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1. UvOD

Veliki broj zdravstvenih problema kod ljudi povezuje se s prekomjernim stvaranjem
reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS) i oksidacijskim stresom kojem
su stanice izloZene uslijed nemoguénosti uklanjanja ROS-a. ROS imaju blagotvorno djelovanje
pri niskim koncentracijama jer reguliraju unutarstanic¢nu signalizaciju i odrzavaju homeostazu,
dok pri visokim koncentracijama imaju ulogu u patogenezi razli¢itih ljudskih bolesti. Dokazano
je kako nakupljanje ROS-a moze dovesti do oSte¢enja proteina, lipida i DNA u stanicama
(Prasad i sur., 2017; Rodriguez-Garcia i sur., 2019).

U odrzavanju ravnoteze i uklanjanju prekomjernog ROS-a vaznu ulogu imaju tvari koje
imaju antioksidacijska svojstva kao $to ih imaju polifenoli. Resveratrol i kurkumin su polifenoli
koji djeluju kao promotori antioksidacijskog djelovanja enzima i imaju sposobnost uklanjanja
slobodnih radikala stoga su predmet istrazivanja prevencije i terapije degenerativnih bolesti
povezanih s oksidacijskim stresom. Unato¢ impresivnim svojstvima, navedene polifenole
karakterizira slaba topljivost u vodi $to ograni¢ava terapijsku primjenu kod ljudi te se zbog toga
sve vise istrazuju konjugati koji bi moduliranjem strukture polifenola pripomogli apsorpciji i
ostvarenju protektivnog djelovanja (Rossi i sur., 2013; Uberti i sur., 2017; Kim i sur., 2021).
Dobrim kandidatom za pobolj$anje antioksidacijskog djelovanja mnogih tvari smatra se ferocen
(Meng i sur., 2018). Resveratrol i kurkumin pokazuju bifazno djelovanje ovisno o dozi jer pri
niskim koncentracijama reveratrol i kurkumin djeluju kao antioksidansi koji mogu zastititi od
ostecenja DNA 1 oksidacijskog stresa, a pri visokim koncentracijama djeluju prooksidacijski,
odnosno povecavaju razinu oksidacijskog stresa i potic¢u oste¢enja DNA (Moghaddam i sur.,
2019; Shaito i sur., 2020).

Cilj ovog rada je ispitati kakav ucinak imaju razli¢ite koncentracije polifenola
(resveratrol i ferocenski konjugat resveratrola te kurkumin i ferocenski konjugat kurkumina) na
razinu ROS-a i vijabilnost u CHO (Chinese Hamster Ovary) - K1 stani¢noj liniji (uz ili bez
izlaganja stanica induktoru ROS-a). U tu svrhu proveden je test za detekciju reaktivnih
kisikovih spojeva (ROS-a) u kojem se koristi reagens 2',7' - diklorfluorescin diacetat (DCFDA)

te MTT test za odredivanje vijabilnosti stanica.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. OKSIDACIJSKI STRES | REAKTIVNE KISIKOVE VRSTE (ROS)

Reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species, ROS) prirodni su nusprodukti
stani¢nog metabolizma i imaju vaznu ulogu u modulaciji stani¢nog prezivljenja, stani¢ne smrti,
diferencijacije, stani¢ne signalizacije i proizvodnje upalnih ¢imbenika (Abdal Dayem i sur.,
2017).

Nastanak ROS-a povezuje se s brojnim fizioloskim i patofizioloskim procesima te ROS
imaju ulogu u patogenezi razlicitih ljudskih bolesti. Pri niskim koncentracijama ROS pokazuju
blagotvorne ucinke regulirajuci unutarstani¢nu signalizaciju i odrzavajuéi stani¢énu homeostazu,
dok se pri visokim koncentracijama nakupljanje ROS-a povezuje s oSteCenjem proteina, lipida
i DNA u stanicama (Prasad i sur., 2017).

Bioloski znac¢ajni ROS ukljuuju slobodne radikale, poput singlet kisika (*O2),
superoksida (O2"), hidroksila (HOe), hidroperoksila (HO2¢"), karbonata (COsze"), peroksil
radikala (ROz¢), alkoksila (RO¢) i radikala uglji¢nog dioksida (CO2*") te neradikale, poput
vodikovog peroksida (H20-), hipobromne kiseline (HOBr), hipoklorne kiseline (HOCI), ozona
(O3), organskih peroksida (ROOH), peroksinitrita (ONOQO"), peroksinitrata (O.NOQO"),
peroksinitrozne kiseline (ONOOH), dusikovog oksida (NO) i hipoklorita (OCI") (Abdal Dayem
i sur., 2017).

ROS se proizvode unutar stanica iz endogenih i egzogenih izvora, a u¢inci ROS-a u
stanicama su brojni i ovise o njihovoj koli¢ini. Endogeni ROS proizvode se kao nusprodukti u
organelima kao $to su mitohondriji, peroksisomi, a mogu nastati i kao nusprodukt enzimatskog
sustava citokrom P-450. Egzogeni izvori ROS-a su onecis¢ujucée tvari, duhan, dim, lijekovi,
ksenobiotici, zracenje 1 drugi. Unutarstani¢ni ROS proizvode se kroz viSe mehanizama, ovisno
o tipu stanica i tkiva. Jedan od glavnih izvora unutarstanicnog ROS-a je NADPH oksidaza
(NOX), enzimski sustav koji stvara ROS kao primarni produkt (Prasad i sur., 2017).

ROS imaju bitne bioloske funkcije jer reguliraju mnoge signalne puteve izravnim
djelovanjem i modificiranjem strukture proteina, transkripcijskih faktora i gena ¢ime su njihove
funkcije izmijenjene. ROS su ukljuceni u signaliziranje rasta i diferencijacije stanica,
reguliranje aktivnosti enzima (poput ribonukleotid reduktaze), posredovanje upale stimulirajuci
proizvodnju citokina i uklanjajuéi patogene i strane Cestice.

Slobodni radikali kisika reagiraju s bioloskim molekulama, uklju¢ujué¢i DNA, proteine
i lipide Sto moze prouzrociti oksidacijsku modifikaciju navedenih biomolekula i promijeniti

njihove funkcije (Trachootam i sur., 2009).
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Blagi porast razine ROS-a moze biti rezultat privremenih promjena u stanicama, dok
ozbiljan porast ROS-a u stanicama moze uzrokovati nepovratna oksidacijska ostec¢enja i dovesti
do stani¢ne smrti (Trachootam i sur., 2009).

Kada koli¢ina prooksidansa nadmasi koli¢inu antioksidansa, dolazi do nakupljanja
slobodnih radikala i reaktivnih Kisikovih spojeva u velikim koli¢inama i u stanicama dolazi do
oksidacijskog stresa. Oksidacijski stres karakterizira velika koli¢ina ROS-a i usko je povezan s
razvojem bolesti poput karcinoma uzrokovanog oksidacijskim lezijama u DNA. Postoje i
mehanizmi koji Stite od oksidacije, a s obzirom na brojne bolesti povezane s oksidacijskim
stresom, raste interes za pronalazenje spojeva s antioksidacijskim djelovanjem kakvo imaju
polifenoli poput kurkumina i resveratrola (Rodriguez-Garcia i sur., 2019). Na slici 1 shematski
je prikazana uloga ROS-a u stanicama i potencijalni ishodi ovisno o moguc¢nosti uklanjanja

ROS-a u stanicama.

