao inkubacija). Na svaka 2 — 3 dana obnavljan je medijum za kultivaciju, a ¢elije
su rutinski presadivane po dostizanju 80% konfluentnosti ili su koriS¢ene u eksperimentima.

3.4. Eksperimentalne Zivotinje

Eksperimentalne zivotinje kori§¢ene u ovom istrazivanju su misevi Zenskog pola soja C57BL/6,
starosti 8 — 12 nedelja. Zivotinje su dobijene iz uzgajalista Instituta za bioloska istraZivanja ,.Sinisa
Stankovi¢®“ — Instituta od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju i ¢uvane u standardnim
laboratorijskim uslovima (bez patogena) sa ad libidum rezimom uzimanja hrane i vode.

Svi in vivo eksperimenti u kojima su kori§¢ene eksperimentalne Zivotinje su odobreni od strane
Etickog komiteta Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢* u Beogradu (br. 01-02/15 i
br. 07-10/15).

3.5. Primenjene metode
3.5.1. Tripsinizacija Celija

Prvi korak u eksperimentalnom radu sa adherentnim ¢elijskim linijama je njihovo fizicko odvajanje
od podloge laboratorijskog suda u kome su gajene §to se postize postupkom tripsinizacije. Ovaj
postupak podrazumeva isecanje adhezivnih molekula odgovornih za meducelijske veze 1 veze Celija
sa podlogom od strane proteolitickog enzima tripsina. Nakon $to se vizuelno procenilo da su
kulture celijskih linijja melanoma dostigle 80% konfluentnosti, medijum u kome su gajene je
odlivan, a flaskovi sa adherentnim ¢elijama ispirani sa 5 ml ili 10 ml PBS kako bi se uklonile mrtve
¢elije 1 zaostali medijum sa FBS koji bi inhibirao proces tripsinizacije. Odlepljivanje celija od
podloge je zapoceto dodavanjem 500 pl ili 1 ml rastvora za tripsinizaciju i inkubacijom na 37 °C u
trajanju od 3 minuta. Enzimska reakcija je prekidana dodavanjem svezeg medijuma za kultivaciju
koji sadrzi FBS, nakon Cega je suspenzija celija centrifugirana 3 minuta na 2000 rpm. Dobijeni
¢elijski talog je resuspendovan u svezem medijumu za kultivaciju nakon Cega se pristupilo
odredivanju broja vijabilnih ¢elija.

3.5.2. Odredivanje broja i procena vijabilnosti éelija

Za odredivanje broja zivih ¢elija u suspenziji koris¢en je 0,1% rastvor boje tripan plavo u PBS. Ovo
bojenje omogucava razlikovanje Zivih od mrtvih Celija zahvaljuju¢i tome S$to je tripan plavo
negativno naelektrisana hromofora koja kao takva moze selektivno da boji u plavo samo mrtve
¢elije Cija je membrana oSteCena, dok Zive Celije ostaju neobojene usled oCuvanog integriteta
njihovih membrana. Rastvor tripan plavo boje je meSan sa suspenzijom c¢elija u odnosu 1:1, a zatim
nanosen na komoru po Birker-Turku sa ugraviranim poljima i posmatran pod svetlosnim
mikroskopom. Broj vijabilnih ¢elija po ml suspenzije odredivan je po formuli: broj ¢elija / broj
polja x 0,5 x 10°. Nakon utvrdivanja broja éelija, razblazivanjem suspenzije podesavana je Zeljena
gustina ¢elija neophodna za kultivaciju ili dalji eksperimentalni rad.
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3.5.3. Priprema ¢elijskih kultura za eksperimentalni rad

Za potrebe odredivanje vijabiliteta, postojanosti efekta, autofagije sa 3-MA i hemosenzitizacije,
¢elije su ravnomerno sadene u sterilne plasti¢ne ploce sa 96 bunari¢a ravnog dna za adherentne
kulture (Sarstedt, Nimbreht, Nemacka). Sve tri ¢elijske linije melanoma sadene su u gustini
5 x 10% u 100 pl medijuma za kultivaciju po bunariéu, dok su éelije peritonealnog eksudata sadene
u gustini 2 x 10%bunariéu u 100 pul medijuma. Za kvantifikovanje adhezivnosti ¢éelija in vitro,
B16-F10 celijska linija je sadena u pomenute sterilne ploge u gustini 3 x 10* u 200 pl medijuma za
kultivaciju po bunaricu.

Za potrebe svetlosne mikroskopije, proto¢ne citofluorimetrije, detekcije markera diferencijacije i
imunoblot analize koriS¢ene su sterilne plasticne ploce sa 6 bunari¢a za adherentne kulture
(Sarstedt, Nimbreht, Nemacka) u koje je ravnomerno sadeno 2,5 x 10° ¢elija melanoma u 1 ml
medijuma za kultivaciju po bunaru. Za odredivanje proliferativne sposobnosti ¢elija pomocu
klonogenog eseja, B16-F10 éelije su sadene u pomenute ploce u gustini 1 x 103u 2 ml medijuma za
kultivaciju po bunaru, dok su za test zarastanja rana iste celije sadene u pomenute ploce u gustini
5 x 10°/bunaru u 1 ml medijuma za kultivaciju.

Za potrebe kvantifikovanja migracije i invazije ¢elija in vitro, upotrebljene su posebne komorice
(engl. Transwell inserts, BD Bioscience, Bedford, SAD) ¢ije je dno u vidu prozirne
PET membrane, precnika 6,4 mm i dijametra pora 8 um, koje su stavljene u sterilne plasti¢ne ploce
sa 24 bunari¢a ravnog dna za adherentne kulture (Sarstedt, Nimbreht, Nemacka). B16-F10 ¢elije su
ravnomerno sadene u komorice u gustini 2 x 10°u 200 pl RPMI 1640 medijuma sa 0,1 % BSA.

Kulture ¢elija su inkubirane nekoliko sati ili preko no¢i kako bi se ¢elije zalepile za podlogu i
oporavile od tripsinizacije, nakon ¢ega su dodavani rastvori ispitivanih jedinjenja do finalne
zapremine od 200 ml za plo¢e sa 96 bunari¢a, odnosno 2 ml za plo€e sa 6 bunarica 1 kultivisane
kako je naznaceno u eksperimentima.

3.5.4. Testovi vijabiliteta
3.5.4.1. MTT test

MTT test je kolorimetrijski test kojim se odreduje metabolicka aktivnost ¢elije, a time i njena
vijabilnost. Ovaj esej se zasniva na sposobnosti metabolicki aktivnih Celija da redukuju
tetrazolijumovu so (MTT) Zute boje u precipitat ljubicaste boje — formazan. Koli¢ina stvorenog
formazana odnosno intezitet boje direktno reflektuje broj vijabilnih ¢elija.

Sa ¢elijske kulture, nakon zavrSetka tretmana, uklanjan je supernatant i dodavano je 50 pl/bunaricu
toplog rastvora MTT boje u medijumu za kultivaciju u finalnoj koncentraciji 0,5 mg/ml. Celije su
zatim inkubirane 30 min — 1 h na 37 °C, nakon ¢ega je MTT rastvor uklanjan, a formirani kristali
formazana rastvarani u 50 pl/bunari¢cu DMSO. Intenzitet rastvorene boje odredivan je merenjem
apsorbance svetlosti na 540 nm sa korekcijom na 670 nm na automatskom cita¢u za mikrotitarske
ploce (LKB 5060-006, LKB, Bec¢, Austrija). Vijabilitet tretiranih ¢elija je predstavljen kao procenat
vrednosti apsorbance kontrolne kulture gajene u medijumu, kojoj je arbitrarno dodeljena vrednost
vijabilnosti 100%.

3.5.4.2. Kristal violet test

Kristal violet (engl. Crystal violet, CV) test je kolorimetrijski test kojim se odreduje vijabilitet
adherentnih ¢elija u kulturi, a koji se zasniva na vezivanju bazne boje kristal violet za negativno
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naelektrisane polisaharide, proteine i nukleinske kiseline ¢elije. Koli¢ina vezane boje direktno je
proporcionalna broju vijabilnih ¢elija u kulturi.

Po zavrSetku tretmana, supernatanti su uklanjani i vrSeno je fiksiranje celija za podlogu
dodavanjem 50 pl/bunari¢u 4% PFA u trajanju od 10 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim je
PFA uklanjan, a plocCa sa ¢elijama ostavljena da se susi na vazduhu. Nakon toga su fiksirane celije
obojene 0,02% rastvorom CV u PBS i ostavljene 15 min na sobnoj temperaturi. Visak nevezane
boje uklanjan je intenzivnim ispiranjem tekuc¢om vodom. Kada su se ploCe sa obojenim ¢elijama
osu$ile na vazduhu, vezana boja rastvarana je dodavanjem 50 pl/bunari¢u 33% siréetne kiseline.
Intenzitet rastvorene boje odredivan je merenjem apsorbance svetlosti na 540 nm sa referentnom
talasnom duzinom 670 nm na automatskom citacu za mikrotitarske ploce. Vijabilitet tretiranih
¢elija je prikazan kao procenat vrednosti apsorbance izmerene kod kontrolne (netretirane) kulture,
kojoj je arbitrarno dodeljena vrednost vijabilnosti 100%.

3.5.5. Protoéna citofluorimetrija

Proto¢na citofluorimetrija ili ¢elijsko sortiranje aktivirano fluorescencom
(engl. Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) predstavlja brzu i pouzdanu metodu kojom se sa
visokom osetljivos¢u vrsi detekcija diskretnih subpopulacija ¢elija u velikim uzorcima, a koja se
bazira na fluorescentnom obelezavanju c¢elija i merenju inteziteta fluorescence. Moguénost
obelezavanja razli¢itth markera na 1 unutar pojedina¢nih celija fluorescentnim bojama
(fluoroforama), mogucénost istovremene primene vise razli¢itih fluorofora kao i moguénost merenja
inteziteta fluorescence, a da se tom prilikom ne oStecuje ispitivani uzorak, glavne su prednosti
ovakvih visoko senzitivnih metoda baziranih na detekciji fluorescence [214].

U eksperimentalnom radu su koris¢ene sledece fluorescentne boje: CFSE, PI, Ann V-FITC,
FITC-konjugovani ApoStat, AO, DAF-FM diacetat i DHR 123. Ekscitacioni i emisioni maksimumi
ovih fluorofora su dati u Tabeli 3.

Tabela 3. Fluorescentne boje kori§¢ene za proto¢nu citofluorimetriju

Fluorescentna boja Aex (nm) Aem (nm)
CFSE 492 517
PI 536 617
FITC 494 518
AO 488 530/640
DAF-FM diacetat 495 515
DHR 123 500 536

Aex (nm) — talasna duzina maksimuma apsorpcije: Aem (nm) — talasna duzina maksimuma emisije

Merenje intenziteta fluorescence obeleZenih uzoraka éelija vrieno je pomoéu CyFlow® Space
protocnog citofluorimetra (Partec, Minster, Nemacka) i BD FACSAria™ III ¢elijskog sortera
(BD Biosciences, San Hoze, SAD), a analiza dobijenih rezultata je radena upotrebom softverskih
programa PartecFloMax® i BD FACSDiva™.,

3.5.5.1. Detekcija ¢éelija u apoptozi

Jedno od ranih morfoloSkih obelezja koje se uocava kod ¢elija koje ulaze u proces programirane
¢elijske smrti — apoptoze, jeste translokacija fosfatidilserina koji je normalno smesten sa

27



citoplazmatske strane, na spoljasnju stranu celijske membrane [215]. Ovu eksternalizaciju
fosfatidilserina je moguce detektovati na jednostavan nacin upotrebom fluorescentno obelezenog
rekombinantnog aneksina V (Ann V-FITC), protena koji se u prisustvu jona kalcijuma snaznim
afinitetom vezuje za fosfatidilserine [216]. Na ovaj na¢in moguca je identifikacija populacije
rano-apoptoti¢nih celija ¢iji je membranski permeabilitet jo§ uvek intaktan. Kako odmice proces
apoptoze, selektivna propustljivost membrane se naruSava i ¢elija ulazi u kasnu fazu apoptoze ili
pak u inicijalnu fazu nekroze. Ovaj fenomen je specifican za Celijsku kulturu, s obzirom da, u
zivom sistemu, apoptoti¢na Celija biva uklonjena pre nego podlegne procesu razgradnje i gubitka
funkcionalnosti membrane. Upotrebom propidijum jodida kao kontrastne boje omogucéava se
pravljenje distinkcije izmedu ¢elija u ranoj spram onih u kasnoj fazi apoptoze koja se izjednacava
sa nekrotskim fenotipom, a sve to usled ¢injenice da PI ulazi samo u ¢elije naruSenog integriteta
¢elijske membrane gde se vezuje za nukleinske kiseline u citoplazmi i nukleusu ¢elije. Ovakav
postupak dvostrukog bojenja u proto¢noj citofluorimetriji iskori$¢en je kao pokazatelj da su celije
koje su obojene samo Ann V-FITC (Ann V*/PI") rano-apoptoti¢ne ¢elije, dok su dvostruko obojene
¢elije (Ann V*/PI") smatrane kasno-apoptoti¢nim/nekroti¢nim ¢éelijama.

Po isteku predvidenog vremena tretmana, supernatanti iz bunari¢a ploca sa ¢elijskim kulturama su
sakupljani, a potom spajani sa odgovaraju¢om celijskom suspenzijom dobijenom tripsinizacijom.
Po ispiranju PBS i centrifugiranju na 750 g u trajanju od 3 minuta, ¢elije su obojene smeSom
1,5l Ann V-FITC i 1,5 pl 1 mg/ml Pl u 100 pul ABB pufera. Inkubacija je trajala 15 minuta na
sobnoj temperaturi u mraku, a prekinuta je dodavanjem 900 ul ABB. Fluorescenca je ocitana na
FL1 i FL2 kanalima CyFlow® Space protocnog citofluorimetra i BD FACSAria™ III ¢elijskog
sortera, a analiza je uradena pomocu softverskih programa PartecFloMax® i BD FACSDiva™.

3.5.5.2. Detekcija aktiviranih kaspaza

Detekcija aktiviranih kaspaza pomocu protocne citofluorimetrije je brz metod za identifikaciju
¢elija u apoptozi. Za identifikaciju i kvantifikaciju kaspazne aktivnosti kori§¢en je pan-kaspazni
inhibitor konjugovan FITC, ApoStat, koji pasivno difunduje kroz ¢elijsku membranu i ireverzibilno
se vezuje za aktivirane forme pomenutih enzima. Intezitet zelene fluorescence direktan je
pokazatelj kaspazne aktivnosti u ¢elijama.

Nakon zavrSetka tretmana, supernatanti su sakupljani i spajani sa odgovaraju¢om suspenzijom
¢elija dobijenom tripsinizacijom. Po ispiranju PBS i centrifugiranju na 750 g u trajanju od
3 minuta, ¢elije su resuspendovane u 100 pl rastvora 5% FBS-PBS kome je dodat 1 pl ApoStata.
Uzorci su inkubirani 30 minuta na 37 °C, posle ¢ega je nevezana boja uklonjena ispiranjem PBS.
Intezitet zelene fluorescence ocitan je na FL1 kanalu CyFlow® Space proto¢nog citofluorimetra i
BD FACSAria™ III ¢elijskog sortera, dok je analiza dobijenih rezultati uradena u softverskim
programima PartecFloMax® i BD FACSDiva™,

3.5.5.3. Detekcija autofagije

Kako bi se detektovala autofagija koriS¢en je akridin-oranz (engl. Acridine Orange, AO),
fluorofora koja se sa visokim afinitetom vezuje za acidofilne strukture u citoplazmi, kao §to su
autofagozomi. Autofagozomi su vezikule sa dvostrukom membranom koje okruzuju delove
citoplazme 1i/ili ¢elijske organele predodredene za degradaciju u lizozomima i predstavljaju
karakteristican marker autofagije [217]. Po ulasku u autofagozome, AO emituje crvenu
fluorescencu odgovarajuceg intenziteta u zavisnosti od zapremine 1 kiselosti vezikula. Stoga je
intenzitet crvene fluorescence u korelaciji sa brojem prisutnih autofagozoma. Ukoliko se veze za
DNK, AO emituje zelenu fluorescencu.
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Po zavrSetku tretmana, suspenzija celija dobijena nakon tripsinizacije je isprana PBS i
centrifugirana 3 minuta na 750 g. Talog ¢elija je inkubiran sa 500 pl rastvora 10 uM AO boje u
PBS na temperaturi 37 °C u trajanju od 15 minuta. Visak boje je uklanjan ispiranjem celija PBS.
Intezitet crvene fluorescence ocitan je na FL3 kanalu CyFlow® Space proto¢nog citofluorimetra i
BD FACSAria™ III ¢elijskog sortera, a rezultati su analizirani pomocu softverskih programa
PartecFloMax® i BD FACSDiva™.

3.5.5.4. Analiza stope proliferacije

Za analizu stope celijske deobe koriS¢en je 5(6)-karboksifluorescein diacetat N-sukcinimidil estar
(CFSE). CFSE je nefluorescentni molekul koji, nakon pasivne difuzije kroz membranu celije,
prelazi u fluorescentni karboksifluorescein sukcinimidil estar, aktivno$¢u unutaréelijskih esteraza
koje isecaju njegove acetatne grupe. Kao takav, on se posredstvom sukcinimidil grupe kovalentno
vezuje za unutarCelijske molekule, prvenstveno lizinske ostatke, kao i druge izvore amina,
obelezavaju¢i na taj nacin proteine citoplazme. Ovo obelezavanje ne remeti funkcije éelije niti
njenu sposobnost deobe. Intezitet fluorescence postaje duplo slabiji svakom deobom, S§to
omogucava pracenje stope celijske proliferacije. Ovom metodom je moguée identifikovati od 7 do
10 sukcesivnih generacija ¢elija [218].

Pre sadnje, ¢elije melanoma su inkubirane u 1 ml rastvora 1 uM CFSE u 0,1% FBS-PBS u trajanju
od 10 minuta na 37 °C. Reakcija bojenja je stopirana dodavanjem medijuma za kultivaciju sa
10% FBS, nakon cega je celijska suspenzija centrifugirana na 1000 rpm 3 minuta. Zatim je boja
koja nije difundovala u ¢eliju uklonjena ispiranjem PBS, a ¢elije su posadene i tretirane. Po isteku
vremena tretmana, supernatanti iz bunarica su odbaceni, a ¢elije tripsinizirane 1 2 puta isprane PBS.
Intenzitet zelene fluorescence meren je na FL1 kanalu CyFlow® Space protocnog citofluorimetra i
BD FACSAria™ III ¢elijskog sortera i analiziran softverskim programima PartecFloMax® i
BD FACSDiva™,

3.5.5.5. Merenje koli¢ine unutarcelijskog azot-monoksida

Za  detekciju unutarcelijske  koncentracije = azot-monoksida koris¢ena je  supstanca
4-amino-5-metilamino-2°,7’-difluorofluorescein (DAF-FM) diacetat. Zahvaljujuéi acetil grupama,
ovo jedinjenje pasivno difunduje kroz membranu celije a dejstvom esteraza u citoplazmi vrsi se
deacetilacija ¢ime se oslobada slabo fluorecentni DAF-FM [219]. To jedinjenje ima sposobnost da
veze unutarcéelijski NO i time nastaje fluorescentni derivat benzotriazol.

Po zavrsetku tretmana, A-375 ¢elije su isprane 2 puta PBS, a potom im je dodat 1 ml/bunaru 5 pM
DAF-FM diacetata rastvorenog u RPMI 1640 medijumu bez fenol crvene boje obogacenom sa
10% FBS. Inkubacija je trajala 1 h na 37 °C, nakon ¢ega su ¢elije ponovo 2 puta isprane PBS.
Potom je ¢elijama dodat 1 ml/bunaru sveZzeg medijuma bez fenol crvene boje 1 bez FBS 1 one su
dodatno inkubirane 15 minuta na 37 °C u cilju zavrSavanja reakcije deacetilacije celijskim
esterazama. Celije su nakon toga tripsinizirane, isprane 2 puta PBS i centrifugirane na 750 g u
trajanju od 3 minuta izmedu oba ispiranja. Intenzitet zelene fluorescence ocitan je na FL1 kanalu
CyFlow® Space protocnog citofluorimetra i analiziran pomocu PartecFloMax® softverskog
programa.
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3.5.5.6. Detekcija unutarcelijske produkcije reaktivnih vrsta kiseonika i azota

Produkcija reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta (engl. Reactive Oxygen and Nitrogen Species,
ROS/RNS) u ¢elijama melanoma nakon tretmana detektovana je pomocu redoks-senzitivnog
dihidrorodamina 123 (DHR 123). Ova nefluorescentna boja pasivno ulazi u ¢eliju gde se, usled
reakcije sa ROS/RNS, oksiduje u fluorescentni rodamin 123. Ovom metodom se meri ukupna
produkcija ROS/RNS u ¢elijama u toku celokupnog tretmana sa ispitivanim jedinjenjem.

Celije melanoma, B16 i A-375, su inkubirane 20 minuta na 37 °C u 2 uM rastvoru DHR 123 u
medijumu za kultivaciju, potom posadene u plo¢e nakon cega je, dodavanjem tretmana, rastvor
DHR 123 boje finalno razblazen do koncentracije 1 puM. Po isteku vremena tretmana, celije su
tripsinizirane i isprane 2 puta PBS. Izmedu ispiranja, ¢elijske suspenzije su centrifugirane na 750 g
u trajanju od 3 minuta. Intenzitet zelene fluorescence (FL1 kanal) meren je na CyFlow® Space
proto¢nom citofluorimetru, a analiza dobijenih rezultata je vrSena pomocu softverskog programa
PartecFloMax®.

3.5.6. Detekcija markera diferencijacije

Melanin je pigment koji je specifican za melanocite i pigmentne epitelne ¢elije mreznjace oka. Re¢
je o kompleksnom pigmentu ¢ija se biosinteza odvija u specificnim membranskim
organelama — melanozomima. Melanin se formira iz amino Kiseline L-tirozin u seriji enzimskih i
hemijskih reakcija katalizovanih prvenstveno enzimom tirozinazom. S obzirom da je tirozinaza
klju¢an enzim u melanogenezi, njena aktivnost se, pored koli¢ine melanina, koristi kao marker
diferencijacije ¢elija melanoma u melanocite [220,221].

Aktivnost tirozinaze odredivana je spektrofotometrijski, merenjem apsorbance produkta nastalog
oksidacijom 3,4-dihidroksi-L-fenilalanina (L-dopa) supstata, koju Kkatalizuje tirozinaza. Po
zavrSetku tretmana, B16 Celije su isprane PBS i tripsinizirane. U svim uzorcima je izjednaéen broj
éelija (1,5 x 10°), nakon &ega su uzorci isprani 2 puta PBS i centrifugirani na 2000 rpm u trajanju
od 5 minuta. Liziranje je izvrSeno dodavanjem 100 pl PBS pH 6,8 sa 1% Triton X-100 talogu
svakog uzorka. Celije su potom centrifugirane na 10 000 rpm tokom 5 minuta. Po 80 pl lizata iz
svakog uzorka je mesano sa 200 pl svezeg rastvora L-dopa supstrata (2 mg/ml) u PBS pH 6,8, a
zatim su uzorci inkubirani 15 — 30 minuta na 37 °C. Intezitet braon boje odredivan je merenjem
aposorbance na 570 nm na automatskom ¢itacu za mikrotitarske ploce.

Za odredivanje koli¢ine melanina, B16 ¢elije su tretirane, a nakon isteka perioda tretmana, isprane
PBS i sakupljane tripsinizacijom. U svim uzorcima je izjednaden broj éelija (1,5 x 10°). Celije su
isprane PBS i centrifugirane 5 minuta na 2000 rpm. Talog ¢elija je liziran sa 100 pl svezeg rastvora
1 M NaOH u dH»0. Nakon snaznog vorteksiranja, ¢elijskim lizatima je dodato po 400 ul dH2O i
isti su inkubirani 1 h na 60 °C. Koli¢ina melanina je odredivana kolorimetrijski, merenjem
apsorbance svetlosti na 492 nm automatskim ¢ita¢em za mikrotitarske ploce.

3.5.7. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Loriju

Za merenje koncentracija proteina u uzorcima liziranih ¢elija koriS¢ena je metoda po Loriju. Ova
metoda se zasniva na reakciji jona bakra (Cu?*) sa peptidnim vezama ispitivanih proteina u alkalnoj
sredini, kao i na reakciji Folin-Ciocalteu reagensa sa bo¢nim ostacima tirozina i triptofana
prisutnim u testiranom uzorku [222].
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Po 20 pl svakog uzorka liziranih ¢elija razblazenog 10 puta u dH20 meSano je sa 300 pl rastvora
3 jedinjenja (2% Na>CO3 u 0,1 M NaOH, 1% CuSOs x 5H,0 i 2% K-Na-tartarat u dH20)
pomesanih u razmeri 98:1:1. Inkubacija je radena na sobnoj temperaturi u trajanju od 15 minuta,
nakon cega je uzorcima dodavano po 60 pul Folin-Ciocalteu reagensa razblazenog 5 puta u dH2O.
Narednih 30 minuta uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi do razvijanja plave boje.
Apsorbanca uzoraka je merena na 670 nm automatskim ¢itatem za mikrotitarske plo¢e. Nepoznate
koncentracije proteina u uzorcima su odredene na osnovu standardne krive dobijene merenjem
apsorbanci poznatih koncentracija (0,1 — 1 mg/ml) rastvora BSA u dH2O.

3.5.8. Imunoblot analiza

Imunoblot analiza je metoda za detekciju 1 kvantifikaciju proteina u Celiji. U ovoj studiji je
ispitivana relativna ekspresija slede¢ih proteina: Akt, ERK1/2, p38 MAPK, p70S6K i S6
(fosforilisane i ukupne forme), B-katenina, Notch 1, Oct-3/4, integrina a-6, FAK, Rho, vinkulina,
a-SMA, B-aktina i a-tubulina.

Celijske linije melanoma su tretirane ICso dozom IXN i tretman je prekidan u tatno definisanim
vremenskim tackama. Svi koraci tokom pripreme uzoraka proteina su radeni na ledu, a koriséeni
rastvori su bili hladni. Celije su lizirane dodavanjem hladnog rastvora za liziranje ¢elija, nakon ¢ega
su sakupljeni lizati denaturisani 5 minuta na 95 °C, a potom centrifugirani 20 minuta na 4 °C pri
brzini od 20 000 g. Talog sa celijskim debrisom i DNK je odbagen, dok su supernatanti sa
rastvorenim proteinima prebaceni u Ciste epruvete i ¢uvani na -20 °C do dalje upotrebe. Nakon
odredivanja koncentracije proteina metodom po Loriju, uzorci (30 pg proteina) su meSani sa
4 x Lemlijevim puferom - standardnim puferom za nalivanje uzoraka proteina na gel za
elektroforezu [223], a potom denaturisani 5 minuta na 95 °C. Po nalivanju uzoraka proteina u
bunarice, isti su razdvajani elektroforezom na 10 — 12% SDS-poliakrilamidnom gelu, paralelno sa
obojenim markerom definisanih molekulskih teZina proteina. Usledio je transfer proteina sa gela na
polivinil difluoridnu membranu (EMD Millipore, Bilerika, SAD) upotrebom polusuvog sistema za
transfer (Fastblot B43, Biorad, Getingen, Nemacka), primenom struje od 5 mA/cm? gela.
Nespecifi¢no vezivanje antitela blokirano je 5% BSA ili 5% nemasnim mlekom u prahu u PBSTw
u trajanju od 1 h na sobnoj temperaturi. Zatim su membrane inkubirane u toku noci na 4 °C, najpre
sa primarnim antitelima specifi¢nim za proteine date u Tabeli 2, a potom 1 h na sobnoj temperaturi
sa sekundarnim antitelima konjugovanim sa peroksidazom rena, specifi¢nim za IgG kunica ili misa
(Tabela 2). Po isteku vremena inkubacije, membrane su ispirane 5 puta po 5 minuta PBSTw u cilju
odstanjivanja nevezane koliCine antitela. Vezana antitela su detektovana hemiluminescentnim
reagensom (ECL, GE Healthcare, Bakinghemsir, Velika Britanija). Koli¢ina proteina merena je
denzitometrijski upotrebom softverskog programa ImageJ (Nacionalni institut za zdravlje, SAD) i
preracunata u odnosu na koli¢inu totalnih, nefosforilisanih formi proteina ili B-aktina odnosno
a-tubulina, a rezultati su prikazani graficki.

