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AHTHOKCHJATHBHA Ka0 W aHTUTYMOPCKA CITOCOOHOCT KOje ce Orjienajy Ha
BHIIIEC HUBOA JienioBamba. OBe (hyHKnuje JI-kapHO3MHA Cy HCTIUTHBAHE HA
MHOTrOOpOjHUM KOHTHHYHpaHUM helujckuM JIMHNjaMa Kao ¥ )KUBOTHECKUM
MOJeMa.

Hnb: JlokTopcKa JucepTanyja je KOHIUIUPaHa ca I/beM J1a e YTBPIX
AQHTUTYMOPCKH TTOTEHIIMjall YUCTe CymncTanie JI-kapHO3HHA Kao U mpenapaTa
Kaprosun EXTRA® u Now® JI-kapHo3uH y in Vitro yciosuma Ha
KOHTHHYHPAaHHM TYMOPCKUM JIMHHjaMa XyMaHOT aJIcHOKapIIMHOMa JI0jKe
(MCF-7) u xymanor riuo6siaactoma (U87) annusupajyhu yrunaj Ha
MOpP(OIOIIKE KapaKTePUCTHKE, MPOITU(EpaTHBHY CIIOCOOHOCT,
€CKIIPUMHUPAHOCT NpoTenHa BuMeHTHHA (BIM) 1 cynepokcua-an3myrase
(CO/12), MurpatopHy CIiocOOHOCT, K0 U YTHIIAj Ha OHOCHEPTeTCKH MPOQUIL.
Kako 6u ce carnenanu Moryhu eekTy OBHX Ipenapara Ha OpraHn3am 4oBeKa
YUTaB KOHIICOT CTY/Hje CIIPOBEICH j¢ U Ha 31ipaBoj henujckoj auHuju Oyopera
xpuka (BHK-21/C-13) kao u Ha henujama xymanux detannux ¢udpodiacra
mnyha (MRC-5).

Marepujan u Metojie: VcnuTuBame aHTUTYMOPCKOT TIOTEHIIHjaa
CIIPOBEZICHO j€ TIYTEM OICEXHOT carjiefaBama OpojHIX MOryhix HUBOA Ha
KOjUMa KapHO3MH UCIIOJbaBa CBOje JeIoBame. McnuTHBame MOP(OIOMIKIX
KapaKTEePUCTHKA BPIICHO je HAKOH CTAHAAPIHOT 00jerha TYMOPCKUX H
3/paBux henuja XeMaTOKCUIIMHOM M €03UHOM Kao M yrnoTpedom dazHor
KOHTpacTa. YTHIIa] Ha MPOTU(EpaTUBHY CIIOCOOHOCT aHATU3UPaH je
yrnorpedbom MTT Ttecra. [Ipumenom ,,cipatux" eceja npahena je MurpatopHa
criocobHocT Tpetupanux henuja. Hakon nmynodyopecentHor 6ojema
npuMeHoM aHTU-BUM u anti-CO/I2 anTHTeNa KBaHTH()UKOBAHU CY
pe3yiaTaTu yKyIHOT MHTeH3uTeTa (iayopecuenimje. U y nocienmem nemy
eKCIIEPUMEHTAJIHE CTY/IMje BpLICHO je oapehuBame napamerapa
MUTOXOHJIPU]CKE pecnupanyje “MHTakTHuX henuja”, ogpehuBame
KOHIEHTpAIHje IMTUTOHUHA MTOTpeOHe 3a nepMeadbuin3anyjy henmjcke
MeMOpaHe U Ha Kpajy oapehjuBame napaMerapa MUTOXOHAPH)CKE
pecnupanuje henuja HakoH nepmeabunusanyje henujcke MmemOpaHe.

Pesyararu: Ilpumena uncre cyncrasue JI-kapHo3uHa Kao u npenapara
Kapuosua EXTRA® u Now® JI-kapHO3MH YCIOBUIA j& U3MEHE
MOP(QOJIOLIKKX CBOjCTaBa y MOINIEAy 00JIHMKa U BEIUYUHE, HHXUOUIH]Y
nponudepaTuBHe CIOCOOHOCTH TYMOPCKHX helnja Kao U MHXHOHUIIHU)Y
murpanyje henuja koje oBy criocoonoct rmocenyjy (U87). Yruuaj Ha
eKIPUMHUPAHOCT MPOTEHHA BUMEHTHHA y 1iuTormazmu U87 henuja HakoH
TpermaHa npenapatom Kaprosun EXTRA® 6una je esunentna (p<0,0001),
JIOK IPHMEHA YHCTE CYTICTAHIIE Kao U mpenapara Now® JI-KapHO3UH HUCY
nMand epexTa. AHaTU30M yTHIIaja UCTIMTHBAHMX TIpernapara Ha HUBO
excrpecuje okcupatuHor (COJ[2) mapkepa yTBpljeHO je Ja cripoBeneHH
TPETMaHH y3pPOKYjy CMambehe HUBOa eKCIPIMHUPAHOCTH Y MUTOXOHAPHjaMa
MCEF-7 henuja (p<0,0001) nok Ha Y87 henujama He UCHoIbaBajy 3HAYAjHUjE
mpomene. Takole, ycTaHOBIBEHO je J1a Cy CIIPOBEACHU TPETMaHU Kof henmja
00e TyMOpCKe JIMHUje TOBEIH 10 MHXUOUIIHje IPOAYKIIHje CHEPTHje ITyTeM
JIeI0Barba Ha KOMITOHEHTE PECTTHPAaTOPHOT JiaHma Mutoxouapuja (p<0,0001).
V morsexny aenoBama Ha 3ApaBUM henrjama ClpOBEICHH TPETMaH YUCTOM
cyncranioM JI-kapHO3UH Kao u npenapatoM Now® JI-kapHO3UH HHje yCIOBHO
M3MeHe MOP(OIOITKUX CBOjCTaBa M Mponr(epaTHBHE CIOCOCOHOCTH, JOK j€
npenapat Kapaosun EXTPA® uzaspao cynporHe eekate Kaja je y NUTamby
henujcka nunuja MRC-5 (p<0,0001). IIpenapat Kaprosun EXTRA® nosoau
1o noehama eknpuMupanocTu mporenHa BUM y cBuM KoHIIETpaImjaMa Kao
u opacrta ekcrpecuje COJ[2 mapkepa npu KOHIIEHTpaIlijaMa KapHO3uHA 011 5
n 10 MM kop obe 3xpaBe henujcke munnje (p<0,0001). Tperman npenapaToM




Now® JI-kapro3un ko BHK-21/C-13 ycioBibHO je cMameme 1ok kox MPII-5
henmja nopact COJ/I2 mapxkepa (p<<0,0001). CripoBeneHu TpeTMaHu IpH
KOHLISHTpauuju o 2 1 5 MM KapHO3MHA YCIOBWIH cy oBehame npomykimje
€HEepruje MyTeM CTUMYJIalllje aKTUBHOCTH KOMILIEKCa PECITUPATOPHOT JIaHIa
MHUTOXOH/IPHja Ka0 ¥ MAKCUMAITHOT KalalUTeTa eeKTPOH TPaHCIIOPTHOT
cucrema kox BHK-21/C-13 henuja (p<0,0001), nox je kourenTpamuja ox 10
MM KkapHO3WMHA UCTIOJbHIa HHXHOUTOpHE edekre (p<0,0001). Mukydanmja
MRC-5 henuja ca uuctoMm cyncTaninom JI-kapHo3uH kao u npemapatoM Now®
JI-kapHO3MH IPY CBMM MCIUTHBAHUM KOHIIEHTpAIMjaMa JIoBeNa je JI0
MHXHUOMIIYje aKTUBHOCTH KOMILIEKCA M PECIIMPATOPHOT JIaHIla MUTOXOHAPHja
y3 MOCIIEANYHO CMabEhe BPEAHOCTH MaKCUMAITHOT KallalUTETa eIEKTPOH
TPaHCIOPTHOT CHCTEMa, JIOK je MpuMeHa npenapara Kapuosun EXTRA®
y3pOKOBaJla MHXUOUIIM]y IPOYKIHje eHepruje enyjyhu Ha CBUM HUBOMMAa
pecnpaTopHOr JIaHI[a MUTOXOHIIpH]a.
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Abstract in English
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Introduction: The process of carcinogenesis may be developed in any cell,
tissue or organ, which consequently causes a series of pathological changes
resulting in different cancers. Mitochondrial dysfunction or defects could be a
potential cause of tumour changes, which has encouraged numerous
researchers to focus their field of interest on examining the pathogenesis and
role of mitochondria in the development of various tumours. Carnosine (f3-
alanyl-1-histidine) is a natural dipeptide present in many tissues such as
muscles, lungs, eyes, brain, kidneys and liver. In addition to the well-known
numerous roles, there are also an antioxidant and antitumour potential of L-
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carnosine, which are reflected on several levels of action. These functions of
L-carnosine have been investigated on numerous continuous cell lines as well
as on animal models.

The aim: This thesis was designed to determine the antitumour potential of
the pure substance L-carnosine as well as the supplements Karnozin EXTRA®
and Now® L-carnosine in vitro on continuous tumour cell lines of human
breast adenocarcinoma (MCF-7), and human glioblastoma (U87), analyzing
the effects on morphological features, proliferative capacity, vimentin (VIM),
and superoxide dismutase (SOD2) protein expression, migratory ability, as
well as the effect on their bioenergetic profile. To understand the possible
effects of these formulations, the entire concept of the study were carried out
on the healthy hamster kidney cell line (BHK-21/C-13), and on human fetal
lung fibroblast cells (MRC-5).

Material and methods: The evaluation of antitumour potential was
conducted by analyzing a number of possible levels on which carnosine exerts
its action. Morphological changes were analyzed after standard staining of
tumor and healthy cells with hematoxylin and eosin, and by using phase
contrast. The proliferative capacity was analyzed using the MTT test. The
migratory ability of the treated cells was monitored by "scratch™ assay. Using
immunofluorescent staining of cells with anti-VIM and anti-SOD2 antibodies,
the total fluorescence intensity was determined. In the last part of the
experimental study we analyzed the "intact cells" respiration, digitonin
concentration required for cell membrane permeabilization, and activities of
mitochondrial respiratory complexes.

Results: Application of the pure substance of L-carnosine, and the Karnozin
EXTRA®and Now® L-carnosine resulted in changes in morphological
characteristics in terms of shape and size. Inhibition of the proliferative
capacity of both tumour cell lines and migration of U87 cells were also
presented. The effect on the VIM expression in the cytoplasm of U87 cells
after treatment with the Karnozin EXTRA® was evident (p<0.0001), while the
application of the pure substance and the Now® L-carnosine had no effect.
Analysis of the oxidative (SOD2) marker level revealed that the treatments
caused a decrease in the MCF-7 cells (p<0.0001), while no significant
changes were observed in U87 cells. Also, it was established that the
treatments of both tumour lines led to the inhibition of energy production by
acting on the components of the mitochondrial respiratory chain. Regarding
the effect on healthy cells, the treatment with the pure substance of L-
carnosine, and Now® L-carnosine did not change the morphology and
proliferative capacity, while the Karnozin EXTRA® caused the opposite
effects on the MRC-5 cell line. Treatment with Karnozin EXTRA® led to an
increase in the expression of VIM at all concentrations (p<0.0001), as well as
an increase in the SOD2 expression at the carnosine concentrations of 5 and
10 mM in both healthy cell lines (p<0.0001). Treatment with Now® L-
carnosine in BHK-21/C-13 cells decreased, while in MRC-5 cells increased
SOD2 expressions (p<0.001). Treatments carried out at concentrations of 2




and 5 mM of carnosine led to an increase in energy production by stimulating
the activity of the mitochondrial respiratory chain complex as well as the
maximum capacity of the electron transport system in BHK-21/C-13 cells
(p<0.0001), while the concentration of 10 mM carnosine exhibited inhibitory
effects (p<0.0001). Incubation of MRC-5 cells with the pure substance L-
carnosine as well as the preparation Now® L-carnosine at all tested
concentrations led to the inhibition of the activity of complex | of the
mitochondrial respiratory chain with a consequent decrease in the value of the
maximum capacity of the electron transport system, while the application of
the preparation Karnozin EXTRA® caused the inhibition of energy production
by acting on all levels of the mitochondrial respiratory chain (p<0.001).

Conclusion: The antitumour potential and cytotoxic effects of the testedL-
carnosine formulations on continuous tumour cell lines were proven through
the its action on several cellular levels. However, the exact molecular
mechanism is still unraveled. The results presented in this thesis on tumour
and healthy cell lines indicate for further in vivo and clinical studies, all for the
far-reaching goal of the future application of these formulations for both
preventive and supportive treatment of diseases that affect the human
population.
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1. UVOD

1.1. Odlike malignih tumora

Proces karcinogeneze moze se javiti u svakoj celiji, tkivu ili organu Sto uzrokuje
patoloske promene koje rezultuju nastankom velikog broja karcinoma. U osnovi patogeneze je
multifaktorski proces koji je prvenstveno stimulisan genetskim predispozicijama ali i faktorima
Zivotne sredine. Broj smrtnih sluCajeva pacijenata obolelih od karcinoma se zabrinjavajude
povecava svake godine $to ovo oboljenje svrstava u jedan od glavnih uzroka smrti Sirom sveta (1,
2). lako znacajan broj karcinoma ne mora uvek dovesti do smrtnog ishoda, jedno je sigurno imaju
veliki uticaj na smanjenje kvaliteta Zivota.

Disregulacija Celijske proliferacije kao i metastatski potencijal ¢elija karcinoma, koje
potiCu iz primarnog tumora, da invadiraju okolna ili udaljena tkiva predstavljaju glavne
mehanizme koji omogucavaju progresiju ovog oboljenja (Slika 1.1.1) (3). Abnormalna celijska
proliferacija nastaje usled disregulacije celijskog ciklusa (posebno se naglasava prelazna faza
G1/S), izazvane promenama u ekspresiji onkogena kao i tumor supresor gena koji su kljucni u

kontroli ¢elijskog ciklusa (4).
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Slika 1.1.1. Sematski prikaz A) ¢elijske proliferacije i B) migracije malignih ¢elija. BM - bazalna
membrana, ECM — ekstracelularni matriks. Preuzeto i modifikovano iz rada: Novikov NM,
Zolotaryova SY, Gautreau AM, Denisov EV. Mutational drivers of cancer cell migration and
invasion. Br J Cancer. 2021,24(1):102-14. i sa sajta: https://www.cancerresearchuk.orqg/about-

cancer/what-is-cancer/hoW-cancers-qrow

Brojna istrazivanja su posvecena proucavanju mehanizama koji su klju¢ni i doprinose
sposobnosti malignih ¢elija da migriraju kroz ekspracelularni matriks (ECM) ¢ime se ujedno
uspostavlja nastanak sekundarnih metastatskih promena (Slika 1.1.1B) (5-7). Medu
najznacajnijim mehanizmima ubrajaju se: gubitak klju¢nih epitelnih markera poput E-kadherina i
posledi¢no raskidanje medudelijskih veza kao rezultat ili smanjenja ili inaktivacije ekspresije gena
za ovaj protein; izmenjena ekspresija proteina integrina koja destabilizuje interakcije celija-
Celijski matriks; stimulisana proizvodnja enzima koji imaju ulogu u razgradnji ECM, poput
metaloproteaza koje olakSavaju ameboidnu migraciju malignih ¢elija kroz ECM kao i disregulacija
dinamike polimerizacije i kontraktilnosti aktina (8-10) Sto doprinosi promeni oblika celija,
uklju€ujuci formiranje izbocina i produzetaka a sve u svrhu olak$anog kretanja (11).

Pored navedenih odlika posebno treba naglasiti prekomerenu angiogenezu koja je

ujudno i kljuéni tumorogeni fenomen (12). Angiogeneza predstvalja proces formiranja i razvoja
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novih krvnih sudova iz veé postojece vaskulature (13) i uljuuje niz koraka pocevsi od
perivaskularnog odvajanja, vaskularne dilatacije, angiogenog klijanja, formiranje novih krvnih
sudova i krajnje regrutovanje perivaskularnih ¢elija za stabilizaciju novoformiranih krvnih sudova
(14). Naime, proces angiogeneze je u korelaciji sa inicijacijom tumora, malignom progresijom kao
i loSijom prognozom (15). Hipoksi¢no stanje unutar tumorskog srediSta pokrece i uslovljava
signalne dogadje koji dovode do stimulisanja procesa angiogeneze Sto rezultira migracijom i
proliferacijom endotelnih celija a sve u cilju bolje vaskularizacije (16, 17). Signalni dogadaji
povezani sa hipoksi¢nim tumorskim srediStem pokrecu se stabilizacijom faktora indukovanog
hipoksijom (HIFa), koji kao klju¢ni faktor transkripcije dovodi do indukcije i sekrecije vaskularnog
endotelnog faktora rasta (VEGF) (18). Aktivacijom receptora VEGFR 1 i VEGFR2 na endotelnim
¢elijama iniciraju se signalni putevi koji uklju¢uju ERK, p38 MAPK i p125FAK (19) Sto na kraju
uslovljava i stimuliSe endotelne ¢elije da proizvode i lu¢e faktore poput matriks metaloproteinaza

koji pomazu u prliferaciji i hemotaksi¢noj migraciji ovih ¢elija (20).
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1.2. Karakteristike energetskog metabolizma zdravih i tumorskih celija
1.2.1. Energetski metabolizam zdravih ¢elija
1.2.1.1. Krebsov ciklus

Svi aerobni organizmi se prvenstveno oslanjaju na Krebsov ciklus, koji je jos poznat i pod
nazivom ciklus limunske kiseline ili ciklus trikarboksilne kiseline (TCA). Krebsov ciklus se sastoji od
niza biohemijskih reakcija koje se odvijaju u matriksu mitohondrija pri ¢emu se vrsi oksidacija
biohemijskih jedinjenja i na taj nacin se aerobni organizmi snabdevaju energijom (21). To je
posledniji ili zavrsni metabolicki put za lipide, ugljene hidrate i aminokiseline i ujedno moze se redi
da povezuje sve druge pojedinacne metabolicke puteve (22).

Energija koja je potrebna za Zivot kao i reprodukciju ¢elija obezbeduje se iz dva izvora.
Prvi proces se odvija u citoplazmatskom regionu i naziva se glikolizom, dok se drugi proces odnosi
na TCA i on se kod eukariotskih éelija odvija u mitohodrijama, a kod prokariotskih u citosolu. U
glikolitickom putu putem niza biohemijskih reakcija odvija se konverzija glukoze ili glikogena u
piruvat pri ¢emu se iz svakog molekula glukoze proizvedu dva molekula adenozin-trifosfata (ATP).
Glikoliza se smatra kljuénim putem za produkciju energije u razli¢itim celijama, kao Sto su
anoksi¢ne, embrionalne ili ¢elije koje se intezivno razmnozavaju, kao i u ¢elijama CNS koje svoje
energetske potrebe obezbeduju isklju¢ivo ovim putem i zavisne su od dostupnosti glukoze. U TCA
ciklusu koristi se piruvat nastao u procesima glikolize i ovim putem se proizvede 36-38 molekula
ATP-a iz svakog molekula glukoze (23). Dva atoma ugljenika se oksiduju u ugljen-dioksid, pri cemu
je ova energija oksidacije spojena sa sintezom gvanozin-trifosfata (GTP) ili ATP-a, cijom
naknadnom disocijacijom se vrsi prenos energije na druge metabolicke puteve koji to zahtevaju
(Slika 1.2.1) (23).

Podela TCA ciklusa mozZe se izvrsiti na dve faze: 1) dekarboksilaciju u kojoj se citrat
(jedinjenje sa 6 atoma ugljenika) pretvara u sukcinil-CoA (jedinjenje sa Cetiri atoma ugljenika) pri
¢emu se odlobadaju dva atoma ugljenika i 2) redukciju koju Cine uzastopne reakcije oksidacije

sukcinata u fumarat, fumarata u malat i malata u oksaloacetat (24).
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Slika 1.2.1. Sematski prikaz biohemijskih reakcija koje se odvijaju unutar Krebsovog ciklusa.

co,

Voda

Preuzeto i modifikovano sa sajta: https://hr.weblogographic.com/why-is-citric-acid-cycle-called-
cycle

Naime, oksidacioni putevi masnih kiselina, glukoze, aminokiselina i ketonskih tela
stvaraju jedinjenje poznato pod nazivom acetil-koenzima A (acetil-CoA). Sa druge strane,
oksaloacetat predstavlja jedinjenje koje nastaje na kraju svakog TCA ciklusa i time se ujedno
kruzenje ciklusa nastavlja, a moze poticati i iz piruvata koji ulazi u mitohondrije nakon procesa
glikolize ili moZe nastati procesom oksidacije masnih kiselina tokom B-oksidacije. Reakcijom
kondenzacije ova dva jedinjenja acetil-CoA sa oksaloacetatom u svrhu formiranja citrata
posredstvom enzima citrat sintaze pocinje TCA ciklus. Nastali citrat se moZe eksportovati u
citoplazmu i sluziti kao prekurzor za sintezu lipida ili ostati u mitohondrijama gde se posredstvom
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enzima akonitaze pretvara u izocitrat (25). Konverzija izocitrata u a-ketoglutarat predstavlja prvu
reakciju oksidativne dekarboksilacije TCA ciklusa. Ovu reakciju katalizuje enzim izocitrat
dehidrogenaza. Kompleks a-ketoglutarat dehidrogenaze katalizuje konverziju a-ketoglutarata u
sukcinil-CoA i CO; (26). Potom, enzim sukcinil CoA sintetaza omogucuje prevodenje sukcinil-CoA
u sukcinat pri ¢emu nastaje i GTP ili ATP. Sukcinat se dalje oksiduje u fumarat pomocu sukcinat
dehidrogenaze. Treba napomenuti da sukcinat dehidrogenaza predstavlja kako deo TCA ciklusa
takoi deo respiratornog lanca mitohondrija u kom je poznata pod nazivom kompleks I1 (27). Zatim
sledi reakcija u kojoj enzim fumarat hidrataza ucestvuje u procesu katalizovanja fumarata u
malat. “Poslednja” reakcija TCA ciklusa vrsi prevodenje malate u oksaloacetat. Ova reakcija je
posredovana enzimom malat dehidrogenaze i spaja oksidaciju malata sa redukcijom nikotin amin
adenine dinukleotida (NAD*) (28).

Tokom Krebsovog ciklusa odvija se sinteza redukovanih formi flavin adenin dinukleotida
(FADH;) kao i NADH iz jedinjenja acetil-CoA koje je proizvod dekarboksilacije piruvata (29). NADH
generiSe veliki redukcioni potencijal koji je potreban za stvaranje ATP-a putem respiratornog
lanca mitohondrija ili kako se drugalije naziva elektron transportnog sistema (ETS) tokom

procesa oksidativne fosforilacije (30).
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1.2.1.2. Kompleksi respiratornog lanca mitohondrija

Mitohondrije predstvljaju centralne organele bitne za procese integracije energije u
eukariotskim éelijama (31). Proizvodnja ATP-a, kljuénog izvora energije Celija kroz aerobnu
oksidaciju supstrata (OKSFOS) jeste upravo glavna funkcija mitohondrijskog metabolizma. Ovim
putem se obezbeduje energija potrebna za prezivljavanje, rast, resprodukciju ali i korekciju
potencijalno nastalih defekata (32).

Naime, kasnih 50-ih godina je definisano nekoliko redoks enzima i proteolitic¢kih grupa
odgovornih za prenos elektrona duz respiratornog lanca mitohondrija (33). Ukupna aktivnost
mitohondrijskog respiratornog lanca kod sisara predstavljena je kao sekvencijalni transfer
elektrona izmedu cetiri glavna multi-enzimska kompleksa kao i dva mobilna nosaca
dispergovanih na unutrasnjoj membrani mitohondrija.

Medu komplekse respiratornog lanca mitohondrija odnosno ETS ubrajaju se: kompleks
| (C 1) poznat pod nazivom NADH-CoQ oksidoreduktaza, kompleks Il (C 1) ili sukcinat-
dehidrogenaza, kompleks Il (C 1ll) drugacije nazivan kompleks citohrom c reduktaza i kompleks
IV (C IV) nazivan citohrom c oksidaza (Slika 1.2.2) (34-36). Navedeni kompleksi olakSavaju prenos
elektrona sa redukovanih ekvivalenata na molekularni kiseonik u sprezi sa stvaranjem protonskog
gradijenta preko unutrasnje membrane mitohondrija (37).

Pored navedenog, prenos elektrona je obezbeden difuzijom dve mobilne komponente
koje deluju kao kosupstrati a to su: lipofilni ubikvinon poznat kao koenzim Q (CoQ) ugraden u
lipidni membranski dvosloj i hidrofilni hem proteina citohroma c (cyt c) lokalizovan na spoljasnjoj
povrsini unutrasnje mitohondrijske membrane (Slika 1.2.2) (38, 39). Posebno treba naglasiti
¢injenicu da usled potencijalnog narusavanja integriteta spoljaSnje membrane mitohondrija
dolazi do posledi¢nog oslobadanja cyt c u citosol éelija. Ukoliko dode do ovog procesa belezi se
drasti¢no smanjenje u brzini transporta elektrona duz ETS kao i aktivacija kaspaze i degradativnih

enzima u citosolu $to ujedno sve deluje kao okidac za nastanak apoptoze (40).



Doktorska disertacija Aleksandra Popovic

Kriste unutradnje membrane
mitohondrija i elementi
elektron
transportnog sistema

Elektron transportni sistem

Intermembranski
prostor

e ‘ )
\ Kriste
imitohondrija L

TV A R A COCH] i

Mitohondrijski
matriks

NADH 4 2" + 2H* + 1205
H,0

NAD*
NADH-CoQ oksidoreduktaza Sukcinat-dehidrogenaza Citohrom c reduktaza Citohrom c oksidaza

Slika 1.2.2. Prikaz kompleksa i mobilnih nosada elektron transportnog sistema lokalizovanih na
unutrasnjoj membrani mitohondrija celija. Preuzeto i modifikovano sa  sajta:
https://orbitbiotech.com/electron-transport-chain-qg-cycle-complex-iicomplex-i-iron-sulfur-

proteins-coenzyme-q/

Na Slici 1.2.3 predstavljen je Sematski prikaz sistema oksidativne fosforilacije na
unutrasnjoj membrani mitohondrija u ¢elijama sisara. Kompleksi | i Il povezuju metabolicku
oksidaciju u mitohondrijskom matriksu (TCA ciklus i B-oksidaciju) sa redukcijom CoQ. Redukovani
CoQ reoksidise C Il koji prenosi elektrone preko cyt ¢ do C IV (terminalne oksidaze). Prenos
elektrona sa donora sa niskim redoks potencijalom na akceptor sa visSim redoks potencijalom kod
sva tri kompleksa povezan je sa kretanjem protona iz mitohondrijskog matriksa u
intermembranski prostor ¢iji sastav je u homeostazi sa citosolom ¢elije. Naime, ova tri kompleksa
(C 1, i IV) nazivaju se i ,mestima spajanja“ respiratornog lanca (41). Nastanak protonskog
gradijenta sa dve strane mitohondrijske membrane bitan je za adekvatno funkcionisanje
kompleksa C V koji je predstavljen kao ATP sintaza na ¢ijem nivou se vrsi proizvodnja energije

(42).
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Slika 1.2.3. Sematski prikaz elektron transportnog sistema (ETS) na unutra$njoj membrani
mitohondrija u celijama sisara — Cetiri enzimska kompleksa (C I-1V), dva posredna supstrata -
koenzim Q i citohrom c i ATP sintaza koja je zaduZena za generisanje ATP-a.

Preuzeto i modifikovano sajta: https://flexbooks.ck12.org/cbook/ck-12-biology-flexbook-
2.0/section/2.28/primary/lesson/electron-transport-bio/

U stabilnom stanju, mitohondrije koje vrSe proces respiracije odrZavaju
transmembranski elektrohemijski gradijent od oko 220 mV. Pokretna sila protona moze se izaziti
kao: Ap=AY—-(2.3RTF)ApH, pri cemu je AY membranski potencijal, a Ap je razlika u pH vrednosti
sa dve strane membrane, sa predznakama minus kao vrednosti koje vladaju u citoplazmatskom

matriksu mitohondrija, R je gasna komponenta, F je Faradejeva konstanta. Membranski
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potencijal je pozitivan spolja dok je pH vrednost niZa spolja nego u mitohondrijskom matriksu
(43).

Redoks kofaktori su smesteni unutar proteina koji ujedno obezbeduju izolaciju od
okolnog vodenog okruzenja, kao i mesta vezivanja za hemikalije potrebne za doniranje i
prihvatanje elektrona. ETS sadrzi flavine, klastere gvozde-sumpor, nekoliko tipova hema i u
terminalnoj oksidazi bakar. Familije redoks nosaca imaju razli¢ita svojstva koja zavise od varijanti
strukture kofaktora i specificnog proteinskog okruzenja (43).

Flavin mononukleotid (FMN) i FAD izvedeni su od vitamina riboflavina kod ljudi i mogu
se redukovati za jedan elektron u flavosemikvinon ili za dva elektrona u flavohidrokvinon (Slika
1.2.4). Svi oblici mogu biti protonirani ili ne u zavisnosti od potreba sredine (44). U ETS, C | sadrzi
FMN, dok je FAD kofaktor u enzimima ne protonske pumpe C 1l u TCA ciklusu i ujedno flavoprotein
koji prenosi elektrone u procesima oksidacije masnih kiselina. Uloga flavina u kompleksima C | i
C Il ogleda se prenosu dva elektrona pri ulasku iz NADH ili sukcinata i time se omuguduje i
nastavlja dalji put niz seriju klastera gvoZze-sumpor koje ovi kompleksi sadrze. Naime,
mitohondrijski respiratorni lanac sadrzi klastere sa dva, tri ili ¢etiri atoma gvoZzda povezana sa
atomima sumpora. Klasteri Fe;S; i FesSa prikazani su na Slici 1.2.4. Svaki klaster se razlikuje za
samo jedan elektron, te je naelektrisanje neravnomerno rasporedeno po atomima metala
(mesSovito valentno stanje). Redukovane forme se mogu detektovati elektronskom
paramagnetnom rezonancom S$to je ujedno i korisno sredstvo za odredivanje redukcije
mitohondrijske membrane jo§ od 1960. godine (45), a takode je u upotrebi i za ispitivanje
razli¢itih proporcija oksidisanih i redukovanih nosaca u sloZzenim sistemima (46).

Citohromi sadrze hem grupe, odnosno gvozde okruzeno porfirinskim prstenom koji
obezbeduje Cetiri koordinaciona mesta, pri ¢emu se za peto i Sesto mesto vezuju bocni lanci
aminokiselina, obi¢no histidina ili metionina. RazliCite vrste hema karakterisu spicificne vidljive
spektralne promene pri redukciji. Grupe citohroma imaju ulogu u prenosu elektrona iz mobilnog
CoQ do kiseonika. Hem c-tipa nalazi se u cyt ¢, mobilnom nosacu elektrona izmedu C Il i C IV

(Slika 1.2.4). Naime, da bi se olakSao prenos elektrona duz respiratornog lanca mitohondrija, mali
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visoko konzervirani protein cyt c se vezuje za kompleks | da bi prihvatio elektron a sa druge strane
za kompleksa Il kako bi se izvrSilo doniranje elektrona putem elektrostatickog vezivanja (43).

Hem grupe nose samo po jedan elektron ali su zapravo potrebna Cetiri elektrona kako bi doslo
do redukcije kiseonika u vodu Sto se odvija na samom kraju respiratornog lanca mitohondrija.
Zavrsni proces redukcije kiseonika u vodu postize se u kompleksu IV upotrebom kombinacije
hema i centara bakra koji sadrzi dva bakra sa histidinom i metioninom kao i karbonil glavnog
lanca. Medutim, iako sadrzi dva bakra ovaj centar je u mogucénosti da prihvati samo jedan

elektron koji biva delokalizovan preko oba bakra (43).

R
FMN, R = fosfat

HO, FAD, R = adenozin hifosfat
OH
“0H T T
)OUOTIC0S 14001
Pz NH e +H* s NH e+ H*jij: NH
0 0 0
OKksidovani oblik Semikvinon Redukovani oblik
HS
B C \
\_(
/ \
Cys-S /S-Cys scys oM /7/-\\N ):::;\\
S\ ‘\ ! \-_
£/ OyeSs if P s T W
AN | [ e
s s Cys-S—L:Fe~| ~( 1 =
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N\ o [ o
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Slika 1.2.4. A) Strukture redoks faktora. FMN - u oksidovanom obliku i Semikvinon — jednim
elektronom redukovani oblik, B) klasteri gvozde-sumpor Fe;S; i FesSa , C) Hem. Preuzeto i
modifikovano iz rada: Ramsay RR. Electron carriers and energy conservation in mitochondrial
respiration. ChemTexts. 2019;5(2):1-4.
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Nosioci elektrona se redukuju prema generalizovanoj reakciji:

oksidovano + ne™ + ,H ¢ redukovano

pri ¢emu se oznaka n odnosi na broj ukljuéenih elektrona, dok slovo m predstavlja broj
vodonika (H). Za potencijal srednje tacke kaze se da predstavlja onu vrednost potencijala pri kom
je polovina oksidovana a polovina redukovana. Odnos izmedu Gibsove slobodne energije (AG) za
prenos elektrona izmedu dva redoks para pri pH 7 izracunava se iz razlike redoks potencijala za

njihovu oksidaciju/redukciju (43).

2.3RT oksidacija = 2.3RT
log ~— +
nF redukcija nF

Eh=E%+

log [H*]

Pri ¢emu n predstavlja broj prenetih elektrona, R je gasna komponenta, F je Faradejeva
konstanta, dok se oznaka Eh odnosi na srednji redoks potencijal polureakcije. Medutim, tamo
gde su protoni ukljuéeni u reakciju, pH menja redoks potencijal polureakcije zavistan od
koncentracije. Uzimajuci u obzir ceo lanac za transport elektrona, prenos elektrona sa NADH (Eh
=-320 mV) na kvinon (Eh = +4 mV) pod standardnim vrednostima pH bi bio povezan sa Gibsovom
slobodnom energijom (AG =-2(0.0965 kJ mol™*mV)(4 - (-320) mV) =-62.5 kl mol™) 3to je
energetski vrlo povoljno i odvija se stalnim snabdevanjem NADH iz ¢elijskog metabolizma putem
ciklusa limunske kiseline. Vazno je napomenuti da u fizioloskim uslovima odnosi oksidovanih i
redukovanih komponenti variraju u zavisnosti od metaboli¢kih uslova i dostupnosti kiseonika, pa
se upravo iz ovog razloga vrednosti AG moraju izraCunavati iz potencijala zavisnih od
koncentracije (43). Na osnovu svega navedenog moZe se zakljuCiti da se obrnuti transport
elektrona od CoQ do NADH mozZe odvijati kada je koncentracija sukcinata visoka, a dioksigena
niska. Pored navedenih promena u koncentraciji reduktanata, razlika redoks potencijala je
modulisana i ako su parovi donora i akceptora na suprotnim stranama membrane gde postoji
transmembranski potencijal. Naime, tri kompleksa uklju¢ena u prenos elektrona koji pokreéu

kretanje protona kroz membranu imaju znaéajnu potencijalnu razliku izmedu donora i akceptora
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(Slika 1.2.5). Dok, nasuprot navedenog Eh za sukcinat ka ubikvinonu je blizu nule tako da se ovim
putem ne moZe odviti nikakav rad te posledi¢no nema ni prenosa protona preko C Il (43).
Naime, steheometrija protona translociranih u elektrone (nH*/2e”) koji prolaze niz
respiratorni lanac mitohondrija bila je tema brojnih studija (47-49). Za pojedine komplekse,
nH*/2e” steheometrija se moZe meriti upotrebom vestackih akceptora elektrona kao i
koriS¢enjem jona kalijuma u prisustvu jonofora valimicina a sve u cilju kvantifikacije kretanja
naelektrisanja. Svaki od tri kompleksa na putu od NADH do dioksigena ima drugaciji mehanizam
za pretvaranje energije iz prenosa elektrona u gradijent vodonikovih jona kroz unutrasnju
membranu mitohondrija (Slika 1.2.5). Naime, C | ima cetiri kanala slicna antiporteru koja se
otvaraju konformacionom promenom povezanom sa prenosom elektrona redoks stanjem CoQ
(50-52). Steheometrijska vrednost protona za C | iznosi 4H*/2e™ $to je nedavno i potvrdeno (53).
Kompleks Il oslobada 4H*iz 2QH;, pri cemu 2e” odmah prelaze na citohrom c. Dok se druga dva
elektrona prosleduju ka hemima u svrhu redukcije Q na mestu stabilizacije semikvinona, pri cemu
se 2H* jona uzimaju iz mitohondrijskog matriksa (54). | na kraju C IV ima protonske relejne kanale
obloZzene aminokiselinama (55), pri ¢emu zahteva dva protona za svaku formiranu vodu ali u
istom mahu dolazi i do pumpanja 2H*/2e". Za kompletan niz ETS, steheometrija od 10H*/2e”
krec¢uéi se od NADH ka dioksigenu ili od 6H*/2e” pocevsi od sukcinata ka dioksigenu je opse

poznata (56).
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Slika 1.2.5. Steheometrija protona translociranih u elektrone koji se prenose duz respiratornog
lanca mitohondrija. Preuzeto i modifikovano sa sajta: https://www.thoughtco.com/electron-

transport-chain-and-energy-production-4136143

1.2.1.3. Inhibitori kompleksa respiratornog lanca mitohondrija

Davne 1981. godine Ernster L i saradnici (57) sprovodili su istraZivanja na
mitohondrijama govedeg srca. lzolacija kompleksa respiratornog lanca mitohondrija kao i
karakterizacija kofaktora bili su polje od interesa brojnih nauc¢nika (37, 58, 59). Primena inhibitora
sa selektivnim dejstvom za svaki kompleks bila je klju¢na te se ove hemikalije i danas koriste u
brojnim eksperimentima koji se sprovode na mitohondrijama. Naime, pokazalo se da je selektivni
inhibitor kompleksa | rotenon ili piericidin, za kompleks Il tenoiltrifluoroaceton (TTFA) ili
karboksini, antimicin A ili miksotiazol za C lll, dok se specifi¢na inhibicija C IV postiZe aplikacijom

cijanida ili ugljen-monoksida (60-63). | na kraju u svrhu selektivne blokade posledenjeg
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kompleksa V respiratornog lanca mitohondrija primenjuje se oligomicin (Slika 1.2.6). Nakon
primene specifi¢nih inhibitora ustanovljeno je da se usled aplikacije rotenona produkcija ATP-a i
potrosnja kiseonika smanjuje za svega 30% Sto ukazuje da C | ima najmanje rezervnog kapaciteta.
Nasuprot navedenog, inhibicija produkcije ATP-a primenom antimicin A iznosi ¢ak 80% dok se

aplikacijom cijanida aktivnost kompleksa IV kao i potrosnja kiseonika redukuje za 75% (43).

M

2H* + 1/202 H.O0

2
Cijanid /" -\\
. g

@0 0o @
Oligomicin

Slika 1.2.6. Elektron transportni sistem mitohondrija sa kompleksima koji u€esvuju u prenosu
elektrona kao i njihovim specificnim inhibitorima. Q se odnosi na ubikvinon;, TTFA —
tenoiltrifluoroaceton. Preuzeto i modifikovano sa sajta: https://vectormine.com/item/electron-

transport-chain-as-respiratory-embedded-transporters-outline-diagram/.
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1.2.2. Energetski metabolizam tumorskih ¢elija

Pre vise od 70 godina, Otto Warburg navodi da mitohondrijska disfunkcija ili nastali
defekti mogu biti potencijalni uzrok nastanka tumorskih procesa (21, 64). Ovo zapaZanje je
podstaklo brojne istrazivace da polje svog interesovanja usmerene na ispitivanje patogeneze i
uloge mitohondrija u nastanaku razli¢itih tumora (65-67). lzmene na nivou genetskog sadrzaja
mitohondrija, kopija mitohondrijske DNK (mtDNK) ili oksidativno oSte¢enje mtDNK uoceno je da
su povezani sa progresijom razli¢itih karcinoma (68-70). Uloga mitohondrija u nastanku
tumorskih procesa moze biti i rezultat mutacije na nivou enzima TCA ciklusa kao $to su izocitrat
dehidrogenaza, sukcinat dehidrogenaza ili fumarat dehidrogenaza (71, 72). Naime, mutacije gena
koje kodiraju ove enzime dovode do abnormalne akumulacije onkometabiolita TCA ciklusa, Sto
ucestvuje u nastanku i progresiji tumorskih procesa (72, 73). U krajnjem mitohondrijske
abnormalnosti indukuju metabolicko reprogramiranje u éelijama i stimuliSu proces glikolize Sto
omogucuje opstanak i dalje proliferisanje ¢elija kao i procese transformacije ka nastanku tumora
(74, 75). Zapravo maligne celije za svoje potrebe koriste mnogo manje koli¢ine kiseonika te se
metabolicki procesi uglavnom odvijaju u anaerobnim uslovima Sto u kranjem dovodi do
produkcije mlecne kiseline. Proizvodedi veoma kiselu i toksi¢nu sredinu u njihovom okruzenju
ostavljaju posledice i na zdrave Celije ¢Cime se ujedno pospesuju procesi invazije i metastaziranja

(76).
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1.3. Karcinom dojke

1.3.1. Epidemiologija karcinoma dojke

Karcinom dojke predstavlja heterogenu grupu bolesti sa visokom stopom incidencije
Sirom sveta, sa 2,3 miliona procenjenih novih slu¢ajeva i 0,68 miliona smrtnih slu¢ajeva u 2020.
godini, predominantno Zenskog pola (1). Evidentan je porast incidencije i stope smrtnosti od ovog
maligniteta u poslednje tri decenije. lzmedu 1990. | 2016. godine incidencija se viSe nego
udvostrucila u 60/102 zemlje, dok su se smrtni slu¢ajevi udvostrucili u 43/102 zemlje (77). U 2020.
godini odnos mortaliteta i incidencije od karcinoma dojke kao reprezentativni pokazatelj stope
prezivljavanja bio je 0,30 na globalnom nivou (78). Trenutne projekcije ukazuju da ¢e do 2030.
godine broj novootkrivenih slucajeva Sirom sveta dostici ¢ak 2,7 miliona godiSnje, dok ée broj
umrlih biti 0,87 miliona (78). Preventivni pregledi kao i programirani skrining klju¢ni su u pogledu

moguce minimalizacije stope incidencije ovog maligniteta i uz sprovodenje ranog lecenja (79).
1.3.2. Etiologija karcinoma dojke

Faktori rizika za pojavu karcinoma dojke su mnogobrojni i ukljucuju faktore na koje se
ne moze uticati i faktore koji se mogu modifikovati. U sklopu faktora na koje se ne moze uticati
ubrajaju se pol, starosna dob, porodicna istorija bolesti, genetske mutacije kao i etnicka
pripadnost.

Zenski pol predstavlja jedan od glavnih faktora povezanih sa poveéanim rizikom od
karcinoma dojke prvenstveno zbog poja¢ane hormonske stimulacije. Za razliku od muskaraca koji
imaju neznatan nivo estrogena, a takode i tkivo dojke kod Zena gradeno je iz ¢elija koje su veoma
osetljive na hormone (estrogen i progesteron) kao i na poremedaje u njihovoj koncentracijskoj
ravnotezi (80, 81). Trudnoca, dojenje, pojava prve mentruacije i menopauza klju¢ni su u smislu
potencijalne indukcije kancerogenih dogadaja u mikrookruzenju tkiva dojke (82, 83). Sa druge

strane, manje od 1% svih karcinoma dojke javlja se kod muskog pola.
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Trenutno oko 80% pacijenata obolelih od karcinoma dojke su osobe starije od 50
godina, dok je istovremeno vise od 40% slucajeva starije od 65 godina (84, 85). Interesantno je
da je primeéena veza izmedu odredenog molekularnog podtipa karcinoma dojke i starosti
pacijenata — agresivni trostruko negativan podtip najéesée se dijagnostikuje u grupama ispod 40
godina dok se kod pacijenata preko 70 godina naj¢esce srece luminalni A podtip (85).

Porodi¢na istorija bolesti predstavlja glavni faktor koji je znacajno povezan sa
povecanim rizikom od karcinoma dojke. Stopa incidencije je znacajno visa kod svih pacijenata sa
porodi¢nom istorijom bolesti uprkos godinama starosti. Cak oko 20% slu¢ajeva sa dijagnozom
karcinoma dojke imaju rodake u prvom stepenu srodstva obolele od ovog maligniteta (86). Ova
povezanost je uzrokovana epigenetskim promenama kao i faktorima sredine koji takode deluju
kao potencijalni okidacdi (87).

Dokazano je da se nekoliko genetskih mutacija dovodi u vezu sa povec¢anim rizikom od
karcinoma dojke. Dva glavna gena koja se karakteriSu veoma velikom penetracijom jesu BRCA 1
(lokalizovan na hromozomu 17) i BRCA2 (lokalizovan na hromozomu 13) (88). Mutacije na nivou
ovih gena se nasleduju autozomno-dominantno, medutim beleZe se i slucajevi sporadicnih
mutacija koje su veoma Ceste. Pored navedenih u visoko penetrantne gene za karcinom dojke
ubrajaju se i TP53, CDH1, PTEN i STK11 (89-92).