Endogeni izvori Egzogeni izvori
Mitohondrij UV zraenje
Citokrom P450 Patogeni
Antioksidansi ROS | Poll:';nm"f(;:l ni jednog
" Polifencli | > <> |nukleotida
<.> : eno : Oksidacijski stres DNA popravak
Vvitamim 8 oksidacijski enzimi
minerali
Ostecenje DNA, RNA, Kromosomska nestabilnost,  Promijenjena
proteina i lipida genska mutacija ekspresija gena
Karcinogeneza

Slika 1. Uloga ROS-a u stanicama (prema Klaunig i sur., 2009)
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2.2. INDUKTORI OKSIDACIJSKOG STRESA

Proizvodnja slobodnih radikala i indukcija oksidacijskog stresa moze nastati kao
rezultat izlozenosti zagadivacima okoliSa, teSkim metalima, odredenim lijekovima i sli¢no.
Nakon ulaska egzogenih spojeva u organizam, oni se razgraduju ili metaboliziraju, a slobodni
radikali nastaju kao nusproizvodi (Pizzino i sur., 2017). Poliklorirani bifenili
(engl.polychlorinated byphenils, PCBs) pripadaju skupini perzistentnih organskih zagadivaca
(engl. persistent organic pollutants, POPs) koje karakterizira vrlo dugo zadrzavanje u okolisu
I negativni ucinci za ljudsko zdravlje (Jayaraj i sur., 2016), a u njih se ubraja kongener PCB 77
koji djeluje kao induktor oksigenaza i potice oksidacijski stres (Murati, 2015). U poznate
promotore oksidacijskog stresa i razvoja tumora ubrajaju se organski peroksidi i hidroperoksidi
kojima je predstavnik spoj tert-butil hidroperoksid (TBHP) te se kao takav u istrazivanjima

Cesto koristi za prac¢enje u€inaka antioksidacijskih tvari (Zhang i sur., 2017).

2.2.1. Tert-butil hidroperoksid (TBHP)

Tert-butil hidroperoksid (TBHP) je organski hidroperoksid koji se ¢esto koristi u
studijama za induciranje oksidacijskog stresa u stanicama i istrazivanje uloge meduprodukata
(radikala) u promociji tumora (Zhang i sur., 2017). Struktura TBHP-a prikazana je na slici 2.

Toksi¢nost TBHP-a pripisuje se stvaranju radikala te indukciji DNA oste¢enja u
ljudskim stanicama, a osim toga TBHP stimulira aktivnost superoksid dismutaze i glutation
peroksidaza (NCBI, 2021).

CHs  on

/
H4C ®

CH,

Slika 2. Struktura TBHP-a (Gad, 2014)
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2.2.2. Kongener PCB 77 (3,3',4,4'-tetraklorbifenil)

struktura PCB-a 77 omogucava indukciju enzima monooksigenaza iz skupine mikrosomskih
enzima citokrom P450. Zbog dokazanog teratogenog, mutagenog, kancerogenog,
hepatotoksi¢nog i neurotoksi¢nog djelovanja, sve su brojnije in vivo i in vitro studije koje
proucavaju bioloski u¢inak PCB-a 77 (Murati, 2015).

Cl

Cl

Cl

Slika 3. Struktura PCB 77 (Murati, 2015)

Izlozenost PCB-u 77 povezuje se sa Sirokim spektrom bioloskih ucinaka, poput
poremecaja endokrinih funkcija i sinteze spolnih hormona. Pri tretmanu CHO-K1 stanica PCB-
em 77 u koncentraciji 10 - 100 uM zabiljezeno je smanjenje vijabilnosti stanica i citotoksi¢nost
ovisna 0 primijenjenoj dozi. Dokazano je kako PCB 77 potencijalno djeluje na
lizosome/endosome, interferira u sintezi proteina te aktivira proteine apoptoze (kaspaza 3). To
ukazuje na negativan utjecaj PCB-a 77 na stanice ovarija (Murati i sur., 2015).

Mehanizmi djelovanja PCB-a, ukljucuju aktivaciju specifi¢nih receptora, poput Ah
receptora i konstitutivnog androstanskog receptora (engl. constitutive androstane receptor,
CAR), ¢ime dolazi do induciranja sustava citokrom P-450. U brojnim studijama, zabiljeZeno je

kako PCB izazivaju oksidacijski stres i povecavaju lipidnu peroksidaciju (Glauert i sur., 2008).
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2.3. POLIFENOLI

Polifenoli su jedni od najzastupljenijih spojeva u prirodi, a nastaju kao sekundarni
metaboliti u biljkama koje ih koriste kao obrambene agense (zastita od Stetnog UV zracenja,
uklanjanje slobodnih radikala, pomo¢ pri oprasivanju i drugo). NajceSce je zastupljena podjela
polifenola u dvije velike skupine — flavonoide i ne-flavonoide od kojih svaka ima mnostvo
podskupina i Siroki spektar polifenolnih spojeva koji im pripadaju (Rasouli i sur., 2017).

2.3.1. Stilbeni

Stilbeni su podskupina ne-flavonoidnih polifenola te su predmet brojnih istrazivanja
zbog njihovih protektivnih svojstava. Prema strukturi stilbeni su derivati 1,2-difeniletena
(Durazzo i sur., 2019).

Resveratrol i njegovi derivati poput pterostilbena, oksi-resveratrola ili viniferina, najvise
su istrazivani predstavnici stilbena zbog razli¢itih bioloskih aktivnosti (Dubrovina i Kiselev,
2017). Razli¢itu biolosku aktivnost duguju strukturnoj raznolikosti unutar same podskupine
zbog brojnih supstitucijskih skupina i razli¢itih nadina polimerizacije. Mehanizmi kojima
stilbeni $tite stanice od oksidacijskog stresa ukljuéuju aktivaciju transkripcije protektivnih gena
putem interakcije u Nrf2/ARE (engl. nuclear factor erythroid 2—related factor 2/antioxidant
response elements) putu i sustavu glasnika cAMP (engl. cyclic adenosine monophosphate).
Stilbeni poticu lokalizaciju transkripcijskog faktora Nrf2 u jezgru i aktivaciju Nrf2 ciljnih gena

povezanih s antioksidacijskom obranom i autofagijom (Durazzo i sur., 2019).

2.3.1.1. Resveratrol

Resveratrol (3,5,4'-trihidoksistilben) je prvi put izoliran 1939. godine iz biljke Veratrum
grandiflorum, a zdravstvene blagodati resveratrola prvi puta su istaknute pocetkom 1990-ih
proucavanjem ,francuskog paradoksa“ i od tada traje opsezno istraZivanje aktivnosti
navedenog spoja (Shaito i sur., 2020).

Resveratrol se nalazi u preko 70 biljnih vrsta, a sintezu ove molekule u biljkama
katalizira resveratrol sintaza u fenilpropanoidnom putu. Resveratrol ima dva fenolna prstena
koji su povezani dvostrukom stirenskom vezom zbog ¢ega postoji u cis i trans izomernom
obliku (slika 4) pri ¢emu je trans izomerni oblik ucestaliji i stabilniji prirodni oblik.