3.5.9. Klonogeni esej

Klonogeni esej ili test formiranja kolonija je metoda za odredivanje prezivljavanja i klonogenog
potencijala adherentnih ¢elija in vitro koja se zasniva na sposobnosti pojedinacne ¢elije da formira
koloniju nakon tretmana citotoksi¢nim agensom. Kolonija je definisana kao skup od najmanje
50 ¢elija [224,225].

Sposobnost B16-F10 celija da nakon tretmana IXN formlraju kolonije in vitro je procenjivana
upotrebom ovog eseja. Celije, uzgajane u monosloju u 75 cm? flaskovima, su tretirane 1C25 dozom
IXN u trajanju od 48 h. Po zavrSetku tretmana, ¢elije su tripsinizirane, izbrojane i zasadene u ploce
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za gajenje adherentnih éelijskih kultura sa 6 bunarié¢a u gustini od 1 x 10° ¢elija/bunaru. Celijama je
dopusteno da rastu i formiraju kolonije inkubacijom u medijumu za kultivaciju na 37 °C u trajanju
od 7 dana, s tim Sto je Cetvrtog dana medijum zamenjen svezim. Nakon isteka inkubacionog
perioda, medijum za kultivaciju c¢elija je uklonjen, formirane kolonije su isprane PBS, a potom
fiksirane 4% PFA 30 minuta na sobnoj temperaturi. Kolonije celija su zatim bojene
0,02% rastvorom CV na sobnoj temperaturi u trajanju od 15 minuta. Celije su dva puta isprane PBS
u cilju uklanjanja viska boje. Kolonije su posmatrane i fotografisane pod svetlosnim mikroskopom
DM RB Photomicroscope (Leica, Veclar, Nemacka) opremljenim DFC 320 CCD kamerom (Leica).
Kvantifikacija kolonija uradena je koriS¢enjem softverskog programa za analizu slika Imagel. U
cilju izratunavanja efikasnosti sadenja (engl. Plating Efficiency, PE) i frakcije prezivljavanja
(engl. Surviving Fraction, SF) upotrebljena je srednja vrednost broja kolonija dobijena iz tri
bunaric¢a. PE, koja predstavlja meru broja kolonija nastalih od pojedinac¢nih ¢elija, je racunata kao
broj prebrojanih kolonija / broj posadenih ¢elija x 100. SF je izracunata kao
PE tretiranih Celija / PE kontrolnih ¢elija x 100 i graficki predstavljena u procentima.

3.5.10. Esej za kvantifikovanje adhezivnosti Celija in vitro

Celijska adhezija podrazumeva vezivanje éelije za vanéelijski matriks, druge éelije ili specifiénu
povrSinu i neophodna je za rast, prezivljavanje i komunikaciju c¢elije sa drugim c¢elijama i
sopstvenim okruzenjem. Ispitivanjem adhezivnosti ¢elije moze se evaluirati njen metastatski
potencijal. Odredivanje uticaja IXN na adhezivnost B16-F10 tumorskih celija vrSeno je
koris¢enjem in vitro modela ekstracelijskog matriksa — Matrigel®. Po svom sastavu i
karakteristikama, on je slican kompleksnom vancelijskom okruzenju u mnogim tkivima, zbog cega
se koristi kao supstrat za kultivaciju éelija [226].

B16-F10 ¢elije melanoma su gajenje u 75 cm? flaskovima u medijumu za kultivaciju i tretirane
IC25 dozom IXN u trajanju od 48 h. Nakon zavrSetka tretmana, ¢elije su tripsinizirane, sakupljene i
ostavljene 30 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se rekonstruisale ¢elijske membrane. Sterilne
ploce za gajenje celija sa 96 bunari¢a ravnog dna su prethodno oblozene sa 20 pg/ml Matrigel®
(50 ul/bunari¢u) i ostavljene na 4 °C preko noéi u cilju polimerizacije gela. Bunari¢i oblozeni
gelom su isprani 3 puta PBS, a zatim su posadene ¢elije u gustini 3 x 10* éelija/bunaru. Nakon
toga, ¢elijama je dozvoljeno da adheriraju za ekstracelijski matriks inkubacijom na 37 °C u trajanju
od 1 h. Celije koje se nisu vezale za komponente vanéelijskog matriksa uklonjene su ispiranjem
PBS, dok je broj preostalih adheriranih ¢elija odreden CV testom. Relativna ¢elijska adhezija je
kvantifikovana merenjem apsorbance na 570 nm sa referentnom talasnom duZinom od 670 nm
pomocu automatskog Citaca za mikrotitarske ploce.

3.5.11. Test zarastanja rana

Test zarastanja rana (engl. Wound healing test) je metoda za ispitivanje Celijske pokretljivosti
in vitro. Re¢ je o 2D tehnici kojom se meri stopa kojom celije u ¢elijskom monosloju migriraju
kako bi popunile povrsinu bez ¢elija [227].

Uticaj IXN na pokretljivost B16-F10 ¢elija in vitro je izu¢avan kori§éenjem ovog testa. Celije su
kultivisane do 80% konfluentnosti u plo¢ama za uzgajanje adherentnih kultura sa 6 bunarica, nakon
¢ega je formirana ,,rana“ povlaenjem ravne linije vrhom sterilnog nastavka za pipete od 1 ml.
Kako bi se uklonile ostecene celije, ploce su isprane PBS. One su potom inkubirane u prisustvu
IC1251 1C25 doza IXN na 37 °C u trajanju od 48 h. Po isteku vremena tretmana, ¢éelije su isprane
PBS, fiksirane 4% PFA u trajanju od 10 min, a potom bojene 0,02% rastvorom CV 1 min na sobnoj
temperaturi. Odreden je dijametar ,rana“ koje su posmatrane i fotografisane pod svetlosnim
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mikroskopom DM RB Photomicroscope opremljenim DFC 320 CCD kamerom (Leica, Veclar,
Nemacka).

3.5.12. Eseji za kvantifikovanje migracije i invazije ¢elija in vitro

Metastatski potencijal tumorske Celije ogleda se, izmedu ostalog, i u njenoj sposobnosti da se krece
ka izvoru hemijskog ili fizickog stimulusa (migracija) i da tom prilikom enzimatski razgradi
prepreke u vidu proteina ekstracelijskog matriksa ili bazalne membrane (invazija) [16].

Za kvantitativnu procenu uticaja IXN na migracioni i invazioni potencijal B16-F10 celija
melanoma in vitro, upotrebljeni su transmigracioni i invazioni eseji. U te svrhe su kori$¢ene
komorice ¢ije je dno u vidu membrane, pre¢nika 6,4 mm i dijametra pora 8 um, koje su stavljane u
sterilne plo¢e za gajenje Celija sa 24 bunari¢a ravnog dna. Za potrebe invazionog eseja, gornja
povr§ina membrane ovih komorica je oblozena tankim slojem Matrigel® (500 pg/ml u PBS,
10 pl/membrani) kome je dozvoljeno da polimeriSe na 4 °C preko no¢i, dok je za potrebe
migracionog eseja membrana ostala neoblozena. Komorice oblozene polimerizovanim gelom su
isprane 2 puta PBS pre sadnje ¢elija. Celije melanoma su gajene u medijumu za kultivaciju u
75 cm? flaskovima i tretirane ICzs dozom IXN. Nakon 48 h tretmana, éelije su sakupljene
tripsinizacijom, a zatim je 2 x 10° ¢elija resuspendovano u 200 pl 0,1% BSA-RPMI 1640 i
posadeno u gornji deo svake komorice. Kao hemoatraktant za celije posluzio je medijum za
kultivaciju ¢elija sa 10% FBS koji je sipan sa spoljne strane komorica, ta¢nije u bunari¢e ploce za
gajenje ¢elija. Plo¢e su potom inkubirane na 37 °C u trajanju od 12 h za procenu invazivnosti,
odnosno 24 h za procenu migratornosti. Celije koje nisu migrirale kroz pore membrane (kod
migracionog eseja) ili sloj ekstracelijskog matriksa (kod invazionog eseja), pazljivo su uklonjene
pamu¢nom vatom. Sa druge strane, ¢elije koje su invadirale ili migrirale su fiksirane 4% PFA 10
minuta i bojene Majerovim hematoksilinom 3 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon bojenja, ¢elije
su isprane H20 i suSene na vazduhu pre nego su membrane iseCene iz komorica i montirane na
mikroskopske  plo¢ice.  Celije ~su  posmatrane  pod  svetlosnim  mikroskopom
DM RB Photomicroscope i fotografisane DFC 320 CCD kamerom (Leica, Veclar, Nemacka) pri
uvelicanju 40x. Prikazan je prosecan broj Celija iz 5 nasumicno izabranih nezavisnih polja po
membrani. Svaki eksperiment je izvoden u triplikatu.

3.5.13. Analiza izobologramom

Za utvrdivanje efekata kombinovane primene IXN i citostatika (cisPt, DOXO i PCT) na ¢elije
melanoma koriS¢ena je analiza izobologramom. Izobologram analiza omogucava pracenje
interakcija dva agensa pri ¢emu njihov odnos moze biti aditivan, sinergisti¢ki ili antagonisticki
[228].

Celijske linije melanoma su tretirane 48 h razli¢itim koncentracijama IXN (5,75, 12,5 i 23 uM za
B16 i A-375 odnosno 7,5, 15 i 30 uM za B16-F10), cisPt (0,94 — 7,5 uM za B16 i B16-F10
odnosno 1,88 — 15 puM za A-375), DOXO (0,04 - 0,32 uM za B16 i B16-F10 odnosno
0,125 -1 pM za A-375) i PCT (3,125 — 25 nM za sve tri linije) pojedinacno ili u kombinaciji. Po
isteku perioda tretmana, vijabilitet Celija je odredivan CV testom. Kombinacije agenasa koje su
indukovale 30 + 5% citotoksi¢nosti su prikazane kao procenat svakog pojedina¢nog agensa koji je
rezultirao  istim  procentom  citotoksi¢nosti.  Ove  vrednosti se nazivaju F.I.C.
(engl. Fractional Inhibitory Concentration). Kada je suma F.1.C. jednaka jedinici, smatra se da je
efekat dva kombinovana agensa aditivan, Sto je na grafiku geometrijski pokazano kao prava linija.
Ukoliko je F.I.C. < 1, agensi u kombinaciji deluju sinergisticki i grafik pokazuje konveksnu krivu,
dok kada je F.I.C. > 1, kombinacija ispitivanih agenasa rezultira u antagonizmu i kriva na grafiku je
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konkavnog oblika. F.I.C. je racunat iz tri posebna eksperimenta, a izobologramske krive
predstavljaju jedan reprezentativan od tri nezavisna eksperimenta.

3.5.14. Indukcija solidnog melanoma i tretman Zivotinja

Subkutani model je Siroko koris¢en model za evaluaciju raznih terapija na mnogim modelima
tumora, ukljuéuju¢i B16 misji model melanoma [198,199]. Upravo je ovaj model posluzio za
ispitivanje antitumorskog potencijala IXN na melanomu kao i efekta kombinovanog tretmana sa
PCT in vivo.

B16 ¢elije (2,5 x 10° u 100 pl PBS) su ubrizgane subkutano u desni dorzalni lumbosakralni region
singenih C57BL/6 miSeva. Desetog dana nakon inokulacije celija, kada su tumori postali
palpabilni, Zivotinje su nasumi¢no podeljene u 4 grupe (kontrola, IXN, PCT, IXN/PCT) od po 6
jedinki i tretman je otpocet. IXN je aplikovan intraperitonealno (i.p.) svakog dana tokom 10 dana u
dozi 20 mg/kg u 2% DMSO-PBS. PCT je primenjivan i.p. u subtoksi¢noj dozi (3 mg/kg u PBS)
svakog drugog dana tokom 10 dana, dok je kontrolna grupa zivotinja intraperitonealno primala
rastvarac ispitivane supstance (2% DMSO-PBS) u istom eksperimentalnom rezimu kao i IXN. Rast
tumora je prac¢en svakodnevno, a misevi su eutanazirani dvadesetog dana nakon indukcije tumora.
Tumori su hirurski izvadeni i dobro isprani PBS. Veli¢ina tumora je merena u tri dimenzije pomoc¢u
kalipera. Volumen tumora (mm?®) je ra¢unat po obrascu: a x b? x 0,52, gde je a najduzi, a b
najkraci izmereni dijametar. Tokom ¢itavog eksperimenta redovno je kontrolisano opSte stanje i
vijabilnost zivotinja.

U cilju odredivanja kinetike rasta tumora, volumen tumora je meren u definisanim vremenskim
intervalima i to 10., 15. i 20. dana nakon inokulacije ¢elija u Zivotinje. Volumen tumora (mm?3) je
izrazen kao srednja veli¢ina tumora po grupi od 6 zivotinja i predstavljen kao srednja vrednost (SV)
+ standardna devijacija (SD).

3.5.15. Ispitivanje akutne toksi¢nosti in vivo

Za potrebe evaluacije akutne toksi¢nosti IXN in vivo, formirane su 2 grupe Zivotinja (kontrola,
IXN) od po 6 jedinki po grupi. IXN je aplikovan i.p. u jednoj dozi od 200 mg/kg u
4% DMSO-PBS, sto predstavlja ukupnu koli¢inu IXN koju je svaka Zivotinja primila za 10 dana u
modelu solidnog melanoma. Kontrolne Zivotinje su primile intraperitonealno rastvara¢ ispitivane
supstance (4% DMSO-PBS). Misevi su prac¢eni svakodnevno narednih 14 dana radi procene
potencijalnih znakova toksicnosti kao Sto su gubitak u teZini, opadanje dlake, promene na kozi,
promene u ponasanju, dijareja i povracanje.

3.5.16. Indukcija pluénih metastaza melanoma i tretman Zivotinja

Plu¢a su, pored mozga, jetre, kostiju, limfnih ¢vorova i creva naj¢eS¢e mesto metastaziranja
melanoma. Stoga su za evaluaciju antitumorskog potencijala novih supstanci od velikog znacaja
modeli koji simuliraju proces metastaziranja, poput singenog modela metastatskog melanoma u
kome se intravenskim ubrizgavanjem imunokompatibilnog klona B16-F10 indukuju metastaze na
plu¢ima C57BL/6 miseva [199,229,230]. Upravo ovakav model pruzio je moguénost sagledavanja
uticaja IXN na kolonizaciju plu¢a ¢elijama melanoma kao 1 ispitivanja interakcije ovog jedinjenja
sa citostatskom terapijom in vivo.
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U ovoj studiji, eksperimenti radeni na gore opisanom in vivo modelu dizajnirani su sa ciljem da se
ispita terapeutski uticaj samog IXN na formiranje metastaza, ali i na efikasnost terapije PCT kada
se aplikuje istovremeno ili vremenski odvojeno od njega, u pretretmanu, bez promena u doznom
rezimu. B16-F10 ¢elije (5 x 10° u 200 pl PBS) su ubrizgane u repnu venu singenih C57BL/6
miseva. U prvoj etapi istazivanja, drugog dana po inokulaciji ¢elija, Zivotinje su nasumicno
podeljene u 2 (kontrola, IXN) odnosno 4 (kontrola, IXN, PCT, IXN/PCT) grupe od po 8 jedinki.
Potom je otpocet tretman, po rezimu identinom onom kod subkutanog melanoma,
podrazumevajuéi paralelnu aplikaciju IXN i PCT u kombinovanom tretmanu. U slede¢oj etapi
istazivanja, takode drugog dana po inokulaciji ¢elija, Zivotinje su podeljenje u 4 grupe (kontrola,
IXN, PCT7.dan, IXN/PCT74an) 0d po 8 jedinki. Zivotinjama koje su primale oba agensa, promenjen
je rezim davanja ali ne i doze. Naime, miSevi su tretirani IXN 7 dana svakodnevno, a potom je
otpoCet tretman PCT svaki drugi dan. U svim navedenim eksperimentima, tretmani su okoncani
nakon 18 dana. Zivotinje su zrtvovane 21. dana od indukcije bolesti. Pluéa su izolovana, a potom
izbeljivana 3% H.0. Broj metastatskih nodusa na plu¢ima svakog miSa odredivan je brojanjem.

3.5.17. Odredivanje parametara toksi¢nosti u urinu semikvantitativnom metodom

Urin kontrolnih i Zivotinja tretiranih eksperimentalnim agensima je sakupljan nultog i 21-og
odnosno nultog, 9-og i 18-og dana od inokulacije B16-F10 ¢elija u C57BL/6 miseve. Biohemijski
parametri prikupljenih uzoraka urina (glukoza, bilirubin, ketoni, specifi¢na tezina, eritrociti, pH,
proteini, urobilinogen, nitriti, leukociti) su odredivani pomo¢u Multistix 10 SG test traka za analizu
urina (Bayer, Leverkusen, Nemacka). Navedeni parametri su procenjivani nakapavanjem uzoraka
urina na test trake i poredenjem istih sa referentnim vrednostima.

3.5.18. Histologija
3.5.18.1. Histohemija (H&E bojenje)

Hematoksilin-eozin (H&E) bojenje omogucava histopatolosku analizu tkiva od interesa.
Hematoksilin je bazna, katjonska boja koja boji nukleuse ¢elija, ta¢nije hromatin i membranu jedra
u plavo/ljubicastu boju dok je eozin kisela, anjonska boja koja boji citoplazmu celije 1 ekstracelijski
matriks u roze/crvenu boju [231].

Pluc¢a sa metastazama su hirurski izolovana iz 8 razli¢itih Zivotinja iz kontrolne i IXN grupe u
priblizno sterilnim uslovima. Organi su prvo hemijski izbeljivani 3% H>0>, a potom ispirani PBS.
Izolovana pluc¢a sa metastazama su fiksirana 4% PFA na 4 °C u trajanju od 24 h, zatim isprana
PBS, a nakon toga su uzorci prebaceni u 30% rastvor saharoze u PBS 1 ostavljeni na 4 °C narednih
7 dana. Tkiva su prvo oblozena medijumom za montiranje tkiva za secenje (Tissue-Tek® O.C.T.
medijum), a potom secena na -22 °C u aparatu za pravljenje kriopreseka. Preseci debljine 14 um su
odmah zatim stavljani na ,,superfrost mikroskopske plocice u cilju hematoksilin-eozin bojenja.
Kriopreseci su zatim isprani PBS, bojeni Majerovim hematoksilinom 4 minuta, isprani teku¢om
vodom, a potom bojeni eozinom u trajanju od 3 minuta na sobnoj temperaturi. ViSak nevezane boje
je uklonjen kratkotrajnim ispiranjem teku¢om vodom. Dehidratacija tkiva je vrSena kroz seriju
alkohola rastu¢e koncentracije (75 %, 96 % 1 100 %), nakon Cega su preparati tretirani ksilolom,
dva puta po 10 minuta. Usledilo je montiranje kriopreseka DPX medijumom za montiranje
mikroskopskih preparata (Thermo Fisher Scientific, Valtam, SAD), nakon ¢ega su isti posmatrani
pod svetlosnim mikroskopom DM RB Photomicroscope (Leica, Veclar, Nemacka) 1 fotografisani
DFC 320 CCD kamerom (Leica) pri uveli¢anju od 5x.
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3.5.18.2. Imunohistohemija i imunofluorescenca

Imunohistohemija je metoda zasnovana na specifi¢noj interakciji antigen-antitelo koja omogucava
lokalizaciju i detekciju tkivnih konstituenata (antigena) u preparatu in situ. Ova metoda je
primenjena za detekciju i procenu promene nivoa ekspresije HMGB1 i S100 proteina na
parafinskim presecima pluca zivotinja tretiranih IXN.

Izolovana pluca sa metastatskim nodusima su fiksirana u 4% formalinu tokom 24 h, a potom su
standardnom procedurom dobijeni preseci u parafinu debljine 4 pm. Nakon sefenja parafinom
kalupljenih uzoraka na mikrotomu i stavljanja preseka na mikroskopske plocice, uradena je
deparafinizacija ksilolom, rehidratacija tkiva u seriji alkohola opadaju¢e koncentracije (100 %,
96 % i 75 %) i pranje dH20. Demaskiranje antigena vrseno je citratnim puferom pH 6, kuvanjem
na 98 °C u trajanju od 20 minuta. Preparati su ohladeni tokom 20 minuta i ispirani dH2O i PBS.
Inaktivacija endogenih peroksidaza je izvrSena 3% H20,-10% metanolom rastvorenim u
0,5% Triton X-100-PBS u trajanju od 10 minuta, dok je 10% FBS-PBS upotrebljen za blokiranje
nespecifinog vezivanja antitela inkubacijom u vlaznoj komori tokom 1 h na sobnoj temperaturi.
Nakon ispiranja PBS 2 puta po 5 minuta, preseci su inkubirani sa specifi¢nim primarnim antitelima
anti-HMGB1 (GT383) i anti-S100 (4B3), oba u razblazenju 1:100, u vlaznoj komori u trajanju od 1
h na sobnoj temperaturi. Za detekciju HMGB1 primarnog antitela kori§¢en je pojaciva¢ primarnog
antitela i HRP polimer, dok je za detekciju primarnog anti-S100 antitela upotrebljeno sekundarno
kozje antitelo obelezeno biotinom i tercijarno antitelo obelezeno streptavidinom i HRP. Preparati su
inkubirani sa svakim od navedenih antitela u vlaznoj komori 10 minuta na sobnoj temperaturi.
Preseci su prani 3 puta po 5 minuta PBS nakon isteka tretmana svakog koraka metode. Kao supstrat
peroksidaze rena, tkivnim preparatima je ponuden DAB sve do momenta razvijanja boje, Sto je
prekinuto potapanjem u vodi, a kontrastno bojenje je uradeno Majerovim hematoksilinom u
trajanju od 3 minuta. Potom su mikroskopske plocice sa presecima montirane i analizirane pod
fluorescentnim mikroskopom Olympus BX50 (Olympus, Tokijo, Japan) i fotografisani
Olympus DP70 kamerom pri uveli¢anju od 200x.

U cilju detekcije ekspresije Ki-67 proteina na parafinskim presecima pluca eksperimentalnih
zivotinja, izvrSeno je imunofluorescentno bojenje. Nakon deparafinizacije, rehidratacije tkiva,
demaskiranja antigena 1 blokiranja nespecificnih mesta vezivanja antitela, preseci su inkubirani sa
Ki-67 (M-19) antitelom konjugovanim FITC u razblazenju 1:100 u PBS na 4 °C u vlaznoj komori
preko noci. Nakon ispiranja PBS, preparati su montirani u medijumu za montiranje fluorescentno
obojenih mikroskopskih preparata sa DAPI bojom i analizirani pod Zeiss AxioObserver Z1
invertnim fluorescentnim mikroskopom (Carl Zeiss AG, Oberkohen, Nemacka) pri uveli¢aju od
200x.

3.5.19. Statisticka obrada podataka

Rezultati in vitro eksperimenata su prikazani kao srednja vrednost (SV) + standardna devijacija
(SD) triplikata kultura jednog, reprezentativnog eksperimenta od najmanje tri nezavisno izvedena
eksperimenta. Za procenu statisticke znacajnosti razlike izmedu rezultata dobijenih razli¢itim
tretmanima triplikata kultura, kori$¢ena je analiza varijanse (engl. Analysis of Variance, ANOVA),
pracena Student t-testom za viSestruka poredenja. U in vivo eksprimentima, statisticka znacajnost
rezultata odredivana je Man-Vitnijevim U testom (engl. Mann-Whitney U test). Vrednost p < 0,05
smatrana je statisticki znacajnom.
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4. Rezultati



4.1. Direktan uticaj IXN na vijabilitet i prisustvo smrti celija primarnog i
metastatskog melanoma in vitro

4.1.1. Prenilflavonoidi inhibiraju rast ¢elija melanoma in vitro

U cilju ispitivanja potencijalnog antitumorskog kapaciteta prenilflavonoida IXN i poredenja sa
parentalnim jedinjenjem XN i metabolitom 8-PN, odabrane su tri celijske linije melanoma
razli¢itog porekla, karakteristika i stepena invazivnosti. Misje (B16 i B16-F10) i humane (A-375)
¢elije melanoma su izlozene Sirokom opsegu koncentracija (1,6 — 100 puM) svake supstance
ponaosob u trajanju od 48 h. Po isteku inkubacionog perioda, procena vijabiliteta ¢elija je vrSena
pomoc¢u MTT i CV testova. Kao Sto se moze videti na Slici 5, sva tri testirana jedinjenja su dovela
do smanjenja broja Zivih ¢elija u svim navedenim ¢elijskim kulturama na dozno-zavisan nacin.
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Slika 5. Prenilflavonoidi smanjuju vijabilitet ¢elija melanoma in vitro. Vijabilitet celija
melanoma (A) B16, (B) A-375 i (C) B16-F10 tretiranih razli¢itim koncentracijama prenilflavonoida
XN, IXN i 8-PN tokom 48 h odreden je MTT i CV testovima. Vijabilitet je predstavljen kao
procenat vrednosti apsorbance kontrolne kulture gajene u medijumu, kojoj je arbitrarno dodeljena
vrednost vijabilnosti 100%. Rezultati predstavljaju SV £ SD reprezentativnog od tri nezavisna
eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke
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Kolorimetrijski testovi su pokazali da su dobijene ICso vrednosti, koje predstavljaju koncentracije
supstanci koje smanjuju rast ¢elija melanoma u kulturi za 50%, bile u mikromolarnom opsegu

(Tabela 4).
Tabela 4. 1Cso vrednosti prenilflavonoida na ¢elijskim linijama melanoma izrac¢unate iz MTT i
CV testova
Celijska linija ~ Esej IC;, (0M)
XN IXN 8-PN
o MTT 8,70 + 0,99 22,15+ 4,05 40,85 + 0,78
CV 9,97 +2,32 21,88 +5,19 38,55 + 8,84
L85 MTT 15,00+ 1,15 22,90 + 0,78 27,80 + 3,82
) CV 15,77+ 1,74 24,18 £1,43 48,30 £ 11,60
MTT 6,35 £ 0,21 30,30 £ 2,40 17,50 £ 4,34
B16-F10
18,50+3.82  57,70+8,77 50,35+ 6,15

*XN - ksantohumol; IXN - izoksantohumol; 8-PN - 8-prenilnaringenin
**|Cso Vrednosti predstavljaju SV + SD tri nezavisno izvedena eksperimenta

Poredenjem citotoksi¢nih vrednosti prenilflavonoida prikazanih u Tabeli 4, ustanovljeno je da je
metaboli¢ka transformacija XN u IXN ili u 8-PN dovela do slabljenja efikasnosti testiranih
supstanci na svim c¢elijskim linijama melanoma, ukazuju¢i na gubitak bioaktivnosti istih. Takode,
uocena je neuskladenost rezultata dobijenih primenom dva testa za odredivanje vijabiliteta u kulturi
visoko metastatskog klona B16-F10, sto nije bio slu¢aj u kulturama druge dve celijske linije
melanoma, B16 i A-375, gde nije bilo razlika u osetljivosti primenjenih kolorimetrijskih metoda.
Naime, koncentracije svih testiranih jedinjenja koje su neophodne za inhibiciju rasta 50% celija u
kulturi B16-F10 izra¢unate MTT testom bile su znacajno niZze u odnosu na one dobijene pomocu
CV eseja, Sto je potvrdeno i1 svetlosnom mikroskopijom. Ovim putem uocena je i promena u
veli¢ini ¢elija obojenih kristal violet bojom, Sto je objasnilo vecu koli¢inu vezane boje i1 time
diskreditovalo ovaj test u proceni realnih ICso koncentracija pod eksperimentalnim agensima. Stoga
su, u slucaju B16-F10 ¢elija, ICso vrednosti dobijene MTT testom uzete za relevantne i koris¢ene u
daljim eksperimentima.

