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Ispitivanje uticaja aloe emodina na Celije melanoma B16 i A375 i njihovu osetljivost
na citostatike i imunski odgovor
SAZETAK

Aloe emodin (AE) spada u biljne molekule antraciklinskog tipa koji zahvaljuju¢i
reaktivnim grupama na atomima ugljenika benzenovih prstenova pokazuje izrazitu
reaktivnost 1 posledicno Siroki spektar bioloske aktivnosti poput baktericidnog,
fungicidnog, viricidnog, imunosupresivnog, antiinflamatornog, hepatoprotektivnog,
laksativnog 1 vazorelaksiraju¢eg delovanja. Istrazivanja novijeg datuma stavljaju u zizu

interesovanja njegova antitumorska dejstva.

Ciljevi koji su postavljeni u ovoj tezi podrazumevali su utvrdivanje tumoricidnog delovanja
AE-a na ¢elije miSjeg, B16 i humanog, A375 melanoma koje se inicijalno razlikuju u
redoks statusu i aktivnosti signalnih puteva uklju¢enih u kancerogenezu. Uz uporednu
analizu unutaréelijskog odgovora pomenutih linija na tretman AE-om, ispitivan je i uticaja
AE-a na osetljivost melanoma na imunski odgovor usmeren protiv transformisane celije

kao 1 na efikasnost konvencionalne citostatske terapije.

AE je snazno inhibirao rast obe celijske linije posredstvom razli¢itih mehanizama. U
slucaju A375 ¢elija, AE je doveo do indukcije apoptoze zavisne od aktivnosti kaspaza uz
smanjenje nivoa antiapoptotskih proteina XIAP i Bcl-2. Suprotno, tretman AE-om je
indukovao ireverzibilnu diferencijaciju B16 <¢elija u smeru primarnog fenotipa
manifestovanog pove¢anom ekspresijom enzima tirozinaze i naknadnom produkcijom
melanina. Opisana promena B16 ¢elija bila je prac¢ena brzom akumulacijom p53, ciklina D1
i D3. Klju¢ni dogadaj u diferencijaciji B16 celija je, najverovatnije, povecana produkcija
H,0; indukovana AE-om. U osnovi heterogenih ishoda tretmana istovetnim agensom je
recipro¢na regulacija aktivnosti ERK1/2 i Akt. Poseban znacaj ima podatak da se apoptoza
pokrenuta AE-om u A375 ¢elijama odvija u uslovima prekomerne aktivnosti Akt. Analiza
paralelnog tretmana ¢elija melanoma AE-om i konvencionalnim citostaticima
(doksorubicin i paklitaksel) pokazala je da pomenuta supstanca umanjuje efikasnost

hemioterapije. Nekonzistentnost ishoda ko-tretmana AE-a i medijatora imunskog odgovora



iz familije TNF molekula ukazala je na kompleksnost uticaja mikrosredine na u¢inak AE-a.
U celini, rezultati ove doktorske disertacije pokazuju kako specificnost ¢elija melanoma
definiSe mehanizam delovanja AE-a iako ne ugrozava njegov antitumorski potencijal. S
druge strane, opisani rezultati upozoravaju na opasnost kombinovanja biljnih preparata sa

konvencionalnim terapeuticima usled moguceg neutralisSuc¢eg efekta.

Kljuc¢ne reci: Aloe emodin, melanom, ERK1/2, Akt, apoptoza, diferencijacija
Naucna oblast: Biologija tumora

Uza nauc¢na oblast: Imunoonkologija

UDK broj: 616-006.81 (043.3)

Evaluation of aloe emodin effect on B16 and A375 melanoma cells and their sensitivity

to anticancer drugs and immune response
ABSTRACT

Aloe emodin is an herbal antraquinone that, due to reactive groups on the carbon atoms of
benzene rings, posseses a strong reactivity and consequently shows a wide range of
biological activities such as antibacterial, antifungal, antiviral, diuretic,
immunosuppressive, anti-inflammatory, hepatoprotective, laxative and vasorelaxant.
Recent studies put the focus on its antitumor effects. The aim of this thesis was to
determine and evaluate antitumor activity of AE on two melanoma cell lines that initially
differs in redox status and activities of signaling pathways involved in carcinogenesis:
mouse melanoma B16, and human melanoma A375 cells. Together with comparative
analysis of the intracellular responses of two lines to the AE treatment, the impact of AE on
the sensitivity of melanoma to antitumor immune response as well as the efficiency of

conventional cytostatic therapy, were examined.



AE decreased the growth of both cell lines through different mechanisms. In the case of
A375 cells, AE inducted caspase dependent apoptosis by reducing protein levels of
antiapoptotic molecules XIAP and Bcl-2. In contrast, treatment with AE promoted
irreversible differentiation of B16 cells towords its primary phenotype manifested through
increased expression of the tyrosinase and the subsequent production of melanin. Described
change in B16 cells was accompanied by a rapid accumulation of p53, cyclin D1 and D3.
Increased production of H,O» triggered by AE is probably first in a line of events
responsible for induction of differentiation of B16 cells. Opposite regulation of two main
signaling pathways involved in cell proliferation, differentiation and death- MEK-ERK1/2
and PI3K-Akt in tested cell lines could be essential for different outcome of the treatment
with single agent. Furthermore, analysis of the parallel treatment of melanoma cells with
the AE and conventional cytostatics (doxorubicin and paclitaxel) showed that introduced
substance decreases the effectiveness of chemotherapy. Incoherent outcome of co-treatment
of AE and TNF, FasL or TRAIL, the most relevant mediators of nonspecific immune
response aginst tumor cells, points to the complexity of the influence of
microenvironmental factors to the effect of AE. In general, the results of this PhD thesis
show that cell specificity of melanomas defines the mechanism of AE action, while it does
not jeopardize its anticancer potential. On the other hand, presented results point to a
danger of combining herbal medicines with conventional therapeutics due to their possible

neutralizing effects.

Key words: Aloe emodin, melanoma, ERK1/2, Akt, apoptosis, differentiation
Area of research: Tumor biology
Area of special interest: Inmunooncology
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1. VY0D



1.1 Kancer

Tumorigeneza je visestepeni proces koji podrazumeva sukcesivnu akumulaciju genetskih
promena u c¢elijama. Danas je opSte prihvacena hipoteza o genetskoj nestabilnosti kao
endogenom mehanizmu nagomilavanja mutacija (Li i1 sar., 2009). Nepravilnosti u
procesima koji odrzavaju integritet genoma, kakvi su replikacija, popravka gresaka u DNK
molekulu, zastoj u S fazi celijskog ciklusa, ali i postojanje faktora koji doprinose
nestabilnosti, kao $to su osetljiva mesta u hromozomu i sekvence DNK sa visokim nivoom
transkripcije, uslovljavaju pojavu mutacija (Aguilera i Goémez-Gonzalez, 2008). Nastale
promene u genomu, od tackastih mutacija do velikih hromozomskih rearanzmana, imaju za
posledicu aktivaciju onkogena, inaktivaciju tumor supresor gena ili nove izmene u genima
stabilnosti genoma. Progresija tumora, preko preneoplazije do jasnog maligniteta, rezultat
je ekspanzije klonova c¢elija koje su, navedenim genetskim promenama, selektovane za sve

veci proliferativni potencijal (Coleman i Tsongalis, 2006; Bertram, 2000; Weinberg, 1989).

Transformisane ¢elije odlikuju odredene karakteristike koje ne pronalazimo kod normalnih

¢elija (Hanahan i Weinberg, 2000):

¢ nekontrolisana proliferacija, pri cemu se ¢elije kancera ne dele brze od normalnih
¢elija, ve¢ njihovu proliferaciju ne kontroliSu postojeci regulatorni procesi. Tako,
autokrinom proizvodnjom faktora rasta, pove¢anjem nivoa njihovih membranskih
receptora ili konstitutivnom aktivacijom nekog od nishodnih elemenata signalnog
puta koji promovise rast, tumorska ¢elija postize neprekidnu proliferaciju. S druge
strane, inaktivacijom tumor-supresor proteina ukljucenih u kontrolu rasta (Rb, p53)
ali 1 gubitkom mehanizama kontaktne inhibicije, tumor izbegava programe koji
negativno reguliSu Celijsku proliferaciju (Hanahan i Weinberg, 2011; Rang i sar.,

2005; Varagic i sar., 2004).

e razvoj strategija za izbegavanje celijske smrti. Noviji podaci pokazuju da

autofagija uglavnom deluje citoprotektivno na tumorsku celiju (Whitei Di Paola,



2009), dok regrutacija inflamatornih celija tokom nekroze moze dovesti do
neoangiogeneze, proliferacije tumorskih ¢elija 1 invazije okolnog tkiva
(Grivennikov i sar., 2010). S druge strane, da bi izbegao apoptozu ili smanjio njen
nivo, tumor je razvio mehanizme kakvi su gubitak funkcije p53 proteina, povecanje
ekspresije antiapoptotskih molekula ali i smanjenje ekspresije molekula koji

promovisu apoptozu (Hanahan 1 Weinberg, 2011).

besmrtnost - sposobnost tumorske celije da konstantno proliferise bez ulaska u
stanje mirovanja ili krizno stanje koje vodi u smrt. Ova osobina se pripisuje
aktivnosti telomeraze, enzima koji dodaje protektivne, telomerne nastavke na
krajeve DNK, a koji je, za razliku od normalnih ¢elija gde je skoro odsutan,

prekomerno eksprimiran kod tumora (Blasco, 2005).

indukcija angiogeneze. Tokom progresije tumora, kako bi se ispunile potrebe
neoplasticnog tkiva za kiseonikom i hranljivim materijama, dolazi do aktivacije
procesa angiogeneze. Mehanizmima kao Sto su povecanje ekspresije faktora rasta
vaskularnog endotela (engl. Vascular endothelial growt factor, VEGF) i smanjenje
ekspresije trombospondina-1 (TSP-1), tumor indukuje stalno stvaranje novih krvnih

sudova koji prate njegov rast (Ferrrara, 2009; Hanahan i Folkman, 1996).

Invanzivnost - aktivacijom odredenih gena, nedostupnih celiji pre maligne
transformacije, tumorske celije sticu osobine koje im omogucuju naseljavanje
okolnih tkiva. Tako sintezom i oslobadanjem matriksnih metaloproteinaza razaraju
se komponente ekstracelijskog matriksa Sto tumorskim ¢elijama olakSava kretanje

preko tkivnih barijera (Hua i sar., 2011);

metastaziranje - odvajanjem jedne ili grupe ¢elija i njihovim transportom putem
krvi ili limfe, maligne ¢elije dospevaju u razli¢ite delove organizma gde kreiraju
sekundarne tumore koji predstavljaju najveéi problem u terapiji kancera (Liotta i

Stetler-Stevenson, 1991; Rang i sar., 2005).



Nekontrolisana
proliferacija

Izbegavanije celijske Izbegavanje supresora
smrti rasta

Invanzivnost i

Indukcija angiogeneze s,
metastaziranje

Besmrtnost

Slika 1. Obelezja kancera (Preuzeto od Hanahan i Weinberg, 2011)

Osim prethodno opisanih karakteristika tumorske celije (slika 1), Hanahan i Weinberg
sugeriSu postojanje jos dve osobine koje se kroz literaturu u poslednjoj deceniji namec¢u kao
jednako vazne (Hanahan i Weinberg, 2011). Tako je opisana sposobnost tumorske ¢elije da
reprogramira svoj energetski metabolizam, kako bi se ispratila potreba za brzom
proizvodnjom energije koju namece stalna proliferacija. Metabolizam glukoze, umesto
oksidativne fosforilacije piruvata dobijenog glikolizom u ugljen dioksid, kod tumorske
¢elije podrazumeva samo glikolizu. Smanjena proizvodnja ATP-a (adenozin tri fosfata) u
odnosu na onu dobijenu u mitohondrijama, kompenzuje se povecanjem broja glukoznih
transportera u membrani i posledi¢nim povecanjem unosa glukoze u ¢eliju. Kao poslednju
zajednicku karakteristiku tumorskih c¢elija, Hanahan i Weinberg predlazu njihovu, u
velikom broju radova dokumentovanu (Teng i sar., 2008; Kim i sar., 2007; Schuster i sar.,
2006), sposobnost izbegavanja imunskog odgovora (Hanahan i Weinberg, 2011). Naime,
iako postoje mehanizmi kojima imunski sistem odgovara na prisustvo transformisanih
¢elija, ne retki su slucajevi u kojima se specificni imunski odgovor pokazao potpuno

irelevantnim (Ciampricotti i sar, 2010). Tumorski imunitet se pre svega odnosi na



citotoksicnu aktivnost CD8+ T limfocita koji prepoznaju antigen poreklom iz tumorske
¢elije prezentovan u okviru MHC molekula klase 1. Aktivnost CD4+ limfocita putem
produkcije citokina ili pruzanjem odgovarajuceg kostimulatornog signala vazna je za
uspesno pokretanje efektorskog imunskog odgovora na tumor posredovanog CD8 T
limfocitima adekvatne specificnosti. Antitela, aktivacijom komplementa ili posredstvom
NK c¢elija ili makrofaga koji nose Fc receptor, doprinose odbrani od tumora, dok je odgovor
NK ¢elija usmeren na tumore koji neeksprimiraju ili u manjoj meri eksprimiraju MHC
molekule klase 1. Sa druge strane, konstantna proliferacija tumora uslovljava visok stepen
mutacija koje, ukoliko c¢eliji daju prednost u rastu, ostaju fiksirane u genomu
transformisane ¢elije. Osobine, na ovaj nacin selektovane, izmedu ostalog osposobljavaju
tumor u pokuSaju da izbegne imunski odgovor. Tako, smanjenjem ekspresije MHC
molekula klase I, maskiranjem ili c¢ak gubljenjem antigena specificnih za tumor,
smanjenjem produkcije kostimulatora i MHC molekula klase II, tumor postaje manje
uocljiv imunskom sistemu, dok proizvodnjom supresora imunskog odgovora kakav je TGF-
B, tumor inhibira proliferaciju i efektorsku funkciju limfocita i makrofaga (Abbas i sar.,
2012). I kona¢no, maligna ¢elija je sposobna da, direktnim kontaktom ili putem medijatora,
funkcionalno onesposobi efektorske ¢elije ili indukuje njihovu smrt (Topfer 2011). U
osnovi “besmrtnog” fenotipa celija kancera najceS¢e jeste rezistencija na apoptozu
uspostavljena na unutaréelijskom nivou (Kelly i Strasser, 2011). Ovakva c¢elija nece
adekvatno odgovoriti na signale smrti u okruzenju tako da ¢e ¢ak i jedan snazan imunski

odgovor biti onemogucen da izvrsi svoju biolosku funkciju.

Tumori nastaju od razlicitih specijalizovanih ¢elija u organizmu i mogu se podeliti prema
embrionalnom poreklu tkiva iz koga su nastali. Najveéi broj tumora kod ljudi nastaje iz
epitelnog tkiva, nazivaju se karcinomima i odgovorni su za preko 80% smrti uslovljene
kancerom u svetu. U drugu grupu tumora spadaju sarkomi, tumori mezodermalnog porekla
koji nastaju iz vezivnih tkiva i ¢ine 1% svih dijagnostikovanih maligniteta. Tre¢u grupu
¢ine tumori nastali iz hematopoetskih tkiva sa incidencom od 9 %, dok su u cetvrtu grupu

svrstani neuroektodermalni tumori koji uzrokuju 2.5% smrtnosti (Weinberg, 2008).



1.2 Terapija kancera

U pokusaju leCenja kancera trenutno se primenjuju tri osnovna pristupa: hirurska ekscizija,

zracenje 1 hemioterapija pri ¢emu strategija zavisi od tipa kancera i stadijuma u kome je

dijagnostikovan (Rang i sar., 2005).

Osnovni lekovi koji se koriste u borbi protiv kancera, mogu se podeliti u nekoliko opstih

kategorija (Rang i sar., 2005):

1.

Citotoksi¢ni lekovi u koje spadaju:

-alkilirajuéi agensi i sli¢ne supstance — deluju stvaranjem kovalentnih veza sa DNK
molekulom ¢ime sprecavaju replikaciju. Osnovni korak u njihovom delovanju je
stvaranje karbonijum jona (atoma ugljenikasa samo 6 elektrona u spoljnjem
omotacu) koji je izuzetno reaktivan 1 ¢ija je meta najceSce azot na poziciji 7 kod
guanina (mada i N1 i N3 adenina i N3 citozina mogu biti mete alkilacije). Veéina
ovih lekova ima dve alkilirajuée grupe $to uzrokuje veze unutar ili izmedu DNK

lanaca (Pourquier, 2011);

-antimetaboliti, koji blokiraju ili ometaju jedan ili visSe metabolickih puteva
ukljucenih u sintezu DNK. Tako antifolati remete sintezu timidina jer inhibiraju
enzim koji prevodi folate u formu neophodnu za sintezu timidina, dok se analozi
purina i pirimidina konvertuju u ,,]lazne” nukleotide ¢ime inhibiraju sintezu DNK

(Lansiaux, 2011);

-citotoksi¢ni antibiotici odnosno supstance poreklom iz mikroorganizama koje
sprecavaju deobu c¢elija tako Sto inhibiraju topoizomerazu II, umecu se izmedu
nukleotida te ometaju prolazak RNK polimeraze ili ¢ak razgraduju DNK do nivoa

slobodnih baza (Lansiaux i Pourquier, 2011);

-agensi koji deluju na funkciju mikrotubula i stvaranje deobnog vretena (Dumontet,

2011);



2. Hormoni i lekovi koji suprimiraju sekreciju hormona i antagonizuju delovanje

hormona (koriste se kod hormon zavisnih tumora) (de Cremoux, 2011);

3. Ostali agensi koji ne spadaju u navedene kategorije (Rang i sar.,2005).

U novije vreme se uz pomenute oblike terapije izdvojila i imunoterapija. Strategija na kojoj
se zasniva imunoterapija sastoji se u stimulaciji organizma nosioca tumora da prepozna
tumor kao “stran” i da razvije imunski odgovor na njega (Schuster i sar., 2006). Po svojoj
prirodi imunoterapija moze biti pasivna ili aktivna. U pasivnoj imunoterapiji koriste se
antitela, dobijena rekombinantnim DNK tehnikama, specificna za jedan odredeni epitop
tumorskih antigena. Citotoksi¢nost ovakvih antitela se dodatno povecava vezivanjem
radioaktivnih izotopa, citotoksi¢nih lekova ili toksina (Bertolaccini i Olivero, 2001). Jos
jedan vid pasivne imunoterapije podrazumeva koriS¢enje in vitro kultivisanih i aktiviranih,
velikim dozama citokina, vlastitih limfocita ¢ime se dobijaju celije sa daleko veéim
citocidnim kapacitetom od originalne populacije (Yoshida i sar., 2011). Dok pasivnhom
terapijom pacijent dobija gotov proizvod, tako da se organizam aktivno ne angazuje, cilj
aktivne imunoterapije je da izazove imunski odgovor samog organizma, nosioca tumora
(Bertolaccini i Olivero, 2001). U tu svrhu koristi se nespecificna terapija, koja
podrazumeva aktivaciju celija imunskog sistema odredenim bakterijama ili citokinima
kakvi su interleukin-2 (IL-2), faktor nekroze tumora- o (TNF-a) i interferoni (Hurley i
Chapman, 2005; Yang i sar.,, 2003), kao i specificna aktivna imunoterapija koja
podrazumeva koris¢enje tumorskih vakcina (Costelo i sar., 2004; Mitra i sar., 2003).

Relativno slab ucinak imunoterapije se objasnjava time Sto je maligna celija ve¢ stekla

rezistenciju na imunske mehanizme u trenutku kada je tumor dijagnostikovan.



1.3 Melanom i aktuelna terapija melanoma

Melanociti su specijalizovane pigmentne ¢elije koje se uglavnom nalaze u kozi i u o¢ima
gde proizvode melanin, pigment odgovoran za boju koze i kose. Melanociti poti¢u od
izrazito pokretljivih progenitora iz nervne kreste koji migriraju u kozu tokom
embriogeneze. U kozi melanociti naseljavaju bazalni sloj epidermisa i folikul dlake gde je
njihova homeostaza regulisana epidermalnim keratinocitima (Slominski i sar., 2004). Kao
odgovor na UV zraCenje keratinociti oslobadaju faktore koji reguliSu prezivljavanje
melanocita, njihovu diferencijaciju, proliferaciju i pokretljivost. Takode, oni stimuliSu
melanocite da sintetiSu melanin, $to rezultira tamnjenjem koze. Na ovaj nacin melanociti
Stite kozu od Stetnog efekta UV radijacije u genezi kancera, Sto je paradoksalno jer su
upravo melanociti prekursori melanoma, najsmrtonosnijeg tumora koze (Gray-Schopfer i

sar., 2007).

-----

stepenom. NajceS¢e forme raka koze su kancer bazalnih ¢elija, kancer skvamoznih ¢elija i
melanom. Procena svetske zdravstvene organizacije je da se u svetu svake godine pojavi 2-
3 miliona novih slucajeva raka koze, gde je i pored Cinjenice da je melanom prisutan u
svega oko 132000 slucajeva, ova forma svakako najopasnija sa najveéim procentom
smrtnih ishoda (Gray-Schopfer i sar., 2007). Ukoliko se melanom dijagnostikuje u dovoljno
ranoj fazi mogude ga je izleciti hirurSkim odstranjivanjem. Metastatski melanom je, s druge
strane otporan na postojece terapije i sa vrlo loSom prognozom- stopa prezivljavanja za

period od 6 meseci do 5 godina je svega 5% (Cummins i sar., 2006).

Prilikom maligne transformacije melanocita dolazi do poremecaja u regulaciji rasta,
produkciji autokrinih faktora, ekspresiji razli¢itih molekula na membrani i promena u
prenoSenju unutarcelijskih signala. Kao posledica nastalih promena melanociti postaju
neosetljivi na sopstvene 1 spoljasnje regulatorne signale i podlezu nekontrolisanoj
proliferaciji (Haass i sar., 2004). Njihova proliferacija moze biti ograni¢ena na epidermis,

dermis ili moze da zahvati obe vrste tkiva. Postoji nekoliko stadijuma u genezi melanoma



pri ¢emu se svaki odlikuje novim klonom ¢elija sa sve ve¢im proliferativnim kapacitetom u

odnosu na okolna tkiva. Kod normalne koze melanociti su ravnomerno distribuirani na

bazalnoj membrani epidermisa. Inicijalna faza u nastanku melanoma je predstavljena nevus

¢elijama, grupacijama benignih melanocita pri ¢emu su prisutne i morfoloski atipi¢ne ¢elije

(slika 2). Sledeca faza se naziva “faza radijalnog rasta melanoma® i smatra se prvim

stupnjem maligniteta. Ovu fazu odlikuje epidermalna lezija sa mikroinvazijama celija u

dermis. Tzv. ,faza vertikalnog rasta® podrazumeva postojanje nodulusa ili gnezda celija

koje su zahvatile dermis. Celije imaju maligni potencijal i direktno dovode do metastatskog

malignog melanoma koji infiltrira vaskularni i limfni sistem (Miller i sar., 2006).