Resveratrol ima tri hidroksilne skupine koje sudjeluju u uklanjanju slobodnih radikala i
kelaciji metala. Prisutnost hidroksilnih skupina olakSava interakciju s makromolekulama i

stvaranje kompleksa (Galiniak i sur., 2019).
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(a) (b)

Slika 4. Strukture trans-resveratrola (a) i cis-resveratrola (b) (Meng i sur., 2021)

Resveratrolom su bogate mnoge biljke, voce i voéni derivati, poput grozda, vina, jabuka,
malina, borovnica, pistacija, $ljiva, kikirikija i mnostva drugih ljekovitih i jestivih biljnih vrsta.
Eksperimentalne i pretklinicke studije pripisale su resveratrolu nekoliko u¢inaka na poboljSanje
zdravlja, ukljucujuéi kardioprotektivne ucinke, preventivnu aktivnost kod razlicitih karcinoma
1 sposobnost produzenja zivotnog vijeka organizama (Weiskirchen 1 Weiskirchen, 2016).

Resveratrolu se  pripisuju  antioksidacijska, protuupalna, antikancerogena,
antidijabeticka, kardioprotektivna i neuroprotektivna svojstva (Shaito i sur., 2020).
2.3.1.2. Doza-ovisni ucinci resveratrola

Resveratrol ima ulogu u prevenciji i usporavanju napredovanja kroni¢nih bolesti koje
nastaju zbog upalnih procesa - poput dijabetesa, pretilosti, kardiovaskularnih bolesti,
neurodegeneracije i karcinoma. Interferirajuéi s nekoliko molekularnih ,,meta“ i utjecajem na
djelovanje imunoloskih stanica i ekspresiju gena, resveratrol regulira urodeni i steCeni imunitet.
Rezultati novijih istrazivanja pokazuju kako su uéinci resveratrola kontrastni s obzirom na
primijenjenu dozu, tj. resveratrol pokazuje dvojako djelovanje koje ovisi o primijenjenoj dozi
(slika 5) (Malaguarnera, 2019; Shaito i sur., 2020). Zabiljezeno je da resveratrol modulira
imunolosku funkciju ovisno o dozi, odnosno pri niskim dozama resveratrol stimulira
imunoloski sustav, dok kod visokih doza izaziva imunosupresiju (Malaguarnera, 2019).

U niskim koncentracijama reveratrol djeluje kao antioksidans koji moze zastititi od
ostecenja DNA 1 oksidacijskog stresa. S druge strane, u visokim koncentracijama, resveratrol
djeluje prooksidacijski i potice oStecenja DNA, istodobno povecavajuci oksidacijski stres.
Niske i visoke koncentracije nude blagotvorne ucinke u prevenciji napredovanja raka.
Primjenom niskih doza resveratrola utjeCe se na zaustavljanje rane faze raka (inicijacija i

promaocija).
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Primjenom visokih koncentracija resveratrola inducira se stanicna smrt zbog
prooksidacijskog djelovanja (resveratrol moze dovesti do apoptoze i zaustavljanja stani¢nog
ciklusa malignih stanica). Dokazano je da resveratrol inducira enzim kaspazu koja regulira smrt

u stanicama raka jajnika putem mehanizma ovisnog o ROS-u (Shaito i sur., 2020).

Koncentracija resveratrola
Koncentracija ROS-a

PreZivljenje/Proliferacija stanica OS(("C(‘IJJ(‘ Stani¢na smrt
stanica
\ - - - = - » -V
ﬂmioksirlacijsko citoprotektivno \ ﬂ,’ ooksidacijsko citotoksicno \
djelovanje R— d/¢101ja{11e e
Povecanje aktivnosti antioksidacijskih enzima i i i S
e (Nif2, Cat, GSH, SOD, ..)
Of Razina ROS-a
’T Uklanjanje ROS-a O1 Peroksidacija ipida
! Peroksidacya bpida Ol Proliferacijs

Stmulacya imunosnog odgovors O Inhibicija imunosnog odgovora

Zaitita DNA od oitecenja O Indukeija aktivnosti proteina toplinskog oka
* Mitohondnjska disfunkeija O Disrupcija potencijala mitohondnjske membrane
Povedanje stanilnog reprogramiranja O DNA oiteéenje

T Razina Strtuina 1

\ / Qxdukcija senescencije /

Slika 5. Doza ovisni ucinci resveratrola (prema Shaito i sur., 2020)

2.3.1.3. Mehanizam protektivnog djelovanja resveratrola

Zdravstvene blagodati resveratrola dobro su dokumentirane dok su mehanizam i izravni
molekularne ,,mete* njegovog djelovanja dugo vremena bili nepoznati (Tennen i sur., 2012).
Novija istrazivanja i razvoj novih metoda detekcije pokazali su kako resveratrol djeluje na niz
molekularnih ,,meta“ i biokemijskih puteva (slika 6), ostvarujuci protektivno djelovanje putem
aktivacije antioksidacijskih enzima i ,,hvatanjem® Stetnih radikala (Pannu i Bhatnagar, 2019).

Glavni mehanizmi protektivnog ucinka resveratrola temelje se na prevenciji apoptoze i
smanjenju razine ROS-a regulacijom ekspresije anti- ili proapoptoticnih proteina koji su
ukljuceni u antioksidacijske sustave te na poboljsanju funkcije mitohondrija (Galiniak i sur.,
2019).

Protektivno djelovanje resveratrola ukljucuje razli¢ite mehanizme poput aktivacije
proteina koji reguliraju ekspresiju gena. U te regulatore ubrajaju se npr.: sirtuin 1 (SIRT1,
pripada obitelji proteina sirtuina koji imaju ulogu deacetilaza te reguliraju ekspresiju razli¢itih

gena), transkripcijski faktori Nrf-2 i NF-xB (engl. nuclear factor kappa B).
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Osim toga, resveratrol modulira aktivnost antioksidacijskih enzima poput
ciklooksigenaze (engl. cyclooxygenase, COX) te inducibilne sintaze dusikovog oksida (engl.
inducible nitric oxide synthase, iINOS) (Pannu i Bhatnagar, 2019; Saad i sur., 2020).

Aktivacija sirtuina dovodi do deacetilacije odredenih histona, §to vodi do promjena u
ekspresiji razli¢itih regulatora povezanih sa starenjem stanica. Nekoliko studija potvrdilo je da
resveratrol ima vise ciljnih proteina koji djeluju na smanjenje oksidacijskog stresa. Resveratrol
uklanja slobodne radikale inhibiranjem enzima peroksiredoksin-2. Resveratrol stimulira
antioksidacijski enzim mangan-superoksid dismutazu (Mn-SOD) $to sprjecava stani¢nu smrt
stanica sr€anog miSi¢a izazvanu oksidacijskim stresom. Resveratrol povecava razinu
antioksidansa reduciranog glutationa putem AMP ovisne kinaze (ima ulogu u ocuvanju
energetskog statusa stanice) Sto na kraju smanjuje hipertrofiju stanica sr¢anog misica te

smanjuje koli¢inu peroksidiranih lipida (Pannu i Bhatnagar, 2019).
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Slika 6. Molekularne ,,mete* za resveratrol (prema Saad i sur., 2020)
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2.3.2. Kurkuminoidi

Kurkuminoidi, u koje se ubrajaju  kurkumin, demetoksikurkumin i
bisdemetoksikurkumin, pripadaju skupini bioloski aktivnih ne-flavonoidnih polifenolnih
spojeva izrazito zute boje. Identificirani su u korijenu biljke kurkume (Curcuma longa), a
zahvaljujuéi terapeutskim svojstvima (antiupalna, antioksidacijska i antikancerogena svojstva)
predmet su brojnih in vivo i in vitro istrazivanja (Kotha i Luthria, 2019).