Iz svega navedenog, moglo bi se zakljuciti da prenilflavonoidi izolovani iz hmelja, XN, IXN i
8-PN, inhibiraju rast ¢elija melanoma in vitro na dozno-zavisan nacin, Sto se manifestuje
redukcijom broja ¢elija u kulturama sve tri tumorske linije. Takode treba naglasiti da je B16-F10
¢elijska linija pokazala manju osetljivost na IXN u odnosu na druge dve linije melanoma, $to je u
skladu sa njenim stepenom invazivnosti.

lako je medu testiranim prenilflavonoidima XN ispoljio najjate dejstvo, on se u
gastrointestinalnom traktu vrlo lako konvertuje u IXN, a imajuéi u vidu da 8-PN u organizmu ne
nastaje abiotickom transformacijom ve¢ zavisi od mikrobioma svake individue, fokus ovog
istrazivanja nadalje bio je IXN i njegovo dejstvo na ¢elije melanoma.
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4.1.2. IXN ne smanjuje vijabilitet primarne kulture makrofaga izolovanih iz misa

S obzirom da su prethodno dobijeni rezultati ukazali na visok citotoksi¢ni potencijal IXN, stvorila
se potreba za proverom njegovog toksi¢nog efekta na primarne Celije in vitro. Tako je paralelno sa
ispitivanjem uticaja na ¢elijske linije melanoma, testirana i osetljivost netransformisanih ¢elija na
pomenuto jedinjenje. U tu svrhu, makrofagi izolovani iz peritonealnog eksudata miSa su tretirani
razlic¢itim dozama IXN, i to prethodno utvrdenom ICsp vredno$¢u na tumorskim celijama i
dodatnim dvema dozama, duplo manjom odnosno duplo ve¢om od vrednosti koncentracije koja
redukuje broj zivih tumorskih Celija za 50%. Nakon 48 h inkubacije, broj zivih makrofaga je
odreden CV testom za detekciju vijabiliteta u adherentnim kulturama. Dobijeni rezultati su pokazali
da vijabilitet ovih ¢elija urodene imunosti nije bio naruSen ¢ak ni kada su celije bile izlozene
dvostrukoj ICso dozi IXN, utvrdenoj za sve tri ¢elijske linije melanoma (Slika 6).
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Slika 6. IXN nema inhibitorni efekat na vijabilitet makrofaga in vitro. Vijabilitet makrofaga
izolovanih iz peritonealnog eksudata misa nakon 48 h tretmana indikovanim dozama IXN odreden
je CV testom. Vijabilitet je predstavljen kao procenat vrednosti apsorbance kontrolne kulture
gajene u medijumu, kojoj je arbitrarno dodeljena vrednost vijabilnosti 100%. Rezultat predstavlja
SV + SD reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke

1z prethodno opisanih eksperimenata moze se zakljuciti da IXN poseduje izraZenu selektivnost za
maligni fenotip, s obzirom da zna¢ajno smanjuje vijabilitet ¢elijskih linija melanoma ali da u istim
ili ¢ak ve¢im koncentracijama ne ispoljava inhibitorni efekat na vijabilitet primarnih ¢éelija in vitro.

4.1.3. IXN indukuje smrt ¢elija primarnog melanoma in vitro

4.1.3.1. IXN indukuje apoptozu nezavisnu od aktivacije kaspaza u kulturama B16 i A-375
celija

Posto je prethodno pokazano da IXN smanjuje broj Zivih ¢elija misjeg i humanog melanoma, dalji
tok istrazivanja usmeren je ka rasvetljavanju mehanizama njegovog antitumorskog delovanja.
Smanjen vijabilitet moZe biti posledica citocidnog ili citostatskog efekta ispitivane supstance,
odnosno indukcije razli¢itih formi celijske smrti i/ili gubitka deobnog potencijala. Stoga je najpre
procenjivano prisustvo najceS¢eg tipa programirane celijske smrti u fizioloSkim ali 1
patofizioloskim uslovima — apoptoze, na in vitro modelu solidnog melanoma. U tu svrhu, B16 i
A-375 ¢elije su tretirane ICso dozom eksperimentalnog agensa u trajanju od 48 h, a potom
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dvostruko bojene Ann V-FITC/PI (Ann/PI) i analizirane metodom protocne citofluorimetrije.
Rezultati ove analize su pokazali da u kulturi obe ¢elijske linije melanoma, u poredenju sa
kontrolnim uzorcima, pod tretmanom dolazi do znacajnog povecanja procenta ¢elija oznacenih kao
rano-apoptotiéne i prepoznatih po Ann*/PI profilu. Takode, moze se primetiti da je efekat indukcije
apoptoze izrazeniji na A-375 Celijskoj liniji u odnosu na B16 liniju, §to moze biti od znacaja s
obzirom da se radi o visoko invazivnim tumorskim ¢elijama (Slika 7A).

Iako kaspaze predstavljaju vazne medijatore apoptoze, ovaj tip ¢elijske smrti moze se odigrati i bez
njihovog uces¢a [232]. Stoga se paralelno pristupilo ispitivanju uloge kaspaza u realizaciji
apoptotskog procesa. Tako su obe ¢elijske linije melanoma, B16 i A-375, bile inkubirane sa ICso
dozom ispitivane supstance tokom 48 h, da bi nakon toga bile obelezene pan-kaspaznim
inhibitorom konjugovanim sa FITC (ApoStat) i analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Kao Sto
je prikazano na Slici 7B, u poredenju sa kontrolom, eksperimentalni agens nije uticao na znacajno
povecanje procenta cCelija sa aktiviranim kaspazama u obe kulture ¢elija melanoma. Neznatan
procenat ¢elija sa aktiviranim kaspazama (1,76% u B16 1 8,24% u A-375 c¢elijskim kulturama)
sugerisao je da IXN indukuje ¢elijsku smrt tipa apoptoze nezavisne od aktivacije ovih proteaza.
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Slika 7. IXN indukuje apoptozu bez aktivacije kaspaza u kulturama B16 i A-375 ¢elija.
A) Procenat rano-apoptoti¢nih (Ann*/PI") i kasno-apoptoti¢nih/nekroti¢nih (Ann*/PI*) ¢elija i
B) procenat ¢elija sa aktiviranim kaspazama u B16 i A-375 kulturama ¢elija melanoma nakon
tretmana IXN u trajanju od 48 h odredeni su metodom proto¢ne citofluorimetrije. Prikazani su
reprezentativni rezultati jednog od tri nezavisno izvedena eksperimenta.
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1z navedenih rezultata se moze zakljuciti da na ¢elijskim linijama misjeg i humanog melanoma IXN
ostvaruje svoj antitumorski potencijal citocidnim na¢inom delovanja, indukujuci apoptozu koja nije
posredovana kaspazama, pri ¢emu je ovaj efekat nesto izrazeniji na A-375 ¢elijama.

4.1.3.2. IXN indukuje autofagiju citoprotektivnog karaktera u kulturama B16 i A-375 éelija

Imajuéi u vidu da melanociti poticu od prekursora poreklom iz nervne kreste kod kojih autofagija
predstavlja veoma vazan fizioloski proces ukljuc¢en u odrzavanje tkivne homeostaze, naredni korak
je bio ispitivanje prisustva autofagije i definisanje njenog udela u smanjenjom vijabilitetu Celija
melanoma nakon tretmana eksperimentalnim agensom. Sa tim u vezi, B16 i A-375 ¢celije su
izloZzene ICsp dozi supstance IXN tokom 48 h, a zatim bojene supravitalnom bojom akridin-oranz
koja markira lizozome i autofagolizozome u citoplazmi ¢elija. Rezultati protoc¢ne citofluorimetrije
su ukazali na povecano prisustvo autofagozoma u citoplazmi Celija tretiranih eksperimentalnim
jedinjenjem u obe ¢éelijske kulture, u odnosu na kontrolne (netretirane) ¢elije (Slika 8A).

Dobro je poznato da se autofagijom mogu ukloniti oste¢eni delovi ¢éelije lizozomskom digestijom
ili suprotno, u nekim specificnim okolnostima, ona moZe biti mehanizam celijske eliminacije. U
cilju definisanja uloge autofagije pokrenute delovanjem agensa IXN, obe ¢elijske linije su tretirane
ICs0 dozom testirane supstance u prisustvu specifi¢nog inhibitora autofagije, 3-MA. Ovo jedinjenje
je inhibitor fosfatidilinozitol 3-kinaze (engl. Phosphatidylinositol 3-Kinase, PI3K), enzima
esencijalnog za inicijaciju autofagije. Farmakoloska inhibicija procesa autofagije od strane 3-MA
se postize blokiranjem formiranja autofagozoma [233]. Po zavrSetku inkubacionog perioda u
trajanju od 48 h, vijabilitet ¢elija je odreden pomoc¢u CV testa. Oc¢ekivano, tretman IXN smanjio je
broj zivih ¢elija u uzorku, dok je kombinovani tretman IXN i 3-MA doveo do dodatnog, premda
umerenog, smanjenja vijabiliteta ¢elija (oko 10%) u obe tumorske kulture u poredenju sa kulturama
tretiranim samim eksperimentalnim agensom. Dobijeni rezultati prikazani na Slici 8B sugerisali su
citoprotektivnu ulogu procesa autofagije.
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Slika 8. IXN indukuje citoprotektivnu autofagiju u kulturama B16 i A-375 ¢elija. A) Procenat
¢elija u autofagiji u B16 i A-375 kulturama ¢elija melanoma nakon tretmana IXN u trajanju od 48 h
odreden je metodom protoéne citofluorimetrije. Prikazan je reprezentativni rezultat jednog od tri
nezavisno izvedena eksperimenta. B) Vijabilitet B16 i A-375 c¢elija melanoma nakon
kombinovanog tretmana IXN i inhibitorom autofagije 3-MA u trajanju od 48 h odreden je CV
testom. Vijabilitet je predstavljen kao procenat vrednosti apsorbance kontrolne kulture gajene u
medijumu, kojoj je arbitrarno dodeljena vrednost vijabilnosti 100%. Rezultat predstavlja SV + SD
reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke,
#p < 0,05 u odnosu na Celijje tretirane IXN

Uzimaju¢i u obzir sve navedeno, moze se izvesti zakljucak da je autofagija u B16 1 A-375 ¢elijama

pokrenuta tretmanom IXN oponirala apoptozi, i pod takvim okolnostima parcijalno neutralisala
delovanje eksperimentalnog terapeutika.
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4.1.4. IXN indukuje smrt ¢elija metastatskog melanoma in vitro

4.1.4.1. IXN indukuje apoptozu zavisnu od aktivacije kaspaza u kulturi B16-F10 éelija

Prethodnim eksperimentima je pokazano da IXN inhibira rast ¢elija misjeg (B16) i humanog
(A-375) melanoma, kao i da je u osnovi njegovog citocidnog dejstva na ove celije programirana
¢elijska smrt tipa I koja nije zavisna od aktivacije kaspaza, dok je autofagija imala iskljucivo
citoprotektivnu ulogu. Imajuéi u vidu da je ispitivana supstanca takode dovela do dozno-zavisnog
smanjenja vijabiliteta visoko invazivnog klona melanoma, B16-F10 ¢elija, od interesa je bilo
ispitati mehanizam njegovog dejstva i na ovom in vitro metastatskom modelu melanoma. Kako bi
bio proveren citocidni u¢inak ispitivanog agensa na navedenoj ¢elijskoj liniji, najpre je analizirano
prisustvo celijske smrti apoptozom. Kao i kod celija primarnog melanoma, izvrseno je Ann/Pl
dvostruko bojenje B16-F10 ¢elija prethodno tretiranih ICso dozom eksperimentalnog jedinjenja.
Analiza na proto¢nom citofluorimetru je potvrdila da je tretman IXN u trajanju od 48 h izazvao
porast procentualne zastupljenosti rano-apoptoticnih  (Ann*/PI), a u manjoj meri, i
kasno-apoptoti¢nih/nekroti¢nih ¢elija (Ann*/PI*), u odnosu na kontrolne éelije (Slika 9A). Efekat
indukcije apoptoze na ovoj visoko metastatskoj liniji bio je skoro ekvivalentan onom izrazenom na
A-375 ¢elijskoj liniji, Sto se moglo i ocekivati s obzirom da se radi o dvema invazivnim linijama
melanoma.

Paralelno, ispitivan je i doprinos kaspaza apoptotskom procesu izazvanom IXN. U tu svrhu,
B16-F10 celije su nakon 48-Casovne inkubacije sa ICsp dozom testiranog prenilflavonoida
obelezene ApoStat-om i analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Za razliku od rezultata dobijenih
na linijjama primarnog melanoma gde izmedu netretirane i1 kultura tretiranih eksperimentalnim
agensom nije bilo znacajne razlike u procentu celija sa aktiviranim kaspazama, na in vitro
metastatskom modelu je utvrdena intenzivna aktivacija ovih proteaza nakon tretmana, Sto sugeriSe
da je u ovom slucaju apoptoza verovatno realizovana kroz tipi¢ne puteve koju ukljucuju aktivnost
pomenutih enzima (Slika 9B).
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Slika 9. IXN indukuje apoptozu posredovanu kaspazama u kulturi B16-F10 ¢elija. A) Procenat
rano-apoptoti¢nih (Ann*/PI) i kasno-apoptoti¢nih/nekroti¢nih (Ann*/P1%) éelija u B16-F10 kulturi
¢elija melanoma i B) intezitet fluorescence B16-F10 ¢Celija obeleZzenih ApoStat nakon tretmana IXN
u trajanju od 48 h odredeni su metodom proto¢ne citofluorimetrije. Prikazani su reprezentativni
rezultati jednog od tri nezavisno izvedena eksperimenta.

U skladu sa svim navedenim, moze se zakljuciti da XN ostvaruje svoj antitumorski efekat na celije
metastatskog modela melanoma indukujuc¢i apoptozu zavisnu od aktivacije kaspaza.

4.1.4.2. IXN indukuje snaZznu autofagiju u kulturi B16-F10 ¢elija

Nakon $to je pokazano da je cCelijska smrt apoptozom delom odgovorna za smanjenje broja
vijabilnih metastatskih ¢elija melanoma, bilo je znacajno ispitati i potencijalni doprinos autofagije
antitumorskoj aktivnosti testiranog jedinjenja IXN. Tako su B16-F10 ¢elije izlozene ICso dozi
eksperimentalnog prenilflavonoida tokom 48 h, a potom bojene akridin-oranz bojom. Eventualno
prisustvo autofagozoma, glavnih markera autofagije, detektovano je proto¢nom citofluorimetrijom
merenjem intenziteta fluorescence u crvenom delu spektra. Kao $to je prikazano na Slici 10A,
povecano prisustvo autofagozoma u citoplazmi c¢elija nakon izlaganja IXN ukazalo je na
intenziviran proces autofagije u odnosu na kontrolne celije gajene u medijumu bez
eksperimentalnog agensa.

Sa ciljem da se definiSe uloga detektovane autofagije indukovane delovanjem agensa IXN i odredi

da li ona doprinosi citocidnom efektu ili ima samo odbrambenu ulogu, upotrebljen je 3-MA. U tu

svrhu su B16-F10 ¢celije tretirane ICso dozom IXN u prisustvu navedenog specificnog inhibitora
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autofagije tokom 48 h, nakon ¢ega je broj vijabilnih ¢elija odreden MTT testom. Dobijeni rezultati
prikazani na Slici 10B pokazali su o¢ekivano smanjenje broja zivih ¢elija inkubiranih u prisustvu
IXN, dok je kombinovani tretman IXN i 3-MA doveo do delimi¢nog (oko 10%) oporavka
vijabiliteta njemu izlozenih ¢elija u poredenju sa kulturom ¢elija tretiranom samim
eksperimentalnim agensom. Ovim je jasno pokazano da inhibicija autofagije moze bar delimi¢no
da neutraliSe aktivnost IXN, §to nedvosmisleno ukazuje na doprinos programirane celijske smrti
tipa Il ukupnom efektu eksperimentalnog terapeutika.

=F Kontrola IXN
v w ]
g g
3 E
- T -
-C-"E o
o 3 3
i v 3
Z | e 09% od 49.8%
~ -4 :
1 *
10 10° 10* 10°
AN
4
FL1
B
120
o
= 100 | i
=
5)
= 80 *7#
=
< %
= 60 =
©
QO
E -
=
PE
= 20
0
Kontrola 3-MA IXN IXN+3-MA

Slika 10. IXN indukuje autofagiju u kulturi B16-F10 ¢elija. A) Procenat ¢elija u autofagiji u
B16-F10 kulturi ¢elija melanoma nakon tretmana IXN u trajanju od 48 h odreden je metodom
proto¢ne citofluorimetrije. Prikazan je reprezentativni rezultat jednog od tri nezavisno izvedena
eksperimenta. B) Vijabilitet B16-F10 ¢elija melanoma nakon kombinovanog tretmana IXN i
inhibitorom autofagije 3-MA u trajanju od 48 h odreden je MTT testom. Vijabilitet je predstavljen
kao procenat vrednosti apsorbance kontrolne kulture gajene u medijumu, kojoj je arbitrarno
dodeljena vrednost vijabilnosti 100%. Rezultat predstavlja SV + SD reprezentativnog od tri
nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke, # p < 0,05 u odnosu na ¢elije
tretirane IXN

Sumarno, moze se zakljuciti da IXN deluje citocidno na ¢elije metastatskog melanoma, pri cemu se

indukcija autofagije zdruzena sa apoptozom zavisnom od aktivacije kaspaza nalazi u osnovi
antitumorskog delovanja opisanog agensa.
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4.2. Definisanje mehanizama delovanja IXN na ¢elije primarnog i metastatskog
melanoma in vitro

4.2.1. IXN inhibira proliferaciju i indukuje fenotipsku promenu ¢elija primarnog melanoma

4.2.1.1. IXN inhibira proliferaciju i ostvaruje permanentan efekat u kulturama B16 i A-375
celija

Imajuéi u vidu da prethodno pokazano smanjenje broja vijabilnih ¢elija nastalo kao odgovor na
tretman IXN, osim citocidnog, moze biti posledica i citostatskog efekta eksperimentalne supstance,
od interesa je bilo ispitati uticaj pomenutog jedinjenja na deobu tumorskih ¢elija. U cilju ispitivanja
efekta agensa IXN na proliferativni kapacitet misjih B16 i humanih A-375 ¢elija, one su najpre
obelezene vitalnom CFSE bojom, a potom izlozene ICso dozi eksperimentalnog jedinjenja u
trajanju od 48 h. Analizom proto¢nom citofluorimetrijom otkriveno je da je procenat podeljenih
¢elija u obe kulture tretirane IXN bio znatno manji u poredenju sa istim kod netretiranih kultura, $to
je sugerisalo da je IXN znacajno smanjio stopu celijske deobe i doveo do gubitka proliferativnog
potencijala obe testirane celijske linije. Citostatski efekat eksperimentalnog agensa bio je narocito
izrazen na visoko invazivnoj amelanoti¢noj ¢elijskoj liniji A-375 (Slika 11A). Ovakav podatak
nedvosmisleno potvrduje da je za redukciju broja B16 i A-375 Celija pod tretmanom IXN
odgovorna snazna inhibicija proliferacije indukovana pomenutom supstancom.

Kako bi se proverila postojanost efekta IXN i ispitalo da li je isti nezavisan od stalnog prisustva
supstance, prethodno pomenute ¢elijske linije melanoma su tretirane ICso dozom eksperimentalnog
agensa u trajanju od 48 h, nakon Cega je supstanca uklonjena, a po isteku dodatnih 48 h kultivacije
u njenom odsustvu meren je vijabilitet celija CV esejom. Alternativno, tumorske celije su
inkubirane 96 h u prisustvu ili odsustvu (kontrolni uzorci) testiranog prenilflavonoida. Dobijeni
rezultati prikazani na Slici 11B pokazuju da je vijabilitet celija ostao sniZzen odnosno da je
inhibitorni efekat IXN na njihov rast perzistirao ¢ak i kada je jedinjenje uklonjeno nakon 48 h
inkubacije, u obe ¢elijske kulture. Nakon dodatnih 48 h kultivacije u odsustvu eksperimentalnog
agensa, broj vijabilnih celija bio je skoro ekvivalentan onom detektovanom u kulturama
kontinuirano inkubiranim u prisustvu IXN tokom 96 h. Navedeni rezultat sugeriSe da IXN
promoviSe permanentne promene na unutracelijskom nivou, dovode¢i do trajnih promena fenotipa
¢elija.
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Slika 11. IXN inhibira celijsku proliferaciju uz ostvarivanje permanentnog efekta u
kulturama B16 i A-375 ¢elija. A) Intezitet fluorescence B16 i A-375 ¢elija obojenih CFSE bojom
nakon tretmana IXN u trajanju od 48 h odreden je metodom protocne citofluorimetrije. Prikazan je
reprezentativni rezultat jednog od tri nezavisno izvedena eksperimenta. B) Vijabilitet B16 i A-375
¢elija melanoma nakon tretmana IXN u trajanju od 48 h i 96 h odreden je CV testom. Vijabilitet je
predstavljen kao procenat vrednosti apsorbance kontrolne kulture gajene u medijumu, kojoj je
arbitrarno dodeljena vrednost vijabilnosti 100%. Rezultat predstavlja SV = SD reprezentativnog od
tri nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke

Na osnovu do sada navedenih rezultata moze se zakljuciti da, osim citocidnog nacina delovanja na
B16 i A-375 celije, IXN dovodi do trajne transformacije fenotipa prezivelih ¢elija pracene
gubitkom deobnog kapaciteta.

4.2.1.2. IXN indukuje atipi¢nu diferencijaciju B16 ¢elija ka melanocitima i redukuje ,,stem*
profil A-375 éelija

Prethodno uocen gubitak proliferativnog potencijala nakon tretmana IXN i postojanost njegovog
efekta sugerisali su da su obe celijske linije melanoma, misje B16 i humane A-375, podlegle
promenama koje su dovele do gubitka njihovih malignih svojstava i fenotipske alteracije. U skladu
sa tim, prvenstveno je izvrSena evaluacija potencijalne morfoloske transformacije tretiranih celija
na nivou svetlosne mikroskopije. U tu svrhu, B16 ¢elije su tretirane ICsp dozom eksperimentalne
supstance u trajanju od 48 h, nakon Cega je procenjivan njihov izgled. Mikroskopska analiza ¢elija
izlozenih IXN, osim ocekivane redukcije u broju ¢elija, ukazala je na znacajnu morfolosku
transformaciju. Kao Sto se vidi na Slici 12A, u poredenju sa kontrolnim c¢elijama, nakon
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48-Casovnog izlaganja testiranoj supstanci B16 ¢elije pokazuju promenjenu, spljostenu morfologiju
sa sitnim nastavcima nalik dendritima.

Da bi se utvrdilo da li promenjena morfologija korelira sa biohemijskim karakteristikama
diferencijacije u smeru melanocita, ispitivani su markeri diferencijacije ¢elija melanoma. Naime,
B16 ¢elije bile su izloZzene ICso dozi IXN tokom 48 h, nakon ¢ega je spektrofotometrijski izmerena
aktivnost tirozinaze, klju¢nog enzima koji ucestvuje u procesu melanogeneze, kao i sadrzaj
pigmenta melanina. Rezultati predstavljeni na Slici 12B nedvosmisleno pokazuju da je efekat
morfoloske transformacije celija bio pracen dvostruko povecanom aktivnoséu tirozinaze nakon
tretmana pomenutim agensom, u odnosu na netretirane ¢elije. Ovaj podatak ukazao je na pojacan
proces melanogeneze, S$to jeste biohemijski marker diferencijacije ka melanocitima. Zanimljivo je
pak da pomenuti fenomen nije bio pra¢en ocekivanim uvecanjem koli¢ine oslobodenog melanina iz
liziranih ¢elija u odgovoru na IXN, $to je sugerisalo da, iz nekog razloga, proces melanogeneze nije
bio kompletiran (Slika 12C).

Iz navedenih eksperimenata proizilazi zakljucak da tretman IXN indukuje atipi¢nu diferencijaciju
B16 ¢elija koja nije bila pracena kompletnom sintezom pigmenta melanina.
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Slika 12. IXN indukuje atipi¢nu diferencijaciju B16 celija ka melanocitima. A) Morfoloska
transformacija B16 celijja nakon tretmana IXN u trajanju od 48 h odredena je svetlosnom
mikroskopijom. Prikazane su reprezentativne mikrografije. B) Aktivnost tirozinaze i C) koli¢ina
melanina u B16 ¢elijama nakon tretmana IXN u trajanju od 48 h odredeni su spektrofotometrijski.
Rezultati su predstavljeni kao stopa porasta u odnosu na kontrolnu kulturu celija gajenu u
medijumu, kojoj je arbitrarno dodeljena vrednost 1. Rezultati predstavljaju SV + SD
reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke

Uporedo je vrSeno ispitivanje potencijalne fenotipske promene A-375 celija, gde je najpre
evaluirana morfologija svetlosnom mikroskopijom nakon 48-¢asovne inkubacije u prisustvu
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eksperimentalnog agensa. Slicno mi§jim celijama, tretman IXN doveo je do jasne morfoloSke
transformacije humanih A-375 ¢elija u odnosu na kontrolne ¢elije. Kao $to je predstavljeno na
Slici 13A, pored smanjenja u broju ¢elija koje su inkubirane u prisustvu testiranog jedinjenja,
svetlosnom mikroskopijom su zabelezeni uvecani romboidni oblici ¢elija sa brojnim zaobljenim
formama koje plutaju u medijumu.

S druge strane, A-375 ¢elijska linija humanog melanoma je poznata kao amelanoti¢na pa, suprotno
B16 ¢elijama, njena morfoloska transformacija nije pracena ispoljavanjem melanocitnih markera.
Nizak nivo diferencijacije ovih ¢elija povezan je sa njihovom invazivnoscu i ,,stem* fenotipom
odnosno ekspresijom markera mati¢nih celija kancera [234]. Stoga je, kako bi se ispitala
potencijalna fenotipska alteracija, analizirana ekspresija markera niskodiferentovanog fenotipa —
proteina kljucnih aktera Wnt/B-katenin, Notch i OCT signalnih puteva. Za potrebe eksperimenta,
A-375 ¢celije su inkubirane sa ICsp dozom eksperimentalnog prenilflavonoida u odredenim
vremenskim intervalima, nakon cega je eckspresija PB-katenina, Notch 1 i Oct-3/4 proteina
odredivana imunoblot metodom. Kao §to se moZe videti na Slici 13B, uoceno je da je ve¢ nakon
prvih nekoliko sati tretman ¢elija IXN smanjio ekspresiju navedenih proteina. Dodatno, inhibicija
ekspresije se odrzala tokom 48 h tretmana, $to ukazuje da je IXN sposoban da ograni¢i progresiju
anaplasti¢nih melanoma.