Faza

Epidermis

Dermis

Benigne nevus
celije

Displastiéne nevus
éelije

Faza radijalnog rasta

Faza vertikalnog rasta

Metastatski melanom

 —
Metastazira u pluéa, jetru
ili mozak

Slika 2. Faze rasta melanoma (Preuzeto od Miller i sar., 2006)

Poznato je da su tumorske ¢elije meta specificnog, ali 1 nespecificnog imunskog odgovora.

U mnogokomponentnom sistemu gde je sudbina maligne celije odredena slozenim

interakcijama izmedu tumorske ¢éelije, ekstracelijskog matriksa, okolnog tkiva i imunskog



odgovora, sposobnost tumorske celije da izbegne imunski odgovor je prednost koja joj
omogucava prezivljavanje 1 upravo je pritisak imunskog sistema ono §to selektuje ovakve
¢elije (Mitra i sar., 2003). Tako, iako intenzivan imunski odgovor u nekim sluc¢ajevima
rezultira destrukcijom tumora, slab imunski odgovor moze da stimuliSe njegov rast. Dalje,
danas je uglavnom prihvaceno da je visoka infiltracija makrofaga u tumorsko tkivo vezana
za loSiju prognozu bolesti, §to se objasnjava sposobnos¢u tumora ne samo da suprimira
antitumorsku aktivnost ovih ¢elija, ve¢ 1 da indukuje sekreciju supstanci koje ¢e da
promovisu proliferaciju tumorskih ¢elija (Condeelis i Pollard, 2006; Talmadge i sar., 2007).
S druge strane, prisustvo visokog procenta limfocita koji infiltriraju tumor (engl. tumor-
infiltrating lymphocyte, TIL) govori o prognozi zavisno od tipa tumora: kod melanoma 1
kancera ovarujuma povezan je sa boljim ishodom, dok kod kancera zeluca, visoka

infiltracija TIL, sugeriSe losiju prognozu (Solinas i sar., 2009).

Kako melanom raste, klonovi ¢elija razvijaju strategije za izbegavanje citotoksi¢nog
delovanja T limfocita. Brojni podaci u literaturi opisuju prestanak ili neadekvatnu
ekspresiju tumorskih antigena koje prepoznaju citotoksi¢ni T limfociti (Schuster i sar.,
2006), smanjenje ekspresije transporter peptida 1 (engl Tramsporter asociated protein
I,TAP-1) (Dissemond i sar., 2003) ali i sposobnost ¢elija melanoma da inhibiraju
ekspresiju adhezivnog molekula vaskularnih ¢elija 1 (engl. Vascular cell adhesion molecule
I,VCAM-1) od strane endotela ¢ime se otezava migracija T celija iz krvi u tumor
(Thompson i sar., 2004). Takode, pokazano je da CD40-CD40L interakcija, vazan
kostimulatorni signal u aktivaciji T limfocita, nezavisnim mehanizmom pozitivno regulise
rast melanoma (Lode i sar., 2000). Dalje, opisana je inaktivacija Fas receptora kao odgovor
melanoma na komponente nespecificnog imuniteta, mehanizam kojim tumor postaje
neosetljiv na FasL pokrenutu apoptozu (Ferrarini i sar., 1999). Iako humani melanom
eksprimira TNF receptor $to ga ¢ini potencijalno senzitivhim na ovaj citokin, ¢elije tumora
oslobadaju i solubilni receptor koji vezivanjem TNF-a inhibira njegovu aktivnost (Viac i
sar.,1996). Kako je pokazano da TNF ne remeti rast humanog melanoma kod
imunodeficijentnih miseva, moze se zaklju¢iti da ovaj citokin ima ulogu u aktivaciji

imunskog sistema pre nego indukciji ¢elijske smrti (Thompson i sar., 2004).



Melanom je kompleksna genetska bolest. U pokusaju da se identifikuju mehanizmi koji
leZze u osnovi njegove inicijacije 1 progresije, ucinjen je napredak u razumevanju kljucnih
signalnih puteva kod ove bolesti. Tako je pokazano da su brojni molekuli, ucesnici
signalnog puta regulisanog protein kinazama aktiviranim mitogenom (engl mitogen-
activated protein kinases, MAPK) ali i fosfoinozitol-3-kinaznog (englphosphoinositide-3-
kinases, PI3K) signalnog puta, pogodeni mutacijama koje vode u kancerogeni profil. Tako
je u cak 90% slucajeva humanog melanoma uocena povecana aktivnost kinaze regulisane
ekstracelularnim signalom (engl. extracellular signal-regulated kinases, ERK) (Cohen i
sar., 2002). Razlog ovakve prekomeme aktivacije moze biti produkcija autokrinih faktora
rasta, kakav je osnovni faktor rasta fibroblasta (engl. basic fibroblast growth factor, bF GF)
ali i povecana ekspresija njegovog receptora od strane celija melanoma (Satyamoorthy i
sar., 2003) ili, u retkim slucajevima, mutacija koja dovodi do aktivacije receptora za faktore
rasta, kakva je mutacija c-Kit receptora (Willmore- Payne i sar., 2005). Ipak, najcesci
mehanizam prekomerne aktivacije ERK-a je mutacija u neuroblastoma RAS (NRAS) genu
koja se javlja kod 15-30% humanih melanoma (Davies i sar., 2002). Dalje, pokazano je da
je najcesca mutacija u MAPK signalnom putu supstitucija glutamata valinom na poziciji
600 kod BRAF gena koja je prisutna kod ¢ak 70% humanih melanoma (Davies i sar.,
2002). Mutirani BRAF stimuliSe konstitutivnu aktivnost ERK-a, proliferaciju,
prezivljavanje ¢elija i omogucava rast tumora. BRAF doprinosi i angiogenezi stimulacijom
autokrine sekrecije vaskularnog endotelnog faktora rasta (engl. vascular endothelial growth
factor, VEGF) (Sharma i sar., 2005). Pored toga, novija istrazivanja su ukazala na nekoliko
gena ¢ija je ekspresija regulisana aktivnoséu'®* BRAF-a. U njih spadaju transkripcioni
faktor mikroftalmije (engl. microphthalmia- associated transcription factor, MITF)
(Wellbrock i Marais, 2005), geni za regulatore ¢elijskog ciklusa ciklin D1 i p16™<* (Bhatt
i sar., 2005; Gray-Schopfer i sar., 2006), gen za matriksnu metaloproteinazu (MMP)I
(Huntington i sar., 2004) kao i gen za inducibilnu sintazu azot monoksida (iNOS)
(Ellerhorst 1 sar., 2006). PI3K put reguliSe prezivljavanje celija, proliferaciju, rast i
pokretljivost ¢elija i uvelikom broju melanoma ovaj signalni put je prekomerno aktiviran
(Stahl i sar., 2004). Potreba da se inhibiraju oba, MAPK i PI3K, signalna puta za supresiju

rasta melanoma, potvrduje njihov znacaj. Konacno, postoji nekoliko genetskih promena,

10



uobicajenih za melanom, koje redukuju apoptozu, a u njih spadaju povecana ekspresija
gena Bcl-2 (engl. B-cell lymphoma 2), nuklearnog faktora-«B (engl.nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells, NF-xB) i Akt3 (protein kinaza B) kao i gubitak
PTEN gena (engl. phosphatase and tensin homolog) (Gray-Schopfer i sar., 2007).
Interesantno je zapazanje da je p53 gen retko mutiran kod melanoma kao i da je njegova
povecana ekspresija vezana za progresiju tumora (Sauroja i sar., 2000; Box i Terzian,
2008). Noviji podaci ukazuju na ulogu endogenog azot monoksida (NO) u regulaciji
aktivnosti p5S3. Naime, primeceno je da je ekspresija kod melanoma koji konstitutivno
eksprimiraju iNOS povezana sa pojacanom otporno$¢u na terapiju i loSijom prognozom
bolesti nego u sluc¢aju melanoma koji ne eksprimira ovaj enzim (Ekmekcioglu i sar., 2000).
Molekularne analize sugeriSu da endogeni NO negativno reguliSe apoptozu indukovanu
cisplatinom $to se, izmedu ostalog, objasnjava pokrenutom aktivacijom p53 proteina koja
dovodi do pojacane transkripcije p21 Sto rezultira zaustavljanjem celijskog ciklusa,
popravkom DNK oste¢enjai prezivljavanjem celije (Tang i Grimm, 2004.)

Melanom je izuzetno agresivno oboljenje sa visokim metastatskim potencijalom i izrazitom
rezistentno$¢u na citotoksicne agense. Pretpostavlja se da je razlog tome Cinjenica da
melanociti poticu od vrlo pokretljivih ¢elija koje imaju pojacanu sposobnost prezivljavanja
(Gray-Schopfer 1 sar., 2007). Osim toga, reaktivne kiseonicne vrste (engl. reactive oxygen
species, ROS) su izrazito ukljuene u metabolizam i fizioloske procese melanocita. Naime,
ROS se generisu kao odgovor na UV radijaciju dok je vodonik peroksid (H,O,) uobi¢ajeni
sporedni proizvod u melanogenezi (Nappi 1 Vass, 1996) ali, funkcionise i kao sekundarni
glasnik u propagaciji signala pokrenutog TNFa i transformiSu¢im faktorom rasta B (engl.
transforming growth factor beta, TGFP) citokina koji inhibiraju proces sinteze melanina
(Meier i sar., 1989; Thannickal i sar., 1993). Dalje, Peinado i sar. (1992) su pokazali da
¢elije melanoma odgovaraju na oksidativni stres pove¢anjem unutaréelijske koncentracije
glutationa, kao i to da slabo podlezu lizi nakon oksidativnog Soka. Opisana neosetljivost
¢elija melanoma na oksidativno ostecenje korelira sa ¢injenicom da su ROS normalno
prisutni u kozi i sugeriSe da c¢elije melanoma, kao i sami melanociti, poseduju aktivne
odbrambene mehanizme za spreCavanje oStecenja cCelija indukovana reaktivnim

kiseoni¢nim vrstama. Izgleda da ova osobina ¢ini melanom rezistentnim na radijacionu
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terapiju ali i na hemioterapiju lekovima koji zasnivaju svoje dejstvo na promeni redoks
statusa ¢elije (Jimenez- Cervantes i sar., 2001). Takode, ¢elije melanoma, u poredenju sa
drugim tipovima tumora, imaju nisku stopu spontane apoptoze in vivo i relativno su otporne
na agense koji indukuju apoptozu in vitro (Soengas i Lowe, 2003). Ve¢ nekoliko decenija
se u postoperativnoj terapiji malignih melanoma koriste interferon o (IFNa) (Richtig i sar.,
2004), visoke doze IL-2 (Dillman i sar., 2000), dekarbazin (Eggermont i sar., 2004),
temozolomid (Patel i sar., 2011), paklitaksel i cisplatina (Attalah i sar., 2005), pri ¢emu sve
terapije jako malo doprinose ukupnoj stopi prezivljavanja pacijenata sa melanomom
(Eggermont i sar., 2011). Identifikacija signalnih puteva koji su ukljuceni u inicijaciju i
progresiju tumora, otvara novo podrucje za njegov tretman i daje priliku da se kreiraju
ciljane terapije zavisno od genetskih lezija koje leze u osnovi individualne bolesti. U ovome
trenutku, nekoliko novih ciljaju¢ih agenasa se testira samostalno i u kombinaciji sa
konvencionalnom terapijom (Gonzales i sar., 2009). Tako selektivni BRAF inhibitor -
Vemurafenib daje ohrabrujuce rezultate kod pacijenata koji imaju metastatski melanomom
sa VO0OE mutacijom BRAF gena, ¢ak i u poredenju sa, do sada najefikasnijim
antimelanoma agensom- dekarbazinom (Chapman i sar., 2011). U novije vreme, predlozeno
je 1 eventualno kombinovanje Vemurafenib sa MEK inhibitorima (Eggermont i sar., 2011).
Agensi koji deluju na komponente PI3K signalnog puta, kakav je temserolimus koji
inhibira mTOR (engl. mammalian target of rapamycin) ili MK-2206, inhibitor Akt-a
(Eggermont i sar., 2011), kao i agensi koji deluju na nekoliko unutacelijskih puteva preko
inhibicije molekula kakav je Hsp90 (engl. heat-shock protein 90) koji reguliSe zauzumanje
konformacije novosintetisanih proteina (Sharp i Workman, 2006), mogli bi kod precizno
selektovanih pacijenata dati pozitivan ishod. Nedavno je od strane FDA odobrena
imunoterapija humanim IgGl monoklonskim antitelima (ipilimumab) koja blokiraju
CTLA-4 antigen, negativni regulator aktivnosti T limfocita (Inman i sar., 2007), ¢ime se
uspostavlja povoljan imunski odgovor na tumor kod pacijenata sa melanomom u odmaklom

stadijumu (Scheier i sar., 2011).

Neosetljivost ili slaba osetljivost melanoma ali i drugih tumora na primenjenu terapiju,

danas se dovodi u vezu sa postojanjem kancer inicirajucih ¢elija (engl. cancer initiating
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cell, CIC), koje predstavljaju jedno od najinteresantnijih otkrica u onkologiji u poslednje
vreme (Lapidot i sar., 1994; Lawson i sar., 2007; Marian i sar., 2009). Naime, pokazano je
da ove celije ¢ine malu frakciju tumora koja je odgovorna za njegovu propagaciju. CIC
podsecaju na mati¢ne Celije, jer se nalaze u stanju mirovanja ili su sa izrazito niskom
stopom deobe (Mc Cubrey i sar., 2010), imaju sposobnost samoobnavljanja, ali mogu i da
diferenciraju u ¢elije originalnog tumora ili one koje su rezistentne na terapiju primenjenu
na kancer (Ailles i Weissman, 2007; Clarke i sar., 2006; Dick, 2008). Za razliku od okolnih
¢elija istog tumora, CIC su uglavnom neosetljive na konvencionalne pristupe terapiji
kancera kakvi su hemioterapija i radioterapija. Tako je sugerisano da CIC opstaju,
pritajene, tokom terapije i da, po uklanjanju hemioterapeutskog agensa, diferenciraju u
populaciju celija koje su neosetljive na primenjeni tretman i koje ¢e popuniti mesto

originalnog tumora ili metastazirati u drugo tkivo (Mc Cubrey i sar., 2010).

1.4 Fitoterapija

Kao alternativa konvencionalnoj medicini, izdvaja se tradicionalna medicina razlicitih
nacija i, kao najpoznatija i najintrigantnija za nauku, u okviru nje - fitoterapija, odnosno
leCenje lekovitim biljem. Primena lekovitog bilja je ve¢ 3000 godina prisutna u
alternativnoj medicine pri cemu su vremenom stecena saznanja objavljena u vise od hiljadu
knjiga u kojima je opisano preko 5.000 lekovitih biljaka (Hartwell, 1982; Chang, 1986;
Kapoor, 1990; Schultes, 1990; Ravelo i sar., 2004).

Iako zvanicni statisticki podaci potvrduju izvestan procenat uspesnosti metoda fitoterapije u
le¢enju hroni¢nih, neurodegenerativnih bolesti i kancera (Ravelo i sar., 2004), jos uvek ne
postoji adekvatna interakcija izmedu saznanja moderne i iskustava tradicionalne medicine.
Do danas je pokazano da delotvornost fitoterapije pociva na sinergizmu razli¢itih
komponenata koje ulaze u sastav biljnih ekstrakata (Zhang i sar., 2003; Tse, 2003), ali ne

postoji dovoljno nauc¢nih dokaza o prirodi ovih molekula, mehanizmima njihovog
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delovanja kada se nadu u ¢eliji, kao ni posledicama njihove medusobne ili interakcije sa

konvencionalnim lekovima prilikom eventualnih kombinacija.

Ono S§to se zna jeste to da su biljke izvor molekula male molekulske mase koji po ulasku u
¢eliju deluju kao modulatori, ali i kao inhibitori brojnih signalnih puteva (Ravelo i sar.,
2004). Neki od ovih puteva su prekomerno aktivirani kod kancera i mogu biti uzrok
sticanja kancerogenog profila ¢elije ili njegovog odrzavanja. Ova Cinjenica inicirala je
ispitivanje eventualnih antitumorskih efekata pojedinih molekula izolovanih iz biljaka pa,
iako se o njihovom uces¢u u inhibiciji rasta tumora jo$§ uvek ne zna dovoljno, postojeci
podaci sugerisu mogucu ulogu pomenutih molekula u terapiji tumora. Tako su, danas, neki
od molekula poreklom iz biljaka u fazi preklinickog [bruceantin (Cuendet i sar., 2004),
indirubins (Galmozzi i sar, 2006), olomucin (Cragg i Newman, 2009), betulinska kiselina
(Mullauer i sar., 2010),...] ili klinickog ispitivanja [vinblastin (Gueritte i Fahi, 2005),
irinotecan (Shah i sar.,, 2005), topotecan (Cragg i sar., 2009), etoposid (Hofle i
Reinchebach, 2005), flavopiridol (Dispenzieri i sar., 2006)...]. Noviji rezultati pokazuju
izvesnu osetljivost prethodno pomenutih CIC ¢elija na prirodne agense. McCubrey 1 sar.
(2010) opisuju nepostojanje razlike u osetljivosti na genistein (inhibitor protein kinaza i
topoizomeraze II) izmedu CIC 1 BC (engl. bulk cell) ¢elija kancera prostate. Takode, isti
autori sugeriSu da kombinovana terapija sa genisteinom znacajno pojacava efekat
konvencionalnih terapeutika.

Postojanje CIC celija donekle objasnjava neuspesnost konvencionalne terapije. S druge
strane, rezultati dobijeni na njima, ali i na mnogim tumorskim linijama (Lampronti i sar.,
2006; Ligresti 2006), ukazuju na neosporni znacaj fitoterapeutika kao i na potrebu

zaotvorenijim pristupom nauke prema iskustvima fitoterapije, kada je kancer u pitanju.
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1.5 Aloe emodin

Aloe emodin (1.8-dihidroksi-3-hidroksimetil-antrahinon, AE) je supstanca biljnog porekla
koja se u visokoj koncentraciji nalazi u korenu, rizomui/ili kori lista biljaka iz rodova Aloe,
Senna i Rheum (Reynolds, 1985; Yang i sar., 1999; Wang i sar, 1997). Aloe emodin spada
u biljne pigmente antraciklinskog tipa koji zahvaljuju¢i reaktivnim grupama (hidroksilna,
hidroksimetil) na atomima ugljenika benzenovih prstenova pokazuje izrazitu reaktivnost i
posledi¢no Siroki spektar bioloske aktivnosti u kontaktu sa animalnim i humanim ¢elijama

(slika 3) (Lee i sar., 2006; Park i sar., 2009).

Slika 3. Struktura Aloe emodina

Ogroman bioloski potencijal AE-a ishoduje brojnim terapeutskim efektima od kojih su
medu prvima prepoznati laksativni i diuretski efekat (Yagi i sar., 1997; Krumbiegel i sar,
1993). Do danas je u literaturi opisano baktericidno, fungicidno, viricidno,
imunosupresivno, antiinflamatorno, hepatoprotektivno i vazorelaksirajuce dejstvo AE-a
(Anderson i sar., 1991; Huang i sar., 1991; Barnard i sar., 1992; Huang i sar., 1992; Kumar
1 sar., 1998; Arosio i sar., 2000; Lee i sar., 2001; Kim i sar., 2004; Basu i sar., 2005; Chiu 1
sar., 2009). Istrazivanja novijeg datuma stavljaju u zizu interesovanja njegova antitumorska
dejstva. Opseg antitumorskih dejstava AE-a je Sirok, s tim §to je pokazano da supstanca

ispoljava poseban afinitet prema tumorima neuroektodermalnog porekla poput karcinoma
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Merkelovih ¢elija, glioma i neuroblastoma (Pecere i sar., 2000; Wasserman i sar., 2002;
Mijatovi¢ 1 sar., 2004). Pecere i sar. su pokazali da je u osnovi ovakve selektivne
toksicnosti AE-a specifican nacin ulaska molekula u ¢eliju. Naime, ovo je energetski
zavisan proces koji podrazumeva prepoznavanje supstance od strane receptora specificnog
za tumore neuroektodermalnog tipa (Pecere i sar., 2000). Mehanizam delovanja AE-a nije
uniforman ve¢ je uslovljen specificnosé¢u tumorske celije ali i njenim neposrednim

okruzenjem.

Antitumorska svojstva AE-a bi mogla da se klasifikuju kao direktna i indirektna. U direktne
efekte pomenute supstance spadali bi: indukcija apoptoze, indukcija celijske smrti
autofagijom, diferencijacija maligne celije i povecanje osetljivosti tumorske celije na
hemioterapiju, dok bi se indirektna antitumorska svojstva AE-a odnosila na njegovu

sposobnost da inhibira angiogenezu i formiranje metastaza.