Medu kurkuminoidima je najviSe proucavan kurkumin kojemu su dobro opisana
struktura 1 pridruZzena svojstva, a pripisuju mu se brojne blagodati za ljudsko zdravlje koje

ostvaruje kroz razli¢ite mehanizme djelovanja.

2.3.2.1. Kurkumin

Kurkumin je pigment Zute boje te je prvi puta izoliran 1815. godine iz korijena biljke
kurkume (C. Longa), a prvi puta je procis¢en 1842. godine. Kurkumin postoji u najmanje dva
tautomerna oblika (slika 7) (keto u kiselim i neutralnim otopinama te enol u alkalnom mediju).
Prakticki je netopljiv u vodi pri kiselom i neutralnom pH, ali je topljiv u luzini. Stabilan je pri
visokim temperaturama i u kiselinama, ali nestabilan u luznatim uvjetima i u prisutnosti
svjetlosti (Giuliani i sur., 2016; Kotha i Luthria, 2019).

H
0o 0 o o
TSI = Y
® ®
HO OH HO OH
Keto Enol

Slika 7. Keto-enolni tautomeri kurkumina (Kotha i Luthria, 2019)

Pri pH u rasponu od 3 do 7, kurkumin djeluje kao izuzetno mocan donor vodikovih
atoma i djeluje kao snazan antioksidans, dok iznad pH 8 kurkumin djeluje uglavnom kao donor
elektrona. Zbog prisutnosti dvije fenolne skupine i aktivne metilenske skupine, kurkumin moze
vezati metale, naj¢esce zeljezo i bakar (Giuliani i sur., 2016).

Kurkumin je u istrazivanjima pokazao protuupalno, protukancerogeno i
antioksidacijsko djelovanje te veliku uc¢inkovitost u zacjeljivanju rana (Moghaddam 1 sur.,
2019). Navedena svojstva kurkumina moguca su zbog prisustva metoksi, hidroksilne, te o 1 8-

nezasi¢ene karbonilne skupine ili diketonskih skupina (Aggarwal i sur., 2015).
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2.3.2.2. Doza-ovisni ucinci kurkumina

Kurkumin pokazuje tzv. hormetic¢ki uc¢inak (bifazno djelovanje ovisno o dozi) zato jer
djeluje stimulativno na stani¢nu proliferaciju i vijabilnost u niskim dozama, a inhibitorno u
visokim dozama. Takoder, pri niskim dozama, zabiljeZeno je da kurkumin ima antioksidacijsko
djelovanje, a pri visokim dozama kurkumin inducira autofagiju i stani¢nu smrt.

Niske doze kurkumina imaju izrazenije protektivne u¢inke od visokih doza. Pri niskim
koncentracijama kurkumin aktivira signalni put mitogenom aktivirane protein kinaze i ima
antioksidacijsko djelovanje (Moghaddam i sur., 2019). Niske doze kurkumina pokazuju
pozitivne u¢inke na stani¢noj razini tako $to sudjeluju u aktivaciji sirtuina i AMP-ovisne kinaze
(AMPK). Pri visim koncentracijama, kurkumin moze djelovati citotoksi¢no ili citostati¢no tako
Sto djeluje na inhibiciju sirtuina i AMPK (slika 8) (Bielak-Zmijewska i sur., 2019).
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Slika 8. Hormeti¢ki u¢inak kurkumina (prema Bielak-Zmijewska i sur., 2019)

2.3.2.3. Mehanizam protektivnog djelovanja kurkumina

Kurkumin ima S$irok raspon molekularnih ,,meta“ (slika 9) i utjeCe na veliki broj
signalnih puteva, §to povecava njegov potencijal protektivnog djelovanja. Moze interferirati s
velikim brojem razli¢itih proteina, a to poboljsava njegovu selektivnu modulaciju signalnih
puteva povezanih s razli¢itim kroni¢nim bolestima. Uobic¢ajene molekularne ,,mete* kurkumina
ukljucuju transkripcijske faktore, medijatore upale, protein kinaze i enzime poput proteinskih
reduktaza i histon acetiltransferaze, a smatra se kako je vjerojatni mehanizam, kroz koji
kurkumin ostvaruje svoje mnogostruke ucinke, epigenetska regulacija razli¢itih gena
(Kunnumakkara i sur., 2016).
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Slika 9. Molekularne ,,mete* kurkumina (prema Lopresti i sur., 2012)

2.4. BIOORGANOMETALNI SPOJEVI

Organometalni spojevi sadrze barem jednu ugljik-metal vezu gdje ugljik ima parcijalno
negativan naboj, koji omogucava nukleofilni napad, $to predvodi brojnim organskim
reakcijama (Bhatt, 2016). Konjugati organometalnih spojeva i biomolekula nazivaju se
bioorganometalni spojevi, a u istrazivanjima su privukli znacajnu pozornost od pojave
Salvarsana, organometalnog spoja za lijeCenje sifilisa na bazi ferocena (Meng i sur., 2018).

Ferocen je organometalni spoj (metalocen strukture (CsHs)2Fe), a sastoji se od dva
ciklopentadienilna prstena izmedu kojih je smjeSten atom Zzeljeza (Bhatt, 2016). Ferocen se
koristi za dizajn novih lijekova zbog svojih redoks svojstava, visoke lipofilnosti i posjedovanja
trodimenzionalne metalocenske jedinice, §to moze dovesti do promjena u selektivnosti prema
bioloskim ciljevima. S obzirom na navedeno, ferocen se smatra dobrim kandidatom za
poboljsanje antioksidacijskog djelovanja mnogih tvari jer je ferocenilna skupina snazna
antioksidacijska skupina i moze se koristiti za modificiranje prirodnih antioksidansa (Meng i
sur., 2018).
2.4.1. Ferocenski konjugati resveratrola

Istrazivanja su pokazala kako nekolicina bioorganometalnih spojeva koji nose
ferocenilnu skupinu pokazuju bolja bioloSka svojstva u odnosu na ishodnu molekulu. Chalal i
suradnici (2014) su, u cilju pobolj$anja antitumorskih aktivnosti polifenola, sintetizirali spoj
strukture stilbena u kojoj je benzenski prsten zamijenjen ferocenilnom skupinom, a polozaj 4

preostalog benzenskog prstena zamijenjen je slobodnom fenolnom funkcijskom skupinom.
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Ferocenski stilbenski analog pokazao je povecanu aktivnost u odnosu na ishodnu
molekulu trans-resveratrola u inhibiciji proliferacije stani¢nih linija raka (Chalal i sur., 2014).
Ferocenski konjugat resveratrola sintetizirali su Kova¢ i suradnici (2016) potaknuti
istrazivanjima u kojima je dokazano kako resveratrol kojemu su modificirani broj 1 polozaj
fenolnih skupina pokazuje poboljsanu aktivnost. PoboljSana bioloska aktivnost tako dobivenih
derivata resveratrola u usporedbi s onima iz ishodne molekule vjerojatno je posljedica
povecanja lipofilnosti i olakSanog transporta kroz stanicnu membranu.