Rasa i etnicka pripadnost se takode ubrajaju u potencijalne uzrocnike, medutim
mehanizmi povezanosti sa pojavom carcinoma dojke joS uvek nisu utvrdeni. Generalno, stopa
incidencije ovog maligniteta najviSsa se medu Zenama bele puti koje nisu latinoamericke
nacionalnosti (93). Nasuprot navedenog, stopa mortaliteta je znacajno ve¢a medu Zenam crne
puti (94).

U sklopu faktora koji se mogu modifikovati navode se upotreba medikamenata, fizicka
aktivnost, telesna masa i upotreba duvana.

Naime, podaci sprovedenih istraZivanja ukazuju da uzimanje dietilsilbestrola tokom
trudnoce moze biti povezano sa vecim rizikom od karcinoma dojke majke ali i dece (95). Takode,

primeéeno je da rizik od pojave ovog vida maligniteta raste sa ve¢im dozama ovog medikamenta
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(96). Pacijentkinje koje koriste hormonsku supstitucionu terapiju posebno duze od 5 godina, su
pod poveéanim rizikom od nastanka karcinoma dojke (97). Primecéeno je da i uzimanje pojedinih
antidepresivnih medikamenta kao Sto su paroksetin, triciklicni antidepresivi kao i selektivni
inhibitori ponovnog preuzimanja serotonina moze biti povezano sa vec¢im rizikom (98).

Redovna fizicka aktivnost smatra se zastitnim faktorom u incidenciji karcinoma dojke
(99). Naime, postoji nekoliko hipoteza koje za cilj imaju da objasne zastitnu ulogu fizicke
aktivnosti, upravo smanjenjem izlozenosti endogenim polnim hormonima, promenom odgovora
imunog sistema ili nivoa faktora rasta-1 slicnog insulin (100).

Prema epidemioloskim podacima, gojaznost je povezana sa vecom incidencijom
obolevanja a posebno se naglasava period postmenopauze kada pacijentkinje imaju tendenciju
ka razvijanju karcinoma dojke pozitivhog na estrogenske receptore (101). Pored navedenog veci
BMI je povezan sa agresivnijim biloskim karakteristikama tumora ukljucujuéi vecéi procenat
metastaza u limfne ¢vorove, a takode veca je i verovatnoca nastanka relapsa bolesti i stopa
mortaliteta (102).

Kancerogeni koji se nalaze u duvanu konzumacijom se transportuju do tkiva dojke
povecavajuci nastanak mutacija unutar onkogena i tumor supresorskih gena (posebno p53).
Pored aktivnog i pasivno izlaganje duvanskom dimu navodi se da ima znacajan doprinos u

indukciji prokancerogenih dogadaja (103).

1.3.3. Dijagnoza karcinoma dojke

U vecini zemalja Evropske Unije (ta¢nije u 25 od 28 zemalja) sprovodi se (regionalni lii
nacionalni) organizovani skrining program ranog otkrivanja karcinoma dojke pomocu imidzing
metode mamografije (104). Inicijativa Evropske komisije za karcinom dojke (ECIBC - European
Commission Initiative on Breast Cancer) je izdala preporuke za skrining mamografiju i one
pokazuju sledeée smernice:

» Redovna (godisnja ili svake 2 godine) mamografija preporucuje se Zenama starosti 50—69
godina.

19



Doktorska disertacija Aleksandra Popovic

» Redovna godiSnja mamografija se takode moze uraditi za Zene starosti 40-49 i 70-74
godine.

» Kod Zena sa jakom porodi¢nom istorijom karcinoma dojke, sa ili bez dokazanih BRCA
mutacija, preporucuje se godiSnja magnetna rezonanca (MRI) i mamografija (propratnaiili
naizmenicna) (105).

Prema aktuelno vaze¢im ESMO preporukama (European society for medical oncology -
ESMO) djagnoza karcinoma dojke danas se zasniva na klinickom pregledu koji je dopunjen
dijagnostickim imidZzingom, a postojanje eventualne lezije potvrduje se patohistoloskom

analizom (Tabela 1.3.1) (106).

Tabela 1.3.1. Tabelarni prikaz dijagnostickog algoritma koji se primenjuje kod karcnoma dojke

Procena opsteg zdravstvenog statusa

Istorija

Status menopauze

Medicinski pregled

Kompletna krvna slika

Pregled jetre, bubrega i srca (kod pacijenata koji su planirani za lecenje antraciklinom i/ili
trastuzumabom) funkcionalni testovi, alkalna fosfataza i kalcijum

Procena primarnog tumora

Medicinski pregled

Mamografija

Ultrazvuk dojke (UZ)

MRI dojke u odabranim sluc¢ajevima

Biopsija lezije sa patohistoloSkom potvrdom i odredivanjem ER, PgR, HER2 i Ki67 statusa

Procena regionalnih limfnih ¢vorova

Medicinski pregled

Ultrazvuk (UZ)

Biopsija pod kontrolom ultrazvuka ukoliko su limfni évorovi izmenjenog izgleda
Procena postojanja metastatske bolesti

Medicinski pregled
Drugi testovi se ne preporucuju rutinski, osim ako je veliko tumorsko opterecenje, agresivna
biologija ili kada su simptomi koji ukazuju na metastaze
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Klinicki pregled obuhvata bimanualnu palpaciju dojki i regionalnih limfnih ¢évorova
aksile. Imidzing metode podrezumevaju bilateralnu mamografiju i UZ dojki kao i regionalnih
limfnih ¢vorova. Upotreba MRI dojki ne preporucuje se rutinski, ali primenu ove dijagnosticke
metode treba razmotriti u sluajevima kao $to su porodi¢ni karcinom dojke povezan sa BRCA
mutacijama, lobularni karcinomi, kod pacijentkinja sa denznim dojkama i kod sumnji na
multifokalnost/multicentricnost lezije kao i u sluajevima velikih neslaganja izmedu
konvencionalnog snimanja i klinickog pregleda (105, 107).

Pored navedenih dijagnostickih metoda potrebno je posebno naglasiti da sve radioloski
suspektne lezije bi trebalo bioptirati, a potom se definitivna patohistoloska dijagnoza postavlja

prema klasifikaciji Svetske zdravstvene organizacije (SZ0O) (108).
1.3.4. Klasifikacija karcinoma dojke

Invazivni karcinom dojke obuhvata tumore koji pokazuju varijacije u pogledu njihove
klinicke prezentacije, ponasanja i morfologije. Naime, SZO razlikuje najmanje 21 razliCitih
histoloskih tipova karcinoma dojke (109).

Invazivni karcinom dojke bez posebnog tipa (no special type-NST), ranije klasifikovan
kao duktalni karcinom je najcesce zastupljena podgrupa (40-80%) (110) (Slika 1.3.1A). Preostali
procenat invazivnih karcinoma dojke ima karakteristicne obrasce rasta i citoloSke karakteristike
pa se klasifikuju kao specificni podtipovi u koje se ubrajaju: invazivni lobularni karcinom,

tubularni, mucinozni, neuroendokrini karcinom i dr. (Slika 1.3.1) (108, 111).
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Slika 1.3.1. Reprezentativne mikrofotografije razliCitih histoloskih tipova invazivnog karcinoma
dojke: A) invazivni karcinom (NST), B) lobularni karcinom, C) tubularni karcinom, D) mucinozni
karcinom, E) invazivni mikropapilarni karcinom, F) pleomorfni lobularni karcinom, G) medularni
karcinom, H) metaplasti¢ni karcinom, 1) adenoid cisti¢ni karcinom. Preuzeto i modifikovano iz
rada: Vuong D, Simpson PT, Green B, Cummings MC, Lakhani SR. Molecular classification of breast
cancer. Virchows Archiv. 2014,465(1):1-4.
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Prema molekularnoj klasifikaciji, nezavisno od histoloskih tipova, karcinom dojke deli se
na podtipove na osnovu nivoa ekspresije gena mRNK. Identifikovana su Cetiri glavna podtipa i to
na osnovu prisustva/odsustva ekspresije imunohistohemijskih markera koji ukljucuju receptore
estrogena (ER), receptore za progesteron (PR) i HER2, kao i proliferativni indeks tumorskih éelija
(procenta Ki67 pozitivnih). Ovi molekularni podtipovi uklju¢uju podelu karcinoma dojke na
luminal A, luminal B, HER2 pozitivan i trostruko negativan karcinom dojke (triple negative breast
cancer - TNBC) (112). Imunohistohemijske karkateristike karcinoma dojke prikazane su u Tabeli

1.3.2 (113).

Tabela 1.3.2. Molekularni podtipovi invazivnog karcinoma dojke. Preuzeto i modifikovano iz rada:
Saha T, Lukong KE. Breast cancer stem-like cells in drug resistance: A review of mechanisms and
novel therapeutic strategies to overcome drug resistance. Front Oncol. 2022; 12:856974.

Molekularni Tripl negativni HER2+ Luminal B Luminal A
podtipovi {ER PR HER2-) (ER-, PR-, HER2+) {ER+ ifili PR- {ER+ ifili PR-+,
HER2+H- HER2-
Ki67 =14%, Ki67 <14%)
zastupljenost
podtipova 15-20% 15-20% 20% 40%
histoloski : .
g dis Visok (gradus 3) Nizak (gradus 1)
ekspresija
receptora HER2 ER+PR+
prognoza " : Dobra
Losa
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1.3.5. Terapija karcinoma dojke

Upravo, postavljanjem molekularne dijagnoze jednog od navedenih podtipova zavisi
primena terapijskih smernica (114). Dostupni terapijski pristupi baziraju se na hiruskom
uklanjanju dijagnostikovanog karcinoma dojke, primeni radioterapije, hemoterapije, endokrine i
anti HER-2 terapije kao i njihove kombinacije (115).

Trenutne nacionalne preporuke za hirusku disekciju pri lecenju karcinoma dojke
ukljuuju izbegavanje aksilarne limfne disekcije kod pacijenata sa mikrometastazama ili
makrometastazama u jedan ili dva sentinel ¢vora (116-118), ponovne ekscizije za bliske ali
negativne hiruske ivice nakon delimicne mastektomije (119), kontralatelarnu profilakti¢ku
mastektomiju kod pacijentkinja sa jednostranim karcinomom dojke povecéanog rizika kao i
biopsiju sentinel limfnog ¢vora kod pacijentkinja starijih od 70 godina Zivota sa ranim stadijumom
karcinoma pozitivnog na hormonske receptore (120). Noviji podaci govore u prilog sprovodenja
biopsije sentinel limfnih ¢vorova sa ili bez ciljane aksilarne disekscije nakon sprovedene
neoadjuvantne terapije kao i potpuno izostavljanje operativnog zahvata kod pacijentkinja sa
potpunim klinickim odgovorom na hemoterapiju (121).

Radioterapija (RT) predstvalja deo standardong terapijskog protokola nakon
dijagnostifikovanja ranog stadijuma karcinoma dojke i preporucuje se cak kod 83% svih
pacijenata (122). Sprovodenje RT vrsi se nakon operativnog zahvata i uklanjanja tumorskog tkiva
ili nakon sprovedene mastektomije u cilju eliminacije rezidualnih tumorskih ¢elija. Dokazano je
da primena RT znacajno smanjuje stopu relapsa oboljenja u poredenju sa samo sprovedenom
hiruskom intervencijom. Cak 3tavie, navodi se da kombinacija RT sa adjuvantnom
hemoterapijom povecava stopu prezivljavanja bez oboljenja kod pacijenata sa visokorizi¢nim
karcinomom dojke (123-125). Ipak recidiv maligniteta je veliki klini¢ki izazov koji se javlja kod oko
4,3-7,3% pacijenata sa karcinomom dojke koji primaju RT nakon operacije o¢uvanja tkiva dojke
(126). Mnogi faktori, kao Sto su primenjena ukupna doza, frakcionisanje, vreme udvostrucenja
tumorske mase, hipoksiéni uslovi unutar tumorskog tkiva kao i intrizi€na radiosenzitivnost mogu

doprineti odgovoru tumora na zracenje (127). Takode, hetegrogenost samog karcinoma dojke
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jeste upravo potencijalno objasnjenje razli¢ite osetljivostii nejednakog odgovora tumorskih éelija
na RT (128).

Hemoterapija jeste upravo jedna od glavnih strategija pri leCenju karcinoma dojke. Ciljni
efekat primene jeste ubijanje tumorskih celija primenom hemijskih ili prirodnih jedinjenja.
Medutim, usled sistemskog delovanja na organizam nakon sprovodenja ovog vida le¢enja belezi
se Sirok spektar nezZeljenih efekata (129). Pored unistenja tumorskih celija ovaj vid terapije
uslovljava i unistenje zdravih ¢elija koje imaju veliku moé¢ deobe kao Sto su celije u folikulima
dlake, noktima, ustima, digestivhom traktu kao i celije u kostanoj srzi uklju¢ene u proces
proizvodnje celija krvi. NezZeljeni efekti i toksicnost povezana sa primenom hemoterapeutika
mogu usloviti smanjenu otpornost na infekcije, slabost organizma, gubitak kose, pojavu mucnine
i povracanja (130, 131). Upravo iz ovih razloga danasnja istrazivanja su usmerena na razvijanje
drugacijih navika u ishrani sa istim terapijskim svojstvima koje ispoljavaju referentni
hemoterapeutici a sve u cilju sprecavanja i ograni¢enja maligne transformacije tumorskih celija
¢ime se ujedno poboljsava kvalitet Zivota obolelih pacijenata (132, 133, 134).

Hormon receptor pozitivni (HR+) karcinom dojke kategoriSe se kao karcinom sa
najpovoljnijom prognozom u poredenju sa ostalim podtipovima, medutim postoji rizik od
produZene pojave recidiva (135). Kod pacijenata u postmenopauzi primena endokrine terapije uz
dve najvaznije kategorije lekova kao $to su tamoksifen i inhibitori aromataze predstavljaju
terapiju izbora (136). Karcinom dojke koji pokazuje HER2 pozitivnost ¢ini oko 15% svih slucajeva
(137) i lecenje ovih pacijenata zahteva primenu anti-HER2 monoklonskih antitela, trastuzumab
ponekad u kombinaciji sa pertuzumabom, kao pomocne ili neoadjuvantne terapije. Medutim, u
novije vreme, lapatinib (dvostruki EGFR/HER2 reverzibilni inhibitor tirozin kinaze) uveden je kao
potencijalna opcija za pomocnu terapiju. Kombinacija hemoterapije i trastuzumaba kao i
dvostruko ciljane terapije sa trastuzumabom i lapatinibom kod pacijenata sa lokalno
uznapredovalim HER2-pozitivnim karcinomom dojke pokazuju poboljSan ¢ak i potpuni patoloski
odgovor (138). Podtip TNBC karcinoma dojke sreée se kod 15-20% slucajeva i povezan je sa

loSijom prognozom jer ciljani tretman nije dostupan a primena hemoterapije predstavlja jedinu
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opciju izbora (139). U fazi klini¢kih ispitivanja nalaze se inhibitori poli-ADP-riboza polimeraze
(PARP) koji ¢e predstavljati najpoznatije ciljane tretmane za BRCA1 i BRCA2 gene u kombinaciji sa
hemoterapijom (115, 140).

Posebno je potrebno naglasiti da je primena dostupnih terapijskih protokola vrlo ¢esto
praéena pojavom nezZeljenih nusefekata (141). Upravo iz ovog razloga istrazivanje novih

terapijskih mogucnosti u buducnosti je klju¢no.
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1.4. Glioblastom
1.4.1. Epidemiologija glioblastoma

Vedinu tumora centralnog nervnog sistema (CNS-a), oko 70% slucajeva, Cine benigni
tumori od ¢ega polovinu ¢ine meningeomi. Medutim, u preostalih 30% slucajeva tumori CNS-a su
maligni pri ¢emu se u viSe od 80% svih malignih tumora ljudskog mozga izdvaja glioblastom (GBM)
kao tumor koji pored toga Sto je najucestaliji ujedno je i najdestruktivniji medu svim tumorima
mozga (142, 143).

Navodi se da ¢ak 90% multiformnih sluajeva GBM se razvija de novo (primarni
glioblastom) iz zdravih glijalnih celija putem procesa tumorigineze kroz viSe koraka, dok se
preostalih 10% glioma razvija progresijom iz tumora niskog gradusa difuznog ili anaplasticnog
astrocitoma i predstavljaju sekundarne neoplazme (144). Kada je re¢ o sekundarnom gliomu
uglavnom se dijagnostikuje kod osoba srednje starosne dobi oko 39 godine, sporije progredira i
ima bolju prognozu. Sa druge strane, GBM koji se razvija de novo raste velikom brzinom progresije
(145). lako su genetska osnova kao i molekularni putevi u osnovi razvoja primarnih i sekundarnih
glioma razliCiti (146), ipak razlike u morfoloskim karakteristikama nisu evidentirane (147). lako
S70 klasifikuje glioblastom kao gradus IV astrocitoma, predpostavlja se da GBM predstavlja
kombinaciju neuralne mati¢ne celije (NMC) u subventrikularnoj zoni i oligodendrocitne
progenitorske celije (OPC) (148, 149). Potencijalne fenotipske nejasnoée mogu se javiti kada
ekspresija onkogena moZe prouzrokovati nastanak predominantno astrocitnog ili
oligodendroglijalnog izgleda (150).

GBM je najces¢i maligni podtip glioma, koji se dijagnostikuje kod odraslih osoba sa
godisnjom ucestalo$éu od oko 1:33000 ljudi (151). Medijalna stopa prezivljavanja pacijenata
obolelih od ovog maligniteta je u proseku 12-15 meseci a petogodiSnje preZivljavanje navodi se

da je svega kod 5% slucajeva (152).

27



Doktorska disertacija Aleksandra Popovic

1.4.2. Etiologija glioblastoma

Etiologija nastanka ovog maligniteta joS uvek nije u potpunosti razjasnjena. Veruje se
da je u pitanju tumor sa spontanim nastankom jer svega 1% slucajeva ima porodic¢ni oblik ovog
tumora (153). Literaturni podaci govore o mogucéoj povezanosti sa pojedinim genetskim
oboljenjima kao Sto su tuberozna skleroza (154), Turkot sindrom (155), multipla endokrina
neoplazija tipa IIA (156) kao i neurofibromatoza tip | (157). Pored navedenog kontuzija mozga
koja nastaje kao posledica povreda glave mozZe predisponirati nastanak GBM (158). Na
molekularnom nivou primeceno je da je pojava GBM u potencijalnoj vezi sa deregulacijom G1/S
faze celijskog ciklusa (159) kao i pojavom brojnih genetskih abnormalnosti (gubitak genetskog
materijala na nivou hromozoma 10q, amplifikacija gena EGFR, FGFR2, IRS2 and AKT3, kao i
mutacije na nivou PTEN, TP16, TP53, PARK2, PTPRD i NF1 gena) (160). Povedan rizik od nastanka
GBM belezi se kod Zena u postmenopauzi, pa je razvijena hipoteza o uc¢esc¢u polnih hormona u
etiologiji (161). Takode, primecéeno je da je incidencija ovog tumora povezana sa visinom i BMI —
visoke vrednosti ovih karakteristika povecavaju rizik od nastanka (162). Humani citomegalovirus
smatra se jo$ jednim potencijalnim etioloskim agensom za razvoj ovog maligniteta. Kod
imunokompromitovanih osoba izaziva promene na viSe organa a navodi se da uzrokuje i
kongenitalni encefalitis. Ono Sto je od posebnog interesa jeste da ovaj virus pokazuje tropizam
prema glijalnim ¢elijama i kodira proteine kao S$to su /E1, US28, GB koji dalje aktiviraju
intracelularne signalne puteve ulju¢ene u procese mitogeneze, mutagenze, apoptoze, inflamacije
i angiogeneze. Posledi¢no dolazi do disregulacije klju¢nih signalnih putava PDGFR, Akt, STAT3 ali
i nastanka poremecaja u funkciji monocita i samih glijalnih celija (163). Visok nivo ekspresije
faktora stimulacije granulocita utvrden je kod GBM razli¢itog stepena maligniteta i smatra se da
je uklju¢en u nastanak ovog tumora (164). Jonizujuée zraCenje predstavlja jedan od fizickih
faktora koji povecavaju verovatnocu razvoja GBM. Primeéeno je da su osobe koje su zaposlene u
gumarskoj i petrohemijskoj industriji u ve¢em riziku od incidencije GBM. Takode, pojedine
hemikalije smatraju se potencijalno opasnim kao Sto su pesticidi, policikliéna aromaticna
jedinjenja i rastvaraci (165).

28



Doktorska disertacija Aleksandra Popovic

1.4.3. Klinicki znaci oboljenja

U zavisnosti od lokalizacije i povecéanja intrakranijalnog pritiska kao posledica klinickog
stadijuma bolesti, najée$éi znaci GBM su glavobolja, ataksija, vrtoglavica, poremedéaji vida
(zamagljen vid, diplopija), kao i cesta sinkopa (166, 167). Zbog ovih nespecificnih simptoma, GBM
se Cesto pogresno dijagnostikuje kao infekcije, inflamatorni procesi ili cirkularna oboljenja CNS-a
(168). Pored navedenih simptoma pojava bola u ledima, nogama i pojava iSijasa mogu ukazati na
lumbalnu herniju (169). Kod pacijenata kod kojih ranije nije dijagnostikovana epilepsija takode

moze biti jedna od indikacija za neuroimidzing usled sumnje na GBM (170).

1.4.4. Dijagnosticke metode

Magnetna rezonanca (MR) predstavlja primarnu dijagnosticku metodu za postavljanje
dijagnoze GBM. Navodi se da je pre¢nik tumora u trenutku postavljanja dijagnoze priblizno oko
4 cm (171). Specificnost koja se moze uociti na MR snimku jeste tumor koji zahvata corpus
callosum i raste bulateralno u okcipitalne i temporalne reznjeve “leptir glioblastom” (Slika

1.4.1)(172).

Slika 1.4.1. Prikaz “leptir glioblastoma” na magnetnoj rezonanci u: A) frontalnoj i B) horizontalnoj
ravani. Preuzeto i modifikovano iz rada: Juveria S, Anant SK. Butterfly glioma. N Engl J Med. 2018;
378(3):281.
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Definitivha dijagnoza zasniva se na histopatoloSkom pregledu intraoperativno
uklonjenog tumora ili njegovih segmenata kao i primenom tradicionalnih histoloskih, citoloskih i
histohemijskih metoda (173). Kod pacijenata kod kojih nije moguée sprovesti neurohirusku
resekciju tumora radi se biopsija tankom iglom (174).

MorfoloSka dijagnoza bazira se na kriterijumima koji su definisani od strane SZO.
Gradiranje tumora CNS-a obuhvata procenu njihovih morfoloskih karakteristika, stepena
maligniteta (I-IV), proliferativhog indeksa, odogovora na sprovedenu terapiju kao i vremena
prezivljavanja. | stepen obuhvata benigne tumore CNS-a, Il stepen se koristi za relativno
nemaligne tumore, Il stepen ukljucuje tumore niskog stepena maligniteta, dok IV stepen
oznacava najmalignije tumore sa medijalnom stopom prezivljavanja od 6-12 meseci. GBM je
klasifikovan kao IV stepen (175).

Verifikacija primarne dijagnoze vrSi se primenom imunohistohemijskih bojenja
uzorkovanog tumorskog tkiva na prisustvo glijalnog fibrilarnog kiselog proteina (GFAP) (176).
Ovaj protein je najspecificniji marker astrocita kako u zdravom tkivu tako i u patoloski
izmenjenom jer ima ulogu u sazrevanju astrocita. Gubitak ekspresije GFAP proteina dovodi se u
vezu sa porastom stepena malignosti tumora astrocitnog porekla. Kod GBM ¢elije pokazuju
negativnost na GFAP i brzu proliferaciju u odnosu na pozitivho obojene ¢elije (177). Pored
navedenog specificnog proteina i kiseli protein S100 moZe biti prisutan u glijalnim celijama i
predstavlja specifican marker za tumore CNS-a, ali je ustanovljeno da stepen eksprimiranosti

ovog proteinna ne moZze biti osnovni kriterijum u diferencijalnoj dijagnozi (178).

1.4.5. Morfoloske karakteristike glioblastoma

Morfoloski GBM karakterisu ¢elije malih dimenzija sa prisutnim odlikama polimorfizma,
anaplazije i anizokarioze. Multiformne celije GBM su poligonalne ili vretenaste sa acidofilnom
citoplazmom i nejasnim ¢elijskim granicama (Slika 1.4.2). Prisutan je nuklearni pleomorfizam.
Naime, jedra su ovalna ili izduZena sa grupo zgrudvanim hiperhromatskim hromatinom uz

centralnu ili pericentralnu lokalizaciju unutar éelija. Kod pojedinih éelija uoéava se prisustvo
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intranuklearnih inkluzija. Takode, mogu biti prisutne i binuklearne i multinuklearne ¢elije poput

limfocita, neutrofila, makrofaga ali i nekroti¢ne ¢elije (174).
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Slika 1.4.2. Histoloski prikaz arhitekstonske grade glioblastoma sa oblastima visoke celularnosti
koje sadrze celije malih dimenzija oskudne citoplazme i manje celijske oblasti sa celijama
izduZenih jedara. Preuzeto i modifikovano sa sajta:
https://www.pathologyoutlines.com/topic/cnstumorglioblastomaidhmutant.htm/

Celije sli¢ne adipocitima koje odlikuje prisustvo lipomatoznih vakuola mogu &initi oko
5-10% svih tumorskih ¢elija ali kod pojedinih slu¢ajeva ova procentualna zastupljenost moze predi
i 80%. Ovaj vid GBM uprkos razlikama u morfologiji pokazuje molekularne karakteristike sli¢ne
primarnom gliomu pa se opisuje kao gliom “bogat mastima” (179).

GBM pripada grupi tumora sa bogatom vaskularizacijom (180). Naime, novorazvijeni
krvni sudovi imaju slicne morfoloSke osobine kao i krvni sudovi bubreznih glomerula ali se njihove
endotelne ¢elije fenotipski razlikuju od zdravih endotelnih ¢elija. Prisutno je fokalno preklapanje,

hiperplazija kao i heterogenost u pogledu veli¢ine i oblika. Karakteristicno je da se viSestruka

31


https://www.pathologyoutlines.com/topic/cnstumorglioblastomaidhmutant.html

Doktorska disertacija Aleksandra Popovic

Veibel-Palade tela, koja su normalno odsutna u endotelnim éelijama mozga, uocavaju u ¢elijama
novoformiranih krvnih sudova GBM. Jo$ jedna od odlika jeste da je povrSina krvnih sudova
prekrivena diskontinualnim slojem pericita bez kontakta sa astrocitima (181). Unutar krvnih
sudova uocava se prisustvo vaskularnih trombova koji dovode do ostecenja ali i proliferacije
endotelnih celija (Slika 1.4.3) (182). Kao posledica nastanka vaskularnog ostecenja dolazi do

ekstravazacije crvenih krvnih zrnaca (183).

Slika 1.4.3. Mikroskopski prikaz intravaskularne tromboze kod glioblastoma. A) Centralni krvni
sud je okludiran intravaskularnim trombom (oznaceno crnim strelicama), B) Palisadna grupacija
tumorskih celija oko tromboziranog krvnog suda (oznaceno crnim strelicama) uz prisutnu
perivaskularnu nekrozu. Preuzeto i modifikovano iz: Louis DN, editor. WHO classification of
tumours of the central nervous system. WHO;, 2007.

Nekroti¢na zarista jedna su od znacajnih karakteristika GBM. Histoloski, uobicajeno
susrecu se dva tipa nekroze u zavisnosti od lokalizacije i veli¢ine nekroti¢nog podrucja. Odlike
prvog tipa nekroze jesu velike povrsine nekroti¢nih podrucja unutar centralnog dela tumora koje
nastaju kao posledica neadekvatnog snabdevanja krvlju kod svih primarnih GBM. Drugi tip
nekroze sadrzi mala nekroti¢na Zarista nepravilnog oblika okruzena pseudopalisadnim oblastima
koje stvaraju radijalno orjentisane glijane ¢elije prisutne i kod primarnih ali i kod sekundarnih
GBM (Slika 1.4.4) (184). Populacija pseudopalisadnih éelija navodi se da predstavlja brzo

proliferiSuée neoplasti¢ne ¢elije koje imaju povecane potrebe za snabdevanje krvlju i podvrgnute
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su centralnoj nekrozi. Naime, to je grupacija ¢elija otporna na apoptozu koja se formirala usled
povecanog prezivljavanja celija, mesSovita populacija tumorskih i inflamatornih éelija u blizini
nekroze ili populacija ¢elija koja ima sposobnost migriranja ka ili iz centralnog fokusa (185).
Pseudopalisadne oblasti karakteriSu se i prisustvom viSestrukih apoptoti¢nih celija (186).
Povecanje stepena atipije, nuklearne hiperhromatoze, poveéan mitoticki indeks, prisutvo velikih
povrsina nekroti¢nih podrucja kao i krvni sudovi atipi¢nih karakteristika ukazuju na ocekivanje

loseg terapijskog odgovora i brzu progresiju oboljenja (187).

Slika 1.4.4. Histoloske karakteristike glioblastoma. Polje ishemicne nekroze (NE) je okruZzeno
palisadno rasporedenim tumorskim ¢elijama uz prisutnu vaskularnu proliferaciju (VP). Preuzeto i

modifikovano iz: Louis DN, editor. WHO classification of tumours of the central nervous system.
WHO; 2007.

1.4.6. Terapija oboljenja

GBM se odlikuje visokom proliferativnom aktivno$¢u (188). Hiruska resekcija u meri u
kojoj je to moguée uz primenu hemoterapije i radioterapije predstavljaju glavnu osnovu

terapijskih protokola pri le¢enju obolelih od ovog maligniteta (189).
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Medutim, usled infiltacije okolnog tkiva malignim ¢elijama, prisustva kompleksne
vaskularizacije, lokalizacije tumorske mase potpuna resekcija GBM je gotovo nemoguca. Pri
operativnom zahvatu pristipa se maksimalnoj radikalnoj resekciji u cilju smanjenja tumorske
mase kao i povecanju efikasnosti adjuvantne terapije Sto u kranjem dovodi do povecanja stope
prezivljanja kod pojedinih slucajeva (190). Spoznaja da GBM pokazuje veliku intra- kao i inter-
tumorsku heterogenost objasnjava terapijsku rezistenciju kao i nastanak recidiva ove bolesti u
¢ak 90% slucajeva nakon sprovedenog operativnog zahvata (191, 192).

Radioterapija se jos uvek nije pokazala efikasnom upravo iz razloga sto se maligne ¢elije
koje su lokalizovane u podrucjima hipoksije otporne na ovaj vid terapije (193). Krvno-mozdana
barijera takode otezava lecenje jer brojni medikamenti ne prolaze do struktura CNS-a (194). Cilj
terapijskih strategija u borbi protiv GBM jeste postizanje regresije tumora kao i obezbedenje Sto
je mogucde duzeg prezivljanja obolelih (195).

Poredenjem rezultata primene hemoterapeutika pri leCcenju GBM dokazano je da je
primena temozolomida dovela do najveée medijane prezivljavanja obolelih (196). Takode,
kombinovana primena temozolomida uz radioterapiju pokazala je bolje rezultate u odnosu na
samostalnu primenu radioterapijskih tretmana (197). Trenutna standardna terapija pri tretmanu
GBM je Stupp-ov rezim, koji obuhvata radioterapiju (2 Gy dnevno, 5 dana u nedelji, do ukupno
60 Gy) uz kombinovanu i istovremenu primenu temozolomida (TMZ) ( 198, 199). Usled blokade
sinteze NHERF-1 u celijama glioma nakon radioterapije povecava se osetljivost ovih ¢elija na
citotoksi¢no dejstvo temozolomida kao i indukciju apoptoze u ¢elijama GBM (196).

Spoznaja da je GBM visoko vaskularizovan karcinom jeste razlog za razvoj i istrazivanje
anti-angiogene genske terapije sa krajnjim ciljem blokade VEGF-zavisnog puta (200). Jose jedan
medikament bevacizumab (humanizovano IgG1 monoklonsko antitelo) se pokazao delotvornim
u poboljsanju ishoda oboljenja kod rekurentnih formi GBM (201). Postoji nekoliko mehanizama
delovanja bevacizumaba. Selektivho se vezuje sa visokim afinitetom za humani VEGF i time
neutralize njegovu bilosku aktivnost, uzrokuje direktnu inhibiciju angiogeneze povezane sa

tumorom kao i poremecaj mikrovaskularnog okruzenja maticnih ¢elija glioma (202).
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Medutim, uprkos ogromnim pokusajima i ulozenom trudu u svrhu razvoja novih
terapijskih moguénosti, GBM je i dalje nedostizna meta za brojne medikamente (203). Upravo iz
ovog razloga re€ je o neistrazenom polju u koje se ulaze svakodnevni napor kako bi se prosirio
nakon dijagnostikovanja (189). Ovaj uloZeni trud bi omogucio otkrivanje novih medikamenata
koji bi zapravo bili potencijalno mocno sredstvo u le€enju ove veoma agresivne maligne bolesti

(204, 205).
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1.5. Karnozin

Karnozin (B-alanil-I-histidin) je prirodni dipeptid prisutan u mnogim tkivima poput
misi¢nog, pluénog, tkiva oka, zatim u mozgu, bubrezima i jetri. Maksimalna koncentracija koja je
zabelezena u misSi¢cnom tkivu iznosi ~ 2,5 mM (206). Sinteza ovog dipeptida se odvija iz prekurzora
B-alanila i histidina u¢eSéem enzima karnozin sintaze, dok je sa druge strane enzim poznat kao

karnozinaza odgovoran za katabolizam (207).

1.5.1. Karnozin i njegovi prirodni derivati

Najcesée varijante derivata karnozina su metilovani analozi anserin i ofidin u kojima je
imidazolski prsten I-histidina metilovan na atomu azota najblizem bo¢nom lancu i udaljenom od
boc¢nog lanca. Homokarnozin predstavlja analog karnozinu u kom je B-alanil zamenjen GABA.
Druga srodna jedinjenja ukljucuju acetilovani oblik (acetilkarnozin), u kom je B-alanil acetiliran i
karcinin u kom je I-histidinski ostatak karnozina zamenjen histaminom (Slika 1.5.1) (206). Cesto
se u literaturi srece skrac¢enica HCD koja ujedno oznacava dipeptide koji sarze histidin (karnozin,
anserine i ofidin).

Karnozin je prvi put otkriven 1900. godine od strane ruskog hemicara V.S. Gulevic¢a tokom
istrazivanja na neidentifikovanim jedinjenjima koja ne sadrZe azot u Liebigovom mesnom

ekstraktu (208). Nakon otkri¢a karnozina primeceno je da vecina misi¢a ptica ne sardZi karnozin

.....

.....

ofidin. Distribucija HCD u razli¢itim Zivotinjskim vrstama bila je predmet proucavanja skoro 100
godina. Skoro sve studije su sprovodene na tkivu skeletnih misi¢a raznih Zivotinjskih vrta.

Navodi se da skoro svi sisari u svom organizmu imaju karnozin zajednosa jednim od
analoga metilovanog karnozina, anserin ili ofidin. Jedina vrsta sisara za koju se zna da nema
nijedan od dva analoga metilovanog karnozina je zapravo Homo sapiens. Jos jedan izuzetak koji
se navodi jeste da neke Zivotinje poput svinje i bivola imaju sva tri HCD ali se metilovani oblici u

daleko manjem procentu zastupljeni u odnosu na karnozin (212).
36



Doktorska disertacija Aleksandra Popovic

VL M7

Anserin

/ )HAQ\ M7

Kamozin

AN Y” T
T )HAQ

Homokamozin

rm
Acetil - kKarmozin

Slika 1.5.1. Hemijska struktura karnozina i njegovih prirodnih derivata. Preuzeto i modifikovano
iz rada: Boldyrev AA, Aldini G, Derave W. Physiology and pathophysiology of carnosine. Physiol
Rev. 2013; 93(4):1803-45.

1.5.2. Distribucija karnozina i njegovih prirodnih derivata u tkivima

Prema literaturnim navodima, kod sisara samo dva tkiva se navode da poseduju
koncentraciju karnozina koja je u milimolarnom opsegu a to su skeletni misi¢ i olfaktorni bulbus
(Slika 1.5.2) (212). Naime, kako skeletni misi¢ predstavlja znacajan procenat telsne mase moze
se reci da preko 99% prisutnog karnozina u organizmu se nalazi u skeleton misi¢cnom tkivu (213).

O prisustvu karnozina u drugim tkivima u organizmu sisara literaturni podaci su
kontradiktorni. U istraZivanju sprovedenom davne 1960. godine (214) navodi se odsustvo HCD
jedinjenja u tkivu jetre zeca, dok sa druge strane prema navodima studije iz 2005. godine (215)
utvrdena je veoma visoka koncentracija karnozina u tkivu jetre goveceta. Relativnho visoke
koncentracije HCD dokazane su i u koZi gmizavaca i Zaba (216). Sa druge strane, u govedem socivu
evidentirano je prisustvo karnozina u tragovima (217). Deo kontradiktornosti u literaturnim

navodima proizilazi nesumnjivo iz ¢injenice da su koncentracije karnozina u razli¢itim tkivima na
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granici detekcije, da postoje znacajne razlike medu Zivotinjskim vrstama kao i da postoji velika
razlika u ta¢nosti HCD kvantifikacije izmedu razlic¢itih analitickih metodologija.

Profilisanje HCD u tkivima pacova metodom visoke preciznosti upotrebom tecne
hromatografije sa elektroesej jonizacijom dalo je podatke da se karnozin moze detektovati u
milimolarnom opsegu u skeletnim misi¢ima (2-6 mmol/kg vlaznog tkiva), u mikromolarnom
opsegu u tkivu mozga, malog mozga i miokardu (25-70 mmol/kg vlaznog tkiva), medutim
detekcija nije izvrSena u bubrezima, jetri, plu¢éima i plazmi. Sliéno profilisanje sadrzaja karnozina
u humanom tkivu trenutno nedostaje u literaturi. Jedina ¢esto merena koncentracija karnozina u
lakoée uzorkovanja misiénog tkiva invazivnom metodom (biopsija) ili neinvazivno (spektroskopija

magnetne rezonance) (218, 219).
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Slika 1.5.2. Koncentracije karnozina u endogenom tkivu i telesnim tec¢nostima kod misa. Preuzeto
i modifikovano iz rada: Kamal MA, Jiang H, Hu Y, Keep RF, Smith DE. Influence of genetic knockout
of Pept2 on the in vivo disposition of endogenous and exogenous carnosine in wild-type and Pept2
null mice. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2009;296(4):R986-91.
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1.5.3. Uloge karnozina

Poznate su brojne funkcije koje ispoljava karnozin kao $to su antioksidativna, uloga u
helaciji jona Cu 2*iZn ?* i puferovanju H* jona, uloga u oslobadanju Ca ?* jona iz sarkoplazmatskog
retikuluma pri miSi¢noj kontrakciji, kao i ispoljavanje antiproliferativnog potencijala (220, 221).
Pored navedenih brojne studije govore o pozitivnim efektima pri primeni ove supstance kao
suplementacione terapije raznih oboljenja poput Alchajmerove bolesti, Parkinsonizma,

Sizofrenije, autizma kod dece, dijabetesa i oboljenja oka (katarakta) (222,223, 224, 225).

1.5.3.1. Antioksidativna aktivnost karnozina

Antioksidativnu aktivnost karnozina proucavali su Bolirev i saradnici 80-ih godina (226,
227). Kasnije brojna istrazivanja govore o direktnoj i indirektnoj aktivnosti ovog jedinjenja u
pogledu antioksidativnhe uloge (228, 229). Naime, antioksidativna aktivnost karnozina je
posredovana razli¢itim mehanizmima ukljuujuéi helaciju metalnih jona kao i uklanjanje
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) i peroksil radikala.

Vedina istrazivanja o karnozinu kao helatoru Cu 2* i Zn #* sprovedena je u in vitro uslovima
koji su ipak drugaciji od onih koji se odigravaju u fizioloskim uslovima u organizmu (229-231).
Upravo iz ovog razloga potreban je znacajan broj novih istraZivanja koja bi se bazirala na boljem
razmevanju uloge karnozina kao fizioloSkog helatora metalnih jona a ujedno i razjasnila uloga tih
mehanizama.

Mehanizam interakcije karnozina sa superoksidnim radikalima proucavali su Pavlov i
saradnici (232) u vodenim rastvorima i ustanovili su da u osnovi svega leZi sposobnost karnozina
da formira kompleks za prenos naelektrisanja sa superoksidnim radikalom (0?%) koji menja
reaktivnost. Takode, metodom pulsne radiolize dobijeni rezultati ukazali su da karnozin ima
sposobnost reagovanja i sa hidroksilnim radikalom (‘OH) pri éemu nastaje stabilan intermedijer

koji je manje reaktivan prema drugim molekulima (Slika 1.5.3) (233).
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Antioksidativnu aktivnost karnozina proucavali su i Decker i saradnici 2000. godine (228)
upotrebom preciséene supstance L-karnozina. U svom istraZivanju navode da karnozin i I-histidin
imaju ulogu u uklanjanju peroksilnih radikala u rasponu milimolarnih koncentracija, dok se B-

alanil pokazao kao neefikasan.
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Slika 1.5.3. Hemijska reakcija karnozina i hidroksilnog radikala. Preuzeto i modifikovano iz rada:
Tamba M, Torreggiani A. A pulse radiolysis study of carnosine in aqueous solution. Int J Radiat
Biol. 1998;74:333—40.

In vivo antioksidativna aktivnost karnozina proucavana je na Zivotinjskim modelima u
fizioloSkim uslovima kao i uslovima izazvanog oksidativnog stresa primenom ksenobiotika koji
deluje kao induktori radikala kao $to su etanol, tioacetamid i agensi protiv karcinoma (228).

U fizioloSkim uslovima utvrdeno je da karnozin smanjuje oksidativha oStec¢enja kao i
poboljSanje enzimske i neenzimske antioksidativne aktivnosti. Naime, tretman karnozinom u
trajanju od mesec dana primenom dnevne doze karnozina od 250 mg/kg pokazao se efikasnim
kod starijih pacova u smanjenju nekih markera oksidacije lipida kao i podizanju nivoa glutationa
u krvi (GSH) i bazalne aktivnosti antioksidativnih enzima kao $to su superoksid dizmutaza (SOD) i
glutation peroksidaza (GP) (234). U saglasnosti sa navedenim su i rezultati istraZivanja koje su
sproveli Kim i saradnici (235) koji su u period od 6 nedelja primenjivali karnozin u dozi od 0,5% u

ishrani pacova i primetili povecanje aktivnosti enzimskih antioksidanasa kao Sto su SOD i GP.
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Istrazivanja sprovedena na Zivotinjskim modelima usled indukcije oksidativnog stresa
primenom ksenobiotika potvrduju antioksidativnu aktivnost karnozina. Utvrdeno je da karnozin
kao i I-histidin u zavisnosti od primenjene doze inhibiraju oksidativha oStecenja izazvana
primenom etanola, poveéanjem ekspresije katalaze i nivoa GSH i aktivhosti GP (236).
Antioksidativnu aktivnost karnozina u jetri kao i smanjenje aktivnosti plazma transferaza
primenom karnozina kod pacova tretiranih etanolom primetila je joS jedna grupa istrazivaca

(237).

1.5.3.2. Fizioloske uloge karnozina u skeletnoj muskulaturi

Literaturni navodi potvrduju ulogu karnozina u kontraktilnoj funkciji skeletnih misiéa.
Naime, nakon niza ritmicnih kontakcija skeletnih miSi¢a Zabe u preparatima usled primene 10
mM karnozina u medijumu, nastanak zamora je izostao u poredenju sa netretiranom grupom.
Ovaj efekat karnozina protiv nastanka zamora prihvacen je kao “Severinov fenomen” (238).

Uloga karnozina kao pH pufera u skeletnim misi¢cima prvi put je utvdena 1938. godine
(239). Tokom misi¢nih kontrakcija velikog intenziteta, anaerobna glikoliza dovodi do povecanja
proizvodnje mlecne kiseline koja se odmah disocira na H* jone i laktatne jone pri fizioloskim
vrednostima pH. Nastala acidoza mozZe dostiéi pH vrednosti i niZze od 6,5 i Cesto je povezana sa
posledicnom pojavom kontraktilnog umora misi¢a. Suplementacija karnozinom kod ljudi
doprinela je smanjenju stepena acidoze u krvi usled treninga velikog intenziteta (240). Na osnovu
svega navedenog zakljueno je da je uloga krnozina u smanjenju razvoja acidoze upravo u
njegovoj sposobnosti da helira jone H* (241). Pored navedenog, uloga karnozina u adekvatnom
funkcionisanju i kontakciji skeletne muskulature ogleda se i u zastiti od proizvodnje ROS-a kao i
helaciji Cu %* jona (242, 243).

Dobro je poznato da je process ekscitacije-kontrakcije u ¢elijama skeletne muskulatrure
sloZeno regulisan lanac dogadaja pri kojima se kalcijum oslobada iz sarkoplazmatskog retikuluma.

Upravo brojne studije govore o stimulativhom efektu karnozina na oslobadanje jona Ca * (244,
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245). Takode, primenedéeno je i ispoljavanje delovanja karnozina na spregu ekscitacije-kontrakcije

u smislu povecéanja osetljivosti kontraktilnog aparata na osloboden kalcijum (246, 247).