Apoptoza je tip programirane celijske smrti koji je esencijalan za normalno razvice i
odrzavanje homeostaze ali je ujedno i fizioloski mehanizam eliminacije transformisanih
¢elija bez osteCenja zdravih celija ili okolnog tkiva (Hotchkiss i sar., 2009). Tako se
indukcija apoptoze u ciljnoj ¢eliji smatra kljuénim mehanizmom terapije protiv kancera.
Brojni podaci u literaturi govore u prilog sposobnosti AE-a da pokrene apoptozu kod
razli¢itih tumorskih linija. Tako je na humanom kanceru besike opisano da AE dovodi do
apoptoze povecanjem nivoa p53, p21, Fas/APO-1 receptora, redukcijom odnosa Bax (engl.
BCL2-associated X protein) / Bcl-2 i posledi¢nom aktivacijom kaspaze-3 (Lin i sar., 2006).
Kuo i sar. (2002) su ispitivali antitumorsku aktivnost AE-a kod dve ¢elijske linije humanog
kancera jetre: pS3- pozitivne Hep G2 i p53-deficijentne Hep 3B. U slucaju Hep G2 linije
AE je doveo do nagomilavanja ¢elija u G1 fazi ¢elijskog ciklusa i akumulacije p53 $to je
rezultiralo povecanom ekspresijom p21/WAF1, Fas/APO1 i Bax proteina i posledicnom
apoptozom. S druge strane, apoptoza indukovana AE-om kod Hep 3B ¢elija je posredovana
promocijom Bax i p21/WAF1 ekspresije koja je nezavisna od p53 (Kuo i sar., 2002). Dalje
je pokazano da AE indukuje apoptozu celija humanog planocelularnog karcinoma pluca,
CH27, slicnim mehanizmom koji ukljucuje poveéanje nivoa proapoptotskog Bax proteina,

uslovljava oslobadanje citohroma C iz mitohondrija i posledicnu aktivaciju kaspaza-9 i -3.
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S druge strane, povecana aktivnost kaspaze-8 nakon tretmana CH27 ¢elija AE-om, sugerise
uces¢e Fas puta u pokretanju apoptoze kod ovih celija (Lee i sar., 2001). Iako je opste
prihvacéeno misljenje da indukcija apoptoze aktivacijom kaspaze-8 podrazumeva
stimulaciju nekog od receptora smrti, izgleda da AE dovodi do apoptoze direktnom
aktivacijom kaspaze-8, bez ucesca Fas ili TNF receptora. Lin i sar. sugeriSu da u ¢elijama
humanog nazofaringealnog karcinoma AE aktivira kaspazu-8 S§to za posledicu ima
indukciju mitohondrijalnog puta smrti (Lin i sar., 2010). Interesantno je da AE pokrece cak
nekoliko proapoptotskih puteva u ¢elijama humanog kancera jezika, SSC-4. AE dovodi do
produkcije ROS, oslobadanja Ca*", pada membranskog potencijala mitohondrija prac¢enog
oslobadanjem faktora indukcije apoptoze (engl. apoptosis inducing factor, AIF),
endonukleaze G i citohroma C iz mitohondrija i posledi¢ne aktivacije kaspaza-9 i -3.
Paralelno, kao rezultat tretmana AE-om remeti se balans Bax/Bcl-2i dolazi do povecane

ekspresije p53, p21 kao i Fas receptora i FasL proteina (Chiu i sar., 2009).

Aloe emodin je kroz literaturu kontradiktorno opisan kao ,,sakupljac slobodnih radikala,
ali 1 kao molekul koji je zahvaljujuci svojoj hinonskoj strukturi u stanju da generise
slobodne radikale u ¢eliji (Huang i sar., 1992). Noviji podaci ukazuju na sposobnost AE-a
da produkcijom ROS dovede do ostecenja DNK molekula kod humanog karcinoma pluca
(Lee i sar., 2006). Na ¢elijama humanog hepatoma pokazano je da AE generise H,O, ali i
druge reaktivne kiseoni¢ne vrste, $to dovodi do oksidacije ¢elijskih proteina uglavnom na
cisteinskim ostacima (Lu i sar., 2007). Neki od takvih proteina su glutation S- transferaza
pi (GST-pi) - inhibitorna subjedinica c-Jun N-terminalne kinaze (JNK) i inhibitorna
subjedinica tireodoksina ASK1 (engl. Apoptosis signal-regulating kinase I), gde opisana
oksidacija rezultira njihovom aktivacijom. Aktivirana ASK1 dovodi do odlozene i trajne
aktivacije JNK Sto, za razliku od rane prolazne aktivacije indukovane citokinima koja ima
anti-apoptotski efekat, uvodi ¢eliju u apoptozu (Lu i sar., 2007). Rezultati dobijeni na dve
razlicite celijske linije, AGS 1 NCI-N87, humanog karcinoma Zeluca, ukazuju da AE
indukuje apoptozu inhibicijom kazein kinaze II, enzima koji fosforilacijom Bid proteina
sprecava vezivanje kaspaze-8 i isecanje ovog proteina Sto je signal za apoptozu. Takode je

pokazano da AE ispoljava manju toksi¢nost prema diferenciranijim, NCI-N87, nego prema
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manje diferenciranim, AGS, celijama (Chen i sar., 2007). Efekat AE na cikline i ciklin
zavisne kinaze se takode dovodi u vezu sa njegovom sposobnos¢u da indukuje apoptozu.
Kod HL-60, humane promijelocitne leukemije, AE povecava nivo p57, inhibitora
kompleksa ciklin B1/ Cdkl koji regulise G2/M tranziciju u celijskom cikusu. Kod ovih
¢elija povecanje nivoa Cdkl, nakon tretmana AE-om, moze biti kljucno za uvodenje celije
u apoptozu (Chen i sar., 2004). Kod U-373MG glioma ¢elija, indukcija apoptoze AE-om se
dovodi u vezu sa redukcijom ekspresije i inhibicijom aktivnosti protein kinaza C (PKC)
izozima (Acevedo-Duncan i sar., 2004). Kako proteini iz PKC familije fosforilacijom
razli¢itih molekula reguliSu brojne ¢elijske funkcije, od interesa je definisati agens koji bi

delovanjem na ove proteine uticao na progresiju tumora.

Autofagija je proces uklanjanja dugozive¢ih proteina i oSte¢enih organela putem
lizozomalne degradacije, ali i proces koji omogucava ¢eliji da prezivi u odsustvu hrane i/ili
faktora rasta (Hotchkiss i sar., 2009). Ipak noviji podaci opisuju da prenaglasena autofagija
kao odgovor na neke hemioterapeutske agense dovodi do smrti tumorske celije, kao §to je
slucaj sa autofagijom indukovanom temozolomidom kod ¢elija glioma (Kanzawa i sar.,
2004). Tako je pokazano da i AE pokrece celijsku smrt autofagijom u kulturama humanog,
U251 i pacovskog, C6, glioma (Mijatovié i sar., 2005).

Brojni podaci u literaturi govore o sposobnosti AE-a da stimulise diferencijaciju razli¢itih
tumorskih linija. Ovaj efekat podrazumeva fenotipsku transformaciju tumorske celije,
promene u unutarcelijskoj signalizaciji i gubitak malignih svojstava. Tako je pokazano da
kod ¢elija astrocitoma pacova, C6, AE tretman dovodi do dramati¢ne morfoloske promene
¢elija pra¢ene povecanom ekspresijom glijalnog fibrilarnog kiselog proteina (engl. glial
fibrillary acidic protein, GFAP), molekula koji se smatra markerom astrocita, $to ukazuje
na opredeljenost ovih ¢elija da pod dejstvom AE-a diferenciraju put astrocitne loze.Takode,
AE inhibira aktivnost ERK-a (ali ne i drugih MAPK ili NF-«kB) $to ukazuje da bi supresija
ERK aktivacije mogla bar delom biti u osnovi diferencijacije pokrenute AE-om (Mijatovic i
sar., 2005). Na ¢elijskoj liniji humanog oralnog kancera (KB), pokazano je da je
diferencijacija pokrenuta AE-om pracena zastojem celija u G2/M fazi cCelijskog ciklusa i

pojacanom aktivnos¢éu alkalne fosfataze (ALP) koji se smatra pouzdanim markerom
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diferencijacije (Xiao i sar., 2007). Inhibicija rasta HeLa ¢elijske linije humanog cervikalnog
kacinoma nakon AE tretmana takode je pracena G2/M blokom i diferencijacijom
potvrdenom povec¢anom aktivnoséu ALP. U ovoj ¢elijskoj liniji opisana je supresija
aktivnosti PKCa i smanjena ekspresija njegove nishodne mete, DNK vezujucéeg proteina, c-

myc, $to ukazuje na ulogu PKC u opisanom efektu AE-a (Guo i sar., 2007).

Pored napred pomenutih direktnih efekata AE-a na tumorske ¢elije, poznato je da supstanca
indirektno uti¢e na progresiju tumora razli¢itim mehanizmima. lako je u viSe navrata
opisana izuzetno niska toksicnost AE-a prema normalnim delijama u organizmu,
ukljucujuc¢i humane fibroblaste (Pecere i sar., 2000), hematopoetske progenitorske celije
(Acevedo-Duncan i sar., 2004) kao i primarne astrocite (Mijatovi¢ i sar., 2004), noviji
podaci govore o osetljivosti endotelnih ¢elija (endotelne ¢elije humane umbilikalne vene i
endotelne celije aorte goveceta) prema dejstvu AE-a (Cardenas i sar., 2006). Opisana
sposobnost AE-a da inhibira proliferaciju endotelnih celija, ali i sintezu urokinaze, kao i
finalni korak u procesu angiogeneze- formiranje tubula, sugeriSe da bi modulacijom
angiogeneze AE mogao da deluje na rast tumora (Cardenas i sar., 2006). Na ¢elijama
humanog kancera jezika pokazano je da AE inhibira nivo proteina i aktivnost matriks
metaloproteinaze-2 (MMP-2) ali i ekspresiju gena MMP-9, ¢iji proteinski proizvod
(zelatinaza-B, proteoliticki enzim koji iseca tkivne barijere tokom migracije) ima izuzetno
bitnu ulogu u migraciji tumora, invaziji i formiranju metastaza kod razli¢itih humanih
kancera (Chen i sar., 2010). Kod ¢elija hepatocelularnog carcinoma pokazano je da AE
pojacava aktivnost inhibitora metastaza, nukleozid difosfat kinaze A (NDKA ili nm23),
proteina Cija niska ekspresija korelira sa loSim prognozama kod pacijenata sa razlicitim
tipovima kancera (Lu i sar., 2007). Tretman visoko metastatske linije B16-F10, misjih
melanoma ¢elija, AE-om dovodi do izrazitog povecCanja aktivnosti transglutaminaze 2
(TG2), enzima odgovornog za formiranje veza izmedu proteina ekstracelijskog matriksa Sto
uslovljava pojacanu adhezivnost ¢elija, ali i do vezivanja aktina i fibronektina za integrine
¢ime se gubi dinamiCan citoskelet neophodan u migraciji (Tabolacci i sar., 2010). Pored
toga, pokazano je da i zahvaljujuc¢i antiinflamatornoj aktivnosti, AE posredno uti¢e na

progresiju tumora. Tako u slu¢aju misjeg fibrosarkoma 1929, AE inhibira ekspresiju gena
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za INOS c¢ime negativno reguliSe produkciju endogenog azot monoksida S§to rezultira

oporavkom ¢elija od citocidnog delovanja citokina (Mijatovic i sar., 2004).

Znacaj informacijakoje nedvosmisleno ukazuju na antitumorski potencijal AE-a
relativizovan je kontraverznim podacima o njegovoj genotoksi¢nosti. Genotoksi¢nost
supstance je pokazana in vitro, pri ¢emu su hromozomske aberacije i tackaste mutacije,
primeé¢ene u bakterijskim kulturama, ali i kulturama primarnih sisarskih Ccelija, bile
kompletno redukovane u prisustvu S9-metabolickog sistema (Heidemann i sar., 1996).
Pored toga, teratogenost AE-a nije potvrdena in vivo na potomcima gravidnih jedinki
miseva tretiranih dozama AE-a koje su nakon resorpcije, u krvi visestruko prevazilazile
doze koje su u in vitro uslovima ispoljile visok nivo genotoksi¢nosti (Heidemann i sar.,
1996). Analiza kinetike oralno unetog C'*AE-a ukazuje na to da se ovaj molekul u
organizmu ve¢ nakon nekoliko sati metabolise u rein koji nije mutagenog karaktera, §to
barem delimi¢no, objasSnjava odsustvo genotoksi¢nosti u kulturi hepatocita, kulturama
primarnih ¢elija u prisustvu, ranije pomenutog, S9 metabolickog sistema kao i u in vivo

eksperimentima (Mueller i sar., 1998).

Aloe emodin se, kao komponenta odredenih biljaka, ve¢ vekovima primenjuje u kineskoj
tradicionalnoj medicini, ali i u tradicionalnoj medicini koja se bavi fitoterapijom sa ovih

prostora. Uloga AE-a u modernoj medicini je jo§ uvek sporna.

Nedostatak dovoljno uspeSnog pristupa u leCenju melanoma sa jedne i obilje podataka o
antitumorskom dejstvu AE-a sa druge strane, u¢inilo je pomenutu supstancu interesantnom
u kontekstu eventualne terapije melanoma. Upravo zato je neophodno ispitati efekat koji
AE ispoljava na c¢elijama melanoma. Kako je specifinost tumorske celije ono Sto
uslovljava terapiju, interesantno je ispratiti potencijalne razlike u osetljivosti dve linije

melanoma na tretman AE-om.

20



2 CILIEVI ISTRAZIVANIA



Obilje podataka u literaturi govori o antitumorskom potencijalu AE-a, sa posebanim
akcentom na afinitet prema tumorima neuroektodermalnog porekla kakvi su i melanomi.
Ovi podaci su mahom fokusirani na sposobnost AE da indukuje apoptozu menjajuci
aktivnost MAP signalnog puta i odnos pro/antiapoptotskih molekula. Medutim, nedovoljno
je poznato koliko heterogenost u okviru istog tipa tumora moze usloviti nacin delovanja
AE, pa se mehanizam njegovog delovanja ne moze generalizovati. Specificnost
unutaréelijskog odgovora se takode moze odraziti na osetljivost maligne ¢elije na signale
smrti iz okruzenja, bilo da su posredovani ¢elijama imunskog sistema ili citostatskim
lekom. Stoga bi uporedna analiza dve linije melanoma razli¢itog porekla, misjeg B16, i
humanog A375 melanoma, koji pored razli¢itog porekla imaju drugaciji molekularni profil,

mogla ukazati na znacaj finih razlika izmedu ¢elija u odgovoru na primenjeni agens.

Na osnovu svega navedenog, ciljevi postavljeni u ovoj tezi su:

1. Utvrdivanje tumoricidnog delovanja AE-a na ¢elijskim linijama misjeg, B16 i humanog,

A375 melanoma
2. Uporedna analiza unutaréelijskog odgovora pomenutih linija na tretman AE-om

3. Ispitivanje uticaja AE-a na osetljivost melanoma na imunski odgovor usmeren protiv

maligno transformisane Celije

4. Analiza efekata kombinovane primene AE-a i konvencionalnih citostatika na celije

melanoma
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3 MATERIJAL I METODE



3.1. Reagensi i rastvori
3.1.1. Reagensi
U eksperimentalnom radu koriS¢eni su slede¢i reagensi:

Medijum za uzgajanje ¢elija RPMI —1640, serum fetusa goveceta (FCS, od engl. Fetal Calf
Serum), fizioloski rastvor sa fosfatnim puferom (PBS, od engl. Phosphate Buffer Saline),
HEPES (Flow Laboratories, Irvine, Velika Britanija), tripsin (Difco, Detroit, MI, SAD),
tripan plavo (BDSL Kilmarmock, Velika Britanija), kristal-violet (Mol, Beograd, Srbija),
penicilin, streptomicin (Galenika, Beograd, Srbija), L-glutamin, natrijum-piruvat, L-mle¢na
kiselina, fenazin metosulfat, p-jodonitrotetrazolijum, P-nikotin amid adenin dinukleotid
(BNAD), propidijum jodid (PI), etilendiamin tetrasir¢etna kiselina (EDTA, od engl.
Ethylenediamin Tetra-Acetic Acid), 3 - 4,5’- dimetiltiazol - 2,5 difeniltetrazolijum bromid
(MTT), RNaza (Sigma, St. Louis, MO, SAD), dimetil-sulfoksid (DMSO) (Superlab, Novi
Beograd, Srbija), hlorovodoni¢na kiselina, sir¢etna kiselina, metanol, etanol (Zorka, Sabac,
Jugoslavija), govedi albumin iz seruma (BSA od eng Bovine Serum Albumine) (Rehis
Chemical Company, Chicago, Illinois, SAD), karboksifluorescein diacetat sukcinimidil
estar (CFSE od engl. carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) (Molecular Probes,
Eugene, SAD), Majerov hemotoksilin (BioOptica, Milano, Italija), vodonik peroksid
(Beolab, Zemun, Srbija), diaminobenzidin (DAB) (R&D Systems, Minneapolis, MN,
SAD), paraformaldehid, akridin oranz (Labo-Moderma, Pariz, Francuska), Tris (La chema,
Republika Ceska), ApoAlert® AnnexinV-FITC kit (Clonotech Laboratories, Mountain
View, CA, SAD), paklitaksel (Sigma), doksorubicin (Sigma), TNF (eBioscience, San
Diego, SAD), TRAIL (Peprotech, London, UK), FasL (eBioscience), 2°,7°-
dihlorofluorescin (H,DCFDA) (R&D), apopstat (R&D), komplet za detekciju prekida u
DNK molekulu (sadrzi enzim terminalnu deoksinukleotid transferazu, fluorescein-dUTP i

anti-fluorescein antitelo za koga je vezana peroksidaza) (Roche, Indianapolis, USA).
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Pregled antitela koriStenih u eksperimentima su prikazani u sledecoj tabeli:

Primarna antitela Poreklo Proizvodac

Anti-pERK1/2 mis Cell Signaling Tehnology

Anti-p53 kuni¢ Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA
Anti-p-p53 kuni¢ Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA
Anti-cyclin D3 kuni¢ Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA
Anti-cyclin D1 mis Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA
Anti-Akt kuni¢ Cell Signaling Tehnology

Anti-p-Akt kuni¢ Cell Signaling Tehnology

Anti —Bcl-2 kuni¢ eBioscience

Anti-XIAP kuni¢ Cell Signaling Tehnology

Anti-plkB kuni¢ Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA
Anti-INOS kunié Sigma, St. Louis, MO

B-aktin kuni¢ Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA

Sekundarna antitela:

ECL, magarac anti-kuni¢ HRP (engl. horseradish peroxidase) vezano (GE Healthcare,

Buckinghamshire, UK)

ECL, ovca anti-mi§ HRP vezano (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK).
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3.1.2. Rastvori

Za gajenje Celija koris¢en je RPMI-1640 obogacen sa 20 mM puferom HEPES, 2 mM L-
glutaminom, 100 IJ/ml penicilina, 60 mg/ml gentamicina, 10 mM natrijum piruvatom.
Komponente sistema komplementa koje su se nalazile u FCS-u su inaktivisane na 56°C u
trajanju od 30 minuta. Celije tumora B16 i A375 su kultivisane u medijumu

suplementiranom sa 5%, odnosno 10% FCS-a.

Za pripremanje Celija koris¢en je PBS bez dvovalentnih katjona Ca i Mg. Rastvor tripsina
(0,25%) u PBS-u uz dodatak 0,02% EDTA je koriS¢en za odlepljivanje adherentnih ¢elija
od podloge. Za brojanje celija koris¢en je rastvor boje tripan plavo (0,1%) u PBS-u.
Akridin oranz boja je rastvarana u PBS u finalnoj koncentraciji 1 pg/ml. Rastvori korisé¢eni
za Western blot analizu su lizirajuéi pufer (0,1 M NaCl, 0,01 M Tris-Cl pH 7,6, 0,001 M
EDTA pH 8, 100 png/ml PMSF i 1 pg/ml aprotinin), 6x koncentrovan pufer za razdvajanje
(62,5 mM Tris-HCI pH 6,8 na 25° C, 2% w/v SDS, 10% glicerol, 50 mM ditiotreitol i
0,01% w/v bromfenol plavo), 5x koncentrovan TGB za elektroforezu (0,01 Tris-Cl, 20%
SDS, glicin), pufer za transfer (25 mM Tris, 192 mM glicin, 10% metanol, 0,1% SDS).

Aloe emodin (Sigma) je ¢uvan na -20 °C rastvoren u DMSO, u koncentraciji 200 uM, dok
su radni rastvori pravljeni razblazivanjem u medijumu za kultivaciju neposredno pre

upotrebe.

3.2. Celijske linije
3.2.1. Celijske linije misjeg melanoma B16 i humanog melanoma A375
U ovom radu su koris¢ene dve ¢elijske linije melanoma:

- A375 linijja humanog melanoma, koja konstitutivno eksprimira iNOS i prekomerno

eksprimira MEK/ERK1/2 (Grimm i sar., 2008);
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- B16 linijja mi§jeg melanoma. Ova linija ne eksprimira iNOS, nije metastatska 1 za
razliku od humanog melanoma nema BRAF mutaciju i eksprimira PTEN protein.
Nivo MEKI1 i ERK1/2 fosforilacije kod B16 ¢elija je nizak Sto ukazuje na nisku
aktivnost ovih kinaza. S druge strane B16 ¢elije ne eksprimiraju ni p19™™ niti
pl6™* %to sugeriSe da inaktivacija lokusa Ink4a/Arf ima bitnu ulogu u genezi

spontanog misjeg melanoma (Melnikova i sar., 2004).

Celijska linija migjeg melanoma B16 je dobijena ljubaznodéu dr. SiniSe Raduloviéa sa
Instituta za Onkologiju i Radiologiju Republike Srbije u Beogradu, dok je linija humanog
melanoma A375 (velikodusan poklon prof. Ferdinanda Nikoletti-ja sa Univerziteta u
Kataniji, Sicilija, Italija) nabavljena iz American Type Culture Collection (Rockville, MD,
SAD). Celije su gajene u sterilnim plasti¢nim flagicama - falkonima (25cm’) u hranljivom
medijumu RPMI 1640, obogacenim sa 5% inaktivisanog FCS u sluc¢aju B16 ¢elija, odnosno
10% inaktivisanog FCS u sluc¢aju A375 ¢elija. Uslovi u inkubatoru su precizno definisani i

podrazumevaju temperaturu od 37° C, vlaznu atmosferu i koncentraciju CO, od 5%.

3.3. Primenjene metode

3.3.1. Tripsinizacija
B16 i A375 su adherentne ¢elije koje rastu formiraju¢i veze sa dnom posude u kojoj se

gaje. Stoga je pred pocetak rada neophodno raskinuti ove veze kako bi se ¢elije prikupile za

potrebe eksperimenta.

Proces tripsinizacije otpocet je tako Sto je medijum u kojem su celije gajene prosut, falkoni
su oprani 2 puta sa po 5 ml PBS kako bi se uklonile sve mrtve i neadherirane ¢elije, uklonio
FCS kao i visak preostalog medijuma. Kulturi ¢elija je dodavan 500-1000 ul rastvora
tripsina koji je raskinuo meducelijske veze ali i veze cCelija sa podlogom. Proces

tripsinizacije je zaustavljen dodavanjem medijuma za kultivaciju u falkone sa odlepljenim
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¢elijama. Ovako prikupljene ¢elije su centrifugirane 5 minuta na 500 g pri temperaturi od
4° C, talog je resuspendovan u 1 ml svezeg medijuma za kultivaciju i pristupilo se brojanju

¢elija.