Ferocenski konjugat resveratrola koji sadrzi trimetilen alkilni lanac izmedu ferocena i
resveratrola spojenih esterskom vezom prikazan je na slici 10. Dodatak trimetilenskog alkilnog
lanca poboljsava lipofilnost derivata resveratrola, presudno svojstvo za biolosku aktivnost. Za
sada je potvrdeno kako je novosintetizirani ferocenski konjugat resveratrola koji ima trimetilen
alkilni lanac manje aktivan od drugih derivata resveratrola, ali je zabiljezen snazniji u¢inak na
proliferaciju stanica i citotoksicnost od samog resveratrola. Niza citotoksi¢nost opaZena je kod
normalnih stanica jajnika (CHO-K1) u usporedbi sa stanicama hepatoblastoma. Vrijednost ICso
za ferocenski konjugat resveratrola bila je 20% niza od vrijednosti ICsg za resveratrol (Kovac i

sur., 2016; Cakié¢ Semen¢i¢ i Barigi¢, 2017).
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Slika 10. Struktura ferocenskog konjugata resveratrola (Kovac i sur., 2016)

U Laboratoriju za organsku kemiju na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu, gdje je
sintetiziran ferocenski konjugat prikazan na slici 10, sintetiziran je i novi ferocenski triesterski

konjugat resveratrola (slika 11) ¢iji ¢e u¢inak na razinu ROS-a i vijabilnost CHO-K1 stanica

biti ispitan u ovom radu.
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Slika 11. Struktura ferocenskog triesterskog konjugata resveratrola
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2.4.2. Ferocenski konjugati kurkumina

S obzirom na protektivni potencijal kurkumina, povecava se interes znanstvenika za
sintezu i istrazivanje konjugata kurkumina koji bi pokazali povecanu bioaktivnost i
biodostupnost. Ferocenil supstituirani derivati kurkumina, ukljucujuéi 1,7-bis(p-hidroksi-m-
metoksifenil)-4-feroceniliden-hepta-1,6-dien-3,5-dion (FCU), 1-(p-hidroksi-m-metoksifenil)-
3-hidroksi-7  ferocenil-hepta-1,4,6-trien-5-on  (FFT) i 1-(p-hidroksi-m-metoksifenil)-5-
ferocenil-penta-1,4-dien-3-on (FDZ) pokazali su zastitno djelovanje pri primjeni na stanicama
gdje je inducirana oksidacija DNA razli¢itim spojevima. FCU, FFT i FDZ pokazali su
antioksidacijsko djelovanje i potencijal u hvatanju slobodnih radikala. U tom ucinku
podjednaku ulogu imaju hidroksilne skupine kurkumina i atom Zeljeza iz ferocena (Li i Liu,
2011).

Arezki i suradnici (2011) sintetizirali su osam novih ferocenskih konjugata kurkumina
i dokazali su kako prisutnost ferocenilne jedinice poboljsava biolosku aktivnost veéine novih
derivata kurkuminoida (Arzeki i sur., 2011). Meng i suradnici (2018) sintetizirali su i istrazili
svojstva Cetiri nova ferocenska konjugata kurkumina te su dokazali kako uvodenje ferocenilne
skupine rezultira ve¢im antioksidacijskim djelovanjem od klasi¢énih analoga kurkumina.
Dodatna skupina koja ima sposobnost prihvacanja elektrona, a moze se vezati za fenilnu
skupinu, mogla bi dodatno povecati antioksidacijsku aktivnost ferocenskih konjugata
kurkumina. Konjugati kurkumina koji sadrze ferocen pokazuju vecu aktivnost u hvatanju

radikala i zastiti DNA od oksidacije izazvane radikalima (Meng i sur., 2018).
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Na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu sintetiziran je novi ferocenski B-diketonski
konjugat kurkumina (slika 12) u cilju poboljsanja bioloskog djelovanja i biodostupnosti
(Lukacevi¢, 2019). U ovom radu bit ¢e ispitan ucinak tog spoja na razinu ROS-a i vijabilnost u
CHO-K1 stanicama.

Slika 12. Struktura ferocenskog B-diketonskog analoga kurkumina (Lukacevi¢, 2019)

2.5. IN VITRO TESTOVI TOKSICNOSTI

Odredivanje bioloske aktivnosti prirodnih i sintetiziranih spojeva provodi se izvodenjem
testova na organizmima (in vivo) ili kulturama Zivotinjskih stanica (in vitro) kako bi se
procijenio njihov uc¢inak na ljude. In vitro testovi citotoksi¢nosti razvijeni su kao alternativa
klasi¢nim in Vvivo testovima na pokusnim zivotinjama i ukljucuju ispitivanja na stani¢nim
frakcijama, primarnim stani¢nim kulturama, stani¢nim linijama, dijelovima tkiva, kulturama
organa, itd. (Kniewald i sur., 2005). Kulture stanica izolirane izravno iz tkiva nazivaju se
primarnim stani¢nim kulturama, a subkultivacijom primarne stani¢ne kulture dobiva se stani¢na
linija (Freshney, 2005).

Prvu stani¢nu liniju, ,,L* stani¢nu liniju, uspostavio je Earle 1948. godine tako §to je
izolirao stanice iz potkoznog misjeg tkiva i subkultivirao ih. U 50-im i 60-im godinama
razvijene su jo§ mnoge diploidne stani¢ne linije kao npr. HeLa (uspostavio Gay), MRC-5
(uspostavio Jacobs), WI-38 (uspostavili Hayflick i Moorhead) te Vero stani¢na linija dobivena
iz tkiva majmuna (Jedrzejczak-Silicka, 2017).

Prvu CHO stani¢nu liniju (engl. chinese hamster ovary) (slika 13) razvio je T. Puck
1957. godine za proucavanje genetike stanica, a nakon toga CHO stanice su dobivale sve vecu
paznju kao domacini proizvodnje heterolognih proteina u ranim 1980-ima. Izvorna CHO

stani¢na linija subklonirana je viSe puta.
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Moze rasti adherentno i u suspenziji, a rast im je ovisan o serumu (Lindskog i sur.,

2018). Eksponencijalno rastu¢e CHO stanice imaju vrijeme udvostruc¢enja od 12 do 14 sati
(Aragjo i sur., 1999).

ATCC Number: CCL-61
Designation: CHO-K1

Low Density Scale Bar = 100pm

High Density

Slika 13. CHO-K1 stanice (ATCC, 2021)

Prilikom provodenja in vitro testova toksi¢nosti, najée$ce se odreduje citotoksi¢nost
koja se definira kao ucinak koji nastaje medudjelovanjem ispitivane tvari i procesa nuznih za
prezivljavanje i proliferaciju ili funkcije koje su zajedni¢ke svim stanicama u organizmu.
Testovi toksi¢nosti Koriste se za odredivanje odnosa koncentracije ispitivane tvari i vremena
izlaganja te mehanizma djelovanja odredene tvari. Najcesce koriSten in vitro test za odredivanje
citotoksi¢nosti tvari primjenom kultura stanica je MTT test — test redukcije tetrazolijeve soli.
MTT test je kolorimetrijska metoda, a bazira se na odredivanju metabolicke aktivnosti
mitohondrija. Enzimi mitohondrija provode redukciju topljive zute MTT tetrazolijeve soli u
ljubicasti netopljivi formazan. Oc¢itana apsorbancija proporcionalna je broju Zivih stanica u
uzorku, pri ¢emu se Vvijabilnost stanica izrazava kao postotak omjera apsorbancije tretiranih i
netretiranih (kontrolnih) stanica. U primjeni su i drugi testovi poput: Kenacid Blue metode,
Trypan Blue metode, Neutral Red metode, bojanja bojom kristal-ljubi¢asto, metode otpustanja
laktat dehidrogenaze i smanjenje razine ATP-a (Radoj¢i¢ Redovnikovi¢ i sur., 2016).