1.5.3.3. Pozitivni efekti karnozina pri suplementacionoj primeni kod raznih oboljenja

Potencijalni zastitni efekti karnozina primeceni su kod Alchajmerove bolesti prvi put su
evidentirani kasnih 90tih kada su in vitro studije dokazale da sposobnost ovog dipeptida pri
inhibiciji formiranja B-amiloidne polimerizacije kao i posledi¢nu toksi¢nost na ¢elije (248).
Takode, Perston i saradnici (249) dokazali su da karnozin pruza zastitu od dejstva neurotoksina
B-amiloidnog peptide na vaskularne endotelne éelije mozga pacova. Pored in vitro, sprovedene
su i brojne in vivo studije koje su dokazale da karnozin ima snazan efekat u obnavljanju i
funkcionisanju mitohondrija kao i suzbijanju agregacije f-amiloidne supstance kao i da je pokazao
trend ka poboljSanju kognitivnih deficita (250). Naime, predloZene su hipoteze o ovim efektima
karnozina, koje govore o mogucéem uticaju u regulaciji oslobadanja glutamata kao i prometa
NMDA receptora (251). Takode, potencijalna interakcija izmedu karnozina i naelektrisanih grupa
koje okruzuju hidrofobni klaster B-amiloidna ¢ime se inhibira povecanje koncentracije istog
navodi se kao jedna od potencijalnih moguénosti ispoljavanja delovanja (252). Ne treba
zanemariti i aktivnost karnozina u heliranju metalnih jona (Zn %* i Cu ?*) i ¢&ime se pospesuje
neuroprotektivna uloga Sto je i dokazano u in vitro uslovima ali i na in vivo modelima (250, 253).

Pozitivni efekti usled suplementacione primene karnozina primeceni su i kod
Parkinsonove bolesti. Naime, dokazano je da tretman karnozinom (1,5 g/dan) u kombinaciji sa I-
DOPA kod pacijenata sa ovim oboljenjem znacajno poboljSava brojen neuroloske simptome
poput smanjenja rigidnosti Saka i nogu. Na biohemijskom nivou mehanizam delovanja mogao bi
se objasniti kroz smanjenje proteinskih karbonila u krvnoj plazmi kao i pove¢anjem SOD aktivnosti
(254).

Takode, utvrdeno je da karnozin poboljSava kognitivne testove kao Sto je test detekcije
strateSkog cilja kod odraslih osoba sa hronicnom Sizofrenijom nakon primene 2 g dnevno

karnozina tokom 3 meseca u randomiziranoj, dvostruko slepoj, placebo kontrolisanoj studiji
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(255). U cilju uvodenja karnozina u terapijske svrhe ovog oboljenja jos uvek se sprovode brojna
istrazivanja (256-258).

Primena karnozina u kontrolisanoj studiji (800 mg dnevno tokom 8 nedelja) kod dece sa
poremecajima autisticnog spektra uslovila je statisticki znacajno poboljSanje na Giliam skali za
procenu autizma i testu receptivnog rec¢nika (259). Te su pozitivni efekti karnozina i pri tretmanu
ovog stanja i dan danas meta brojnih istrazivanja.

Sve je vedi broj istrazivanja koja ukazuju na zaStitnu ulogu usled primene karnozina kod
pacijenata obolelih od dijabetesa. Posebno se istice sposobnost ove supstance u kontroli
glikemijskog statusa kao i sprec¢avanje ili ublazavanje dijabetickih komplikacija poput nefropatije
i oStec¢enja oka (260, 261). O zastitinim efektima karnozina prvi put se spominje u istrazivanju
sprovedenom od strane Lee i saradnika (262) kada je primeéeno da je oralna suplementacija
miSeva karnozinom u periodu od 4 nedelje znacajno smanjila nivoe glukoze i fibronektina u
plazmi, a sa druge strane povecala nivo insilina. Kasnije je utvrdeno da je potencijalni mehanizam
uslovljavanja hipoglikemijskog efekta uslovljen sposobnos$éu karnozina da reguliSe autonomni
nervni sistem preko H3 receptora, kao i mogucénosti snizavanja neuronske aktivnosti simpatickih
nerava uzrokujudi time povecanje lucenja insulina i supresiju lu¢enja glukagona iz pankreasa
(263).

Sposobnost karnozina da spreci nastanak i razvoj katarakte ispitivana je na brojnim
Zivotinjskim modelima (zec, pacov...) (264, 265). Naime, govori se o sposobnosti karnozina da
inhibira agregaciju a-kristalina izazvanu metilglioksalom kao i moguénosti dezagregacije veé

glikovanog a-kristalina (266).

1.5.3.4. Antitumorski potencijal karnozina

Posebno interesovanje je izazvao antitumorski potencijal karnozina (267-271). Prvi
izvestaj o antiproliferativnom dejstvu karnozina opisala je grupa istrazivaca davne 1986. godine
(263) uocivsi da je tretman karnozinom od 50 mg/kg na dan inhibirao rast tumora i smanjio

smrtnost kod miSeva. Deset godina kasnije dokazano je da tretman karnozinom nije ispoljio
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inhibitorni uticaj na rast humanih fibroblasta dok je jasna selektivna inhibicija bila ispoljena na
rast neoplasticnih celijskih linija (272). Ubrzo nakon ovih saznanja proistekla je i prva hipoteza o
potencijalnom mehanizmu delovanja, koja se zasnivala na sposobnosti karnozina da inhibira
intermedijere glikolize (gliceraldehid fosfat i dihidroksiaceton fosfat) i time posledi¢no smanjenje
stvaranje ATP-a. Navedeni mehanizam ujedno je objasnjavao i specificnost delovanja karnozina
na tumorskim celijama usled metabolic¢kih razli¢itosti izmedu tumorskih i ¢elija zdravog tkiva.
Pored dokaza da karnozin poseduje sposobnost inhibicije tumorskog rasta delujuéi na glikoliticke
procese, takode se navodi i uticaj na inhibiciju mitohondrijske ROS generacije koju indukuje KRAS
onkogen a koja ima veliki uticaj na proliferaciju ¢elija (269). lovine B i saradnici navode kao jos
jednu od uloga i moguéih mehanizama delovanja udeo u procesu celijske apoptoze (269).
Medutim, tacan mehanizam delovanja karnozina pri ispoljavanju antitumorskog potencijala jos
uvek je sfera brojnih istrazivaca pri cemu se sprovode brojna in vitro ali i in vivo istrazivanja (269,

273-275).
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2. CILJEVI | HIPOTEZE

Ciljevi sprovedenog istrazivanja bili su:

Ispitati uticaj razli¢itih koncentracija Ciste supstance L-karnozin, preparata Karnozin
EXTRA® i Now® L-karnozin na morfolo$ke karakteristike kontinuiranih éelijskih linija -
BHK-21/C-13, MRC-5, MCF-7 i U87.

Ispitati upotrebom MTT metode uticaj razli¢itih koncentracija Ciste supstance L-
karnozin, preparata Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin na proliferativnu aktivnost
kontinuiranih ¢elijskih linija - BHK-21/C-13, MRC-5, MCF-7 i U87.

Ispitati upotrebom “scratch eseja” uticaj razli¢itih koncentracija Ciste supstance L-
karnozin, preparata Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozina na progres migracije éelija
kontinuiranih tumorskih ¢elijskih linija - MCF-7 i U87.

Ispitati karakteristike imunofluorescentne pozitivnosti strukturnog (vimentin)
markera nakon tretmana kontinuiranih celijskih linija - BHK-21/C-13, MRC-5, MCF-7 i
U87 razli¢itim koncentracijama Ciste supstance L-karnozina, preparata Karnozin
EXTRA® i Now"® L-karnozin.

Ispitati uticaj razliitih koncentracija Ciste supstance L-karnozin, preparata Karnozin
EXTRA® i Now® L-karnozina na imunofluorescentnu pozitivnost oksidativhog (SOD2)
markera kontinuiranih celijskih linija - BHK-21/C-13, MRC-5, MCF-7 i U87.

Ispitati uticaj razlicitih koncentracija Ciste supstance L-karnozin, preparata Karnozin
EXTRA® i Now® L-karnozin na mitohondrijsku respiraciju ,intaktnih éelija” i aktivnost
kompleksa respiratornog lanca mitohondrija, kontinuiranih éelijskih linija - BHK-21/C-

13, MRC-5, MCF-7 i U87.
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Hipoteze sprovedenog istrazivanja bile su:

e Primena &iste supstance L-karnozin, preparata Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin
uzrokuju znacajne promene morfoloskih karakteristika kontinuiranih tumorskih
Celijskih linija, dok na zdravim kontinuiranim éelijskim linijama morfoloSka svojstva
ostaju neizmenjena.

e C(Cista supstanca L-karnozin, preparati Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin nakon
sprovedenih tretmana kontinuiranih  tumorskih  ¢elijskih linija  pokazuju
antiproliferativnu aktivnost, ali ispoljavanje citotoksi¢nog efekta na zdravim ¢elijama
izostaje.

o (Cista supstanca L-karnozin, preparati Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin ¢e dovesti
do statisticki znacCajnog smanjenja migratorne sposobnosti celija kontinuiranih
tumorskih éelijskih linija.

e Tretmani &istom supstancom L-karnozin, preparatima Karnozin EXTRA® i Now® L-
karnozin uslovili su promenu intenziteta fluorescencije intermedijernog filamenta
vimentina u citoplazmi kontinuiranih tumorskih celijskih linija, dok se isti efekat na
zdravim ¢elijama ne belezi.

e Primenom ¢&iste supstance L-karnozin, preparata Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin
na kontinuiranim celijskim linijama - MCF-7, U87, BHK-21/C13 i MRC-5 ocekuje se
imunohistohemijska potvrda antioksidativnog efekta (SOD2).

e C(ista supstanca L-karnozin, preparati Karnozin EXTRA® i Now" L-karnozin é¢e dovesti
do statisticki znacajne redukcije stepena respiracije ,intaktnih celija“ ispitivanih
kontinuiranih tumorskih celijskih linija. Isti tretmani uslovljavaju stimulaciju stepena
potrosnje kiseonika na BHK-21/C13 i MRC-5 celijama.

e (ista supstanca L-karnozin, preparati Karnozin EXTRA®i Now® L-karnozin ée dovesti
do statisticki znacajnog smanjenja aktivnosti kompleksa respiratornog lanca
mitohondrija kontinuiranih tumorskih ¢elijskih linija, dok je sa druge strane kod
zdravih éelijskih linija zabeleZen trend povecanja aktivnosti ispitivanih kompleksa.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Materijal

Ogledi u okviru ove doktorske disertacije izvedeni su u Laboratoriji za celijsku fiziologiju
Zavoda za Fiziologiju, Laboratoriji za ¢elijsku kulturu Zavoda za histologiju i embriologiju
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Novom Sadu, kao i u Laboratorijama Centra za medicinsko-
farmaceutska istrazivanja i kontrolu kvaliteta (CMFIK) Medicinskog fakulteta Univerziteta u

Novom Sadu.

3.1.1. Hemikalije, reagensi i rastvori

U Tabeli 3.1.1 prikazan je spisak reagenasa i rastvora koris¢enih za izvodenje ogleda i

metoda u sklopu ovog istraZivanja.

Tabela 3.1.1. Spisak koris¢enih hemikalija, reagenasa i rastvora

Hemikalije/Reagensi/ Rastvori Proizvodac, zemlja porekla
Etilen glikol — bis
(2-aminoetiletar) - N,N,N’,N’-tetra sircetna  Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke DrZave

kiselina
K-laktobionat Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americ¢ke Drzave
Taurin Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americ¢ke Drzave
4-(2-hidroksietil)-1-piperazin
etansumporna kiselina Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americ¢ke Drzave
(HEPES)
D-Saharoza Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americ¢ke Drzave
Govedi serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave
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Tabela 3.1.1. Spisak koris¢enih hemikalija, reagenasa i rastvora

Hemikalije/Reagensi/ Rastvori

Kalijum dihidrogen fosfat (KH2PO4)

Magnezijum hlorid heksahidrat
(MgCl,.6(H20))

Natrijum piruvat

Adenozine 5'-difosfat (ADP)

Izopropanol

N,N,N’,N’-Tetrametil-p-fenilendiamin
dihidrohlorid (TMPD)

(+)-Natrijum L-askorbat

Antimicin A iz Streptomyces sp.

Rotenon

Citohrom ¢

Digitonin

Dimetil sulfoksid (DMSO)

Kalijum hlorid (KCl)

3-(4,5-dimetil-tiazol-2il)-2,5 difenil-
tetrazolijum bromid (MTT)

Antibiotici (streptamicin i penicilin)

Izopropanol

Proizvodac, zemlja porekla

Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave

Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave

Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave

Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave

Thermo Fisher Scientific, Sjedinjene

Americke Drzave

Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave

Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave

Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave

Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave

Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave

Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave

Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave

Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave

Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave

Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave

Thermo Fisher Scientific, Sjedinjene

Americke Drzave

48



Doktorska disertacija

Aleksandra Popovic

Tabela 3.1.1. Spisak koris¢enih hemikalija, reagenasa i rastvora

Hemikalije/Reagensi/ Rastvori

Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medijum (DMEM) bez fenol crvene
Dulbecco's Modified Eagle
Medium/Nutrient Mixture F-12
(DMEM/Ham’s F-12) medijum sa L-
glutaminom
Minimum Essential medijum
(MEM-A)
L-glutamin

Fluorescentna boja za jedra, DAPI (4,

6-diamidino-2-fenilindol)
DPX (Tissue-Tek® Coverslipping
Systems)
Hlorovodonicna kiselina (HCI)

Fosfatni pufer (PBS)

Triton X-100
(t-oksildenoksipolietoksietanol)

Natrijum ditionat

L-Glutaminska kiselina
Neesencijalne aminokiseline
Tripsin sa Etilendiantetrasircetnom
kiselinom (Tripsin-EDTA)

Paraformaldehid
Zecje antitelo na vimentin

Zecje antitelo na SOD2

Sekundarno antitelo Alexa Fluor® 555

Proizvodac, zemlja porekla

Capricorn, Nemacka

Capricorn, Nemacka

Capricorn, Nemacka
Capricorn, Nemacka

Abcam, Sjedinjene Americke Drzave

Sakura, Engleska

Zorka, Srbija
Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave

Alfa Aesar, A 16046, Nemacka

Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave
Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americ¢ke Drzave
Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americ¢ke Drzave
Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave
Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave
Abcam, ab92547, Engleska
Flarebio, P04179, Sjedinjene Americke
Drzave
Abcam, ab150078, United Kingdom
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Tabela 3.1.1. Spisak koriS¢enih hemikalija, reagenasa i rastvora

Hemikalije/Reagensi/ Rastvori Proizvodac, zemlja porekla

Sekundarno antitelo Alexa Fluor® 488 Abcam, ab 150077, United Kingdom

Fetalni govedi serum (FCS) Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave

L-(-)-Malatna kiselina Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave

Kalijum hidroksid (KOH) Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
Drzave

Karbonilcijanid-p-trifluorometoksi- Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke
fenilhidrazon (FCCP) Drzave

3.1.2. Priprema L-karnozin supstance

U cilju utvrdivanja antitumorskog potencijala L-karnozina u okviru ove doktorske disertacije
ispitivani su efekti razli¢itih koncentracija Ciste supstance L-karnozin kao i razli¢itih koncentracija
karnozina iz preparata Karnozin EXTRA® i Now" L-karnozin. Cista supstanca L-karnozin proizvod je
kompanije Sigma-Aldrich (Sjedinjene Ameri¢ke Drzave). Karnozin EXTRA® kapsula je komercijalno
dostupna formulacija L-karnozina (125 mg), obogacena vitaminom E (20 mg), koenzimom Q10
(20 mg), L-karnitinom (20 mg), ekstraktom severne borovnice (20 mg) i ekstraktima semena
grozda (20 mg) (CarnoMed, LLC, Novi Sad, Srbija). Kapsula Now® L-karnozin je takode
komercijalno dostupan dijetetski suplement L-karnozina i proizvod je kompanije Now Foods
(Amerika).

Priprema sterilnih rastvora &iste supstance L-karnozin, preparata Karnozin EXTRA® i Now” L-
karnozin vrsila se neposredno pre tretmana eksperimentalnih grupa. Cista supstanca L-karnozin
merena je na analitickoj vagi (AS 120.R2 Plus Radwag, USA) u gramazi proporcijalnoj da bi se u
odgovarajucoj zapremini fosfatnog pufera (PBS-a) postigle potrebne koncentracije. Sadrzaj
kapsule preparata Karnozin EXTRA® (500 mg) je rastvaran u 1500 pl PBS-a u tubi od 15 ml i me3an

pomocu vodenog ultrazvuénog kulatila (Clifton™ SW30H, Fisher Scientific, England) u trajanju od
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16 minuta a potom se pristupalo centrifugiranju na 3000 rpm u trajanju od 5 minuta na
temperaturi 22 °C. Supernatant svetlo smede boje je aspiriran automatskom pipetom od 1000
ul. Kapsula Now® L-karnozin (500 mg) je rastvarana u zapremini od 22,1 ml PBS-a. Ovako
pripremnjeni rastvori su profiltrirani kroz bakterioloski filter dimenzija 0,22 um kako bi se postigla

sterilnost rastvora koji je bio u upotrebi za tretman celija.
3.1.3. Ispitivane celijske linije

Antitumorski potencijal L-karnozin supstance ispitivan je na Cetiri kontinuirane ¢elijske linije
razliitog porekla. Dve linije su poreklom od zdravog tkiva (¢elije bubrega hréka i humani fetalni
fibroblasti pluéa), a dve poti¢u od razlic¢itih solidnih tumora (humani adenokarcinom dojke i
humani glioblastom). Sve ¢elijske linije na kojima se vrsilo ispitivanje su adherentnog tipa, tj. rastu
zalepljene za podlogu kao jednoredni sloj ¢elija (,,monolayer”). Celijske linije ispitivane u ovom

radu su:

1. BHK-21/C-13 — ¢elijska linija poreklom iz bubrega hrcka starosti jedan dan,

2. MRC-5 - ¢elijska linija humanih fetalnih fibroblasta pluca,

3. MCF-7 - ¢elijska linija estrogen receptor pozitivhog (ER+) humanog
adenokarcinoma dojke i

4. U87 - Celijska linija humanog glioblastoma.

MCF-7 i BHK-21/C-13 celijske linije su donacija Zavoda za antirabi¢nu zastitu - Pasterov zavod u
Novom Sadu. MRC-5 ¢elijska linija je nabavljena od Instituta za onkologiju Vojvodine u Sremskoj
Kamenici, dok je U87 éelijska linija donacija Instituta za biohemiju Univerziteta u Beogradu. Sve

celijske linije su nabavljene iz ,banke ¢elija” American Type Culture Collection, ATCC.
3.1.4. Kultivacija i subkultivacija kontinuiranih celijskih linija u jednom sloju

BHK-21/C-13 i MCF-7 ¢elijske linije gajene su u DMEM medijumu sa natrijum piruvatom
i L-glutaminom uz dodatak 10% FBS-a, u prisustvu 1% penicilina i streptomicina. MRC-5 ¢elijska

linija gajena je u DMEM/Ham’s F-12 medijumu sa L-glutaminom uz dodatak 10% FBS-a, u
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prisustvu 1% penicilina i streptomicina. U87 celijska linija gajena je u MEM-A medijumu uz
dodatak 1% L-glutamina, 10% FBS-a, 1% neesencijalnih aminokiselina i 1% penicilina i
streptomicina.

Celijske linije su odrzavane u inkubatoru (NUAIRE DH AUTOFLOW, CO; air-jacketed
incubator, USA) na 37 °C, u atmosferi sa >95% vlaznosti i 5% CO;. Po dostizanju 60-70%
konfluentnosti nakon perioda od 48 h vrsilo se ispiranje ¢elija PBS-om. U flask T 75 cm? (Grainer
Bio-One, Austria) aplikovao se 0,25% Tripsin/EDTA u zapremini od 4 ml u cilju raskidanja veza
izmedu Ccelija i zidova flaska kao i formiranih veza medu samim celijama. Inkubacija
primenjenog Tripsin/EDTA trajala je tokom 5 minuta na 37 °C. Zatim se pristupalo inaktivaciji

Tripsin/EDTA dodatkom 5 ml medijuma.

3.1.4.1. Kultivacija ¢elija u plocama sa otvorima za potrebe bojenja
Za potrebe standardnog histoloskog bojenja hematoksilinom i eozinom (H&E) i
imunofluorescentnog bojenja, uzorci Celijskih linija zasejavani su u plo¢e sa 24 bunariéa, sa
pokrovnicom preénika 12 mm (Marienfeld, Germany), u koncentraciji od 5x10* ¢elija/bunariéu u
0,55 ml odgovaraju¢eg medijuma u zavisnosti od potreba celijske linije. Ispitivane kontinuirane

celijske linije su kultivisane u skladu sa prethodno opisanim uslovima.

3.1.4.2. Kultivacija éelija u flasku T 75 cm? za potrebe merenja parametara mitohondrijske
respiracije
U cilju odredivanja parametara mitohondrijske respiracije, ¢elije su uzgajane u flaskovima
T 75 cm?, u koncentraciji od 6x10° ¢elija u 12 ml odgovaraju¢eg medijuma u zavisnosti od potreba
Celijske linije. U logaritamskoj fazi rasta celije u flaskovima su tretirane odredenim
koncentracijama Ciste supstrance L-karnozin kao i razli¢itim koncentracijama karnozina iz

preparata Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin.
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3.1.5. Test odbacivanja boje

Za potrebe odrzavanja celijskih linija, broj éelija i njihova vijabilnost ispitivani su pomodu
testa odbacivanja boje sa 0,4% rastvorom boje tripan plavo (eng. DET - trypan blue Dye Exclusion
Test). Metoda se zasniva na principu da vijabilne éelije imaju intaktnu ¢éelijsku membranu koja
onemogucuje prodor boje u citoplazmu, dok se sa druge strane citoplazma ¢elija narusenog
integriteta celijske membrane i nevijabilnih ¢elija boji plavo (276).

Suspenzija ¢elija zapremine 50 pl razblazena je sa 50 ul rastvora boje 0,4% tripan plavo.
Nakon inkubacije od 2 minuta na sobnoj temperaturi, 20 ul rastvora ¢elija sa bojom aplikovalo se
u hemocitometar (Neubauer-ova komora). Brojanje vijabilnih i nevijabilnih éelija vrSeno je na
invertnom mikroskopu (Leica, DMIL, Germany). Broj vijabilnih ¢elija u 1 ml suspenzije racunat je
prema sledecoj formuli:

N=Nox10%x2

gde je N = ukupan broj Zivih ¢elija u 1 ml suspenzije; No = broj zivih ¢elija izbrojan po
kvadrantu komore hemocitometra; 2 = faktor razblaZzenja; 10* = korekcioni faktor (dubina
komore i zapremina u ml).

Uzorak ¢elija koris¢enih u eksperimentima je bio iz grupe pasaziranih celija Cija je vijabilnost

bila ve¢a od 90%.
3.1.6. Eksperimentalni dizajn istraZivanja

U cilju ispitivanja efekta razli¢itih koncentracija Ciste supstance L-karnozin kao i razli¢itih
koncentracija karnozina iz preparata Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin tretman kontinuiranih

¢elijskih linija je podeljen u 10 grupa:

1. Grupa Kontrola — kontrolna grupa kontinuiranih ¢elija tretiranih PBS-om,
2. Grupa 2 mM L-karnozin — grupa kontinuiranih ¢elija tretiranih ¢istom supstancom L-
karnozina u koncentraciji od 2 mM,

3. Grupa 5 mM L-karnozin - grupa kontinuiranih ¢elija tretiranih ¢istom supstancom L-
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10.

karnozina u koncentraciji od 5 mM,

Grupa 10 mM L-karnozin - grupa kontinuiranih éelija tretiranih ¢istom supstancom L-
karnozina u koncentraciji od 10 mM,

Grupa 2 mM Karnozin EXTRA® - grupa kontinuiranih éelija tretiranih preparatom
Karnozin EXTRA® u koncentraciji ekvivalentnoj 2 mM koncentraciji &iste supstance L-
karnozina iz kapsule,

Grupa 5 mM Karnozin EXTRA® - grupa kontinuiranih celija tretiranih preparatom
Karnozin EXTRA® u koncentraciji ekvivalentnoj 5 mM koncentraciji &iste supstance L-
karnozina iz kapsule,

Grupa 10 mM Karnozin EXTRA® - grupa kontinuiranih éelija tretiranih preparatom
Karnozin EXTRA® u koncentraciji ekvivalentnoj 10 mM koncentraciji &iste supstance L-
karnozina iz kapsule,

Grupa 2 mM Now’ L-karnozin - grupa kontinuiranih ¢elija tretiranih 2 mM L-karnozinom
iz preparata Now" L-karnozin,

Grupa 5 mM Now’ L-karnozin - grupa kontinuiranih éelija tretiranih 5 mM L-karnozinom
iz preparata Now" L-karnozin,

Grupa 10 mM Now® L-karnozin - grupa kontinuiranih ¢elija tretiranih 10 mM L-

karnozinom iz preparata Now® L-karnozin.
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Tretiranje ploca sa 24 bunarica finalnih zapremina 550 pl, plo¢a sa 6 bunarica finalnih

zapremina 2 mliflaskova T 75 cm? finalnih zapremina 12,120 ml vr§eno je prema $emi prikazanoj

u Tabeli 3.1.6.

Tabela 3.1.6. Finalne koncentracije Ciste sipstance L-karnozin, karnozina iz preparata Karnozin

EXTRA" i Now® L- karnozin u hranljivoj podlozi za rast kultura éelija

Koncentracije

2mM

5mM

10 mM

3.2. Metode

3.2.1. Odredivanje morfoloskih karakteristika ispitivanih ¢elijskih linija

Posude

Ploca sa 24
bunariéa
Ploca sa 6 bunariéa
Flask T 75 cm?

Ploc¢a sa 24
bunarica
Ploca sa 6 bunariéa
Flask T 75 cm?

Ploc¢a sa 24
bunarica
Ploca sa 6 bunariéa
Flask T 75 cm?

L-karnozin i Now"® L- karnozin
(mg)
0,25

0,91
5,48
0,62

2,25
13,71
1,24

4,51
27,42

Karnozin EXTRA®
(ul)
2,99

10,87
65,8
7,47

27,16
164,5

14,93

54,4
329

3.2.1.1. Ispitivanje morfoloskih karakteristika celija bojenih hematoksilinom i eozinom (H&E

bojenje)

U cilju ispitivanja morfoloskih karakteristika celijskih linija uklju¢enih u ogled, ¢elije su

tripsinizirane i zasejavane u ploce sa 24 bunari¢a (5x10*¢elija/bunariéu) koja su sadrZala sterilna
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pokrovna stakla za rast éelija. Zasejane celije su inkubirane na 37 °C tokom 24 h perioda kako bi
se dostigla pokrivenost pokrovnih stakala od 60-80% kada je vrSen tretman razlicitim preparatima
karnozina u razli¢itim koncentracijama kao Sto je navedeno ranije. Nakon 24 h inkubacije tako
tretiranih celija pristupalo se standardnom H&E bojenju. Zalepljene ¢elije na pokrovnim staklima
su ispirane PBS-om, a zatim fiksirane sa 4% paraformaldehidom tokom 20 minuta. Posle fiksacije
Celije su ispirane ponovo PBS-om i potom inkubirane u hematoksilinu tokom 7 minuta. Po isteku
perioda bojenja hematoksilinom vrSeno je ispiranje ¢elija mlakom ¢esmenskom vodom, a zatim
je sledilo bojenje eozinom. Nakon toga ¢elije su ispirane viSe puta prvo 96% alkoholom a onda i
100% alkoholom. Lepljenje tako obojenih éelija na predmetna stakla vrSeno je pomocu DPX.
Mikrofotografije ¢elija nakon H&E bojenja uslikane su kamerom Leica MC 190 postavljenom na
svetlosni mikroskop Leica DMLB 100T, pri uveli¢anju 400x. Morfoloske karakteristike i promene

su analizirane na najmanje 1000 celija za svaku eksperimentalnu grupu.

3.2.1.2. Ispitivanje morfoloskih karakteristika nativnih Celija

Ispitivane Celijske linije su zasejavane u ploce sa 24 bunari¢a (5x10%¢elija/bunariéu) i
inkubirane na 37 °C tokom 24 h. Nakon tretmana nativne cCelije u kulturi su uslikane kamerom
Leica MC 190 postavljenom na invertni mikroskop (Leica DMIL, Germany) sa faznim kontrastom
pri uveli¢anju 200x. MorfoloSka svojstva celija su analizirana na najmanje 1000 celija u svim

grupama.
3.2.2. Test vijabiliteta ispitivanih celijskih linija nakon tretmana

U cilju ispitivanja uticaja Ciste supstance, L-karnozina kao i preparata Karnozin EXTRA® i
Now" L-karnozin na vijabilitet, éelije su zasejavane pri gustini od 10x10* ¢elija po bunari¢u u ploge
sa 96 bunari¢a. Nakon adheriranja celija za podlogu preko noci tretirane su razlicitim
koncentracijama karnozina (2, 5i 10 mM) i inkubirane u trajanju od 24 h. Kontrolu su Cinile ¢elije
inkubirane samo sa PBS-om. Efekat ispitivanih preparata na proliferaciju celija odreden je
primenom MTT testa sa izvesnim modifikacijama (277). MTT test se bazira na redukciji

tetrazolijumske soli (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijum bromid) koja je Zute boje,
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do kristala formazana (ljubi¢aste boje) nerastvorljivih u vodi. Navedeni proces se deSava u
metabolicki aktivnim ¢elijama. Nakon sprovedenog tretmana, sav medijum je aspiriran
automatskom pipetom i celije su isprane rastvorom PBS-a. U svaki bunari¢ je dodat MTT rastvor
(0,5 mg/ml) i ploce su inkubirane na 37 °C tokom 3 h. Potom je u cilju rastvaranja formazan
kristala u sve bunari¢e dodata kiselina-izopropanol i temeljno pomesana, jer se upravo koli¢ina
rastvorenog formazana smatra direktno proporcionalna broju vijabilnih odnosno metabolicki
aktivnih celija. Spektrofotometrijsko merenje redukcije MTT-a, odnosno intenziteta ljubicaste
boje, vrseno je na talasnoj duZini od 540/690 nm na ¢itacu Multiscan MCC340, Labsystems.
Rezultati su predstavljeni kao stepen proliferacije odnosno procenat zZivih celija koje su tretirane
u odnosu na kontrolne (netretirane) éelije, Ciji je vijabilitet arbitrarno postavljen na 100%. Pri

izmerenim vrednosti vijabiliteta 290% sprovedeni tretman éelija se smatrao netoksicnim (278).

Dva nezavisna eksperimenta su izvedena u kvadriplikatu za svaki ispitivani preparat.

3.2.3. Ispitivanje migratorne sposobnosti kontinuiranih tumorskih celijskih linija nakon

tretmana - in vitro ,,scratch"esej

Eksponencijalno rastuée celije humanog adenokarcinoma dojke (MCF-7) i humanog
glioblastoma (U87) zasejavane su u ploce sa 6 bunari¢a u koncentraciji od 2x10° ¢elija/bunaric¢u
sa odgovaraju¢im medijumom za rast. Tokom naredna 24 h celije su formirale konfluentni
monosloj. Zatim je izvrSen tretman eksperimetalnih grupa i ¢elije su inkubirane u vremenskom
periodu od 24 h. Ispitivanje sposobnosti ¢elija da migriraju vrSeno je pomocu ,scratch” eseja
(279). Nakon uklanjanja hranljivog medijuma sterilnim, Zutim nastavkom za automatsku pipetu
od 200 ul, formirana je linija u centralnom delu monosloja u svakom bunariéu, jednake Sirine
celom duZinom. Celije su zatim blago isprane PBS-om, ¢ime su uklonjene odlepljene plutajuce
celije. Potom je u bunari¢ aplikovan odgovarajuéi hranljivi medijum bez FBS-a.

Pomocu kamere, marke Leica MC 190 HD (Germany) nativne celije u kulturi su slikane
neposredno nakon formiranja centralne linije (praznog prostora) i nakon 24 h. Fotografisane su

reprezentativne tacke u gornjem, srednjem i donjem delu praznog prostora. U programu Image)
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vrSena je analiza fotografija koriséenjem dodatka MRI Wound Healing Tool pomoéu kog se
raCunala povrsina postojeéeg praznog prostora izmedu déelija. Srednja vrednost rastojanja
neposredno po formiranju centrane linije (0 h) smatrana je kontrolnom (100%), a srednje
vrednosti rastojanja nakon 24 h inkubacije tretiranih éelija preracunata su kao % vrednost u

odnosu na kontrolno rastojanje. Sva eksperimentalna merenja ponavljana su u triplikatu.
3.2.4. Imunofluorescentno bojenje kontinuiranih ¢€elijskih linija

Nakon isteka perioda inkubacije od 24 h, kontrolnih i tretiranih eksperimentalnih grupa,
pristupalo se bojenju zalepnjenih celija na pokrovnicama iz plo¢a sa 24 bunari¢a. Pomocu
automatske pipete od 1000 pl, aspiriran je sav medijum za rast celija. U slede¢em koraku
zalepljene Celije za pokrovnice ispirane su tri puta PBS-om. Potom je u trajanju od 10 minuta
vrSeno fiksiranje zalepljenih ¢elija pomocéu 4% parafolaldehida (rastvoreng u PBS-u). Nakon
fiksiranja vrSeno je ponovno ispiranje ¢elija PBS-om. Primenom 0,3% Triton X-100 u trajanju od
5 minuta vrSena je permeabilizacija ¢elijskih membrana. Dalji postupak pripreme éelija za bojenje
izvodio se u vlaznoj komori. Pokrovnice prebacene u vlaznu komoru tretirane su 10% normalnim
kozjim serumom radi blokiranja nespecificnog bojenja, u trajanju od 30 minuta na 25 °C.

Imunofluorescentno bojenje odvijalo se prema slede¢em protokolu:

Na staklene pokrovnice sa predhodno fiksiranim ¢elijama aplikovala su se primarna
antitela:

1. Vimentin u razblaZenju 1:500 i

2.5S0D2 u razblaZzenju 1:50.

Primarna antitela su zatim inkubirana na temperaturi od 25 °C u periodu od 60 minuta.
Sekundarna antitela Alexa Fluor® 555 i Alexa Fluor® 488, aplikovana su na staklene pokrovnice sa
fiksiranim éelijama, u vlaznoj i mracnoj komori, u vremenskom periodu od 30 minuta, pri
temperaturi od 25 °C. Pokrovnice sa éelijama su potom montirane na predmetno staklo pomoéu

DAPI medijuma u mracnoj prostoriji.
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Obojene celije analizirane su na mikroskopu marke Leica DMLB 1007, Germany i
fotografisane kamerom marke Leica MC 190 HD, Germany pri uvelicanju od 400x. Merenje
intenziteta imunofluorescencije vrseno je na deset nasumicnih vidnih polja pri uveli¢anju od 400x
pomodéu Imagel 1.45 softvera (SAD). Oko svih éelija vizualizovanih na staklenim pokrovnicama
nacrtan je obris. Izmerena je ukupna povrsina obojenih éelija i srednja vrednost intenziteta
fluorescencije (integrisana gustina) zajedno sa nekoliko merenja intenziteta pozadine oko samih
¢elija. Ukupan intenzitet celijske fluorescencije (total corrected cellular fluorescence - TCCF)
izracunat je prema formuli:

TCCF = integrisana gustina - (oblast izabranih ¢elija x intenzitet pozadine) (280).
3.2.5. Ispitivanje parametara mitohondrijske respiracije kontinuiranih celijskih linija

3.2.5.1. Odredivanje parametara mitohondrijske respiracije “intaktnih celija”

Kalibracija aparata Oxygraph plus (Hancatach Instruments, England) vreSena je pre
svakog eksperimenta prema uputstvima proizvodaca. Pomoc¢u automatske pipete od 1000 pl u
komoru reakcionog suda aplikovao se volumen od 2 ml MiRO5 rastvora (110 mM sukroza, 60 mM
K-laktobionat, 0,5 mM EGTA, 3 mM MgCl;, 20 mM Taurin, 10 mM KH,PQO4, 20 mM HEPES i 0,1%
BSA, pH 7,1 na 37 °C). U cilju postizanja ekvilibracije temperature od 37 °C MiR05 rastvora, u
komori reakcionog suda, isti je meSan malim magnetom u vremenskom periodu od 10 minuta.

Nakon izvr$ene tripsinizacije éelija i po uzimanju odredenog volumena medijuma sa 2x10°
vijabilnih celija vrSeno je centrifugiranje tokom 5 minuta na 300 g. Potom su celije bile
resuspendovane u PBS-u i izvrSeno je ponovno centrifugiranje, u vremenskom periodu od 5
minuta na 300 g, u cilju ispiranja éelija od hranljivog medijuma u kom su kultivisane. Zatim je tako
dobijen pelet ¢éelija resuspendovan u tubici sa 0,5 ml MiRO5 rastvora, predhodno temperiranog
u komori reakcionog suda aparata Oxygraph plus, i potom dodate u komoru istog. Ovim
postupkom celije su pripremljene za merenje mitohondrijske respiracije.

Koncentracija kiseonika u komori reakcionog suda merena je pomoéu Klarkove elektrode

(Hancatach Instruments, England), prema uputstvima proizvodaca. Sam aparat povezan je sa
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kompijuterskim programom O, view pomocéu kog je vrSeno tumacenje rezultata. Stepen

potro3nje kiseonika izraZen je u nmol 0/min/2x10° éelija.

3.2.5.2. Odredivanje koncentracije digitonina potrebne za permeabilizaciju celiiske membrane

ispitivanih kontinuiranih Celijskih linija

Koncentraciju digitonina koja je potrebna za permeabilizaciju ¢elijske membrane, a da se
tom prilikom ne narusi integritet membrane mitohondrija, bilo je potrebno optimizovati za svaku
ispitivanu éelijsku liniju.

Priprema éelija za odredivanje koncentracije digitonina vrsila se prema protokolu za
odredivanje parametara mitohondrijske respiracije intaktnih ¢elija. Nakon dodavanja 0,5 ml
MiRO5 rastvora sa 2x10° vijabilnih ¢éelija merena je vrednost parametara mitohondrijske
respiracije intaktnih ¢elija. Zatim su u komoru reakcionog suda, pomocu preciznih Hamilton
staklenih Spriceva (Sjedinjene Americke Drzave), bili aplikovani supstrati prema sledeéem

protokolu:

1. sukcinat (10 mM),
2. ADP (5 mM),
3. rotenon - inhibitor kompleksa | respiratornog lanca mitohondrija (0,1 uM).

Vremenski period u toku kog su pradeni parametri mitohondrijske respiracije, nakon
dodavanja svakog pojedinacnog supstrata, kretao se u intervalu od 5 do 10 minuta u zavisnosti
od postizanja stabilnog signala.

Nakon dodavanja rotenona vrSena je titracija digitoninom. Pocetna koncentracija
digitonina koja je dodata u komoru reakcionog suda iznosila je 5 pg/ml i postepeno je
naknadnom titracijom povecavana do vrednosti od 50 pg/ml. Citohrom c (10 uM) koriscen je
kako bi se kontrolisao stepen oCuvanosti integriteta spoljasnje membrane mitohondrija. Naime,
ukoliko je narusen integritet spoljaSnje membrane na snimku se mogao uociti porast
parametara mitohondrijske respiracije nakon dodavanja citohroma ¢ u komoru rekacionog

suda.
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3.2.5.3. Odredivanje parametara mitohondrijske respiracije celija nakon permeabilizacije ¢elijske

membrane

Nakon permeabilizacije celijske membrane, pomoéu odgovaraju¢e koncentracije
digitonina, pristupalo se merenju parametara mitohondrijske respiracije. Koriste¢i Hamilton
staklene Spriceve, u komoru reakcionog suda aplikovana je odgovarajuca koncentracija supstrata
kao i inhibitora odredenih kompleksa. Aktivnost kompleksa respiratornog lanca mitohondrija

merena je prema sledeéem protokolu:

1. piruvat (10 mM),

2. malat (2 mM),

3. ADP (2,5 mM),

4. glutamat (10 mM),

5. rotenon (0,5 uM),

6. sukcinat (15 mM),

7. antimicin A (2,5 uM) i

8. TMPD + askorbat (0,5 mM + 2 mM) (281).

3.2.6. Statisticka obrada i analiza dobijenih rezultata

Analizirani rezulti su predstavljeni na mikrofotografijama i graficki. U sklopu deskriptivne
statistike numericke varijable su izrazene koristeci srednju vrednosttstandardna devijacija (SD).
Testiranje razlika izmedu nezavisnih varijabli vrSeno je parametarskom statistickom analizom
varijanse — ANOVA pri ¢emu je koris¢en Games Howell post hoc test za nejednake varijanse. Sve
analize su izvedene upotrebom softwera IBM SPSS Statistics 23 (SPSS Inc, Chicago, lllinois, USA).
Na nivou statisticke znacajnosti (p<0,05, odnosno p< 0,0001) hipoteze su bile testirane. Za graficki
prikaz rezultata koris¢en je softverski paket Graphpad Prism software (version 7.05, San Diego,

CA, USA).
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4. REZULTATI

4.1. Analiza morfoloskih karakteristika celijskih linija nakon tretmana

U cilju analize efekata Ciste supstance L-karnozina, i preparata Karnozin EXTRA® i Now® L-
karnozin na Celijsku morfologiju BHK-21/C-13, MRC-5, MCF-7 i U87 Cceijskih linija, ¢elije su
tretirane razli¢itim koncentracijama karnozina (2, 5 i 10 mM) tokom 24 h. Nakon izvrSenog
tretmana prisustvo morfoloskih promena je ispitivano na mikrofotografijama ¢elija obojenih
standardnim H&E bojenjem kao i vizuelnom opservacijom nativnih éelija pomocu invertnog

mikroskopa sa faznim kontrastom.
4.1.1. Celije bubrega hréka (BHK-21/C-13)

BHK-21/C-13 ¢elije poseduju karakteristike fibroblasta. Celije kontrolne grupe su prili¢no
krupne i vretenastog oblika. Veliko euhromati¢no jedro ispunjava gotovo Citavu éeliju, a uo¢eno
je i prisustvo velikog broja jedaraca. Specifican rast u mono-sloju u vidu grupacija ¢elija sa
paralelnom orjentacijom odlika su ove celijske linije. Morfoloske karakteristike BHK-21/C-13
¢elija, nakon tretmana razli¢itim preparatima karnozina predstavljene su na Slikama 4.1.1, 4.1.2

i4.1.3.
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4.1.1.1. Uticaj ¢iste supstance L-karnozina na morfologiju BHK-21/C-13 ¢elija

Analizom morfoloskih karakteristika BHK-21/C-13 celija nakon tretmana razli¢itim
koncentracijama L-karnozina zapazeno je da se éelije eksperimentalnih grupa odlikuju istim

morfoloskim svojstvima koje poseduju celije kontrolne grupe (Slika 4.1.1).
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Slika 4.1.1. Morfoloske karakteristike BHK-21/C-13 ¢Celija nakon 24 h tretmana L-karnozinom.
Preparati ¢elija obojenih standardnim H&E bojenjem su fotografisani na svetlosnom mikroskopu
(400x uvelic¢anje, skala 50 um), dok su mikrofotografije Zivih nativnih éelija u kulturi fotografisane
na invertnom mikroskopu sa faznim kontrastom (200x uveli¢anje, skala 100 um). A) i B) kontrolna
grupa, C) i D) 2 mM L-karnozin, E) i F) 5 mM L-karnozin, G) i H) 10 mM L-karnozin.
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4.1.1.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na morfologiju BHK-21/C-13 Celija

Na Slici 4.1.2 predstavljene su kontrolna i eksperimentalne grupe celija BHK-21/C-13
tretirane razli¢itim koncentracijama ispitivanog preparata. BHK-21/C-13 ¢elije u grupama 2 i 5
mM Karnozin EXTRA® zadrzale su karakteristicna morfoloska svojstva koja poseduju netretirane
Celije. Sa druge strane, primena preparata Karnozin EXTRA® u grupi 10 mM uslovila je nastanak
znacajnih varijacija u ¢éelijskoj morfologiji. Celije su vizuelno manjih dimenzija i izmenjenog oblika
koji viSe nije vretenast vec poligonalni, a vidljive su i promene u gradi jedra sa prisutnim znacima
fragmentacije i degradacije istog. Takode, uocava se i porast broja okruglih ¢elija koje gube svoja

adheziona svojstva.

H&E

Fazni kontrast

Slika 4.1.2. Morfoloske karakteristike BHK-21/C-13 celija nakon 24 h tretmana Karnozinom
EXTRA®. Preparati ¢elija obojenih standardnim H&E bojenjem su fotografisani na svetlosnom
mikroskopu (400x uveli¢anje, skala 50 um), dok su mikrofotografije Zivih nativnih ¢elija u kulturi
fotografisane na invertnom mikroskopu sa faznim kontrastom (200x uveli¢anje, skala 100 um).
A) i B) kontrolna grupa, C) i D) 2 mM Karnozin EXTRA®, E) i F) 5 mM Karnozin EXTRA®, G) i H) 10
mM Karnozin EXTRA”.
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4.1.1.3. Uticaj preparata Now® L-karnozin na morfologiju BHK-21/C-13 Celija

Morfoloske karakteristike BHK-21/C-13 C(elija nakon 24 h tretmana razlicitim
koncentracijama ispitivanog preparata predstavljene su na Slici 4.1.3. Vretenast oblik éelija i

prisustvo krupnog euhromati¢nog jedra odlika su éelija kontrolne ali i eksperimentalnih grupa.
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Slika 4.1.3. Morfoloske karakteristike BHK-21/C-13 ¢elija nakon 24 h tretmana Now’ L-
karnozinom. Preparati éelija obojenih standardnim H&E bojenjem su fotografisani na svetlosnom
mikroskopu (400x uveli¢anje, skala 50 um), dok su mikrofotografije Zivih nativnih ¢elija u kulturi
fotografisane na invertnom mikroskopu sa faznim kontrastom (200x uveli¢anje, skala 100 um).
A) i B) kontrolna grupa, C) i D) 2 mM Now"® L-karnozin, E) i F) 5 mM Now® L-karnozin, G) i H) 10
mM Now® L-karnozin.