3.3.2. Odredivanje broja Zivih celija

Broj ¢elija je odredivan bojenjem tripan plavim. Tripan plavo ulazi u citoplazmu ¢elija sa
odte¢enom membranom dok Zive ¢elije ostaju neobojene. Celije su me$ane sa tripan
plavim u odnosu 1:1 ili 1:10 i brojane pod svetlosnim mikroskopom u komori po Biirker-
Tiirk-u. Broj ¢elija po ml suspenzije je racunat kao: broj ¢elija / broj polja x 25 x faktor
razblazenja x 10°. Po odredivanju broja raspolozivih éelija, pode$avan je njihov broj

potreban za eksperimentalni rad.

3.3.3.Priprema Celija za eksperimente

Za potrebe eksperimenta u kome se ispituje vijabilitet ¢elija kao i u slu¢aju LDH testa celije
su ravnomerno sadene u sterilnim plocama za mikrokulture sa 96 bunari¢a ravnog dna
zapremine 350 ul (Sarstedt, Newton, NC, SAD) pri gustini od 1 x 10* ¢elija po bunariéu u
100 pl medijuma za uzgajanje. Kulture su inkubirane preko no¢i, §to je vreme neophodno
za adheriranje celija za dno i njihove dalje deobe. Nakon 24 h c¢elije su tretirane
hemikalijama, a bunari¢i su dopunjavani medijumom za kultivaciju do zapremine od 200
ul. Za analize na aparatu za sortiranje ¢elija proto¢nom citofluorimetrijom (FACS od engl.
Flow Cytometar Cell Sorter) Celije tumora su sadene u sterilnim plocama sa 6 bunari¢a
ravnog dna zapremine 3500 pl (Sarstedt, Newton, NC, SAD) pri gustini od 2,5 x 10° po
bunari¢u u 1 ml medijuma za uzgajanje. Za detekciju autofagije bojenjem akridin oranz
bojom kao i usluc¢aju odredivanja aktivnosti tirozinaze, ¢elije su ravnomerno sadene u
sterilnim plo¢ama sa 6 bunari¢a ravnog dna zapremine 3500 pl (Sarstedt, Newton, NC,

SAD) pri gustini od 4 x 10° po bunariéu u 1 ml medijuma za uzgajanje. Za TUNEL analizu
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1 bojenje propidijum jodidom, ¢éelije su sadene na sterilnim mikroskopskim plo¢icama sa 4
komorice (Lab-Tek, Nalge Nunc International, IL, SAD) pri gustini od 3 x 10 ¢elija po
bunari¢u u 300 ul medijuma za uzgajanje. Za Western blot analizu ¢elije su sadene u
falkonima u broju 1x10° éelija/falkon i finalnoj zapremini od 5 ml. Svaki od tretmana bio je
uraden u triplikatu kultura, a rezultati su predstavljani kao srednja vrednost + standardna

devijacija triplikata.

3.3.4. MTT test

MTT test je koris¢en za utvrdivanje relativnog broja zivih ¢elija u kulturi. MTT (3-4,5’-
dimetiltiazol-2,5 difeniltetrazolijum bromid, tetrazolijumska so) je supstanca zute boje,
koja se u zivim ¢elijama pod dejstvom mitohondrijalnih reduktaza redukuje u purpurni

formazan.

Na tretirane ¢elije je, po zavrsetku tretmana, dodavan rastvor MTT (0,5 mg/ml) u zapremini
od 100 pl. Celije su inkubirane u trajanju od 30 min do 3 sata, nakon &ega je produkt
redukcije MTT soli, formazan, rastvaran u 50 ul DMSO. Absorbancija je merena na 570
nm automatskim citatem za mikrotitarske ploce (Titertrek Multiscan PLUS MK 11 314,
ICN, Costa Mesa, CA, SAD). Vrednosti dobijene merenjem na konkretnoj talasnoj duzini

proporcionalne su intenzitetu ¢elijske respiracije, odnosno broju vijabilnih éelija.

3.3.5.Kolorimetrijski test kristal violetom

Kristal violet test je koriS¢en za odredivanje relativnog broja adherentnih celija. Na
tretirane Celije je nakon odlivanja supernatanta, dodavano 50 ul metanola radi fiksiranja za
podlogu. Proces fiksiranja traje 10 minuta, nakon ¢ega se pristupa bojenju ¢elija rastvorom
kristal violeta (1%) u trajanju od 15 minuta. Nakon toga su bunarici sa obojenim ¢elijama

intenzivno ispirani vodom. Vezana boja je rastvarana u 33% sir¢etnoj kiselini dok je
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intenzitet rastvorene boje odredivan merenjem apsorbancije svetlosti na talasnoj duzini od

570 nm automatskim ¢ita¢em za mikrotitarske ploce.

3.3.6. Detekcija nekroze testom oslobadanja laktat dehidrogenaze (LDH)

Za odredivanje broja nekroti¢nih celija u kulturi koriS¢en je test oslobadanja laktat
dehidrogenaze (LDH), enzima koji se nalazi u citoplazmi svih tipova celija. Usled
narusavanja integriteta ¢elijske membrane dolazi do oslobadanja ovog enzima u medijum u
kome se gaje celije, te je njegova detekcija u medijumu pouzdan indikator prisustva
nekroze. Dodavanje supstrata u kombinaciji sa odgovaraju¢im reagensom rezultira pojavom
boje ¢iji je intenzitet proporcionalan koli¢ini LDH, odnosno broju nekroticnih ¢elija.
Koris¢eni reagens je sastava: L-mlecna kiselina 5,9 mg/ml; fenazin metosulfat 0,086

mg/ml; p-jodonitrotetrazolijum 0,33 mg/ml i P-nikotin amid adenin dinukleotid 0,862
mg/ml u 0,2 M Tris puferu pH 8.2.

Celije (1 x 10%/kulturi) su kultivisane u neobojenom medijumu u prisustvu ili odsustvu AE-
a. Nakon 24 h inkubacije meSane su iste zapremine supernatanata kultura i reagensa i
absorbancija razvijene narandzasto crvene boje ocitana je na 450 nm. Kao pozitivna
kontrola koris¢ene su celije tretirane Tritonom-X100, dok negativnu kontrolu cine
netretirane kulture. Broj nekroti¢nih ¢elija izra¢unavan je po formuli (E-C / T-C) x 100 gde
je E - absorbancija tretmana, C - absorbancija netretiranih kultura, T - absorbancija kultura

tretiranih tritonom).

3.3.7. Detekcija autofagije bojenjem celija akridin-oranzZom

Akridin-oranz je boja koja se visokim afinitetom vezuje za acidofilne strukture u
citoplazmi. U eksperimentu je koriS§¢ena za detekciju autofagozoma, kiselih vezikula koje
okruzuju organele i delove citoplazme tokom autofagije. U zavisnosti od aciditeta vezikule

se boje narandzasto crvenim tonovima.
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Celije su sadene u plo¢ama sa 6 bunari¢a ravnog dna i gajene u hranjljivom medijumu do
postizanja zeljene gustine. Nakon tretmana u odredenom terminu, ¢elije su oprane u PBS-u
1 tripsinizirane uz pracenje tog procesa pod invertnim mikroskopom. Bojenje rastvorom
koncentracije 1 pg/ml akridin-oranza u PBS-u se odvijalo na 37° C u trajanju od 15 minuta.
PBS je koris¢en za pranje celija radi odstranjivanja viska boje i za konacno
resuspendovanje celija pred merenje crvene (FL3) fluorescence FACSCalibur proto¢nim
citofluorimetrom. Dobijeni rezultati su analizirani CellQuest programom (BD, Hajdelberg,

Nemacka).

3.3.8. Detekcija rane apoptoze dvostrukim bojenjem aneksin- propidijum jodidom

Fosfatidil serin je molekul koji je kod zivih ¢elija lokalizovan u citoplazmatskom sloju
¢elijske membrane. Rane faze apoptotskog procesa karakteriSe premestanje molekula
fosfatidil serina u spoljasnji sloj plazma membrane. Aneksin V detektuje ovakvu promenu
Sto je pokazatelj da je ¢elija usla u apoptozu. Propidijum jodid se koristi kao kontrastna
boja, jer ulazi samo u ¢elije kojima je naruSen integritet ¢elijske membrane.

Nakon tretmana AE-om koncentracije 40 uM u trajanju 24 h 1 48 h, ¢elije su tripsinizirane i
oprane u PBS-u. Pristupano je detekciji rane apoptoze koris¢éenjem ApoAlert® AnnexinV-
FITC kita za bojenje slede¢i uputstva proizvodac¢a (Clonotech Laboratories, Mountain
View, CA). Celije su najpre jedanput oprane aneksin vezujuéim puferom, centrifugiranjem
3 minuta na 500 g. Talog ¢elija je resuspendovan u 100 pl vezujuéeg pufera, kome je
dodato 5 pl aneksin V-FITC (engl. fluorescein isothiocyanate, FITC) 1 10 pl propidijum
jodida. Celije su inkubirane 15 minuta u mraku na sobnoj temperaturi i po zavrsetku
bojenja analizirane FACSCalibur protocnim citofluorimetrom. Rane apoptoticne Celije su
detektovane kao aneksin V pozitivne - propidijum jodid negativne. Dvostruko pozitivne
¢elije (aneksin V pozitivne - propidijum jodid pozitivne) su u kasnoj apoptozi, primarno ili

sekundarno nekroti¢ne.
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3.3.9. Detekcija apoptoze bojenjem propidijum jodidom

Propidijum jodid je boja koja se vezuje za DNK umecuci se izmedu baza, bez veceg
afiniteta za odredene sekvence. Kada se boja jednom veze za nukleinsku kiselinu, njena
fluorescenca se pojaca 20 do 30 puta. Na ovaj nacin se jasno mogu ispratiti promene na

nivou jedra kao parametar apoptoze.

Nakon 48 h inkubacije na sterilnim mikroskopskim plo¢icama sa 4 komorice, u prisustvu
40 uM AE-a, celije su fiksirane 4% paraformaldehidom 15 minuta na sobnoj temperaturi.
Proces je prekinut pranjem u PBS-u, a kulture su inkubirane u rastvoru koncentracije 25
ug/ml Rnaze, 20 minuta na 37° C. Nakon ispiranja PBS-om, Celije su obojene, u mraku,
propidijum jodidom (20 pg/ml) u trajanju od 3 minuta. Boja je temeljno isprana PBS-om, a
na mikroskopske plocice sa kojih su skinute komorice, nanet je medijum za pokrivanje
fluorescentnih preparata (DAKO). Ovako pripremljenji preparati su posmatrani pod

fluorescentnim mikroskopom Axiolab (Zeiss, Jena, Nemacka).

3.3.10. TUNEL test

TUNEL (engl. terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)- mediated dUTP nick end
labeling) testom se detektuje apoptoza. Na 3’-OH kraj jednolan¢anog prekida u DNK
molekulu enzim terminalna dezoksinukleotidil transferaza (TdT) ugraduje modifikovane
nukleotide. Inkorporirani nukleotidi se detektuju sekundarnim antitelima konjugovanim

peroksidazom, po reakciji sa supstratom, pod svetlosnim mikroskopom.

Celije su inkubirane na sterilnim mikroskopskim plo¢icama sa 4 komorice u prisustvu AE-a
koncentracije 40 uM u trajanju od 24 h. TUNEL test je izveden koriS¢enjem komercijalnog
kita za detekciju (Roche) prema instrukcijama proizvodaca. Kao pozitivna kontrola

apoptoze, koris¢ene su Celije tretirane 24 h, 60 uM cisplatinom.
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3.3.11. Detekcija nivoa proliferacije celija

CFSE (karboksifluorescein diacetat) boja (Molecular Probes, Eugene, SAD) je derivat
fluoresceina koji sam po sebi nije fluorescentan. Boja lako difunduje kroz Celijske
membrane i ravnomerno se rasporeduje u citoplazmi ne remeteci ¢elijske funkcije. Kada se
nade u ¢eliji, ¢elijske esteraze seku acetatne grupe, a preostali deo molekula ostaje vezan za
¢elijske proteine i pocinje da fluorescira. Nakon svake deobe intenzitet fluorescence se

smanjuje. Ovom metodom je moguce identifikovati 1 do 15 sukcesivnih generacija celija.

Celije su inkubirane sa 1,5 uM CFSE bojom 15 minuta na 37°C. Visak boje, koja nije
difundovala u citoplazmu, ostaje nakon centrifugiranja u supernatantu. Celije su oprane 2
puta u PBS i posadene u plocama sa 6 bunari¢a ravnog dna. Zalepljene celije su tretirane 40
uM AE-om 48 h. Po isteku vremena kultivacije, ¢elije su tripsinizirane i oprane 2 puta u
PBS-u. Za merenje zelene fluorescence FACSCalibur proto¢nim citofluorimetrom celije su

resuspendovane u PBS-u. Dobijeni rezultati su analizirani CellQuest programom.

3.3.12. Analiza celijskog ciklusa

Osobina propidijum jodida da interkalira u DNK molekul je iskoriS¢ena za analizu
¢elijskog ciklusa. Naime koli¢ina vezane boje je proporcionalna koli¢ini DNK Sto je
dovoljna informacija da se ¢elije razvrstaju po fazama ¢elijskog ciklusa metodom proto¢ne

citofluorimetrije, dok se njihova distribucija determinise Cell Quest Pro softverom.

Celije su gajene u plo¢ama za kultivaciju sa 6 bunari¢a. Nakon tretmana u trajanju od 24 h

supernatanti kultura su sakupljeni u epruvete, a potom su ¢elije odlepljene tripsinizacijom.

Sakupljene ¢elije su centrifugirane 5 min na 700 g, a potom oprane u PBS 3 min na 250 g.
Supernatant je odlivan, a ¢elijski talog fiksiran u 70% etanol-PBS 30 min na 4° C. Fiksirane
Celije su najpre oprane 2 x 3 min na 250 g, a onda inkubirane 30 min na 37° C u prisustvu

10 pg/ml prodijum jodida i 1 mg/ml RNaze. Ovako pripremljeni uzorci analizirani su

31



FACSCalibur proto¢nim citofluorimetrom i dobijeni rezultati su analizirani CellQuest

programom.

3.3.13. Western blot

Ova metoda omogucuje da se detektuje i kvantifikuje prisustvo proteina u ¢eliji, a u ovom
radu je primenjena u svrhu detekcije ciklina D1 1 D3, ERK1/2 MAP kinaze, Akt, p53,
XIAP 1 Bcl-2 proteina.

Celije su po isteku tretmana lizirane u hladnom puferu (0,1 M NaCl, 0,01 M Tris-Cl pH
7,6, 0,001 M EDTA pH 8, 100 pg/ml PMSF (fenil metil sulfonil fluorid) i 1 pg/ml
aprotinin), nakon ¢ega su uzorci meSani sa 6 x koncentrovanim puferom za razdvajanje
(62.5 mM Tris-HCI1 pH 6,8 na 25° C, 2% w/v SDS, 10% glicerol, 50 mM dititreitol i
0,01% w/v bromfenol plavo) i denaturisani 5 min u kljucaloj vodi. Potom su proteini
razdvajani na 12% SDS-poliakrilamid gelu, paralelno sa obojenim markerom definisanih
proteinskih tezina. Sledio je transfer na polivinilidin difluorid membrane u uslovima
transfera 5 mA/cm’pri ¢emu je korid¢en polusuvi sistem za transfer. Membrane su
blokirane sa 5% nemasnim mlekom u PBS-u sa 0,1% Tween 20 nakon Cega je radena
inkubacija na 4°C preko noci najpre sa antitelima za p53, Akt, XIAP, Bcl-2, D1, D3,
ERKI1/2, a onda i sa sekundarnim antitelima konjugovanim peroksidazom, 2 h na sobnoj
temperaturi. [zmedu inkubacija, ¢elije su oprane 3 puta u PBS-0,1% Tween rastvoru. Trake

su detektovane hemiluminiscencom.

3.3.14. Detekcija aktivnosti kaspaza

Apostat je pan-kaspazni inhibitor konjugovan FITC-om koji ulazi u celije i vezuje se za

aktivirane kaspaze.

32



Celije su gajene u sterilnim plo¢ama sa 6 bunariéa i tretirane 24 h u prisustvu AE-a. Nakon
isteka tretmana, éelije su oprane, tripsinizirane i sakupljene u epruvete. Celije su oborene
centrifugiranjem, supernatant je odliven, a one su resuspendovane u 100 pl 5% medijuma
za kultivaciju u koji se doda 1 pl apostata. Nakon inkubacije od 30 minuta na 37° C, ¢elije
su oprane, resuspendovane u 300 pl PBS-a i analizirane na FACSCalibur proto¢nom

citofluorimetru. Rezultati su analizirani CellQuest programom.

3.3.15. Bojenje celija Majerovim hematoksilinom

Celije su gajene na staklenim mikroskopskim plo¢icama sa komorama 24 h u prisustvu ili
odsustvu AE-a. Nakon toga fiksirane su u 4% paraformaldehidu 20 minuta na sobnoj
temperaturi, oprane 2 puta u PBS-u i obojene Majerovim hematoksilinom 30 sekundi.

Celije su oprane vodom sa ¢esme 1 analizirane pod svetlosnim mikroskopom.

3.3.16. Analiza aktivnosti tirozinaze i kolicine melanina kod B16 ¢elija

Tirozinaza je membranski vezan glikoprotein lociran u specijalizovanim organelama,
melanozomima, koji katalizuje konverziju L-tirozina u L-dopakinon, Sto je prvi i
limitiraju¢i korak u melanogenezi. Njegovu aktivnost odredujemo merenjem nivoa

oksidacije 3,4-dihidroksi-L-fenilalanina.

Celije, gajene u plo¢ama sa 6 bunaric¢a su kratko lizirane u 100 ul fosfatnog pufera pH 6,8 -
1% Triton X-100 i centrifugirane na 10000 opm 5 minuta. Po 40 pl lizata iz svakog
bunarci¢a je pomesano sa 100 ul rastvora L-dopa supstrata (2mg/ml). Enzimatska reakcija
se odvijala na 37° C dok je absorbanca ¢itana na 570 nm svakih 10 minuta tokom jednog
sata. Finalna aktivnost je korigovana totalnom koli¢inom proteina odredenom Bradford-

ovim testom.
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Za odredivanje koli¢ine melanina ¢elije su inkubirane 24 h, tripsinizirane, izbrojane i
lizirane u 100 pul 1M NaOH. Nakon toga uzorcima je dodato po 400 pl destilovane vode i

inkubirani su 1 h na 60° C. Absorbanca je merena na 492 nm.

3.3.17. In vivo primena B16 Celija

Za in vivo primenu B16 C¢elije su gajene 24 h u prisustvu ili odsustvu 40 pum AE,
tripsinizirane, izbrojane i na kraju resuspendovane u PBS-u. Primarni tumori su indukovani
subkutanom injekcijom 0.5 x 10° éelija melanoma u dorzalni desni lumbosakralni region
C57BL/6 miseva. Rast tumora je pazljivo praéen dok je veliCina tumora merena u tri
dimenzije. Zapremina tumora je odredivana prema formuli 0.52 x najduzi dijametar x

najkraéi dijametar”.

3.3.18. Analiza unutarcéelijske produkcije H>O: kod B16 celija

Prisustvo H,O, je odredivano DAB (diaminobenzidin) i H,DCFDA  (2°,7’-
dihlorofluorescin diacetat) bojenjem B16 celija tretiranih AE-om. B16 celije su gajene na
staklenim plo¢icama sa komorama i tretirane AE-om. DAB u prisustvu oslobodenog H,0,
oksiduje i daje tamno braon precipitate koji se detektuju svetlosnom mikroskopijom u

citoplazmi Celija.

Merenje produkcije H,O, je odredivano i analizom proto¢nim citofluorimetrom celija
obojenih H,DCFDA, S$to je diacetatna forma DCFH. Boja biva deacetilovana
unutaréelijskim esterazama Sto dovodi do toga da DCFH ostaje zarobljen u citoplazmi i
oksidovan od strane H,O, u fluorescentan DCF (dihlorofluorescein). B16 celije su
inkubirane 30 minuta u prisustvu H,DCFDA i tretirane AE-om u odredenim terminima.
Nakon tretmana celije su sakupljene i oprane u PBS-u. Intenzitet fluorescence je meren

proto¢nom citofluorimetrijom.
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3.3.19. Analiza izobologramom

Za utvrdivanje efekata kombinovane primene AE-a i citostatika, kao i AE-a i citokina na
¢elije melanoma, kori$¢ena je analiza izobologramom. Izobologram (Berenbaum, 1981) je

grafik koji se konstruise u cilju utvrdivanja interakcije dva agensa.

Celije su inkubirane 24 h u prisustvu razli¢itih koncentracija AE-a (40, 20, 10 pM),
doksorubicina (0,125 - 1 uM za A37510,015-0,1 uM za B16), paklitaksela (3,7 - 25 uM za
A37510,38 - 3 uM za B16), TNF-a (6,25 — 50 ng/ml za obe linije), TRAIL-a (1,25 — 20
ng/ml za A375) ili FasL (5 — 20 pg/ml za B16), i u istom vremenskom intervalu paralelno
tretirane kombinacijama AE-a i svakog od navedenih agenasa. Kombinacije agenasa koje
su indukovale 30 + 5% citotoksi¢nosti su prikazane kao procenat svakog pojedinac¢nog
agensa koji je rezultirao istim procentom citotoksi¢nosti. Ove vrednosti se nazivaju FIC
(engl.fractional inhibitory concentration). Kada je suma FIC jednaka jedinici, efekat dva
kombinovana agensa je aditivan, Sto je na grafiku geometrijski pokazano kao prava linija;
kada je suma ovih vrednosti< 1, agensi u kombinaciji deluju sinergisticki i grafik pokazuje
konkavnu krivu, dok kada je suma FIC > 1, odnos ispitivane kombinacije je antagonisticki

i grafik je konveksnog oblika.