Za mjerenje koli¢ine slobodnih radikala u stanicama postoje mnoge metode. Izravne
tehnike koriste fluorescentne i kemiluminescentne sonde koje lako ulaze u stanice, a 2',7'-
diklorofluorescein-diacetat (DCFDA) jedna je od najce$ce koriStenih tehnika za izravno
mjerenje redoks stanja stanice. Prednosti primjene DCFDA ukljucuju jednostavnost upotrebe,
veliku osjetljivost na promjene u redoks stanju stanice te relativno povoljna cijena (Eruslanov
i Kusmartsev, 2009).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Bioloski materijal

Za izradu eksperimentalnog dijela diplomskog rada koristena je stani¢na linija ovarija
kineskog hrcka CHO (Chinese Hamster Ovary)-K1. Stani¢na linija raste adherentno (ATCC,
2021).
3.1.2. Kemikalije
Za provedbu eksperimentalnog dijela diplomskog rada koriStene su sljedece kemikalije:

e medij za uzgoj stanica Dulbecco Modified Eagle Medium Nutrient Mixture F-12
(DMEM/F-12) (minimalni esencijalni medij s 15 mM HEPES-om, NaHCOs3 i
piridoksinom), Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD

e serum fetusa goveda (Fetal Bovine Serum, FBS), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e 0,25% Trypsin-EDTA 1X (tripsin — EDTA), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Dboja tripan plavo (Trypan Blue), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e DMSO (dimetilsulfoksid), Carlo Erba Reagents, Val de Reuil, Francuska

e apsolutni etanol, Alkaloid, Skopje

e destilirana voda (dH20)

e PCB 77 (3,3',4,4'-tetraklorbifenil) Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD

e Resveratrol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Ferocenski esterski derivat resveratrola, Laboratorij za organsku kemiju, PBF, Zagreb

e Kurkumin, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Ferocenski B-diketonski analog kurkumina, Laboratorij za organsku kemiju, PBF,
Zagreb

e MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e DCFDA/H;DCFDA - Cellular ROS Assay Kit (ab113851, kit za detekciju ROS-a),
Abcam, Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo

3.1.3. Otopine i puferi
Koristen je Dulbecco (DMEM/F-12) medij za uzgoj stanica, a sastav Dulbecco medija

prikazan je u Tablici 1 i Tablici 2.
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Tablica 1.Anorganske soli i aminokiseline u DMEM/F-12 mediju

anorganske soli

aminokiseline

sastojci Koncentracija (mg L)
CaCl» 116,6
CuSO4 x 5H20 0,0013
Fe(NOs)s x 9H20 0,05
FeSO4 x 7H20 0,417
KCI 311,80
MgCl; anhidrid 28,64
MgSO;4 anhidrid 48,84
NaCl 6995,50
NaHCOs 1200,00
Na;HPO4 71,02
ZnS0O4 X TH20 0,432
NaH>PO4 x H20 62,5
L-alanin 4,45
L-arginin hidroklorid 147,50
L-asparagin x H20 7,50
L-aspartat 6,65
L-cistein x HCI x H20 17,56
L-cistein x 2HCI 31,29
L-glutaminska Kkiselina 7,35
L-glutamin 365,00
L-glicin 18,75
L-histidin x HCI x H.O 31,48
L-izoleucin 54,47
L-leucin 59,05
L-lizin hidroklorid 91,25
L-metionin 17,24
L-fenilalanin 35,48
L-prolin 17,25
L-serin 26,25
L-treonin 53,45
L-triptofan 9,02
L-tirozin x 2Na x 2H>0 55,79
L-valin 52,85
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Tablica 2. Vitamini i ostali sastojci u DMEM/F-12 mediju

sastojci Koncentracija (mg L)
biotin 0,0035
D-Ca pantotenska kiselina 2,24
folna kiselina 2,65
i-inozitol 12,60
fé kolin-klorid 8,98
B nikotinamid 2,02
2 piridoksin hidroklorid 2,00
riboflavin 0,219
tiamin hidroklorid 2,17
vitamin B2 0,68
D-glukoza 3151,00
fenol crvenilo 8,10
| HEPES 3574,5
% hipoksantin x Na 2,39
§, linolna kiselina 0,042
= lipoicna kiselina 0,105
S Na piruvat 55,00
putrescin x 2HCI 0,081
timidin 0,365

Preostale otopine i puferi koriSteni u izradi eksperimenta prikazani su u Tablici 3.
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Tablica 3. Otopine i puferi koriSteni u izradi eksperimenta

Ishodna otopina PCB
77

0,4 %-tna otopina
Trypan Blue

Ishodna otopina MTT
(stock otopina)
Ishodna otopina

resveratrola (RSV)
Ishodna otopina
ferocenskog konjugata

resveratrola (RF)

Ishodna otopina
kurkumina (K)

Ishodna otopina

ferocenskog konjugata
kurkumina (FKP)

Ishodna otopina 10X
pufera

PBS (engl. Phosphate-
Buffered Saline) pufer
pH=7,4

sastojci koli¢ina napomena

PCB 77 10 mg Koncentracija PCB 77 u mediju

DMSO 2,77 mL za uzgoj iznosila je 75 uM.

Trypan Blue 0,08 ¢ Profiltrirati.

PBS pufer 20 mL

MTT 259 Sterilno profiltrirati.

PBS 5mL

Resveratrol 13,6944 mg  Koncentracije RSV-a u mediju za

DMSO 3mL uzgoj iznosile su 1; 2,5; 5; 20; 50
100 puM.

Ferocenski

konjugat 59,4348 mg Koncentracije RF u mediju za

resveratrola uzgoj iznosile su 1; 2,5; 5; 20; 50

DMSO 3mL i 100 uM.

Kurkumin 22,1028 mg Koncentracije K u mediju za

DMSO 3mL uzgoj iznosile su 1; 2,5; 5; 20; 50
i 100 pM.

Ferocenski Koncentracije FKP-a u mediju za

konjugat 24,2544 mg uzgoj iznosile su 1; 2,5; 5; 20; 50

kurkumina 1100 uM.