4.1.2. Humani fetalni fibroblasti plu¢a (MRC-5)

MRC-5 éelijska linija humanih fetalnih fibroblasta pluéa se odlikuje rastom u monosloju uz
izrazenu kontaktnu inhibiciju. Celije kontrolne grupe poseduju morfoloske karakteristike samih
fibroblasta. Imaju vretenasto-poligonalan oblik, a unutar centralnog dela celije nalazi se
heterohromati¢no jedro. Celije medusobno komuniciraju pomo¢u mnogobrojnih citoplazmatskih
produZetaka koji se prizaju sa tela samih ¢elija. U sprovedenoj studiji analizirali smo efekte
razli¢itih preparata karnozina na morfologiju ne-tumorskih ¢elija, MRC-5 éelijske linije, Sto je i

predstavljeno na Slikama 4.1.4,4.1.5i 4.1.6.
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4.1.2.1. Uticaj Ciste supstance L-karnozina na morfologiju MRC-5 éelija

Aplikacija razlic¢itih koncentracija Ciste supstance, L-karnozina, nije uslovila nastanak
promena morfoloskih svojstava MRC-5 celija (Slika 4.1.4). U sve tri eksperimentalne grupe
uocava se prisustvo celija u fazi deobe. Celije su vretenasto-poligonalnog oblika sa centralno
postavljenim heterohromatskim jedrom. Takode, prisustvo mnogobrojnih citoplazmatskih

produzetaka ukazuje na to da su éelije eksperimentalnih grupa zadrzale morfoloske karakteristike

netretiranih éelija.

H&E

Fazni kontrast

Slika 4.1.4. MorfoloSke karakteristike MRC-5 ¢€elija nakon 24 h tretmana L-karnozinom. Preparati
c¢elija obojenih standardnim H&E bojenjem su fotografisani na svetlosnom mikroskopu (400x
uvelicanje, skala 50 um), dok su mikrofotografije Zivih nativnih celija u kulturi fotografisane na
invertnom mikroskopu sa faznim kontrastom (200x uveli¢anje, skala 100 um). A) i B) kontrolna
grupa, C) i D) 2 mM L-karnozin, E) i F) 5 mM L-karnozin, G) i H) 10 mM L-karnozin.

66



Doktorska disertacija Aleksandra Popovic

4.1.2.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na morfologiju MRC-5 éelija

Tretman preparatom Karnozin EXTRA® uzrokovao je nastanak znaajnih varijacija u
morfoloskim karakteristikama celija sve tri eksperimentalne grupe u poredenju sa kontrolnom
(Slika 4.1.5). Pocetak promene morfoloskih svojstava evidentiran je ve¢ u grupi 2 mM Karnozin
EXTRA®. Uolava se prisustvo ¢elija manjih dimenzija sa dugim i istanjenim citoplazmatskim
produzetcima i velikim krupnim jedrom koje potiskuje citoplazmu ka periferiji. Medutim,
najizrazeniji efekat preparata na promenu morfoloskih svojstava MRC-5 celija evidentiran je u
grupama 5 i 10 mM Karnozin EXTRA®. Celije su izduZene, istanjene i imaju vretenast izgled.
Morfoloskiizgled ¢elija ovih eksperimentalnih grupa karakterise se i drasti¢énim smanjenjem broja
citoplazmatskih produZetaka koji polaze sa tela samih ¢elija. Oko vijabilnih celija zalepljenih za

podlogu uocava se Celijski debris.

H&E

Fazni kontrast

Slika 4.1.5. Morfoloske karakteristike MRC-5 Celija nakon 24 h tretmana Karnozinom EXTRA®.
Preparati ¢elija obojenih standardnim H&E bojenjem su fotografisani na svetlosnom mikroskopu
(400x uvelic¢anje, skala 50 um), dok su mikrofotografije Zivih nativnih éelija u kulturi fotografisane
na invertnom mikroskopu sa faznim kontrastom (200x uveli¢anje, skala 100 um). A) i B) kontrolna

grupa, C) i D) 2 mM Karnozin EXTRA®, E) i F) 5 mM Karnozin EXTRA®, G) i H) 10 mM Karnozin
EXTRA”.
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4.1.2.3. Uticaj preparata Now® L-karnozin na morfologiju MRC-5 éelija

Analizirajuéi efekte preparata Now” L-karnozin na morfologka svojstva humanih fetalnih
fibroblasta plu¢a nisu uocena znatnija odstupanja istih u poredenju sa izgledom éelija kontrone
grupe (Slika 4.1.6). Celije su poligonalnog oblika sa mnogobrojnim citoplazmatskim
produzetcima. Heterohromati¢no jedro zauzima centralni deo celije. U sve tri eksperimentalne

grupe evidentira se prisustvo ¢éelija u razli¢itim fazama deobe.

H&E

Fazni kontrast

Slika 4.1.6. Morfoloske karakteristike MRC-5 Celija nakon 24 h tretmana preparatom Now"® L-
karnozin. Preparati ¢elija obojenih standardnim H&E bojenjem su fotografisani na svetlosnom
mikroskopu (400x uveli¢anje, skala 50 um), dok su mikrofotografije Zivih nativnih ¢elija u kulturi
fotografisane na invertnom mikroskopu sa faznim kontrastom (200x uveli¢anje, skala 100 um).
A) i B) kontrolna grupa, C) i D) 2 mM Now"® L-karnozin, E) i F) 5 Now® L-karnozin, G) i H) 10 mM
Now® L-karnozin.

4.1.3. Celije adenokarcinoma dojke (MCF-7)

Promene morfoloskih karakteristika MCF-7 ¢elijske linije nakon tretmana razlicitim
preparatima karnozina predstavljene su na Slikama 4.1.7, 4.1.8 i 4.1.9. Na standardnom H&E
bojenju i faznom kontrastu MCF-7 ¢elije kontrolne grupe odlikuju se tipi¢nim karakteristikama
epitelijalne prirode kao i rastom ¢elija u monosloju. Celije su poligonalnog oblika sa velikim

centralno postavljenim euhromati¢nim jedrom unutar kog se vizualizuje jedno do dva jedarca.
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4.1.3.1. Uticaj ¢iste supstance L-karnozina na morfologiju MCF-7 Celija

Nakon 24 h tretmana MCF-7 (elijske linije cistom supstancom, L-karnozinom,
identifikovana je serija promena morfoloskih svojstava u poredenju sa kontrolnom grupom (Slika
4.1.7). Naime, u sve tri eksperimentalne grupe zapaza se prisustvo pojedinacnih dzinovskih éelija
sa povecéanjem broja istih usled porasta koncentracije ispitivane supstance. Karakteristi¢na
svojsta tretiranih celija se pripisuju apoptozi i predstavljena su u vidu vakuolizacije citoplazme
kao i narusavanja integriteta celijske membrane, a prisutna je i posledi¢na dezintegracija samih
¢elija. Najizrazeniji efekti L-karnozina na promenu morfoloskih osobina MCF7 éelija uocavaju se

u grupi 10 mM L-karnozin.

H&E

Fazni kontrast

Slika 4.1.7. Morfoloske karakteristike MCF-7 éelija nakon 24 h tretmana L-karnozinom. Preparati
c¢elija obojenih standardnim H&E bojenjem su fotografisani na svetlosnom mikroskopu (400x
uvelicanje, skala 50 um), dok su mikrofotografije Zivih nativnih celija u kulturi fotografisane na
invertnom mikroskopu sa faznim kontrastom (200x uveli¢anje, skala 100 um). A) i B) kontrolna
grupa, C) i D) 2 mM L-karnozin, E) i F) 5 mM L-karnozin, G) i H) 10 mM L-karnozin.
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4.1.3.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na morfologiju MCF-7 éelija

Kao $to je predstvaljeno na Slici 4.1.8, Karnozin EXTRA® dovodi do drasti¢nih promena
morfolodkih karakteristika koje su dozno zavisne. U grupi 2 mM Karnozin EXTRA® beleZi se
prisustvo pojedinacnih okruglih éelija, manjih dimenzija od netretiranih ¢elija. Kondenzacija
citoplazme, narusen integritet ¢elijske membrane, smanjena celijska adhezivnost za zidove flaska
kao i porast broja plutajucih éelija u medijumu uo&avaju se u grupama 5 i 10 mM Karnozin EXTRA®.
U grupi 10 mM Karnozin EXTRA® dominira i prisustvo okuglih ¢elija znatno manjih dimenzija sa

vidljivom kondenzacijom i fragmentacijom nukleusa.

Fazni kontrast

Slika 4.1.8. Morfoloske karakteristike MCF-7 éelija nakon 24 h tretmana Karnozinom EXTRA®.
Preparati ¢elija obojenih standardnim H&E bojenjem su fotografisani na svetlosnom mikroskopu
(400x uvelic¢anje, skala 50 um), dok su mikrofotografije Zivih nativnih éelija u kulturi fotografisane
na invertnom mikroskopu sa faznim kontrastom (200x uveli¢anje, skala 100 um). A) i B) kontrolna
grupa, C) i D) 2 mM Karnozin EXTRA®, E) i F) 5 mM Karnozin EXTRA®, G) i H) 10 mM Karnozin
EXTRA”.
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4.1.3.3. Uticaj preparata Now" L-karnozin na morfologiju MCF-7 éelija

MCF-7 éelije tretirane preparatom Now® L-karnozin su morfoloski izmenjene u poredenju
sa kontrolnom grupom (Slika 4.1.9). Grupisane okrugle celije manjih dimenzija sa velikim
okruglim jedrom uocavaju se u svim eksperimentalnim grupama. Medutim, u grupama 5i 10 mM
Now’ L-karnozin zapaZaju se i pojedinaéne dZinovske éelije nepravilnog ili poligonalnog oblika sa
centralno postavljenim jedrom. Prisustvo Ccelijskog debrisa (,Celijske prasine”) u

eksperimentalnim grupama se intenzivira sa porastom koncentracije ispitivanog preparata.

H&E

Fazni kontrast

Slika 4.1.9. Morfoloske karakteristike MCF-7 ¢elija nakon 24 h tretmana preparatom Now"® L-
karnozin. Preparati ¢elija obojenih standardnim H&E bojenjem su fotografisani na svetlosnom
mikroskopu (400x uveli¢anje, skala 50 um), dok su mikrofotografije Zivih nativnih ¢elija u kulturi
fotografisane na invertnom mikroskopu sa faznim kontrastom (200x uveli¢anje, skala 100 um).
A) i B) kontrolna grupa, C) i D) 2 mM Now"® L-karnozin, E) i F) 5 mM Now® L-karnozin, G) i H) 10
mM Now® L-karnozin.
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4.1.4. Celije humanog glioblastoma (U87)

Kao Sto je predstvaljeno na Slikama 4.1.10, 4.1.11 i 4.1.12, tretman celija humanog
gliobastoma razlicitim supstancama karnozina uzrokovao je drasticne morfoloske promene koje
su dozno-zavisne. Netretirane celije pokazuju karakteristicna morfoloSka svojstva ove celijske
linije. Naime U87 celije humanog glioblastoma karakterisu se epitelijalnom morfologijom. Rast u
monosloju, prisutvo krupnih heterohromatskih jedara sa 2 do 5 centralno postavljenih jedaraca

kao i bocni razgranati produzetci odlike su ove celijske linije.
4.1.4.1. Uticaj ciste supstance L-karnozina na morfologiju U87 celija

Primena Ciste supstance karnozina, L-karnozin, uslovila je zna¢ajne promene morfoloskih
svojstava celija humanog glioblastoma koje su dozno-zavisne (Slika 4.1.10). Vece dimenzije,
nepravilan oblik kao i prisutvo duguh produZetaka odlika su ¢elija grupe 2 mM L-karnozin. U
grupama 5 mM i 10 mM L-karnozin celije se karakteriSu prisustvom mnogobrojnih prozirnih
vakuola u citoplazmi koje uzrokuju deformaciju éelijske membrane. Pojava ¢elija sfernog oblika

sa tamnije obojenim piknoti¢nim jedrom prisutna je u grupi 10 mM L-karnozin.

Fazni kontrast

Slika 4.1.10. Morfoloske karakteristike U87 celija nakon 24 h tretmana L-karnozinom. Preparati
c¢elija obojenih standardnim H&E bojenjem su fotografisani na svetlosnom mikroskopu (400x
uveli¢anje, skala 50 um), dok su mikrofotografije Zivih nativnih ¢elija u kulturi fotografisane na
invertnom mikroskopu sa faznim kontrastom (200x uveli¢anje, skala 100 um). A) i B) kontrolna
grupa, C) i D) 2 mM L-karnozin, E) i F) 5 mM L-karnozin, G) i H) 10 mM L-karnozin.
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4.1.4.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na morfologiju U87 éelija

Tretman preparatom Karnozin EXTRA® doveo je do razli¢itosti u éelijskoj morfologiji U87
celija u sve tri eksperimentalne grupe u poredenju sa kontrolnom (Slika 4.1.11). Naime, u grupi
2 mM Karnozin EXTRA® prisutna je izraZena promena u obliku éelija. Celije su izduZene i istanjene,
a evidentno je i odustvo bocnih produzetaka. Deformacija ¢elijske membrane je izrazena usled
prisustva mnogobrojnih vakuola u samoj citoplazmi. Celije u grupi 5 mM Karnozin EXTRA®
karteridu se izraenom promenom oblika ali i veli¢ine u poredenju sa kontrolnom. Celije su
znatno manjih dimenzija, vise nisu toliko izduZene kao u grupi 2 mM Karnozin EXTRA®, a uolava
se i prisustvo cCelija sfernog oblika. Porast broja plutajucih éelija u medijumu za rast ukazuje na
gubitak adherentne moéi éelija. Morfologke promene U87 éelija u grupi 10 mM Karnozin EXTRA®
ukazuju na znake celijske smrti, uljkucujuéi zaokruZivanje celija, formiranje apoptotskih telasaca
sa kondenzovanim hromatinom kao i gubitak adherentne moci ¢elija za zidove flaska. Evidento je
da porast koncentracije karnozina dovodi do smanjenja vitalnosti celija i povecanja broja

plutajuéih U87 ¢elija u medijumu sa najizraZenijim efektom u grupi 10 mM Karnozin EXTRA®.

Fazni kontrast

Slika 4.1.11. Morfoloske karakteristike U87 éelija nakon 24 h tretmana Karnozinom EXTRA®.
Preparati ¢elija obojenih standardnim H&E bojenjem su fotografisani na svetlosnom mikroskopu
(400x uvelic¢anje, skala 50 um), dok su mikrofotografije Zivih nativnih éelija u kulturi fotografisane
na invertnom mikroskopu sa faznim kontrastom (200x uveli¢anje, skala 100 um). A) i B) kontrolna
grupa, C) i D) 2 mM Karnozin EXTRA®, E) i F) 5 mM Karnozin EXTRA®, G) i H) 10 mM Karnozin
EXTRA”.
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4.1.4.3. Uticaj preparata Now® L-karnozin na morfologiju U87 éelija

Nakon sprovedenog tretmana preparatom Now® L-karnozin na ¢elijskoj liniji humanog
gliobastoma doslo je do gubitka tipi¢ne celijske morfologije eksperimentalnih grupa u poredenju
sa kontrolnom (Slika 4.1.12). U sve tri eksperimentalne grupe belezi se prisutvo mnogobrojnih
vakula u citoplazmi. Naime u poredenju sa kontrolnom grupom, ¢elije tretirane preparatom Now*
L-karnozin su izgubile tipi¢an oblik. Manji i kraéi bo¢ni produzetci kao i gubitak vretenastog oblika
uocava se u grupama 2 i 5 mM Now”® L-karnozin. Karakteristika ¢elija humanog gliobastoma u
grupi 10 mM Now"® L-karnozin jeste gotovo potpuno odustvo produZetaka, takode stice se i utisak

voluminoznosti samih celija a uoc¢ava se i deformacija ¢elijske membrane.
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Slika 4.1.12. Morfoloske karakteristike U87 ¢elija nakon 24 h tretmana preparatom Now® L-
karnozin. Preparati ¢elija obojenih standardnim H&E bojenjem su fotografisani na svetlosnom
mikroskopu (400x uveli¢anje, skala 50 um), dok su mikrofotografije Zivih nativnih ¢elija u kulturi
fotografisane na invertnom mikroskopu sa faznim kontrastom (200x uveli¢anje, skala 100 um).
A) i B) kontrolna grupa, C) i D) 2 mM Now"® L-karnozin, E) i F) 5 Now® L-karnozin, G) i H) 10 mM
Now® L-karnozin.
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4.2. Antiproliferativna aktivnost razliCitih preparata karnozina na ispitivanim

celijskim linijama

Rezultati MTT testa nakon 24 h tretmana BHK-21/C-13, MRC-5, MCF-7 i U87 ¢Celijskih linija
razli¢itim koncentracijama karnozina (2, 5 i 10 mM) ciste supstance kao i ispitivanih preparata
Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin prikazani su graficki. Svi rezultati predstavljeni su kao procenat

vijabilnih ¢elija u odnosu na kontrolnu grupu.
4.2.1. Celije bubrega hréka (BHK-21/C-13)

4.2.1.1. Uticaj Ciste supstance L-karnozina na vijabilitet BHK-21/C-13 Celija

Efekti Ciste supstance L-karnozina na vijabilnost BHK-21/C-13 ¢elija nakon 24 h tretmana
predstavljeni su na Grafikonu 4.2.1A. Uocava se izuzetno visok stepen vijabilnosti u svim
eksperimentalnim grupama >90% u poredenju sa kontrolnom, te se primena ciste supstance
smatra netoksicnom na ovoj ¢elijskoj liniji.
4.2.1.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na vijabilitet BHK-21/C-13 Celija

Nakon sprovedenog 24 h tretmana BHK-21/C-13 Ccelija razli¢itim koncentracijama
karnozina iz preparata Karnozin EXTRA® sprovedena je analiza vijabilnosti ove éelijske linije
(Grafikon 4.2.1B). U grupi 2 mM Karnozin EXTRA® i grupi 5 mM Karnozin EXTRA® primenjeni
tretman nije ispoljio citotoksi¢ni efekat. Sa druge strane u poredenju sa kontrolnom grupom kao
i preostalim eksperimentalnim grupama vrednost vijabilnosti nakon tretmana u grupi 10 mM
Karnozin EXTRA® statisticki se znadajno razlikuje (F=3247,67; p<0,05). Naime, u ovoj
eksperimentalnoj grupi doslo je do znacajnijeg pada vijabiliteta.
4.2.1.3. Uticaj preparata Now® L-karnozin na vijabilitet BHK-21/C-13 éelija

Analizirajuci rezultate MTT testa sprovedenog nakon 24 h tretmana BHK-21/C-13 celija
razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Now" L-karnozin evidentiran je visok stepen
vijabiliteta >90% Sto je i predstavljeno na Grafikonu 4.2.1C. Sprovedeni tretman preparatom
Now" L-karnozinom se smatra netoksiénim za BHK-21/C-13 kontinuiranu ¢elijsku liniju posto je

vijabilitet éelija u svim eksperimentalnim grupama iznosio >90%.
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Grafikon 4.2.1. Efekat A) &iste supstance L-karnozina, B) preparata Karnozin EXTRA®i C) preparata
Now® L-karnozin na vijabilnost éelija bubrega hréka. Ispitivane éelije su inkubirane sa razli¢itim
koncentracijama karnozina u toku 24 h, a ¢elijski vijabilitet procenjen je pomoéu MTT testa.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost+SD. Vijabilitet je izrazen kao procenat u odnosu
na netretirane celije. * p<0,05

4.2.1.4. Uticaj koncentracije od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata na vijabilitet BHK-21/C-
13 Celija

BHK-21/C-13 Celije tretirane razli¢itim preparatima karnozina u koncentraciji od 2 mM
pokazale su izuzetno visok stepen vijabiliteta u odnosu na kontrolnu grupu u sve tri
eksperimentalne grupe (Grafikon 4.2.2A). Naime vrednost vijabilnih ¢elija 2 mM Now® L-karnozin
je bila gotovo ista kao u kontrolno;j.
4.2.1.5. Uticaj koncentracije od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata na vijabilitet BHK-21/C-
13 Celija

Sprovedeni tretman u koncentraciji od 5 mM karnozina ispitivanih preparata nije ispoljio
citotoksi¢an efekat na ¢elijama bubrega hrcka Sto je i predstavljeno na Grafikonu 4.2.2B.
4.2.1.6. Uticaj koncentracije od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata na vijabilitet BHK-21/C-
13 Celija

Na Grafikonu 4.2.2C predstavljen je efekat ispitivanih preparata u koncentraciji od 10 mM
karnozina na vijabilitet kontinuirane éelijske linije BHK-21/C-13. U grupama 10 mM Now" L-
karnozin i 10 mM L-karnozin sprovedeni tretman nije uzrokovao nastanak citotoksi¢nog efekta.
Sa druge strane, statisticki znacajno smanjenje vijabilnih ¢elija evidentirano je u grupi 10 mM

Karnozin EXTRA® u odnosu na kontrolnu i eksperimentalne grupe (F=3247,67; p<0,05).
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Grafikon 4.2.2. Efekat &iste supstance L-karnozina, preparata Karnozin EXTRA® i Now" L-karnozin
na vijabilnost ¢elija bubrega hrcka nakon 24 h tretmana koncentracijom od A) 2 mM, B) 5 mM i
C) 10 mM karnozina. Celijski vijabilitet procenjen je pomoc¢u MTT testa. Rezultati su predstavljeni

kao srednja vrednost+SD. Vijabilitet je izraZzen kao procenat u odnosu na netretirane celije.
* p<0,05

4.2.2. Humani fetalni fibroblasti plu¢éa (MRC-5)

4.2.2.1. Uticaj ciste supstance L-karnozina na vijabilitet MRC-5 celija

Vijabilnost ¢elija humanih fetalnih fibroblasta plu¢a kontinuirane ¢elijske linije MRC-5
nakon 24 h tretmana razli¢itim koncentracijama Ciste supstance, L-karnozina prikazana je na
Grafikonu 4.2.3A. U evim eksperimentalnim grupama izmerena vrednost vijabilnih ¢elija je 290%

te se primena Ciste supstance L-karnozina moZe smatrati netoksi€cnom na MRC-5 ¢elijama.

4.2.2.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na vijabilitet MRC-5 Celija

Inkubacijom ¢éelija humanih fetalnih fibroblasta pluéa tokom 24 h perioda nakon
tretamana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Karnozin EXTRA® evidentirano je
dozno-zavisno smanjenje vijabiliteta u poredenju sa kontrolnom grupom (F=32269052; p<0,05)
(Grafikon 4.2.3B). Statisticki znacajna razlika u procentualnoj vrednosti vijabilnih ¢elija takode je

uocena i poredenjem svih eksperimentalnih grupa medusobno (F=32269052; p<0,05). U grupi 2
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mM Karnozin EXTRA® ta vrednost je iznosila 63,11+0,008%, dok je drasti¢éno smanjenje broja kao

i izraZeniji citotoksi¢ni efekat primeéen u grupama 5 mM Karnozin EXTRA® i 10 mM Karnozin

EXTRA®.

4.2.2.3. Uticaj preparata Now® L-karnozin na vijabilitet MRC-5 éelija

Na Grafikonu 4.2.3C predstavljen je uticaj razli¢itih koncentracija preparata Now® L-
karnozin na vijabilnost MRC-5 kontinuirane éelijske linije. Naime, vijabilnost ¢elija unutar svih
eksperimentalnih grupa je iznosila >90%. U grupama 2 mM Now"® L-karnozin i 5 mM Now"® L-
karnozin procentualna vrednost vijabilnih ¢elija je bila veoma sli¢na. Statisticki znacajno
smanjenje vijabiliteta je zabeleZzeno u grupi 10 mM Now® L-karnozin u odnosu na kontrolnu i
preostale eksperimentalne grupe (F=32269052; p<0,05). Medutim, kako je izmerena
procentualna vrednost vijabilnih celija i ove grupe >90%, tretman koncentracijom od 10 mM

Now® L-karnozina moZe se takode smatrati netoksiénim prema ¢elijama humanih fetalnih

fibroblasta pluca.

A 2mM 5mM  10mM

Celijska vijabilnost (% od kontrole)

Celijska vijabilnost (% od kontrole)
Celijska vijabilnost (% od kontrole)

LA 2 mM 5mM 10 mM
L - KARNOZIN Karnozin EXTRA® NOW ® L-Karnozin

Grafikon 4.2.3. Efekat A) &iste supstance L-karnozina, B) preparata Karnozin EXTRA®i C) preparata
Now® L-karnozin na vijabilnost ¢elija humanih fetalnih fibroblasta pluca. Ispitivane éelije su
inkubirane sa razli¢itim koncentracijama karnozina u toku 24 h, a éelijski vijabilitet procenjen je
pomocu MTT testa. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost+SD. Vijabilitet je izrazen kao
procenat u odnosu na netretirane ¢elije. * p<0,05
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4.2.2.4. Uticaj koncentracije od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata na vijabilitet MRC-5 celija

Vijabilnost kontinuirane ¢elijske linije MRC-5 celija inkubiranih koncentracijom od 2 mM
karnozina ispitivanih preparata u odnosu na kontrolnu grupu prikazana je na Grafikonu 4.2.4A.
U grupi 2 mM Karnozin EXTRA® utvrdeno je statisti¢ki znacajno smanjenje proliferacije tretiranih
Celija u poredenju sa kontrolnom ali i ostalim eksperimentalnim grupama (F=32269052; p<0,05).
Procentualna vrednost vijabilnih éelija u grupama 2 mM L-karnozin i 2 mM Now" L-karnozin bila
je >90% te se primena ovih preparata smatrala netoksi¢cnom za éelije humanih fetalnih fibroblasta
pluéa.
4.2.2.5. Uticaj koncentracije od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata na vijabilitet MRC-5 celija

Na Grafikon 4.2.4B prikazani su rezultati MTT testa u kulturi MRC-5 ¢elija inkubiranih
tokom 24 h perioda koncentracijom od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata u odnosu na
kontrolnu grupu. Citotoksi¢ni efekat u grupama 5 mM L-karnozin i 5 mM Now® L-karnozin nije
evidentiran, posto je vijabilnost celija u ovim eksperimentalnim iznosila >290%. Nasuprot
navedenog, efekat karnozina u grupi 5mM Karnozin EXTRA® na proliferaciju MRC-5 éelija pokazao
je drasticano smanjenje broja vijabilnih celija koje je statistic¢ki znacajano kako u odnosu na
vrednosti kontrolne tako i u odnosu na izmerene vrednosti preostale dve eksperimentalne grupe
(F=32269052; p<0,05).
4.2.2.6. Uticaj koncentracije od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata na vijabilitet MRC-5
celija

Rezultati sprovedenog MTT testa u svrhu merenja vijabiliteta MRC-5 celija nakon
tretmana koncentracijom od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata predstavljeni su na
Grafikonu 4.2.4C. U grupi 10 mM Karnozin EXTRA® nakon 24 h tretmana evidentirano je statisti¢ki
znacajno izrazito smanjenje broja vijabilnih ¢elija u odnosu na kontrolnu i eksperimentalne grupe
(F=32269052; p<0,05). Nasuprot navedenog, tretman MRC-5 éelijske linije ¢istom supstancom L-
karnozin kao i preparatom Now® L-karnozin u ovoj koncentraciji nije rezultovao nastankom

citotoksi¢nog efekta.
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Grafikon 4.2.4. Efekat &iste supstance L-karnozina, preparata Karnozin EXTRA® i Now" L-karnozin
na vijabilnost ¢elija humanih fetalnih fibroblasta plu¢a nakon 24 h tretmana koncentracijom od
A) 2 mM, B) 5 mM i €) 10 mM karnozina. Celijski vijabilitet procenjen je pomoéu MTT testa.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost+SD. Vijabilitet je izrazen kao procenat u odnosu
na netretirane celije. * p<0,05

4.2.3. Celije adenokarcinoma dojke (MCF-7)

4.2.3.1. Uticaj ciste supstance L-karnozina na vijabilitet MCF-7 Celija

Na osnovu rezultata prikazanih na Grafikonu 4.2.5A vidi se da 24 h tretman razlicitim
koncentracijama L-karnozina ispoljava antiproliferativnu aktivnost prema (celijama
adenokarcinoma dojke. Statisticki znacajno smanjenje vrednosti vijabilnih ¢elija je evidentirano
u svim eksperimentalnim grupama nakon poredenja sa kontrolnom (F=4627146,1; p<0,05).
Takode, znacdajna razlika postoji u vrednostima vijabilnih ¢elija grupe 2 mM L-karnozin u odnosu
na grupe 5 mM L-karnozin i 10 mM L-karnozin. Usled 24 h tretmana ¢elija adenokarcinoma dojke
sa koncentracijom od 5 mM i 10 mM L-karnozina nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne

razlike u vijabilitetu izmedu ove dve grupe (p>0,05).
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4.2.3.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na vijabilitet MCF-7 Celija

Celijska linija adenokarcinoma dojke se pokazala kao izuzetno osetljivom na sprovedeni
tretman preparatom Karnozin EXTRA® (Grafikonu 4.2.5B). Nakon inkubacionog perioda od 24 h,
poredenjem vrednosti eksperimentalnih sa kontrolnom grupom, uocen je statisticki znacajan pad
vijabiliteta celija koji je dozno-zavistan (F=4627146,1; p<0,05). Smanjenje broja vijabilnih
adherentnih ¢elija uoceno je veé pri koncentraciji od 2 mM Karnozin EXTRA®. Medutim, treba
naglasiti da je najizraZeniji citotoksi¢ni efekat evidentiran u grupama 5 i 10 mM Karnozin EXTRA®.

Vrednost vijabilnih éelija u ovim grupama bila je izuzetno niska.

4.2.3.3. Uticaj preparata Now® L-karnozin na vijabilitet MCF-7 Celija

Tretman ¢éelija adenokarcinoma dojke razli¢itim koncentracijama preparata Now® L-
karnozin rezultovao je statistic¢ki znacajnim smanjenjem vijabilteta u odnosu na kontrolnu grupu
(F=4627146,1; p<0,05p<0,05) (Grafikon 4.2.5C). Takode, statisticki znacajna razlika u vijabilitetu

uocena je i poredenjem vrednosti izmedu eksperimentalnih grupa (F=4627146,1; p<0,05).

|l

T T
KONTROLA 2 mM 5mM  10mM

Celijska vijabilnost (% od kontrole)
Celijska vijabilnost (% od kontrole)
Celijska vijabilnost (% od kontrole)

KONTROLAZmM 5mM  10mM
L - KARNOZIN Kamozin EXTRA®

KONTROLA 2 mM 5mM 10 mM
NOW @ L-Karnozin

Grafikon 4.2.5. Efekat A) &iste supstance L-karnozina, B) preparata Karnozin EXTRA®i C) preparata
Now"® L-karnozin na vijabilnost ¢elija adenokarcinoma dojke. Ispitivane Celije su inkubirane sa
razli¢itim koncentracijama karnozina u toku 24 h, a celijski vijabilitet procenjen je pomoc¢u MTT
testa. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednostSD. Vijabilitet je izraZzen kao procenat u
odnosu na netretirane ¢elije. * p<0,05
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4.2.3.4. Uticaj koncentracije od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata na vijabilitet MCF-7 Celija

U poredenju sa netretiranim ¢elijama tretman L-karnozinom kao i preparatima Karnozin
EXTRA® i Now"® L-karnozin u koncentraciji od 2 mM karnozina uzrokovao je statisti¢ki znacajan pad
vijabiliteta MCF-7 ¢elija (F=4627146,1; p<0,05) (Grafikon 4.2.6A). Takode, statisticki znacajna
razlika antiproliferativnog efekta evidentirana je i pri poredenju vrednosti medu
eksperimentalnim grupama (F=4627146,1; p<0,05). NajizraZenije smanjenje vijabiliteta

evidentirano je u grupi 2 mM Karnozin EXTRA”.

4.2.3.5. Uticaj koncentracije od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata na vijabilitet MCF-7 Celija

Nakon 24 h tretmana celija adenokarcinoma dojke ¢istom supstancom, L-karnozin kao i
preparatima Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin u koncentraciji od 5 mM karnozina pomo¢u MTT
testa meren je uticaj na vijabilitet celija (Grafikonu 4.2.6B). Statisti¢ki znacajna razlika je
zabeleZena poredenjem vrednosti vijabilnih ¢elija eksperimentalnih grupa u odnosu na kontrolnu
(F=4627146,1; p<0,05). Takode, % vrednosti vijabilnih celija statisticki se znacajno razlikuju i
medu eksperimentalnim grupama ispitivanih preparata (F=4627146,1; p<0,05). Najizrazeniji
cititoksi¢ni efekat je postignut nakon tretmana preparatom Karnozin EXTRA®, dok su % vrednosti
vijabilnih éelija adenokarcinoma dojke u grupi L-karnozin kao i grupi Now® L-karnozin bile znatno

vise.

4.2.3.6. Uticaj koncentracije od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata na vijabilitet MCF-7
celija

Na Grafikonu 4.2.6C predstavljen je efekat ispitivanih preparata u koncentraciji od 10 mM
karnozina tokom 24 h tretmana na vijabilnost ¢elija adenokarcinoma dojke. Postojanje statisticki
znacajne razlike utvrdeno je poredenjem vrednosti izmedju kontrolne i svih eksperimentalnih

grupa, kao i medusobnim poredenjem vrednosti nakon sprovedenog tretmana (F=4627146,1;
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p<0,05). Tretman preparatom Karnozin EXTRA® uzrokovao je nastanak drastiénog pada

vijabiliteta MCF-7 ¢elija u odnosu na ostale grupe.

Celijska vijabilnost (% od kontrole)
Celijska vijabilnost (% od kontrole)
Celijska vijabilnost (% od kontrole)

Grafikon 4.2.6. Efekat Ciste supstance L-karnozina, preparata Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin
na vijabilnost ¢elija adenokarcinoma dojke nakon 24 h tretmana koncentracijom od A) 2 mM, B)
5 mM i C) 10 mM karnozina. Celijski vijabilitet procenjen je pomoéu MTT testa. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost+SD. Vijabilitet je izrazen kao procenat u odnosu na
netretirane celije. * p<0,05

4.2.4. Celije humanog glioblastoma (U87)

4.2.4.1. Uticaj Ciste supstance L-karnozina na vijabilitet U87 celija

U cilju utvrdivanja potencijalnog citotoksi¢nog dejstva Ciste supstance, L-karnozina na
¢elije humanog glioblastoma, vijabilitet U87 éelija je procenjivan nakon 24 h tretmana pomodu
MTT testa. Utvrdeno je da L-karnozin u koncentraciji od 2mM i vec¢im dovodi do statitsicki
znacajnog dozno-zavisnog pada vijabiliteta u poredenju sa kontrolnom grupom (F=706365,96;
p<0,05) (Grafikonu 4.2.7A). Takode, postojanje statisticki znacajne razlike uoceno je i

poredenjem vrednosti izmedu sve tri eksperimentalne grupe (F=706365,96; p<0,05).

4.2.4.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na vijabilitet U87 Celija
Nakon analize dobijenih rezultata sporovedenog MTT testa na éelijskoj liniji humanog

glioblastoma usled tretmana razli¢itim koncentracijama preparata Karnozin EXTRA® u toku 24 h
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evidentirano je postojanje statisti¢ki znacajnog pada vijabiliteta ¢elija u poredenju sa kontrolnom
grupom (F=706365,96; p<0,05) (Grafikonu 4.2.7B). Poredivsi procentualne vrednosti vijabilnih
Celija izmedu eksperimentalnih grupa, takode je uoleno statisticki znacajno smanjenje
(F=706365,96; p<0,05). Naime, vrednosti vijabiliteta u grupama 2 mM Karnozin EXTRA® i 5 mM
Karnozin EXTRA® su pokazale postojanje citotoksi¢nog efekata. Medutim, treba naglasiti da je pri

koncentraciji od 10 mM vijabilitet ovih éelija bio drasti¢no nizak u poredenju sa ostalim

eksperimentalnim grupama.

4.2.4.3. Uticaj preparata Now® L-karnozin na vijabilitet U87 éelija

Na Grafikonu 4.2.7C predstavljeni su rezultati MTT testa sprovedenog nakon 24 h
tretmana ¢elija humanog glioblastoma razli¢itim koncentracijama preparata Now” L-karnozin. U
grupi 2 mM Now® L-karnozin evidentirana je visoka % vrednost vijabilnih ¢elija, te se moze
smatrati da ova koncentracija ne ispoljava citotoksi¢ni efekat na ispitivanim ¢elijama. Sa druge
stane, poredivsi vrednosti vijabiliteta éelija u grupama 5 mM i 10 mM Now® L-karnozin statisticki
znacajna razlika postoji pri medusobnom poredenju ali i u odnosu na kontrolnu grupu
(F=706365,96; p<0,05). Takode, znacajna razlika u vijabilitetu celija je evidentirana i

komparacijom vrednosti grupe 2 mM sa grupama 5i 10 mM Now"® L-karnozin.

Celijska vijabilnost (% od kontrole)
Celijska vijabilnost (% od kontrole)
Celijska vijabilnost (% od kontrole)

LA 2 mM 5mM 10 mM OLA 2 mM 5mM 10 mM
L - KARNOZIN Karnozin EXTRA®

KONTROLAZmM  5mM 10 mM
NOW @ L-Karnozin

Grafikon 4.2.7. Efekat A) &iste supstance L-karnozina, B) preparata Karnozin EXTRA®i C) preparata
Now"® L-karnozin na vijabilnost ¢elija humanog glioblastoma. Ispitivane ¢elije su inkubirane sa
razli¢itim koncentracijama karnozina u toku 24 h, a celijski vijabilitet procenjen je pomoéu MTT
testa. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost+SD. Vijabilitet je izrazen kao procenat u
odnosu na netretirane ¢elije. * p<0,05
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4.2.4.4. Uticaj koncentracije od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata na vijabilitet U87 Celija
Nakon 24 h tretmana U87 celija Cistom supstancom L-karnozinom, kao i ispitivanim
preparatima Karnozin EXTRA® i Now" L-karnozin u koncentraciji od 2mM karnozina, procentualna
vrednost vijabilnih éelija je odredena pomoc¢u MTT testa (Grafikon 4.2.8A). U grupama 2 mM L-
karnozin i 2 mM Karnozin EXTRA® uodava se antiproliferativni efekat i postojanje statisticki
znacajne razlike u procentu vijabilnih ¢elija u odnosu na kontrolnu grupu (F=706365,96; p<0,05).
Sa druge strane, tretman preparatom Now’ L-karnozin pri ovoj koncentraciji se smatra
netoksi¢nim. Poredenjem procentualnih vrednosti vijabilnih ¢éelija medu eksperimentalnim
grupama uoceno je postojanje statisticki znacajne razlike. NajizraZzeniji efekat na smanjenje

vijabiliteta ¢elija humanog glioblastoma prisutan je u grupi 2 mM Karnozin EXTRA®.

4.2.4.5. Uticaj koncentracije od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata na vijabilitet U87 celija
Uticaj Ciste supstance L-karnozina kao i preparata Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin u
koncentraciji od 5 mM karnozina tokom 24 h perioda na vijabilnost ¢elija humanog glioblastoma
predstavljen je na Grafikonu 4.2.8B. Analizom procentualnih vrednosti vijabilnih celija u
kontrolnoj grupi pri poredenju sa eksperimentalnim grupama, kao i medusobnim poredenjem
eksperimentalnih grupa utvrdeno je postojanje statisticki znacajne razlike (F=706365,96; p<0,05).

NajniZa vrednost vijabiliteta evidentirana je u grupi 5 mM Karnozin EXTRA®.

4.2.4.6. Uticaj koncentracije od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata na vijabilitet U87 celija

Primenom MTT testa u cilju ispitivanja citotoksi¢nog dejstva L-karnozina i preparata
Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin u koncentraciji od 10 mM karnozina uoava se promena
procentualnih vrednosti vijabilnih celija u sve tri eksperimentalne grupe u poredenju sa
kontrolnom (p<0,05) (Grafikon 4.2.8C). Poredivsi vrednosti procenata vijabilnih éelija grupe 10

mM L-karnozin i 10 mM Now® L-karnozin sa grupom 10 mM Karnozin EXTRA® takode je
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evidentirano postojanje statisticki znacajne razlike. Naime, najizrazeniji citotoksic¢ni efekat

prisutan je u grupi 10 mM Karnozin EXTRA".

Celijska vijabilnost (% od kontrole)
Celijska vijabilnost (% od kontrole)
Celijska vijabilnost (% od kontrole)

Grafikon 4.2.8. Efekat Ciste supstance L-karnozina, preparata Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin
na vijabilnost ¢elija humanog glioblastoma nakon 24 h tretmana koncentracijom od A) 2 mM, B)
5 mM i C) 10 mM karnozina. Celijski vijabilitet procenjen je pomoéu MTT testa. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost+SD. Vijabilitet je izrazen kao procenat u odnosu na
netretirane celije. * p<0,05

86



Doktorska disertacija Aleksandra Popovic

4.3. Inhibitorni potencijal ispitivanih preparata na migratornu sposobnost

tumorskih éelija — in vitro "scratch"esej

Primenom "scratch" eseja, obradom mikrofotografija i statistickom analizom ispitan je
uticaj Ciste supstance L-karnozin, preparata Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin u razli¢itim
koncentracijama na migratornu sposobnost celija adenokarcinoma dojke i humanog
glioblastoma. Na mikrofotografijama uocava se Zuto markirana linija koja odeljuje povrSunu

praznog prostora i adheriranih ¢elija u monosloju u 0 h i 24 h nakon sprovedenog tretmana.
4.3.1. Celije adenokarcinoma dojke (MCF-7)

Analizirajuci migratornu sposobnost MCF-7 ¢elija i poredivsi vrednosti povrSine praznog
prostora odmah nakon napravljenog defekta u monosloju (0 h - 100%) i 24 h sata posle (Slika
4.3.1), ustanovljena je slaba migratorna sposobnost ove celijske linije Sto je u skladu sa

literaturnim navodima (282, 283, 284).

Oh

24h

Slika 4.3.1. Migratorna sposobnost MCF-7 ¢elija netretirane grupe u 0 h i nakon 24 h. Nativne
¢elije adenokarcinoma dojke su fotografisane na svetlosnom mikroskopu (400x uveli¢anje, skala
100 pm).
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4.3.2. Celije humanog glioblastoma (U87)

Rezultati uticaja ispitivanih preparata na migratornu sposobnost U87 éelija predstavljeni su
i graficki (Grafikon 4.3.1 i Grafikon 4.3.2). Evidentno je da su netretirane celije humanog
glioblastoma nakon 24 h gotovo u potpunosti popunile izazvani defekt (25,84+0,240% pocetne
vrednosti defekta). Dok sa druge strane, ¢elije koje su tretirane ispitivanim preparatima pokazale

dozno-zavisno smanjenje u sposobnosti da migriraju.
4.3.2.1. Uticaj Ciste supstance L-karnozina na migratornu sposobnost U87 Celija

Nakon sprovedenog tretmana U87 celija razli¢itim koncentracijama Ciste supstance L-
karnozina analizirana je sposobnost ovih Celija da migriraju (Slika 4.3.2). Statisticki znacajno
dozno-zavisno smanjenje migratorne sposobnosti tretiranih ¢elija primeceno je pri poredenju
eksperimentalnih grupa medusobno kao i u odnosu na kontrolnu grupu (F=34191,257; p<0,05)
(Grafikon 4.3.1A). Najvece vrednosti povrSine praznog prostora zabelezene su u grupi 10 mM L-
karnozin, dok su vrednosti u ostalim grupama bile nesto nize, i iznosile u grupi 5 mM L-karnozin

66,74+0,135% i u grupi 2 mM L-karnozin 60,45+£0,110% u odnosu na vrednosti izmerine u 0 h.
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Slika 4.3.2. Migratorna sposobnost U87 ¢éelija nakon 24 h tretmana L-karnozinom. Nativne ¢elije
humanog glioblastoma su fotografisane na svetlosnom mikroskopu (400x uvelicanje, skala 100
um) A) i B) kontrolna grupa, C) i D) 2 mM L-karnozin, E) i F) 5 mM L-karnozin, G) i H) 10 mM L-
karnozin.
4.3.2.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na migratornu sposobnost U87 ¢éelija

Na Slici 4.3.3 predstavljena je migratorna sposobnost ¢elija humanog glioblastoma nakon
tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Karnozin EXTRA®. Statisticki znacajno
povecanje praznog prostora uo¢eno je u svim eksperimentalnim grupama u odnosu na kontrolnu
(F=34191,257; p<0,05) (Grafikon 4.3.1B). Takode, dozno-zavisno povecanje povrsine praznog
prostora koje je statisticki znacajno evidentirano je i pri medusobnom poredenju
eksperimentalnih grupa (F=34191,257; p<0,05). Nakon tretmana U87 ¢elija koncentracijom od 2
mM karnozina iz preparata Karnozin EXTRA® povrsina praznog prostora je bila 62,79+0,124% u
odnosu na pocetnu u 0 h. U slucaju tretmana koncentracijom 5 mM karnozina iz preparata
Karnozin EXTRA® povrsina praznog prostora iznosila je 81,72+0,214%. Usled drasti¢nog smanjenja
broja vijabilnih ¢elija adheriranih za povrsinu flaska u grupi 10 mM Karnozin EXTRA® procentualna
vrednost povrSine praznog prostora je bila veéa poredjenju sa kontrolnom ali i ostalim

eksperimentalnim grupama i iznosila je 103+0,111%.