3.4. Statisticka obrada podataka

Rezultati su prikazani kao SV + SD triplikata kultura jednog, reprezentativnog od najmanje
tri izvedena, ili SV + SD vise istih eksperimenata. Za analizu statisticke znacajnosti razlike
izmedju rezultata dobijenih razliCitim tretmanima triplikata kultura, koriS¢ena je analiza
varijjanse (ANOVA), pracena Student-Newman-Keuls-ovim testom za viSestruka

poredjenja. Vrednost parametra p manja od 0,05 smatrana je statisticki znacajnom.
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4 REZULTATI



4.1. Direktni efekti AE-ana B161 A375 cCelije

4.1.1. Aloe emodin inhibira rast B16 1 A375 ¢elijja

Kako bi se ispitao efekat AE-a na rast tumorskih linija B16 i A375, ¢elije su tretirane
razli¢itim koncentracijama pomenute supstance 24 h. Relativni broj zivih ¢elija odredivan
je kolorimetrijskim metodama - MTT testom (graf. 1) i bojenjem kristal violetom (graf. 2A
i 2B). Kao sto se moze videti, AE je doveo do pada vijabiliteta A375 ¢elija na dozno
zavisan nacin. Na B16 ¢elijama, MTT testom je pokazan pad vijabiliteta pod tretmanom
AE-om, dok je ovakav rezultat izostao kod istih ¢elija obojenih kristal violetom.
Neuskladenost rezultata dobijenih sa dva testa vijabiliteta nametnula je potrebu da se uradi i
treci, pa su B16 ¢elije, tretirane AE-om, obojene tripan plavim (graf. 2C). Dobijeni rezultati
koreliraju sa rezultatima MTT testa i potvrduju pad vijabiliteta pod tretmanom AE-om kod

B16 linije.
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Grafikl. AE smanjuje rast B16 i A375 éelija melanoma.

B16 (A) i A375 (B) ¢elije (1x10” po bunariéu) su tretirane razli¢itim koncentracijama AE-a. Kulture koje su
sluzile kao kontrole uzgajane su u medijumu bez AE-a. Nakon 24 sata, relativan broj zivih ¢éelija odredivan je
MTT testom. Broj zivih ¢elija u tretiranim kulturama izrazen je kao procentualni deo broja zivih ¢elija u
kontrolnim (netretiranim) kulturama koji je arbitrarno uzet kao 100%. Podaci predstavljaju srednju vrednost
(SV) + standardna devijacija (SD) tri nezavisno izvedena eksperimenta. * p< 0.05 odnosi se na kontrolne

uzorke.
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Grafik 2. AE smanjuje rast B16 i A375 ¢elija melanoma.

B16 (A) i A375 (B) ¢elije (1x10* po bunariéu) su tretirane razli¢itim koncentracijama AE-a. Kulture koje su

sluzile kao kontrole uzgajane su u medijumu bez AE-a. Nakon 24 sata, relativan broj zivih ¢éelija odredivan je

bojenjem kristal violetom.

B16 celije (1x10* po bunariéu) su tretirane razli¢itim koncentracijama AE-a. Kulture koje su sluZile kao

kontrole uzgajane su u medijumu bez AE-a. Nakon 24 sata, relativan broj zivih ¢elija odredivan je bojenjem

tripan plavim (C). Broj zivih ¢elija u tretiranim kulturama izrazen je kao procentualni deo broja zivih ¢elija u

kontrolnim (netretiranim) kulturama koji je arbitrarno uzet kao 100%. Podaci predstavljaju srednju vrednost

(SV) + standardna devijacija (SD) tri nezavisno izvedena eksperimenta. * p< 0.05 odnosi se na kontrolne

uzorke.
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Kako bi se i vizuelno potvrdio pokazani efekat AE-a na B16 i A375 linijama, ¢elije su
tretirane 24 h pomenutom supstancom u koncentraciji od 40 puM i analizirane pod
svetlosnim mikroskopom (slika 4). U kulturama je detektovana redukcija broja ¢elija u
odnosu na kontrole, pri ¢emu se u B16 kulturi uocavaju sporadi¢ne plivajuce, naizgled
mrtve celije, dok je broj ovakvih ¢elija u A375 kulturi znacajno veci. Takode, na B16
¢elijama primecena je izrazita promena u obliku ali i u veli€ini tretiranih ¢elija u odnosu na

kontrole, dok je u kulturi A375 ¢elija, ovakva promena izostala.

B16 kontrole B16 AE 24h A375 kontrole A375 AE 24h

Slika 4.AE smanjuje rast B16 i A375 ¢elija melanoma.

B16 (A) i A375 (B) ¢elije (1x10 po bunariéu) su tretirane koncentracijom AE-a od 40 pM Kulture koje su
sluzile kao kontrole uzgajane su u medijumu bez AE-a. Nakon 24 sata, kulture su analizirane pod svetlosnim

mikroskopom.

Podaci dobijeni na ovaj nacin nedvosmisleno pokazuju da pod uticajem AE-a dolazi do
dozno zavisnog pada vijabiliteta B16 i A375 ¢elija, manifestovanog redukcijom broja ¢elija

u kulturama obe tumorske linije.

4.1.2. Aloe emodin indukuje apoptozu A375 ali ne 1 B16 Celija

Prethodni rezultati su pokazali da AE inhibira rast misjeg i humanog melanoma u in vitro
uslovima. Kako smanjenje broja vijabilnih ¢elija moze biti rezultat citotoksicnog ili
citostatskog efekta ispitivane supstance, slede¢i korak u analizi efekata AE-a na celije

melanoma, bio je ispitivanje mehanizama njegovog delovanja. Najveci broj podataka u
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literaturi opisuje apoptozu kao mehanizam antitumorskog delovanja AE-a (Lin i sar., 2006;
Kuo i sar., 2002; Lee i sar., 2001; Lin i sar., 2010; Chiu i sar., 2009), te se u tom smislu
pristupilo analizi prisustva apoptoze do koje navedena supstanca potencijalno moze dovesti
kod B16 i A375 ¢elija. U tu svrhu koris¢eno je dvostruko bojenje aneksin/propidijum
jodidom. Aneksin markira izvrtanje molekula fosfatidil serina u spoljasnji sloj membrane,
Sto je odlika rane apoptoze, dok se propidijum jodid interkalira izmedu lanaca DNK
molekula, u uslovima gde je narusSen permeabilitet membrane te je mogué¢ njegov ulazak u

¢eliju, Sto karakteriSe kasnu apoptozu (Vermes i sar., 2000).
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Grafik 3. AE indukuje apoptozu kod A375 éelija
Celije su tretirane AE-om (40uM) u trajanju od 48 sati za bojenje aneksin-propidijum jodidom. Kontrolne
kulture su uzgajane u medijumu bez AE-a. Degradacija DNK i translokacija molekula fosfatidil serina je

analizirana metodom protocne citofluorimetrije.
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B16 i A375 ¢elije su tretirane AE-om u koncentraciji od 40 pM u trajanju od 24 h 1 48 h,
nakon cCega su obojene aneksin/propidijum jodidom i analizirane protocnim
citofluorimetrom (graf.3).

Na B16 ¢elijama, analiza je u oba termina pokazala prisustvo dvostruko negativnih ¢elija,
dok je tretman A375 éelija AE-om rezultirao porastom u procentu aneksin * / propidijum
jodid™ celija kao i porastom dvostruko pozitivnih celija 48-0og sata. Detekcija dvostruko
negativnih ¢elija na B16 liniji ukazuje na odsustvo apoptoze nakon tretmana AE-om kod
ovih ¢elija. S druge strane, 48 h po tretmanu AE-om, kod A375 linije prisutne su dve
populacije: ¢elije u ranoj fazi apoptoze kod kojih se detektuje izvrtanje molekula fosfatidil
serina i populacija ¢elija kod kojih je pored pomenutog fenomena narusen i permeabilitet
membrane, Sto ih moze klasifikovati kao kasno apoptotske, sekundarno nekroti¢ne, ali i

primarno nekroti¢ne.

Kako bi se i vizuelno ispitalo prisustvo apoptoze, B16 1 A375 ¢elije su tretirane AE-om 48
h, nakon cega su obojene propidijum jodidom i analizirane pod fluorescentnim

mikroskopom.

Tipicne morfoloske karakteristike celija u apoptozi poput kondenzacije hromatina,
formiranja apoptotskih tela i smanjenja volumena bile su jasno uocljive u kulturama A375
¢elija (slika 5A) Sto je nedvosmisleno ukazalo da je AE indukovao apoptozu kod ¢elija
humanog melanoma. S druge strane, analiza fluorescentnom mikroskopijom je u kulturi
misjeg melanoma pokazala sporadi¢ne ¢elije sa kondenzovanim hromatinom (slika 5A) $to
sugeriSe da apoptoza nije dominantan oblik aktivnosti AE-a kod B16 ¢elija. Kako bi se
potvrdilo da B16 ¢elije nakon tretmana AE-om ne podlezu apoptozi, uraden je i TUNEL
test. B16 celije su tretirane 24 h dozom AE-a od 40uM, nakom cega se pristupilo
detektovanju apoptoze TUNEL testom. Analiza ovako pripremljenih ¢elija svetlosnom
mikroskopijom, pokazala je odsustvo prekida u DNK molekulu kod B16 ¢elija tretiranih
AE-om, ¢ime je potvrdeno da AE ne dovodi do apoptoze u kulturi misjeg melanoma (slika
5B).
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Slika 5. AE indukuje apoptozu kod A375 ali ne i B16 ¢elija
A375 i B16 ¢elije su tretirane AE-om (40uM) u trajanju od 48 sati, obojenje propidijum jodidom i analizirane
pod fluorescentnim mikroskopom. Kontrolne kulture su uzgajane u medijumu bez AE-a (A). B16 ¢elije su
tretirane AE- om (40uM) 24 sata za analizu TUNEL testom, dok su kontrole uzgajane u medijumu bez AE-a.
Odsustvo prekida u DNK molekulu je detektovano svetlosnim mikroskopom (B).

4.1.3. Aloe emodin ne dovodi do nekroze ¢elija melanoma

Kako je ve¢ 24h po aplikaciji AE-a detektovan pad vijabiliteta kod obe linije melanoma, a
prethodni eksperimenti nisu pokazali prisustvo apoptoze u pomenutom terminu, sledeci
korak bio je ispitivanje prisustva nekroze kao eventualnog mehanizma delovanja AE-a,

LDH testom.

B16 1 A375 ¢celije su tretirane razli¢itim dozama AE-a u trajanju od 24 sata. Nakon
inkubacije ¢elija u prisustvu AE-a, odredivana je koli¢ina oslobodene laktat dehidrogenaze

u supernatantu kultura. Kod nekroti¢nih ¢elija, usled naruSenog permeabiliteta membrane,
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dolazi do oslobadanja laktat dehidrogenaze (Giordano i sar., 2011). Detekcija pomenutog
enzima u supernatantu govori o prisustvu nekroze u kulturi. Rezultati su pokazali odsustvo
znacajnijeg oslobadanja LDH u svim testiranim dozama primenjene supstance (graf. 4). Na
ovaj nacin je potvrdena irelevantnost nekroze kao mehanizma kojim AE inhibira rast ¢elija
melanoma. Dalje, ¢injenica da AE nije u ispitivanom terminu indukovao nekrozu kod A375
éelija, sugerise da je udeo primarno nekroti¢nih éelija u populaciji aneksin * / propidijum

jodid " éelija, zanemarljiv.
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Grafik 4. AE ne indukuje nekrozu kod ¢elija melanoma

B16 i A375 (1 x 10" tretirane su razli¢itim koncentracijama AE-a, dok je kontrolni uzorak bio bez tretmana.
Nakon 24 sata mereno je oslobadanje LDH u supernatantu tretiranih i netretiranih ¢éelija, a broj nekroti¢nih
¢elija je racunat primenom formule (E-C / T-C) x 100 gde je E - absorbancija tretmana, C - absorbancija
netretiranih kultura, T - absorbancija koja odgovara maksimalnom (100%) otpustanju LDH kod C¢elija
liziranih tritonom. Rezultati reprezentativnog eksperimenta izrazeni kao procenat kontrolne vrednosti su

SV+SD triplikata kultura.

4.1.4. Aloe emodin ne indukuje autofagiju ¢elija melanoma

Kako se celijska smrt autofagijom dovodi u vezu sa citotoksicnim delovanjem AE-a
(Kanzawa i sar., 2004; Mijatovi¢ i sar., 2005), pristupilo se ispitivanju eventualnog

pokretanja autofagije u kulturama ¢elija melanoma tretiranim AE-om.
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B16 i A375 ¢elije su tretirane 24 h AE-om (40uM), nakon cega su obojene akridin-
oranzom. Akridin-oranz je supravitalna boja koja markira kisele vezikule u citoplazmi, gde
se, zavisno od pH, vezikule boje narandzastim do crvenim tonovima. Morfoloski markeri
autofagije su upravo kisele vezikule- autofagozomi (Paglin i sar., 2001), ¢ije se prisustvo
detektuje merenjem crvene (FL3) fluorescencije na proto¢nom citofluorimetru. Rezultati
opisanog eksperimenta su pokazali da nema znacajne razlike u intenzitetu fluorescencije
izmedu tretiranih i1 netretiranih ¢elijani kod jedne linije melanoma (graf. 5). Dobijeni
podatak je sugerisao da u ¢elijama melanoma AE ne intenzivira proces autofagije, a samim
tim je isklju¢ena moguénost da je opazeni pad vijabiliteta uzrokovan celijskom smréu

autofagijom.
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Grafik 5. AE ne indukuje autofagiju kod ¢elija melanoma

Celije B16 i A375 su tretirane 24 sata AE-om (40uM) nakon Gega im je ponudena boja akridin-oranz
(1pg/ml). Kontrolne kulture su uzgajane bez AE-a. Protocnom citofluorimetrijom je merena flourescenca

uzoraka, koja je potom analizirana CellQuest programom

4.1.5. Aloe emodin indukuje zastoj ¢elija melanoma u G2/M fazi Celijskog

ciklusa

Kako je prethodnim eksperimentima iskljucen citotoksi¢ni efekat AE-a na liniji miSjeg
melanoma, ali i pokazano da apoptoza kod A375 ¢elija nastupa tek 48-og sata po primeni

analizirane supstance, pretpostavljeno je da je u osnovi pada vijabiliteta detektovanog
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nakon 24 h zadrzavanje ¢elija u nekoj od faza ¢elijskog ciklusa. U tom cilju, uradena je

analiza distribucije ¢elija po fazama celijskog ciklusa.

B16 i A375 celije su tretirane dozom AE-a od 40 uM u trajanju od 24 h. Po isteku
inkubacije, ¢elije su pripremljene za analizu distribucije ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa
koja je sprovedena metodom protocne citofluorimetrije. Kod obe tumorske linije
detektovano je zadrzavanje ¢elija u G2/M fazi, pri ¢emu je ono bilo izrazenije kod B16
linije (graf. 6). Takode, analiza je pokazala i odsustvo ¢elija u sub G fazi, odnosno ¢elija sa
fragmentisanim DNK materijalom. Kako je fragmentacija DNK molekula karakteristika
kasne faze apoptoze (Okada i Mak, 2004), dobijeni rezultat korelira sa prethodno

pokazanim izostankom apoptoze 24-og sata kod obe linije melanoma tretirane AE-om.
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Grafik 6. Uticaj AE-a na distribuciju ¢elija po fazama éelijskog ciklusa.

B16 i A375 ¢elije su tretirane AE-om (40uM) 24 sata; kontrolne kulture su uzgajane bez tretmana. Nakon
bojenja propidijum jodidom (10 pg/ml) distribucija ¢elija po fazama Celijskog ciklusa je analizirana metodom
protocne citofluorimetrije.

Opisani eksperiment je pokazao da AE dovodi do akumulacije ¢elija melanoma u G2/M

fazi, Sto je dogadaj koji prethodi pokrenutoj apoptozi kod A375 celija, ali je i nametnuo
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potrebu za istrazivanjem posledica opisanog zastoja u ¢elijskom ciklusu kod B16 celija.
Takode, kakocelije u G2/M fazi imaju udvostru¢en DNK materijal, izrazeni G2/M blok u
B16 kulturi objasnjava nemogucénost da se CV testom detektuje pad vijabiliteta kod ovih

¢elija.

4.1.6. Aloe emodin indukuje transformaciju B16 ¢elija pra¢enu gubitkom
proliferativnih svojstava

4.1.6.1. Aloe emodin inhibira proliferaciju B16 celija

Dobijeni rezultati o tome da AE indukuje zastoj ¢elija u G2/M fazi c¢elijskog ciklusa koji
nije pracen celijskom smréu B16 ¢elija, kako sluajnom tako ni programiranom, ukazali su
da je inhibicija proliferacije B16 ¢elija verovatno odgovorna za zapazeni pad vijabiliteta. U
cilju ispitivanja efekata AE-a na proliferativni kapacitet B16 celija, one su bojene CFSE
bojom i tretirane AE-om (40uM) u trajanju od 48 h. Po isteku vremena kultivacije, uradena

je analiza proto¢nom citofluorimetrijom (graf. 7).

B16 kontrole B16 AE 48h
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Grafik 7. AE inhibira proliferaciju kod B16 ¢elija

Kulturama B16 ¢elija je najpre ponudena CFSE boja (1.5uM), nakon Cega su tretirane 48 sati AE-om (40uM),
dok su kontrole uzgajane bez tretmana. Intenzitet fluorescencije CFSE po ¢eliji, obrnuto srazmeran broju
celijskih deoba, meren je protocnom citofluorimetrijom. R1 odeljak predstavlja nepodeljenu ¢elijsku

populaciju, dok R2 pretstavlja ¢elije nakon prve deobe.
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U poredenju sa kontrolama, procenat podeljenih ¢elija kod celija tretiranih AE-om bio je
znacajno manji (95% kod netretiranih ¢elija u odnosu na 15% kod tretiranih celija). Ovakav
podatak nedvosmisleno pokazuje da je za redukciju broja B16 ¢elija pod tretmanom AE-

om, odgovorna blokada proliferacije indukovana pomenutom supstancom.

4.1.6.2. Aloe emodin indukuje diferencijaciju B16 ¢elija

Kako je prethodno pomenuto, tretman B16 tumorske linije AE-om, izazvao je morfolosku
promenu ovih ¢elija. U poredenju sa netretiranim celijama koje su imale poligonalnu
formu, ¢elije inkubirane u prisustvu pomenute supstance zadobile su asimetrican oblik,
povecan volumen citoplazme, ali i membranske izrastaje nalik na dendrite (slika 6). Kako
je poznato da diferencijaciju melanocita karakteriSu pomenute promene, a podaci u
literaturi ukazuju da je, pored ¢elijske smrti, jedan od mogu¢ih ishoda zaustavljanja ¢elija u
G2/M fazi njihova diferencijacija (Xiao i sar., 2007; Guo i sar., 2007), pretpostavljeno je da

AE indukuje diferencijaciju B16 ¢elija ka njihovom izvornom fenotipu-melanocitima.

B16 kontrole
B16 AE 24h

Slika 6. AE indukuje diferencijaciju B16 celija

Nakon 24 sata inkubacije u prisustvu ili odsustvu (kontrole) AE-a (40uM), svetlosnim mikroskopom je

analizirana morfologija B16 ¢elija
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Da bi se utrdilo da li morfoloska transformacija korelira sa fenotipskim promenama, B16
¢elije tretirane sa 40uM AE-om tokom 24 h, analizirane su proto¢nim citofluorimetrom.
Rezultati su pokazali poveéanu granuliranost u citoplazmi ¢elija po tretmanu AE-om (graf.
8A). U cilju detekcije eventualnih biohemijskih promena ove ¢éelijske populacije, B16 ¢elije
su inkubirane 24 h u prisustvu AE-a (40 uM) nakon ¢ega je odredivana koli¢ina melanina
prisutnog u ¢elijama, kao i aktivnost tirozinaze, kljucnog enzima u procesu melanogeneze.
U poredenju sa kontrolama, koli¢ina oslobodenog melanina iz liziranih ¢elija bila je
znacajno uvecana kod kultura tretiranih 24 h AE-om (graf. 8B). Dalje, merenjem oksidacije
L — DOPA, pokazano je da je tretman AE-om indukovao dvostruko povecanje aktivnosti
tirozinaze (graf. 8B). Ovi podaci jasno ukazuju da je AE kod ¢elija misjeg melanoma

pokrenuo proces diferencijacije u pravcu melanocita.
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Grafik 8. AE indukuje diferencijaciju B16 celija

B16 ¢elije su inkubirane 24 sata u prisustvu ili odsustvu (kontrole) AE-a (40uM) nakon ¢ega je(A) protocnom
citofluorimetrijom ispitivana granuliranost citoplazme i (B) merenjem absorbance odredivana aktivnost
tirozinaze i1 koli¢ina melanina. Rezultati reprezentativnog eksperimenta izrazeni kao procenat kontrolne
vrednosti su SV+SD triplikata kultura. (*p< 0,05 oznaCava statisticki znacajnu razliku u odnosu na

odgovarajucu kontrolu).
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4.1.6.3. Aloe emodin indukuje permanentne promene B16 ¢elija

Posto je pokazano da AE dovodi do zastoja u ¢elijskom ciklusu pracenog diferencijacijom
B16 c¢elija in vitro, naredni eksperimenti imali su za cilj utvrdivanje postojanosti
indukovanih promena kao i kapacitet takvih celija da generiSu tumor u singenim
zivotinjama soja C57BL/6. B16 celije su inkubirane u prisustvu ili odsustvu AE-a tokom 24
h, nakon cCega je uradena analiza Ccelijskog ciklusa proto¢nom citofluorimetrijom.
Distribucija ¢elija je pokazala da je saglasna sa prethodnim rezultatima - oko 50% tretiranih
éelija zaustavljeno je u G2/M fazi ¢elijskog ciklusa. Celije su pripremljene za in vivo
davanje i injecirane subkutano u C57BL/6 miSeve (5 x 10°s.c. po Zivotinji). Rast tumora je
ispitivan svakog drugog dana pocevsi od desetog dana po inokulaciji. Nakon 30 dana
zivotinje su Zrtvovane, a tumori izmereni (tabela 1). U poredenju sa zivotinjama koje su
primile netretirane B16 celije(12 Zzivotinja u grupi), a kod kojih su tumori uoceni
Cetrnaestog dana, kod Zivotinja koje su inokulirane ¢elijama tretiranim AE-om (12 zivotinja
u grupi) uocena je kasnija pojava tumora (24 dan). Takode, kod ovih zivotinja je veli¢ina
tumora statisticki znacajno smanjena. Naime, kod izvesnog broja Zivotinja, tumori su ostali
na nivou inokuluma. Dalje, dok je u kontrolnoj grupi stopa mortaliteta iznosila 30%,
zivotinje koje su primile B16 celije pretretirane AE-om, prezivele su tokom 30 dana
posmatranja. Dobijeni podaci nedvosmisleno ukazuju da AE dovodi do permanentnih

promena kod B16 ¢elija koje znacajno smanjuju njihov maligni potencijal.