DMSO 3mL

1X pufer 10 mL

dH20 100 mL

NaCl 80

KCI 0,29

NazHPO4 1,44 ¢

KH2PO4 0,24 ¢g

dH20 do 1000 mL
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3.1.4. Oprema i uredaji
Za izradu eksperimentalnog dijela ovog diplomskog rada koriStena je sljedeéa laboratorijska

oprema:

analiticka vaga, Mettler, Ziirich, Svicarska
e centrifuga, Centric 322A, Tehnica Zelezniki, Slovenija
e Fuchs-Rosenthalova komorica za brojanje stanica; Assistant, Bright-Line, Njemacka
e inkubator s kontroliranom atmosferom; IR 1500, Automatic CO2, Flow Laboratories,
Velika Britanija
e inverzni mikroskop, Carl Zeiss, Jena, Njemacka
e komora za sterilan rad (laminar); Twin 30, Gelaire Flow Laboratories, Velika Britanija
e precizna vaga, Mettler P1210, Ziirich, Svicarska
o spektrofotometar, Helios-y, Thermo Electron Corporation, Velika Britanija
e spektrofluorimetar VARIAN, Cary Eclipse, USA
e svjetlosni mikroskop; LABOVAL 4, Carl Zeiss, Jena, Njemacka
e vibracijska mjesalica, Tehnica Zelezniki, Slovenija
3.2. METODE RADA
3.2.1. Odrzavanje CHO-K1 stanica u kulturi

CHO-K1 stanice ¢uvaju se na -80 °C u mediju za zamrzavanje koji se sastoji od 80%
medija za uzgoj (DMEM/F12), 10% FBS-a i 10% DMSO-a. Za uzgoj i odrzavanje stanica
potrebno je naglo odmrznuti stanice, pri temperaturi od 37 °C u inkubatoru i atmosferi koja se
sastoji od 95% zraka i 5% CO». Nakon odmrzavanja, stanice se centrifugiraju pet minuta na
1000 okretaja/min, a potom se ukloni supernatant. Slijedi resuspenzija taloga stanica u mediju
za uzgoj koji se sastoji od 90% medija za uzgoj (DMEM/F12) i 10% - 20% FBS-a te prijenos
u T-bocu na daljnju kultivaciju. Za osiguranje optimalnih uvjeta za rast i razvoj stanica, stanice
se uzgajaju u kontroliranoj atmosferi (95% zraka i 5% CO>) u inkubatoru pri temperaturi od 37
°C. Kako bi stanice imale sve potrebne hranjive tvari za rast i razvoj potrebno je redovito
mijenjati medij za uzgoj.

CHO-K1 stanice rastu adherentno i u monosloju stoga ih je potrebno odvojiti od
povrsine T-boce. IskoriSteni medij za uzgoj se ukloni, a stanice se isperu i odvoje od povrsine
boce dodatkom 1 mL tripsina koji ima proteaznu aktivnost. Nakon kratke inkubacije s
tripsinom, stanice se dobro resuspendiraju u svjeZzem mediju za uzgoj. Iz stani¢ne suspenzije

uzima se mali uzorak za brojanje stanica pod svjetlosnim mikroskopom metodom Trypan Blue.
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Nakon odredivanja broja stanica u uzorku, izraCuna se koliki je volumen
resuspendiranih uzgojenih stanica potrebno ostaviti u T-boci za daljnji uzgoj pri ¢emu pocetna

koncentracija stanica iznosi 1 x 10° stanica mL™ medija za uzgoj.

3.2.2. Odredivanje broja stanica metodom Trypan Blue

Iz prethodno tripsinizirane stani¢ne suspenzije uzme se uzorak od 20 pL i stavi u jazicu
na plo¢i za uzorke, zatim se doda 20 uL Trypan Blue boje i dobro se resuspendira. Iz
resuspendiranog uzorka uzme se 20 uL i nanese na Fuchs-Rosenthalovu komoricu za brojanje
stanica. Pod svjetlosnim mikroskopom se izbroje Zive (neobojane) i mrtve (plavo obojane)
stanice. Mrtve se stanice oboje buduéi da boja lako prolazi kroz oste¢enu stani¢nu membranu.

Fuchs-Rosenthalova komorica podijeljena je na 16 kvadrata, a broje se stanice unutar
4 srediSnja kvadrata te se raCuna srednja vrijednost izbrojanih stanica. Za izbjegavanje
visestrukog brojanja stanica, u svakom se kvadratu broje stanice unutar i na donjem i desnom
rubu kvadrata. Dubina komorice iznosi 0,2 mm, a povrina iznosi 0,0625 mm?. Ukupan broj
zivih stanica u uzorku odredi se prema formuli gdje je broj Zivih stanica jednak srednjoj

vrijednosti broja izbrojanih stanica x 2 x 5 x 10% [st mL™].

3.2.3. Odredivanje vijabilnosti stanica metodom MTT

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijev bromid) je tetrazolijeva sol
zutog obojenja koja se u zivim stanicama djelovanjem mitohondrijskih dehidrogenaza prevodi
u kristale formazana ljubicastog obojenja. Postupak odredivanja vijabilnosti stanica zapocinje
nacijepljivanjem stanica u jazice na 96-well plo¢i. U svaku jazicu nacijepljeno je po 100 uL
stani¢ne suspenzije CHO-K1 stanica u DMEM/F12 uz dodatak 10% FBS-a u koncentraciji
2x10* st mL™* medija za uzgoj. Nakon 24-satne inkubacije, medij za uzgoj se uklanja iz jaZica
te se stanice tretiraju sa 100 uL svjezeg medija za uzgoj s dodatkom odredenog antioksidansa
tako da se u mediju postignu koncentracije antioksidansa od 1; 2,5; 5; 20; 50 i 100 uM spoja.
Slijedi 2,5-satna inkubacija na 37 °C. Nakon 2,5 sata u svaku se jazicu doda 10 pL ishodne
otopine MTT-a te slijedi inkubacija od 3 sata pri 37 °C. Nakon toga, medij se uklanja iz jazica
pazeci da se ne uklone i nastali ljubicasti kristali¢i formazana te se u svaku jazicu doda 100 puL
DMSO-a koji otapa nastale kristale. Pomocu spektrofotometra odredi se intenzitet razvijene
boje pri valnoj duljini od 570 nm u odnosu na slijepu probu. Dobivene vrijednosti apsorbancija

dovode se u odnos sa stanicnom vijabilnosti.
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S obzirom da jace obojenje znaci vecu koli¢inu formazana, a time i jaCu aktivnost
mitohondrijskih dehidrogenaza, koje su aktivne u zivim stanicama, veca vrijednost

apsorbancije povezuje se s ve¢im brojem zivih stanica.

3.2.4. Odredivanje koli¢ine reaktivnih kisikovih vrsta (ROS-a) u CHO-K1 stanicama
kori$tenjem DCFDA Kit-a

DCFDA kit za detekciju ROS-a omogucava kvantitativno mjerenje ROS-a u suspenziji
stanica. U navedenom testu za detekciju stanicnog ROS-a Koristi se reagens 2°,7'-
diklorofluorescin diacetat (DCFDA). DCFDA je fluorogeni spoj koji prodire u stanicu i
omogucava mjerenje aktivnosti hidroksil i peroksil radikala te drugih ROS-a u stanici.

Nakon ulaska u stanicu DCFDA se deacetilira pomocu stani¢nih esteraza u
nefluorescentni spoj koji kasnije bude oksidiran od strane reaktivnih kisikovih vrsta u 2°,7’-
diklorofluorescein (DCF). DCF je veoma fluorescentan spoj ¢ija se fluorescencija moze
izmjeriti pomocu fluorescentne spektroskopije pri valnim duljinama ekscitacije (Ex) i emisije
(Em) 0d 495 nm i 529 nm. DCF se moze mjeriti pri rasponu Ex od 485 do 495 nm i Em u rasponu
od 529 do 535 nm.

Prvi dan pokusa 96-well plo¢e tamnoga dna nacjepljuju se s po 100 pL stani¢ne
suspenzije CHO-K1 stanica u DMEM/F12 uz dodatak 20% FBS-a u koncentraciji od 2,5x10°
st mL™! medija za uzgoj. Slijedi inkubacija stanica u trajanju od 24 sata na 37 °C.