Iz pomenutih ogleda se moze zakljuéiti da je morfoloska transformacija A-375 Celija

sinhronizovana sa smanjenim proliferativnim kapacitetom i pracena deprivacijom ,,stem" markera
nakon tretmana IXN, ukazujuci na gubitak ,,stem* fenotipa i pluripotentnih osobina ovih ¢elija.

50



Kontrola

—a— (3-katenin

0.2 4 —o—Notch 1

Relativna ekspresija
f=}
[=)}

—a— Oct-3/4
0 ; : ; .
0 2 6 12 24 48
Vreme (h)
— B-katenin

el ; e . - ﬂ Notch 1
—————

— — —— — v (-aktin

Slika 13. IXN redukuje ,,stem“ profil amelanoti¢nih A-375 ¢elija. A) Morfoloska transformacija
A-375 Celija nakon tretmana IXN u trajanju od 48 h odredena je svetlosnom mikroskopijom.
Prikazane su reprezentativne mikrografije. B) Graficki prikaz denzitometrijske kvantifikacije
ekspresije ,,stem‘ markera 1 njihovi reprezentativni imunoblotovi. Relativna ekspresija proteina f3-
katenina, Notch 1 i Oct-3/4 u A-375 celijama tretiranim IXN u naznadenim vremenskim
intervalima odredena je pomocu imunoblot metode. Rezultati predstavljaju SV + SD
reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta.

Sumirajuc¢i sve navedeno, IXN indukuje fenotipsku transformacija ¢elija primarnih i metastatskih
melanoma. Dok je tretman pomenutim agensom doveo do pojafane aktivnosti tirozinaze bez
uvecanja koli¢ine melanina u morfoloski transformisanim B16 ¢elijama podvrgavajuéi ih atipi¢noj
diferencijaciji ka melanocitima, kod amelanoti¢nih A-375 ¢elija doslo je do gubitka pluripotentnih
karakteristika $to je potvrdeno inhibicijom ,,stem‘ markera — 3-katenina, Notch 1 i Oct-3/4.

4.2.1.3. IXN suprimira produkciju ROS/RNS u kulturama B16 i A-375 ¢elija i smanjuje
koli¢inu unutaréelijskog NO u kulturi A-375 ¢elija

Budu¢i da su reaktivne vrste kiseonika i azota vazni modulatori unutarcelijskih signala, a u
zavisnosti od koli¢ine, mesta produkcije 1 karakteristika jedinjenja posreduju u regulaciji osnovnih
¢elijskih procesa poput diferencijacije, proliferacije i umiranja, pristupilo se procenjivanju uticaja
IXN na produkciju slobodnih radikala u B16 1 A-375 ¢elijskim linijama melanoma. Radi detekcije 1
kvantifikacije produkcije ROS/RNS, ¢elije su najpre bojene redoks-senzitivnom DHR 123 bojom, a
zatim inkubirane u prisustvu ICso doze eksperimentalnog agensa. Po isteku 48 h, uradena je analiza
rezultata na proto¢nom citofluorimetru. Intezitet zelene fluorescence kao odraz proizvodnje
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reaktivnin vrsta kiseonika i azota u BI16 c¢elijama ukazao je na smanjenu produkciju
vodonik-peroksida, peroksinitrita i hipohloraste kiseline u odgovoru na tretman IXN, potvrdujuci
njegov potencijal ,,sakupljaca“ slobodnih radikala (Slika 14A). U skladu s tim, 1 u kulturi A-375
¢elija primecen je isti fenomen gde je tretman IXN rezultirao u generisanju ekvivalentno niskih
koncentracija reaktivnih vrsta kiseonika i azota (Slika 14B).

Konstitutivna ekspresija enzima iNOS predstavlja izvor endogenog NO koji deluje kao faktor rasta
humanih ¢elija melanoma [235]. Budué¢i da je produkcija azot-monoksida karakteristika A-375
¢elija, paralelno je procenjivan uticaj IXN na njegovo generisanje. Kako bi se izmerila koli¢ina
unutracelijskog NO, A-375 celije su, nakon 48-Casovnog tretmana ICsp dozom IXN, bojene
DAF-FM diacetatom, a potom analizirane metodom proto¢ne citofluorimetrije. Kao §to se moze
videti na Slici 14C, u kulturi tretiranih ¢elija doslo je do smanjenja koli¢ine NO, u poredenju sa
kontrolnim uzorcima. Dakle, tretman A-375 ¢elija IXN rezultirao je smanjenom stopom produkcije
unutracelijskog NO i time znacajno urusio vitalnost i proliferativni kapacitet ovih ¢elija.
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Slika 14. IXN suprimira produkcija ROS/RNS u B16 i A-375 éelijama i smanjuje koli¢inu
unutracelijskog NO u A-375 ¢elijama. Intezitet fluorescence A) B16 i B) A-375 ¢elija obojenih
DHR 123 bojom i C) A-375 ¢elija obelezenih DAF-FM diacetatom nakon tretmana IXN u trajanju
od 48 h odreden je metodom proto¢ne citofluorimetrije. Prikazani su reprezentativni rezultati

jednog od tri nezavisno izvedena eksperimenta.

Iz opisanih eksperimenata se moze izvesti zakljuak da IXN poseduje snazan potencijal
,»sakupljaca“ slobodnih radikala koji moZe doprineti njegovom antitumorskom delovanju na B16 1

A-375 ¢elijskim linijama.

52



4.2.1.4. IXN razli¢ito utice na signalne puteve PI3K/Akt i MAPK u B16 i A-375 ¢elijama

Dalji tok istrazivanja bio je usmeren na analizu unutracelijskog odgovora c¢elija melanoma na
tretman IXN. S obzirom da je prethodno pokazano da je mehanizam dejstva pomenutog
prenilflavonoida u misjim B16 i humanim A-375 ¢éelijama melanoma indukcija apoptoze nezavisne
od aktivacije kaspaza zdruzena sa snaznom inhibicijom proliferacije i diferencijacijom, od interesa
je bilo opisati dogadaje na molekularnom nivou koji se nalaze u pozadini zapazenih fenomena.
S tim u vezi, pristupilo se analizi ekspresije klju¢nih molekula PI3K/Akt i MAPK signalnih puteva
koji su ukljuceni u regulaciju ¢elijske smrti, deobe i diferencijacije.

Kako bi se definisale molekularne mete IXN u navedenim ¢elijama melanoma, ekspresija klju¢nih
proteina PI3K/Akt i MAPK signalnih puteva procenjivana je imunoblot analizom. U tu svrhu, obe
¢elijske linije bile su izlozene ICso dozi eksperimentalnog terapeutika u trajanju 2, 6, 12, 24 i 48 h,
nakon Cega je odredivana ekspresija Akt, ERK1/2 i p38 MARK, a potom i p70S6K i S6 proteina.
Aktivacija navedenih proteina je analizirana iz odnosa njihove fosforilisane (aktivirane) forme i
ukupne koli¢ine svakog proteina ponaosob. Iz imunoblotova prikazanih na Slici 15A i B, uocava se
da je u B16 ¢elijama IXN prolazno suprimirao ekspresiju Akt i ERK1/2, dok su u A-375 ¢elijama
otkriveni razli¢iti obrasci ekspresije ta dva proteina. Naime, analiza ekspresije Akt ukazala je na
njegovu kontinuiranu aktivaciju, dok je ERKI1/2 bio recipro¢no inhibiran usled dejstva
eksperimentalnog agensa na celije humanog melanoma. Imajué¢i u vidu da se kod humanog
melanoma prekomerna aktivnost ERK1/2 dovodi u vezu sa proliferacijom, prezivljavanjem celija i
rastom tumora [236], pokazani pad aktivnosti ERK1/2 indukovan IXN mogao bi biti uzrok ili
posledica zapocete apoptoze, Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim proto¢nom
citofluorimetrijom. Sa druge strane, imunoblot analiza ekspresije p38 MAPK ukazala je na to da je
tretman IXN doveo samo do privremenog povecanja ekspresije ove kinaze u obe Celijske linije
melanoma (Slika 15C).
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Slika 15. IXN razli¢ito utie na gornje delove PI3K/Akt i MAPK signalnih puteva u B16 i
A-375 éelijama. Graficki prikaz denzitometrijske kvantifikacije ekspresije A) Akt, B) ERK1/2 i
C) p38 MAPK i njihovi reprezentativni imunoblotovi. Relativna ekspresija proteina u B16 i A-375
¢elijama tretiranim IXN u naznacenim vremenskim intervalima odredena je pomoc¢u imunoblot
metode. Rezultati predstavljaju SV + SD reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta.
*p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke
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Kao $to je ve¢ receno, paralelno je ispitivan uticaj IXN na donje delove pomenutih signalnih puteva
koji integriSu vise pocetnih stimulusa. U skladu sa tim, pokazalo se da su uprkos razlikama u
uzvodnom delu navedenih signalnih kaskada, molekuli ukljuc¢eni u nizvodne dogadaje bili na slican
nacin pogodeni istim tretmanom. Rezultati imunoblot analize su ukazali na vremenski ogranicenu
aktivaciju p70S6K tokom prvih 12 h, nakon koje je fosforilacija aktivnog mesta Thr389
p70S6 kinaze bila inhibirana u obe cCelijske linije (Slika 16A). Sa druge strane, dok je u A-375
¢elijama ekspresija ribozomalnog S6 proteina pratila dinamiku uzvodne S6K i naposletku bila
suprimirana, u B16 ¢elijama S6 protein se nakon pocetne aktivacije zadrzao na osnovnom nivou,
Sto ukazuje na umesanost alternativnih regulatora njegove ekspresije (Slika 16B).
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Slika 16. IXN inhibira ekspresiju p70S6K i S6 proteina u B16 i A-375 éelijama. Graficki prikaz
denzitometrijske kvantifikacije ekspresije A) p70S6K i B) S6 proteina i njihovi reprezentativni
imunoblotovi. Relativna ekspresija proteina u B16 i A-375 ¢elijama tretiranim IXN u nazna¢enim
vremenskim intervalima odredena je pomoc¢u imunoblot metode. Rezultati predstavljaju SV = SD
reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke

Sveobuhvatno, moze se zakljuciti da IXN razli€ito uti¢e na klju¢ne signalne molekule ukljucene u
regulaciju Celijske smrti, proliferacije 1 diferencijacije u celijskim linijama melanoma. lako su
PI3K/Akt i MAPK signalni putevi modulisani od strane IXN, ovo jedinjenje ne moze biti opisano
ni kao inhibitor niti kao aktivator navedenih puteva transdukcije signala.
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4.2.2. IXN inhibira proliferaciju, pokretljivost i invazivnost metastatske linije melanoma

4.2.2.1. IXN inhibira proliferaciju i smanjuje klonogeni potencijal B16-F10 éelija

Pored toga $to su prethodno dobijeni rezultati o indukciji snazne autofagije zdruzene sa apoptozom
zavisnom od aktivacije kaspaza u kulturi tretiranih B16-F10 cCelija ukazali na izrazen citocidni
efekat IXN, pracen je njegov uticaj na proliferativni i metastatski potencijal ovih ¢elija miSjeg
melanoma.

Kako su B16-F10 ¢elije izuzetno proliferativne, najpre je analiziran njihov deobni potencijal u
prisustvu eksperimentalnog terapeutika. U tu svrhu, ¢elije su obelezene CFSE bojom, a potom
izlozene ICso dozi IXN u trajanju od 48 h. Analiza proto¢nom citofluorimetrijom jasno je pokazala
da je, u poredenju sa netretiranom kulturom, 48 ¢asova duga inkubacija sa IXN rezultirala snaznom
supresijom proliferacije tretiranih B16-F10 ¢elija. Kao $to se moze videti na Slici 17A, dok je skoro
91% kontrolnih ¢elija bilo podeljeno tokom naznacenog vremenskog intervala, ¢ak 88,7% celija
tretiranih eksperimentalnim agensom je ostalo nepodeljeno. Ovakav podatak bez sumnje potvrduje
da je za smanjeni vijabilitet B16-F10 ¢elija pod tretmanom IXN, osim programirane ¢elijske smrti
tipa | i Il, prevashodno odgovorna snazna inhibicija proliferacije indukovana pomenutom
supstancom, koja po svoj prilici prethodi indukciji Celijske smrti apoptozom/autofagijom. Ovo je
bilo u skladu sa prethodno uoenom promenjenom morfologijom c¢elija na nivou svetlosne
mikroskopije (Tabela 4). Takode, dobijeni rezultati koreliraju sa ve¢ opisanim citostatskim efektom
IXN na ¢elijama visoko invazivne forme primarnog melanoma — A-375.

Paralelno je ispitivan uticaj IXN na klonogeni potencijal B16-F10 celija. Kako bi se procenila
sposobnost ove visoko proliferativne Celijske linije miSjeg melanoma da formira kolonije in vitro
nakon izlaganja IXN, korisc¢en je klonogeni esej. Da bi se isklju¢ila moguénost da je uoceni efekat
IXN posledica njegove citocidne aktivnosti, za potrebe testa formiranja kolonija Celije su tretirane
subtoksi¢énom (IC25s) dozom eksperimentalnog flavanona u trajanju od 48 h. Nakon 7 dana
kultivacije celija pretretiranin IXN, analizirana je frakcija prezivljavanja u B16-F10 celijskoj
kulturi kojom se definiSe udeo prezivelih ¢elija sa ocuvanim klonogenim potencijalom. U skladu sa
prethodno dobijenim, rezultati klonogenog eseja ukazali su na to da je sposobnost Celija da
formiraju kolonije bila dramati¢éno smanjena nakon njihovog izlaganja IXN. U poredenju sa
kontrolnom kulturom gde se brza proliferacija celija manifestovala stvaranjem brojnih velikih
kolonija, inhibirani klonogeni potencijal tretiranih Celija rezultirao je malim brojem formiranih
¢elijskih klonova. Naime, klonogena frakcija prezivljavanja u kulturi izlozenoj IXN bila je
smanjena za vise od 60% u odnosu na kontrolnu kulturu (Slika 17B).
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Slika 17. IXN inhibira proliferaciju i smanjuje klonogeni potencijal B16-F10 celija.
A) Intezitet fluorescence B16-F10 ¢elija obojenih CFSE bojom nakon tretmana IXN u trajanju od
48 h odreden je metodom protoéne citofluorimetrije. Prikazan je reprezentativni rezultat jednog od
tri nezavisno izvedena eksperimenta. B) Frakcija preZivljavanja u kulturi B16-F10 ¢elija tretiranih
IXN u trajanju od 48 h odredena je klonogenim esejem nakon 7 dana kultivacije. Rezultat je
predstavljen kao procenat kontrolne kulture gajene u medijumu, kojoj je arbitrarno dodeljena
vrednost frakcije prezivljavanja 100%. Rezultat predstavlja SV + SD reprezentativnog od tri
nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke

Zajedno sa prethodnim, ovi rezultati pokazuju da IXN ostvaruje dominantan citostatski efekat na
metastatskom modelu melanoma in vitro, pri ¢emu se, osim uocCene autofagije i apoptoze
posredovane kaspazama, u osnovi njegovog antitumorskog dejstva nalazi snazna inhibicija
proliferacije koja korelira sa smanjenim klonogenim potencijalom.

4.2.2.2. IXN smanjuje metastatski potencijal B16-F10 éelija

Pokazani smanjeni kapacitet formiranja kolonija koji je bio u korelaciji sa smanjenom
proliferacijom tretiranih ¢elija ukazao je na moguénost promena u metastatskom potencijalu. Stoga
se sa ciljem da se ispita uticaj IXN na metastatski potencijal mis§jih B16-F10 ¢elija melanoma
pristupilo procenjivanju sposobnosti adhezije, migracije i invazije ovih ¢elija. Kako bi se iskljucila
mogucénost da bi potencijalni antimetastatski efekat IXN mogao biti posledica njegove citocidne
aktivnosti, u narednim eksperimentima celije su tretirane subtoksi¢énim dozama (IC2s dozom ili
nizom) IXN tokom 48 h pre samih analiza.

Budu¢i da je adhezija celija klju¢ni korak u kaskadi dogadaja karakteristicnih za metastatske
procese, najpre je analiziran uticaj IXN na sposobnost B16-F10 c¢elija pretretiranih subtoksicnom
dozom eksperimentalnog agensa da, u ograni¢enom vremenskom okviru od 1 h, adheriraju za
plastiku ili podlogu oblozenu proteinima vancelijskog matriksa (Matrigel®). Rezultati eseja za
kvantifikovanje adhezivnosti ¢elija su pokazali da je 48-Casovni pretretman IXN smanjio procenat
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¢elija koji je adherirao za oba tipa povrSina u sli€noj meri. Ovakav podatak je ukazao na moguci
opsti gubitak ili blokadu adhezivnih molekula u ¢elijskoj kulturi izlozenoj tretmanu (Slika 18A).

Slede¢i korak povezan sa viSestepenim procesom metastaziranja definisan je migratornim
potencijalom c¢elije. Kako bi se ispitao uticaj IXN na pokretljivost B16-F10 celija in vitro,
primenjen je test zarastanja rana. Da bi se izbegla pogreS$na interpretacija rezultata uzrokovana
citotoksi¢nos¢u agensa, test zarastanja rana je podrazumevao tretman dozama IXN koje su bile dva
1 Cetiri puta nize od utvrdene ICso doze. Rezultati su analizirani svetlosnom mikroskopijom. Kao Sto
se moze videti na Slici 18B, u poredenju sa kontrolnom kulturom gde je razmak izmedu celija bio
gotovo u potpunosti premosten nakon 48 h, tretman IXN u obe doze, IC2s i I1C125 znacajno je
smanjio sposobnost ¢elija da popune prazninu. Iz navedenog je bilo jasno da je eksperimentalni
agens inhibitorno uticao na pokretljivost ¢elija. U cilju potvrde dobijenih rezultata, migratorni
potencijal B16-F10 ¢elija dodatno je proveravan na osnovu njihove sposobnosti da migriraju kroz
pore membrane veli¢ine 8 pm u odgovoru na hemostimulus u vidu povec¢ane koncentracije FBS u
medijumu. Analiza rezultata vrSena je 24 h po zavrSetku 48-Casovnog pretretmana celija ICos
dozom IXN. Rezultati transmigracionog eseja su ocekivano potvrdili da IXN spreava migraciju
misjih ¢elija melanoma, pri ¢emu je migratornost tretiranih ¢elija bila smanjena za priblizno 50% u
poredenju sa kontrolom (Slika 18C).

Kako je invazivnost klju¢na odlika metastatskog procesa, dodatno je ispitivan uticaj IXN na
invazivni potencijal B16-F10 celija koji doprinosi njegovim metastatskim osobinama. Za razliku od
migracije koja se odnosi samo na kretanje ¢elija, invazija podrazumeva sposobnost tumorskih ¢elija
da aktivno prodru u tkiva enzimskom digestijom ECM. Membrane obloZene tankim slojem
polimerizovanog gela posluzile su za testiranje sposobnosti ¢elija melanoma da enzimski razgrade
prepreke u vidu proteina ekstracelijskog matriksa i migriraju kroz pore membrane veli¢ine 8 um ka
izvoru hemostimulusa. Celije su inkubirane 48 h u prisustvu IC2s doze terapeutika, a potom im je
dozvoljeno da tokom 12 h invadiraju kroz in vitro model ECM. Dobijeni rezultati su bili u
korelaciji sa ve¢ navedenim. Naime, sposobnost IXN pretretiranih B16-F10 ¢elija da predu barijeru
napravljenu od rekonstituisane bazalne membrane bila je 40% niZa od sposobnosti netretiranih
kontrolnih ¢elija, ¢ime je povrdeno da IXN negativno uti¢e na invazivnost ¢elija mi§jeg melanoma
(Slika 18D).
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Slika 18. IXN redukuje metastatske osobine B16-F10 ¢elija in vitro. A) Adhezivnost, B) i
C) migratornost i D) invazivnost B16-F10 celija pretretiranih IXN u trajanju od 48 h odredeni
nakon determinisanih vremenskih perioda odgovaraju¢im testovima. Rezultati (A, C i D) su
predstavljeni kao procenat kontrolne kulture gajene u medijumu, kojoj je arbitrarno dodeljena
vrednost 100%. Rezultati predstavljaju SV + SD reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta.
*p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke. Rezultat (B) je predstavljen u vidu reprezentativnih
mikrografija dobijenih na nivou svetlosne mikroskopije.

Predstavljeni rezultati nedvosmisleno pokazuju da pretretman subtoksi¢nim dozama IXN koji nema
uticaj na vijabilitet 1 proliferaciju Celija, zna¢ajno smanjuje adhezivnost, migratornost i invazivnost
B16-F10 celija, i na taj nacin redukuje metastatski potencijal ovog visoko invazivnog, metastatskog
subklona ¢elija melanoma in vitro.

4.2.2.3. IXN negativno reguliSe ekspresiju proteina relevantnih za proces metastaziranja kod
B16-F10 ¢elijske linije

Kako bi se na unutaréelijskom nivou otkrio uzrok zapaZenog gubitka metastatskog potencijala
tretiranih B16-F10 celija i ujedno potvrdili rezultati dobijeni u prethodnim eksperimentima,
ispitivan je uticaj IXN na signalne puteve relevantne za proces metastaziranja. Stoga je analizirana
ekspresija proteina koji igraju vaznu ulogu u povezivanju ¢elijske membrane sa unutarcelijskom
citoskeletnom masinerijom sa jedne strane i ECM sa druge strane, tako posreduju¢i u adheziji,
migraciji i invaziji.
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Podaci iz literature potvrduju da invazivnost tumora i migracioni potencijal celija zavisi od
angazovanja integrinskih receptora i propagacije nizvodnog signala. Komunikacija citoplazmatskih
citoskeletnih proteina sa vancelijskim matriksom reguliSe se putem intimnih kontakata specifi¢nih
adapterskih proteina koji omogucavaju njihov adekvatan odgovor na stimulaciju membranskih
receptora [237]. Da bi se ispitao uticaj IXN na odabrane proteine vazne za rearanzman citoskeleta
posredovan integrinima, B16-F10 celije su bile izloZzene ICso dozi IXN, a ekspresija proteina je
analizirana u ta¢no odredenim vremenskim intervalima (2, 6, 24 i 48 h) imunoblot metodom.
Najpre je analizirana ekspresija transmembranskog receptora integrina o-6, a potom FAK i
vinkulina koji su deo mreze proteina u oblastima fokalne adhezije, kao i Rho proteina koji povezuje
membranske receptore sa fokalnim adhezijama. Rezultati imunoblot analize ukazali su na
kontinuirano smanjenje ekspresija pomenutih molekula kod ¢elija miSjeg metastatskog melanoma
tretiranih eksperimentalnim agensom (Slika 19A, B, C i D). Pored toga, detektovana je i inhibicija
ekspresije a-SMA, proteina karakteristicnog za agresivni fenotip, u ¢elijama nakon izlaganja
testiranoj supstanci (Slika 19E). Takode je ispitivan uticaj IXN na visoko konzervisane citoskeletne
proteine, B-aktin i a-tubulin, ¢ija je ekspresija obi¢no stabilna u ¢éelijama. Kvantifikacija njihove
ekspresije u B16-F10 ¢elijama gajenim u prisustvu IXN otkrila je da ovo jedinjenje ostvaruje blagi
ili nikakav efekat na pomenute proteine. Rezultati imunoblot analize su ukazali na smanjenu
ekspresiju B-aktina samo u poslednjem vremenskom trenutku merenja u ¢elijama tretiranim IXN
(Slika 19F). Sa druge strane, buduéi da ekspresija a-tubulina nije bila promenjena tretmanom ni u
jednom vremenskom intervalu, ovaj protein je posluzio kao referentni za odredivanje ekspresije
ostalih proteina (Slika 19G). Ve¢i uticaj IXN na uzvodne proteine integrinskog signalnog puta u
odnosu na proteine citoskeletne masinerije sugeriSe da ispitivani prenilflavonoid ostvaruje svoj
antimetastatski potencijal pre deluju¢i na nivou ¢elijske membrane ili fokalnih adhezija koji su
ukljuceni u interakcije ¢elije sa unutraSnjim delom, okolinom ili pak drugom c¢elijom, nego na sam
citoskelet.

60



12 12
= |1 11
H—
z
<
£ 08 =08 4
° &
I 06 2 064
:% M
20 04 & 04 4
=
£
02 0.2
0 - - - ‘ : . 0 . - - . :
0 2 13 24 48 0 2 6 24 48
Vreme (h) Vreme (h)
12 12
1
o
= =
08 Z 08 . x
g s
& a2
2
N S 06
bt =
Q =
= =
-
204 = 04
=
02 02
0 0
0 2 6 24 48 0 2 6 24 48
Vreme (h) Vreme (h)
1,6 7 1,2
1.4 1
I
s =1 .
5 =08
4] 1 ©
2 2
o (=9
& 2
%= 03 % 06
< g
0.6 1 Z
Z 0 T % 04
f
204 A
0.2
02 4
0 0 . . . . .
0 2 6 24 48 0 2 6 24 48
Vreme (h) Vreme (h)
14 )
S — . — e 1corin 0-6
12 4
- N N S e e AR
:;3’3? 14
] — — — — — 0
% 08
£ S e s s— Vinkulin
= 06
£ O — — — o SN A
% 04
——— — a0
02
N ——— — e -1UbUlIN

=
o

6 24 48
Vreme (h)

Slika 19. IXN negativno reguliSe integrinski signalni put. Graficki prikaz denzitometrijske
kvantifikacije ekspresije A) integrina a-6, B) FAK, C) Rho, D) vinkulina, E) a-SMA, F) p-aktina,
G) a-tubulina i H) reprezentativni imunoblotovi navedenih proteina. Relativna ekspresija proteina u
B16-F10 celijama tretiranim IXN u naznaCenim vremenskim intervalima odredena je pomocu
imunoblot metode. Rezultati predstavljaju SV + SD reprezentativnog od tri nezavisna
eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke
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Posmatrajuci sve zajedno, moze se zakljuciti da opisani dogadaji na unutaréelijskom nivou u
potpunosti potvrduju prethodno dobijene rezultate, s obzirom da je ocigledno da IXN narusava
transdukciju signala posredovanu integrinskim receptorima te na taj nadin uti¢e na adhezivni,
migratorni i invazivni potencijal B16-F10 ¢elija.

4.3. Indirektan uticaj IXN — interakcija sa hemioterapijom in vitro i in vivo

4.3.1. IXN interaguje sa hemioterapijom in vitro

Nakon detaljnog ispitivanja direktnog tumoricidnog efekta IXN na celije miSjeg i humanog
melanoma, dalje istraZivanje je fokusirano na izuCavanje potencijalnih interakcija IXN sa
hemioterapijom 1 njegove sposobnosti da senzitizuje c¢elije melanoma na konvencionalne
hemioterapeutike in vitro.