Grupa Dan pojave Volumen Stopa
tumora tumora mortaliteta

B16 14 +1 1.5+0.71 30%

AE-B16 24 + 4% 04 +036% 0%7*

Tabela 1. B16 Celije tretirane AE-om nisu generisale tumore kod C57BL/6 miSeva

Tumori su izmereni i zapremine su izracunate na nacin opisan u “Materijal i Metode”. (¥*p< 0,05 oznacCava

statisticki znacajnu razliku u odnosu na odgovarajuéu kontrolu).
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4.1.7. Unutarcelijski odgovor ¢elija melanoma na tretman Aloe emodinom

Posto je pokazano da AE dovodi do diferencijacije B16 ¢elija dok, s druge strane, indukuje
apoptozu A375 celija, naredni eksperimenti su imali za cilj utvrdivanje unutarcelijskih

promena indukovanih AE-om koje su eventualno odgovorne za drugaciji ishod AE primene

kod dva tipa melanoma.

4.1.7.1. Aloe emodin utice na MAPK signalni put

Kako je poznato da je kod humanog melanoma ERK1/2 prekomero aktiviran (Gray-
Schopfer i sar., 2007), dok je kod misjeg melanoma prisutna niska aktivnost pomenutog
proteina (Melnikova i sar., 2004), prvi korak u analizi unutarcéelijskog odgovora na tretman
AE-om bio je ispitivanje promena u ekspresiji ERK1/2 molekula kod dve razli¢ite linije
melanoma. B16 i A375 ¢elije su inkubirane 30 minuta, 2 h, 4 h i 24 h u prisustvu 40 uM
AE-a nakon cega se pristupilo Western blot analizi. Aktivacija ERKI1/2 proteina je
odredivana kao odnos aktivirane, fosforilisane forme, prema ukupnoj koli¢ini relevantnog
proteina (graf. 9). Rezultati su pokazali da kod B16 ¢celija tretiranih AE-om dolazi do
kontinuiranog poveéanja aktivnosti ERK1/2, vidljivog ve¢ posle 30 minuta tretmana. S
druge strane, kod A375 celija, AE negativno reguliSe aktivaciju ovog proteina, te ona
kontinuirano opada od 30-og minuta tretmana AE-om. Kako je u literaturi opisano da je
indukcija permanentne aktivacije ERK1/2 vezana za diferencijaciju (von Kriegsheim i sar.,
2009), rezultati dobijeni na B16 ¢elijama koreliraju sa pokazanom diferencijacijom kod
ovih ¢elija indukovanom AE-om. S druge strane, kod humanog melanoma se prekomerna
aktivnost ERK1/2 dovodi u vezu sa proliferacijom, prezivljavanjem celija i rastom tumora
(Gray-Schopfer i sar., 2007), pa bi pokazani pad aktivnosti ERK1/2 indukovan AE-om

mogao biti uzrok ili posledica zapocete apoptoze.

Dobijeni rezultati pokazuju da je tretman AE-om kod dve analizirane linije melanoma

razli¢ito regulisao ekspresiju ERK1/2 signalnog molekula.
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Grafik 9. AE razli¢ito reguliSe ERK1/2 ekspresiju kod dve linije melanoma

B16 i A375 Celije su inkubirane 24 sata u prisustvu ili odsustvu (kontrole) AE-a (40uM) nakon Cega je

ekspresija ERK1/2 analizirana Western blot metodom.

4.1.7.2. Aloe emodin deluje na PI3K signalni put

Prisustvo funkcionalnog PTEN proteina kod ¢elija misjeg melanoma, odnosno njegovo
odsustvo kod ¢elija humanog melanoma (Melnikova i sar., 2004), ukazuje na moguci
znacaj PI3K signalnog puta u razli¢itom odgovoru ove dve linije na tretman AE-om. Tako
je nametnuta potreba da se analizira uticaj AE-a na ekspresiju Akt-a, klju¢nog molekula
PI3K puta, kod obe ispitivane linije melanoma. Nakon 30 minuta, 2 h, 4 h i 24 h inkubacije
B16 1 A375 ¢elija u prisustvu 40 uM AE-a, pristupilo se Western blot analizi. Aktivacija
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Akt-a je odredivana kao odnos aktiviranog, fosforilisanog oblika proteina na poziciji

Ser473, prema ukupnoj koli¢ini relevantnog proteina.
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Grafik 10. AE razli¢ito reguliSe ekspresiju Akt kod B16 i A375 ¢éelija

B16 i A375 ¢elije su inkubirane u definisanom vremenu u prisustvu ili odsustvu (kontrole) AE-a (40uM)

nakon Cega je ekspresija p-Akt-a analizirana Western blot metodom.

Rezultati su pokazali da kod B16 c¢elija tretiranih AE-om dolazi do kontinuiranog
smanjenja aktivacije Akt-a, dok kod A375 celija, ve¢ 30 minuta nakon aplikacije, AE
dovodi do kontinuirane aktivacije Akt-a (graf. 10). Iz literature je poznato da je aktivacija
Akt-a vezana za prekomernu proliferaciju tumora te je rezultat dobijen na B16 ¢elijama u

skladu sa pokazanim zaustavljanjem proliferacije ovih ¢elija, indukovanim AE-om. Dalje,



kako je aktivirani Akt opisan kao molekul koji inhibira apoptozu (Kim i sar., 2006.),
njegova aktivacija 24-og sata, uslovljena AE-om kod A375 ¢elija, mogla bi predstavljati
pokusaj ¢elije da se spase. Rezultati ovog, kao i prethodnog eksperimenta pokazuju da AE
razli¢ito reguliSe aktivaciju Akt signalnog molekula kod dve linije melanoma, ali i da je

Akt/ ERK1/2 aktivacija recipro¢no regulisana kod ispitivanih linija.

4.1.7.3. Aloe emodin pozitivno regulise ekspresiju molekula relevantnih za proces

diferencijacije B16 ¢elija

Posto je pokazano da AE dovodi do zastoja u ¢elijskom ciklusu prac¢enog diferencijacijom
B16 celija, sledeci korak u analizi efekata AE-a na unutarcelijske dogadaje kod misjeg
melanoma, bio je analiza molekula koji su u literaturi opisani kao ucesnici u diferencijaciji:
ciklina DI i ciklina D3. Poznato je da porast u ekspresiji D1 ciklina negativno regulise
ulazak ¢elije u S fazu celijskog ciklusa (Alao, 2007), Sto ostavlja ¢eliji vreme potrebno za
eventualnu reparaciju DNK molekula, neophodnu za prezivljavanje i/ili diferencijaciju
¢elije. Takode, sugerisana je uloga D3 ciklina u diferencijaciji HL-60 ¢elija, kao i u
promovisanju, a verovatno i odrzavanju terminalne diferencijacije kod brojnih misjih i
humanih ¢elija (Bartkova i sar., 1998.; Beumer i sar., 2000.; Despouy i sar., 2003). B16
¢elije su inkubirane 30 minuta, 2 h, 4 h i 24 h u prisustvu 40 uM AE-a nakon Cega je
analizirana ekspresija D1 i D3 ciklina. Rezultati Western blot analize su pokazali da kod
B16 celija tretiranih AE-om, ve¢ posle 30 minuta dolazi do kontinuiranog povecanja u
ekspresiji D1 i D3 ciklina, §to sugeriSe njihovu moguc¢u ulogu u diferencijaciji ¢elija misjeg

melanoma (graf. 11A).

Dalje, kako je opisana uloga tumor supresor proteina, p53, u procesu diferencijacije
(Poluha i sar., 1997, Eizenberg i sar., 1996, Murray- Zmijewski i sar., 2006), pristupilo se
analizi nivoa p53 proteina kod B16 ¢elija tretiranih AE-om (40 uM) u trajanju od 30
minuta, 2h, 4h i 24h. Budu¢i da je fosforilacija p5S3 na serinu na poziciji 20 mehanizam
kojim celija stabilizuje prisutan p53 protein, ¢ime omogucava njegovu brzu akumulaciju,

analiziran je nivo ukupnog p53, ali i p53 proteina fosforilisanog na Ser20. Western blot
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analiza je pokazala da je ve¢ nakon 30 minuta po tretmanu AE-om doslo do porasta u
koncentraciji ovih proteina, Sto je rezultat koji ukazuje da tretman AE-om usporava
degradaciju Ser20p-p53 u vremenski definisanom okviru (nakon 2h nivo ispitivanih
proteina opada) Sto se odrazava i na prolazni porast u koncentraciji ukupnog p53 (graf.

11B).
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Grafik 11. Efekat AE-a na molekule relevantne za proces diferencijacije

B16 ¢elije su inkubirane u definisanom vremenu u prisustvu ili odsustvu (kontrole) AE-a (40uM) nakon Cega

je ekspresija cikllina D1, ciklina D3 (A), p53 ip-p53 (B) analizirana Western blot metodom.

H,0, je molekul sa potvrdenom ulogom u diferencijaciji razli¢itih ¢elija (Xiao i sar., 2009.;
Steinbeck i sar, 1998.; Kang i sar., 2003.). Kako je poznato da AE indukuje oksidativni

stres (Lu 1 sar., 2007), cilj narednih eksperimenata je bio utvrdivanje uticaja AE-a na

53



produkciju H,O,. B16 ¢elije su tretirane 40 uM AE-om i odmah potom je u kulturu dodat
DAB, molekul koji u prisustvu H,O, oksiduje dajuc¢i tamno braon precipitate (Wilhelm i
sar., 2009). Analiza svetlosnim mikroskopom, ovako pripremljenih kultura, je ve¢ nakon 5
minuta po tretmanu, pokazala prisustvo tamnih precipitata Sto je ukazalo na brzu
produkciju H,O; kod B16 ¢elija po dodavanju AE-a (slika 7A). Kako bi se odredio nivo
proizvedenog H,O, B16 ¢celije su obojene CM-H,DCFDA i tretirane u odredenim
vremenskim intervalima AE-om (40 pM). Deacetilovana forma CM-H,DCFDA ostaje
zarobljena u ¢eliji 1 biva oksidovana sa H,O, u fluorescentan DCFDA (Lu i sar., 2007) koji
se detektuje proto¢nim citofluorimetrom. Rezultati koreliraju sa prethodnim, naime, ve¢ 5
minuta po aplikaciji AE-a, doslo je do povecanja produkcije H,O, za 50% (slika 7B).
Kako bi se ispitao znacaj pokazane produkcije H,O, u diferencijaciji B16 ¢elija, kulture su
tretirane ovim molekulom (0,5uM) u trajanju od 24 h i analizirane svetlosnom
mikroskopijom. Analiza je pokazala da je H»O, doveo do promena u morfologiji ovih
¢elija, na slican nacin kao i AE (slika 8). Na osnovu dobijenih podataka, veruje se da je

diferencijacija B16 c¢elija indukovana AE-om posledica prekomeme produkcije H,O,
molekula.
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Slika 7. AE indukuje prekomernu produkciju H,O, molekula kod B16 ¢elija

B16 ¢elije su obojene DAB i H,DCFDA i tretirane AE-om (40uM) u trajanju od 15 min. (A) Prisustvo tamnih
precipitata u citoplazmi DAB obojenih ¢elija, analizirano svetlosnim mikroskopom, (B) Produkcija H,O, kod

H,DCFDA obojenih ¢elija, merena proto¢nom citofluorimetrijom.

54



Slika 8. H,0, indukuje promene u morfologiji B16 Celija na slican nacin kao i AE

Nakon 24 sata inkubacije u prisustvu AE-a (40uM) (A) i H,O, (0,5uM) (B) analizirana je morfologija B16

celija

4.1.7.4. Aloe emodin uti¢e na ekspresiju molekula relevantnih za indukciju apoptozeA375

¢celija

Poznato je da endogeni NO, kod tumora neosetljivih na ovaj molekul, ucestvuje u
promovisanju rasta tumora mehanizmom koji ukljucuje inhibiciju apoptoze (Mijatovic i
sar., 2004), kao i to da je ekspresija iNOS-a kod iNOS pozitivnog melanoma asocirana sa
pojacanom otpornos$¢u na terapiju i loSijom prognozom bolesti nego u sluc¢aju iINOS
negativnog melanoma (Ekmekcioglu i sar., 2000). Kako je tretman AE-om, kod iNOS
pozitivnih, A375 celije pokrenuo apoptozu, bilo je zanimljivo utvrditi da li je ovakav
njegov efekat vezan za smanjenje ekspresije iNOS-a. Celije humanog melanoma su
tretirane AE-om (40uM) u trajanju od 1h, 2h, 4h, 12h i 24h nakon ¢ega je uradena Western
blot analiza kako bi se detektovao nivo iNOS-a, ali i nivo plkB, inhibitorne subjedinice
NF«B, molekula koji regulise transkripciju iNOS gena. Rezultati su pokazali da nema
promene u koncentraciji ispitivanih proteina ni u jednom analiziranom terminu kod ¢elija
humanog melanoma tretiranih AE-om, $to sugeriSe da smanjenje produkcije NO-a nije

uzrok apoptoze indukovane AE-om kod A375 ¢elija (graf. 12C).
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Grafik 12. Uticaj AE-a na molekule relevantne za indukciju apoptoze
A375 Celije su inkubirane u definisanom vremenu u prisustvu ili odsustvu (kontrole) AE-a (40uM) nakon

Cega je ekspresija XIAP (A), Bel-2 (B), p53, p-p53, iNOS i PikB (C) i analizirana Western blot metodom.
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Slede¢i korak u analizi unutarcelijskih promena kod A375 ¢elija tretiranih AE-om bio je
Western blot analiza nivoa antiapoptotskih, protektivnih c¢elijskih proteina. X-vezani
inhibitor apoptoze ( engl. X-linked inhibitor ofapoptosis - XIAP) je potentan inhibitor
apoptoze koji je prekomerno eksprimiran kod malignih melanoma ¢ime se delom
objasnjava izrazita rezistencija ovih tumora na hemioterapiju (Kluger i sar., 2006), stoga je
cilj narednih eksperimenata bio da se analizira ekspresija ovog molekula nakon tretmana
A375 ¢éelija AE-om. Celije su izlozene AE-u (40 pM) u trajanju od 2 h, 4 h i 24 h nakon
Cega je uradena Western blot analiza.

Rezultati su pokazali da je tretman AE-om ve¢ od drugog sata tretmana, doveo do
umerenog smanjenja nivoa XIAP-a kod A375 celija (graf. 12A). Paralelno, u istim
uzorcima, pra¢ena je promena nivoa jo$ jednog antiapoptotskog molekula- Bcl-2. Western
blot analizom je nakon 2 h detektovan skoro dvostruki pad u koncentraciji ovog proteina,
kao i kontinuirano smanjenje njegove ekspresije prema kraju tretmana kod ¢elija humanog
melanoma tretiranih AE-om (graf. 12B). Kako je transkripcija Bcl-2 molekula regulisana
pS3 proteinom, bilo je interesantno ispitati eventualne promene u nivou p53 proteina. A375
¢elije su tretirane AE-om (40 uM) u trajanju od 2 h, 4 h i 24 h nakon ¢ega je uradena
Western blot analiza. Pokazano je da kod A375 ¢elija ne dolazi do promene u ekspresiji
p53 ukupnog, kao ni p53 proteina fosforilisanog na serinu na poziciji 20 pod dejstvom AE-
a, Sto ukazuje da je indukovana apoptoza kod ovih ¢elija, nezavisna od p53 molekula (graf.
12C).

U pokusaju da se otkrije da li je detektovana apoptoza A375 Celija zavisna od aktivacije
kaspaza, A375 ¢elije su inkubirane u prisusutvu AE-a (40 uM), nakon cega su obojene
apostat bojom i uzorci su analizirani na protocnom citofluorimetru. Rezultati su pokazali da
tretman AE-om dovodi do aktivacije kaspaza, Sto ukazuje da je apoptoza A375 celija,

indukovana AE-om, posredovana aktivacijom kaspaza (graf. 13).
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Grafik 13.AEindukujeapoptozuzavisnuodkaspazakodA375 celija

A375 Celije su inkubirane 24 i 48 sati u prisustvu AE-a (40uM) ili u njegovom odsustvu (kontrole) nakon

Cega je proto¢nom citofluorimetrijom ispitivana aktivnost kaspaza.

4.2. Indirektni efekti AE na B16 1 A375 ¢Celije

4.2.1. Aloe emodin neutraliSe aktivnost citostatika

U pokusaju da se zaustavi ili suprimira rast kancera Cesto se pribegava suplementaciji
hemioterapije razliitim preparatima biljnog porekla. Kako se AE pojavljuje kao
komponenta brojnih preparata prisutnih na trziStu, bilo je interesantno ispitati efekat
kombinovane primene AE-a i nekih od konvencionalnih hemioterapeutika na celije

melanoma.

U tu svrhu, B16 i A375 Celije su tretirane Sirokim rasponom doza poznatih citostatika,
doksorubicina i paklitaksela, u prisustvu ili odsustvu AE-a. Nakon inkubacije u trajanju od
24 h, meren je Ccelijski vijabilitet, a interakcije primenjenih agenasa su utvrdene
izobologram analizom. Oblik krive izolobolograma pokazuje §ta je u osnovi interakcije

dva ispitivana agensa. Odnosi koncentracije pri kojima agensi pokazuju antagonizam,
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odnosno sinergizam, daju krive koje su konveksne, odnosno konkavne u odnosu na krivu
aditivnosti (isprekidana linija). Rezultati izobologram analize su nedvosmisleno pokazali

antagonizam izmedu AE-a i primenjenih citostatika u obe linije melanoma (graf. 14).
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Grafik 14. AE antagonizuje delovanje hemioterapije

B16 (A) i A375 (B) (10* po bunariéu) éelije su tretirane sa 10, 20 i 40 uM koncentracijom AE-a paralelno sa
doksorubicinom ili paklitakselom. Nakon 24 sata kultivacije, relativan broj zivih celija odredivan je MTT
testom. Rezultati reprezentativnog od tri nezavisna testa su pretstavljeni krivom izobolograma.(FCI > 1 se

smatra antagonizmom).
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4.2.2. Aloe emodin uti¢e na imunski odgovor na melanom

U pokusaju da se odgovori na pitanje da li AE utice na imunski odgovor organizma na
melanom, ispitivani su efekti paralelne primene AE-a i odredenih medijatora TNF familije

sa direktnim citotoksi¢nim delovanjem.

B16 ¢elije su tretirane razlic¢itim dozama TNFa i Fas molekula u prisustvu ili odsustvu AE-
a, dok su A375 ¢elije podvrgnute tretmanu razli¢itim koncentracija TNFo i TRAIL-a (engl.
tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand -TRAIL), opet u prisustvu
ili odsustvu AE-a tokom 24 h. Po isteku perioda inkubacije, odredivan je vijabilitet ¢elija, a

efekti kombinovanog tretmana su procenjivani izobologram analizom.

Izobologram analiza paralelne aplikacije AE-a i Fas na B16 C¢elijama, pokazala je
antagonizam ova dva molekula, $to ukazuje na to da AE ublazava efekat Fas na B16 ¢elije

(graf. 15A).

Rezultati analize efekta TNFo na B16 ¢elije su pokazali da su ove Celije neosetljive na
pomenuti citokin (graf. 15A). Pokazana neosetljivost ¢elija misjeg melanoma na TNFa nije
promenjena u prisustvu AE-a. S druge strane, izobologram analiza je pokazala antagonizam
u slucaju kombinovanog tretmana A375 ¢elija AE-om i TNFa(graf. 15B), Sto sugeriSe
iskompromitovanu osetljivost ¢elija humanog melanoma na pomenuti citokin u prisustvu
AE-a. Dalje, izobologram konstruisan na osnovu paralelanog tretmana A375 ¢elija AE-om i
TRAIL-om pokazao je neSto drugaciju sliku: pri istovremenoj upotrebi niskih doza
pomenutih supstanci, kao ishod pojavljuje se konveksna kriva koja sugeriSe neutraliSuci
efekat AE-a na osetljivost A375 ¢elija na TRAIL, dok se kao rezultat kombinacije visokih
doza na izobologramu uocava konkavna kriva ukazuju¢i na sinergizam AE i TRAIL

molekula (graf. 15B).

Rezultati opisanih eksperimenata pokazuju da ne postoji uniformno delovanje AE-a kada je

u pitanju imunski odgovor na melanom posredovan pomenutim citotoksi¢nim molekulima.
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Grafik 15. AE ne deluje uniformno na imunski odgovor na melanom

B16 (10 po bunariéu) éelije su tretirane sa 10, 20 i 40uM koncentracijom AE-a paralelno sa opsegom doza
TNFa ili Fas. Nakon 24 sata kultivacije, relativan broj Zivih éelija odredivan je MTT testom(A). A375 (10 po
bunari¢u) celije su tretirane sa 10, 20 i 40uM koncentracijom AE-a paralelno sa opsegom doza TNF ili
TRAIL. Nakon 24 sata kultivacije, relativan broj zivih celija odredivan je MTT testom (B). Rezultati
reprezentativnog od tri nezavisna testa su pretstavljeni krivom izobolograma. (FCI > 1 se smatra

antagonizmom).
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Danas se maligne bolesti, kao uzro¢nici smrtnosti, nalaze na nezavidnom drugom mestu
odmah iza kardio- i cerebrovaskularnih poremecaja (Schuster i sar., 2006). lako je u
prethodne dve decenije bilo brojnih dostignuca u razumevaju patogeneze kancera, koja su
kao rezultat dovela do razvoja novih, obecavaju¢ih antitumorskih tretmana i dalje, na
7alost, ne postoji uspesna terapija protiv ove bolesti. Cinjenica da su sli¢nosti izmedu
transformisane 1 normalne c¢elije ipak mnogo veée nego njihove medusobne razlike
objasnjava brojne sistemske efekte pretezno negativnog karaktera na organizam (Galanski i
sar., 2003; Monsuez i sar., 2010). U osnovi koncipiranja novih terapeutskih pristupa je
pokusaj da se identifikuje supstanca sa selektivnim delovanjem na tumorsko tkivo, kao i da
se pronadu nacini za kontrolu invanzivnosti i metastaziranja tumorskih ¢elija (Rang, 2005).
Postojanje CIC celija, ¢elija otpornih na primenjenu terapiju (Mc Cubrey i sar., 2011),
ukazuje na potrebu za susStinskom promenom u nacinu na koji se posmatra kancer i

predstavlja pokusaje leCenja joS ve¢im izazovom.