Slika 4.3.3. Migratorna sposobnost U87 éelija nakon 24 h tretmana preparatom Karnozin EXTRA®.
Nativne celije humanog glioblastoma su fotografisane na svetlosnom mikroskopu (400x
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uveli¢anje, skala 100 pm) A) i B) kontrolna grupa, C) i D) 2 mM Karnozin EXTRA®, E) i F) 5 mM
Karnozin EXTRA®, G) i H) 10 mM Karnozin EXTRA®.

4.3.2.3. Uticaj preparata Now® L-karnozin na migratornu sposobnost U87 éelija

Migratorna sposobnost celia humanog glioblastoma nakon tretmana razli¢itim
koncentracijama karnozina iz preparata Now” L-karnozin predstavljena je na Slici 4.3.4. Poredivsi
izmerene vrednosti veliCine praznog prostora (nastalog defekta) eksperimentalnih grupa u
odnosu na kontrolnu zapaZeno je dozno-zavisno povecéanje istog koje je statisticki znacajno
(F=34191,257; p<0,05) (Grafikon 4.3.1C). Takode, postojanje statisticki znacajne razlike
evidentirano je pri analizi vrednosti medu eksperimentalnim grupama (F=34191,257; p<0,05).
Najveda srednja vrednost praznog prostora uocava se u grupi 10 mM Now"® L-karnozin i iznosi
68,77+0,192%. Povr$ina praznog prostora u grupi 5 mM Now® L-karnozin iznosila je

64,51+0,393%, dok je u grupi 2 mM Now" L-karnozin ta vrednost bila 57,76+0,081%.

Slika 4.3.4. Migratorna sposobnost U87 éelija nakon 24 h tretmana preparatom Now® L-karnozin.
Nativne ¢elije humanog glioblastoma su fotografisane na svetlosnom mikroskopu (400 x
uveli¢anje, skala 100 um) A) i B) kontrolna grupa, C) i D) 2 mM Now"’ L-karnozin, E) i F) 5 mM
Now" L-karnozin, G) i H) 10 mM Now"® L-karnozin.
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L - KARNOZIN Karnozin EXTRA® NOW ® L-Kamozin

Grafikon 4.3.1. Kvantitativna analiza rezultata migratorne sposobnosti celija humanog
glioblastoma nakon tretmana razli¢itim koncentracijama A) Ciste supstance L-karnozina, B)
preparata Karnozin EXTRA® i C) preparata Now"® L-karnozin. Srednja vrednost $irine formiranog
defekta izrazena je u procentima u odnosu na srednje vrednost Sirine u 0 h koja je smatrana
kontrolnom i iznosi 100%. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost+SD. * p<0,05

4.3.2.4. Uticaj koncentracije od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata na migratornu

sposobnost U87 Celija

Na Grafikonu 4.3.2A prikazan je efekat ispitivanih preparata na migratornu sposobnost
¢elija humanog glioblastoma nakon tretmana koncentracijom od 2 mM karnozina. Sva tri
ispitivana preparata pokazala su inhibitorni efekat na migratornu sposobnost U87 celija.
Statisti¢ki znacajna razlika postoji pri poredenju eksperimentalnih grupa sa kontrolnom
(F=34191,257; p<0,05). Takode, postojanje statisticki znacajne razlike evidentirano je i poredivsi
vrednosti povriine nastalog defekta izmedu grupe 2 mM L-karnozin i 2 mM Now” L-karnozin. Pri
tretmanu preparatom Karnozin EXTRA® povriina praznog prostora je bila najveéa i iznosila je 62%

u odnosu na pocetnu vrednost izmerenu u 0 h.

4.3.2.5. Uticaj koncentracije od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata na migratornu
sposobnost U87 celija

Sprovedeni tretman na U87 éelijskoj liniji koncentracijom od 5 mM karnozina ispitivanih
preparata uzrokovao je inhibiciju procesa migracije éelija Sto je i prikazano na Grafikonu 4.3.2B.

Postojanje statisti¢ki zna¢ajne razlike evidentirano je kako pri poredenju eksperimentalnih grupa
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sa kontrolnom tako i pri medusobnom poredenju eksperimentalnih grupa (F=34191,257;
p<0,05). Na osnovu povrsine nastalog defekta uocava se da je efekat inhibicije na celijsku

migraciju najizraZeniji u grupi 5 mM Karnozin EXTRA® (81,72+0,214%)

4.3.2.6. Uticaj koncentracije od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata na migratornu
sposobnost U87 Celija

Cista supstanca L-karnozin, Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin primenjeni u koncentraciji
od 10 mM karnozina pokazali su sposobnost da inhibiraju migraciju ¢elija humanog glioblastoma
(Grafikonu 4.3.2C). Izmerena vrednost rastojanja izmedu celija, odnosno porvsSina praznog
prostora nakon sprovedenog tretmana statisticki se znacajno razlikuje u poredenju sa grupom
netretiranih celija (F=34191,257; p<0,05). Poredivsi vrednosti migratorne sposobnosti medu
ekperimentalnim grupama, takode je uoleno postojanje znacajne razli¢itosti (F=34191,257;
p<0,05). Naime, u grupi 10 mM Karnozin EXTRA® sprovedeni tretman je uslovio drasti¢no
smanjenje vijabilnih ¢éelija adheriranih za povrsinu flaska pa sam tim i posledi¢no izmerena

vrednost inhibicije migratorne sposobnosti je najizrazenija (103,76+0,111%).

- -
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Grafikonu 4.3.2. Kvantitativna analiza rezultata migratorne sposobnosti éelija humanog
glioblastoma nakon tretmana &istom supstancom L-karnozin, kao i preparatima Karnozin EXTRA®
i Now® L-karnozin u koncentracijama od A) 2 mM, B) 5 mM i C) 10 mM karnozina. Srednja
vrednost Sirine formiranog defekta izraZzena u procentima u odnosu na srednje vrednost Sirine u
0 h koja je smatrana kontrolnom i iznosi 100%. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost+SD. * p<0,05
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4.4. Efekti ispitivanih preparata na ekspresiju vimentina nakon tretmana

kontinuriranih ¢elijskih linija

U cilju analiziranja uticaja razlicitih koncentracija karnozina iz ispitivanih preparata na
ekspresiju markera vimentina u kontrinuiranim éelijskim linilama sprovedeno je
imunofluorescentno boljenje. Naime, protein vimentin na reprezentativnim mikrofotografijama
pokazuje zelenu fluorescenciju i lokalizovan je u citoplazmi ispitivanih ¢elija, dok su jedra bojena

DAPI bojom i pokazuju plavu fluorescenciju.

4.4.1. Celije bubrega hréka (BHK-21/C-13)

Nakon imunofluorescentnog bojenja zdravih BHK-21/C-13 ¢Celija kontrolne grupe uocava
se ekspresija vimentina u citoplazmi ¢elija. Analizirajuéi mikrofotografije primeéeno je da
filamenti formiraju gustu mrezu. Naime, u nekim regionima ¢elija uocavaju se debela vlakna ili
¢ak snopovi koji nastaju usled grupisanja velikog broja filamenata. Usled kvantifikacije rezultata i
izracunavanja ukupnog intenziteta fluorescencije sekundarnog antitela vezanog za antigen
vimentin u kontrolnoj grupi BHK-21/C-13 éelija, doSlo se do podatka da je vrednost TCCF
725639,2+161535,77.

4.4.1.1. Uticaj ¢iste supstance L-karnozin na intenzitet fluorescencije vimentina u citoplazmi BHK-
21/C-13 Celija

Nakon sprovedenog 24 h tretmana BHK-21/C-13 Celija razli¢itim koncentracijama Ciste
supstance L-karnozina vrseno je imunofliorescentno bojenje u cilju utvrdivanja stepena ekpresije
vimentina. Na Slici 4.4.1 moZe se primetiti da signal fluorescencije opada sa povecanjem
koncentracije ispitivane supstance. U svim eksperimentalnim grupama uocavaju se promene u
rasporedu samih vlakana intermedijernih filamenata. U poredenju sa kontrolnom grupom mreza
isprepletenih vlakana vise nije tako gusta.

Kvantifikovani rezultati su predstavljeni grafi¢ki (Grafikon 4.4.1A) u cilju komparacije

izmerenih vrednosti ukupnog intenziteta fluorescencije medu grupama. Utvrdeno je postojanje
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statisticki znacajnog dozno-zavisnog smanjenja ekspresije vimentima pri poredenju
eksperimentalnih grupa sa kontrolnom (F=54,201; p<0,0001). Takode, statisticki znacajna razlika
u izmerenim vrednostima utvrdenja je i pri medusobnom poredenju grupe 2 mM L-karnozin u

odnosu na grupu 10 mM L-karnozin eksperimentalnih grupa (p<0,0001).

Slika 4.4.1. Reprezentativne  mikrofotografije = BHK-21/C-13  celija  obeleZenih
imunofluorescentnim bojenjem na vimentin (zeleni signal) uz obelezavanje jedara DAPI bojom
(plavi signal), nakon 24 h tretmana razli¢itim koncentracijama Ciste supstance L-karnozina.
Kontrolna grupa: A) DAPI, B) vimentin i C) DAPI+vimentin; 2 mM L-karnozin: D) DAPI, E) vimentin
i F) DAPI+vimentin; 5 mM L-karnozin: G) DAPI, H) vimentin i I) DAPI+vimentin; 10 mM L-karnozin:
J) DAPI, K) vimentin i L) DAPI+vimentin. Fotografije su uslikane pri uvelicanju 400x, skala 50 um.
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4.4.1.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na intenzitet fluorescencije vimentina u citoplazmi BHK-
21/C-13 Celija

Na Slici 4.4.2 prikazano je imunofluorescentno bojenje vimentina kontrolne i
eksperimentalnih grupa BHK-21/C-13 (celija nakon tretmana razli¢itim koncentracijama
ispitivanog preparata. Prisutno je povecanje intenziteta imunofluorescentnog signala koje je
dozno-zavisno. Sa porastom koncentracije ispitivanog preparata u celijskom medijumu nakon
sprovdenog tretmana dolazi i do promene oblika samih celija a posledi¢no i do izmenjenih
svojstavaigrade intermedijernih filamenata. Grupisanje snopova vlakana odaje utisak prisutnosti
pojedinacnih debelih vlakana te se izgled formirane mreze razlikuje u odnosu na grupu
netretiranih ¢elija. U grupi 10 mM Karnozin EXTRA® opisane promene su najizraZenije.

Vrednosti ukupnog intenziteta fluorescencije (TCCF) predstavljene su i na Grafikonu 4.4.1B.
Statistickom obradom podataka dokazano je postojanje znacajnijeg porasta vrednosti TCCF sa
porastom koncentracije ispitivanog preparata u odnosu na kontralnu grupu (F=54,201;
p<0,0001). Razlika u vrednostima ekspresije vimentina evidentirana je pri medusobnom
poredenju izmerenih vrednosti grupe 2 mM Karnozin EXTRA® sa grupom 10 mM Karnozin EXTRA®

(p<0,0001).
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C

Slika 4.4.2. Reprezentativne  mikrofotografije BHK-21/C-13  (Celija  obelezenih
imunofluorescentnim bojenjem na vimentin (zeleni signal) uz obelezavanje jedara DAPI bojom
(plavi signal), nakon 24 h tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Karnozin
EXTRA®. Kontrolna grupa: A) DAPI, B) vimentin i C) DAPI+vimentin; 2 mM Karnozin EXTRA®: D)
DAPI, E) vimentin i F) DAPI+vimentin; 5 mM Karnozin EXTRA®: G) DAPI, H) vimentin i 1)
DAPI+vimentin; 10 mM Karnozin EXTRA®: J) DAPI, K) vimentin i L) DAPIl+vimentin. Fotografije su
uslikane pri uvelicanju 400x, skala 50 um.

4.4.1.3. Uticaj preparata Now® L-karnozin na intenzitet fluorescencije vimentina u citoplazmi BHK-
21/C-13 Celija

Efekti preparata Now® L-karnozin nakon primene u razli¢itim koncentracijama na BHK-
21/C-13 celijama uslovili su smanjenje intenziteta imunofluorescentnog signala sekundarnog
antitela vezanog za antigen vimentin (Slika 4.4.3). Posmatrajudi reprezentativne mikrofotografije
uocava se medusobno priblizavanje vlakana intermedijernog filamenta vimentina i gubitak

karakteristika mrezastog rasporeda.
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Analizirajuéi vrednosti ukupnog intenziteta fluorescencije vimentina tretiraniuh grupa BHK-
21/C-13 Celija evidentirano je statisticki zna¢ajno smanjenje u odnosu na kontrolnu grupu

(F=54,201 ; p<0,0001) (Grafikon 4.4.1C).

Slika 4.4.3. Reprezentativne  mikrofotografije BHK-21/C-13  (celija  obelezenih
imunofluorescentnim bojenjem na vimentin (zeleni signal) uz obelezavanje jedara DAPI bojom
(plavi signal), nakon 24 h tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Now" L-
karnozin. Kontrolna grupa: A) DAPI, B) vimentin i C) DAPI+vimentin; 2 mM Now" L-karnozin: D)
DAPI, E) vimentin i F) DAPl+vimentin; 5 mM Now’ L-karnozin: G) DAPI, H) vimentin i I)
DAPI+vimentin; 10 mM Now® L-karnozin: J) DAPI, K) vimentin i L) DAPI+vimentin. Fotografije su
uslikane pri uvelicanju 400x, skala 50 um.
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Grafikon 4.4.1. Efekat A) Ciste supstance L-karnozina, B) preparata Karnozin EXTRA®i C) preparata
Now"” L-karnozin na ekspresiju vimentina u ¢elijama bubrega hré&ka. Ispitivane ¢elije su inkubirane
sa razli¢itim koncentracijama karnozina tokom 24 h. Rezultati su predstavljeni kao srednje
vrednosti+SD. * p < 0,0001

4.4.1.4. Uticaj koncentracije od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet
fluorescencije vimentina u citoplazmi BHK-21/C-13 éelija

Nakon 24 h tretmana BHK-21/C-13 ¢elija ispitivanim preparatima u koncentraciji od 2 mM
L-karnozina analizirane su vrednosti ukupnog intenziteta fluorescencije (Grafikon 4.4.2A).
Statisticki znacajne razli¢itosti evidentirane su pri poredenju svih eksperimentalnih grupa sa
kontrolnom, kao i pri poredenju grupe 2 mM Karnozin EXTRA® u odnosu na ostale
eksperimentalne grupe (F=54,201; p<0,0001). Najvisi intenzitet ekspresije vimentina belezi se u
grupi 2 mM Karnozin EXTRA®, dok su vrednosti u grupi 2 mM Now® L-karnozin i 2 mM L-karnozin

znacajno nize u odnosu na kontrolnu.

4.4.1.5. Uticaj koncentracije od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet

fluorescencije vimentina u citoplazmi BHK-21/C-13 Celija

Na Grafikonu 4.4.2B prikazane su kvantifikovane vrednosti ukupnog intenziteta
fluorescencije vimentina kod BHK-21/C-13 cCelija nakon tretmana Cistom supstancom L-karnozin,
kao i preparatima Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin pri koncentraciji od 5 mM karnozina u
medijumu za rast. DrastiCan porast izmerenih vrednosti zabeleZen je u grupi 5 mM Karnozin
EXTRA®, dok je sa druge strane, sprovedeni tretman u grupama 5 mM Now"’ L-karnozin i 5 mM L-

karnozin uslovio signifikantni pad ukupnog intetenziteta fluorescencije u odnosu na kontrolnu
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grupu (F=54,201; p<0,0001). Takode, znacajne razlicitosti evidentirane su i nakon poredenja

vrednosti ekspresije vimentina eksperimentalnih grupa medusobno (p<0,0001).

4.4.1.6. Uticaj koncentracije od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet

fluorescencije vimentina u citoplazmi BHK-21/C-13 Celija

Kvantifikacijom i obradom izmerenih vrednosti ukupnog intenziteta imunofluorescencije
vimentina kod BHK-21/C-13 ¢elija nakon sprovedenog tretmana ispitivanim preparatima pri
koncentraciji 10 mM karnozina evidentirano je prisustvo statisticki znacajnih razlika medusobnim
poredenjem eksperimentalnih grupa ail i u odnosu na kontrolnu grupu (F=54,201; p<0,0001)
(Grafikon 4.4.2C). Naime, u grupi 10mM Karnozin EXTRA® izmerena je najvi$a vrednost ukupnog
intenziteta fluorescencije intermedijernih filamenata. Nasuprot navedenog, u grupama 10 mM
Now® L-karnozin i 10 mM L-karnozin prisutan je znaéajan pad TCCF u odnosu na vrednosti

izmerene u kontrolnoj grupi.
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Grafikon 4.4.2. Efekat ¢iste supstance L-karnozina, preparata Karnozin EXTRA® i preparata Now®
L-karnozin na ekspresiju vimentina u celijama bubrega hréka nakon 24 h tretmana
koncentracijom od A) 2 mM, B) 5 mM i C) 10 mM karnozina. Rezultati su predstavljeni kao srednje
vrednosti+SD. * p < 0,0001
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4.4.2. Humani fetalni fibroblasti plu¢a (MRC-5)

Ekspresija vimentina je detektovana u netretiranim MRC-5 ¢elijama. Zdrave Ccelije
humanih fetalnih fibroblasta plu¢a pokazuju ekstenzivnu ekspresiju intermedijernog filamenta
vimentina u Citavoj citoplazmi. Izmerena vrednost ukupnog intenziteta fluorescencije u ovoj grupi

¢elija iznosila je 15,8+3,12.

4.4.2.1. Uticaj ¢iste supstance L-karnozin na intenzitet fluorescencije vimentina u citoplazmi MRC-
5 celija

Na reprezentativnim mikrofotografijama (Slika 4.4.4) uocava se da je vimentin u MRC-5
¢elijama, tretiranim razli¢itim koncentracijama Ciste supstance L-karnozina, prisutan u citoplazmi
ali se intenzitet fluorescencije evidentno smanjuje sa porastom koncentracije ispitivane
supstance. Najizrazenije smanjenje signala beleZi se u grupi 10 mM L-karnozin.

Na Grafikonu 4.4.3A prikazani su kvantifikovani rezultati ekspresije intermedijernih
filamenata vimentina u citoplazmi MRC-5 celija nakon sprovedenog tretmana. Uocava se
statisticki znacajno smanjenje intenziteta fluorescencije obojenih ¢elija nakon tretmana u odnosu

na kontrolnu grupu (F=6850,984; p<0,0001).
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Slika 4.4.4. Reprezentativhe mikrofotografije MRC-5 celija obelezenih imunofluorescentnim
bojenjem na vimentin (zeleni signal) uz obelezavanje jedara DAPI bojom (plavi signal), nakon 24
h tretmana razli¢itim koncentracijama Ciste stupstance L-karnozina. Kontrolna grupa: A) DAPI, B)
vimentin i C) DAPl+vimentin; 2 mM L-karnozin: D) DAPI, E) vimentin i F) DAPI+vimentin; 5 mM L-
karnozin: G) DAPI, H) vimentin i I) DAPl+vimentin; 10 mM L-karnozin: J) DAPI, K) vimentin i L)
DAPI+vimentin. Fotografije su uslikane pri uveli¢anju 400x, skala 50 um.

4.4.2.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na intenzitet fluorescencije vimentina u citoplazmi
MRC-5 Celija

Analizirajuci reprezentativne mikrofotografije MRC-5 éelija nakon tretmana razli¢itim
koncentracijama preparata Karnozin EXTRA® zapaZa se da je signal fluorescencije intermedijernog
filamenta vimentina evidentno jac¢i u odnosu na netretiranu grupu ¢elija (Slika 4.4.5). Pojedine
celije pored ekspresije vimentina u Citavoj citoplazmi sadrze i male regione intermedijernih
filamenata koncentrisane u perifernim delovima ¢elija neposredno uz celijsku membranu.

Prisutne promene su uogljivije u grupama 5 mM Karnozin EXTRA® i 10 mM Karnozin EXTRA®.
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Graficki prikaz kvantifikacije fluorescencije u MRC-5 ¢elijama eksperimentalnih grupa
ukazuje na postojanje znacajne razliCitosti izmerenih vrednosti ekspresije vimentina u odnosu na
kontrolnu grupu (F=6850,984; p<0,0001) (Grafikon 4.4.3B). Znacajnije dozno-zavisno odstupanje

izmerenih vrednosti TCCF evidentirano je u grupama 5 mM i 10 mM Karnozin EXTRA® u odnosu

na grupu 2 mM Karnozin EXTRA® (p<0,0001).

Slika 4.4.5. Reprezentativne mikrofotografije MRC-5 celija obeleZenih imunofluorescentnim
bojenjem na vimentin (zeleni signal) uz obeleZavanje jedara DAPI bojom (plavi signal), nakon 24
h tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Karnozin EXTRA®. Kontrolna grupa:
A) DAPI, B) vimentin i C) DAPI+vimentin; 2 mM Karnozin EXTRA®: D) DAPI, E) vimentin i F)
DAPI+vimentin; 5 mM Karnozin EXTRA®: G) DAPI, H) vimentin i I) DAPI+vimentin; 10 mM Karnozin
EXTRA®: J) DAPI, K) vimentin i L) DAPI+vimentin. Fotografije su uslikane pri uveli¢anju 400x, skala
50 pm.
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4.4.2.3. Uticaj preparata Now® L-karnozin na intenzitet fluorescencije vimentina u citoplazmi
MRC-5 Celija

Na Slici 4.4.6 prikazana je ekspresija proteina vimentina imunofluorescentno obojenih
MRC-5 Celija nakon 24 h tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Now® L-
karnozin. Na osnovu detektovane imunorekativnosti moze se re¢i da postoji vidljivo smanjenje

signala koje je dozno-zavisno u odnosu na kontrolnu grupu uz izmenjen oblik samih éelija i gubitak

karakteristi¢nih svojstava vimentinske mreze.

Slika 4.4.6. Reprezentativne mikrofotografije MRC-5 celija obelezenih imunofluorescentnim
bojenjem na vimentin (zeleni signal) uz obeleZavanje jedara DAPI bojom (plavi signal), nakon 24
h tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Now"’ L-karnozin. Kontrolna grupa:
A) DAPI, B) vimentin i C) DAPI+vimentin; 2 mM Now"’ L-karnozin: D) DAPI, E) vimentin i F)
DAPI+vimentin; 5 mM Now" L-karnozin: G) DAPI, H) vimentin i I) DAPl+vimentin; 10 mM Now" L-
karnozin: J) DAPI, K) vimentin i L) DAPl+vimentin. Fotografije su uslikane pri uveli¢anju 400k,
skala 50 um.
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Na Grafikonu 4.4.3C predstavljeni su efekti sprovedenog tretmana na ukupan intenzitet
fluorescencije intermedijernog filamenta vimentina kod MRC-5 Ccelijske linije. Vrednosti
ekspresije ispitivanog markera eksperimentalnih grupa statistic¢ki se znac¢ajno razlikuju u odnosu
na kontrolnu (F=6850,984; p<0,0001). Nakon sprovedenih tretmana uocava se trend opadanja

izmerenih vrednosti TCCF u odnosu na grupu netretiranih éelija.
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Grafikon 4.4.3. Efekat A) Ciste supstance L-karnozina, B) preparata Karnozin EXTRA®i C) preparata
Now"” L-karnozin na ekspresiju vimentina u ¢elijama fetalnih fibroblasta pluéa. Ispitivane éelije su
inkubirane sa razli¢itim koncentracijama karnozina tokom 24 h. Rezultati su predstavljeni kao
srednje vrednostitSD. * p < 0,0001

4.4.2.4. Uticaj koncentracije od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet

fluorescencije vimentina u citoplazmi MRC-5 Celija

Kvantifikovani rezultati ukupnog intenziteta fluorescencije vimentina kod obojenih MRC-
5 Celija nakon sprovedenog tretmana ispitivanim preparatima pri koncentraciji od 2 mM
karnozina prikazani su na Grafikonu 4.4.4A. Poredivsi vrednosti tretiranih grupa sa kontrolnom
primeéeno je postojanje statisticki znacajne razlike (F=6850,984; p<0,0001). Redukcija proteinske
ekspresije ispitivanog markera prisutna je u grupama 2 mM L-karnozin i 2 mM Now" L-karnozin u
odnosu na kontrolne vrednosti. Nasuprot navedenog, tretman preparatom Karnozin EXTRA® pri
apilkovanoj koncentraciji od 2 mM karnozina indukuje povisenje izmereneih vrednosti u odnosu

na kontrolnu i ostale eksperimentalne grupe (p<0,0001).
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4.4.2.5. Uticaj koncentracije od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet
fluorescencije vimentina u citoplazmi MRC-5 celija

Sa Grafikona 4.4.4B nakon kvantifikacije rezultata ukupnog intenziteta fluorescencije
vimentina kod MRC-5 éelija tretiranih koncentracijom od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata
uoCava se prisutvo statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu (F=6850,984;
p<0,0001). Ekspresija ispitivanog markera u grupi 5 mM L-karnozin sli¢na je izmerenoj vrednosti
u grupi 5 mM Now® L-karnozin, te nije evidentirano postojanje statisticki znacajne razlike
(p>0,05). Medutim, u grupi 5 mM Karnozin EXTRA® zabeleZeno je znadajno povisenje vrednosti

ukupne fluorescencije u poredenju sa ostalim grupama (p<0,0001).

4.4.2.6. Uticaj koncentracije od 10 mM karnozina ispitivanih preparata na intenzitet

fluorescencije vimentina u citoplazmi MRC-5 Celija

Na Grafikonu 4.4.4C su prikazane vrednosti ukupnog intenziteta fluorescencije vimentina
tretiranih MRC-5 ¢elija koncentracijom od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata. Rezultati
prikazani na ovom grafikonu jasno govore o postojanju statisticki znacajne razlike pri poredenju
eskperimentalnih grupa sa kontrolnom (F=6850,984; p<0,0001). Takode, znacajna razlika je
evidentirana i pri analiziranju vrednosti izmerenih u grupi 10 mM Karnozin EXTRA® u odnosu na
ostale grupe (p<0,0001). Naime, sprovedeni tretmani éelija L-karnozinom i preparatom Now" L-
karnozin znacajno smanjuju proteinsku ekspresiju vimentina. Dok sa druge strane, tretman 10
mM karnozinom iz preparata Karnozin EXTRA® indukuje drastiéno povecanje ekspresije

ispitivanog markera.
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Grafikon 4.4.4. Efekat Ciste supstance L-karnozina, preparata Karnozin EXTRA® i preparata Now®
L-karnozin na ekspresiju vimentina u celijama fetalnih fibroblasta pluéa nakon 24 h tretmana
koncentracijom od A) 2 mM, B) 5 mM i C) 10 mM karnozina. Rezultati su predstavljeni kao srednje
vrednosti+SD. * p < 0,0001

4.4.3. Celije adenokarcinoma dojke (MCF-7)

Uz pomoc Fiji kompijuterskog programa izvrSena je analiza i kvantifikacija vrednosti
eksprimiranosti markera vimentina u ¢elijama adenokarcinoma dojke. U citoplazmi ispitivanih
¢elija nije evidentirana pozitivnost intermedijernog filamenta vimentina Sto je u skladu sa

literaturnim navodima (285).
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4.4.4. Celije humanog glioblastoma (U87)

Uz pomo¢ imunofluorescentnog bojenja kori$¢enjem specifi¢nog Alexa Fluor® 488 antiteta
pri detekciji proteina vimentina u ¢elijama humanog glioblastoma, dokazan je nizak stepen
imunoreaktivnosti. Izmerena vrednost ukupnog intenziteta fluorescencije ispitivanog proteina u
grupi netretiranih celija iznosila je 1,9+0,69. Na mikrofotografijama kontrolne grupe ¢elija jasno
se moze videti citoplazmatska lokalizacija intermedijernih filamenata vimentina uz nesto

naglaseniji intenzitet signala perinuklearno.

4.4.4.1. Uticaj Ciste supstance L-karnozin na intenzitet fluorescencije vimentina u citoplazmi U87
celija

Na Slici 4.4.7. prikazan je efekat razli¢itih koncentracija karnozina iz preparata Now" L-
karnozin na imunoreaktivnost citoplazmatskih intermedijernih filamenata kod ispitivane celijske
linije. Naime, prisutno je diskretno smanjenje signala imunofluorescencije u odnosu na kontrolnu
grupu, bez evidentiranih promena u izgledu, rasporedu i gradi vimentinskih niti.

Kvantifikacijom i statistickom obradom rezultata sprovedenog imunofluorescentnog
bojenja U87 celija nakon tretmana utvrdeno je da Cista supstanca L-karnozin ne dovodi do
statisticki znacajnog smanjenja vrednosti TCCF za vimentin u odnosu na grupu netretiranih éelija
(p>0,05) (Grafikon 4.4.5A). Takode, postojanje znacajnije razlicitosti medu vrednostima

eksperimentalnih grupa nije evidentirano (p>0,05).
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Slika 4.5.7. Reprezentativhe mikrofotografije U87 celija obelezenih imunofluorescentnim
bojenjem na vimentin (zeleni signal) uz obelezavanje jedara DAPI bojom (plavi signal), nakon 24
h tretmana razli¢itim koncentracijama Ciste stupstance L-karnozina. Kontrolna grupa: A) DAPI, B)
vimentin i C) DAPl+vimentin; 2 mM L-karnozin: D) DAPI, E) vimentin i F) DAPI+vimentin; 5 mM L-
karnozin: G) DAPI, H) vimentin i I) DAPl+vimentin; 10 mM L-karnozin: J) DAPI, K) vimentin i L)
DAPI+vimentin. Fotografije su uslikane pri uveli¢anju 400x, skala 50 um.

4.4.4.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na intenzitet fluorescencije vimentina u citoplazmi U87
celija

Reprezentativne mikrofotografije (Slika 4.4.8) U87 ¢elija bojenih imunofluorescentno na
vimentin nakon sprovedenog tretmana ukazuju na prisutnu imunoreaktivnost u grupama 5 mM
i 10 mM Karnozin EXTRA®. Prisutvo intermedijernih filamenata vimentina citoplazmatski odlika je
celija svih eksperimentalnih grupa, medutim intenzitet signala perinuklearno je naglaseniji u
grupama 5 i 10 mM Karnozin EXTRA® odnosu na kontrolnu. Treba istaéi da se nakon tretmana
koncentracijom od 10 mM karnozina usled promene morfoloskih svojstava ¢elija uo¢ava stapanje

pojedinacnih niti i formiranje snopova ¢ime se sti¢e utisak veoma jakog signala.

108



Doktorska disertacija Aleksandra Popovic

Na Grafikonu 4.4.5B predstavljene su kvantifikovane vrednosti imunofluorescentnog
bojenja U87 éelija na vimentin nakon 24 h tretmana. Znacajna razlika u izmerenim vrednostima
ekspresije prisutna je pri poredenju medu eksperimentalnim grupama (F=22,295; p<0,0001). U
grupi 2 mM Karnozin EXTRA® sprovedeni tretman nije ispoljio efekat (p>0,05), dok su se ¢elije u

grupama 5 mM i 10 mM Karnozin EXTRA® odlikovale znaéajno vi$im vrednostima u odnosu na

kontrolnu grupu (p<0,0001).

Slika 4.4.8. Reprezentativhe mikrofotografije U87 Celija obeleZenih imunofluorescentnim
bojenjem na vimentin (zeleni signal) uz obeleZavanje jedara DAPI bojom (plavi signal), nakon 24
h tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Karnozin EXTRA®. Kontrolna grupa:
A) DAPI, B) vimentin i C) DAPI+vimentin; 2 mM Karnozin EXTRA®: D) DAPI, E) vimentin i F)
DAPI+vimentin; 5 mM Karnozin EXTRA®: G) DAPI, H) vimentin i I) DAPI+vimentin; 10 mM Karnozin
EXTRA®: J) DAPI, K) vimentin i L) DAPI+vimentin. Fotografije su uslikane pri uveli¢anju 400x, skala
50 pm.
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4.4.4.3. Uticaj preparata Now" L-karnozin na intenzitet fluorescencije vimentina u citoplazmi U87

celija

Rerezentativne mikrofotografije imunofluorescentnog bojenja na vimentin U87 (elija
tretiranih razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Now" L-karnozin predstavljene su na
Slici 4.4.9. Na osnovu prisutne imunoreaktivnosti u citoplazmi obojenih intermedijernih

filamenata u grupama 5 i 10 Now® L-karnozin moze se primetiti formiranje snopova spajanjem

pojedinacnih intermedijernih vlakana kao i izmenjen izgled formirane mreze.

Slika 4.4.9. Reprezentativhe mikrofotografije U87 Celija obeleZzenih imunofluorescentnim
bojenjem na vimentin (zeleni signal) uz obeleZavanje jedara DAPI bojom (plavi signal), nakon 24
h tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Now’ L-karnozin. Kontrolna grupa:
A) DAPI, B) vimentin i C) DAPI+vimentin; 2 mM Now"’ L-karnozin: D) DAPI, E) vimentin i F)
DAPI+vimentin; 5 mM Now" L-karnozin: G) DAPI, H) vimentin i I) DAPl+vimentin; 10 mM Now" L-
karnozin: J) DAPI, K) vimentin i L) DAPI+vimentin. Fotografije su uslikane pri uveli¢anju 400x,
skala 50 um.
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Kvantifikacijom izmerenih vrednosti ukupnog intenziteta fluorescencije za ispitivani marker
nakon inkubacije U87 éelija pri razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Now® L-karnozin
kao i statistickom obradom podataka nije uoeno postojanje znacajnije razli¢itosti izmerenih

vrednosti medu grupama (Grafikon 4.4.5C) (p>0,05).
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Grafikon 4.4.5. Efekat A) Ciste supstance L-karnozina, B) preparata Karnozin EXTRA®i C) preparata
Now® L-karnozin na ekspresiju vimentina u éelijama humanog glioblastoma. Ispitivane ¢elije su
inkubirane sa razli¢itim koncentracijama karnozina tokom 24 h. Rezultati su predstavljeni kao
srednje vrednosti+SD. * p<0,0001

4.4.4.4. Uticaj koncentracije od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet

fluorescencije vimentina u citoplazmi U87 Celija

Efekti sprovedenog tretmana na nivo ekspresije vimentina u citoplazmi ¢elija humanog
glioblastoma prikazani su na Grafikonu 4.4.6A. Nakon posthoc Games Howell testa za nejednake

varijanse utvrdeno je nepostojanje statisticki znacajne razlike medu grupama (p>0,05).

4.5.4.5. Uticaj koncentracije od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet

fluorescencije vimentina u citoplazmi U87 celija

Na Grafikonu 4.4.6B prikazan je uticaj koncentracije od 5 mM karnozina iz ispitivanih
preparata na intenzitet fluorescencije vimentina kod U87 ¢elija. Uocava se da su vrednosti
izmerenog TCCF za vimentin u grupi 5 mM Karnozin EXTRA® znadajno vise u poredenju sa

kontrolnom ali i grupom 5 mM L-karnozin (F=22,295; p<0,0001). Dok sa druge strane, tretmani
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gistom supstancom i preparatom Now® L-karnozin nisu uslovili nastanak znadajnih razli¢itosti u

odnosu na grupu netretitanih ¢elija (p>0,05).

4.4.4.6. Uticaj koncentracije od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet
fluorescencije vimentina u citoplazmi U87 Celija

Rezultati ekspresije vimentina u U87 celijama nakon 24 h inkubacije sa 10 mM
karnozinom iz ispitivanih preparata predstavljeni su na Grafikonu 4.4.6C. Analizom izmereneih
vrednosti moZe se zapaziti da sprovedeni tretman u grupi 10 mM Karnozin EXTRA® je uslovio
porast TCCF za vimentin u odnosu na grupu netretiranih ¢elija kao i preostale eksperimentalne

grupe (F=22,295; p<0,0001).
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Grafikon 4.4.6. Efekat Ciste supstance L-karnozina, preparata Karnozin EXTRA® i preparata Now®
L-karnozin na ekspresiju vimentina u ¢elijama humanog glioblastoma nakon 24 h tretmana
koncentracijom od A) 2 mM, B) 5 mM i C) 10 mM karnozina. Rezultati su predstavljeni kao srednje
vrednosti+SD. * p<0,0001
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4.5. Efekti ispitivanih preparata na ekspresiju SOD2 nakon tretmana
kontinuriranih ¢elijskih linija

U cilju analiziranja uticaja razlic¢itih koncentracija karnozina iz ispitivanih preparata na
ekspresiju markera SOD2 u kontrinuiranim celijskim linijama sprovedeno je imunofluorescentno
boljenje. Naime, protein SOD2 na reprezentativnim mikrofotografiama pokazuje crvenu
fluorescenciju i lokalizovan je u mitohondrijama ispitivanih ¢éelija, dok su jedra bojena DAPI bojom

i pokazuju plavu fluorescenciju.

4.5.1. Celije bubrega hréka (BHK-21/C-13)

4.5.1.1. Uticaj Cciste supstance L-karnozin na intenzitet fluorescencije SOD2 markera u

mitohondrijama BHK-21/C-13 Celija

Efekti razli¢itih koncentracija Ciste supstance L-karnozin na ekspresiju SOD2 markera u
mitohondrijama BHK-21/C-13 ¢elijama predstavljeni su na Slici 4.5.1. Kvantifikovanjem izmerenih
vrednosti TCCF za SOD2 kao i statistickom obradom rezultata uoceno je postojanje statisticki
znacajne razlike pri poredenju grupe 10 mM L-karnozin sa kontrolnom ali i ostalim
eksperimentalnim grupama (Grafikon 4.5.1A) (F= 20,652; p<0,0001). Naime, u ovoj grupi doslo

je do porasta intenziteta signala za ispitivani marker.
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Slika  4.5.1. Reprezentativne  mikrofotografije BHK-21/C-13  (Celija  obelezenih

G

-K
-

imunofluorescentnim bojenjem na SOD2 (crveni signal) uz obelezavanje jedara DAPI bojom (plavi
signal), nakon 24 h tretmana razli¢itim koncentracijama Ciste stupstance L-karnozina. Kontrolna
grupa: A) DAPI, B) vimentin i C) DAPl+vimentin; 2 mM L-karnozin: D) DAPI, E) vimentin i F)
DAPI+vimentin; 5 mM L-karnozin: G) DAPI, H) vimentin i I) DAPI+vimentin; 10 mM L-karnozin: J)
DAPI, K) vimentin i L) DAPI+vimentin. Fotografije su uslikane pri uveli¢anju 400x, skala 50 pm.

4.5.1.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na intenzitet fluorescencije SOD2 markera u

mitohondrijama BHK-21/C-13 Celija

Na Slici 4.5.2 prikazano je imunofluorescentno bojenje SOD2 markera kontrolne i
eksperimentalnih grupa BHK-21/C-13 ¢elija nakon tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina
iz ispitivanog preparata. Pri poredenju kvanitifikovanih vrednosti TCCF, primeceno je postojanje
statisticki znacajne razlike nakon inkubacije ¢elija sa koncentracijama od 5 i 10 mM karnozina iz
preparata Karnozin EXTRA® u odnosu na kontrolnu ali grupu éelija tretiranu koncentracijom od 2
mM karnozina (Grafikon 4.5.1B) (F= 20,652; p<0,0001). Takode, i na reprezentativnim

mikrofotografijama zapaza se da pri koncentracijama od 5 i 10 mM karnozina iz ispitivanog
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preparata u medijumu za rast, u mitohondrijama éelija dolazi do pojacanja ekspresije SOD2

markera.

Slika  4.5.2. Reprezentativne  mikrofotografije BHK-21/C-13  (celija  obelezenih
imunofluorescentnim bojenjem na SOD2 (crveni signal) uz obelezavanje jedara DAPI bojom (plavi

signal), nakon 24 h tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Karnozin EXTRA®.
Kontrolna grupa: A) DAPI, B) vimentin i C) DAPI+vimentin; 2 mM Karnozin EXTRA®: D) DAPI, E)
vimentin i F) DAPI+vimentin; 5 mM Karnozin EXTRA®: G) DAPI, H) vimentin i 1) DAPI+vimentin; 10
mM Karnozin EXTRA®: J) DAPI, K) vimentin i L) DAPl+vimentin. Fotografije su uslikane pri
uveli¢anju 400x, skala 50 um.

4.5.1.3. Uticaj preparata Now® L-karnozin na intenzitet fluorescencije SOD2 markera u
mitohondrijama BHK-21/C-13 celija

Rerezentativne mikrofotografije imunofluorescentnog bojenja na SOD2 marker BHK-
21/C-13 Celija tretiranih razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Now® L-karnozin
predstavljene su na Slici 4.5.3. Statistickom obradom kvanitifikovanih vrednosti TCCF uocava se

postojanje znacajne razlike pri poredenju grupa éelija tretiranih koncentracijom od 5 i 10 mM
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karnozina iz ispitivanog preparata u odnosu na vrednosti izmerene u kontrolnoj grupi (Grafikon
4.5.1C) (F= 20,652; p<0,0001). Tretman BHK-21/C-13 éelija preparatom Now® L-karnozin u

koncentraciji od 5 i 10 mM karnozina u medijumu za rast uslovio je smanjenje imunoreaktivnosti

ispitivanog markera u mitohondrijama.

Slika 4.5.3. Reprezentativne  mikrofotografije = BHK-21/C-13  celija  obeleZenih
imunofluorescentnim bojenjem na SOD2 (crveni signal) uz obeleZavanje jedara DAPI bojom (plavi
signal), nakon 24 h tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Now® L-karnozin.
Kontrolna grupa: A) DAPI, B) vimentin i C) DAPl+vimentin; 2 mM Now"® L-karnozin: D) DAPI, E)
vimentin i F) DAPl+vimentin; 5 mM Now"® L-karnozin: G) DAPI, H) vimentin i I) DAPI+vimentin; 10
mM Now® L-karnozin: J) DAPI, K) vimentin i L) DAPl+vimentin. Fotografije su uslikane pri
uveli¢anju 400x, skala 50 um.
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Grafikon 4.6.1. Efekat A) Ciste supstance L-karnozina, B) preparata Karnozin EXTRA®i C) preparata
Now® L-karnozin na ekspresiju SOD2 u mitohondrijama ¢elija bubrega hr&ka. Ispitivane éelije su
inkubirane sa razli¢itim koncentracijama karnozina tokom 24 h. Rezultati su predstavljeni kao
srednje vrednosti+SD. * p < p<0,0001

4.5.1.4. Uticaj koncentracije od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet
fluorescencije SOD2 markera u mitohondrijama BHK-21/C-13 éelija

Na Grafikonu 4.5.2A predstavljen je uticaj koncentracije od 2 mM karnozina iz ispitivanih
preparata na intenzitet fluorescencije SOD2 markera u mitohondrijama BHK-21/C-13 (celija.
Tretman preparatom Now® L-karnozin doveo je do statisti¢ki znaajnog smanjenja izmerenih

vrednosti TCCF u odnosu na ostale eksperimentalne grupe (F= 20,652; p<0,0001).

4.5.1.5. Uticaj koncentracije od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet
fluorescencije SOD2 markera u mitohondrijama BHK-21/C-13 Celija

Nakon 24 h tretmana BHK-21/C-13 ¢elija koncentracijom od 5 mM karnozina iz ispitivanih
preparata analizirane su vrednosti ukupnog intenziteta fluorescencije za SOD2 marker (Grafikon
4.5.2B). Postojanje statisticki znacajne razlike izmerenih vrednosti prisutno je pri medusobnom
poredenju eksperimentalnih grupa kao i pri poredenju grupa celija tretiranih preparatima
Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin u odnosu na kontrolnu grupu (F= 20,652; p<0,0001). Tretman
preparatom Karnozin EXTRA® uslovio je porast eksperije ispitivanog markera, dok se sa druge
strane u grupi Celija nakon tretmana preparatom Now® L-karnozin beleZi smanjenje

imunofluorescentnog signala u odnosu na ostale grupe.

117



Doktorska disertacija Aleksandra Popovic

4.5.1.6. Uticaj koncentracije od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet
fluorescencije SOD2 u mitohondrijama BHK-21/C-13 Celija

Efekti sprovedenog tretmana koncentracijom od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata
na nivo ekspresije SOD2 markera u mitohondrijama éelija bubrega hrcka prikazani su na
Grafikonu 4.5.2C. Celije tretirane &istom supstancom L-karnozin kao i preparatom Karnozin
EXTRA® pokazuju jadi intenzitet signala u odnosu na kontrolnu kao i grupu tretiranu preparatom
Now® L-karnozin (F= 20,652; p<0,0001). Nasuprot navedenog, zna¢ajni pad vrednosti TCCF za
SOD2 prisutan je u grupi 10 mM Now® L-karnozin pri poredenju sa vrednosti izmerenim u
kontrolnoj kao i ostalim eksperimentalnim grupama (p<0,0001).
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Grafikon 4.5.2. Efekat ¢iste supstance L-karnozina, preparata Karnozin EXTRA® i preparata Now®
L-karnozin na ekspresiju SOD2 u mitohondrijama ¢elija bubrega hrcka nakon 24 h tretmana
koncentracijom od A) 2 mM, B) 5 mM i C) 10 mM karnozina. Rezultati su predstavljeni kao srednje
vrednostizSD. * p < p<0,0001
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4.5.2. Humani fetalni fibroblasti plu¢a (MRC-5)

4.5.2.1. Uticaj ciste supstance L-karnozina na intenzitet fluorescencije SOD2 markera u
mitohondrijama MRC-5 Celija

Na Slici 4.5.4 prikazan je efekat razli¢itih koncentracija Ciste supstance L-karnozin na
imunoreaktivnost SOD2 markera u mitohondrijama ispitivane celijske linije. Znacajne razli¢itosti
evidentirane su pri medusobnom poredenju grupe Celija tretirane koncentracijom od 10 mM L-
karnozina u odnosu na ostale grupe (F=15,234; p<0,0001) (Grafikon 4.5.3A). Naime, u ovoj

eksperimentalnoj grupi izmerene su najvise vrednosti TCCF za SOD2 marker.