U literaturi postoji obilje podataka o tome da su prenilflavonoidi sposobni da moduliraju
metabolizam 1 efikasnost konvencionalnih terapeutika. Zbog toga je bilo od interesa istraziti
potencijalni uticaj IXN na efikasnost komercijalnih hemioterapeutika koji su deo standarnih
terapijskih protokola. U tu svrhu, celijske linije misjeg (B16 i B16-F10) i humanog (A-375)
melanoma su tretirane Sirokim rasponom subtoksi¢nih doza tri konvencionalna citostatika
heterogenih mehanizama delovanja — cisplatinom, doksorubicinom i paklitakselom, posebno ili u
kombinaciji sa ICso i dve nize doze IXN. Nakon perioda inkubacije u trajanju od 48 h, vijabilitet
¢elija je odredivan CV testom, a efekti kombinovanih tretmana su procenjivani izobologram
analizom. Dobijeni rezultati u vidu konkavne izobologramske krive prilikom istovremene
aplikacije IXN i cisPt odnosno DOXO su nedvosmisleno pokazali da je tretman IXN
antagonizovao efikasnost pomenutih citostatika na sve tri ¢elijske linije, $to ukazuje na to da ovaj
prenilflavonoid ublazava njihov efekat na celije melanoma (Slika 20A 1 B). S druge strane,
kombinovani tretman IXN i PCT rezultirao je u konveksnom obliku izobologramske krive
ukazujuc¢i na postojanje snaznog sinergizma izmedu ova dva eksperimentalna agensa. Na taj nain
je testirani derivat hmelja uspeo da ucini ¢elije melanoma osetljivim na tretman subtoksi¢nim
dozama pomenutog konvencionalnog hemioterapeutika, pri ¢emu je efekat senzitizacije uocen na
svim testiranim c¢elijskim linijama melanoma (Slika 20C). Dodatno, izobologram konstruisan na
osnovu paralelnog tretmana IXN i PCT na A-375 ¢elijskoj liniji pokazivao je specifi¢nu sliku: pri
paralelnoj upotrebi niskih doza pomenutih supstanci kao ishod se pojavljuje konveksna kriva koja
sugeriSe sinergisticki efekat i povecanje osetljivosti A-375 Celija na PCT, dok se kao rezultat
kombinacije visokih doza na izobologramu uocava aditivan efekat izmedu ispitivanih agenasa.

Iz opisanih eksperimenata moze se =zaklju¢iti da IXN poseduje izvanredan potencijal da

neselektivno povecava osetljivost sve tri Celijske linije melanoma na konvencionalnu terapiju
paklitakselom in vitro, ali ne i cisplatinom i doksorubicinom.
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Slika 20. IXN interaguje sa konvencionalnim hemioterapeuticima in vitro. Efekat
kombinovanog tretmana IXN sa A) cisPt, B) DOXO i C) PCT na ¢elijskim linijjama misjeg (B16 1
B16-F10) i humanog (A-375) melanoma nakon 48 h odreden je analizom izobolograma i
predstavljen izobologramskim krivama. Prikazani su reprezentativni rezultati jednog od tri
nezavisno izvedena eksperimenta. F.I.C. = 1 se smatra aditivnim efektom; F.1.C. > 1 se smatra
antagonizmom; F.1.C < 1 se smatra sinergizmom.

4.3.2. IXN u kombinaciji sa PCT suprimira rast melanoma in vivo na singenom modelu
misjeg solidnog melanoma

Nakon $to je in vitro studijom dokazan snazan potencijal IXN u inhibiciji rasta melanoma kao i
njegov kapacitet da senzitizuje B16 ¢elije melanoma na tretman PCT, sprovedena je in vivo studija
0 njegovom efektu na rast pomenutog tipa kancera i efikasnost hemioterapije PCT na singenom
modelu misjeg solidnog melanoma. U tu svrhu, miSevima soja C57BL/6 subkutano je ubrizgana
suspenzija B16 ¢elija. Deset dana po indukciji tumora, kada su isti postali palpabilni, otpoceto je sa
intraperitonealnim davanjem tretmana, a eksperiment je okoncan dvadesetog dana nakon
inokulacije ¢elija u Zivotinje. Predstavljeni eksperimentalni dizajn omogucio je ispitivanje
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terapeutskog efekta IXN primenjenog samog i u kombinaciji sa subtoksicnom dozom PCT. U¢inak
tretmana procenjivan je merenjem volumena tumora zivotinja. Kao §to se vidi na Slici 21A, sam
PCT primenjen u dozi koja je definisana kao subtoksi¢na, kako se i ocekivalo nije pokazao
znacajan uticaj na redukciju volumena tumora kod zivotinja koje su primale ovaj tretman. Sa druge
strane, kod miSeva koji su tretirani IXN ili kombinacijom IXN i PCT, rast tumora bio je vidno
suprimiran. Naime, aplikacija IXN u koncentraciji od 20 mg/kg jeste smanjila zapreminu tumora
kod C57BL/6 miSeva ali bez statistic¢ke znacajnosti (p=0,055 u poredenju sa kontrolom). Medutim,
redukcija volumena tumora u grupi izloZenoj kombinovanom tretmanu IXN i subterapeutske doze
PCT dostigla je statisticku znac¢ajnost i to u poredenju sa kontrolom (p=0,036) i sa grupom Zivotinja
tretiranom samim PCT (p=0,012). Ovakav podatak bez sumnje je u in vivo sistemu potvrdio
prethodno dokazan snazan hemosenzitizujuéi potencijal ispitivanog prenilflavonoida i postojanje
sinergistickog efekta izmedu IXN i PCT in vitro.

Takode, tokom 20 dana, pracena je i uporedivana kinetika rasta tumora izmedu grupa zivotinja.
Merenjem veli¢ina melanoma u tacno definisanim vremenskim intervalima nisu primecene razlike
U rastu tumora izmedu kontrolne 1 grupe tretirane PCT, dok su bile jasno vidljive izmedu kontrolne
i grupa koje su primale IXN pojedinacno i u kotretmanu sa PCT (Slika 21B).
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Slika 21. IXN samostalno i u kombinaciji sa PCT suprimira rast melanoma in vivo na
singenom modelu misjeg solidnog melanoma. A) VVolumeni tumora (mm?) izmereni su 20. dana
nakon inokulacije B16 ¢elija u C57BL/6 miSeve 1 10 dana od pocetka naznacenih tretmana
(6 zivotinja po grupi). Vrednost p < 0,05 je statisti¢ki znac¢ajna. B) Kinetika rasta tumora u razlicito
tretiranim grupama Zivotinja pra¢ena tokom 20 dana. Volumen tumora (mm?®) meren je kaliperom u
tatno definisanim vremenskim intervalima 1 predstavljen kao srednja vrednost (SV) veliCine
tumora po grupi od 6 Zivotinja + SD.

Sumarno, IXN poseduje sposobnost da samostalno inhibira rast solidnog melanoma ali i da
statisti¢ki znacajno povecava efikasnost PCT in vivo.

S obzirom da je na pocetku studije pokazano da IXN ne ispoljava toksican efekat na normalnim za
razliku od tumorskih ¢elija in vitro, od interesa je bilo proveriti da li ispitivano jedinjenje dovodi do
akutne toksi¢nosti in vivo. U tu svrhu su formirane dve grupe Zivotinja, kontrolna i ona u kojoj su
misevi jednokratno tretirani visokom dozom IXN. Imajuéi u vidu da se kod nekih osoba IXN moze
konvertovati u 8-PN u crevima, izostavljena je oralna primena i eksperimentalni agens je aplikovan
intraperitonealno. Zbog rastvorljivosti i dozvoljene koncentracije DMSO, IXN je primenjen u
jednoj dozi od 200 mg/kg. Dodatni razlog za odabir ove doze je bio taj §to je ona bila ekvivalentna
ukupnoj koli¢ini IXN koja je data zivotinjama u gore opisanom in vivo eksperimentu na solidnom
modelu melanoma. Tokom narednih 14 dana posmatranja nisu primeceni vizuelni znaci toksic¢nosti
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kod tretiranih Zivotinja kao §to su gubitak telesne tezine, promene na kozi ili u ponasanju, opadanje
dlake i znaci gastrotoksi¢nosti (dijareja, povracanje). StaviSe, stopa prezivljavanja tokom ovog
tretmana bila je 100%, $to sve zajedno ukazuje na odsustvo akutnog toksi¢nog efekta IXN in vivo.

4.3.3. IXN suprimira formiranje pluénih metastaza in vivo na singenom modelu misjeg
metastatskog melanoma

Budu¢i da je pokazano da IXN redukuje metastatski potencijal B16-F10 celija in vitro kao i da
suprimira rast melanoma in vivo na solidnom modelu melanoma, od interesa je bilo ispitati
antimetastatski potencijal eksperimentalnog agensa in vivo, na singenom modelu misjeg
metastatskog melanoma. Kako bi se ispitao uticaj IXN na razvoj metastaza in vivo, suspenzija
B16-F10 ¢elija je intravenski ubrizgana u repnu venu C57BL/6 miseva. Posledi¢na kolonizacija
pluéa sa ciljem formiranja pluénih metastatskih nodusa trajala je 2 dana, nakon cega je zapocet
dnevni tretman dozom 20 mg/kg IXN koji je primenjivan tokom 18 uzastopnih dana. Korisc¢ena je
doza koja se pokazala efikasnom u solidnom modelu melanoma. Trajanje tretmana bilo je
definisano ¢injenicom da je izabrani period bio optimalan za razvoj metastaza nakon indukcije
bolesti odredenim brojem ¢elija melanoma [238]. Dvadeset prvog dana od inokulacije celija,
zivotinje su zrtvovane, a ucinak tretmana je procenjivan brojanjem metastatskih ¢vorova na
plu¢ima. Kao §to je prikazano na Slici 22A, broj metastatskih nodusa na plué¢ima zivotinja izloZenih
eksperimentalnom jedinjenju duze od 2 nedelje bio je znacajno manji u poredenju sa istim kod
netretiranih Zivotinja. StaviSe, srednja vrednost ukupnog broja metastaza na pluéima svih
kontrolnih zivotinja iznosila je 85, dok je u grupi zivotinja tretiranih IXN taj broj od 26
metastatskih ¢vorova bio €ak tri puta manji. Ova razlika u broju metastaza na plu¢ima kontrolnih 1
zivotinja tretiranih IXN jasno je ukazala na inhibiciju razvoja pulmonalnih metastaza od strane
testiranog prenilflavonoida. Dodatno, fotografije plu¢a izolovanih iz miSeva grupe koja je primala
terapiju IXN jasno pokazuju da je u samo dve od osam zivotinja broj metastatskih Zarista bio je u
opsegu vrednosti zabeleZenih u kontrolnoj grupi. Plu¢a ostalih 6 Zivotinja posedovala su znatno
manji broj metastaza (Slika 22B). Osim toga, u kontrolnoj grupi su kod dve zivotinje pronadene
metastaze na jetri, a kod jedne u peritoneumu.
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Slika 22. IXN suprimira formiranje plu¢nih metastaza in vivo na singenom modelu misjeg
metastatskog melanoma. A) Broj metastatskih nodusa na plu¢ima odreden je 21. dana nakon
inokulacije B16-F10 c¢elija u C57BL/6 miSeve i 18 dana od pocetka tretmana IXN (8 zivotinja po
grupi). Vrednost p < 0,05 je statisticki zna¢ajna. B) Fotografije plu¢a sa metastazama izolovanih iz
kontrolne i grupe zivotinja tretiranih IXN.
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U cilju detaljnije analize uticaja IXN na formiranje metastaza in vivo i dobijanja uvida na nivou
tkiva, kriopreseci izolovanih plu¢a sa metastatskim nodusima su analizirani svetlosnom
mikroskopijom. Mikroskopska analiza obojenih histoloskih preparata je pokazala da je prethodno
uocena razlika u broju metastatskih ¢vorova bila pra¢ena smanjenim pre¢nikom nodusa u grupi
koja je tretirana IXN (Slika 23). Stavise, u kontrolnoj grupi je detektovana bogata vaskularizacija
metastatskih zariSta, dok kod Zivotinja tretiranih eksperimentalnim terapeutikom ovaj fenomen nije
primecen.

Kontrola

Slika 23. IXN smanjuje broj i veli¢inu pluénih metastaza in vivo. Kriopreseci plu¢a izolovanih
iz Zivotinja 21. dana nakon inokulacije B16-F10 ¢elija u C57BL/6 miSeve i1 18 dana od pocetka
tretmana IXN, obojeni su H&E i evaluirani na nivou svetlosne mikroskopije (orig. uveli¢anje 5x,
skala — 400 um). Predstavljene su reprezentativne mikrografije kriopreseka plu¢a izolovanih iz
kontrolne i grupe Zivotinja tretiranih IXN.

Dalje je, uz smanjen broj i pre€nik metastatskih zarista, ispitivano postojanje potencijalnih promena
u ekspresiji specifi¢nih proteina koji odrazavaju metastatske osobine. Metodom imunohistohemije
na parafinskim presecima pluc¢a sa metastazama izolovanih iz Zivotinja analizirane su ekspresije
HMGBL1 i S100 proteina na nivou svetlosne mikroskopije, dok je u cilju detekcije ekspresije Ki-67
markera proliferacije koriS¢eno imunofluorescentno bojenje. Kao Sto se vidi na Slici 24, ekspresija
HMGBL1 proteina u nukleusima c¢elija pluénih metastaza nakon tretmana Zivotinja IXN bila je
zna€ajno umanjena u poredenju sa kontrolnim zivotinjama, §to ukazuje na smanjeni maligni
potencijal ovih ¢elija. S druge strane, pojacana ekspresija proteina S100 zapazena u Celijama
pluénih metastaza koja je bila pra¢ena njihovim sticanjem vretenastog oblika i niskom ekspresijom
proliferativnog markera Ki-67, potvrdila je diferencijaciju metastatskih Celija u smeru manje
invazivnog fenotipa kao odgovor na tretman IXN (Slika 24).
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Slika 24. TXN utic¢e na fenotip metastatskih B16-F10 ¢elija in vivo. Ekspresija molekularnih
markera u parafinskim presecima pluca izolovanih iz zivotinja 21. dana nakon inokulacije B16-F10
¢elija u C57BL/6 miSeve i 18 dana od pocetka tretmana IXN, evaluirana je na nivou svetlosne
mikroskopije (HMGB1 i S100) odnosno fluorescentne mikroskopije (Ki-67) (orig. uveli¢anje 200%,
skala — 200 pm). Predstavljene su reprezentativne mikrografije parafinskih preseka pluca
izolovanih iz kontrolne i grupe zZivotinja tretiranih IXN.

Dakle, broj i veli¢ina metastatskih ¢vorova u pluéima Zivotinja izlozenih IXN bili su znacajno
smanjeni, §to jasno ukazuje na to da IXN ostvaruje snazan antimetastatski potencijal in vivo.
Takode se moZe zakljuciti da, pored efikasnosti u supresiji formiranja plu¢nih metastaza, testirano
prirodno jedinjenje uti¢e i na fenotip metastatskih B16-F10 c¢elija in vivo, dovodeé¢i do njihove
diferencijacije u smeru manje invazivne forme.

Paralelno je uradena i semikvantitativna analiza biohemijskih parametara u urinu Zivotinja, da bi se
utvrdilo da li testirano jedinjenje poseduje toksi¢na svojstva. Urin kontrolnih i zivotinja tretiranih
eksperimentalnim agensom je sakupljan nultog 1 21. dana po inokulaciji tumorskih ¢elija u
Zivotinje, a biohemijski parametri su odredivani pomocu Multistix 10 SG test traka (Tabela 5).
Analiza nultog dana inokulacije B16-F10 celija u miSeve i na dan Zrtvovanja ukazala je na
povecano prisustvo proteina. Medutim, posSto je proteinurija fenomen koji je opSteprisutan kod
zdravih miSeva, ne moze se smatrati pokazateljem toksi¢nosti [239]. Sa druge strane, na dan
zrtvovanja kod Zivotinja iz kontrolne grupe, ali ne 1 kod miSeva tretiranth IXN, zabeleZeno je
prisustvo leukocita u tragovima, $to moZze biti posledica inflamatornog procesa u urogenitalnom
traktu usled razvoja bolesti, a do ¢ega nije doslo u sluc¢aju primene eksperimentalnog leka. Takode,
primecen je povecan nivo bilirubina u urinu kontrolnih Zivotinja $to moze da ukaZe na oStecenje
funkcije jetre, dok je vrednost ovog, zajedno sa svim ostalim ispitivanim biohemijskim
parametrima urina (glukoza, ketoni, specificna tezina, eritrociti, pH, urobilinogen i nitriti) u
tretiranoj grupi ostala nepromenjena u odnosu na vrednosti izmerene nultog dana indukcije bolesti.

S obzirom da su biohemijski parametri urina Zivotinja tretiranth IXN bili u referentnom okviru 1
nepromenjeni nakon 21 dana od indukcije tumora, moze se zakljuciti da ispitivana supstanca nije
toksi¢na za eksperimentalne zivotinje. Takode je vazno napomenuti da nakon primene IXN nisu
uoceni vizuelni znaci toksi¢nosti na osnovu indikatora kao Sto su opSta nelagodnost, oslabljeno
kretanje, promenjeno ponasanje, gubitak dlake, promene telesne mase ili dijareja 1 povracanje kao 1
da nije primecen mortalitet.
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Tabela 5. Biohemijski parametri urina kontrolnih i Zivotinja tretiranih IXN izmereni nultog i
21. dana od inokulacije B16-F10 ¢elija u C57BL/6 miseve

0.dan 21.dan

Obe grupe Kontrola IXN
Glukoza (mmol/1) / / /
Bilirubin (umol/1) 23,17+14,37 70,00+ 0,00 21,50+ 9,00
Ketoni (mmol/l) 40+ 3,58 3,0+£3.8 /
Specifi¢na tezina 1,028 £0,000  1,029+0,003 1,030+ 0,000
Krv (~Ery/ul) / / /
pH 6,1+0,.2 6,3+£0,3 6,4+0,5
Proteini (g/1) 0,23 +0,08 0,26 + 0,07 0,11 +£0,14
Urobilinogen (umol/l) / / /
Nitriti / / /
Leukocitna esteraza (Leu/pl) / 11,25 £7,50 /

*Rezultati predstavljaju SV + SD

4.3.4. IXN potentnije suprimira formiranje plu¢nih metastaza in vivo u poredenju sa
kombinovanim tretmanom sa PCT na singenom modelu miSjeg metastatskog melanoma

Dosada$nje studije o interakcijama IXN sa konvencionalnim hemioterapeuticima ukazale su na
izvanredan potencijal ovog derivata hmelja da senzitizuje B16 ¢elije na subtoksi¢ne doze PCT
invitro kao i in vivo na modelu mi§jeg solidnog melanoma. Takode je pokazano da testirani
flavanon deluje neselektivno na celijske linije melanoma, povecavajuci osetljivost B16-F10
metastatske linije na konvencionalnu terapiju paklitakselom in vitro. Imajuci u vidu sve navedeno,
bilo je zanimljivo ispitati reproducibilnost in vitro rezultata na B16-F10 ¢elijama u in vivo sistemu
na modelu misjeg metastatskog melanoma i uporediti ih sa onima dobijenim na in vivo solidnom
modelu melanoma.

Eksperimentalna postavka bila je ista kao i prilikom ispitivanja uticaja samostalno primenjenog
IXN na razvoj plu¢nih metastaza, sa razlikom postojanja dodatnih grupa tretiranih samim PCT 1
kombinacijom IXN i subtoksi¢ne doze ovog hemioterapeutika. Eksperimentalni uslovi (doze, nacin
aplikacije, rezim tretiranja po danima) bili su identi¢ni onima na subkutanom in vivo modelu
melanoma, sa razlikom u vremenu ukupnog trajanja tretmana koje je u ovom eksperimentu bilo
18 dana. Nakon 21 dana od intravenske inokulacije B16-F10 ¢elija, miSevi su zrtvovani, a pluca
svih Zzivotinja hirurSki izolovana. Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 25A na kojoj je
predstavljeno poredenje brojnosti metastatskih nodusa na plu¢ima Zivotinja svih grupa. Slicno
rezultatima na solidnom modelu melanoma, tretman subotoksi¢cnim dozama PCT nije doveo do
znacajne supresije formiranja metastaza na plu¢ima, u poredenju sa kontrolnom grupom. Dalje,
uoceni inhibitorni efekat samog IXN na razvoj pluénih metastatskih ZariSta potvrdio je rezultat
prethodnog in vivo eksperimenta na metastatskom modelu melanoma. Medutim, nasuprot
fenomenu uocenom na solidnom modelu melanoma, gde je kotretman IXN i PCT bio efikasniji od
pojedinacnog tretmana IXN, na metastatskom modelu melanoma situacija je bila obrnuta. Naime,
iako je kod obe grupe miSeva, tretirane posebno IXN i u kombinaciji sa PCT, izmereni broj
metastatskih nodusa na plu¢ima bio manji u odnosu na kontrolnu grupu, statisticka znacajnost je
ustanovljena samo u grupi zivotinja koje su primale sam IXN. Na fotografijama pluca Zivotinja
kontrolne grupe moze se videti da su ona bila potpuno deformisana masivnim metastatskim
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¢vorovima, $to se, doduse u manjoj meri, moglo uociti i kod Zivotinja tretiranih PCT. Za razliku od
kontrole, na plu¢ima Zivotinja koje su primale IXN ili kombinovani tretman uocen je, ne samo
manji broj, ve¢ i manji dijametar metastaza (Slika 25B).
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Slika 25. IXN potentnije suprimira formiranje plué¢nih metastaza in vivo u poredenju sa
kombinovanim tretmanom sa PCT na singenom modelu miSjeg metastatskog melanoma.
A) Broj metastatskih nodusa na plu¢ima odreden je 21. dana nakon inokulacije B16-F10 ¢elija u
C57BL/6 miseve i 18 dana od pocetka naznadenih tretmana (8 Zzivotinja po grupi). Vrednost
p < 0,05 je statisticki znacajna. B) Fotografije plu¢a sa metastazama izolovanih iz naznacenih grupa
Zivotinja.

Porede¢i rezultate dobijene na solidnom i metastatskom modelu melanoma in vivo moze se
zakljuciti da je u metastatskom, za razliku od solidnog modela, samostalna terapija IXN pozZeljnija
od kombinovanog tretmana IXN i PCT. Takode, moze se pretpostaviti da je razlika u ponaSanju
metastatskih ¢elija u odnosu na njihove primarne pandane prepoznata kao odgovorna za razliCit
odgovor na terapiju. Ovakav podatak bi mogao i¢i u prilog hipotezi da solidni i metastatski oblik
istog tipa tumora zahtevaju razliCitu terapiju.

4.3.5. Pretretman IXN potencira delovanje PCT i suprimira formiranje plu¢nih metastaza
in vivo

Prethodno je pokazano da IXN redukuje metastatski potencijal B16-F10 ¢elija in vitro, §to se
ogledalo u njihovom smanjenom klonogenom potencijalu, adhezivnosti, migratornosti i
invazivnosti, kao i da testirano prirodno jedinjenje utice na fenotip ovih ¢elija in vivo dovodeci do
promena u ekspresiji odredenih biomarkera. Iz toga je izveden zakljucak da eksperimentalni
prenilflavonoid dovodi do diferencijacije metastatskih, visoko invazivnih B16-F10 ¢elija u smeru
manje invazivnog fenotipa. To je navelo na razmisljanje da bi kombinovani tretman IXN i PCT
mogao da bude znacajno efikasniji ukoliko bi celije bile pretretirane IXN odredeni vremenski
period, a potom izlozene PCT. U cilju ispitivanja ove hipoteze, dizajn in vivo eksperimenta se u
odnosu na prethodni razlikovao samo u drugacijem vremenskom rezimu primene dva agensa, dok
su doze i nacini aplikacije ostali nepromenjeni. Naime, celokupan tretman Zivotinja koje su primale
kombinovanu terapiju u ovom eksperimentu trajao je 18 dana, od cega je prvih 7 dana IXN
aplikovan samostalno i svakodnevno, a potom je dodatno ukljuena subtoksi¢na doza
hemioterapeutika svaki drugi dan. Referentne grupe su tretirane ili IXN svakodnevno 18 dana ili
PCT pocev od 7. dana tretmana svaki drugi dan. Po zavrSetku i.p. terapije, Zivotinje su Zrtvovane,
pluca su izolovana, a uinak svakog tretmana ponaosob je procenjivan brojanjem metastatskih

69



¢vorova na plu¢ima. Rezultati predstavljeni na Slici 26A, ukazali su na ocekivan izostanak efekta
subterapeutske doze PCT primenjenog samostalno od 7. dana od pocetka tretmana na supresiju
formiranja metastaza na plu¢ima, u poredenju sa kontrolnom grupom. Sa druge strane, tretman
samim IXN uspesno je doveo do statisticki znaajnog smanjenja broja plu¢nih metastatskih nodusa
u tretiranim Zivotinjama u odnosu na netretirane, ¢ime je jo§ jednom bez sumnje potvrden njegov
izuzetan inhibitorni efekat na razvoj metastaza in vivo. Zanimljivo, razlika u odnosu na rezultate
prethodnog in vivo eksperimenta na metastatskom modelu melanoma kada su IXN i PCT davani
paralelno, ogledala se u postojanju znatno vece efikasnosti kombinovane terapije istim agensima
davanim u druga¢ijem vremenskom rezimu. Stavise, ne samo da je kombinovani tretman doveo do
statisticki znaCajne supresije razvoja plu¢nih metastatskih ZariSta u odnosu na kontrolu nego je,
primenjen u ovom vremenski definisanom rezimu, bio efikasniji i od pojedina¢nog tretmana IXN.
Pored toga, na Slici 26B jasno se moze uociti da je broj metastaza na plu¢ima zivotinja tretiranih
posebno IXN i u kotretmanu sa PCT znatno manji u odnosu na kontrolnu grupu, pri ¢emu su
metastatski nodusi manjeg dijametra u grupi zivotinja tretiranih kombinacijom dva testirana
terapeutika u odnosu na sve ostale grupe.
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Slika 26. Pretretman IXN ¢ini da kombinovani tretman IXN i PCT potentnije suprimira
formiranje plu¢nih metastaza in vivo u poredenju sa samim IXN na singenom modelu misjeg
metastatskog melanoma. A) Broj metastatskih nodusa na plu¢ima odreden je 21. dana nakon
inokulacije B16-F10 ¢elija u C57BL/6 miseve i 18 dana od pocetka tretmana IXN (8 Zivotinja po
grupi). Vrednost p < 0,05 je statisticki zna¢ajna. B) Fotografije plu¢a sa metastazama izolovanih iz
naznacenih grupa Zivotinja.