Aloe emodin je molekul antraciklinskog tipa koji je u prethodne dve decenije opisivan kao
supstanca  sa  laksativnim,  diuretskim, imunosupresivnim, antiinflamatornim,
vazorelaksiraju¢im, antibakterijskim, viricidnim 1 fungicidnim dejstvom (Anderson i sar.,
1991; Huang i sar., 1991; Barnard i sar., 1992; Huang i sar., 1992; Krumbiegel i sar, 1993;
Yagi i sar., 1997; Kumar i sar., 1998; Arosio 1 sar., 2000; Lee i sar., 2001; Kim 1 sar., 2004;
Basu i sar., 2005; Chiu i sar., 2009). Poslednjih godina, intenzivno se ispituje njegova
antitumorska aktivnost. Do danas je pokazana sposobnost AE-a da suprimira rast velikog
broja razli¢itih tumorskih linija, iako posebnu osetljivost na pomenutu supstancu pokazuju
tumori neuroektodermalnog porekla (Pecere i sar., 2000). U osnovi antitumorskih svojstava
AE-a stoji njegova sposobnost da indukuje ¢elijsku smrt, diferencijaciju maligne ¢elije ka
zrelijem fenotipu, inhibiciju angiogeneze i1 metastaziranja, ali i povecanje osetljivosti
tumorske ¢elije na hemioterapiju (Kanzawa i sar., 2004; Mijatovi¢ i sar., 2005; Cardenas i

sar., 2006; Lin i sar., 2006; Chen i sar., 2010).

U ovoj studiji je u nekoliko koraka ispitivano delovanje AE-a na melanom, najsmrtonosniji
oblik raka koze. Dobijeni podaci o efektima AE-a na izolovane ¢elije tumora, a onda i

rezultati vezani za uticaj AE-a na imunski odgovor na melanom kao i oni koji govore o
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posledicama kombinovane aplikacije AE-a sa konvencionalnim terapeuticima, doprineli su

formiranju jasnije slike o kompleksnosti eventualne primene AE-a u terapiji melanoma.

Na osnovu ovde prikazanih rezultata AE je, nakon dvadesetCetvoroCasovnog tretmana,
snazno inhibirao rast kako misjeg, tako i humanog melanoma. Opazeni pad vijabiliteta
tumorskih ¢elija mogao je biti uzrokovan sposobnoS¢u primenjene supstance da zaustavi
proliferaciju ¢elija melanoma ili da indukuje neki od tipova ¢elijske smrti. Kako najveci
broj podataka iz literature pripisuje antitumorski efekat AE-a njegovoj sposobnosti da
indukuje apoptozu (Lin i sar., 2006; Lin i sar., 2010; Chiu i sar., 2009), donekle
iznenadujué¢i bio je podatak da ni kod jedne ispitivane linije nakon dvadesetCetvoro
Casovnog tretmana AE-om, bojenjem aneksin-propidijum jodidom, nije pokazana apoptoza.
Daljom analizom, A375 ¢elija koje su provele 48 h pod delovanjem AE-a, uoceno je
prisustvo ¢elija kod kojih je doslo do izvrtanja molekula fosfatidil serina u spoljasnji sloj
membrane, $to je dogadaj karakteristiCan za ranu apoptozu. Takode, otkriveno je postojanje
i populacije ¢elija kod kojih je, pored izvrtanja molekula fosfatidil serina, naruSen integritet
¢elijske membrane, $to su promene koje se mogu videti kod kasno apoptotskih, sekundarno
nekroti¢nih, ali i primarno nekroti¢nih ¢elija. Dalje, Cinjenica da su se, 48 h po primeni AE-
a, na A375 celijama obojenim propidijum jodidom, mogle uociti tipicne morfoloske
karakteristike apoptoze, navodi na zakljucak da je kod ¢elija humanog melanoma upravo
apoptoza krajnji ishod delovanja AE-a. S druge strane, nijednom primenjenom metodom za

detekciju apopoze nije pokazano prisustvo ovog tipa ¢elijske smrti nakon tretmana AE-om

kod B16 éelija.

Antitumorski efekat najveceg broja agenasa opisanih kroz literaturu uslovljen je upravo
njihovim citocidnim potencijalom (Lowe i sar., 2000; Kanzawa i sar., 2004; Gozuacik i
sar., 2004; Giannopoulou i sar., 2009). Cinjenica da apoptoza nije bila uzrok pada
vijabiliteta 24 h po delovanju AE-a ni kod jedne linije melanoma, kao i postojanje A375
¢elija koje su, nakon 48 h pod AE-om, pretrpele promene koje bi se mogle objasniti
eventualnom indukcijom nekroze, namece ideju o nekom drugom obliku ¢elijske smrti, kao
mehanizmu antimelanoma delovanja AE-a. Kako je glavna odlika nekroze izlivanje

¢elijskog sadrzaja u meducelijski prostor praceno inflamacijom koja dodatno promovise
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rast tumora (Grivennikov i sar., 2010), ovakav tip umiranja nije pozeljan kod potencijalnih
hemioterapeutika (Alberts i sar., 2002). U tom kontekstu, Cinjenica da je LDH testom
otklonjena sumnja da celije melanoma tretirane AE-om umiru nekrozom, ide u prilog
pomenutoj supstanci. Dalje, iako je autofagija prvobitno opisana kao evolutivno
konzerviran fizioloski proces koji predstavlja odgovor celije na stresne uslove i omogucéava
degradaciju proteina i oste¢enih organela (Okada i sar., 2004) danas se zna da agensi kakvi
su temozolomid, arsenik trioksid, paklitaksel, tamoksifen ili epirubicin dovode do smrti
tumorske celije autofagijom (Kanzawa i sar., 2003; Gorka i sar., 2005; Kanzawa i sar.,
2004). Sa druge strane, postojanje autofagije objasSnjava rezistentnost odredenih tumora na
radio- 1 hemioterapiju. Naime, pokazano je da je upravo autofagija odgovorna za
eliminaciju o$te¢enja indukovanih niskim dozama zracenja, Cime spasava celiju od
apoptoze (Paglin i sar., 2001). Obzirom da je na linijama humanog i pacovskog glioma
pokazano da AE indukuje autofagiju (Mijatovi¢ i sar., 2005), slede¢i logi¢an korak bio je
da se ispita eventualno prisustvo, a zatim i znacaj autofagije u kulturama B16 i A375 ¢elija
tretiranih AE-om. Analiza prisustva autofagozoma nije ukazala na razliku izmedu celija
melanoma kultivisanih sa ili bez AE-a upucujuci na to da je proces autofagije irelevantan za

citotoksi¢nu aktivnost testiranog agensa.

Kako nakon dvadesetCetvoroCasovnog tretmana AE-om nije detektovana smrt celija
melanoma, kao razlog uocenog smanjenog rasta u ovom terminu, nameée se eventualni
citostatski efekat analizirane supstance. Zaista, analiza distribucije ¢elija po fazama
¢elijskog ciklusa protocnim citofluorimetrom, pokazala je akumulaciju ¢elija melanoma
tretiranih 24 h AE-om u G2/M fazi, kao i odsustvo hipodiploidnih ¢elija, odnosno ¢éelija sa
fragmentisanim DNK materijalom. Karakteristicna fragmentacija DNK molekula je odlika
krajnjeg stadijuma apoptotskog procesa (Okada i Mak, 2004), te izostanak ¢elija u subG
fazi korelira sa pokazanim odsustvom apoptoze u posmatranom terminu. Dalje, veza
izmedu zastoja celijskog ciklusa u G2/M fazi i apoptoze, pokazana je na brojnim
tumorskim linijama (Lin i sar., 2006; Jin i sar., 2006; Selvendiran i sar., 2007; Yan i sar.,
2010), sto navodi na zakljucak da je kod A375 ¢elija AE indukovao G2/M blok sto je za

posledicu imalo pokretanje apoptoze. S druge strane, pokazano zaustavljanje B16 celija u
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G2/M fazi ¢elijskog ciklusa, sugerisalo je sposobnost AE-a da svoju antitumorsku aktivnost
na liniji mi§jeg melanoma realizuje inhibicijom proliferacije ¢elija tumora. Zaista, CFSE
testom je otkriven snazan blok u proliferaciji B16 c¢elija, ¢ime je potvrdeno da je za
smanjenje rasta c¢elija u kulturi mis$jeg melanoma, odgovoran antiproliferativni efekat

ispitivane supstance.

Takode, B16 ¢elije su, za razliku od A375 ¢elija, nakon tretmana AE-om pretrpele znacajnu
morfolosku promenu. Podaci u literaturi ukazuju na sposobnost odredenih agenasa da
dovedu do ponovne diferencijacije ¢elija melanoma u melanocite. Tako je pokazano da
ligandi benzodiazepanskih receptora, kakvi su dijazepan i klonazepan, indukuju promene u
fenotipu B16 ¢elija koje se vezuju za gubitak malignih svojstava. Celije se morfologki
transformiSu, pojacava se sinteza melanina i smanjuje aktivnost y- glutamil transpeptidaze -
enzima ¢ija se prekomerna ekspresija dovodi u vezu sa metastatskim potencijalom ovih
¢elija (Obrador i sar., 2002). Opisanim promenama prethodila je akumulacija ¢elija u G2/M
fazi celijskog ciklusa (Landau i sar., 1998). Takode, u literaturi je opisana sposobnost i
samog AE-a da indukuje G2/M blok i posledi¢nu diferencijaciju kod humanog oralnog
kancera (Xiao i sar., 2007) i humanog cervikalnog karcinoma (Guo i sar., 2007).
Morfoloska transformacija, uocena kod B16 C¢elija tretiranih AE-om, odlikovala se
zadobijanjem asimetri¢nog oblika ¢elija sa pove¢anim volumenom citoplazme, prisustvom
velikog broja granula u citoplazmi $to je ukazivalo na intenziviranu sintetsku i sekretornu
aktivnost, kao 1 velikim brojem izduzenih membranskih nastavaka nalik na dendrite. Kako
je poznato da je diferencijacija melanocita pracena pojavom dendriticnih membranskih
izraStaja Cija je svrha brza distribucija melanina kroz kozu (Kuwajima i sar., 2009),
opisane promene sugerisale su prelazak ovih ¢elija na visi stepen zrelosti. Jos jedan dogadaj
karakteristican za diferencijaciju melanocita je intenzivirana produkcija melanina
uzrokovana povecanjem aktivnosti tirozinaze (Ogiwara i sar., 2009), enzima koji katalizuje
hidroksilaciju L-tirozina u 3, 4-dihidroksifenilalanin (L-dopa) i dalju oksidaciju L-dopa u
dopahinon, te ima klju¢nu ulogu u sintezi pomenutog pigmenta. Kod melanocita i
melanoma, produkciju melanina je mogucée pokrenuti stimulusima kakvi su a-stimuliSuéi

hormon melanocita, ultravioletno A i B zracenje, ali i farmakoloskim agensima kao $to su
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forskolin, kolera toksin, izobutilmetilksantin, retinoi¢na kiselina (Busca i sar., 1998; Zhao i
sar., 1999; Ohguchi i sar., 2004). AE je kod B16 ¢elija indukovao povecanje aktivnosti
tirozinaze 1 posledicnu produkciju melanina, S$to je pokazalo da je morfoloska
transformacija ovih ¢elija pracena i biohemijskim promenama, te i potvrdilo da AE pokrece
diferencijaciju B16 ¢elija ka njihovom izvornom fenotipu- melanocitima. Dalje, pretretman
AE-om ¢elija miSjeg melanoma, 24 h pre inokulacije u C57BL/6 miSeve, dramati¢no je
smanjio sposobnost ovih c¢elija da generiSu tumore, Sto se manifestovalo njihovom
odlozenom pojavom, kao i znacajno manjim volumenom tumora nego kod kontrolne grupe.
Ovakav rezultat navodi na zakljucak da su promene indukovane AE-om ireverzibilnog

karaktera, kao i to da testirana supstanca bitno smanjuje maligni potencijal B16 ¢elija.

Jasno je da svi pomenuti procesi koreliraju sa promenama na unutarcelijskom nivou ¢ijom
indukcijom AE ispoljava svoju antitumorsku aktivnost, bilo da ona rezultira apoptozom,
kao kod humanog, ili diferencijacijom, kao Sto je to sluc¢aj kod miSjeg melanoma. Ciklini,
molekuli koji aktivacijom i inaktivacijom ciklin zavisnih kinaza reguliSu progresiju
¢elijskog ciklusa, u poslednje vreme se sve ceS¢e dovode u vezu sa diferencijacijom
razli¢itih tipova Celija. Tako je opisano da tokom diferencijacije ¢elija humane mijeloidne
leukemije indukovane razli¢itim agensima (TNFa, IFNy, tetraforbol acetatom i butiricnom
kiselinom) dolazi do prekomerne ekspresije ciklina D1 (Ullmannova i sar., 2003). Takode,
pokazano je da, kod fibroblasta, prekomerna ekspresija ciklina D1 sprecava ulazak celije u
S fazu. Naime, ciklin D1 se vezuje za nuklearni antigen proliferiSu¢ih ¢celija (engl.
proliferating cell nuclear antigen, PCNA), subjedinicu DNK polimeraze, Sto direktno
inhibira DNK sintezu (Alao, 2007). Ovakav scenario ostavlja celiji vreme potrebno za
eventualnu reparaciju DNK molekula, neophodnu za prezivljavanje i/ili diferencijaciju
¢elije. Dalje, u diferencijaciji ¢elija humane promijelocitne leukemije, HL-60 ¢elija, uocena
je uloga ciklina D3 (Despouy i sar., 2003). Osim toga, prekomerna ekspresija ciklina D3,
ali i p53 proteina, pokazana je kod sazrevanja multipotentnih stem celija ka
oligodendrocitima, kada se stem c¢elije stimuliSu tiroidnim hormonom (Tokumoto 1 sar.,
1999). Stavise, ciklin D3 se smatra klju¢nim molekulom u diferencijaciji oligodendrocita

(Bartkova i sar., 1998.; Billon i sar., 2002). Pokazani porast ekspresije ciklina D1 i D3 kod
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B16 ¢elija, indukovan AE-om, u skladu sa navedenim podacima, sugerise njihovu ulogu u

diferencijaciji ¢elija misjeg melanoma.

Uloga tumor supresor proteina, p53, u diferencijacijaciji ¢elija centralnog nervnog sistema,
opisana je u viSe navrata (Poluha i sar., 1997; Eizenberg i sar., 1996; Murray- Zmijewski 1
sar., 2006). Billon i sar. (2002) sugeriSu da p53 reguliSe transkripciju gena ukljucenih u
zaustavljanje ¢elijskog ciklusa i diferencijaciju prekursorskih ¢elija oligodendrocita (engl.
oligodendrocyte precursor cells, OPC). Poznato je da p53 indukuje sintezu p21/Cipl
proteina. Prekomerna ekspresija ovog molekula inhibira progresiju ¢elijskog ciklusa i to na
dva nacina: inhibicijom razli¢itih ciklin — kinaza zavisnih od ciklina (engl. cyclin-dependent
kinase, CDK) kompleksa, dovodi do G1/S ili do G2/M zastoja, dok interakcijom sa PCNA,
p21 inhibira DNK sintezu i indukuje G2/M zastoju celijskom ciklusu (Bamouin 1 sar.,
2002). Kod B16 ¢elija, ve¢ nakon 30 minuta, AE je doveo do porasta u koncentraciji kako
ukupnog p53 proteina, tako i njegove fosforilisane forme. Kako je ovo vreme nedovoljno
za de novo sintezu pomenutog protein moguce je zakljuCiti da je testirana supstanca
usporila degradaciju fosforilisane forme p53 proteina u vremenski definisanom okviru $to
se odrazilo i na porast u koncentraciji ukupnog p53. Ishod delovanja AE-a na B16 ¢elije bi
se u tom smislu mogao objasniti opisanom akumulacijom p53, Sto se odrazilo na pokazani

G2/M blok i posledi¢nu diferencijaciju ovih celija.

Jo§ jedan molekul koji bi mogao biti odgovoran za pokazanu diferencijaciju B16 celija
nakon tretmana AE-om, a do cije je snazne produkcije ispitivana supstanca dovela kod ovih
¢elija, je H,O,. Vodonik peroksid je molekul koji je i u normalnim fizioloskim uslovima
prisutan u zivotu melanocita (Jimenes-Cervantes i sar., 2001). H,O, se pojavljuje kao
uobicajeni sporedni proizvod u melanogenezi (Nappi i Vass, 1996), kao sekundarni glasnik
u propagaciji signala pokrenutih citokinima TNFa i TGFB (Hennet i sar., 1993; Thannickal
i Fanburg, 1995), ali i kao jedan od ROS koji se generise u odgovoru na UV zracenje (Peus
1 sar., 1999). Dalje, poznato je da izvestan nivo oksidativnog stresa u ¢elijama kancera
promovise prezivljavanje i proliferaciju ovih ¢elija (Toyokuni i sar., 1995). Ipak, nivo ROS
produkcije koji doseze odredeni prag, indukuje ireverzibilno oste¢enje DNK molekula,

uvodi Celije kancera u stanje mirovanja ili apoptozu (Lu 1 sar., 2007). Kod melanoma je
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nesto drugacija situacija. Peinado i sar. (1992) su pokazali da ¢elije melanoma odgovaraju
na oksidativni izazov povec¢anjem unutaréelijske koncentracije glutationa, kao i to da slabo
podlezu lizi nakon oksidativnog Soka. Opisana neosetljivost ¢elija melanoma na
oksidativno ostecenje korelira sa prethodno pomenutom ulogom H>O, u metabolizmu
melanocita i ujedno, objasnjava ¢injenicu da snazna produkcija H,O, indukovana AE-om,
kod ¢elija misjeg melanoma, nije dovela do celijske smrti. Dalje, prekomerna produkcija
H»0: koja je prethodila diferencijaciji B16 ¢elija, pokrenutoj AE-om, korelira sa podacima
iz literature o sposobnosti H,O, da indukuje diferencijaciju razlicitih ¢elijskih tipova. Tako
je opisana uloga H,O, u diferencijaciji embrionalnih stem celija (ES) u vaskularne glatke
misi¢ne Celije (engl. smooth muscle cells, SMC) (Xiao i sar., 2009). Naime, izoforma
NADPH oksidaze, Nox4, u ES <¢elijama dovodi do produkcije H,O, koji inicira
translokaciju SRF (engl. serum response factor), kljuénog regulatora diferencijacije SMC
¢elija, u nukleus (Xiao i sar., 2009). Takode, pokazano je da je produkcija H,O, vazan
lokalni factor u diferencijaciji prekursorske linije osteoklasta, HD-11 EM, u ¢elije nalik na
osteoklaste, S§to sugeriSe ulogu ovog molekula u prirodnoj diferencijaciji osteoklasta
(Steinbeck 1 sar., 1998). Dalje, Kang i sar. (2003) su pokazali da L-askorbinska kiselina
dovodi do diferencijacije HL-60 ¢elija u granulocite, upravo posredstvom produkcije H2O».
Konacno, kako je efekat AE-a na ¢elijama misjeg melanoma uspesno simuliran tretmanom
sa H,O,, moze se pretpostaviti da je diferencijacija B16 ¢elija indukovana AE-om posledica

prekomerne produkcije H O, molekula.

Razlika u redoks status dve ispitivane linije melanoma mogla bi biti jedan od razloga
njihovog razli¢itog odgovora na tretman AE-om. Za razliku od A375 c¢elija koje
konstitutivno eksprimiraju iNOS i imaju visok intracelularni nivo ROS, te ih karakterise
manja osetljivost na oksidativni stres pa i na agense Ciji je mehanizam delovanja vezan za
indukciju ROS i RNS, B16 ¢elije su opisane kao ¢elije sa niskom produkcijom ROS
(Demary i sar., 2001). Tako, dok su se A375 ¢elije pokazale rezistentnim na tretman

retinoicnom kiselinom (engl. retinoic acid, RA) kod celija miSjeg melanoma RA je

indukovala diferencijaciju ka zrelijem fenotipu, pracenu visokom produkcijom H,O,,
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povecanjem ekspresije oPKC i stimulacijom aktivnosti MAPK, kakva je ERK, kao i AP1
transkripcionog faktora (Huang i sar., 2003).

Kako je, s druge strane, AE kod A375, ¢elija koje konstantno eksprimiraju iNOS, pokrenuo
apoptozu, eventualna promena produkcije endogenog NO-a mogla bi da objasni pokazani
efekat kod ove celijske linije. Produkcija NO-a, oksidacijom L-arginina u citrulin
posredovana iNOS-om, smatra se bitnim antitumorskim mehanizmom urodenog imuniteta
(Cifone i sar., 1995). Oslobodeni NO, od strane makrofaga i NK ¢elija, dovodi do apoptoze
tumorskih celija, mehanizmom koji uklju¢uje akumulaciju p53 molekula, oste¢enje
mitohondrijalne funkcije, promene u ekspresiji antiapoptotskih molekula, aktivaciju
kaspaza i DNK fragmentaciju (Umansky i sar., 2001). Takode, pokazano je i da NO,
proizveden od strane samog tumora deluje kao autokrini faktor u zaustavljanju njegove
progresije (Hu i sar., 2004). S druge strane, ambivalentna uloga ovog molekula opisana je
kod tumora neosetljivih na njegovo dejstvo. Kod pomenutih tumora endogeni NO
promovise rast i metastaziranje, deluju¢i na angiogenezu, vazodilataciju, ali i inhibirajuci
proapoptotske stimuluse (Grimm i sar, 2008), te bi smanjenje u produkciji NO-a kod
ovakvih tumora, negativno regulisalo njihov rast. Dalje, upravo kod melanoma je pokazano
da je ekspresija iNOS-a kod iNOS pozitivnog tumora, asocirana sa pojacanom otpornos¢u
na terapiju i loSijom prognozom bolesti nego u sluc¢aju iNOS negativnog melanoma (Tang i
sar, 2004). Autori objasnjavaju ovaj podatak time da NO inhibira apoptozu pokrenutu
cisplatinom tako §to inicira aktivaciju p53 proteina koja dovodi do pojacane transkripcije
p21 Sto rezultira zaustavljanjem Celijskog ciklusa, popravkom DNK oSte¢enja i
prezivljavanjem Celije. Izgleda da NO inhibira Mdm-2 posredovani eksport p53 iz nukleusa
¢ime se sprecava ubikvitin zavisna proteoliza ovog molekula i dolazi do njegove
akumulacije neophodne za opisanu biolosku aktivnost (Tang i Grimm, 2004).