Slika 4.5.4. Reprezentativne mikrofotografije MRC-5 celija obelezenih imunofluorescentnim

bojenjem na SOD2 (crveni signal) uz obelezavanje jedara DAPI bojom (plavi signal), nakon 24 h
tretmana razli¢itim koncentracijama Ciste stupstance L-karnozina. Kontrolna grupa: A) DAPI, B)
vimentin i C) DAPl+vimentin; 2 mM L-karnozin: D) DAPI, E) vimentin i F) DAPI+vimentin; 5 mM L-
karnozin: G) DAPI, H) vimentin i 1) DAPl+vimentin; 10 mM L-karnozin: J) DAPI, K) vimentin i L)
DAPI+vimentin. Fotografije su uslikane pri uveli¢anju 400x, skala 50 um.
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4.5.2.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na intenzitet fluorescencije SOD2 markera u

mitohondrijama MRC-5 celija

Na reprezentativnim mikrofotografijama (Slika 4.5.5) uocava se imunoreaktivnost SOD2
markera u mitohondrijama c¢elija humanih fetalnih fibroblasta pluéa nakon sprovedenog
tretmana. Kvantifikovani rezultati TCCF vrednosti predstavljeni su na Grafikonu 4.5.3B.
Postojanje statisticki znacajne razlike prisutno je nakon tretmana svim ispitivanim
koncentracijama karnozina iz preparata Karnozin EXTRA® u odnosu na vrednost izmerenu u
kontrolnoj grupi, ali i poredenjem medu eksperimentalnim grupama (F=15,234; p<0,0001).
Tretman delija najvecom koncentracijom uslovio je najizrazenije intenziviranje

imunofluorescentnog signala.

120



Doktorska disertacija Aleksandra Popovic

Slika 4.5.5. Reprezentativhe mikrofotografije MRC-5 celija obelezenih imunofluorescentnim
bojenjem na SOD2 (crveni signal) uz obeleZavanje jedara DAPI bojom (plavi signal), nakon 24 h
tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Karnozin EXTRA®. Kontrolna grupa:
A) DAPI, B) vimentin i C) DAPI+vimentin; 2 mM Karnozin EXTRA®: D) DAPI, E) vimentin i F)
DAPI+vimentin; 5 mM Karnozin EXTRA®: G) DAPI, H) vimentin i I) DAPI+vimentin; 10 mM Karnozin
EXTRA®: J) DAPI, K) vimentin i L) DAPI+vimentin. Fotografije su uslikane pri uveli¢anju 400x, skala
50 pum.
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4.5.2.3. Uticaj preparata Now® L-karnozin na intenzitet fluorescencije SOD2 markera u
mitohondrijama MRC-5 Celija

Rerezentativne mikrofotografije imunofluorescentnog bojenja na SOD2 u mitohondrijama
¢elija humanih fetalnih fibroblasta plué¢a tretiranih razli¢itim koncentracijama karnozina iz
preparata Now® L-karnozin predstavljene su na Slici 4.5.6. U grupama 5i 10 mM Now® L-karnozin
beleZi se porast vrednosti intenziteta imunofluorescencije uz postojanje statisticki znacajne

razlike pri poredenju imunoreaktivnosti sa kontrolnom i grupom tretiranom 2 mM

koncentracijom karnozina (F=15,234; p<0,0001) (Grafikon 4.5.3C).

Slika 4.5.6. Reprezentativne mikrofotografije MRC-5 celija obelezenih imunofluorescentnim
bojenjem na SOD2 (crveni signal) uz obeleZavanje jedara DAPI bojom (plavi signal), nakon 24 h
tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Now"’ L-karnozin. Kontrolna grupa: A)
DAPI, B) vimentin i C) DAPI+vimentin; 2 mM Now® L-karnozin: D) DAPI, E) vimentin i F)
DAPI+vimentin; 5 mM Now" L-karnozin: G) DAPI, H) vimentin i I) DAPl+vimentin; 10 mM Now" L-
karnozin: J) DAPI, K) vimentin i L) DAPl+vimentin. Fotografije su uslikane pri uveli¢anju 400k,
skala 50 um.
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Grafikon 4.5.3. Efekat A) Ciste supstance L-karnozina, B) preparata Karnozin EXTRA®i C) preparata
Now"” L-karnozin na ekspresiju SOD2 u mitohondrijama Celija fetalnih fibroblasta pluéa. Ispitivane
celije su inkubirane sa razli¢itim koncentracijama karnozina tokom 24 h. Rezultati su predstavljeni
kao srednje vrednosti+SD. * p < 0,0001

4.5.2.4. Uticaj koncentracije od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet
fluorescencije SOD2 markera u mitohondrijama MRC-5 Celija

Na Grafikonu 4.5.4A prikazani su rezultati imunofluorescentnog bojenja MRC-5 ¢elija na
SOD2 marker nakon tretmana 2 mM koncentracijom karnozina iz ispitivanih preparata. Analizom

izmerenih vrednosti nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike medu grupama (p>0,05).

4.5.2.5. Uticaj koncentracije od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet
fluorescencije SOD2 markera u mitohondrijama MRC-5 ¢celija

Nakon posthoc Games Howell testa za nejednake varijanse utvrdeno je da u pogledu
izmerenih vrednosti intenziteta fluorescencije za ispitivani marker nakon 24 h tretmana MRC-5
c¢elija koncentracijom od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata, nema znacajne razlicitosti

medu grupama (p>0,05) (Grafikon 4.5.4B).
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4.5.2.6. Uticaj koncentracije od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet
fluorescencije SOD2 markera u mitohondrijama MRC-5 Celija

Efekti sprovedenog tretmana na nivo ekspresije SOD2 u mitohondrijama ¢elija humanih
fetalnih fibroblasta plué¢a prikazani su na Grafikonu 4.5.4C. Analizom vrednosti intenziteta
fluorescencije kao i poredenjem istih medu grupama evidentirano je postojanje znacajne
razliitosti nakon tretman ispitivanim preparatima usled primene koncentracije od 10 mM
karnozina (F=15,234; p<0,0001). NajniZe izmerene vrednosti TCCF za ispitivani marker uocene su
nakon tretmana ¢istom supstancom L-karnozin, dok se najviSe izmerene vrednosti uo¢avaju usled

tretmana preparatom Now® L-karnozin.

Intenzitet fluorescencije X
Intenzitet fluorescencije @
Intenzitet fluorescencije ©

Grafikon 4.5.4. Efekat &iste supstance L-karnozina, preparata Karnozin EXTRA® i preparata Now®
L-karnozin na ekspresiju SOD2 u mitohondrijama celija fetalnih fibroblasta plu¢a nakon 24 h
tretmana koncentracijom od A) 2 mM, B) 5 mM i C) 10 mM karnozina. Rezultati su predstavljeni
kao srednje vrednostitSD. * p < 0,05
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4.5.3. Celije adenokarcinoma dojke (MCF-7)

4.5.3.1. Uticaj ciste supstance L-karnozin na intenzitet fluorescencije SOD2 markera u
mitohondrijama MCF-7 Celija

Analizirajuci reprezentativne mikrofotografije MCF-7 Celija nakon tretmana razli¢itim
koncentracijama L-karnozina zapaza se da je signal fluorescencije SOD2 evidentno slabiji u
odnosu na netretiranu grupu éelija (Slika 4.5.7). Sa Grafikon 4.5.5A uoceno je da su izmerene
vrednosti ukupnog intenziteta fluorescencije za ispitivani marker u eksperimentalnim grupama

statististicki znacajno nize u odnosu na grupu netretiranih ¢éelija (F=51,804; p<0,0001).

Slika 4.5.7. Reprezentativne mikrofotografije MCF-7 celija obeleZenih imunofluorescentnim
bojenjem na SOD2 (crveni signal) uz obeleZavanje jedara DAPI bojom (plavi signal), nakon 24 h
tretmana razli¢itim koncentracijama Ciste stupstance L-karnozina. Kontrolna grupa: A) DAPI, B)
vimentin i C) DAPl+vimentin; 2 mM L-karnozin: D) DAPI, E) vimentin i F) DAPI+vimentin; 5 mM L-
karnozin: G) DAPI, H) vimentin i 1) DAPl+vimentin; 10 mM L-karnozin: J) DAPI, K) vimentin i L)
DAPI+vimentin. Fotografije su uslikane pri uveli¢anju 400x, skala 50 um.
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4.5.3.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na intenzitet fluorescencije SOD2 markera u
mitohondrijama MCF-7 Celija

Na Slici 4.6.8 prikazana je ekspresija SOD2 markera imunofluorescentno obojenih MCF-7
¢elija nakon 24 h tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Karnozin EXTRA®.
Kvantifikacijom imunoreaktivnosti u mitohondrijama éelija za ispitivani marker i nakon posthoc
Games Howell testa utvrdeno je postojanje statisticki znacajne razli¢itosti izmerenih vrednosti
svih eksperimentalnih grupa niZze vrednosti u odnosu na kontrolnu (F=51,804; p<0,0001)

(Grafikon 4.5.5B).

Slika 4.5.8. Reprezentativne mikrofotografije MCF-7 celija obeleZenih imunofluorescentnim
bojenjem na SOD2 (crveni signal) uz obeleZavanje jedara DAPI bojom (plavi signal), nakon 24 h
tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Karnozin EXTRA®. Kontrolna grupa:
A) DAPI, B) vimentin i C) DAPI+vimentin; 2 mM Karnozin EXTRA®: D) DAPI, E) vimentin i F)
DAPI+vimentin; 5 mM Karnozin EXTRA®: G) DAPI, H) vimentin i 1) DAPI+vimentin; 10 mM Karnozin
EXTRA®: J) DAPI, K) vimentin i L) DAPI+vimentin. Fotografije su uslikane pri uveli¢anju 400x, skala
50 um.
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4.5.3.3. Uticaj preparata Now’ L-karnozin na intenzitet fluorescencije SOD2 markera u
mitohondrijama MCF-7 Celija

Nakon sprovedenog 24 h tretmana MCF-7 Celija razli¢itim koncentracijama karnozina iz
preparata Now® L-karnozin vrieno je imunofliorescentno bojenje u cilju utvdivanja stepena
ekpresije SOD2 u mitohondrijama ove ¢éelijske linije (Slika 4.5.9). Naime, prisustvo razliCitih
koncentracija karnozina u medijumu za rast celija doprinelo je smanjenju intenziteta
imunoreaktivnosti kod svih eksperimentalnih grupa u odnosu na kontrolnu (F=51,804; p<0,0001)

(Grafikon 4.5.5C).

Slika 4.5.9. Reprezentativne mikrofotografije MCF-7 celija obeleZenih imunofluorescentnim
bojenjem na SOD2 (crveni signal) uz obeleZavanje jedara DAPI bojom (plavi signal), nakon 24 h
tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Now"’ L-karnozin. Kontrolna grupa: A)
DAPI, B) vimentin i C) DAPI+vimentin; 2 mM Now® L-karnozin: D) DAPI, E) vimentin i F)
DAPI+vimentin; 5 mM Now" L-karnozin: G) DAPI, H) vimentin i I) DAPl+vimentin; 10 mM Now" L-
karnozin: J) DAPI, K) vimentin i L) DAPl+vimentin. Fotografije su uslikane pri uveli¢anju 400k,
skala 50 um.
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Grafikon 4.5.5. Efekat A) Ciste supstance L-karnozina, B) preparata Karnozin EXTRA®i C) preparata
Now® L-karnozin na ekspresiju SOD2 u mitohondrijama ¢éelija humanog adenokarcinoma dojke.
Ispitivane celije su inkubirane sa razli¢itim koncentracijama karnozina tokom 24 h. Rezultati su
predstavljeni kao srednje vrednosti+SD. * p < 0,0001

4.5.3.4. Uticaj koncentracije od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet
fluorescencije SOD2 markera u mitohondrijama MCF-7 éelija

Na Grafikonu 4.5.6A predstavljeni su rezultati uticaja 2 mM karnozina iz ispitivanih
preparata na ekspresiju SOD2 u mitohondrijama MCF-7 ¢elija. Sprovedeni tretman doveo je do
statisticki znacajnog smanjenja vrednosti TCCF u svim eksperimentalnim grupama u odnosu na
izmerenu vrednost kod netretiranih ¢elija (F=51,804; p<0,0001). Znacajnije smanjenje ekspesije
ispitivanog markera prisutno je u grupama celija tretiranih L-karnozinom i preparatom Now® L-

karnozin u odnosu na grupu tretiranu karnozinom iz preparata Karnozin EXTRA®.

4.5.3.5. Uticaj koncentracije od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet
fluorescencije SOD2 markera u mitohondrijama MCF-7 ¢elija

Analiziraju¢i kvantifikovane vrednosti imunoreaktivnosti za SOD2 marker u
mitohondrijama MCF-7 éelija nakon tretmana koncentracijom od 5 mM karnozina iz ispitivanih
preparata zapaza se da je TCCF znatno niZi u svim eksperimentalnim grupama u odnosu na
netretiranu grupu celija (F=51,804; p<0,0001) (Grafikon 4.5.6B). U grupama celija tretiranih
gistom supstancom L-karnozin i karnozinom iz preparata Now® L-karnozin uo&avaju se statisticki
znacajno nize vrednosti TCCF nego u grupi ¢éelija tretiranoj preparatom Karnozin EXTRA®

(p<0,0001).
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4.5.3.6. Uticaj koncentracije od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet
fluorescencije SOD2 markera u mitohondrijama MCF-7 celija

Sa Grafikona 4.5.6C uocava se da je sprovedeni tretman koncentracijom od 10 mM
karnozina iz ispitivanih preparata uslovio statisticki zna¢ajno smanjenje vrednosti TCCF za SOD2
marker u svim eksperimentalnim grupama u odnosu na kontrolnu (F=51,804; p<0,0001). Takode,
postojanje znacajne razlike izmerenih vrednosti intenziteta fluorescencije prisutne su i pri
poredenju grupe celija tretiranih preparatom Karnozin EXTRA® u odnosu na ostale
eksperimentalne grupe (p<0,0001). Tretman ¢istom supstancom L-karnozin kao i preparatom
Now® L-karnozin uslovili su izaZenije smanjenje imunoreaktivnosti u odnosu na kontrolnu ali i

grupu 10 mM Karnozin EXTRA”.

>
*

Intenzitet fluorescencije
Intenzitet fluorescencije @
Intenzitet fluorescencije

Grafikon 4.5.6. Efekat ¢iste supstance L-karnozina, preparata Karnozin EXTRA® i preparata Now"
L-karnozin na ekspresiju SOD2 u mitohondrijama ¢elija humanog adenokarcinoma dojke nakon
24 h tretmana koncentracijom od A) 2 mM, B) 5 mM i C) 10 mM karnozina. Rezultati su
predstavljeni kao srednje vrednosti+SD. * p < 0,0001
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4.5.4. Celije humanog glioblastoma (U87)

4.5.4.1. Uticaj Cciste supstance L-karnozin na intenzitet fluorescencije SOD2 markera u
mitohondrijama U87 celija

Nakon 24 h tretmana U87 éelija razliCitim koncentracijama Ciste supstance L-karnozina
vr$eno je imunofliorescentno bojenje u cilju utvdivanja stepena ekpresije SOD2 markera (Slika
4.5.10). Sa Grafikona 4.5.7A uocava se da izmerene vrednosti TCCF za ispitivani marker imaju
trend dozno-zavisnog rasta, medutim statisticki znacajna razlika medu grupama nije evidentirana

(p>0,05).

Slika 4.5.10. Reprezentativne mikrofotografije U87 celija obeleZenih imunofluorescentnim
bojenjem na SOD2 (creveni signal) uz obelezavanje jedara DAPI bojom (plavi signal), nakon 24 h
tretmana razli¢itim koncentracijama Ciste supstance L-karnozina. Kontrolna grupa: A) DAPI, B)
vimentin i C) DAPl+vimentin; 2 mM L-karnozin: D) DAPI, E) vimentin i F) DAPI+vimentin; 5 mM L-
karnozin: G) DAPI, H) vimentin i 1) DAPl+vimentin; 10 mM L-karnozin: J) DAPI, K) vimentin i L)
DAPI+vimentin. Fotografije su uslikane pri uveli¢anju 400x, skala 50 um.
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4.5.4.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na intenzitet fluorescencije SOD2 markera u
mitohondrijama U87 celija

Efekti sprovedenog tretmana na nivo ekspresije SOD2 u mitohondrijama ¢elija humanog
glioblastoma prikazani su na Grafikonu 4.5.7B. Analizom mikrofotografija (Slika 4.5.11) i
kvantifikacijom rezultata stiCe se utisak dozno-zavisnog porasta intenziteta fluorescencije.
Medutim, statistickom obradom podataka nakon posthoc Games Howell testa za nejednake

varijanse primeceno je da nema znacajne razlike u izmerenim vrednostima (p>0,05).

Slika 4.5.11. Reprezentativne mikrofotografije U87 celija obeleZenih imunofluorescentnim
bojenjem na SOD2 (creveni signal) uz obeleZavanje jedara DAPI bojom (plavi signal), nakon 24 h
tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Karnozin EXTRA®. Kontrolna grupa:
A) DAPI, B) vimentin i C) DAPI+vimentin; 2 mM Karnozin EXTRA®: D) DAPI, E) vimentin i F)
DAPI+vimentin; 5 mM Karnozin EXTRA®: G) DAPI, H) vimentin i 1) DAPI+vimentin; 10 mM Karnozin
EXTRA®: J) DAPI, K) vimentin i L) DAPI+vimentin. Fotografije su uslikane pri uveli¢anju 400x, skala
50 pm.
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4.5.4.3. Uticaj preparata Now’ L-karnozin na intenzitet fluorescencije SOD2 markera u
mitohondrijama U87 celija

Analizirajuéi reprezentativne mikrofotografije U87 celija nakon tretmana razlicitim
koncentracijama preparata Now® L-karnozin zapaZa se da je signal fluorescencije SOD2 u
mitohondrijama naglaseniji u odnosu na netretiranu grupu celija (Slika 4.5.12). Upotrebom
posthoc Games Howell testa za nejednake varijanse nije evidentirano postojanje statisticki

znacajne razlike medu grupama (p>0,05) (Grafikonu 4.5.7C).

Slika 4.5.12. Reprezentativne mikrofotografije U87 celija obeleZenih imunofluorescentnim
bojenjem na SOD2 (creveni signal) uz obeleZavanje jedara DAPI bojom (plavi signal), nakon 24 h
tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Now"’ L-karnozin. Kontrolna grupa: A)
DAPI, B) vimentin i C) DAPI+vimentin; 2 mM Now® L-karnozin: D) DAPI, E) vimentin i F)
DAPI+vimentin; 5 mM Now" L-karnozin: G) DAPI, H) vimentin i I) DAPl+vimentin; 10 mM Now" L-
karnozin: J) DAPI, K) vimentin i L) DAPl+vimentin. Fotografije su uslikane pri uveli¢anju 400k,
skala 50 um.
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Grafikon 4.5.7. Efekat A) Ciste supstance L-karnozina, B) preparata Karnozin EXTRA®i C) preparata
Now® L-karnozin na ekspresiju SOD2 u mitohondrijama ¢elija humanog glioblastoma. Ispitivane
Celije su inkubirane sa razli¢itim koncentracijama karnozina tokom 24 h. Rezultati su predstavljeni
kao srednje vrednostitSD. * p < 0,0001

4.5.4.4. Uticaj koncentracije od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet

fluorescencije SOD2 markera u mitohondrijama U87 Celija

Na Grafikonu 4.5.8A prikazane su vrednosti intenziteta fluorescencije za SOD2 marker u
mitohondrijama humanog glioblastoma nakon 24 h tretmana koncentracijom od 2 mM karnozina
iz ispitivanih preparata. Postojanje statisticki znacajne razlike u pogledu izmerenih vrednosti

medu grupama nije evidentirano (p>0,05).

4.5.4.5. Uticaj koncentracije od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet
fluorescencije SOD2 markera u mitohondrijama U87 celija

Kvanitifikacijom rezultata nakon imunofluorescentnog bojenja i statistickom obradom
podataka primeceno je nepostojanje statisticki znacajne razlike izmerenih vrednosti intenziteta
imunofluorescentnog signala za SOD2 marker ¢elija humanog glioblastoma usled tretmana

koncentracijom od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata (p>0,05) (Grafikona 4.5.8B).

4.5.4.6. Uticaj koncentracije od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata na intenzitet
fluorescencije SOD2 markera u mitohondrijama U87 Celija
Nakon sprovedenog 24 h tretmana U87 celija karnozinom iz ispitivanih preparata u

koncentraciji od 10 mM vrSeno je imunofliorescentno bojenje u cilju utvrdivanja stepena
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ekpresije SOD2 u mitohondrijama. Sa Grafikona 4.5.8C uocava se da nije evidentirano postojanje
statisti¢ki znacajne razlike pri poredenju izmerenih vrednosti u eksperimentalnim grupama u
odnosu na kontrolu (p>0,05). Analizom intenziteta fluorescencije nakon tretmana celija
preparatom Karnozin EXTRA® primecuje se intenziviranje jagine sighala u odnosu na grupu éelija

tretiranih preparatom Now® L-karnozin (F=7,461; p<0,0001).
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Grafikon 4.5.8. Efekat Ciste supstance L-karnozina, preparata Karnozin EXTRA® i preparata Now®
L-karnozin na ekspresiju SOD2 u mitohondrijama celija humanog glioblastoma nakon 24 h
tretmana koncentracijom od A) 2 mM, B) 5 mM i C) 10 mM karnozina. Rezultati su predstavljeni
kao srednje vrednosti+SD. * p < 0,0001
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4.6. Efekti ispitivanih preparata na parametre mitohondrijske respiracije nakon

tretmana kontinuiranih celijskih linija

4.6.1. Celije bubrega hréka (BHK-21/C-13)

Kako bi aplikovana koncentracija egzogenih supstrata bila adekvatna i uniformna,
prvenstveno je odredena koncentracija digitonina koja je potrebna za narusavanje integriteta
Celijske membrane kontinuirane celijske linije bubrega hrcka. Primenom adekvatnog protokola
kao i titracijom supstrata i inhibitora utvrdeno je da je potrebna administracija digitonina od 5

ug/ml.
4.6.1.1. Uticaj Ciste supstance L-karnozin na parametre mitohondrijske respiracije BHK-21/C-13
celija

Izmerene vrednosti stope respiracije ispitivanih parametara mitohondrija BHK-21/C-13
¢elija nakon sprovedenog 24 h tretmana razliitim koncentracijama Ciste supstance L-karnozina
predstavljene su na Grafikonu 4.6.1A-F. U pogledu vrednosti stope potrosnje kiseonika
analiziranih parametara predstavljenih na Grafikonima 4.6.1C-F prisutan je isti trend. Tretman
koncentracijom od 2 i 5 mM L-karnozina uzrokovao je statisticki znaCajan porast izmerenih
vrednosti u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe (p<0,0001). Dok je sa druge strane u grupi
10 mM L-karnozin zabeleZen znacajan pad vrednosti analiziranih parametara mitohondrijske
respiracije u odnosu na ostale eksperimentalne kao i grupu netretiranih ¢elija (p<0,0001).

Analizom izmerenih vrednosti respiracije ,intaktnih celija“ bubrega hréka nakon
sprovedenog tretmana uocava se postojanje statisticki znacajne razlike pri poredenju grupa celija
teretiranih koncentracijom od 2 i 5 mM karnozina u odnosu na vrednosti kontrolne grupe
(F=18941,594; p<0,0001) (Grafikon 4.6.1A). Takode, poredenjem izmerenih vrednosti
eksperimentalnih grupa u pogledu ovog parametra beleZi se prisustvo statisti¢ki znaéajne razlike
(F=18941,594; p<0,0001). Najniza izmerena vrednost stope respiracije prisutna je u grupi 10 mM

L-karnozin.
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Na Grafikonu 4.6.1B predstavljeni su efekti sprovedenog tretmana na aktivnost kompleksa
| respiratornog lanca mitohondrija BHK-21/C-13 ¢elija. UocCava se postojanje statisticki znacajne
razlike pri poredenju vrednosti eskperimentalnih grupa sa kontrolnom (F=15997,329; p<0,0001).
Naime, sprovedeni tretman koncentracijom od 2 i 5 mM karnozina uslovio je stimulaciju
aktivnosti ovog kompleksa dok je sa druge strane tretman koncentracijom od 10 mM karnozina

uslovio smanjenje aktivnosti ovog parametra (F=15997,329; p<0,0001).
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Grafikon 4.6.1. Parametri mitohondrijske respiracije BHK-21/C-13 celija nakon tretmana
razli¢itim koncentracijama Ciste supstance L-karnozina. A) Respiracija “intaktnih éelija”, B)
Aktivnost kompleksa | (C I), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni
kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost kompleksa Il
(C 1), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD. *
p<0,0001
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4.6.1.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na parametre mitohondrijske respiracije BHK-21/C-13
celija

Na Grafikonu 4.6.2A-F predstavljeni su rezultati dobijeni merenjem parametara
mitohondrijske respiracije nakon 24 h tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata
Karnozin EXTRA®. Poredenjem izmerenih vrednosti potro3nje kiseonika medu eksperimentalnim
grupama prisutna je znacajna razlika u pogledu svih analiziranih parametara (p<0,0001) (Grafikon
4.6.2A-F). Naime, evidentan je statisticki znacajan porast stope respiracije ¢elija u grupama 2i5
mM Karnozin EXTRA® u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,0001). Nasuprot navedenog, u grupi
¢elija tretiranih koncentracijom od 10 mM karnozina iz preparata Karnozin EXTRA® beleZi se
postojanja znacajnog pada stope potrosnje kiseonika svih analiziranih parametara u odnosu na

vrednosti izmerene kod netretiranih éelija (p<0,0001).
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Grafikon 4.6.2. Parametri mitohondrijske respiracije BHK-21/C-13 celija nakon tretmana
razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Karnozin EXTRA®. A) Respiracija “intaktnih
celija”, B) Aktivnost kompleksa | (C 1), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni
oksidacioni kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost

kompleksa Il (C 1l), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje
vrednosti+SD. * p<0,0001
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4.6.1.3. Uticaj preparata Now® L-karnozin na parametre mitohondrijske respiracije BHK-21/C-13

celija

Stopa respiracije BHK-21/C-13 celija nakon sprovedenog tretmana razliditim
koncentracijama karnozina iz preparata Now" L-karnozina predstavljena je na Grafikonu 4.6.3A-
F. Poredivsi vrednosti analiziranih parametara nakon tretmana koncentracijama od 5i 10 mM
karnozina iz ispitivanog preparata uoceno je postojanje statisticki znacajne razlike u odnosu na
kontrolnu grupu (p<0,0001) (Grafikonu 4.6.3A,B i D-F). U grupi 5 mM Now" L-karnozin doslo je
do najizrazenijeg povecanja stope potroSnje kiseonika u odnosu na kontrolnu i preostale
eksperimentalne grupe. Medutim, sa druge strane celije tretirane koncentracijom od 10 mM
karnozina pokazuju znacajan pad izmerenih vrednosti u odnosu na ostale eksperimentalne kao i

u odnosu na grupu netretiranih celija (p<0,0001).
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Grafikon 4.6.3. Parametri mitohondrijske respiracije BHK-21/C-13 celija nakon tretmana
razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Now® L-karnozin. A) Respiracija “intaktnih
celija”, B) Aktivnost kompleksa | (C 1), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni
oksidacioni kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost

kompleksa Il (C Il), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje
vrednosti+SD. * p<0,0001
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4.6.1.4. Uticaj koncentracije od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata na parametre

mitohondrijske respiracije BHK-21/C-13 Celija

Na Grafikonu 4.6.4A-F prikazane su izmerene vrednosti stepena respiracije pri analizi
parametara koji govore o bioenergetskim karakteristikama mitohondrija nakon tretmana
koncentracijom od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata. Primecuje se postojanje statisticki
znacajne razlike izmerenih vrednosti u grupama tretiranim Cistom supstancom L-karnozina i
karnozinom iz preparata Karnozin EXTRA® u odnosu na vrednosti izmerene u kontrolnoj grupi
(p<0,0001). Postojanje razlike u izmerenim vrednostima ispitivanih parametara takode je
prisutno i pri medusobnom poredenju eksperimentalnih grupa (p<0,0001). Naime, sprovedeni
tretman L-karnozinom kao i preparatom Karnozin EXTRA® doveo je do stimulacije respiracije te
se u ovim eksprimentalnim grupama beleZi porast stope potrosSnje kiseonika u odnosu na
netretiranu grupu Celija. Tretman preparatom Karnozin EXTRA® uslovio je najizraZeniji porast
stope respiracije svih analiziranih parametara, dok sa druge strane pri primeni preparata Now " L-
karnozina nije evidentirano postojanje znacajne razlike u stopi potrosnje kiseonika u odnosu na

izmerene vrednosti u kontrolnoj grupi.
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Grafikon 4.6.4. Parametri mitohondrijske respiracije BHK-21/C-13 celija nakon tretmana
koncentracijom od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata. A) Respiracija “intaktnih ¢elija”, B)
Aktivnost kompleksa | (C I), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni
kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost kompleksa Il

(C 1), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD.
* p<0,0001
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4.6.1.5. Uticaj koncentracije od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata na parametre

mitohondrijske respiracije BHK-21/C-13 Celija

Na Grafikonu 4.6.5A-F predstavljeni su rezultati dobijeni merenjem parametara
mitohondrijske respiracije nakon 24 h tretmana koncentracijom od 5 mM karnozina iz ispitivanih
preparata. Evidentno je postojanje stimulacije respiracije nakon sprovedenog tretmana u
vrednostima svih analiziranih parametara u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,0001). U grupi 5 mM
Karnozin EXTRA® ¢elije pokazuju najvedi stepen potrodnje kiseonika u odnosu na ostale grupe

tretiranih celija (p<0,0001).
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Grafikon 4.6.5. Parametri mitohondrijske respiracije BHK-21/C-13 celija nakon tretmana
koncentracijom od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata. A) Respiracija “intaktnih ¢elija”, B)
Aktivnost kompleksa | (C I), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni
kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost kompleksa Il

(C 1), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD.
* p<0,0001
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4.6.1.6. Uticaj koncentracije od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata na parametre

mitohondrijske respiracije BHK-21/C-13 Celija

Efekati sprovedenog tretmana koncentracijom od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata
na parametre mitohondrijske respiracije BHK-21/C-13 ¢elija prikazani su na Grafikonu 4.6.6A-F.
BelezZi se postojanje statisticki znacajne razlike izmerenih vrednosti u eksperimentalnim grupama
u odnosu na kontrolnu kao i pri medusobnom poredeniju tretiranih grupa éelija Grafikonu 4.6.6C-
F (p<0,0001). Sprovedeni tretmani uslovili su trend smanjenja stope respiracije u svim
eksperimentalnim grupama u odnosu na grupu netretiranih éelija. Najvedi inhibitorni uticaj na

stopu potrosnje kiseonika svih ispitivanih parametara prisutan je u grupi 10 mM Now " L-karnozin.
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Grafikon 4.6.6. Parametri mitohondrijske respiracije BHK-21/C-13 celija nakon tretmana
koncentracijom od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata. A) Respiracija “intaktnih ¢elija”, B)
Aktivnost kompleksa | (C I), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni
kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost kompleksa Il
(C 1), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD.
* p<0,0001
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4.6.2. Humani fetalni fibroblasti plu¢a (MRC-5)

U cilju permeabilizacije éelijske membrane humanih fetalnih fibroblasta pluéa
prvenstveno je odredena koncentracija digitonina aplikacijom supstrata kao i inhibitora u komoru
reakcinog suda aparata Oxygraph plus. Utvrdeno je da je potrebno 20 pg/ml digitonina za
naruSavanje integriteta celijske membrane a da se pritom ne oSteti spoljaSnja membrana

mitohondrija i ne izazove posledi¢no oslobadanje citohroma c.

4.6.2.1. Uticaj ciste supstance L-karnozin na parametre mitohondrijske respiracije MRC-5 celija

Na Grafikonu 4.6.7A-F prikazani su efekti primene razli¢itih koncentracija Ciste supstance
L-karnozina na ispitivane parametre mitohondrijske respiracije MRC-5 éelija.

Primena Ciste supstance L-karnozina u sve tri ispitivane koncentracije uslovila je porast
stope potrosnje kiseonika koji je prisutan pri analizi vrednosti respiracije “intaknih celija”
humanih fetalnih fibroblasta plu¢a (Grafikon 4.6.7A), a takode isti trend se belezZi i kada je u
pitanju aktivhost C IV (Grafikon 4.6.7F). Razlika u izmerenim vrednostima prisutna je i pri
medusobnom poredenju eksperimentalnih grupa (F= 2927,258; p<0,0001).

U pogledu izmerenih vrednosti stope potrosnje kiseonika koje govore u prilog aktivnosti C
I, sprovedeni tretman razli¢itim koncentracijama L-karnozina nije uzrokovao promenu vrednosti
u odnosu na grupu netretiranih (Grafikon 4.6.7B) (p>0,05).

Nakon administracije ADP-a koji stimuliSe transport elektrona duZ respiratornog lanca
mitohondrija, stopa potrosnje kiseonika je bila znatno niza u grupi ¢elija tretiranoj 10 mM L-
karnozinom pri poredenju sa kontrolnom (Grafikon 4.6.7C) (F= 368,618; p<0,0001).

Znacajno smanjenje stope respiracije registrovano je i pri analizi vrednosti maksimalnog
kapaciteta ETS mitohondrija (Grafikon 4.6.7D) (F= 564,349; p<0,0001) kao i pri analizi aktivnosti
C Il nakon sprovedenog tretmana u odnosu na vrednosti izmerene u kontrolnoj grupi (Grafikon
4.6.7E) (F= 236,141; p<0,0001). Naime, zabeleZeno je dozno-zavisno smanjenje potrosSnje

kiseonika.
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Grafikon 4.6.7. Parametri mitohondrijske respiracije MRC-5 ¢elija nakon tretmana razli¢itim
koncentracijama Ciste supstance L-karnozina. A) Respiracija “intaktnih celija”, B) Aktivnost
kompleksa | (C 1), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni kapacitet
elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivhost kompleksa Il (C II), F)
Aktivnost kompleksa IV (C V). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD. * p<0,0001
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4.6.2.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na parametre mitohondrijske respiracije MRC-5 Celija

Na Grafikonu 4.6.8A-F predstavljene su izmerene vrednosti ispitivanih parametara
mitohondrijske respiracije MRC-5 ¢elija nakon tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz
preparata Karnozin EXTRA®. Utvrdeno je postojanje statisticki znacajne razlike u pogledu svih
analiziranih parametara pri poredenju izmerenih vrednosti stope respiracije grupa céelija
tretiranih koncentracijom od 5 i 10 mM karnozina u odnosu na kontrolnu (p<0,0001). Pored
navedenog, sprovedeni tretman koncentracijom od 2 mM karnozina iz ispitivnanog preparata
uslovio je smanjenje vrednosti stope respiracije koje govore u prilog smanjenja maksimalnog
kapaciteta ETS mitohondrija, kao i o aktivnosti CIl'i CIV pri poredenju sa vrednostima kontrolne
grupe (Grafikoni 4.6.8D, E i F) (F=564,349; F=236,141 i F=64549,919; p<0,0001).

U pogledu vrednosti koje govore o respiraciji “intaktnih éelija” primecéuje se postojanje
statisti¢ki znacajne razlike pri poredenju grupe 10 mM Karnozin EXTRA® u odnosu na grupe ¢elija
tretirane koncentracijom od 2 i 5 mM karnozina iz ispitivanog preparata (Grafikon 4.6.8A)
(F=2927,258; p<0,0001). Naime, nakon sprovedenog tretmana ¢elija humanih fibtoblasta pluc¢a
koncentracijom od 10 mM karnozina iz ispitivanog preparata prisutano je izrazito smanjenje
stope potrosnje kiseonika u odnosu na ostale eksperimentalne grupe.

Analizirajudi vrednosti stope potrosnje kiseonika koje odrazavaju aktivnost C1i C IV uocava
se prisustvo dozno-zavisnog smanjenja nakon sprovedenih tretmana (Grafikoni 4.6.8B i F)
(F=473,724 i F=64549,919; p<0,0001).

Postojanje statisticki znacajne razlike evidentirano je pri poredenju vrednosti maksimalnog
kapaciteta ETS nakon tretmana koncentracijom od 2 i 10 mM karnozina iz ispitivanog preparata,
pri cemu je koncentracija od 10 mM uzrokovala drastican pad stope potroSnje kiseonika

(Grafikon 4.6.8F) (F=564,349; p<0,0001).
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Grafikon 4.6.8. Parametri mitohondrijske respiracije MRC-5 ¢elija nakon tretmana razli¢itim
koncentracijama karnozina iz preparata Karnozin EXTRA®. A) Respiracija “intaktnih ¢elija”, B)
Aktivnost kompleksa | (C I), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni
kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost kompleksa Il

(C 1), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD.
* p<0,0001
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4.6.2.3. Uticaj preparata Now® L-karnozin na parametre mitohondrijske respiracije MRC-5 éelija

Efekti sprovedenog tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Now® L-
karnozin na parametre mitohondrijske respiracije MRC-5 Celijske linije predstavljeni su na
Grafikonu 4.6.9A-F. Analizirajuci vrednosti ispitivanih parametara uocava se da je statisticki
znacajna razlika prisutna pri poredenju eksperimentalnih grupa sa kontrolnom (Grafikoni
4.6.9A,D-F (p<0,0001). Dok sa druge strane, kada je u pitanju aktivnost C | postojanje iste belezi
se samo nakon tretmana koncentracijom od 5 mM karnozina iz ispitivanog preparata u odnosu
na kontrolnu grupu (Grafikon 4.6.9B) (F=473,724; p<0,0001). Nakon administracije ADP-a
statistic¢ki znac¢ajna razlika je evidentna pri poredenju grupa tretiranih koncentracijom od 2 i 5
mM karnozina iz preparata Now® L-karnozin u odnosu na grupu netretiranih éelija (Grafikon
4.6.9C) (F=368,618; p<0,0001).

Stopa respiracije “intaktnih celija” merena je pre dodavanja digitonina, odnosno pre
permeabilizacije ¢elijske membrane i uocava se da je sprovedeni tretman doveo do povecanja
potrosnje kiseonika (Grafikon 4.6.9A). Postojanje statisticki znacajne razlike uocava se pri
poredenju grupa Celija tretiranih koncentracijom od 5 i 10 mM karnozina iz ispitivanog preparata
(F=2927,258; p<0,0001). Navedeni trend povecanja potrosnje kiseonika prisutan je i u pogledu
aktivnosti C IV (Grafikon 4.6.9F). Analizirajuéi vrednosti ovog parametra beleZi se postojanje
statisticki znacajne razlike nakon tretmana MRC-5 éelija koncentracijom od 10 mM u odnosu na
grupe 2 i5 mM Now® L-karnozin (F=64549,919; p<0,0001).

Nasuprot navedenog, smanjenje stope respiracije prisutno u pogledu vrednosti
maksimalnog kapaciteta elektron transportnog lanca i aktivnosti C Il (Grafikoni 4.6.9D i E).
Statisti¢ki znacajna razlika uocava se pri poredenju vrednosti stope respiracije nakon tretmana
MRC-5 ¢elija koncentracijom od 2 mM karnozina iz ispitivanog preparata u odnosu na grupe 5 i

10 mM Now® L-karnozin (F=564,349 i F=236,141; p<0,0001)
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Grafikon 4.6.9. Parametri mitohondrijske respiracije MRC-5 ¢elija nakon tretmana razli¢itim
koncentracijama karnozina iz preparata Now® L-karnozin. A) Respiracija “intaktnih éelija”, B)
Aktivnost kompleksa | (C I), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni
kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost kompleksa Il

(C 1), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD.
* p<0,0001
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4.6.2.4. Uticaj koncentracije od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata na parametre

mitohondrijske respiracije MRC-5 Celija

Na Grafikonu 4.6.10A-F predstavljeni su efekti sprovednog tretmana koncentracijom od 2
mM karnozina iz ispitivanih preparata na parametre mitohondrijske respiracije MRC-5 ¢elija.

Pri analizi stope respiracije ,intaktnih ¢elija“ uo€ava se da su sprovedeni tretmani Cistom
supstancom L-karnozin i preparatom Now" L-karnozin uslovili stimulaciju respiracije u poredenju
sa kontrolnom grupom (Grafikon 4.6.10A) (F=2927,258; p<0,0001). Takode, statisticki znacajna
razlika postoji i pri poredenju vrednosti izmerenih nakon tretmana preparatom Karnozin EXTRA®
u odnosu na ostale eksperimentalne grupe (F=2927,258; p<0,0001). Naime, tretman ovim
preparatom nije uslovio znacajne promene stope respiracije u odnosu na vrednosti izmerene u
kontrolnoj grupi (p>0,05).

U pogledu aktivnosti C | sprovedeni tretman preparatom Now® L-karnozin doveo je do
stimulacije aktivhosti a ujedno i porasta stope respiracije u odnosu na vrednosti izmerene u
kontrolnoj ali i ostalim eksperimentalnim grupama (Grafikon 4.6.10B) (F=473,724; p<0,0001).

Nakon administracije supstrata ADP-a merena je stopa potrosnje kiseonika i zapaza se da
je tretman preparatom Now® L-karnozin doprioneo povecenju potro$nje kiseonika u odnosu na
kontrolnu grupu ali i grupu Celija tretiranih preparatom Karnozin EXTRA® pri istoj koncentraciji
karnozina (Grafikon 4.6.10C) (F=368,618; p<0,0001). Takode, statisticki znacajna razlika je
prisutna i pri poredenju tretmana preparatom Karnozin EXTRA® u odnosu na tretman &istom
supstancom L-karnozin (F=368,618; p<0,0001).

Pri analizi efekata sprovedenih tretmana na vrednosti maksimalnog kapaciteta elektron
transportnog sistema mitohondrija humanih fetalnih fibroblasta plué¢a uocava se inhibitorni uticaj
u odnosu na vrednosti izmerene u kontrolnoj grupi (Grafikon 4.6.10D) (F=564,349; p<0,0001).
Naime, najizraZenije smanjenje stope respiracije uzrokovano je preparatom Karnozin EXTRA® u
odnosu na ostale eksperimentalne grupe (F=564,349; p<0,0001).

Tretman humanih fetalnih fibroblasta plu¢a u koncentraciji od 2 mM karnozina iz ispitivanih

preparata uslovio je smanjenje stope respiracije koja govori u prilog aktivnosti C Il u ondosu na
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kontrolnu grupu (Grafikon 4.6.10E) (F=236,141; p<0,0001). Postojanje statisti¢ki znacajne razlike
prisutno je i pri medusobnom poredenju vrednosti eksperimentalnih grupa (F=236,141;
p<0,0001).

Merenjem aktivnosti C IV, zapaZa se stimulacija aktivnosti usled tretmana cistom
supstancom L-karnozin kao i preparatom Now® L-karnozin u odnosu na vrednosti u grupi
netretiranih celija (Grafikon 4.6.10F) (F=64549,919; p<0,0001). Sa druge strane, preparat
Karnozin EXTRA® ispoljio je inhibitorni uticaj na stopu respiracije u odnosu na kontrolnu ali i ostale

eksperimentalne grupe (F=64549,919; p<0,0001).
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Grafikon 4.6.10. Parametri mitohondrijske respiracije MRC-5 ¢elija nakon tretmana
koncentracijom od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata. A) Respiracija “intaktnih ¢elija”, B)
Aktivnost kompleksa | (C I), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni
kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost kompleksa Il
(C 1), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD.
* p<0,0001

156



Doktorska disertacija Aleksandra Popovic

4.6.2.5. Uticaj koncentracije od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata na parametre

mitohondrijske respiracije MRC-5 Celija

Vrednosti stope respiracije ispitivanih parametara koji govore u prilog bioenergetskog
potencijala mitohondrija MRC-5 éelija nakon tretmana koncentracijom od 5 mM karnozina iz
ispitivanih preparata prikazane su na Grafikonu 4.6.11A-F. Statisticki znacajna razlika prisutna je
pri medusobnom poredenju izmerenih vrednosti eksperimentalnih grupa ali i u odnosu na
kontrolnu grupu u pogledu vrednosti svih analiziranih parametara (p<0,0001).