Uradena je 1 semikvantitativna analiza biohemijskih parametara urina Zivotinja u uzorcima
sakupljanim na pocetku, sredini i na kraju eksperimenta (Tabela 6). Kao i u prethodnim in vivo
ogledima, kod Zivotinja tretiranih samim IXN ili kombinovanim tretmanom sa PCT vrednosti
ispitivanih biohemijskih parametara urina izmerene tokom eksperimenta nisu odstupale od
referentnih niti su se razlikovale u odnosu na iste odredene nultog dana indukcije bolesti. Stoga se
moze jo§ jednom pouzdano zakljuciti da ispitivana supstanca, aplikovana u samostalnoj formi ili u
kombinaciji sa PCT, nije toksi¢na za eksperimentalne Zivotinje.
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Tabela 6. Biohemijski parametri urina kontrolnih i tretiranih Zivotinja izmereni nultog, 9-og i
18-0g dana od inokulacije B16-F10 éelija u C57BL/6 miseve

Inokulacija Tretman Grupa Gilukoza Bilirubin Kctoni Specificna Kry pH Proteini Urobilinogen Nitriti Leukocitna Hsteraza
dan dan mmol/l pmol] mmol/] tezina ~Lryipl gl umolil Lew/ul
0. dan 0. dan Sve 2,50=2,61 5392+2046 1,21+1,01 1,030 +0,000 i 6,0=0,1 0,20+ 0,10
Kontrola 1,00-224 70,00 = 0,00 1,101 0,55 1,030 £ 0,000 i 6,303 0.15 £ 0,00
51 5 PCT:um 3,00-2,74 630011565 1,10L0,55 1,029 10,002 / 6,000 0,18 10,07
. dan .aan
IXN { 70,00 — 0,00 1,2510,50 1,030 L 0,000 / 6,000 0.15 1 0,00
IXN/PCTraw 2,502,809  70,00-0,00 1001058 1,03010,000 / 6,000 0,15 10,00
Kontrola 1,25-2,50  70,00-0,00 1004058 1,030 +L0,000 / 6,000 0,11 £0,08
PCTrn 1.00=-224 56,00+ 19.17 1,10+055 1,026+ 0,005 / 6.0+0,0 0,18 + 0,07
18. dan 17. dan
IXN 250-2.89  61,25+17,50 250+ 1,78 1,030+ 0,000 / 6.0+0,0 0,23 +0,09
IXNPCTw  6,25—6,29 70,00 — 0,00 188+ 149 1,030 + 0,000 / 6.0+0,3 0,19 +0,07

*Rezultati predstavljaju SV = SD

Kao zaklju¢ak moZe se bez sumnje rec¢i da je postavljena hipoteza opravdana i da je, u skladu sa
dobijenim podacima in vitro, u in vivo eksprimentalnoj postavci uocen jasan potencijal IXN da
dovede do diferencijacije B16-F10 ¢elija. Na taj nacin je pretretman IXN ucinio subterapeutsku
dozu PCT visoko efikasnom i omogucio da kombinovani tretman potentnije suprimira formiranje
pluénih metastaza in vivo u poredenju sa samim IXN na singenom modelu misjeg metastatskog
melanoma.
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5. Diskusija



Maligni melanom predstavlja najagresivniji tip kancera koze ¢ija pojava korelira sa vrlo loSom
prognozom. Usled inicijalne ili steCene rezistencije i1 brojnih neZeljenih dejstava, terapijske
moguénosti za metastatski melanom su priliéno ograni¢ene. Novi vidovi leCenja primenjivani u
poslednjoj deceniji, doveli su do rasta medijane prezivljavanja pacijenata sa metastazama
melanoma na 20 — 30 meseci, $to je najbolja ilustracija kriterijuma koji se smatraju prihvatljivim
kada se procenjuje uspesnost terapijskih protokola [63]. Sumirajuci sve navedeno, nijedan pristup u
terapiji melanoma do sada nije sustinski dao zadovoljavajuée rezultate. Imajuéi u vidu da je ovaj tip
kancera koze udruzen sa visokom stopom smrtnosti, otkri¢e novih agenasa sa potencijalom da
zaustave rast melanoma kao i inovativnih pristupa u kreiranju terapeutskih protokola, sve je
atraktivnije polje istrazivanja.

Prirodni proizvodi poreklom iz biljaka predstavljaju bogat izvor jedinjenja sa antitumorskim
potencijalom [81,82]. Takode, prirodne komponente se od davnina koriste u kombinaciji sa raznim
vidovima konvencionalne terapije u cilju smanjenja nezeljenih efekata povezanih sa terapijom,
ublazavanja simptoma uzrokovanih primarnom boles¢u ili direktnog potenciranja antitumorskih
efekata lekova, a sve u cilju podizanja kvaliteta Zivota pacijenata [76]. U protekle dve decenije,
ispitivana su svojstva oko stotinu razli¢itih flavonoida u potencijalnoj terapiji melanoma, primenom
razli¢itih in vitro ili in vivo modela. Poslednjih godina brojne nau¢ne publikacije podrzavaju
povoljne antikancerske osobine prenilflavonoida [92,142]. Najvise prou¢avan medu njima je XN.
Kako je ovo jedinjenje elektrofil i podleze ciklizaciji u gastrointestinalnom traktu gde se u velikoj
meri pretvara u IXN [119], paznja se sve viSe usmerava na antitumorska svojstva drugopomenutog
jedinjenja. Sa druge strane, 8-PN, demetilovani derivat IXN, ne nastaje abiotskom transformacijom
ve¢ je njegova konverzija iz IXN zavisna od mikrobioma osobe. Shodno tome, IXN je nutritivno
najvazniji biljni fenol ove grupe jedinjenja [143,158].

Obilje podatka u literaturi o antitumorskom svojstvu IXN ukazalo je na potencijalni znacaj ovog
prenilflavonoida u le¢enju melanoma. U studiji obuhvacenoj ovom doktorskom disertacijom
pokazan je znacajan efekat IXN u suzbijanju rasta melanoma in vitro na paleti ¢elijskih linija
razli¢itih karakteristika, porekla 1 stepena invazivnosti, nakon ¢ega su isti potvrdeni u solidnom 1
metastatskom modelu pomenute bolesti in vivo. Takode, vazan aspekt istrazivanja odnosio se na
ispitivanje  mogucnosti  kombinovanja ovog prirodnog proizvoda sa komercijalnim
hemioterapeuticima koji su deo standardne terapije, sa akcentom na definisanje interakcija i
kreiranje protokola koji bi podigli efikasnost postojecih tretmana.

Ispitivanje antitumorskog potencijala IXN 1 njegovo poredenje sa parentalnim jedinjenjem XN 1
derivatom 8-PN vrseno je na celijskim linijjama misjeg (B16 i B16-F10) i humanog (A-375)
melanoma. Kolorimetrijski testovi citotoksi¢nosti ukazali SU na snaZan potencijal svih testiranih
prenilflavonoida u suzbijanju rasta ¢elijskih linija melanoma in vitro. Naime, izlaganje ¢elija IXN
izazvalo je dozno-zavisan pad vijabiliteta testiranih ¢éelija, sa ICso vrednostima u mikromolarnom
opsegu, Sto je bilo u skladu sa prethodno opisanim antikancerskim dejstvom ispitivanog jedinjenja
na brojnim tumorskim ¢elijskim linijjama [142,159,165,166,168-170,182,183]. Manja osetljivost
B16-F10 celijske linije u odnosu na druge dve linijje melanoma moze se objasniti upravo
karakteristikama same linije koja je izolovana iz metastatskog klona i poseduje izrazit proliferativni
potencijal. S druge strane, tretman IXN, ¢ak i u izuzetno visokim dozama, nije narusio vijabilitet
primarnih makrofaga izolovanih iz peritoneuma miSa, ukazuju¢i na izraZenu selektivnost za maligni
fenotip. Ovaj podatak bio je u saglasnosti sa brojnim in vitro studijama gde je potvrdeno odsustvo
toksicnog efekta testiranog prenilflavonoida na netumorske celije, kao Sto su primarni hepatociti
pacova, epitelne Celije creva pacova, embrionski fibroblasti miSa, humane epitelne ¢elije pupcane
vene, humani fetalni hepatociti i humane epitelne éelije Zeluca [163,164,167].

Indukcija apoptoze se nalazi u osnovi antitumorske aktivnosti mnogih prirodnih jedinjenja
[159,161,166,170,173,193,194,240,241]. Tako je, na primer, IXN ispoljio direktan citocidni efekat
na celijama kancera kolona (Ca-Co [166] i SW620 [161]) i kancera dojke (Sk-Br-3) [159]. U
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skladu sa tim, analizom ekspresije molekula koji se smatraju medijatorima procesa apoptoze, isti je
potvrden i na unutracelijskom nivou u sve tri testirane linije melanoma nakon tretmana
eksperimentalnom supstancom. Iako su u vecini in vitro studija XN i IXN indukovali apoptozu
posredovanu kaspazama [142,161,242], tretman B16 i A-375 ¢elija melanoma IXN nije bio pracen
povec¢anom aktivno$éu ovih enzima. Premda kaspaze predstavljaju vazne medijatore apoptoze,
poznato je da se ovaj tip Celijske smrti mozZe odigrati i bez njihovog ucesca [232]. Sli¢no tome, u
PC3 1 DU145 ¢elijama kancera prostate opisana je smrt ¢elija nezavisna od aktivacije kaspaza, ali
je po svim karakteristikama odgovarala programiranoj celijskoj smrti tipa II tj. ¢elijskoj smrti
autofagijom [168]. Suprotno ovome, autofagija detektovana u B16 i A-375 celijama nakon
tretmana eksperimentalnim agensom IXN, okarakterisana je kao citoprotektivna. Imajuci u vidu da
je u ovoj studiji takode pokazano da je tretman c¢elija humanog melanoma IXN rezultirao
smanjenom stopom produkcije unutracelijskog NO, osetljivost A-375 ¢elija na indukciju apoptoze
moze se pripisati upravo smanjenom nivou ovog molekula, s obzirom da je NO endogeni faktor
rasta navedene Celijske linije [243]. Saglasno tome, brojni radovi su pokazali da deplecija endogeno
proizvedenog azot-monoksida inhibira proliferaciju melanoma i promovise apoptozu [243-245].

Dok je u osnovi citocidnog dejstva IXN na B16 i A-375 ¢elije bila programirana ¢elijska smrt tipa |
nezavisna od aktivacije kaspaza, a autofagija je bila isklju¢ivo citoprotektivnog karaktera, na
visoko invazivnoj B16-F10 celijskoj liniji tretman IXN rezultirao je kombinovanom indukcijom
programirane Celijske smrti tipa I i II — apoptozom i autofagijom. Efekat indukcije apoptoze na ovoj
visoko metastatskoj liniji bio je skoro ekvivalentan onom izrazenom na A-375 ¢elijskoj liniji, a veéi
u odnosu na B16 ¢elije, $to se moglo i oCekivati s obzirom da se radi o dvema invazivnim linijama
melanoma. Nedavno je u jednoj studiji pokazano da IXN dovodi do povecanja kaspazne aktivnosti
u SW620 c¢elijama kancera kolona indukujuci apoptozu [161]. Saglasno tome, pojacana aktivnost
egzekutorskih proteaza otkrivena je u B16-F10 ¢elijama nakon 48-¢asovne inkubacije sa IXN. Ipak,
ovaj rezultat bio je u suprotnosti sa prethodno detektovanom apoptozom neposredovanom
kaspazama u njegovom nemetastatskom pandanu, B16 ¢elijama. Stoga bi intenzivirana aktivnost
pomenutih proteaza u B16-F10 ¢elijskoj liniji melanoma mogla biti posledica drugacije uloge ove
porodice enzima u procesima povezanim sa kancerom. Naime, dobro je poznato da kaspaze nisu
vazne samo za izvrSavanje procesa apoptoze, a sve veci broj dokaza ukazuje na viSestruke funkcije
ovih enzima izvan okvira apoptotskog programa. Tako kaspaze imaju znacajnu ulogu i posreduju u
drugim brojnim procesima kao §to su inflamacija, piroptoza, nekroptoza, diferencijacija tkiva,
regeneracija, transformacija fenotipa, unutracelijska komunikacija kao i medusobna interakcija
apoptoze i autofagije [232,246]. Osim toga, ¢ini se da tretman IXN dovodi do destruktivne
autofagije u B16-F10 celijama, dok je kod manje invazivnog fenotipa, B16 c¢elija, primeceno
suprotno ponaSanje gde je, kako je ve¢ pomenuto, autofagija izazvana delovanjem
eksperimentalnog prenilflavonoida bila iskljucivo citoprotektivnog karaktera. Osnovu razli¢itog
odgovora ¢elija manje 1 viSe invazivne forme istog tipa kancera na tretman IXN mozemo traziti u
razli¢itim unutarcelijskim karakteristikama svake celijske linije ponaosob. Autori jednog
istrazivanja su utvrdili da je vreme udvostru¢avanja B16-F10 subklona bilo kra¢e od onog kod
njegovog manje agresivnog pandana, i da su subklonovi B16 ¢elija, B164A5, B16GMCSF,
B16FLT3 i B16-F10 imali razli¢ite unutaréelijske karakteristike kao i odgovore na iste stimuluse
[202]. Stoga nije iznenadujuce $to B16-F10 ¢elije, u odnosu na B16, imaju drugaciji odgovor na isti
stimulus.

Pored apoptotskog procesa, snazna inhibicija proliferacije zapazena je u kulturama sve tri ¢elijske
linije melanoma nakon tretmana IXN. Dobijeni rezultati bili su u skladu sa brojnim ispitivanjima
opisanim u literaturi. Naime, IXN je ostvario antiproliferativni efekat na ¢elijske linije koje vode
poreklo od razlicitih tipova kancera, npr. kolona, prostate, jajnika, sarkoma materice, dojke, pluca,
glioblastoma, leukemije kao i na neke forme rezistentne na terapiju [142,143,159-169]. Shodno
tome, u ovoj studiji je pokazano da IXN znacajno smanjuje stopu deobe B16 i A-375 ¢elija, pri
¢emu je ostvareni citostatski efekat eksperimentalnog agensa bio narocito izrazen na visoko
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invazivnoj amelanoti¢noj ¢elijskoj liniji humanog melanoma. Dalje je, ispitivanjem postojanosti
efekta IXN 1 nezavisnosti istog od stalnog prisustva supstance, otkriveno da supresija rasta celija
nije bila narusena njegovim uklanjanjem iz kulture nakon 48 h tretmana. Ovaj podatak, zajedno sa
uocenim gubitkom proliferativnog potencijala, je od posebnog znacaja jer je sugerisao da testirana
supstanca poseduje potencijal da podstakne promene permanentnog karaktera na unutarcelijskom
nivou kod obe Ccelijske linije melanoma. Ovakve izmene bi mogle dovesti do gubitka njihovih
malignih svojstava i fenotipske alteracije. Saglasno sa time, misje i humane c¢elije melanoma
tretirane IXN su na nivou svetlosne mikroskopije pokazale izmenjenu morfologiju. Rezultat da
¢elije melanoma, nakon jednokratnog tretmana IXN trajno gube proliferativnu sposobnost i trpe
evidentne promene morfologije, ukazao je na mogucnost da ovaj prenilflavonoid ima sposobnost da
indukuje diferencijaciju tumorskih celija. Zaista, izrazena morfoloska transformacija bila je u
korelaciji sa ispitivanim biohemijskim markerima diferencijacije. Tako je aktivnost enzima
tirozinaze bila udvostru¢ena u B16 ¢elijama nakon tretmana IXN, ukazujuc¢i na pojaCan proces
melanogeneze. Medutim, ovde prikazan rezultat dobijen na ¢elijama mis§jeg melanoma je suprotan
prethodno opisanom efektu XN na melanogenezu u istoj ¢elijskoj liniji. Naime, autori su naveli da
je primarni derivat hmelja inhibirao proces melanogeneze, redukujuci aktivnost tirozinaze i
smanjujuci sadrzaj pigmenta melanina u B16 c¢elijama [247]. Iznenadujuce je, pak, da u nasoj
studiji, pojacana aktivnost tirozinaze uocena nakon izlaganja celija IXN nije bila pracena
o¢ekivanim povecanjem koli¢ine pigmenta melanina, ¢ak ni u kasnijim vremenskim tackama
(72 h, podaci nisu prikazani). Diskrepanca izmedu ova dva povezana parametra mogla bi se
objasniti ¢injenicom da se IXN ponasa kao ,,sakupljac¢“ slobodnih radikala i interferira sa redoks
statusom celije, §to je veoma vazno za sintezu melanina. Naime, dokumentovano je da ROS
predstavljaju potentne unutracelijske medijatore procesa melanogeneze i imaju znacajnu ulogu u
regulaciji sinteze ovog pigmenta [248-253]. S tim u vezi, supstance sa antioksidativnim osobinama
koje deluju kao ,,sakupljaci* slobodnih radikala mogu negativno uticati na proces melanogeneze u
normalnim humanim melanocitima ali 1 pigmentnim celijama melanoma, blokiraju¢i sintezu
melanina [253,254]. Takode, stimulacija endogenih antioksidanata, poput metalotioneina, blokirala
je melanogenezu u humanim melanocitima [252]. Uz to, primena antioksidanata, narocito biljnih
proizvoda iz grupe karotenoida i flavonoida, §titi ljudsku kozu od $tetnih efekata ultraljubicastog
zracenja [255,256]. 1z podataka dobijenih u ovoj studiji, o¢igledno je da je IXN, pored potenciranja
aktivnosti enzima tirozinaze u B16 celijama, blokirao nizvodnu kaskadu u sintezi melanina,
verovatno kroz svoju aktivnost uklanjanja ROS. Zaista, viSe puta je pokazano da prenilflavonoidi,
poput veéine polifenola, poseduju antioksidativna svojstva [142]. Saglasno sa time, sposobnost
IXN da deluje kao potentan “sakuplja¢” slobodnih radikala potvrdena je mnogobrojnim in vitro i
in vivo istrazivanjima [108,143,162,184-186]. Rezultati prikazani u ovoj studiji sugeriSu da taj
potencijal moze doprineti njegovom antitumorskom delovanju na B16 ¢elije. 1z svega navedenog je
bilo razumno izvesti zaklju¢ak da tretman IXN indukuje atipi¢nu diferencijaciju B16 celija ka
njihovom izvornom fenotipu — melanocitima.

S druge strane, morfoloska transformacija sinhronizovana sa smanjenim proliferativnim
kapacitetom visoko invazivnih amelanoti¢nih A-375 celija bila je pracena smanjenjem ekspresije
»stem* markera nakon tretmana IXN, ukazujuéi na gubitak niskodiferentovanog fenotipa 1
pluripotentnih osobina ovih ¢elija. Naime, opaZena promenjena morfologija humanih A-375 ¢elija
nije bila povezana sa njihovim sazrevanjem u smeru melanocita, s obzirom da je ova ¢elijska linija
poznata kao amelanoti¢na. Nizak nivo diferencijacije ovih c¢elija povezan je sa njihovom
invazivnoscu 1 ,,stem* fenotipom. Podaci iz literature pokazuju da se ove humane ¢elije melanoma
odlikuju visokom ekspresijom povrsinskih markera, kao Sto je CD44, koji su inace karakteristicni
za mati¢ne Celije kancera, a aktivno uestvuju u procesima migracije, invazije i metastaziranja
[234,257-259]. U ovom istrazivanju, inkubacija sa IXN u trajanju od 48 h dovela je do inhibicije
poznatih markera niskodiferentovanog fenotipa. Tako je aktivnost B-katenina, Notch 1 i Oct-3/4
proteina, kljucnih aktera Wnt/B-katenin, Notch i OCT signalnih puteva, bila kontinuirano
suprimirana tretmanom IXN. Diferencijacija, prezivljavanje i migracija melanocita iz prekursora
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neuralne kreste u velikoj meri se oslanjaju na kanonski Wnt signalni put, preko B-katenina
[260,261]. Ovaj signalni put, koji je vazan tokom embrionalnog razvi¢a melanocita, Cesto je
izmenjen i moZe se reaktivirati nakon transformacije melanocita u ¢elije melanoma [230,262]. U
literaturi se navodi da je metastatski profil melanoma povezan sa pozitivho regulisanim
Whnt signalnim putem. Akumulacija B-katenina u nukleusu i/ili citoplazmi celija, kao kljucni
pokazatelj pojacane Wnt signalne aktivnosti, primecena je u vise od 30% malignih melanoma. Ovaj
protein je dokazano esencijalni faktor prezivljavanja metastatskih ¢elija melanoma, dok nije
neophodan za opstanak benignih i primarnih, neinvazivnih ¢elija melanoma. Pored toga $to utie na
proces metastaziranja, nivo P-katenina kontrolise i diferencijaciju tumora [174,175,262,263].
Takode, Notch 1 signalni put je aktiviran u humanom melanomu. Naime, povecani nivo Notch 1
proteina otkriven je u lezijama kao i u ¢elijskim linijama humanog melanoma, gde je aktivacija
Notch 1 signalizacije omogucila ¢elijama da steknu metastatske sposobnosti. Pretpostavlja se da
ovaj protein ne utice na lokalnu invaziju i intravazaciju ve¢ je vazan za ekstravazaciju i rast
melanoma na udaljenim mestima, te je aktivacija pomenute kaskade neophodna za progresiju ovog
najagresivnijeg tipa kancera koze. Dodatno, onkogeni efekat Notch 1 na primarne ¢elije melanoma
posredovan je P-kateninom, Kkoji je pozitivno regulisan nakon aktivacije Notch 1 signalnog
molekula [177,264]. Dalje, prekomerna ekspresija Oct-3/4 gena povezana je sa loSom prognozom i
metastatskim formama nekih kancera. StaviSe, pozitivna regulacija ovog embrionalnog
transkripcionog faktora u ¢elijama melanoma korelira sa njihovim invazivnim fenotipom kao i
pojacanim kapacitetom pokretljivosti i ekstravazacije. Tako je prekomerna ekspresija Oct-3/4
proteina kao markera pluripotentne populacije ,,stem* ¢elija odgovorna za poveéani migracioni i
invazivni potencijal A-375 cCelija [176]. Imajuéi u vidu sve pomenute regulatorne zavisnosti, opsta
supresija navedenih signalnih puteva od strane IXN implicirala je da ovaj flavanon moze da utice
na niskodiferentovane celije 1 procese povezane sa invazijom tumora, i da dovede do smanjenja
metastatskog potencijala A-375 humanih ¢éelija melanoma. Stoga bi pomenuti derivat piva mogao
biti sposoban da ogranici progresiju anaplasti¢nih melanoma, §to je od posebnog znacaja jer se radi
o tumorima visokog gradusa koji su prakti¢no neizlecivi. Dodatno, u literaturi je opisano da XN
inhibira Notch 1 signalizaciju i indukuje apoptozu kod uznapredovalog hepatocelularnog
karcinoma, kancera pankreasa i jajnika [171-173]. Navedeni podaci ukazuju na opStu
karakteristiku prenilflavonoida da napadaju invazivne kancere. U ovoj studiji je takode pokazano
da je tretman celija humanog melanoma IXN rezultirao smanjenom stopom produkcije
unutracelijskog NO, $to je sugerisalo da ovaj mehanizam moze doprineti antitumorskom delovanju
eksperimentalnog agensa. Ekspresija enzima iNOS smatra se loSim prognostickim faktorom, a NO
kritiénim posrednikom agresivnog fenotipa u humanim metastatskim melanomima. Upravo bi
negativna regulacija esencijalnih signalnih puteva odgovornih za niskodiferentovani fenotip A-375
¢elija mogla biti povezana sa detektovanom smanjenom produkcijom endogenog azot-monoksida
[243-245].

Opisani mehanizmi dejstva pomenutog prenilflavonoida u mi§jim B16 i humanim A-375 ¢elijama
melanoma potvrdeni su i1 na molekularnom nivou. Medutim, uoceno je da IXN razli¢ito uti¢e na
kljucne signalne molekule PI3K/Akt i MAPK puteva ukljucenih u regulaciju celijske smrti,
proliferacije 1 diferencijacije u ispitivanim celijskim linjjama melanoma. Osnovne razlike izmedu
B16 i A-375 celija u aktivnosti signalnih puteva definisale su i njihov raznolik odgovor na tretman
IXN. Premda navedene celije pripadaju istom tipu tumorskih ¢elija, molekularna osnova regulacije
unutarcéelijskih procesa je razlicita. Dok je MEK/ERK signalni put prekomerno eksprimiran u
A-375 ¢celijskoj liniji [236], signalni molekuli istog puta su mnogo slabije eksprimirani u B16
¢elijama. Dodatna razlika jeste prisustvo funkcionalnog PTEN (engl. Phosphatase and Tensin
homolog deleted on chromosome 10) proteina kod ¢elija mi§jeg, odnosno njegovo odsustvo kod
¢elija humanog melanoma [265]. Shodno navedenom, odgovor ovih ¢elijskih linija na isti tretman
je Cesto razliCit na unutaréelijskom nivou. Analiza intracelularnog odgovora ¢elija melanoma na
tretman IXN otkrila je da je u B16 ¢elijama ostvarena prolazna inhibicija Akt i ERK1/2. Iz
literature je poznato da je prekomerna aktivacija Akt signalnog molekula povezana sa intenzivnom
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proliferacijom tumora [266], te je rezultat dobijen na B16 ¢elijama u skladu sa pokazanom
inhibicijom deobe ovih ¢elija, indukovanom IXN. Dodatno, Busca i saradnici su pokazali da je
inhibicija fosforilacije Akt, kljucnog efektora PI3K i p70S6 kinaze, ukljuena u regulaciju
diferencijacije B16 cCelija. Koriste¢i specificne inhibitore ovih signalnih molekula stimulisana je
ekspresija tirozinaze i sticanje dendriti¢cne morfologije ¢elija melanoma [267], $to je usaglaseno sa
ovde pokazanim potencijalom IXN da indukuje diferencijaciju misjih tumorskih ¢elija. Sa druge
strane, u A-375 c¢elijama uoCena je reciprocna regulacija navedenih proteina pod delovanjem
eksperimentalnog agensa. Dok je Akt bio kontinuirano aktiviran, ERK1/2 je bio inhibiran. Ovaj
fenomen je, kod navedene humane ¢elijske linije melanoma, veé¢ opisan u literaturi [268,269]. Kako
je aktivirani Akt okarakterisan kao molekul koji inhibira apoptozu [270], pozitivha regulacija
njegove ekspresije uslovljena IXXN kod A-375 ¢elijske linije bi mogla predstavljati pokusaj celije da
se spase. Medutim, postoje podaci koji opisuju povecanje aktivnosti Akt kod ¢elijskih linija koje
podlezu apoptozi, §to jo§ jednom potvrduje dualnu prirodu svih signalnih molekula i znacaj
konteksta u kome deluju [268,271,272]. Dalje, autori jedne studije navode da je apoptoza kod
A-375 Celijske linije humanog melanoma bila uslovljena inaktivacijom ERK1/2 molekula [273].
Takode, imaju¢i u vidu da se kod humanog melanoma prekomerna aktivnost ERK1/2 dovodi u
vezu sa proliferacijom, prezivljavanjem c¢elija i rastom tumora [236], pad aktivnosti ERK1/2
indukovan IXN mogao bi biti uzrok ili posledica zapocete apoptoze i/ili inhibicije ¢elijske deobe,
$to je u skladu sa prethodno dobijenim rezultatima ove studije. Medutim, uprkos razlikama u
uzvodnim delovima navedenih signalnih puteva kod dve Celijske linije melanoma, molekuli
ukljuceni u nizvodne dogadaje bili su na slican nadin pogodeni istim tretmanom. Aktivnost
p70S6 kinaze i njenog ciljnog proteina, S6, bila je inhibirana nakon pocetne, vremenski ograni¢ene
pozitivne regulacije. Razlicitost u ekspresiji proteina u gornjem delu PI3K/Akt i MAPK signalnih
puteva s jedne strane, i sinhronizovani odgovor njihovih nizvodnih aktera s druge strane, podvlaci
sloZzenost 1 wunakrsno povezivanje unutarcelijske signalizacije ciljane eksperimentalnim
terapeutikom IXN. Sposobnosti prenilflavonoida da indukuju apoptozu i inhibiraju proliferaciju
tako Sto smanjuju ekspresiju Akt i ERK1/2 u razli¢itim tumorskim c¢elijama ve¢ su opisani u
literaturi [195,196,240,274]. Stavise, uloga ovih proteina u regulaciji diferencijacije kao i ¢elijske
smrti bila je predmet brojnih studija [269,275]. Ve¢ je pokazano da unutrasnje karakteristike ¢elija
melanoma kao §to su ekspresija iNOS, redoks status i aktivnost signalnih puteva ukljucenih u
proliferaciju, diferencijaciju 1 ¢elijsku smrt definiSu odgovor ¢elija na razlicite tretmane. Razlicita
regulacija Akt i ERK1/2 signalnih molekula u B16 i A-375 ¢elijjama tretiranim aloe emodinom
korelirala je sa razli¢itim ishodom tretmana, a sve usled unutarcelijskih razlika medu celijskim
linijama istog tipa kancera [269]. Pored toga, pozitivna regulacija p38 MAPK detektovana tokom
tretmana IXN u obe Celijske linije melanoma opisana u ovoj studiji, moze se dovesti u vezu sa
uo¢enom diferencijacijom Celija melanoma, $to je u saglasnosti sa rezultatima drugog istrazivanja
[276]. S druge strane, p70S6 kinaza, a posredno i njen supstrat S6 ribozomalni protein, regulisu
sintezu proteina, rearanzman citoskeleta, prezivljavanje celija i proliferaciju [277-279] pa se
promena njihove aktivnosti usled dejstva IXN moZe odraziti na sve navedene aspekte.