Iako je opisano da AE deluje na nivo endogenog NO-a, kod c¢elija misjeg fibrosarkoma i
pacovskog glioma, inhibicijom ekspresije iNOS gena (Mijatovi¢ i sar., 2004), slican efekat
na ekspresiju iNOS-a kod A375 celija je izostao: testirana supstanca nije dovela do
promene u koncentraciji ovog molekula. Ovakav scenario ukazuje da je apoptoza celija

humanog melanoma, indukovana AE-om, nezavisna od NO produkcije.

69



Poznato je da stres u ¢eliji dovodi do aktivacije tumor supresor proteina, pS3, Sto ishoduje,
zaustavljanjem celijskog ciklusa, popravkom DNK ostecenja, prethodno opisanom
diferencijacijom ili indukcijom apoptoze (Oren, 2003). Apoptoza posredovana p53
proteinom podrazumeva transkripcionu aktivaciju proapoptotskih gena, kakvi su geni koji
kodiraju receptore smrti, Fas ili DRS, kao i onih koji kodiraju mitohondrijalne proteine,
Bax, Noxa, Puma, transkripcionu represiju antiapoptotskih gena, Bcl-2 1 Bel-X, ali i
aktivnosti p53 proteina koje su nezavisne od njegove transkripcione funkcije kakve su:
translokacija Fas receptora u plazma membranu, Bax molekula u mitohondrije sa
posledi¢nim oslobadanjem citohroma C kao i aktivacija kaspaze 8 (Oren, 2003). Ipak, AE
nije doveo do promene u nivou p53 proteina kod A375 c¢elija $to navodi na zakljucak da je
indukcija apoptoze kod linije humanog melanoma, nezavisna od aktivnosti navedenog

tumor supresor proteina.

Izrazita hemiorezistencija melanoma se u poslednje vreme dovodi u vezu sa prekomernom
produkcijom XIAP proteina (Kluger i sar., 2006). Pokazano je da se ovaj antiapoptotski
molekul, kod melanoma, vezuje za kaspazu-3, ¢ime onemogucava aktivaciju efektorske
kaspaze u daljoj promociji zapocete apoptoze (Hornle i sar., 2011). Senzitizacija celija
melanoma na antitumorske agense se, takode, dovodi u vezu sa ekspresijom XIAP (Hornle
i sar.,, 2011). Isti autori opisuju da subletalna doza UVB povecava osetljivost ¢éelija
melanoma na ligand koji indukuje apoptozu vezan za TNF (engl. tumor necrosis factor
related apoptosis inducing ligand, TRAIL) tako Sto dovodi do poveéanja propustljivosti
spoljasnje mitohondrijalne membrane i otpustanja Smac proteina, koji oslobada kaspazu-3
od inhibitornog dejstva XIAP-a. U pozitivnoj povratnoj sprezi aktivirana kaspaza-3 iseca
XIAP ¢ime inicira njegovu proteozomalnu degradaciju. Kako je nakon tretmana AE-om
doslo do smanjenja nivoa XIAP proteina kod A375 Celija, pretpostavljamo da je za
pokretanje apoptoze kod ovih ¢elija, barem delom, odgovorna sposobnost testirane
supstance da indukuje degradaciju XIAP-a. Osim toga, nakon tretmana AE-om, pokazano
je 1 smanjenje nivoa Bcl-2, antiapoptotskog molekula koji stabilizuje spoljasnju
mitohondrijalnu membranu ¢ime blokira oslobadanje citohroma C i drugih apoptotskih

proteina u citosol. Ovakav rezultat korelira sa brojnim podacima iz literature koji opisuju
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sposobnost AE-a da, inhibicijom ekspresije ili aktivnosti Bcl-2, indukuje programiranu
¢elijsku smrt tipa I (Chiu i sar., 2009; Yeh i sar., 2003), sto dodatno sugeriSe da se
apoptotska aktivnost AE-a, na ¢elijama humanog melanoma, zasniva na sposobnosti

M 19

pomenute supstance da “isklju¢i” antiapoptotski program ¢elije.

Unutrasnji 1 spoljasnji put aktivacije efektorskih kaspaza je najbrzi i najefikasniji
mehanizam programirane celijske smrti. Ipak, ukoliko je ¢elija u nevolji, usled razloga
kakvi su genetske manipulacije ili postojanje inhibitora, rezistentna na apoptozu
posredovanu kaspazama, postoje alternativni putevi indukcije ovog ili nekog drugog tipa
¢elijske smrti. Aktivacija razliCitih proteaza, kakve su lizozomske i proteozomske proteaze,
granzim B ili metaloproteinaze matriksa, kao i aktivacija endonukleaza nezavisnih od
kaspaza (AIF, Topoizomeraza II, EndoG i Dnaza), dovodi do oSte¢enja osnovnih ¢elijskih
strukura, $to finalno uvodi ¢eliju u smrt koju karakteriSu jedna ili ¢ak, nekoliko odlika
apoptoze (Lockshin i Zakeri, 2004). Dalje, Mijatovi¢ i sar. su pokazali da je kod TA3Ha,
misjeg tumora mle¢ne zlezde, ¢elijska smrt nalik na apoptozu, a nezavisna od aktivnosti
kaspaza, spregnuta sa znacajno smanjenom ekspresijom antiapoptotskog Bcl-2 molekula
(Mijatovi¢ i sar., 2010). Ipak, kod A375 ¢elija, nakon smanjenja nivoa Bcl-2 proteina,
nastupila je aktivacija kaspaza, §to je ujedno i potvrdilo da je ¢elijska smrt indukovana AE-

om kod linije humanog melanoma, tipi¢na apoptoza zavisna od aktivacije kaspaza.

Poznato je da je kod humanog melanoma, kao posledica mutacija koje pogadaju ucesnike
MAPK signalnog puta, prisutna prekomerna aktivacija ERK1/2 molekula (Cohen 1i sar.,
2002), sto se dovodi u vezu sa proliferacijom, prezivljavanjem celija i rastom tumora
(Gray-Schopfer i sar., 2007). Sherwin i sar. (1979) navode da bi snazna aktivnost ERK1/2
kod A375 ¢celija mogla biti rezultat visoke ekspresije PTK receptora kakav je receptor za
faktore rasta neurona (engl. nerve growth factor receptor-NGF). Sa druge strane, u
literaturi je opisana veza izmedu inhibicije MEK/ERK signalnog puta i apoptoze (Nishioka
1 sar., 2010; Konopleva 1 sar., 2011; Alaoui 1 sar., 2007). Noviji podaci govore o apoptozi
kod A375 c¢elija uslovljenoj upravo inaktivacijom ERKI1/2 molekula i posledicnom
inhibicijom inhibitora vezivanja za DNK—-I (Id-1), molekula koji reguliSe ekspresiju

antiapoptotskih proteina kakav je Bcl-2 (Tada i sar., 2011). Dalje, pokazano je da kod ¢elija
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pacovskog glioma AE realizuje svoj antitumorski potencijal inhibicijom aktivnosti ERK1/2
(Mijatovi¢ i sar., 2004), sto je sugerisalo ulogu ovog molekula i u apoptozi A375 ¢elija
indukovanoj AE-om. Zaista, tretman ispitivanom supstancom je kod c¢elija humanog
melanoma znacajno redukovao aktivnost ERK1/2, $to je dogadaj koji je prethodio apoptozi

i koji bi mogao biti uzrok smrti kod A375 ¢éelija.

Sa druge strane, celije miSjeg melanoma odlikuje niska aktivnost ERK1/2. Donekle
iznenadujuc¢a bila je Cinjenica da je oCekivani pad u aktivnosti pomenutog proteina po
tretmanu AE-om na B16 ¢elijama izostao. Stavide, AE je kod ovih éelija ispoljio suprotan
efekat i indukovao snaznu aktivaciju ERK1/2. Von Kriegsheim i sar. (2009) su pokazali da
je diferencijacija PC12 ¢elija uslovljena upravo permanentnom aktivacijom ERK1/2. Sli¢no
tome, opisana je aktivacija pomenutog proteina i tokom diferencijacije B16 celija
indukovane retinoi¢cnom kiselinom (Huang i sar., 2003), §to navodi na zakljucak da je
povecanje aktivnosti ERK1/2 barem delom odgovorno za diferencijaciju ¢elija misjeg

melanoma nakon tretmana AE-om.

Poznato je da je PI3K signalni put prekomerno aktiviran kod velikog broja tumor, kao i to
da su brojni molekuli, ucesnici ovog signalnog puta, ukljuceni u inicijaciju i progresiju
melanoma (Gray-Schopfer i sar., 2007). Akt, ili protein kinaza B, klju¢ni molekul PI3K
signalnog puta, je u literaturi opisan kao molekul ¢ija je prekomerma aktivacija vezana za
intenzivnu proliferaciju tumora (Pitt i sar., 2009). Cinjenica da je AE doveo do smanjenja
aktivnosti Akt-a kod celija miSjeg melanoma mogla bi da objasni pokazani zastoj
proliferacije B16 ¢elija indukovan pomenutom supstancom. S druge strane, AE je kod
humanog melanoma doveo do aktivacije Akt-a. Tako se ovakav dogadaj kroz literaturu
uglavnom vezuje za inhibiciju apoptoze (Wang i sar.,, 2011; Kim i sar.,2006), postoje
podaci koji opisuju povecanje aktivnosti Akt-a kod c¢elijskih linija koje podlezu apoptozi
(Meng i sar., 2011; Mijatovic¢ i sar., 2011). U slucaju apoptoze ¢elija karcinoma bubrega
indukovanoj indometacinom, Ou i sar. (2007) sugeriSu medusobnu aktivaciju Akt-a i
molekula MAPK puta koja rezultira citotoksicnoséu. Takode, povecanje aktivnosti Akt-a
moglo bi nastupiti kao rezultat oslobadanja mTORC2 (engl. mammalian target of

rapamycin complex 2, mTORC2) od supresije S6 kinazom S$to ukazuje na moguénost
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delovanja AE-a na nishodni, pre nego ushodni, deo PI3K puta (Fenton i sar., 2011). Ova
pretpostavka je zasnovana na Cinjenici da su procesi kao §to su zaustavljanje celijskog
ciklusa, smanjena ekspresija citoprotektivnih molekula kao i kasna degradacija aktina, kod
A375 ¢éelija, upravo pod kontrolom S6 kinaze (Delgoffeisar., 2011). Kako je ve¢ 4 h po
primeni AE-a kod A375 celija doSlo do aktivacije Akt-a, ovaj dogadaj bi mogao imati

izvesnu ulogu u nastupajucoj apoptozi.

Interesantna je Cinjenica da su kod obe ispitivane linije melanoma, ERK1/2 i Akt bili
recipro¢no regulisani. Ovakav trend je opisan i u slucaju A375 ¢Celija tretiranih inhibitorom
HIV proteaze, sakvinavirom, kao i njegovom formom modifikovanom vezivanjem NO-a
(Mijatovi¢ i sar., 2011). Recipro¢na aktivacija pomenutih proteina bi se mogla objasniti
¢injenicom da je aktivacija S6 kinaze zavisna od aktivnosti ERK1/2, koji fosforilacijom
serinskih 1 treoninskih ostataka omogucava kinazi zavisnoj od fosfoinozitida (engl.
phosphoinositide dependent kinase, PDK-1) fosforilaciju aktivacione T petlje (Fentona i
sar., 2011). Tako bi u sistemu gde dolazi do povecanja aktivnosti ERK1/2, bila aktivirana i
S6 kinaza $to bi inhibiralo mTORC2-Akt aktivaciju, i obrnuto, smanjena aktivnost ERK1/2
umnogome bi umanjila aktivaciju S6 kinaze, te bi se neometano odvijala aktivacija Akt-a

od strane mTORC2.

Do sada opisani efekti AE-a na ¢elije melanoma odnosili su se uglavnom na izolovani, in
vitro sistem. Kako bi se dobila potpunija slika o delovanju AE-a, bilo je neophodno da se
aktivnost ove supstance postavi u kontekst mikrosredine melanoma. U organizmu je
sudbina maligne ¢elije odredena slozenim interakcijama izmedu tumorske Ccelije,
ekstracelijskog matriksa, okolnog tkiva i imunskog odgovora, gde je sposobnost tumorske
¢elije da izbegne imunski odgovor, prednost koja joj omogucéava opstanak. Kako je poznato
da je melanom razvio brojne mehanizme koji ga ¢ine otpornim na delovanje kako
specificnog, tako i nespecificnog imunskog odgovora, bilo je interesantno ispitati da li AE
moze da pojaca njegovu osetljivost na aktivnost imunskog sistema. TNFa, plejotropni
citokin koga proizvode aktivisani makrofagi, ali i limfociti, fibroblasti i hepatociti (Vassalli,
1992), je molekul sa toksi¢nim dejstvom na tumorske celije, Sto ga ¢ini kandidatom u

tretmanu kancera (Nakamoto i sar., 2000). Ipak, kako je do sada pokazano da su mnogi

73



tumori rezistentni na smrt posredovanu TNF-om (Janji i sar., 2010; Kim i sar., 2009), nije
iznenadio podatak da su se i ¢elije miSjeg melanoma pokazale neosetljivim na njegovo
delovanje. Primena AE-a na B16 ¢elije istovremeno tretirane sa TNFa, nije promenila
njihovu osetljivost na pomenuti citokin. S druge strane, AE je smanjio osetljivost A375
¢elija na TNFa. Harhaji i sar. (2007) su pokazali da AE blokira toksi¢nost TNFa na
¢elijama miSjeg fibrosarkoma, delom putem inhibicije ERK1/2 molekula. Kako je ranije
opisano, AE redukuje aktivnost ERK1/2 kod A375 ¢elija, pa bi ovaj dogadaj mogao da
rezultira neutralisanjem toksicnosti TNFa. Dalje, analiza paralelne primene AE-a i Fas
molekula na B16 liniji pokazala je da testirana supstanca, nepoznatim mehanizmom,
ublazava delovanje Fas-a na ¢elije misjeg melanoma. S druge strane, analiza istovremenog
tretmana A375 celija AE-om i ligandom smrti TRAIL, pokazuje neSto drugaciju sliku: u
niskim dozama, AE neutraliSe delovanje TRAIL-a, dok se u visokim dozama javlja
sinergistiCko dejstvo dva molekula. Ovakav rezultat bi se mogao objasniti pokazanom
¢injenicom da, nakon dostizanja odredene koncentracije, AE dovodi do smanjenja koli¢ine
XIAP-a, antiapoptotskog molekula koji blokira efekat TRAIL-a inhibicijom aktivnosti
kaspaze-3 (Hornle Mi sar., 2010).

Izrazita otpornost melanoma na citotoksicne agense, opisana u brojnim studijama (Gray-
Schopfer i sar., 2007; Soengas i sar., 2003; Kluger i sar., 2006), nametnula je potrebu za
analizom eventualnog efekta AE-a na osetljivost celija melanoma na tretman
konvencionalnim hemioterapeuticima. Noviji rezultati su pokazali da je ekstrakt suvog lista
masline (engl. Dry Olive Leaf Extract, DOLE) znacajno pojacao osetljivost B16 ¢elija na
cisplatinu i paklitaksel, dok je kombinovana primena DOLE sa doksorubicinom i
temozolomidom redukovala efikasnost pomenutih citostatika (Mijatovi¢ i sar., 2011). S
druge strane, AE je, mehanizmom koji ukljucuje inhibiciju aktivacije ERK1/2, zastitio C6 i
L929 ¢elije od citotoksicnog dejstva cisplatine (Mijatovi¢ i sar., 2005). Slicno tome,
rezultati ove studije pokazuju da paralelan tretman AE-om neutraliSe aktivnost
doksorubicina i paklitaksela kod obe linije melanoma. Kako se AE pojavljuje kao
komponenta brojnih preparata prisutnih na trziStu, ocigledna je opasnost nasumicnog

kombinovanja ovakvih suplemenata sa agensima koje koristi moderna medicina. Takode,
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jasno je da brojni faktori, kao $to su mehanizam delovanja primenjenih supstanci, ali i
specificnost same tumorske ¢elije, mogu da uti¢u na ishod istovremene primene. Otud se i
namece potreba za opseznom nau¢nom analizom efekata kombinovane terapije, pre nego

se, u bezizlaznoj situaciji koju ova bolest namece, posegne za bilo ¢im.

Rezultati prezentovani u ovoj studiji opisuju veliki potencijal AE-a u tretmanu melanoma,
ukazuju na interesantnu plasticnost u delovanju testirane supstance zavisno od tipa tumora,
ali i sugeriSu potrebu za ozbiljnijim pristupom nauke kada je u pitanju ishod kombinovane
primene proizvoda moderne i tradicionalne medicine. Na osnovu navedenog, namece se
potreba za daljim istraZzivanjima u ovoj oblasti koja bi finalno omogucila eventualnu

primenu AE-a u klinickoj praksi.
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6. ZAKLIUCCI



Na osnovu dobijenih rezultata, a u skladu sa postavljenim ciljevima istrazivanja, moguce je

izvesti sledece zakljucke:
1. AE snazno inhibira rast kako mi§jeg B16 tako i humanog A375 melanoma;

2. AE indukuje apoptozu kod A375 celija praenu smanjenjem nivoa antiapoptotskih

proteina XIAP i Bcl-2 i jakom aktivacijom kaspaza;

3. AE dovodi do permanentne diferencijacije B16 celija ka zrelijem fenotipu pracene
povecanom produkcijom H,O,, ekspresijom ciklina D tipa i vremenski ogranicenom

akumulacijom p53;

4. Tretman AE-om je obrnuto proporcionalno regulisao aktivnost ERK1/2 i Akt u obe
¢elijske linije;
5. Razli¢it ishod tretmana AE-om kod B16 i A375 ¢elija korelira sa suprotnim odgovorom

PI3K i MAPK signalnog puta;

6. Uticaj AE na osetljivost melanoma na imunski odgovor usmeren protiv maligno
transformisane celije uslovljen je karakteristikama same celije, kao i tipom i

koncentracijom medijatora antitumorskog odgovora u okruzenju;

7. AE neutraliSe aktivnost konvencionalnih citostatika - doksorubicina i paklitaksela kod

obe linije melanoma.

lIako je potencijal AE-a nesumnjiv, njegova primena bi se morala razmatrati u kontekstu

specificnosti tumorske celije, kao i njenog neposrednog okruzenja.
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Mpwunor 1.

W3jaBa o ayTopcTBY

Motnucanun-a Jynwjana Paposuh

Bpoj ynuca _KB060183

WU3jaBmyjem
Aa je AoKTOpcKa AucepTauuja noa Hacnosom

Mecnutusare yTuyaja anoe emoguHa Ha henuje menadoma B16 v A375 1 HUXOBY OCETIBMBOCT

Ha UMTOCTaTHMKE U MMYHCKW OArOBOP

* pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXuBaYKor paaa,

* [a npeanoxeHa guceprauuja y UenuHM HW Yy AenoBuma Huje Buna npegnoweHa 3a
AoBujare Guno koje gUNnNome npema cTyOWjCKUM Nporpamuma ApYrix BMCOKOLUKONCKWX
ycTaHoBa,

* [la cy pesynTaTv KOPeKTHO HaBeAeH! u
* [a HUCaM KpLUKMO/Na ayTopcka Npaea U KOPUCTUO UHTENEKTYanHY CBOJUHY APYruX nuua.

MoTtnuc gokTopaxaa

IEM% ‘c_u;g (—ng obut
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTM WITAMNaHe U eNeKTPOHCKe Bep3uje
OOKTOpCKOr paga

Wme n npesume aytopa __ JynujaHa Pagosuh
bpoj ynuca KBOE0183

Cryamjcku nporpam HeypoHayke

Hacnoe paga WMenutueare ytuuaja anoe emoguHa Ha henwvje menadoma B16 u A375 M
HBEUX0BY OCETIBWBOCT Ha UMTOCTATHUKE W MMYHCKW OAroBop

MenTop _ap llanujena Makcumosuh Weanuh u op Munexa KatapaHoscku

MoTnncaxu CE }lﬂ.iﬁiﬂMﬁéfu&”%M
M Ak

n3jaBreyjem fa je wramnada Bepavja Mor JOKTOPCKOr pafa WCTOBETHa EneKTPOHCKO] Bepauju
kojy cam npepgao/na 3a ofjaereMBawe Ha noprtany [urdtanHor penozvTopujyma
YHueepauteta y Beorpany.

Hossoreasam ga ce ofjaee moju NWYHW nopauW BesaHw 3a Aobwjarse akagemcKkor 3Baka
AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe W Npe3ume, roguHa u mecto pofjeta u gatym oabpaqe paga.

Osu nu4HK nogaun mory ce objaBnTv Ha MpeXHWM cTpaHuuama gurutande GubnuoTteke, y
EneKTPOHCKOM Kartanory 1 y nybnukauvjama Yuueepauteta y beorpagy.

MoTnuc gokTopanaa
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Mpunor 3.
| UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem VYnusepsuretcky 6ubnuoteky ,CeeTosap Mapkosuh* pa vy Jurutantu
penosuTopujym YHueepauteta y Beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY AMCepTauujy noa Hacnosom:

Wcnutusarse ytuuaja anoe emoauHa Ha henuje menadoma B16 u A375 1 HUXOBY 0CETBUBOCT

Ha UWTOCTaTHUKE M MMYHCKW ogrosop

Koja je moje ayTopcko aeno.

Avceprauvjy ca ceum npunosuma npegao/na cam y enexTpoHCKOM hopMaTy norogHom 3a
TpajHo apxuBuparse,

Mojy AokTopcky AucepTauMjy noxpatseHy y [urutanHu penosuTopujym YHusepsuteTa y
Beorpagy mory aa kopucre CBM Koju nowTyjy oapeate cagpxare y ogabpaHoMm TUNY NULeHLe
KpeaTueHe aajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4vo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMepLWjanHo
@Ay‘rupc:‘rso -~ HekoMepuwjanHo — 6e3 npepage
4. AYyTOPCTBO — HEKOMEPLIMjanHo — AeNUTH Nog UCTUM YCNoBUMA
5. Aytopcteo — Ges npepage
6. AyTopcTBO — OEnUTK NoZ UCTUM YCNoBMMA

(Monumo ga 3aokpyxuTe camo jeaHy oA WecT NoHyReHux NUUeHUM, KpaTak onuc nuueHuM aart
je Ha nonefuHr nucTa).

Mornuc pokTopanga
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