Analizirajudi vrednosti koje govore u prilog maksimalnog kapaciteta elektron transportnog
sistema mitohondrija (Grafikon 4.6.11D) (F=564,349; p<0,0001) kao i aktivnosti C Il (Grafikon
4.6.11E) (F=236,141; p<0,0001) sprovedeni tretmani ispoljili su inhibitorni uticaj na stopu
potrosnje kiseonika u odnosu na grupu netretiranih ¢elija. Dok sa druge strane, tretman cistom
supstancom L-karnozin i preparatom Now® L-karnozin u pogledu svih ostalih ispitivanih
parametara dovode do stimulacije respiracije tretiranih éelija. Medutim, primena preparata
Karnozin EXTRA® uzrokovala je statisti¢ki zna¢ajno smanjenje stope respiracije u odnosu na ostale

grupe u pogledu vrednosti svih analiziranih parametara.
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Grafikon 4.6.11. Parametri mitohondrijske respiracije MRC-5 ¢elija nakon tretmana
koncentracijom od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata. A) Respiracija “intaktnih ¢elija”, B)
Aktivnost kompleksa | (C I), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni
kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost kompleksa Il

(C 1), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD.
* p<0,0001
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4.6.2.6. Uticaj koncentracije od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata na parametre

mitohondrijske respiracije MRC-5 Celija

Na Grafikonu 4.6.12A-F prikazane su vrednosti stope potrosnje kiseonika analiziranih
parametara mitohondrijske respiracije MRC-5 ¢elija tretiranih koncentracijom od 10 mM
karnozina iz ispitivanih preparata. Statisticki znacajna razlika je evidentna pri poredenju
izmerenih vrednosti eksperimentalnih grupa u odnosu na kontrolnu (p<0,0001).

Naime, odgovor ¢elija na sprovedene tretmane ogleda se u vidu smanjenja stope respiracije
ispitivanih parametara (Grafikon 4.6.12B-E). Medutim, kada je u pitanju stopa respiracije
“intaktnih ¢elija” (Grafikon 4.6.12A) (F=2927,258; p<0,0001) i aktivnost C IV (Grafikon 4.6.12F)
(F=64549,919; p<0,0001) tretman L-karnozinom i preparatom Now’ L-karnozin uslovili su
povecanje stope potro3nje kiseonika, dok je tretmani preparatom Karnozin EXTRA® doprineo

statistic¢ki zna¢ajnom smanjenju respiracije.
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Grafikonu 4.6.12. Parametri mitohondrijske respiracije MRC-5 ¢elija nakon tretmana
koncentracijom od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata. A) Respiracija “intaktnih ¢elija”, B)
Aktivnost kompleksa | (C I), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni
kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost kompleksa Il
(C 1), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD.
* p<0,0001

160



Doktorska disertacija Aleksandra Popovic

4.6.3. Celije adenokarcinoma dojke (MCF-7)

Pomodéu aparata Oxygraph plus prvenstveno smo odredili potrebnu koncentraciju
digitonina za permeabilizaciju ¢elijske membrane MCF-7 éelija kako bi se aplikacijom egzogenih
supstrata u daljem radu postigle adekvatne koncentracije istih unutar mitohondrija ¢elija. Pri
koncentraciji od 15 pg/ml digitonina uvideli smo da je postignut Zeljeni efekat a da je pritom

integritet spoljasnje mitohondrijske membrane ostao nenarusen.

4.6.3.1. Uticaj ciste supstance L-karnozin na parametre mitohondrijske respiracije MCF-7 celija

Vrednosti stope respiracije analiziranih parametara mitohondrijske funkcije MCF-7 ¢elija
nakon tretmana razli¢itim koncentracijama L-karnozina prikazani su na Grafikonu 4.6.13A-F.

Analizirajuéi vrednosti stope respiracije “intaktnih celija”, aktivnost C Il i vrednosti
potrosnje kiseonika koje govore u prilog maksimalnog kapaciteta ETS zapaZza se isti trend
uslovljen efektima sprovedenog tretmana (Grafikon 4.6.13A, D i E). Naime, prisutno je dozno-
zavisno smanjenje potrosnje kiseonika tretiranih ¢elija pri poredenju sa vrednostima kontrolne
grupe (p<0,0001). Znacajno smanjenje stope respiracije belezi se wusled tretmana
koncentracijama od 5i 10 mM L-karnozina u odnosu na grupu c¢elija tretiranih koncentracijom od
2 mM L-karnozin (p<0,0001).

Sprovedeni tretman ispoljio je inhibitorni uticaj na aktivnost C | koji je dozno-zavistan u
odnosu na vredenost izmerenu u kontrolnoj grupi, te je postojanje statisticki znacajne razlike
prisutno i pri poredenju eksperimentalnih grupa medusobno (F=2312,082; p<0,0001) (Grafikon
4.6.13B).

U pogledu izmerenih vrednosti stope potrosnje kiseonika usled administracije supstrata
ADP-a, postojanje statisticki znacajne razlike prisutno je u grupama 5 i 10 mM L-karnozin u
odnosu na kontrolnu (F=2321,225; p<0,0001) (Grafikon 4.6.13C). Takode, smanjenje stope
respiracije uoc€ava se i pri poredenju izmerenih vrednosti unutar ovih grupa sa grupom ¢celija

tretiranom koncentracijom od 2 mM L-karnozin (F=2321,225; p<0,0001).

161



Doktorska disertacija Aleksandra Popovic

Znacajno smanjenje stope respiracije nakon sprovedenog tretmana MCF-7 Celija razli¢itim
koncentracijama L-karnozina registrovano je pri analizi vrednosti koje govore u prilog aktivnosti

C IV u odnosu na kontrolnu grupu (F=4269,469; p<0,0001) (Grafikon 4.6.1F).
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Grafikonu 4.6.13. Parametri mitohondrijske respiracije MCF-7 ¢elija nakon tretmana razli¢itim
koncentracijama Ciste supstance L-karnozina. A) Respiracija “intaktnih celija”, B) Aktivnost
kompleksa | (C 1), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni kapacitet
elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost kompleksa Il (C II), F)
Aktivnost kompleksa IV (C V). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD. * p<0,0001
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4.6.3.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na parametre mitohondrijske respiracije MCF-7 Celija

Grafikon 4.6.14A-F prikazuje rezultate stope potrosnje kiseonika MCF-7 éelija nakon 24 h
tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Karnozin EXTRA®.

lzmerene vrednosti govore u prilog postojanja statisticki znacajne razlike analiziranih
parametara svih eksperimentalnih grupa u odnosu na kontrolnu (p<0,0001). Naime, prisutno je
dozno-zavisno smanjenje stope respiracije. Odstupanje od navedenog uoceno je nakon
administracije ADP-a u komoru reakcionog suda nakon ¢ega je prisutno evidentno smanjenje
stope respiracije samo usled tretmana éelija koncentracijama od 5i 10 mM karnozina iz preparata
Karnozin EXTRA® (F=2321,225; p<0,0001) (Grafikon 4.6.14C). Takode, postojanje znalajne
razli¢itosti izmerenih vrednosti uocava se i pri medusobnom poredenju eksperimentalnih grupa

u pogledu svih analiziranih parametara (p<0,0001).
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Grafikon 4.6.14. Parametri mitohondrijske respiracije MCF-7 celija nakon tretmana razli¢itim
koncentracijama karnozina iz preparata Karnozin EXTRA®. A) Respiracija “intaktnih ¢elija”, B)
Aktivnost kompleksa | (C I), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni
kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost kompleksa Il
(C 1), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD.

* p<0,0001
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4.6.3.3. Uticaj preparata Now® L-karnozin na parametre mitohondrijske respiracije MCF-7 Celija

Na Grafikonu 4.6.15A-F predstavljeni su rezultati ispitivanih parametara mitohondrijske
funkcije MCF-7 celija nakon 24 h tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata
Now® L-karnozin.

Stopa respiracije “intaktnih éelija” kao i vrednosti maksimalnog kapaciteta ETS tretiranih
Celija statisti¢ki se znacajno razlikuju u odnosu na kontrolnu grupu (F=1072,389 i F=1660,266;
p<0,0001) (Grafikoni 4.6.15A i D). Postojanje znacajne razlike izmerenih vrednosti prisutno je i
pri poredenju grupa 5i 10 mM Now" L-karnozin u odnosu na vrednosti izmerene nakon tretmana
koncentraciom od 2 mM (p<0,0001).

Analizirajuéi izmerene vrednosti usled ADP-om stimulisane respiracije belezi se trend
smanjenja stope potrosnje kiseonika pri tretmanu ¢elija koncentracijom od 10 mM karnozina iz
ispitivanog preparata kako u odnosu na kontrolnu tako i u odnosu na ostale eksperimentalne
grupe (F=2321,225; p<0,0001) (Grafikon 4.6.15C).

Dobijeni rezultati ukazuju na dozno-zavisno smanjenje stope respiracije koje govore u
prilog aktivnosti C | i C Il tretiranih ¢elija u odnosu na kontrolnu grupu (F=2312,082 i F=754,086;
p<0,0001) (Grafikoni 4.6.15B i E). Znacajna razlika stope potrosnje kiseonika prisutna je i pri
medusobnom poredenju eksperimentalnih grupa (p<0,0001).

Analizirajuci aktivnost C IV nakon sprovedenog tretmana uoceno je znacajno smanjenje
stope respiracije u grupama 5i 10 mM Now"® L-karnozin u odnosu na vrednosti kontrolne grupe
(F=4269,469; p<0,0001) (Grafikon 4.6.15F). Znacajna razlika prisutna je i pri poredenju izmerenih
vrednosti medu eksperimentalnim grupama (F=4269,469; p<0,0001).
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Grafikon 4.6.15. Parametri mitohondrijske respiracije MCF-7 ¢elija nakon tretmana razlicitim
koncentracijama karnozina iz preparata Now® L-karnozin. A) Respiracija “intaktnih éelija”, B)
Aktivnost kompleksa | (C I), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni
kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost kompleksa Il
(C 1), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednostitSD.
* p<0,0001
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4.6.3.4. Uticaj koncentracije od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata na parametre

mitohondrijske respiracije MCF-7 Celija

Na Grafikonu 4.6.16A-F predstavljen je uticaj 24 h tretmana koncentracijom od 2 mM
karnozina iz ispitivanih preparata na mitohondrijsku funkciju MCF-7 ¢elija.

Analizom vrednosti koje govore o respiraciji “intaktnih ¢elija” uocava se da je sprovedeni
tretman u svim eksperimentalnim grupama doveo do smanjenja stope respiracije pri poredenju
sa kontrolnom grupom (F=1072,389; p<0,0001) (Grafikon 4.6.16A). Najizrazeniji je uticaj
preparata Karnozin EXTRA®, pri &emu se izmerene vrednosti stope respiracije zna¢ajno razlikuju
u odnosu na vrednosti ostalih eksperimentalnih grupa (F=1072,389; p<0,0001).

U pogledu efekta koje sprovedeni tretman ispoljava na aktivnost C | i C IV primecuje se
inbitorni uticaj kao i postojanje statisti¢ki znacajne razlike grupa 2 mM Karnozin EXTRA® i 2 mM
Now® L-karnozin u odnosu na grupu netretiranih éelija (F=2312,082 i F=4269,469; p<0,0001)
(Grafikon 4.6.16B i F). Postojanje statisticki znacajne razlike takode je prisutno i pri poredenju
vrednosti medu eksperimentalnim grupama (F=2312,082 i F=4269,469 ; p<0,0001).

Na Grafikonu 4.6.16C primecuje se da sprovedeni tretman koncentracijom od 2 mM
karnozina iz ispitivanih preparata nije uzrokovao promene u stopi respiracije nakon aplikacije
supstrata ADP-a u komoru rekacionog suda sa MCF-7 ¢elijama (p>0,05). Medutim, postojanje
statisticki znacajne razlike pristno je pri poredenju vrednosti respiracije ¢elija usled tretmana
preparatom Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin (F=2321,082; p<0,0001).

Znacajno smanjenje stope respiracije registrovano je pri analizi vrednosti maksimalnog
kapaciteta elektron transportnog sistema mitohondrija kao i u pogledu aktivnosti C Il nakon
sprovenog tretmana u odnosu na vrednosti izmerene u kontrolnoj grupi (F=1660,266 i F=754,086
; p<0,0001) (Grafikon 4.6.16D i E). Izmerena stopa potrosnje kiseonika bila je znaja¢no niza u
grupama 2 mM L-karnozin i 2 mM Karnozin EXTRA® u odnosu na grupu éelija tretiranu preparatom

Now" L-karnozin (F=1660,266; p<0,0001).
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Grafikon 4.6.16. Parametri mitohondrijske respiracije MCF-7 (celija nakon tretmana
koncentracijom od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata. A) Respiracija “intaktnih ¢elija”, B)
Aktivnost kompleksa | (C I), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni
kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost kompleksa Il
(C 1), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD.
* p<0,0001
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4.6.3.5. Uticaj koncentracije od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata na parametre

mitohondrijske respiracije MCF-7 Celija

Vrednosti stope potrosnje kiseonika analiziranih parametara mitohondrijske funkcije MCF-
7 Celija nakon 24 h tretmana koncentracijom od 5 mM karnozina is ispitivanih preparata
predstavljene su na Grafikonu 4.6.17A-F.

Stopa respiracije “intaktnih celija” kao i vrednosti maksimalnog kapaciteta ETS nakon
sprovedenog tretmana statisticki se znac¢ajno razlikuju u odnosu na kontrolnu grupu (F=1072,389
i F=1660,266; p<0,0001) (Grafikoni 4.6.17A i D). Takode, primeéuje se da tretmani cistom
supstancom L-karnozin kao i preparatom Karnozin EXTRA® dovode do znagajnog smanjenja stope
potro3nje kiseonika u odnosu na grupu ¢elija tretiranu preparatom Now"® L-karnozin (F=1072,389
i F=1660,266 ; p<0,0001).

Usled stimulacije transporta elektrona duz elektron transportnog lanca mitohondrija
aplikacijom ADP-a u reakcioni sud sa MCF-7 éelijama, belezZi se smanjenje stope respiracije nakon
tretmana L-karnozinom i preparatom Karnozin EXTRA® u odnosu na vrednost izmerenu u
kontrolnoj grupi (F=2321,225; p<0,0001) (Grafikon 4.6.17C). Razlike u stopi respiracije prisutne
su i pri medusobnom poredenju izmerenih vrednosti eksperimentalnih grupa (F=2321,225;
p<0,0001). Naime, najizrazeniji inhibitorni uticaj uslovio je tretman preparatom Karnozin EXTRA®.

Na Grafikonima 4.6.17B, E i F uocava se inhibitorno dejstvo karnozina iz ispitivanih
preparata na aktivnost C I, C Il i C IV u odnosu na kontrolnu grupu (F=2312,082, F=754,086 i
F=4269,469; p<0,0001). Razlike u stopi respiracije prisutne su i pri medusobnom poredenju
eksperimentalnih grupa (p<0,0001).
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Grafikon 4.6.17. Parametri mitohondrijske respiracije MCF-7 celija nakon tretmana
koncentracijom od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata. A) Respiracija “intaktnih ¢elija”, B)
Aktivnost kompleksa | (C I), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni
kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost kompleksa Il

(C 1), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD.
* p<0,0001
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4.6.3.6. Uticaj koncentracije od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata na parametre

mitohondrijske respiracije MCF-7 celija

Na Grafikonu 4.6.18A-F uocava se inhibitorno dejstvo karnozina iz ispitivanih preparata u
koncentraciji od 10 mM karnozina na analizirane parametre mitohondrijske funkcije u odnosu na
kontrolnu grupu (p<0,0001). Razlike u stopi respiracije prisutne su i pri medusobnom poredeniju
eksperimentalnih grupa (p<0,0001). Odstupanje od navedenog prisutno je u slu¢aju izmerenih
vrednosti stope respiracije nakon aplikacije supstrata ADP-a pri ¢emu je postojanje znacajne
razlike prisutno u pogledu izmerenih vrednosti u grupi 10 mM Karnozin EXTRA® u odnosu na
grupu Celija tretirnih preparatom Now® L-karnozin (F=2321,225; p<0,0001) (Grafikon 4.6.18C).
Dok, kada je u pitanju uticaj na aktivnost C Il pored navedenog statisticki znacajna razlika prisutna
je i pri poredenju vrednosti stope respiracije grupe 10 mM Karnozin EXTRA® u odnosu na grupu

10 mM L-karnozin (F=754,086; p<0,0001) (Grafikon 4.6.18E).
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Grafikon 4.6.18. Parametri mitohondrijske respiracije MCF-7 celija nakon tretmana
koncentracijom od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata. A) Respiracija “intaktnih ¢elija”, B)
Aktivnost kompleksa | (C I), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni
kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost kompleksa Il
(C 1), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD.
* p<0,0001
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4.6.4. Celije humanog glioblastoma (U87)

U cilju merenja aktivnosti pojedinih kompleksa respiratornog lanca mitohondrija nakon
aplikacije egzogenih supstrata u reakcioni sud, prvenstveno je odredena koncentracija digitonina
potrebna za naruSavanje integriteta celijske membrane kontinuirane celijske linije humanog

glioblastoma. Utvrdeno je da je potrebna aplikacija digitonina u koncentraciji od 5 pg/ml.

4.6.4.1. Uticaj ciste supstance L-karnozin na parametre mitohondrijske respiracije U87 celija

Na Grafikonu 4.6.19A-F predstavljeni su efekti 24 h tretmana razli¢itim koncentracijama
Ciste supstance L-karnozina na parametre mitohondrijske respiracije U87 ¢elijske linije.

U pogledu vrednosti stope potrosnje kiseonika merenih na “intaktnim ¢elijama” postojanje
znacajne razlike evidentno je nakon tretmana koncentracijom od 10 mM karnozina (Grafikon
4.6.19A). Sprovedeni tretman ¢elija u ovoj koncentraciji uslovio je smanjenje stope respiracije u
odnosu na kontrolnu ali i preostale eksperimentalne grupe (F=588,826; p<0,0001).

Merem aktivnosti C | uoceno je znacajno smanjenje stope respiracije u grupama 5i 10 mM
L-karnozin u odnosu na grupu netretiranih ¢elija (F=162,789; p<0,0001) (Grafikon 4.6.19B).

Stopa potrosnje kiseonika je takode bila znatno niza nakon aministracije ADP-a (Grafikon
4.6.19C). Navedeno smanjenje zapazeno je u svim eksperimentalnim grupama u poredenju sa
kontrolnom (F=300,739; p<0,0001).

Evidentno je postojanje razlike u izmerenim vrednostima pri analizi maksimalnog
kapaciteta elektron transportnog lanca mitohondrija u svim eksperimentalnim grupama u
ondosu na kontrolnu (F=22,219; p<0,0001) (Grafikon 4.6.19D). Takode, postojanje znacajne
razlike uocava se i pri poredenju izmerenih vrednosti u grupi 5 mM L-karnozin u odnosu na grupu
2 mM L-karnozin (F=22,219; p<0,0001). Naime, tretman celija koncentracijom od 5 mM
karnozina uslovio je smanjenje stope respiracije.

Izmerene vrednosti stope respiracije koje govore u prilog aktivnosti C Il ukazuju na

evidentnu inhibiciju aktivnosti nakon tretmana koncentracijom od 10 mM L-karnozina kako u
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odnosu na vrednost kontrolne grupe tako i u odnosu na grupe tretirane drugim koncentracijama
(F=37,099; p<0,0001) (Grafikon 4.6.19E).

Aplikacijom TMPD-a i askorbata, u reakcioni sud komore sa respiratornim medijumom i
permeabilizovanim U87 delijama, merena je aktivnost C IV (Grafikon 4.6.19F). Sprovedeni
tretman uslovio je smanjenje aktivnosti ispitivanog kompleksa u odnosu na izmerene vrednosti

kontrolne grupe (F=48,579; p<0,0001).
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Grafikon 4.7.19. Parametri mitohondrijske respiracije U87 ¢elija nakon tretmana razli¢itim
koncentracijama Ciste supstance L-karnozina. A) Respiracija “intaktnih celija”, B) Aktivnost
kompleksa | (C 1), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni kapacitet
elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivhost kompleksa Il (C II), F)
Aktivnost kompleksa IV (C V). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD. * p<0,0001
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4.6.4.2. Uticaj preparata Karnozin EXTRA® na parametre mitohondrijske respiracije U87 Celija

Nakon sprovedenog 24 h tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata
Karnozin EXTRA® mereni su parametri mitohondrijske respiracije (Grafikon 4.6.20A-F).

U pogledu izmerenih vrednosti respiracije “intaktnih celija”, pre dodavanja digitonina u
koncentraciji kojom se postize permeabilizacija ¢éelijske membrane, uofava se postojanje
statisti¢ki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa u odnosu na kontrolnu (F=588,826;
p<0,0001). Takode, postojanje znacajne razli¢itosti u pogledu smanjenja stope potrosnje
kiseonika prisutno je i pri medusobnom poredenju grupe 10 mM Karnozin EXTRA® u odnosu na
Celije tretirane koncentracijom od 2 i 5 mM karnozina (F=588,826; p<0,0001) (Grafikon 4.6.20A).

Po aplikaciji supstrata piruvata i malata pracena je aktivhost C | (Grafikon 4.6.20B).
Postojanje statisticki znacajne razlike je evidentno pri poredenju eksperimentalnih grupa sa
kontrolnom (F=162,789; p<0,0001). Uocava se smanjenje aktivnosti C | sa porastom koncentracije
L-karnozina u medijumu za rast celija. Drasticno smanjenje aktivnosti C | prisutno je u grupi 10
mM Karnozin EXTRA® u odnosu na grupu tretiranu koncentracijom od 2 mM karnozina iz
ispitivanog preparata (F=162,789; p<0,0001).

Nakon stimulacije transporta elektrona duZ respiratornog lanca mitohondrija usled
primene supstrata ADP-a stopa potrosnje kiseonika je bila znatno niza u svim eksperimentalnim
grupama u poredenju sa kontrolnom (F=300,739; p<0,0001). Takode, evidentno je smanjenje
stope izmerenih vrednosti i medu grupama celija tretiranih koncentracijom od 5 mM karnozina
u odnosu na grupu 2 mM Karnozin EXTRA® (F=300,739; p<0,0001) (Grafikon 4.6.20C).

Znacajno smanjenje stope respiracije registrovano je pri analizi vrednosti maksimalnog
kapaciteta ETS mitohondrija nakon sprovedenog tretmana u odnosu na vrednosti izmerene u
kontrolnoj grupi (F=22,219; p<0,0001). Izmerena stopa potro$nje kiseonika se statisticki znacajno
razlikovala i medu svim eksperimentalnim grupama (F=22,219; p<0,0001). U grupi 10 mM
Karnozin EXTRA® uticaj ispitivane supstance je najizrazeniji (Grafikon 4.6.20D).

Analizirajuéi aktivnost C Il primecuje se znacajno smanjenje stope respiracije nakon

tretmana koncentracijom od 10 mM karnozina iz ispitivanog preparata (Grafikon 4.6.20E).
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Naime, nakon sprovedenog tretmana celija pri ovoj koncentraciji statisticki znacajna razlika u
izmerenim vrednostima prisutna je i u odnosu na kontrolnu grupu ali i ostale eksperimentalne
grupe (F=37,099; p<0,0001).

Aktivnost C IV u ¢elijama nakon sprovedenog tretmana bila je znatno manja u poredenju sa
kontrolom (F=48,579; p<0,0001) (Grafikon 4.6.20F). Takode, postojanje znacajnog smanjenja
stope potrosnje kiseonika evidentirano je i pri poredenju vrednosti medu grupama Ccelija
tretiranih koncentracijama od 10 mM karnozina u odnosu na 2 mM Karnozin EXTRA® (F=48,579;

p<0,0001).
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Grafikon 4.6.20. Parametri mitohondrijske respiracije U87 celija nakon tretmana razli¢itim
koncentracijama karnozina iz preparata Karnozin EXTRA®. A) Respiracija “intaktnih ¢elija”, B)
Aktivnost kompleksa | (C I), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni
kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost kompleksa Il

(C 1), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD.
* p<0,0001
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4.6.4.3. Uticaj preparata Now® L-karnozin na parametre mitohondrijske respiracije U87 Celija

Na Grafikonu 4.6.21A-F prikazani su analizirani parametri mitohondrijske respiracije
nakon 24 h tretmana razli¢itim koncentracijama karnozina iz preparata Now® L-karnozin.
Sprovedeni tretman nije uslovio znacajne promene stope respiracije “intaktnih éelija” (p>0,05)
(Grafikoni 4.6.21A, Ei F).

U pogledu aktivnosti C | i C Il tretman koncentracijom od 10 mM karnozina iz ispitivanog
preparata doveo je do znacajnog smanjenja izmerenih vrednosti stope respiracije u odnosu na
kontrolnu ali i ostale eksperimentalne grupe (F=162,789; p<0,0001) (Grafikon 4.6.21B).

Smanjenje stope respiracije nakon stimulacije rada ETS usled aplikacije supstrata ADP-a
prisutno je u grupama 5i 10 mM Now® L-karnozin u odnosu na izmerene vrednosti u kontrolnoj
grupi (F=300,739; p<0,0001) (Grafikon 4.6.21C). Evidentno je da je sproveni tretman
koncentracijom do 10 mM karnozina iz ispitivanog preparata uslovio znacajni pad stope potrosnje

kiseonika u odnosu na ostale eksperimentalne grupe (F=300,739; p<0,0001).
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Grafikon 4.6.21. Parametri mitohondrijske respiracije U87 celija nakon tretmana razli¢itim
koncentracijama karnozina iz preparata Now® L-karnozin. A) Respiracija “intaktnih éelija”, B)
Aktivnost kompleksa | (C I), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni
kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost kompleksa Il
(C 1), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD. *
p<0,0001
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4.6.4.4. Uticaj koncentracije od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata na parametre

mitohondrijske respiracije U87 celija

Efekat tretmana U87 celijske linije, koncentracijom od 2 mM karnozina iz ispitivanih
preparata, na parametre mitohondrijske respiracije predstavljen je na Grafikonu 4.6.22A-F.

Analizirajuci vrednosti stope potrosnje kiseonika “intaktnih éelija” kao i aktivnost C Il nakon
sprovedenog tretmana beleZi se postojanje statisticki znacajnog smanjenja u grupi 2 mM
Karnozin EXTRA® u odnosu na vrednosti izmerene u kontrolnoj kao i ostalim eksperimentalnim
grupama (F=588,826; p<0,0001) (Grafikoni 4.6.22A i E).

Merenjem aktivnosti C | respiratornog lanca mitohondrija ispitivane ¢elijske linije nakon
sprovedenog tretmana razliitim preparatima karnozina utvrdena je smanjena aktivnost u grupi
2 mM Karnozin EXTRA® u odnosu na izmerenu vrednost u kontrolnoj grupi kao i u odnosu na grupu
¢elija tretiranu preparatom Now"® L-karnozin (F=162,789; p<0,0001) (Grafikon 4.6.22B).

Sprovedeni tretman U87 Celijske linije koncentracijom od 2 mM L-karnozina i 2 mM
karnozina iz preparata Karnozin EXTRA® uslovio je pad stope respiracije nakon aplikacije supstrata
ADP-a u odnosu na izmerenu vrednost kod netretiranih ¢elija (F=300,739; p<0,0001) (Grafikon
4.6.22C). Takode, uocCava se i evidentno smanjenje potrosnje kiseonika nakon tretmana
navedenim preparatima u odnosu na grupu 2 mM Now® L-karnozin (F=300,739; p<0,0001).

Nakon primene supstrata FCCP u reakcioni sud sa respiratornim medijumom i U87 ¢elijama
vrseno je merenje maksimalnog kapaciteta elektron transportnog sistema mitohondrija
(Grafikon 4.6.22D). Statisticki znacajna razlika prisutna je pri poredenju grupe 2 mM Karnozin
EXTRA® u odnosu na kontrolnu ali i ostale eksperimentalne grupe (F=22,219; p<0,0001).

Inhibitorni uticaj na stopu respiracije koja govori u prilog aktivnosti C IV prisutan je nakon
tretmana &istom supstancom L-karnozin kao i preparatom Karnozin EXTRA® u odnosu na grupu
netretiranih éelija (F=48,579; p<0,0001) (Grafikon 4.6.22F). Takode, evidentno je postojanje
znacajnog smanjenja izmerenih vrednosti i pri poredenju grupe 2 mM L-karnozin i grupe 2 mM
Karnozin EXTRA® u odnosu na stopu respiracije ¢elija tretiranih preparatom Now® L-karnozin
(F=48,579; p<0,0001).
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Grafikonu 4.6.22. Parametri mitohondrijske respiracije U87 c(elija nakon tretmana
koncentracijom od 2 mM karnozina iz ispitivanih preparata. A) Respiracija “intaktnih ¢elija”, B)
Aktivnost kompleksa | (C I), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni
kapacitet elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivnost kompleksa Il

(C 1), F) Aktivnost kompleksa IV (C IV). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD. *
p<0,0001
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4.6.4.5. Uticaj koncentracije od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata na parametre
mitohondrijske respiracije U87 celija
Parametri mitohondrijske respiracije éelija humanog glioblastoma nakon sprovedenih

tretmana koncentracijom od 5 mM karnozina predstavljeni su na Grafikonu 4.6.23A-F.

U pogledu vrednosti respiracije “intaktnih éelija” tretman preparatom Karnozin EXTRA®
uslovio je izrazit pad vrednosti u odnosu na kontrolnu kao i preostale eksperimentalne grupe
(F=588,826; p<0,0001) (Grafikon 4.6.23A).

Evidentno je postojanje statisticki znacajnog smanjenja stope respiracije koja govori u
prilog aktivnosti C | nakon tretmana Cistom supstancom L-karnozina kao i preparatom Karnozin
EXTRA® kako u odnosu na vrednosti izmerene u kontrolnoj grupi tako i nakon tretmana
preparatom Now® L-karnozin (F=162,789; p<0,0001) (Grafikon 4.6.23B).

Nakon aplikacije supstrata ADP-a, uocava se smanjenje izmerenih vrednosti stope
potrosnje kiseonika u eksperimentalnim grupama u odnosu na kontrolnu (F=300,739; p<0,0001)
(Grafikon 4.6.23C). Statisticki znacajno smanjenje izmerenih vrednosti belezi se i pri poredenju
grupa 5 mM L-karnozin i 5 mM Karnozin EXTRA® u odnosu na grupu ¢elija tretiranu preparatom
Now"” L-karnozin (F=300,739; p<0,0001).

Sprovedeni tretman koncentracijom od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata uslovio je
smanjenje stope respiracije koja govori o maksimalnom kapacitetu ETS u odnosu na vrednost
izmerenu u kontrolnoj grupi (F=22,219; p<0,0001) (Grafikon 4.6.23D). Takode, postojanje
znacajne razlike izmerenih vrednosti prisutno je i pri poredenju grupe 5 mM Karnozin EXTRA® sa
grupom 5 mM Now® L-karnozin (F=22,219; p<0,0001).

Poredivsi vrednosti medu eksperimentalnim grupama koje govore u prilog aktivnosti C I
uocava se postojanje znacajne razlike (F=37,099; p<0,0001) (Grafikon 4.6.23E).

Analizirajuci aktivnost C IV uocava se statisti¢ki znacajno smanjenje izmerenih vrednosti u
grupama 5 mM L-karnozin i 5 mM Karnozin EXTRA® u odnosu na kontrolnu (F=48,579; p<0,0001)
(Grafikon 4.6.23F). Postojanje znacajne razlike prisutno je i pri poredenju izmerenih vrednosti u
grupi éelija tretiranih preparatom Karnozin EXTRA® u odnosu na grupu koja je tretirana Now" L-
karnozinom (F=48,579; p<0,0001).
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Grafikon 4.6.23. Parametri mitohondrijske respiracije U87 ¢elija nakon tretmana koncentracijom
od 5 mM karnozina iz ispitivanih preparata. A) Respiracija “intaktnih celija”, B) Aktivnost
kompleksa | (C 1), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni kapacitet
elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivhost kompleksa Il (C II), F)
Aktivnost kompleksa IV (C V). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD. * p<0,0001
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4.6.4.6. Uticaj koncentracije od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata na parametre
mitohondrijske respiracije U87 celija
Ispitivani parametri mitohondrijske respiracije U87 éelijske linije nakon sprovedenog

tretmana prikazani su na Grafikonu 4.6.24A-F.

Analizom vrednosti stope potrosnje kiseonika “intaktnih éelija” uocava se postojanje
znacajnog smanjenja nakon tretmana cistom supstancom L-karnozin kao i usled primene
preparata Karnozin EXTRA® u odnosu na kontrolu (F=588,826; p<0,0001) (Grafikon 4.6.24A).

Znacajan inhibitorni uticaj sprovedenog tretmana na aktivnost C | prisutan je u svim
eksperimentalnim grupama u odnosu na vrednosti kontrolne (F=162,789; p<0,0001) (Grafikon
4.6.24B). Statisticki znac¢ajna razlika prisutna je i pri medusobnom poredenju izmerenih vrednosti
grupe 10 mM Karnozin EXTRA® u odnosu na éelije tretirane preparatom Now® L-karnozin
(F=162,789; p<0,0001).

Nakon administracije ADP-a, stopa potrosnje kiseonika bila je znatno niza u svim
eksperimentalnim grupama u odnosu na vrednost izmerenu u kontrolnoj (F=300,739; p<0,0001)
(Grafikon 4.6.24C). Postojanje statisticki znacajne razlike prisutno je i pri poredenju stope
respiracije nakon tretmana Cistom supstancom L-karnozin u odnosu na grupu celija tretiranih
preparatom Now® L-karnozin (F=300,739; p<0,0001).

Sprovedeni tretman ispitivanim preparatima na ¢elijskoj liniji humanog glioblastoma nije
ispoljio efekte na stopu potro$nje kiseonika koja govori o vrednostima maksimalnog kapaciteta
elektron transportnog sistema mitohondrija (p>0,05).

Merenjem aktivnosti C Il respiratornog lanca mitohondrija U87 ¢elija, njegova smanjena
aktivnost prisutna je u grupi 10 mM L-karnozin i grupi 10 mM Karnozin EXTRA® u odnosu na
vrednosti izmerene u kontrolnoj grupi (F=37,099; p<0,0001) (Grafikon 4.6.24E).

Aktivnost C IV u delijama nakon sprovedenog tretmana L-karnozinom i preparatom
Karnozin EXTRA® bila je znatno manja u poredenju sa kontrolom (F=48,579; p<0,0001) (Grafikon
4.6.24F). Takode, postojanje znacajne razlike evidentirano je i pri poredenju vrednosti stope
respiracije nakon tretmana preparatom Karnozin EXTRA® u odnosu na vrednosti izmerene u grupi
10 mM Now® L-karnozin (F=48,579; p<0,0001).
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Grafikon 4.6.24. Parametri mitohondrijske respiracije U87 ¢elija nakon tretmana koncentracijom
od 10 mM karnozina iz ispitivanih preparata. A) Respiracija “intaktnih celija”, B) Aktivnost
kompleksa | (C 1), C) ADP stimulisana respiracija — state 3, D) Maksimalni oksidacioni kapacitet
elektron transportnog sistema (ETS) nakon primene FCCP-a, E) Aktivhost kompleksa Il (C II), F)
Aktivnost kompleksa IV (C V). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti+SD. * p<0,0001
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5. DISKUSLJA

Prethodna istrazivanja su uglavnom ispitivala efekte Ciste supstance L-karnozina u svrhu
spoznaje uloga karnozina vrseéi razne tretmane kontinuiranih ¢elijskih linija kao i Zivotinjskih
modela (269, 273-275). Analizirani su razliCiti efekti kao Sto su antitumorski potencijal,
antiproliferativni i antioksidativni uticaji, kao i delovanje na bioenergetski potencijal i produkciju
energije na ¢elijskom nivou.

U ovom radu je prvi put ispitan i opisan antitumorski potencijal karnozina iz preparata
Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin u in vitro uslovima na kontinuiranim tumorskim linijama
humanog adenokarcinoma dojke i humanog glioblastoma. Ispitivanje antitumorskog potencijala
sprovedeno je putem opseznog sagledavanja brojnih mogucih nivoa na kojima karnozin ispoljava
svoje delovanje. Naime, analiziran je uticaj na proliferativni kapacitet, morfoloske karakteristike,
migratornu sposobnost, ekspresiju vimentina u citoplazmi kao i SOD2 markera u mitohondrijama
tretiranih celija. Bitan akcenat je stavljen i na efekte sprovedenih tretmana na energetski
metabolizam i mitohondrijsku respiraciju MCF7 i U87 kontinuiranih celijskih linija. Kako bi se
sagledali moguci uticaji ovih preparata na organizam Coveka Citav koncept studije sproveden je i
na zdravoj ¢elijskoj liniji bubrega hréka kao i na ¢elijama humanih fetalnih fibroblasta pluca.

Proliferacija zdravih ¢elija podrazumeva rast i deobu ¢elija u svrhu zamene ¢elija sa
ograni¢enim Zivotnim vekom. U celijskom rastu kao i procesu proliferacije ¢elijski ciklus igra
centralnu ulogu. Izmene u regulaciji ¢elijskog ciklusa mogu dovesti do prekomerene proliferacije
¢elija, a ujedno i akumulacije abnormalnog broja istih (286). Bitan udeo u nastanku i progresiji
malignih tumora imaju upravo izmenjen proliferativni kapacitet kao i vijabilnost samih celija

(287). Brojna istrazivanja se baziraju na proucavanjima supstanci ¢ijom primenom se postize
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supresija abnormalne proliferacije i rasta tumorskih celija (288-290). Poznato je da L-karnozin
deluje kao regulator celijskog ciklusa i igra klju¢nu ulogu upravo u proliferaciji (291-293).

Inicijalno ispitivanje potencijalnog citotoksi¢nog efekta Ciste supstance L-karnozin kao i
preparata Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin na tumorskim éelijskim linijama (MCF-7 i U87)
sproveli smo upotrebom MTT testa, koji meri aktivnost mitohondrija. U nasem istrazivanju, sve
eksperimentalne grupe celija humanog adenokarcionoma dojke i humanog glioblastoma
pokazale su znacajno dozno-zavisno smanjenje broja Zivih ¢elija u odnosu na celije kontrolne
grupe. Takode, usled sprovedenih tretmana evidentan je i uticaj na morfoloska svojstava obe
tumorske éelijske linije uz gubitak karateristicnog oblika i dimenzija kao i pojavu plutajucih ¢elija
u medijumu za rast. Najizrazeniji efekat na proliferativnu aktivnost obe tumorske kontinuirane
Celijske linije zabeleZen je u eksperimentalnim grupama tretiranim preparatom Karnozin EXTRA®.

Prethodna istrazivanja potvrduju rezultate nase studije, i navode da je antiproliferativni
efekat Ciste supstance karnozina uocen na brojnim kontinuiranim ¢elijskim linijama kao Sto su:
Celije karcinoma debelog creva (HCT116), ¢elije humanog cervikalnog karcinoma (Hela), éelije
skvamoznog karcinoma grlica materice (SiHa), celije karcinoma Zeluca (SGC-7901), celije
karcinoma dojke (ZR-75-1) kao i ¢elije humanog glioblastoma (269, 270, 274, 294-298).

Naime, Lee i saradnici analizirali su efekat L-karnozina na kontinuiranoj celijskoj liniji
HCT116 (270). Tretman celija je sproveden koncentracijom od 100 i 200 mM L-karnozina tokom
24 h i rezultirao je znacajnom inhibicijom proliferacije i prisustvom apoptoze u tretiranim
grupama. Iste efekte na ovoj celijskoj liniji dokazala je jo$ jedna grupa istrazivaca pri ¢emu su
sproveli 24 h tretman ¢elija koncentracijom L-karnozina u opsegu od 50 do 100 mM i primetili
statisticki znac¢ajno smanjenje vijabilnih ¢éelija ¢ak za 50% od vrednosti izmerenih u kontrolnoj
grupi (269). Interesantno je da su na istoj Celijskoj liniji svoje istrazivanje vrsili i Hsieh SL i
saradanici, medutim oni su celije tretirali znacajno nizim koncentracijama karnozina (5, 10 i 15
mM ) iako je inkubacija ¢elija nakon aplikacije ove supstance bila duza (72h i 96h) te se smatrala
hroni¢nim tretmanom (299). Primetili su statisticki zna¢ajno smajenje procenta vijabilnih ¢elija

kao i promenu morfoloskih svojstava tretiranih ¢elija u odnosu na kontrolnu grupu.
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U istrazivanju sprovedenom od strane Bao Y i saradnika navodi se inhibitorni uticaj L-
karnozina na proliferativnu aktivnost Hela i SiHa ¢éelija (294). Naime, tretman ovih ¢elijskih linija
vrien je tokom 48 h L-karnozinom u koncentraciji od 5, 20, 50i 100 mM. Analizom rezultata nakon
MTT testa, uoCili su dozno-zavistan efekat sprovedenog tretmana na proliferativnu aktivnost
ispitivanih celijskih linija. Na Hela ¢elijskoj liniji nakon tretmana koncentracijom od 5 mM L-
karnozina vijabilnost celija iznosila je 88,09%. Znacajnije smanjenje vrednosti vijabilnih celija
uocili su nakon tretmana koncentracijom od 20 mM L-karnozina (67,82%), dok je najizraZeniji
antiproliferativni efekat pokazala koncentracija od 50 mM L-karnozina (21,89%). Sa druge strane,
na SiHa celijskoj liniji sprovedeni tretman koncentracijom od 5 mM L-karnozina nije ispoljio
znacajan uticaj na stepen proliferacija (97,59% vijabilnih ¢elija), dok su koncentracije od 20 mM
(81,58%) i 50 mM (65,32%) uslovile smanjenje vijabilnih ¢elija u odnosu na kontrolnu grupu. Na
obe ispitivane celijske linije L-karnozin u koncentraciji od 100 mM doveo je do masivne cCelijske
smrti Sto je rezultovalo prisustvom velikog broja plutajuéih ¢elija u medijumu za rast.

Shen i saradnici proucavali su efekat karnozina na vijabilnost SGC-7901 kontinuirane
celijske linije (274). Nakon 24 h tretmana celija koncentracijom karnozina od 5i 20 mM primetili
su pad vijabiliteta na 84,0%, odnosno 57,9% u odnosu na kontrolnu grupu. U istom istraZivanju
dovela je do pada vijabiliteta na 73,5% u grupi 5 mM odnosno 45,9% u grupi 20 mM u odnosu na
vrednosti kontrolne grupe.

Rezultati naSeg istraZivanja su u saglasnosti sa studijom koja je vrsila ispitivanje
citotoksi¢nog efekta L-karnozina na cetiri kontinuirane éelijske linije glioblastoma (U87, T98G,
G55T2 i U343) (298). Naime, Seidel C i saradnici su nakon 48h tretmana navedenih ¢elijskih linija
karnozinom u koncentraciji od 50 mM uocili znacajno smanjenje vijabilnosti u svim kontinuiranim
linijama na najmanje 80% u odnosu na netretiranu grupu celija (298). Takode, jo$ jedna grupa
istrazivaa govori o sposobnosti L-karnozina u efektivnoj inhibiciji primarnih ¢elija humanog
glioblastoma u prisustvu piruvata kao i potencijalnoj upotrebi ovog dipeptida kao suplementa u

terapiji redukcije tumora i produzetka stope preZivljavanja obolelih pacijenata (297).
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Brojna istrazivanja ispitivala su mehanizam koji lezi u osnovi antiproliferativnog dejstva
karnozina na celije karcinoma (269, 300). Jedno od potencijalnih objasnjenja jeste da karnozin
dovodi do zaustavljanja celijskog ciklusa u G1 fazi putem inhibicije prelaska iz G1 u S fazu (269).
Naime, L-karnozin ispoljava uticaj na éelijski ciklus i apoptozu tumorskih éelija putem smanjenja
ekspresije survina, CDK1, CDK3, ciklina E1, CDC2sB, CDCs. Usled zaustavljanja éelijskog ciklusa u G
fazi, ekspresija survina se naglo smanjuje (300). Survin je ¢lan porodice gena inhibitora apoptoze,
a takode i molekularni biomarker kod karcinoma (301, 302). CDK; je neophodan za G,/M
tranziciju, medutim literaturni podaci navode da CDC3sB posreduje u aktivaciji CDK1 i progresiji u
S fazu Celijskog ciklusa (303). CDK; zajedno sa cilinom E; uzrokuje faznu tranziciju G1/S (300, 303,
304). Pored navedenih markera udruzeno ciklin D i CDK4 kao i ciklin E; i CDK2 promovisu G1/S
tranziciju (305). Smanjenje regulacije CDCs neophodne za replikaciju DNK uslovi¢e nastanak
apoptoze usled sprecavanja ¢elija da udu u S fazu celijskog ciklusa (306, 307).

Pretrazujudi literaturne podatke naisli smo na studije Ciji rezultati su u saglasnosti sa
nasim u pogledu uticaja karnozina na vijabilitet ¢elija zdrave celijske linije bubrega hrcka (269,
308). Barbara lovine i saradnici kao zdravu celijsku liniju koristili su humanu ¢elijsku liniju
fibroblasta koZze (BJ5ta) na Ciji proliferativni kapacitet sprovedeni tretman cistom supstancom
karnozina nije imao uticaja (269). Pozitivni efekti karnozina navode se u jo$ jednom istrazivanju
usled tretmana zdrave celijske linije pacovskih mioblasta (L6) koncentracijom karnozina od 10,
20i 30 mM u medijumu za rast (308). Uocili su nezavisno od primenjene koncentracije da su ¢elije
zadrzale morfoloske karakteristeke koje odlikuju kontrolnu grupu kao i da tretmani nisu ispoljili
citotoksi¢ni efekat na ispitivanim ¢elijama (308).