U skladu sa rezultatima dobijenim na B16 i A-375 ¢elijama, na ¢elijskoj liniji visoko invazivnog,
metastatskog misjeg melanoma je nakon 48-Casovnog delovanja IXN otkrivena snazna inhibicija
¢elijske proliferacije koja je bila praena promenama u njihovoj pokretljivosti. ObeleZavanje
B16-F10 ¢elija CFSE bojom i klonogeni esej jasno su pokazali da je deobni i klonogeni potencijal
ovih ¢elija bio izrazito umanjen pod tretmanom IXN. Skoro 90% tretiranih celija ostalo je
nepodeljeno, ukazuju¢i na znacajan citostatski efekat koji se moze okarakterisati kao primarni nacin
delovanja eksperimentalnog prenilflavonoida na ovoj invazivnoj tumorskoj liniji. Pokazani snazan
antiproliferativni efekat u saglasnosti je sa na¢inom delovanja IXN na drugim visoko metastatskim
¢elijskim linija razli¢itih vrsta tumora [142,143,167-169,159-166].

Vrlo Cesto je smanjena proliferacije koja korelira sa redukovanim kapacitetom formiranja kolonija
pracena gubitkom malignog potencijala. Glavna karakteristika agresivnog malignog fenotipa jeste
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potencijal formiranja metastaza. OpSte je poznato da diseminacija tumora na udaljena mesta
podrazumeva viSestepenu kaskadu dogadaja [11,16]. Prema tome, bilo koja vrsta tretmana koja
uti¢e na jedan ili viSe koraka metastatske kaskade mogla bi biti od interesa za borbu protiv malignih
bolesti. Pretretman c¢elija melanoma subtoksi¢énim dozama IXN, koji nije smanjio celijsku
proliferaciju, u velikoj meri je negativno regulisao nekoliko koraka pomenutog metastatskog puta
istovremeno. Tako je u ovoj studiji pokazano da su kljuni dogadaji viSestepenog procesa
metastaziranja — adhezija, migracija i invazija, bili znatno suprimirani usled tretmana B16-F10
¢elija testiranim jedinjenjem. Na taj nacin je prenilovani flavanon uspeo da redukuje metastatski
potencijal visoko invazivnog subklona ¢elija melanoma in vitro. Saglasno tome, kao deo ove
studije je pokazano da u invazivnim A-375 ¢elijama humanog melanoma IXN smanjuje ekspresiju
B-katenina, proteina koji ucestvuje u Celijsko-¢elijskoj adheziji posredovanoj kadherinima 1 koji
predstavlja deo Wnt signalnog puta ¢ija se pojacana regulacije dovodi u vezu sa metastatskim
profilom melanoma [174,175,177]. Pored toga, prekomerna ekspresija Oct-3/4 proteina u ¢elijama
melanoma koja korelira sa njihovim invazivnim fenotipom kao i1 pojacanim kapacitetom
pokretljivosti 1 ekstravazacije, a koja je bila odgovorna za povecani migracioni i invazivni
potencijal A-375 ¢elija [176], bila je suprimirana od strane IXN. S obzirom da je na humanoj liniji
melanoma uspeo da suprimira aktivnost proteina koji su, izmedu ostalog, odgovorni za invaziju i
diseminaciju metastatskih celija, nije iznenaduju¢ sli¢an efekat ovog derivata piva na misju
metastatsku liniju melanoma. Dodatno, podaci iz literature potvrduju antimetastatski potencijal
ispitivane supstance i na drugim tipovima kancera. Tako je sposobnost IXN da inhibira invaziju
kroz ekstracelijski matriks uo¢ena na HT115 ¢elijama kancera kolona [166]. Objavljeno je da je
IXN ispoljio snazan antiangiogeni efekat tako Sto je redukovao formiranje struktura nalik
kapilarima nastalih od visoko agresivnih, invazivnih, niskodiferentovanih ¢elija kancera dojke,
MDA-MB-231, in vitro [183]. Sli¢no tome, XN i IXN, ali ne i 8-PN, promovisali su antiangiogene
i antiinflamatorne efekte na vaskularnim celijama in vitro, inhibirajuéi njihov rast, pokretljivost i
invaziju [180,181]. Dalje, XN je kompromitovao adheziju celija kancera dojke, MCF-7, za
limfoendotelne ¢elije putem smanjenja ekspresije ICAM-1 (engl. InterCellular Adhesion Molecule-
1), dok je efekat na epitelno-mezenhimsku tranziciju i ¢elijsku pokretljivost ostvario supresijom
paksilina, MCL2 i S100A4 [280]. Takode, gubitak proliferativnog i klonogenog potencijala B16-
F10 ¢celija korelirao je sa smanjenom adhezijom 1 migracijom nakon tretmana celija melanoma
flavonoidom galanginom [281]. Zajedno sa rezultatima predstavljenim u ovoj studiji, indikativno je
da prenilflavonoidi poreklom iz hmelja mogu posedovati osobine koje im omogucavaju da
znacajno inhibiraju metastatska svojstva malignih ¢elija.

Uzrok zapaZenog gubitka metastatskog potencijala B16-F10 ¢Celija tretiranih IXN moZe se traziti na
unutarcelijskom nivou analizom signalnih puteva relevantnih za proces metastaziranja. Adhezija
¢elija za ECM je kljucni korak u kaskadi dogadaja karakteristicnih za metastatski proces [16].
Proteini koji igraju vaznu ulogu u povezivanju Celijske membrane sa ECM sa jedne strane i
unutarcelijskim citoskeletom sa druge strane, posreduju u adheziji, migraciji i1 invaziji. Literatura
govori u prilog tome da migratorni potencijal ¢elija i invazivnost tumora zavise od aktivacije
integrinskog puta transdukcije signala. Angazovanjem integrinskih receptora dolazi do propagacije
nizvodnog signala koja pociva na komunikaciji vancelijskog matriksa sa unutarcelijskom
citoskeletnom masSinerijom, a reguliSe se putem intimnih kontakata specifi¢nih adapterskih proteina
koji omogucéavaju njen adekvatan odgovor na stimulaciju membranskih receptora. Tako su
integrinski receptori i aktin povezani preko adapterskih proteina (talina, paksilina, tenzina,
vinkulina, a-actinina, itd.), Arp2/3 kompleksa (engl. Actin Related Protein 2/3 complex), signalnih
kinaza (FAK, ILK (engl. Integrin-Linked Kinase), Src itd.) i malih G-proteina (Rho GTPaza). Svi
ovi molekuli ¢ine deo sloZenih struktura zvanih fokalne adhezije, ¢ije je formiranje i rastavljanje
dinamicki regulisano tokom migracije ¢elija. Unutar ¢elije, citoskelet predstavlja proteinsku mrezu
koja staticki i dinamicki definiSe njenu morfologiju i ponasanje [16,237].
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Izmenjena ekspresija integrina se Cesto detektuje u tumorima, gde integrini imaju ulogu u
signalizaciji preko receptora za faktore rasta (engl. Growth Factor Receptor, GFR) i od nje zavisnoj
migraciji i invaziji Celija kancera [282]. Pored toga, integrini reguliSu proces kolonizacije na
metastatskim mestima tako Sto olakSavaju prezivljavanje cirkuliSu¢ih tumorskih ¢elija nezavisno od
njihovog usidravanja [17]. Ekspresija a-6 integrina je jedna od glavnih karakteristika razlicitih
tipova uznapredovalih tumora, medu kojima je i melanom [283,284]. Ova grupa heterodimernih
glikoproteina predstavlja transmembranske receptore koji se vezuju za ECM, preferencijalno za
laminin, i pomazu ¢elijsku adheziju kao i medu- i unutarcelijsku komunikaciju [283]. Pretpostavlja
se da -6 integrini imaju dvostruku ulogu u metastatskom procesu, posreduju¢i u adheziji
tumorskih c¢elija za luminalnu povrSinu endotela i1 adheziji za laminin u subendotelnom
vancelijskom matriksu tokom ekstravazacije [284]. Vaskularni endotelni faktor rasta
(engl. Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) i faktor rasta fibroblasta (engl. Fibroblast
Growth Factor, FGF) povecavaju njihovu ekspresiju. Poznato je da su oba ova faktora
proangiogena i vazna za pocetne korake neovaskularizacije [285]. Pokazano je da specifi¢na
blokada a6B1 integrinskog heterodimernog kompleksa sprecava adheziju metastatskih B16-BL6
¢elija melanoma za laminin [286]. Takode, administracija EA-1, antitela na integrin a-6, pre ili
istovremeno sa ¢elijama misjeg melanoma, sprecila je stvaranje metastaza in vivo [284]. U studiji
ove disertacije, IXN je snazno suprimirao ekspresiju integrina a-6. Ovaj rezultat je na
unutarcelijskom nivou potvrdio nalaze eseja za kvantifikovanje adhezivnosti ¢elija koji su ukazali
na mogucu blokadu adhezivnih molekula u delijama tretiranim IXN. Negativna regulacija
ekspresije integrina -6 mogla bi imati reperkusije na skoro svaki korak u metastatskom procesu,
pocev od adhezije za ECM do ekstravazacije u ciljno tkivo. Uz to, osim §to je integrin a-6 visoko
eksprimiran u embrionalnim, hematopoetskim i neuralnim mati¢nim ¢elijama, njegova ekspresija je
zapazena i u tumorskim mati¢nim ¢éelijama [287]. Imajuci u vidu ovaj podatak, uticaj IXN na
njegovu ekspresiju mogao bi rezultirati gubitkom niskodiferentovanog fenotipa Sto bi uvecalo
njegovo blagotvorno dejstvo u terapiji uznapredovalih tumora.

Kinaza fokalne adhezije (FAK) je tirozin kinaza koja je kljucni regulator prezivljavanja,
proliferacije, migracije i invazije. Ona ¢ini vazan deo slozenih struktura — fokalnih adhezija, gde
igra sustinsku ulogu u prenoSenju signala posredovanih integrinskim receptorima tako $to povezuje
adapterske proteina sa aktinskim filamentima 1 na taj nacin ucestvuje u kontroli ¢elijskog oblika 1
promenama u celijsko-Celijskoj adheziji potrebnih za efikasno kretanje celija. S obzirom da
integrini nemaju svojstvenu enzimsku aktivnost, ova kinaza prenosi signale sa fokalnih adhezija na
¢elijsku citoskeletnu masineriju fosforilacijom razlicitih proteina povezanih sa integrinima. U
odgovoru na angazovanje integrina, dolazi do fosforilacije FAK i njene regrutacije u oblasti fokalne
adhezije [237,288-290]. Znatna je koli¢ina posrednih dokaza koji povezuju prekomernu ekspresiju
FAK sa §irokim spektrom humanih epitelnih kancera. Stavise, nivoi ekspresije FAK koreliraju sa
invazivnim potencijalom tumora i loSom prognozom pacijenata. Tako je nadeno da je
autofosforilacija FAK na mestu Tyr39 povisena u izuzetno pokretnim, metastatskim, invazivnim
¢elijama kao i u uzorcima humanih tkiva raznih tipova malignih tumora [290-292]. Saglasno tome,
utvrdeno je da je amplifikacija FAK gena kao i prekomerna ekspresija i aktivnost FAK proteina u
malignim melanomima u korelaciji sa njihovim agresivnim fenotipom [293]. Ispitivanje
funkcionalne uloge FAK u agresivnom humanom melanomu otkrilo je da naruSavanje signalne
transdukcije posredovane ovom kinazom rezultira u smanjenju Celijske invazije i migracije, kao i u
inhibiciji vaskulogene mimikrije [294,295]. Kao i drugi bioloski fenomeni, ekspresija FAK nije
uvek u pozitivnoj korelaciji sa metastatskim procesom. Pokazano je da je supresija aktivnosti FAK
u B16-F10 ¢elijama melanoma dovela do povecanog formiranja invadopodija 1 posledi¢ne invazije
kroz ekstracelijski matriks ali je oslabila migraciju, Sto implicira da je FAK sposobna da migraciju i
invaziju Celija melanoma reguliSe na razli¢it nac¢in [296]. Medutim, nedavno su Pei i saradnicCi
potvrdili znacaj ekspresije FAK u regulaciji glavnih signalnih puteva, kao i u regulaciji ekspresije
gena ukljuéenih u migraciju/metastaziranje invazivnih ¢éelija mi§jeg (B16-F10) i humanog (A-375)
melanoma. Naime, negativna regulacija FAK potisnula je migraciju oba tipa ¢elija melanoma i
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dovela do znacajne supresije procesa metastaziranja in vivo [297]. Mnogi flavonoidi (kao npr.
galangin, genistein, kvercetin, luteolin, itd.) su u stanju da ometaju aktivnost pomenute kinaze,
inhibirajué¢i adheziju, migraciju i invaziju tumorskih ¢elija. Tretman ovim flavonoidima je, osim
in vitro na tumorskim ¢elijama pankreasa i melanoma, doveo do smanjenja nivoa ekspresije FAK i
in vivo, u plué¢ima sa metastazama melanoma [281,298,299]. Pored toga, utvrdeno je da je u
¢elijskom modelu kancera prostate i akutne leukemije inhibicija fosforilacije FAK posredovana
prenilovanim halkonom XN dovela do smanjene migracije i invazije ovih ¢elija [195,196]. Shodno
svemu navedenom, u naSem istrazivanju detektovana je kontinuirana inhibicija ekspresije FAK
nakon izlaganja visoko invazivnih B16-F10 ¢elija prenilflavonoidu IXN. Ovaj rezultat je bio u
skladu sa negativno regulisanom ekspesijom o-6 integrina i, posledi¢no, Rho proteina. Rho GTPaze
i njihovi nizvodni efektorski proteini, kao $to je ROCK (engl. Rho-Associated Protein Kinase),
reguliSu povezivanje citoskeletnih struktura viSeg reda izgradenih od unakrsno povezanih snopova
aktinskih filamenata, tzv. aktinskih stres vlakana, koji indukuju tenziju sa zrelim fokalnim
adhezijama sastavljenim od integrinskih receptora i adapterskih proteina [237,291]. Familija malih
Rho GTPaza je povezana sa brojnim proteinima koji su ukljueni u regulaciju unutaréelijske
aktinske dinamike i ¢éelijskog kretanja kod razlicitih vrsta kancera, ukljuuju¢i melanom [300].
Aktivnost RhoA i RhoC GTPaza dovodi se u vezu sa invazivnim celijskim fenotipom [301].
Takode, razli¢iti RhoGEFs (engl. Rho Guanine nucleotide Exchange Factors), koji predstavljaju
aktivatore Rho proteina, su prekomerno eksprimirani u mnogim metastaskim tumorima [302].
Pokazano je da u ¢elijama karcinoma dojke, Rgnef, specifiéni RhoGEF, aktivira RhoC koja dalje
olaksava stvaranje invadopodija [303]. S druge strane, primena inhibitora Rho kinaza snazno je
suprimirala aktivnost ROCK1 i ROCK2 u ¢elijama melanoma u kulturi i in vivo. Tretman celija
melanoma pomenutim inhibitorima je drasti¢no redukovao njihovu invaziju, negativno uticuci i na
ameboidne 1 na mezenhimske modalitete invazije u kulturi, dok je inhibicija ROCK smanjila
sposobnost ¢elija melanoma da efikasno kolonizuju plué¢a [304]. Inhibicija FAK mogla bi biti
povezana sa inhibicijom Rho kinaze kao odgovor na stimulus IXN, s obzirom da je zabelezeno da
specificni RhoGEF, pored svoje primarne funkcije aktivatora RhoA i C, takode vezuje i FAK,
igrajuc¢i ulogu u njenom regrutovanju i aktivaciji [305]. Dakle, ciljana inhibicija RhoGEF, poput
Rgnef, moze rezultirati dvostrukom inhibicijom FAK i Rho GTPaza signalnih puteva [301]. U
literaturi je opisana izuzetna vaznost signalne ose RhoA-FAK kod nesitnocelijskog karcinoma
pluca koji eksprimira mutirani KRAS (engl. Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene homolog),
agresivnog tipa kancera otpornog na terapiju [306]. Aktivacija RhoA posredovana RhoGEF i
posledi¢na povecana kontraktilnost olakSavaju fosforilaciju paksilin tirozina koja je posredovana
FAK, a vazna je za sazrevanje fokalnih adhezija, ali i za naknadno regrutovanje proteina kao $to je
vinkulin [302]. Vinkulin je identifikovan kao komponenta fokalnih adhezija i adhezionih veza gde
ima ulogu u adheziji ¢elije za ECM 1 za drugu ¢eliju. Kao vaZzan deo fokalnih adhezija ucestvuje u
regulaciji adhezije tako Sto se direktno vezuje za aktin, stimuliSe njegovu polimerizaciju i regrutuje
proteine za preuredivanje aktinskog citoskeleta. Poremecaji interakcije vinkulin-aktin uticu na
¢elijsku morfologiju, pokretljivost ¢elija i adheziju [307]. Nedavno je pokazano da je flavonoid
genistein uspeo da smanji ekspresiju ovog proteina i tako dovede do inhibicije migratornih i
invazivnih sposobnosti B16-F10 c¢elija [298]. U skladu sa tim, sposobnost IXN da umanji
ekspresiju vinkulina, ali i B-aktina, moze biti dodatni faktor odgovoran za smanjene metastatskih
osobina tretiranin B16-F10 celija. B-aktin je visoko konzervisan protein eksprimiran u svim
¢elijama 1 Siroko se koristi kao referentni molekul za kvantifikaciju nivoa ekspresije drugih
proteina. Kao glavni konstituent kontraktilnog aparata, citoskeleta, ukljuc¢en je u motilitet, strukturu
1 integritet Celije. Medutim, podaci iz literature pokazuju da je navedeni citoskeletni protein
pozitivno regulisan kod brojnih kancera poput melanoma, kancera jetre, bubrega, debelog creva,
zeluca, pankreasa, jednjaka, pluca, dojke, prostate, jajnika kao i leukemije i limfoma. Otkriveno je
da su abnormalna ekspresija i polimerizacija B-aktina, kao i posledi¢na alteracija citoskeleta
povezani sa uspostavljanjem invazivnog fenotipa kod razlicitih tipova tumora [308]. Za razliku od
ostalih ¢lanova porodice aktina, ekspresija aktina glatkih miSi¢a (a-SMA) uglavnom je ogranic¢ena
na Celijsku lozu glatkih miSic¢a, ali je tipi¢na za specijalizovane fibroblaste poznate kao
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miofibroblasti, hepati¢ne perisinusoidne celije, pericite i mioepitelne ¢celije [309]. U tumorskim
tkivima, njegova se ekspresija pripisuje  fibroblastima povezanim sa  kancerom
(engl. Cancer-Associated Fibroblasts, CAFs) i smatra se lo§im prognostickim markerom. Tako je
nadeno da a-SMA pozitivni stromalni miofibroblasti koreliraju sa loSijim ukupnim prezivljavanjem
pacijenata sa invazivnim kancerom dojke i pankreasa [310,311]. Dodatno, glavni izvori a-SMA u
benignim 1 premalignim tumorima pigmentnih ¢elija bili su kapilarni periciti, dok je u tkivu
malignog melanoma visoka ekspresija ovog proteina detektovana prvenstveno u fibroblastima
strome koji okruzuju melanom i imaju fenotip miofibroblasta [312]. Postoji samo nekoliko
zabelezenih slucajeva o ekspresiji a-SMA u tumorskim celijjama, koji ukazuju na njegovu
povezanost sa agresivnim fenotipom. Nadeno je da je ovaj tip aktina bio uklju¢en u migraciju,
invaziju, klonogenost i transendotelnu penetraciju tumorskih ¢elija adenokarcinoma pluca in vitro,
dok je njegova neutralizacija ukinula niskodiferentovani fenotip ovih ¢elija [313]. Pored toga,
a-SMA pozitivne tumorske ¢éelije pronadene su u tumorima neuroektodermalnog porekla, u koje
spadaju i melanomi [314]. Prisustvo a-SMA mozZe ukazati na njihov niskodiferentovani fenotip i
impresivnu plasti¢nost, budu¢i da je utvrdeno da CAFs, koji eksprimiraju ovaj protein, poseduju
iste genetske abnormalnosti kao i ve¢inska populacija ¢elija tumora prepoznatljivog fenotipa (engl.
bulk cells) [315]. Dakle, potencijal IXN da smanji ekspresiju a-SMA prikazan u ovoj studiji
predstavlja izuzetno vredan rezultat i naglasava njegovu ulogu u “utiSavanju” agresivnosti
melanoma, Sto se manifestuje smanjenom ekspresijom markera koji je definiSu i podsticanjem
konverzije niskodiferentovanog u zreliji fenotip.

Sveobuhvatno, opisani dogadaji na unutarcelijskom nivou, koji su u skladu sa literaturom, u
potpunosti potvrduju negativan uticaj IXN na adhezivni, migratorni i invazivni potencijal B16-F10
¢elija. Snazniji inhibitorni efekat IXN na proteine koji reguliSu uzvodni deo integrinskog signalnog
puta u poredenju sa uticajem ovog jedinjenja na citoskeletne proteine, sugeriSe da ispitivani
prenilflavonoid ostvaruje svoj antimetastatski potencijal delujuc¢i na nivou celijske membrane ili
pak fokalnih adhezija pre nego na samu citoskeletnu masineriju.

Specifi¢no svojstvo IXN da interferira sa metabolizmom lekova 1 na taj nafin menja njihovu
efikasnost opisano je u literaturi, i ono ga ¢ini veoma aktuelnim kada je u pitanju terapija kancera.
S obzirom da MDR predstavlja glavnu prepreku klinicke efikasnosti konvencionalnih terapeutika u
le€enju razlicitih vrsta kancera, zabeleZzena sposobnost IXN da inhibira aktivnost MDR proteina
ukazuje na izuzetan Kkapacitet ovog prenilflavonoida u senzitizaciji na hemioterapiju
[156,163,188,191,192]. Naime pokazano je da se IXN ponasa kao inhibitor/supstrat
ABC transportera koji eliminiSu ksenobiotike, u ovom slucaju lekove, iz ¢elije 1 na taj nacin, bilo
kompetitivnim ili nekompetitivnim mehanizmom onemogucéava funkciju MDR na membrani
tumorskih celija [163,191,192]. Osim toga, literatura potvrduje da IXN ostvaruje interakcije sa
CYP superfamilijom metabolickih enzima, ta¢nije, selektivno inhibira nekolicinu citohrom
P450 enzima, dovode¢i do modulacije metabolizma lekova. Na taj nacin ovaj prenilflavonoid moze
da utice na efikasnost 1 bezbednost primene razlicitih lekova koji su supstrati navedenih enzima, u
slucajevima kada se primenjuju paralelno. To dalje ukazuje na Sirok dijapazon uticaja hrane i
napitaka biljnog porekla ¢iji su konstituenti ovo ili sli¢na jedinjenja na efikasnost lekova, bilo da je
potenciraju ili neutralisu [156,188,190]. Upravo je poslednji deo ove disertacije fokusiran na
in vitro i in vivo izu€avanje potencijalnih interakcija IXN sa hemioterapijom i njegove sposobnosti
da senzitizuje ¢elija melanoma na komercijalne hemioterapeutike koji su deo standarnih terapijskih
protokola. Na ovaj nacin se simuliraju situacije u kojima se uz konvencionalno lecenje konzumiraju
preparati biljnog porekla. Poslednje dve decenije se uoCava porast u broju farmakodinamickih
studija o kombinovanju biljnih i konvencionalnih lekova, narocito u oblasti kancera. To ukazuje na
povecanu potrebu za klinickim studijama koje bi se bavile ispitivanjem ovih interakcija, a time i
definisanjem pristupa koji bi imali pozitivne farmakoloske efekte, ukljuujuéi sinergizam sa
konvencionalnom terapijom i/ili ublazavanje nezeljenih dejstava [74]. Nedavno je zabelezeno da je
IXN obnovio osetljivost MCF-7/ADR ¢elija tumora dojke rezistentnih na doksorubicin [163]. U

82



studiji obuhvaéenoj ovom tezom je, pak, izobologram analizom utvrdeno da ovaj prenilflavonoid
poseduje izvanredan potencijal da neselektivno povecava osetljivost sve tri testirane ¢elijske linije
melanoma na konvencionalnu terapiju paklitakselom in vitro, ali ne i cisplatinom i doksorubicinom.
Naime, kombinovani tretman IXN i subtoksi¢nim dozama PCT na sve tri ¢elijske linije melanoma
rezultirao je snaznim sinergizmom, dok je istim agensom efikasnost cisPt i DOXO parcijalno
neutralisana. Brojni su dokazi koji potvrduju da prirodni proizvodi poreklom iz biljaka ostvaruju
pozitivne interakcije sa hemioterapijom kroz razli¢ite mehanizme [74,84,316]. Kapacitet IXN da
ograniCi progresiju metastatskog klona, B16-F10 celija i, dodatno, da ga senzitizuje na PCT
primenjen u subterapeutskoj dozi, zajedno sa sli¢nim rezultatima dobijenim na invazivnim A-375
¢elijama, deklariSe IXN kao obecavaju¢i hemosenzitizuju¢i agens u slucaju uznapredovalih
maligniteta koje karakteriSe lo§ terapeutski odgovor.

Izvanredan hemosenzitizujuci potencijal IXN i sinergisticko delovanje sa PCT dalje je potvrdeno
invivo, u singenim misjim modelima solidnog i metastatskog melanoma. Oba mi$ja modela
melanoma validni su modeli melanoma u pretklini¢kim istrazivanjima, a rezultati dobijeni na njima
predstavljaju prve i najznacajnije korake u evaluaciji potencijalne primene nekog agensa na ljudima
[199]. Terapijski rezim primene IXN, samostalno u dozi od 20 mg/kg, doveo je do supresije rasta
melanoma u solidnom modelu kao 1 inhibicije razvoja pluénih metastaza u metastatskom modelu
ove bolesti. Kako je i o¢ekivano, subterapeutska doza PCT primenjena u oba modela nije ispoljila
inhibitorni efekat na rast odnosno formiranje plu¢nih metastaza melanoma. Uzimajuci u obzir sve
pomenute aktivnosti koje je IXN ispoljio na B16 c¢elijama i njihovom metastatskom klonu
B16-F10, nije bilo iznenadujuce da su volumeni solidnih tumora, kao i broj i prec¢nik metastatskih
¢vorova u plué¢ima Zivotinja izloZenih eksperimentalnom jedinjenju, bili znacajno manji u
poredenju sa netretiranim Zzivotinjama, potvrdujuci sve efekte uocene in vitro. Pored toga, u
uzorcima pluénih tkiva izolovanih iz zivotinja koje su primale prenilflavonoid su uo¢ene promene u
ekspresiji specifi¢nih proteina koji odraZzavaju metastatske osobine. Smanjena ekspresija HMGB1
proteina u nukleusima celija pluénih metastaza zivotinja tretiranih IXN ukazala je na smanjeni
maligni potencijal ovih ¢elija. Pokazano je da je prekomerna ekspresija HMGB1 povezana sa svim
obelezjima kancera, ukljucuju¢i neograni¢eni deobni potencijal, angiogenezu, invaziju i
metastaziranje, te da se ovaj molekul smatra markerom tumorske progresije [317]. Takode je
potvrdeno da je HMGBI1 prekomerno eksprimiran u uzorcima tkiva melanoma humanog porekla, a
njegovo prisustvo se vezuje za snazan proliferativni potencijal ovih ¢elija. Visi nivoi ekspresije
HMGBI koreliraju sa naprednijim stadijumima bolesti 1 sa loSijim preZivljavanjem pacijenata sa
melanomom [318]. Huber i saradnici su otkrili da je pojacana ekspresija HMGBI1 u korelaciji sa
progresijom tumora i razvojem metastaza u mi$jem B16 modelu melanoma, dok je povecana
koncentracija ovog proteina u serumu otkrivena kod pacijenata sa metastatskim melanomom. Pored
ovog direktnog uticaja na tumorske ¢elije, nadeno je da HMGBI1 moze da indukuje reprogramiranje
¢elija urodene imunosti ka protumorigenom fenotipu [319]. S druge strane, prisustvo S100 proteina
u ¢elijama melanoma izmenjenog vretenastog oblika i niska ekspresija Ki-67 markera proliferacije
u metastatskim lezijama na plu¢ima zivotinja tretiranih IXN ukazali su na to da su ove celije
melanoma podlegle procesu diferencijacije u smeru manje invazivnog fenotipa. Familiji S100
proteina pripadaju mnogi razliiti proteini, strukturno srodni 1 interaktivni, koji su prisutni u
brojnim tipovima Ccelija, ukljucuju¢i melanocite 1 celije tumora epitelnog porekla. Njihova
ekspresija je specifi¢na za celijski tip [320]. Medutim, ono S§to je relevantno za ovu studiju jeste
da su tumorske celije snazno i difuzno pozitivnhe u svim benignim, primarnim i sekundarnim
malignim lezijama, kao i u vec¢ini dezmoplasti¢nih i melanoma vretenastih celija [321]. lako ga
odlikuje visoka senzitivnost (97 —100%), specificnost za melanome je ogranicena (75 — 87%)
[322]. Uprkos tome, S100 se rutinski upotrebljava kao imunohistohemijski biomarker prve linije u
dijagnozi melanocitnih lezija [322—325]. U literaturi se navodi da bi imunohistohemijsko bojenje sa
S100 trebalo da potvrdi dijagnozu melanoma i da ga razlikuje od ostalih maligniteta, s obzirom da
je eksprimiran u vise od 95% malignih i metastatskih melanoma [326]. Ipak, mada vrlo retko,
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maligni melanomi mogu biti negativni na S-100 protein [327—329]. Iako se ne moze zanemariti
razli¢ita ekspresija i funkcije pojedinacnih ¢lanova ove familije proteina, povecana ekspresija S100
proteina u plu¢ima zivotinja tretiranih IXN moze barem da potvrditi da su ¢elije sa promenjenom
morfologijom definitivno ¢elije melanoma koje se, shodno niskoj ekspresiji Ki-67 proteina,
odlikuju smanjenim deobnim potencijalom. Ki-67 je marker proliferacije koji se naj¢es¢e koristi u
patologiji 1 predstavlja nuklearni antigen prisutan u svima aktivnim fazama celijskog ciklusa (G1,
S, G2 i M), a odsutan u fazi mirovanja (G0). Pozitivno bojenje na Ki-67 je prijavljeno u 13 - 30%
¢elija u malignom melanomu, iako pojedinacni sluc¢ajevi mogu pokazati skoro 100% nuklearne
pozitivnosti [322]. Imaju¢i na umu navedeno, moze se re¢i da, pored efikasnosti u supresiji rasta
solidnog melanoma i razvoja pluénih metastaza, IXN utice i na fenotip metastatskih B16-F10 ¢elija
in vivo, dovodec¢i do njihove diferencijacije u smeru manje invazivnog fenotipa.

Razli¢ita efikasnost kombinovanog tretmana IXN 1 subtoksicne doze konvencionalnog
hemioterapeutika PCT uoc¢ena u dva eksperimentalna modela istog tipa kancera ukazala je na bitne
razlike medu njima. Naime, u solidnom modelu melanoma, kotretman zivotinja navedenim
eksperimentalnim agensima bio je efikasniji od pojedina¢nog tretmana IXN, ostvarivsi statisticki
znacajan inhibitorni efekat na rast melanoma. Nasuprot fenomenu uofenom na solidnom, u
metastatskom modelu melanoma je statisticka znacajnost kombinovanog tretmana, i pored vidnog
trenda smanjenja u broju metastaza na plu¢ima u poredenju sa kontrolnom grupom, izostala, a ista
je ustanovljena samo u grupi zZivotinja koje su primale sam IXN. Predstavljeni rezultati su ukazali
na to da je u metastatskom, za razliku od solidnog modela, samostalna terapija IXN delotvornija od
kombinovane terapije u kojoj se IXN i PCT aplikuju paralelno. Pretpostavlja se da je razlika u
karakteristikama 1 ponaSanju metastatskih celija melanoma u odnosu na primarne klonove
odgovorna za razli¢it odgovor na istu terapiju. Pojava metastaza predstavlja jedan od najveéih
izazova u terapiji malignih bolesti uopste, s obzirom na inicijalnu ili steCenu rezistenciju
metastatskih lezija u odnosu na primarne tumore [330]. Stoga bi se moglo re¢i da, iako se radi o
istom tipu tumora, solidni i metastatski oblik melanoma zahtevaju razliit terapeutski pristup 1
redizajniranje postojecih terapijskih protokola. Ovo je potvrdeno in vivo, ogledom na metastatskom
modelu melanoma sa neSto izmenjenim eksperimentalnim dizajnom u odnosu na prethodno opisani.
Naime, Sema davanja IXN 1 PCT je promenjena, a IXN je aplikovan vremenski odvojeno od PCT,
neposredno po indukciji bolesti, a pre primene subtoksi¢ne doze hemioterapeutika. Ovakav
izmenjeni rezim davanja drasti¢no je povecao efikasnost kotretmana, a po intenzitetu supresije
bolesti prevaziSao delovanje samog IXN. Uoceni fenomen se moze objasniti uticajem testiranog
prirodnog jedinjenja na fenotip visoko invazivnih, metastatskih B16-F10 ¢elija, kako je i pokazano
in vitro i in vivo. Promena fenotipa ¢elije ka zrelijoj, vise diferentovanoj formi se ogleda u
smanjenoj moguénosti formiranja kolonija, redukovanoj migraciji, adheziji i invaziji, kao i
smanjenoj ekspresiji biomarkera povezanih sa metastatskim svojstvima. Diferencijacija malignih
¢elija u tumorskoj masi visokog gradusa predstavlja platformu sa koje se efekti sledstvene primene
hemioterapije viSestruko uvecavaju i to ima utemeljenje u vise nivoa. Najpre, ¢elije u visSem stupnju
diferentovanosti pokazuju vecu osetljivost na citotoksicno delovanje hemioterapije. Na nivou
meducelijske komunikacije, na ovaj nacin se ukida fenomen kompenzatorne proliferacije, koji je
jedan od glavnih “krivaca” brze repopulacije uznapredovalih tumora u kratkom periodu nakon
primenjene hemio- ili radioterapije. Celije sa kljuénom ulogom u ovom efektu koji terapije tumora
visokog gradusa ¢ini neuspesnim, jesu nisko- ili nediferentovane forme koje poseduju pluripotentna
svojstva. Ovakve ¢elije u kontaktu sa umiru¢om ¢elijom, primaju signal za deobu ¢ime se svakim
citocidnim atakom, broj ¢elija u tumorskoj masi zapravo uvecava. Promenom fenotipa ove frakcije
¢elija, gasi se stimulus za samoobnavljanje tumorskog tkiva [84]. Imajuci u vidu da IXN poseduje
potencijal da indukuje diferencijaciju misjih ¢elija melanoma u smeru manje invazivnog fenotipa,
ne ¢udi podatak da su izmenjene ¢elije bile izuzetno podlozne subterapeutskim dozama PCT. lako
se pomenuta terapijska strategija koja podrazumeva indukciju diferencijacije ve¢ koristi za leCenje
hematoloskih kancera, njena primena u solidnim tumorima i dalje je marginalna, a sloZenost
deSavanja u tkivu otezava razumevanje dogadaja i predikciju ishoda [84]. Sporadi¢ni su klini¢ki
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podaci koji potvrduju da promena fenotipa ¢elije ka viSe diferentovanom fenotipu dovodi do
poboljsanja klini¢ke slike pacijenata [331-333].

Sto se ti¢e antitumorskog delovanja prenilflavonoida in vivo, do sada je samo nekoliko studija
potvrdilo blagotvorno dejstvo oralno aplikovanog XN na mis§jim modelima kancera dojke, prostate,
leukemije i limfoma T ¢elija [194-197]. Takode, pokazano je da flavonoid galangin inhibira
formiranje tumorskih kolonija na plu¢ima nakon intravenske inokulacije B16-F10 ¢elija u C57BL/6
miseve [281]. Medutim, do danas, prema naSim saznanjima, ne postoje podaci o efikasnosti IXN u
supresiji tumora in vivo. Stoga ovo istazivanje predstavlja pionirsku studiju antitumorske aktivnosti
najbitnijeg metabolita oralno unesenog XN - IXN, potvrdene in vivo na animalnom modelu
melanoma. Osim toga, ovom studijom je prvi put dokazan izvanredan potencijal IXN da senzitizuje
tumorske celije na hemioterapeutik in vivo, u ovom slucaju paklitaksel, omoguéavajuci da
subtoksi¢na doza konvencionalnog citostatika uz pomo¢ prirodnog proizvoda dostigne terapeutski
efekat. I konacno, a po znacajnosti mozda i najvaznije, prvi put je pokazano da promenom
dinamike davanja bez promene doza, u rezimu u kome tretman IXN prethodi aplikaciji
hemioterapije, ova biljna komponenta omogucava da konvencionalni terapeutik ostvari snazno
delovanje u metastatskom modelu i to u opsegu doza daleko ispod terapeutskog minimuma, ¢ime
nas jos jednom ucvrs$¢uje u uverenju da je uticaj IXN na fenotip maligne ¢elije u uznapredovalom
stupnju bolesti od esencijalnog znacaja za sva opisana antitumorska svojstva.

Pored svega navedenog, istrazivanja obuhvaé¢ena ovom studijom pokazuju da ispitivana supstanca
nije toksi¢na za eksperimentalne zivotinje, $to je potvrdeno testom akutne toksi¢nosti, kao i
semikvantitativnom analizom biohemijskih parametara urina miSeva tokom in vivo ogleda. Nisu
primeéeni nikakvi znaci intoksikacije tokom 14 dana posmatranja nakon primene IXN u
jednokratnoj dozi 10 puta vecoj od one koris¢ene u eksperimentima in vivo. Takode, stopa
prezivljavanja tokom ovog tretmana bila je 100%. Dodatno, vrednosti ispitivanih biohemijskih
parametara urina zivotinja tretiranih IXN samostalno ili u kombinaciji sa PCT bili su u referentnim
okvirima. Navedeni rezultati su u skladu sa podacima iz literature gde se flavonoidi opisuju kao
jedinjenja niske ili nikakve toksi¢nosti u bioloskim sistemima [92,158,334,335], mada je klini¢ki
zabeleZeno da mogu da indukuju akutnu bubreZnu toksicnost pri velikoj pojedinacnoj dozi ili
hroni¢noj uporebi malih doza [120]. lako ne postoje konkretne studije o bezbednosti primene IXN
in vivo, podaci dobijeni raznim ispitivanjima na animalnim modelima i ljudima idu u prilog
rezultatima prikazanim u ovoj doktorskoj disertaciji [120,122,123,336,337]. U skladu sa tim,
toksikoloSke studije na miSevima pokazale su da prekursor IXN, halkon XN, dat oralno miSevima u
mnogo ve¢im dozama, Cak i1 pri dugotrajnoj izloZenosti, ne pokazuje Stetne efekte na funkcije
glavnih organa, metabolizam proteina i masti kao ni homeostazu [193,338,339]. Takode, oralni
unos visoke doze ekstrakta hmelja bogatog IXN, XN i 8-PN nije doveo do akutne toksi¢nosti kod
Zzena u menopauzi [124]. Premda je broj toksikoloskih studija hmelja ili njegovih preparata
ograni¢en, duga istorija njihove intenzivne i kontinuirane upotrebe od strane ljudi kroz
konzumaciju piva i dodataka ishrani ukazuje na visok stepen bezbednosti njihove primene.

Na samom kraju treba ista¢i da rezultati predstavljeni u ovoj doktorskoj disertaciji otkrivaju
znacajnu delotvornost IXN u samostalnoj upotrebi ili u sklopu konvencionalne terapije solidnih i
metastatskih melanoma, in vitro i in vivo. Posebnu vrednost imaju rezultati koji potvrduju
postojanost njegovog efekta u modelu metastatskog melanoma i izvanredan senzitizujuéi potencijal
kada se daje vremenski odvojeno od hemioterapije, u pretretmanu. Ovo dalje potvrduje kapacitet
ispitivane komponente da promenom fenotipa maligne ¢elije slabi njena zlo¢udna svojstva i na vise
nivoa potencira efekte hemioterapije. Stoga je ovaj prenilflavonoid perspektivan kandidat za
buduca ispitivanja na polju eksperimentalne onkologije, ne samo kao agens sa antimetastatskim
potencijalom, ve¢ i kao supstanca koja indukuje diferencijaciju i hemosenzitizaciju melanoma.
Rezultati nastali u ovoj studiji upucuju na znacajnost razliCitog dizajna u leCenju solidnih 1
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metastatskih tumora i1 neagresivnog pristupa u terapiji kancera koji pociva na diferencijaciji
malignih ¢elija pre nego na indukciji njihove smrti.
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6. Zakljucci



U skladu sa postavljenim ciljevima istrazivanja, a na osnovu dobijenih rezultata, izvedeni su sledeci
zakljucci ove doktorske disertacije:

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

IXN smanjuje vijabilitet ¢elija primarnog (B16) i metastatskog (B16-F10) melanoma misjeg
porekla kao i visoko invazivnog humanog melanoma (A-375) in vitro.

IXN ne ostvaruje inhibitorni efekat na rast primarne kulture makrofaga in vitro te pokazuje
izrazenu selektivnost za maligni fenotip.

U osnhovi citocidnog dejstva IXN na kulture B16 i A-375 ¢elija izvedenih iz primarnog
melanoma jeste indukcija ¢elijske smrti apoptozom nezavisnom od aktivacije kaspaza, dok
je autofagija intenzivirana delovanjem ovog agensa citoprotektivnog karaktera.

IXN inhibira proliferaciju i ostvaruje permanentan efekat u kulturama nisko invazivnih B16
i visoko invazivnih A-375 Celija, dovode¢i do gubitka njihovih malignih svojstava i
promene fenotipa.

IXN indukuje atipi¢nu diferencijaciju B16 ¢elija u smeru izvornog fenotipa, potvrdenu
morfoloski i biohemijski (povecana aktivnost enzima tirozinaze), bez kompletirane sinteze
melanina.

IXN dovodi do gubitka pluripotentnih osobina visoko invazivnih amelanoti¢nih A-375
¢elija, §to je potvrdeno morfoloski i deprivacijom ,,stem® markera — B-katenina, Notch 1 i
Oct-3/4.

IXN snazno inhibira produkciju ROS/RNS i NO, koji su od vitalnog znacaja za B16 1 A-375
¢elije, ¢ime doprinosi ukupnom antitumorskom delovanju koje ostvaruje na pomenutim
¢elijskim linijama.

Indukcija apoptoze i diferencijacije zajedno sa inhibicijom Ccelijske proliferacije pod
delovanjem IXN korelira sa slozenom dinamikom promena u ekspresiji kljuénih molekula
PI3/Akt i MAPK signalnih kaskada uklju¢enih u ¢elijsku smrt, deobu i diferencijaciju, uz
dominantnu inhibiciju nizvodnih targeta, p70S6K i S6 proteina, u kulturama B16 i A-375
¢elija.

U osnovi citocidnog dejstva IXN na metastatski klon B16-F10 jeste indukcija apoptoze
posredovana kaspazama zdruzena sa snaznom programiranom ¢elijskom  smrcéu
posredovanom autofagijom.

IXN inhibira proliferaciju i smanjuje klonogeni potencijal visoko proliferativnog
metastatskog klona B16-F10, §to je sinhronizovano sa izrazenom redukcijom njegovih
metastatskih osobina in vitro. Smanjena adhezivnost, migratornost i invazivnost B16-F10
¢elija potvrdena je negativnom regulacijom ekspresije proteina integrinskog signalnog puta
relevantnih za proces metastaziranja od strane IXN.

Pored neposrednog tumoricidnog efekta, IXN interferira sa PCT, povecavajuéi njegovu
efikasnost in vitro na svim ispitivanim ¢elijskim linijama, nezavisno od razlika u njihovom
malignom potencijalu.

Kombinovani tretman IXN i PCT potentnije suprimira rast melanoma in vivo u poredenju sa
efektom samog IXN na singenom modelu misjeg solidnog melanoma.

Samostalno primenjen IXN potentnije suprimira formiranje pluénih metastaza in vivo u
poredenju sa kombinovanim tretmanom IXN i PCT na singenom modelu misjeg
metastatskog melanoma.

Promena u dinamici tretmana, u kojoj davanje IXN prethodi aplikaciji PCT, potentnije
suprimira formiranje plué¢nih metastaza in vivo u poredenju sa samostalno primenjenim XN
na singenom modelu misjeg metastatskog melanoma. Opisani fenomen se pripisuje svojstvu
IXN da konvertuje B16-F10 c¢elije u manje invazivni fenotip, ¢ine¢i subterapeutsku dozu
PCT visoko efikasnom.
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imunologiju, Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢* 19. maja 2014. godine, a zvanje
istraziva¢ saradnik sti¢e 29. januara 2015. godine. Kao student na razmeni u okviru 3 DAAD
projekta (2014/2016, 2016/2018, 2018/2020), boravila je ukupno 5 puta po mesec dana na Leibniz
Institutu za biljnu biohemiju Martin-Luter-Univerziteta u Haleu, Nemacka. Takode je boravila na
,»Saxonian Incubator for Clinical Translation® (SIKT) Institutu Univerziteta u Lajpcigu, Nemacka
2018. godine u okviru Erazmus+ internacionalnog projekta za visoko obrazovane studente i
osoblje. Tamara Krajnovi¢ je do danas autor/koautor 12 radova u Casopisima medunarodnog
znacaja, ima 8 saopStenja na skupovima medunarodnog i 2 na skupovima nacionalnog znacaja. Iz
doktorske disertacije proistekla su dva rada, u ¢asopisima M21 i M21a kategorije.



IIpuaor 1.

H3jaBa o ayropcTBy

ITornucanu-a Tamapa Kpajaosuh

opoj manekca _ 53024/2013

HUzjaBbyjem

Jla je TOKTOpCKa AMCepTallyja 1moj HacJIOBOM

,,E(beKTI/I HN30KCAHTOXYMOJIA Ha TPETMaH COJIMAHOT 1 METACTATCKOI' MCJIaHOMaA:

JVPEKTaH YTHUIAj M HHTEPaKIKja ca XeMUOTepaInjom"

® pPE3yNTaT CONCTBEHOT HCTPAKUBAUKOTL Paja,

® Ja IpeUIoXKeHa JucepTalyja y HeJIMHU HU y JAeJI0BUMa HUje Onila MpeaiokeHa 3a 1001jame
OUJI0 KOje TUIUIOME MpeMa CTYAM]CKUM IIporpaMuMa JIpyruX BUCOKOIIKOJICKHUX YCTaHOBA,

e J1a Cy pe3yiTaTH KOPEKTHO HAaBEJCHU U

® Ja HUCAM KpIIKO/JIa ayTOpcKa MpaBa U KOPUCTUO UHTEJIEKTYaIHY CBOJUHY JAPYTUX JIMLA.

Hornuc 1oxkTopanga

VY Bbeorpany,




pwnJtor 2.

M3jaBa O HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT pajaa

Nwme u mpesume ayropa  Tamapa KpajHosuh

bpoj uanexca  b3024/2013

Crynujcku nporpam _ buosiornja — MonekynapHa OHKOJIOTH]a

Hacmos panga ,,Ed)eKTI/I HM30KCAHTOXYMOJIA HAa TPETMAaH COJIMAHOT U METACTATCKOT" MEJIaHOMaA.
AUPCKTaH VTI/ILIai n I/IHTCDaKHI/Iia ca XCMHOTeDaHHiOM“

Mentop _ ap Cama MujatoBuh

I[Tornucanwu/a Tamapa Kpajuosuh

W3jaBspyjem na je mrammaHa Bep3uja MOT JIOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA €IICKTPOHCKO] BEP3HjH KOjY
caM Tipesiao/na 3a o0jaBJbMBaEke Ha MopTany JIMruTajJHOr pemno3uTopujyMa YHHBEpP3UTETa y
Bbeorpany.

Jlo3BosbaBaM J1a ce 00jaBe MOjU JTMYHM MOJAIM BE3aHU 3a JOOWjame aKaJeMCKOT 3Bama JOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UME U Npe3uMe, TOAMHA U MECTO poherwa U 1aTym oalOpaHe paja.

OBM JMYHU TOAAIM MOTY ce 00jaBUTH HAa MPEXHHM CTpaHUIaMa AWTUTaIHe OubIHoTeKe, y
€JIEKTPOHCKOM KaTajiory U y nybnukanujama YHuBep3utera y beorpany.

Hornuc 1oxkTopanga

VY Bbeorpany,




IIpuaor 3.

N3jaBa o0 kopumhemwy

OsnamhyjeMm YHuBep3uteTcKy Oubmmoreky ,,CBerozap Mapkosuh™ pa y JlurutanHu
peno3uToprjyM YHUBEp3UTeTa y beorpany yHece MOjy JOKTOPCKY TUCEPTAIIN]Y IO HACTIOBOM:

~EQEKTH M30KCAHTOXYMOJIA HA TPETMAH COJIMIHOT ¥ METACTATCKOT METaHOMA: JIMPEKTaH YTUIIA] U
HMHTEpaKIKja ca XeMUOTEPAnrjoM* Koja je MOje ayTOPCKO JIEO.

Jluceprainujy ca CBUM MPUIIO3UMA Ipelao/ia caM y elIeKTPOHCKOM (GopMmaTy HMOTOJIHOM 3a TPajHO
apXUBHUPABE.

Mojy HOKTOpCKY IucepTanyjy IOoXpameHy Yy JurutamHu peno3uTopujyM YHHBEp3HTETa Yy
Beorpaagy Mory nma KopucTte CBHU KOjU IOIITYjy OApeade caapkaHe y oJadpaHOM THITY JHIICHIIC
Kpearusne 3ajennurie (Creative Commons) 3a Kojy caM ce 01y4Ho/a.

1. AyropcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPITHjATHO
3. AyTOpCcTBO — HEKOMEpLHUjaIHO — Oe3 mpepaze
AyTOpCTBO — HEKOMEPIIMjATHO — JICJIUTH IO/ UCTHM yCJIOBUMA
5. AytopcTBO — 0e€3 mpepaje
6. AyTOpCTBO — JI€IUTH MO UCTUM yCIOBUMA

(MonuMo /1a 320Kpy>XHTE caMo jeIHy O] IIeCT NOHYheHHUX JHMIEHIIN, KpaTaK OIHC JHIEHIU AaT je
Ha noJjiehuHu nHcTa).

MMoTrnuc noKkTopanga

VY beorpany,




1. AyropctBo - Jlo3BoJbaBaTe yMHOXaBame, AUCTPUOYIM]y W jaBHO CAOIIITaBamke Jela, U
npepaje, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HayMH ojpelheH o] cTpaHe ayTopa WU JaBaolia JHIICHIIE,
Yak U y Komepuujaiae cepxe. OBo je Hajci1000HH]a O] CBUX JIMIICHITH.

2. AyrtopctBO — HekomepuujanHo. Jlo3BosbaBaTe yYMHOXKaBame, JIUCTPUOYLHM]Y U JaBHO
caomIlTaBame Jella, U Ipepajie, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HauuH oapeheH ox ctpaHe ayropa
WM AaBaola jgunene. OBa JIMIEHIIa He T03B0JbaBa KOMEPIHjaIHy yHoTpeOy aena.

3. AyTopcTBO - HekoMeprujaHo — 0Oe3 mpepajne. Jlo3BojbaBare yMHOXaBame, JUCTPUOYIH]Y U
JaBHO CaoMIITaBame Jena, 6e3 MpoMeHa, IPeoOIMKOBamka WK YIIOTpeOe Aea y CBOM /ey, ako ce
HaBe/Ie UMe ayTopa Ha Ha4MH ojpel)eH o/ cTpaHe ayTopa Wi JaBaona juieHie. OBa JMIeHna He
7I03BOJbaBa KOMEPIMjalIHy yrnoTpeOy aena. Y OIHOCY Ha CBE OCTaje JIMLEHIIE, OBOM JIMIIEHIIOM Ce
orpaHnuyaBa HajBehu oOuM rnpasa kopunthema jaena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpLHjaTHO — JEIUTHU IOJ UCTUM yciaoBUMa. /03BoJbaBaTe yMHOXKABAE,
IMCTpUOYLM]y M jaBHO CaolIUTaBame Jiesla, U Ipepaje, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HAauyMH
oapeheH o cTpaHe ayTopa MM JaBaolla JUIEHIIE U aKo ce Impepaja JUcTpuOyrpa Mo UCTOM WIH
cimyHOM JuieHoM. OBa JUIEHIIa He J03BOJbaBa KOMEPIIMjaIHy YIIoTpeOy /ena u mpepaja.

5. AyropcTBo — 0€3 mpepaze. Jlo3BojbaBaTe yMHOXKaBame, TUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAONIITABAME
nena, 6e3 mpoMeHa, Mpeo0IMKOBakba WK ynoTpede /iesia y CBOM JIely, aKo Ce HaBeJlIe MMe ayTopa
Ha HauyuH ojapeheH onx cTpaHe ayTopa WM JgaBaoua JjuneHne. OBa JHIEHIA J03BOJbaBa
KOMepIHjanHy ynotpely nena.

6. AyTOpCTBO - JCIUTH O UCTHM ycioBHMA. J[03BobaBaTe YMHOXKaBAMKkE, JUCTPUOYITH]Y U JaBHO
CaolITaBame JIea, U Impepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH ona cTpaHe ayropa
WM JlaBaolla JUIEHIIE U aKo ce Mpepaja AUCTpuOyHpa Mol UCTOM WM CIMYHOM JinieHnoMm. OBa
JUIEHIIAa J03BOJbaBa KOMepIMjalnHy ymnoTpeOy nena u mnpepana. CrnudyHa je cOPTBEPCKUM
JUIEHIIaMa, 0JIHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJ1a.