U ovoj doktorskoj disertaciji nakon 24 h tretmana BHK-21/C-13 uvideli smo da primena
Ciste supstance i preparata Now® L-karnozin u koncentraciji karnozina od 2, 5 i 10 mM kao i
preparata Karnozin EXTRA® u koncentraciji od 2 i 5 mM karnozina ne ispoljavaju citotoksiéni
potencijal. Takode, morfoloSka svojstva tretitanih grupa ¢elija su bila neizmenjena pri poredenju
sa karakteristikama koje su odlikovale ¢elije kontrolne grupe. Medutim, u grupi 10 mM Karnozin

EXTRA® primeéeno je da je sprovedeni tretman uzrokovao zna&ajni pad vijabiliteta kao i nastanak
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znacajnih varijacija u ¢elijskoj morfologiji pri poredenju sa kontrolnom ali i ostalim
eksperimentalnim grupama. Imajuci u vidu sloZenost sastava kapsule ovog preparata, nismo
mogli da utvrdimo da li je ovaj rezultat posledica visoke koncentracije L-karnozina, aktivnost
drugih sastojaka kapsule, ili oboje.

U pogledu efekata ispitivanih preparata na proliferativnu aktivnost humanih fetalnih
fibroblasta pluc¢a uoéili smo da primena L-karnozina kao i preparata Now® L-karnozin u sve tri
ispitivane koncentracije nije uslovila citotoksi¢no dejstvo kao ni uticaj na morfoloska svojstva
Celija $to je u saglasnosti sa istrazivanjima sprovedenim od strane McFarland GA i Holliday R (309,
310). Nakon tretmana MRC-5 ¢elija karnozinom pri koncentracijama od 20i 30 mM mM ova grupa
istrazivaCa je primetila da delije rastu sa normalnom stopom udvostrucenja populacije u
standardnom medijumu za rast uz ocuvanost tipicnih morfoloskih karakteristika koje poseduju
Celije kontrolne grupe.

Medutim, tretman ove éelijske linije preparatom Karnozin EXTRA® u svim ispitivanim
koncentracijama doveo je do statisticki zna¢ajnog smanjenja vijabilnih ¢elija uz nastanak varijacija
u pogledu morfoloskih karakteristika u odnosu na kontrolnu grupu. U svrhu objasnjenja
postignutog inhibitornog uticaja ovog preparata na vijabilnost kao i promenu morfoloskih
svojstava ove celijske linije potrebno je sprovesti dodatna istrazivanja koja bi se bazirala na
ispitivanju efekata konsistuenata kapsule.

Migratorna sposobnost i proces invazije karakteristike su maligniteta kao i nastanka
recidiva tumora (311, 312). Upravo zbog ovih Cinjenica od posebne je vaZznosti utvrditi uticaj
ispitivanih preparata na procese migracije tumorskih ¢elija.

Oppermann H i saradnici proucavali su infiltrativni potencijal kao i sposobnost migracije
c¢elija kontinuirane linije humanog glioblastoma (T98G) usled tretmana karnozinom (313). U
svojoj studiji primenili su poseban model pri ¢emu su éelije glioblastoma zasejavane unutar
centralnog prstena postavljenog u bunari¢ ploce sa 12 otvora, dok su zdrave éelije fibroblasta
sejali izvan postavljenog prstena. Prsteni su uklanjani nakon 4 h po nastanku adhezivnosti éelija

za zidove bunariéa ploce a zatim su Celije inkubirane tokom vremenskog perioda od 2 nedelje uz
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prisustvo razli¢itih koncentracija karnozina (10, 25, 50 i 75 mM). Pri analizi rezultata uocili su da
se povrsina prekrivena tumorskim éelijama konstantno smanjivala sa porastom koncentracije
karnozina, a statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu je uocena u grupi celija
tretiranih koncentracijom od 50 mM karnozina. Pri koncentraciji od 75 mM karnozina primetili
su potpuno odsustvo adheriranih tumorskih ¢éelija za zidove bunari¢a ploce $to je ukazivalo ne
samo na inhibiciju proliferacije ve¢ i na potpuno unistenje tumorskih ¢elija primenom ovog
dipeptida tokom 2 nedelje. U ranijim istrazivanjima, ¢elije su obi¢no izlagane tretmanu karnozina
tokom 24, 48 ili 96 h (273) ali ne i tokom 2 nedelje. Kraéi vremenski period izlaganja tumorskih
¢elija karnozinu rezultovao je u redukciji proliferacije ali ne i kompletne eliminacije tumorskih
celija.

Analizom sprovedenog “scratch” eseja uocili smo da rezultati naseg istrazivanja takode
ukazuju da usled tretmana delija kontinuirane ¢elijske linije humanog glioblastoma ispitivanim
preparatima karnozina u razli¢itim koncentracijama dolazi do posledi¢nog dozno-zavisnog
smanjenja sposobnosti ka migraciji. Netretirana grupa celija se odlikovala velikom migratornom
sposobnoséu i gotovo u potpunosti nastali defekt je bio prekriven celijama (25,84+0,240%
pocetne vrednosti defekta). Medutim, usled tretmana ¢istom supstancom L-karnozin najizrazeniji
inhibitorni uticaj ka migraciji ¢elija primecéen je u grupi tretiranoj koncentracijom od 10 mM
karnozina (78,47+0,186% u odnosu na vrednosti izmerene u 0 h). Pored navedenog i tretmani
nizim koncentracijama pokazali su inhibitorni potencijal ka migratornoj sposobnosti na ispitivanoj
celijskoj liniji (u grupi 5 mM L-karnozin 66,74+0,135% i u grupi 2 mM L-karnozin 60,45+0,110% u
odnosu na vrednosti izmerine u 0 h). Primena preparata Now® L-karnozin takode je uslovila
statisticki znacajno dozno-zavisno smanjenje migratorne sposobnosti celija sa slicnim %
vrednostima povrsine prisutnog defekta koja je uo€ena i nakon tretmana L-karnozinom. Srednje
vrednosti defekta uslovljene tretmanom ovim preparatom iznosile su 57,76+0,081%,
64,51+0,393%, 68,77£0,192% za primenjene koncentracije od 2, 5i 10 mM karnozina u medijumu

za rast.
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Usled tretmana U87 celija preparatom Karnozin EXTRA® povrSina praznog prostora u
odnosu na pocetnu vrednost u 0 h statisticki se znacajno razlikovala u svim primenjenim
koncentracijama. U grupi 2 mM Karnozin EXTRA® povrSina prisutnog defekta je iznosila
62,79+0,124%, dok je u grupi 5 mM ta vrednost bila znacajno veéa (81,72+0,214%) u odnosu na
tretmane istom koncentracijom karnozina kada su u pitanju L-karnozin i preparat Now® L-
karnozin. Posebno treba naglasiti ispoljene efekte postignute koncentracijom od 10 mM
karnozina iz ovog preparata. Primecéeno je drasticno smanjenje broja vijabilnih ¢elija adheriranih
za povrsinu flaska pri ¢emu je procentualna vrednost povrSine praznog prostora bila najveca
(103+0,111%) u odnosu na izmerene vrednosti ostalih eksperimentalnih grupa iste koncentracije
karnozina. Sve ovo govori u prilog ne samo o inhibitornom potencijalu na migratornu sposobnost
vec i potpunom unistenju tumorskih éelija ove celijske linije, Sto je u saglasnosti sa navodima u
istrazivanju sprovedenom od strane Oppermann H i saradnika (313).

Postavlja se interesantno pitanje da li procesi koji smanjuju migratornu sposobnost kao i
proliferaciju tumorskih éelija nakon kratkotrajnog izlaganja karnozinu mogu posledi¢no dovesti
do nastanka ¢elijske smrti pri ekspoziciji karnozinu istih ¢elija u duzem vremenskom periodu (313)
ili u kracem vremenskom priodu kada je u pitanju tretman preparatom Karnozin EXTRA® na
kontinuiranoj ¢elijskoj liniji humanog glioblastoma.

Kako vimentin predstavlja kljucnu komponentu citoskeleta sa bitnim bioloskim
funkcijama na celijskom nivou od posebne vaZnosti je bilo ispitati uticaj Ciste supstance L-
karnozina kao i preparata Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin na stepen imunoreaktivnosti ovog
proteina u citoplazmi celija. Poseban akcenat u literaturi se stavlja na uloge vimentina tokom
procesa migracije celija zbog njegove interakcije sa mikotubilima i aktinom (314, 315), a takode
poznata je i njegova uloga tokom procesa EMT ali i metastaziranja karcinomskih éelija.

Naime, mreZa vimentinskih filamenata je blisko povezana ali i funkcionalno zavisna od
mikrotubula (316, 317, 318). Upravo zbog ovakve povezanosti Cesto se moze primetiti postojanje
“kolapsa” u blizini nukleusa usled promena na nivou mikrotubula pod uticajem kolhicina (317). U

istraZivanju sprovedenom od strane Gan i saradnika kroz kvantitativni sistematski pristup
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objasnjena je ova zavisna veza u sklopu citoskeletnog sistema tokom procesa ¢éelijske migracije
(319). Primenom “scratch” eseja autori su analizirali retinalne epitalne ¢elije koje eksprimiraju
fluorescentno obeleZen vimentin i tubulin. Postizanje konfluentnog monosloja pratili su putem
kompijuterskog fotografisanja i pracenja migracije realne slike vijabilnih ¢elija (319). Primeéeno
je da su vimentinski filamenti stabilni tokom 20 minuta nakon tretmana sa nokodazolom kao i da
su mikrotubuli koji su u vezi sa vimentinom bili otporniji nakon sprovedenog tremana. Takode,
navodi se i da su mikrotubili zapravo koristili vimentinske filamente kao osnovu za rast po
prekidanju tretmana. Upravo ova povezanost filamenata pruza formiranje “memorije” potrebne
za kontinuirano odrzavanje polariteta celija od strane mikrotubula kratkog Zivotog veka (319).
Medutim, molekularna priroda mikrotubul-vimentin povezanosti jo$ uvek nije razjasnjena, iako
postoje znacajni dokazi da se ona ostvaruje putem drugih proteina ili usled procesa fosforilacije
(320, 321).

Sa druge strane, aktinski filamenti se reorganizuju u razliite nizove fromirajuéi skelet ali i
potporu za membranske produzetke kao Sto su lamelopodije i filopodije Sto upravo omogucuje
procese migracije celija (314). Komunikacija vimentina sa aktinskim filamentom odvija se
direktno preko repnog domena vimentina ali i indirektno preko proteina plektina (322). Pored
navednog u literaturi se opisuje jos jedan protein koji je u bliskoj povezanosti sa vimentinom a to
je capping protein (CP) regulator CARMIL2 (CP, Arp2/3, myosin-I) koji omogucuje formiranje
lamelopodija kao i migraciju éelija zavisnu od vimentina (323).

Pretrazujuci literaturne podatke naisli smo na mali broj istraZivanja koja govore o uticaju
L-karnozina na ekspresiju vimentina kod zdravih kontinuiranih celijskih linija (324, 325). U naSem
istrazivanju sprovedenom u svrhu utvrdivanja uticaja Ciste supstance L-karnozin kao i preparata
Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin na eskpresiju vimentina u éelijama dve kontinuirane zdrave
celijske linije fibroblasta vrSeno je imunofluorescentno bojenje i kvantifikacija dobijenih
rezultata. Sprovedeni 24 h tretmani zdravih celijskih linija L-karnozinom i karnozinom iz preparata

Now" L-karnozin doveli su do smanjenja ekspresije vimentina. Pri analizi tretiranih BHK-21/C-13 i
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MRC-5 celija pod fluorescentnim mikroskopom primetili smo i promene u rasporedu samih
vlakana intermedijernih filamenata kao i gubitak karakteristi¢nih svojstava vimentinske mreze.

Ikeda D i saradnici sprovodili su istrazivanje na celijskoj liniji embrionalnih pacovskih
fibroblasta (3Y1-B) u cilju ispitivanja efekata L-karnozina na ekspresiju vimentina (324).
Fibroblasti su rasli tokom 7 dana u DMEM medijumu tretiranom 30 mM L-karnozinom.
Organizaciju i gradu vimentinskih filamenata pratili su i analizirali putem imunofluorescentnog
mikroskopa i primetili su da sprovedeni tretman dovodi do stimulacije razvoja vimentinskih
filamenata u kultivisanim éelijama. Tretirane celije su takode pokazivale i izmenjen oblik, bile su
izduzenije i tanje u odnosu na celije kontrolne grupe. Primenom imunoblot metode u svrhu
odredivanja nivoa ekspresije vimentina na fibroblastima ustanovili su statisticki znacajan porast
nivoa ekspresije vimentina po ¢eliji u grupi tretiranoj L-karnozinom u odnosu na kontrolnu.

Navodi sprovedenog istrazivanja su u saglasnosti sa nasSim rezultatima dobijenim nakon
analize tretmana preparatom Karnozin EXTRA® na kontinuiranim ¢elijskim linijama BHK-21/C-13
i MRC-5. Naime, sve tri ispitivane koncentracije karnozina iz preparata nakon 24 h tretmana
uslovile su porast intenziteta signala za protein vimentin. Takode, pri analizi celija pod
fluorescentnim mikroskopom zapazili smo da sa porastom koncentracije karnozina iz ispitivanog
preparata dolazi i do promene oblika samih ¢elija kao i prisutva izmenjenih svojstava i grade
intermedijernih filamenata. Celijska linija BHK-21/C-13 nakon tretmana se odlikovala prisustvom
grupisanih snopova vlakana, dok su se u citoplazmi MRC-5 ¢elija mogli vizualizovati mali regioni
intermedijernih filamenata koncentrisani u perifernim delovima celija neposredno uz celijsku
membranu. U literaturi se navodi da promene u eksprimiranosti vimentina zdravih celija
uslovljene primenom karnozina mogu rezultovati u za sada jo$ uvek nepoznatim efektima na
Celijske dogadaje te je stoga potrebno sprovesti dalja istrazivanja u svrhu odredivanja
mehanizama odgovornih za nastale promene ekspresije kako bi se sto bolje razumele fizioloske
uloge karnozina (324).

Povecdana ekspresija vimentina u epitelnim éelijama pored povecanja motaliteta éelija,

uslovljava i promene u obliku ¢elija ali i gubitak meducelijskih veza (326, 327). Messica Y i
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saradnici su sprovodili istraZivanje na invazivnoj ¢elijskoj liniji karcinoma dojke (MDA-MB-231) u
cilju ispitivanja kako ekspremiranost vimentina reguliSe mehanicka, migratorna i invazivna
svojstva karcinoma dojke (328). Karakteristika ove dEelijske linije jeste da su podloznije
deformacijama kao i da su osetljivije u odnosu na druge karcinomske éelije dojke. Primeéeno je
da usled nedostatka ekspresije vimentina dolazi do znacajnog smanjenja sposobnosti ¢elija za
migracijom i invazijom.

U ovoj doktorskoj disertaciji analiziran je nivo eksprimiranosti vimentina u citoplazmi
MCF-7 ¢elija. Celijska linija adenokarcinoma dojke (MCF-7) poseduje karakteristike epitela
diferenciranih mle¢nih Zlezda. Ove celije pokazuju pozitivnost na epitelne markere kao Sto su E-
kadherin, B-katenin i citokaretin 18 (CK18) dok su sa druge strane negativne na mezenhimalne
markere kao Sto su vimentin i a glatki miSi¢ni aktin (a-SMA) (329). Dobijeni rezultati u nasem
istrazivanju su u skladu sa literaturnim navodima. Naime, kontrolna grupa MCF-7 ¢elijske linije u
nasoj studiji se odlikovala odsustvom ekspresije proteina vimentina u citoplazmi ¢elija.

Astrociti predstavljaju specijalizovane glijalne celije klju¢ne u funkcionisanju CNS (330).
Cistoskelet astrocita sastoji se od IF vimentina, nestina i glijalnog fibrilarnog kiselog proteina
(GFAP) (331, 332). GFAP predstavlja kljucan IF protein zrelih astrocita u fizioloskim uslovima, dok
je vimenitin visoko eskprimiran kod astrocita tokom normalnog razvoja CNS-a kao i usled povreda
CNS-a (332). Dobro je poznato da je usled povecane eskpresije vimentina prisutna poveéana
Celijska pokretljivost i invazivnost astrocita u procesu formiranja glioma (327, 333). Nasuprot
navednog, kombinovana redukcija eksprimiranosti proteina kao $to su vimentin, GFAP i nestin
uzrokuju smanjenje brzine kretanja astrocita usled masivne celijske migracije (334) kao grupe u
procesima zavisnim od Ccelijsko-¢elijskog kontakta (335). De Pascalis C i saradnici u svom
istrazivanju koristili su primarne astrocite pacova sa smanjenom ekspresijom vimentina uz
ocCuvanost proteina GFAP i nestina (334). Upotrebom “scratch” eseja primetili su perpendikularno
naglaseno prisutvo aktinskih stres vlakana uz sam defekt, zatim smanjenje aktinskih stres vlakana
paralelno rasporedenih uz sam defekt kao i smanjenje retrogradnog kretanja aktina. Usled

trostrukog “knockdown” intermedijernih filamenata astrocita nastaju promene i na nivou
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morfologije ali i adherentnih veza. Pored navedenog primeéeno je i da se sistem interemedijernih
filamenata astrocita umnogome menja i uslovljava smanjenje mehanicke povezanosti kao i
fokalne adhezivnosti aktin-miozinske mreze.

U sprovedenom istrazivanju utvrdili smo nizak stepen imunofluorescentnog signala za
protein vimentin u kontrolnoj grupi kontrinuirane celijske linije humanog glioblastoma. Nakon
sprovedenog tretmana ¢istom supstancom L-karnozin kao i preparatom Now" L-karnozin u svim
ispitivanim koncentracijama evidentno je da nema statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na
kontrolnu grupu kada je u pitanji nivo eksprimiranosti ovog proteina. U grupi 2 mM Karnozin
EXTRA® takode nije evidentirano postojanje znalajne razli¢itosti, medutim nakon tretmana
koncentracijom od 5 i 10 mM karnozina iz preparata Karnozin EXTRA® dokazali smo pojagan
stepen ekspresije vimentina u odnosu na kontrolnu kao i ostale eksperimentalne grupe.

Usled posmatranja celijske migracije u in vitro uslovima potrebno je posebnu paznju
posvetiti i ¢elijskoj gustini, faktorima sredine kao i koncentraciji supstrata u medijumu za rast.
Prekomerena ekspresija vimentina moZze ukazivati na promene u filamentoznoj mrezi, pa se u
cilju odredivanja specificnosti izmena i modifikacija u gradi filamenata mora pristupiti i novijim
genskim analizama. Takode, potencijalno objasnjenje povecéanja eksprimiranosti vimentina moze
biti povezano sa izmenjenim morfoloskim svojstvima uzrokovanim tretmanom u smislu promene
oblika i velic¢ine samih ¢elija uslovljavajuci time povecdanje imunoreaktivnosti na manjoj povrsini
celija (336).

Brojna istraZzivanja navode kao jednu od mnogobrojnih uloga karnozina njegovo ucesée u
smanjenju oksidativnog stresa in vitro ali i u in vivo uslovima (206). Antioksidativna svojstva
karnozina zasnivaju se na njegovoj reakciji sa superoksidnim anijonima (337, 338), reaktivnim
aldehidima kao Sto su 4-hidroksinonenal i akrolein (339-342) ili karbonilnim grupama u
oksidativnim proteinima (343).

Poznato je da ROS predstavljaju centralni pokretac u nastanku mitohondrijske disfunkcije,
$to ujedno dovodi i do smanjenja mitohondrijskog potencijala (344). Upravo iz ovih razloga,

stroga regulacija nivoa ROS-a je neophodna za odrZavanje vitalnosti éelija kao i izbegavanje
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oksidativnog osStecenja usled izlaganja stresu (345). SOD enzimi predstavljaju porodicu
antioksidativnih enzima koji katalizuju konverziju ROS u H,0; kod eukariotskih éelija (346). SOD2
enzim ispoljava svoju funkciju kroz regulaciju oksidativnog stresa i energetskog metabolizma
(347).

Oberley i sardanici prvi su pretpostavili da bi MnSOD mogao biti gen koji je klju¢an u
tumorskih éelija (348). Promene nivoa produkcije Oz i H20; pomocu MnSOD i drugih
antioksidativnih enzima mogu promeniti intracelularno redoks stanje te posledi¢no regulisati
aktivaciju faktora transkripcije ili kaskadne transdukcije signala u kontroli ¢elijskog rasta. Dakle,
prepostavlja se da promene intracelularne koncentrcaije nivoa Oz i H;02 mogu igrati
fundamentalnu ulogu u supresiji tumora (349).

Dobro je poznato da je eksprimiranost SOD2 markera veca kod celija raka dojke u
poredenju sa ¢elijama zdravog tkiva (350). Ovo povecanje ekspresije je posebno evidentno kod
tumora viseg histoloskog i klinickog gradusa (351). U naSem istraZivanju, primenom
imunofluorescentnog bojenja MCF-7 celijske linije na SOD2 antigen i kvantifikacijom signala
imunoreaktivnosti uocili smo visoku pozitivnost u eksprimiranosti SOD2 u mitohondrijama ¢elija
kontrolne grupe sto je u skladu sa litaraturnim navodima.

Prekomerena ekspresija SOD2 u tumorskim celijama korelira sa pojatanom
ekspresijom i aktivho$éu matriks metaloproteinaze (MMP), $to uslovljava pojacanu degradaciju
matriksa kao i oslobadanje citokina i faktora rasta a time se ujedno promoviSe nastanak
metastaza (352). Zhang HJ i saradnici su primetili, vr$eci istraZivanje na MCF7 Celijskoj liniji koja
je estrogen pozitivna, da usled povecanja ROS dolazi ujedno i do pojacane ekspresije SOD2 $to
posledi¢no dovodi do aktivacije MMP-2 (353). Takode, usled prekomerene ekspresije SOD2 u
fibrosarkomu HT-1080 kao i u ¢elijama karcinoma besike (253J) znacajno se podsti¢e migracija i
invazija tumorskih celija kako u in vitro tako i u in vivo uslovima (354-356). U literaturi postoje
navodiida p53 ima sposobnost indukcije ekspresije SOD2 markera indirektnim putem (357, 358).

Jedan od potencijalnih efekata poveéane ekspresije SOD2 jeste znadajno smanjenje aktivnosti
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katalaze, Sto posledi¢no rezultira povec¢anom proizvodnjom H,0; (354, 359) za koju se pokazalo
da pojacava eksprsiju MMP-1 (360), a takode moZe povecati i nivoe VEGF i MMP-9 koji pospesuju
¢elijsku invaziju i angiogenezu (361, 362). Zapravo visi nivo ekspresije SOD2 uzrokuje poveéanu
ekspresiju gena povezanih sa metabolizmom ROS, ali i nastankom hipoksije i EMT (363). Nedavna
istrazivanja su dokazala da SOD2 moze igrati bitnu ulogu u fenotipskoj tranziciji tumora ka
invazivnijim, otpornijim na lekove i prometastatskim fenotipovima (364, 365). Pored navedenog,
povecana ekspresija SOD2 u tumorskim celijama povezana je i sa prisustvom udaljenih
metastatskih promena u organizmu pacijenta, loSijom prognozom i pre svega loSijom stopom
prezivljavanja (366, 367).

U skladu sa navedenim, rezultati naseg istraZivanja govore o povoljnom uticaju karnozina
u svrhu supresije tumorskih ¢elija humanog adenokarcinoma dojke. Naime, ekspresija SOD2
nakon sprovedenog tretmana MCF-7 ¢elijske linije ¢istom supstancom L-karnozin kao i ispitivanim
preparatima Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin statisti¢ki je zna¢ajno niza u odnosu na kontrolnu
grupu celija. Znacajnije smanjenje ispitivanog markera je prisutno u grupama celija tretiranih L-
karnozinom i preparatom Now® L-karnozin u odnosu na grupu tretiranu karnozinom iz preparata
Karnozin EXTRA® u svim ispitivanim koncentracijama.

Sa druge strane, analizirajudi uticaj Ciste supstance karnozina kao i ispitavanih preparata
na ekspremiranost SOD2 u mitohondrijama ¢elija humanog glioblastoma primetili smo da
sprovedeni tretmani nisu ispoljili znacajnije promene u odnosu na netretiranu grupu déelija.
Moguce objasnjenje koje lezi u osnovi ovog nalaza jeste niska koncentracija karnozina u
medijumu za rast Celija, te bi se primenom visih koncentracija u narednim istraZzivanjima otklonila
ova sumnja. PretraZzujudi literaturne podatke, nismo naisli na radove koji su se bavili istrazivanjem
uticaja karnozina na eksprimiranost SOD2 markera u mitohondrijama ¢elija glioblastoma.
Medutim, brojna istaZivanja svedoce o primeni Temozolomida u tretmanu ovih ¢elija (368, 369).
Sprovodedi istrazivanje na U87 Celijskoj liniji Chien i saradnici primetili su da usled smanjenja

ekspresije SOD2 nakon primene Temozolomida dolazi do indukcije apoptoze, smanjenje
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formiranja kolonija u in vitro eksperimentima kao i poveéanje stope prezivljavanja kod pacijenata
(370).

lako je cilj ove disertacija bio ispitivanje uticaja karnozina na tumorskim déelijama,
inkubacijom zdravih éelija pri istim koncetracijama ispitivanih preparata stekli smo uvid o
potencijalnim efektima u fizioloSkim uslovima kao i prepostavkama Sta se odvija unutar
organizma usled moguce primene ove supstance. Pretrazujudi literaturu naisli smo na istazivanja
koja su se bavila analizom uticaja karnozina na ekspremiranost SOD2 u zdravim ¢éelijama. Nakon
inkubacije zdrave kontinuirane Celijske linije L6 koncentracijom od 10, 20 i 30 mM karnozina u
medijumu za rast prisutan je porast u eksprimiranosti SOD2 pri poredenju sa netretiranom
grupom mioblasta (308). Takode, u in vivo uslovima suplementacija karnozinom pokazala je
porast miSicne SOD2 aktivnosti kod svinja (371). Rezultati naseg istrazivanja su u saglasnosti sa
literaturnim navodima. Naime, usled tretmana zdravih ¢elijskih linija BHK-21/C-13 i MRC-5 ¢istom
supstancom L-karnozin pri koncentraciji od 10 mM karnozina u medijumu za rast uocili smo
porast ekspresije SOD2 markera u citoplazmi ispitivanih ¢elija u odnosu na kontrolne grupe
(p<0,0001). Medutim, primena nizih koncentracija (2 i 5 mM karnozina) u tretmanu obe grupe
¢elija nije uslovila nastanak znacajnije razli¢itosti u nivou ekspresije ovog markera u odnosu na
kontrolnu grupu. Analizirajuéi uticaj preparata Karnozin EXTRA® na intenzitet fluorescencije SOD2
proteina, uodili smo da je tretman karnozinom pri koncentracijama od 5 i 10 mM na obe zdrave
celijske linije uslovio znadan porast vrednosti TCCF (p<0,0001). Iste efekte je uslovio i tretman
MRC-5 éelijske linije preparatom Now® L-karnozin pri koncentracijama karnozina od 5 i 10 mM
(p<0,0001).

U svom istrazivanju Fakhruddin S i saradnici navode da je produkcija ROS-a u
mitohondrijskom kompartmanu klju¢ni faktor koji uzrokuje nastanak oksidativnog oStecenja i
posledi¢nu apoptozu zdravih ¢elija bubrega (372). U literaturi postoje navodi da H,0; i drugi ROS
mogu prouzrokovati poveéanu permeabilnost mitohondrijske membrane (373, 374). Kao
posledica dugotrajnog izlaganja ROS-u mitohondrije gube sposobnost da odrie adekvatan

membranski potencijal $to na kraju dovodi do nastanka apoptoze ¢elija (375). Usled narusavanja
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integriteta mitohondrijske membrane stvara se jedan zacarani krug. Gubitkom citohroma c iz
intermembranskog prostora smanjuje se sinteza ATP-a kao i curenje elektrona a time dolazi i do
povecanja produkcije ROS-a (376). Oslobadanje citohroma c je posredovano proteinom kao sto
je Bax a to u krajnjem dovodi do nastanka apoptoze Celija. Zastitini efekti karnozina u zdravim
¢elijama usled prisustva H,0, ogledaju se upravo u smanjenju oslobadanja citohroma c iz
mitohondrija u celijski matriks, a takode i nivoi ekspresije Bax su znacajno nizi u prisustvu
karnozina. Sve navedeno sugeriSe da karnozin ima zastitini efekat prema zdravim celijama
inbicijom apoptoze indukovane od strane mitohondrija (377).

U fizioloskim uslovima jako je bitna ravnoteza izmedu produkcije prooksidanasa kao i
njihovo eliminisanje putem zastitnih mehanizama od strane endogenih enzima (378). Nedavna
istazivanja su dokazala da mitohondrijska MnSOD2 dovodi do smanjenja mitohondrijske
produkcije ROS i time ujedno ima ulogu u prevenciji nastanka mitohondrijskog osteéenja. Pored
navedenog, povecana ekspresija SOD2 kod zdravih ¢elija smanjuje apoptozu uzrokovanu H,0,,
peroksidaciju lipida kao i izmene u produkciji stvaranja mitohondrijskog ATP-a (379, 380).

lako literaturni navodi govore u prilog zastitnog mehanizma karnozina na ¢elijskom nivou
povecanjem eksprimiranosti SOD2 markera kod zdravih ¢elija Sto posledi¢no prevenira nastanak
apoptoze usled smanjenja delovanja ROS na mitohondrije, u ovoj doktorskoj disertaciji primetili
smo da usled inkubacije BHK-21/C-13 ¢elija pri koncentraciji od 5i 10 mM karnozina iz preparata
Now" L-karnozin dolazi do znacajnog smanjenja eksprimiranosti SOD2 markera u citoplazmi ovih
celija. Slicne rezultate dobili su i Palin MF i saradnici u svojoj studiji sprovedenoj na primarnoj
celijskoj liniji misica prasi¢a (381). Aplikacija 10 mM karnozina u medijumu za rast ¢elija dovela je
do smanjenja SOD2 aktivnosti u odnosu na kontrolnu grupu, dok tretmani koncentrcijom od 25 i
50 mM karnozina nisu imali efekta. U fizioloSkim koncentracijama, karnozin pokazuje aktivnost
kao i SOD2, zapravo u mogucnosti je da formira komplekse za prenos naelektrisanja sa
superoksidnim anjonima (0’ (382). Stoga, dejstvo karnozina moZe dovesti i do smanjenih

potreba za celijskom aktivnoséu SOD2 $to mozZe biti potencijalno objasnjenje uoéenog smanjenja
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aktivnosti SOD2 enzima usled tretmana zdravih Celijskih linija karnozinom (381). Medutim,
dodatna istraZzivanja su potrebna da bi se sa sigurno$éu moglo dati objasnjenje ovog nalaza.

Smatra se da mitohondrije predstavljaju centralne regulatore u procesima invazije i
metastaziranja karcinomskih celija (383, 384). Zapravo, produkcija ROS se odvija na nivou
mitohondrijskog respiratornog lanca i upravo se iz tog razloga ove organele smatraju klju¢nim u
procesima celijke migracije i invazije (385). Proizvodnja ROS-a u mitohondrijama regulisana je
putem porodice proteina Bcl-2 (386). lako su prvobitno identifikovani kao kljuéni regulatori
Celijske smrti (387), odredeni ¢lanovi porodice Bcl-2 takode ulestvuju u procesima migracije,
invazije i metastaziranja tumorskih celija (386). Naime, Bcl-X., Bcl-2, and Bcl-w dovode do
stimulacije kompleksa |, kao glavnog izvora u mitohondrijskom respiratornom lancu odakle potice
dodatna proizvodnja ROS-a. Prekomerena produkcija ROS-a zatim uzrokuje povecanje ekspresije
Bcl-v ili Bcl-KSL markera Sto pospesuje nastanak ¢elijske invazije (388).

Opste je poznato da su metabolicke promene jedno od obeleZja karcinomskih celija. Za
razliku od zdravih ¢elija, tumorske ¢elije su izuzetno heterogene sa individualnim metaboli¢kim
karakteristikama u zavisnosti od vrste tkiva od kog poticu. Ruski naucnik Otto Warburg je prvi
opisao da tumorske celije uglavnom koriste glikolizu kao osnovni put u produkciji energije uprkos
prisustvu adekvatnog nivoa kiseonika (389). Ovaj fenomen koris¢enja glikolize kao manje
efikasnog energetskog puta ¢esto se spominje pod nazivom “aerobna glikoliza” ili “Warburgov
efekat”. Pretezno koriS¢enje glikolize za proizvodnju ATP-a u tumorskim ¢elijama dovelo je do
nastanka hipoteze o prisutnom slabo efikasnom mitohondrijskom respiratornom sistemu u ovim
¢elijama. Medutim, ova slika varira u zavisnosti od tipa tumora, njegovog gradusa, porekla
tumorskih ¢elija kao i lokalizacije unutar tkiva (390).

Poslednjih godina, koncept “aerobne glikolize” kao osnovnog vida metabolizma
tumorskih ¢elija doveden je u pitanje, jer zapravo neke tumorske celije pokazuju visoku stopu
proizvodenje energije putem OXPHOS-a (383, 391, 392). Rezultati istraZivanja sprovedenog na
klinickom materijalu karcinoma dojke kod ljudi pokazali su da je u pitanju visoko oksidativni

tumor kod kog je mitohondrijska respiracija izrazito poveéana i osetljiva na inhibitore
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respiratornog lanca mitohondrija (393, 394). Naime, glavni izvor produkcije ATP-a i dobijanja
energije u ¢elijama ovog karcinoma jeste OXPHOS i navodi se da ¢ak 80% proizvedenog ATP-a
nastaje ovim putem (395).

Noviji koncepti u tretmanu kancerskih éelija se upravo razvijaju u pogledu fokusiranja na
Celijski metabolizam mitohondrija koji verovatno igra klju¢nu ulogu u veoma efektivnim
terapijskim dostignu¢ima za selektivno delovanje na malignitet (383). Od davnina je poznato da
karnozin na tumorskim celijama ispoljava svoj antitumorski potencijal delujudi i na bioenergetski
kapacitet ovih Celija putem inhibicije glikolize (274, 294). Rezultati naseg istrazivanja govore u
prilog antitumorskog potencijala ove supstance putem delovanja na mitohondrijski vid
produkcije energije kod visoko-oksidativnog tumora kao $to je adenokarcinom dojke. Analizom
postignutih efekata usled tretmana MCF-7 Celijske linije Cistom supstancom L-karnozin, kao i
preparatima Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin zabeleZili smo inhibiciju produkcije energije na
svim nivoima respiratornog lanca. Sprovedeni tretman uslovio je smanjenje aktivnosti C I, Cll i C
IV kompleksa, a najizrazeniji inhibitorni potencijal evidentiran je primenom preparata Karnozin
EXTRA® u svim ispitivanim koncentracijama.

Bao isardaniciistrazivali su uticaj karnozina na stopu potrosnje kiseonika na Hela ¢elijama
(294). U svom ogledu tretman su vrsili tokom 48 h koncentracijom karnozina od 20 mM u
medijumu za rast. Bazalni nivo potro$nje kiseonika se znacajno smanjio u odnosu na grupu ne
tretiranih celija. Takode, navode i inhibitorni uticaj karnozina na aktivnost kompleksa (C I-C V)
respiratornog lanca mitohondrija tretiranih celija.

Proteoliticka subjedinica kazeinoliticke proteaze (ClpP) jedna je od primarnih proteaza
bitnih za odrZavanje homeostaze mitohondrijskog matriksa i mitohondrijskih proteina. Pored
navedenog, ukljuc¢ena je i u regulisanju aktivnosti C | i C Il respiratornog lanca mitohondrija pa
samim tim i u proces mitohondrijskog disanja. Naime, Bao i sardanici u svojoj studiji primetili su
da je sprovedeni tretman karnozinom na Hela ¢elijama doveo do znacajnog smanjenja ekspresije
ClpP kako na nivou transkripcije tako i na nivou translacije (294). Nedavno je objavljeno da

smanjenje eksprimiranosti mitohondrijskog ClpP ¢ini karcinomske éelije osetljivijim na cisplatin,
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lek koji se Siroko primenjuje u terapiji (396). Stoga se mozZe pretpostaviti da inhibitorni uticaji
karnozina na aktivnost kompleksa respiratornog lanca mogu biti uslovljeni smanjenjem ekspresije
ovog proteina. Medutim, potrebno je sprovesti dodatna istrazivanja da bi se sa sigurnos¢u moglo
reci da ClpP moze biti meta za karnozin u le¢enju karcinoma.

Drugo potencijalno objasnjenje inhibicije aktivnosti kompleksa respiratornog lanca
mitohondrija (C I, Il i IV) usled tretmana tumorskih ¢elija karnozinom lezi u osnovi promena H*
puferskog kapaciteta koji nastaje kao posledica inkubacije celija, ¢ime se narusava
elektrohemijski gradijent od kog je zavisna aktivnost kompleksa V koji generise produkciju ATP-a
u éelijama (294). Naime, kompleksi respiratornog lanca mitohondrija su povezani sa pumpanjem
H* jona iz mitohondrijskog matriksa u intermembranski prostor i time dolazi do stvaranja
elektrohemijskog gradijenta tokom procesa prenosa elektrona duz respiratornog lanca (43).

Dobro je poznato da je anaerobna glikoliza glavni vid ¢elijske produkcije ATP-a u fetalnim
organima (397), kao i da se povecanje mitohondrijskog respiratornog kapaciteta deSava tokom
razvoja kako bi se metabolizam fetusa prilagodio izmenjenim uslovima sredine, odnosno rodenju
(398). U svom istrazivanju Bellance N i sardanici ustanovili su da se bioenergetski profil ¢elija
pluénog epidermoidnog karcinoma (HLF-a) i humanih fetalnih pluénih ¢elija (MRC-5), poreklom iz
istog tkiva, odlikuje velikim procentom proizvodnje ATP-a putem glikolize (399). Suprotno
navedenom, u zdravim fibroblastima koZe, udeo u mitohondrijskom OXPHOS kapacitetu u
produkciji energije odlazi vise od 50% ukupno proizvedenog ATP-a (400). Kada su HLF i MRC-5
Celije inkubirane u medijumu liSenom glukoze u periodu od 48 h, proizvodnja ATP-a se odvijala iz
altrenativnih energetskih supstrata. Ovo je ujedno i dokaz da se OXPHOS zapravo koristi kao
alternativni energetski put kada je nivo dostupnosti glukoze ogranicen, ali treba napomenuti da
je stepen produkcije u toj situaciji dosta nizi. Maksimalni kapacitet mitohondrijske sinteze ATP-a
koriS¢enjem piruvata i malata kao energetskih supstrata, bio je zna¢ajno nizi u HLF-a i MRC-5
permeabilizovanim ¢elijama, u poredenju sa ukupnim nivoom ATP-a proizvedenog usled
prisustva glukoze u medijumu za rast celija. Ono Sto je jo$ interesantno a jedna je od bitnih

karakteristika MRC-5 celija kao ¢elija fetalnog tkiva a ujedno i HLF-a karcinomskih Celija jeste
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prisustvo izrazitog smanjenja nivoa ekspresije proliferator-aktiviranog receptora g kaoaktivatora
1 (PGC1la), mitohondrijskog transkripcionog faktora A (mtTFA) kao i kompleksa respiratornog
lanca mitohondrija (C I, II, lll i IV) u poredenju sa celijama pluénog tkiva kod odraslih ljudi (399).
Primenom Western blot analize u fetalnim celijama plué¢a kao i HLF-a celijama otkrivena je
povecana koncentracija glikolitickog enzima GAPDH u odnosu na ¢elije zdravog plu¢nog tkiva
odraslih. Visoka eksprimiranost glikolitickih gena ranije je dokumentovana u brojnim tipovima
karcinoma i objasnjenja putem stabilizacije transkripcionog faktora - hipoksija inducibilnog
faktora 1a (HIF-1a) (401). Potencijalna interakcija izmedu HIF-1a i PGCla mogla bi objasniti
inhibiciju mitohondrijske biogeneze kod MRC-5 ¢elija (399, 402).

Pretrazujuci literaturne podatke nismo naisli na studije koje su se bavila ispitivanjem
efekata L-karnozina na bioenergetski potencijal humanih fetalnih fibroblasta pluca. Inkubacijom
MRC-5 ¢elija tokom 24 h perioda pri razli¢itim koncentracijama Ciste supstance L-karnozina kao i
karnozina iz preparata Now® L-karnozin u medijumu za rast ¢éelija analizirali smo uticaj na stepen
potrosnje kiseonika kao i aktivnost kompleksa respiratornog lanca mitohondrija. Rezultati izneti
u ovoj doktorskoj disertaciji govore o inhibitornom dejstvu sprovedenog tretmana na aktivnost C
| respiratornog lanca mitohondrija kod ove ¢elijske linije kao i posledichom smanjenju vrednosti
maksimalnog kapaciteta elektron transportnog sistema pri inkubaciji ¢elija u sve tri primenjene
koncentracije ispitivane supstance. NajizraZeniji inhibitorni uticaj primecen je u grupama celija
tretiranih koncentracijom od 10 mM karnozina. Medutim, usled inkubacije ove ¢elijske linije u
prisutsvu karnozina iz preparata Karnozin EXTRA® u medijumu za rast, uogen je inhibitorni
potencijal na svim nivoima uklju€ujuci respiraciju intaktnih celija, aktivnost kompleksa C1, I, IV a
time i posledi¢ni inhibitorni efekat na maksimalni kapacitet elektron transportnog sistema
mitohondrija. Ovaj uticaj je primecen usled tretmana MRC-5 celija pri svim ispitivanim
koncentracijama sa najizraZenijim efektom u grupi 10 mM Karnozin EXTRA®. Zbog svojih
specificnih karakteristika ove celijske linije, kako bi se dalo potencijalno objasnjenje ovakvog

nalaza usled aplikacije preparata Karnozin EXTRA® potrebno je prosiriti studiju i ispitati
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molekularni nivo delovanja pojedinacnih konstituenata kapsule na bioenergetski profil MRC-5
celija.

Sa druge strane, efekti koje sprovedeni tretman izaziva na zdravim BHK-21/C-13 ¢elijama
su u suprotnosti u odnosu na zabeleZzene kod MRC-5 celijske linije. Usled 24 h inkubacije BHK-
21/C-13 celija pri koncentracijama od 2 i 5 mM Cdiste supstance L-karnozina kao i karnozina iz
ispitivanih preparata prisutno je povecanje potrosnje kiseonika kao i stimulacija aktivnosti
kompleksa respiratornog lanca mitohondrija (C I, II, IV) Sto dovodi i do povec¢anja maksimalnog
kapaciteta elektron transportnog sistema kao i do poveéane produkcije energije od strane ovih
organela. Medutim, pozitivni uticaj u smislu stimulacije proizvodnje ATP-a nije zabeleZen i pri
izlaganju ove Celijske linije koncentraciji od 10 mM cistog karnozina kao ni karnozina iz preparata
Karnozin EXTRA® i Now® L-karnozin. Moguce objasnjenje ovog nalaza jeste da je visoka
koncentracija ispitivane supstance u medijumu za rast uslovila i povecanje koncentracije unutar
samih Celija Sto je prouzrokovalo promene na nivou bioenergetskog potencijala mitohondrija
usled verovatno pocetnog narusavanja integiteta mitohondrijske membrane.

Oppermann H i saradnici sprovodili su istrazivanje na U87 celijskoj liniji pri ¢emu su
ispitivali antitumorski potencijal karnozina (403). Analizirajuéi uticaj 50 mM karnozina tokom 24
h perioda na produkciju energije u c¢elijama humanog glioblastoma primetili su smanjenje
produkcije ATP-a izmedu 44 i89% (prosec¢no 75+15%) u odnosu na ne tretiranu grupu celija. Shen
Y i saradnici, takode su ispitivali efekte karnozina na stopu potrosnje kiseonika i energetski
metabolizam ¢elija kontinuirane celijske linije pacovskog glioma (C6) (274). Rezultati nakon 48 h
perioda inkubacije ¢elija u medijumu za rast pri tretmanu karnozinom u koncentraciji od 20 mM
ukazali su na znacajno smanjenje produkcije ATP-a a samim tim i posledi¢cno smanjenje
respiracije. Sve navedeno ukazuje da je inhibicija glikolize jedna od posledica delovanja
karnozina.

U literaturi se navodi i hipoteza da karnozin ima udela u smanjenju dostupnosti NAD* i
ova prepostavka se moze smatrati tachom samo ako je efekat koji ispoljava karnozin specifi¢an

za tumorske Celije (404). Druga moguénost potencijalnog delovanja karnozina na bioenergetski
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potencijal jeste smanjenje dostupnosti piruvata usled glikolitickog razlaganja glukoze pod
uticajem karnozina. Naime, i ovaj proces znacajno potiskuje regeneraciju NAD* za proces glikolize
koji se odvijaju u ¢elijama. Poznato je da karnozin reaguje sa aldehidima (405), ili sa drugim
dipeptidima koji sadrze histidin, odnosno sa karbonil grupama uopste (406). Upravo zbog ovih
specificnosti moze reagovati sa jednim ili viSe metabolita u glikolitickom putu.

Rezultati izneti u ovoj doktorskoj disertaciji u vezi inhibitornog uticaja karnozina na
energetski metabolizam ¢elija glioblastoma, zapravo stepen produkcije ATP-a, procesa koji leze
u osnovi adekvatnog funkcionisanja respiratornog lanca mitohondrija, u skladu su sa rezultatima
drugih aut