Drugi dan pokusa potrebno je pripremiti 10x pufer razrjedivanjem s destiliranom vodom
(u Kkit-u se nalazi 1x pufer), 25 uM DCFDA razrjedivanjem s 10x puferom (u kit-u se nalazi 20
mM DCFDA) te otopinu 50 uM TBHP (tert-butil hidroperoksid) razrjedivanjem s 10x puferom
(u Kitu se nalazi 55 mM). TBHP dokazano inducira nastanak ROS-a u stanicama.

1z 96-well ploca uklanja se medij iz svih jazica, jazice se ispiru sa 100 uL 10x pufera
te se potom u svaku jazicu odpipetira 100 uL. 25 uM otopine DCFDA. Poslije 45-minutne
inkubacije pri 37 °C, potrebno je ukloniti DCFDA iz svih jazica te svaku jazicu isprati 10x
puferom. Nakon ispiranja, stanice u jazicama Se tretiraju s po 100 puL otopine polifenola ili
konjugata polifenola u DMSO-u tako da se u mediju za uzgoj postignu koncentracije od 1; 2,5;
5; 20; 50 i 100 uM prema shemi (primjer sheme na slici 14). Nakon 2,5 h fluorescencija je
ocitana na spektrofluorimetru pri valnim duljinama ekscitacije (Ex) i emisije (Em) od 495 nm
i 529 nm.
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i Polifenol/

induktor  gerym+ kgnljjg:t

TBHP medij pmsoO 1nM
Polifenol/ Polifenol/  Polifenol/  Polifenol/ Polifenol/
konjugat konjugat  konjugat konjugat konjugat
25uM 5uM 20 pM 50 uM 100 pM

Slika 14. Primjer sheme tretmana CHO-K1 stanica polifenolom/konjugatom polifenola u cilju
mjerenja ROS-a

Kako bi se odredio potencijalni protektivni uc¢inak odabranog antioksidansa, odnosno
odredila koli¢ina ROS-a uslijed izloZenosti i induktoru i antioksidansu potrebno je prilagoditi
protokol provedbe pokusa. Tada je prvi dan pokusa potrebno nacijepiti 96-well ploce CHO-K1
stanicama u koncentraciji od 2,5x10° st mL™? uz serum i medij koji sadrze odabrane
koncentracije antioksidansa te ih inkubirati 24 sata.

Drugi dan pokusa se iz 96-well ploca uklanja medij iz svih jazica, jazice se ispiru sa 100
uL 10x pufera te se potom u svaku jaZicu odpipetira 100 uL 25 uM otopine DCFDA. Poslije
45-minutne inkubacije pri 37 °C, potrebno je ukloniti DCFDA iz svih jaZica te svaku jazicu
isprati 10x puferom. Nakon ispiranja, stanice u jazicama se tretiraju 75 uM PCB-em 77 ili 50
uM TBHP-om. Nakon 2,5 h fluorescencija je ocitana na spektrofluorimetru pri valnim
duljinama ekscitacije (Ex) i emisije (Em) od 495 nm i 529 nm.
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3.3. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (k) uzoraka u skupini:

N

(x) = %Z X

i=1
S pripadajué¢im standardnim pogreskama Sy :

B fZ(xi — %)?
Sx = N(N-1)

x; = pojedinacne vrijednosti uzoraka

N = ukupan broj uzoraka u skupini

Statisticka analiza provedena je Studentovim t-testom izra¢unavajuci t vrijednost prema

izrazu:

X1 — X3

Sz,” +Sz,”

Statisti¢ki znacajnim smatrane su razlike izmedu skupina za koje je stupanj vjerojatnosti
najmanje p<0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je ispitati ucinak razli¢itih koncentracija odabranih polifenola
(kurkumin i resveratrol) te njihovih ferocenskih konjugata (ferocenski [-diketonski analog
kurkumina i ferocenski triesterski derivat resveratrola) na razinu stvaranja reaktivnih kisikovih
vrsta (ROS) i vijabilnost u CHO-K1 stani¢noj liniji.

Ispitan je u¢inak polifenola i ferocenskih konjugata polifenola nakon 2,5 sata inkubacije
pri koncentracijama 1; 2,5; 5; 20; 50 i 100 uM kako bi se utvrdilo djeluju li navedeni spojevi
protektivno i pri kojim koncentracijama ostvaruju takav ucinak na razinu stvaranja ROS-a.
Osim toga, polifenolni spojevi mogu biti i induktori ROS-a te se u ovom radu zeljelo ispitati
dolazi li i pri kojim koncentracijama do poviSene razine ROS-a i indukcije oksidacijskog stresa.

Naposlijetku je ispitan potencijalni protektivni uc¢inak odabranog antioksidansa na
induciranu razinu ROS-a koja je o¢ekivana u prisutnosti organoklornog spoja PCB-a 77 u
koncentraciji od 75 uM ili poznatog induktora oksidacijskog stresa TBHP-a u koncentraciji od
50 uM. U tu svrhu koristen je DCFDA kit za mjerenje razine ROS-a u stanicama koji se bazira
na ulasku nefluorescentnog spoja DCFDA u stanicu koji djelovanjem stani¢nih esteraza prelazi
u spoj koji ¢e oksidacijom pomocu reaktivnih kisikovih vrsta dati fluorescentni DCF spoj ¢ija
se fluorescencija moze izmjeriti i dovesti u odnos s koli¢inom ROS-a u stanici.

Usporedno s odredivanjem razine ROS-a, provedeno je odredivanje stani¢ne vijabilnosti
metodom MTT, a rezultati su statisticki obradeni i usporedeni s dostupnim literaturnim

podacima.
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4.1. UCINAK RESVERATROLA NA RAZINU ROS-a | VIJABILNOST CHO-K1 STANICA

Resveratrol (RSV) je redoks-aktivni polifenol koji se nalazi u mnostvu biljaka te je
zabiljezen njegov Sirok spektar bioloskih ucinaka, ukljucujuéi antikancerogeno, protuupalno,
kardioprotektivno i neuroprotektivno djelovanje. Njegov potencijalni benefit za zdravlje
uglavnom se pripisuje antioksidacijskim svojstvima i utjecaju na aktivnost sirtuina.

Ciljnim mjestima djelovanja resveratrola u stanici smatraju se mitohondriji. Resveratrol
ima utjecaj na proizvodnju mitohondrijskog ROS-a kroz njegovu spomenutu interakciju sa
sirtuinima. Osim toga, resveratrol utjeCe na stani¢ni metabolizam aktivacijom sirtuina i
utjecajem na transkripciju gena za enzime koji sudjeluju u metabolizmu. Resveratrol utjece na
aktivnost kompleksa enzima respiratornog lanca (niskim koncentracijama aktivira enzime, a pri
visokim koncentracijama inhibira aktivnost enzima) (Gueguen i sur., 2015).

Prema literaturi, resveratrol u niskim koncentracijama djeluje kao antioksidans koji
moze zastititi od oksidacijskog stresa i nakupljanja ROS-a, dok s druge strane, u visokim
koncentracijama, resveratrol djeluje prooksidacijski i potice oste¢enje DNA na nacin da
povecéava oksidacijski stres (Malaguarnera, 2019; Shaito i sur., 2020).

Toronjo-Urquiza i suradnici (2019) utvrdili su da je resveratrol toksi¢an za CHO stanice
pri koncentraciji od 100 uM, dok pri nizim koncentracijama uzrokuje inhibiciju rasta stanica u
mjeri ovisnoj o koncentraciji u kojoj je dodan stanicama (Toronjo-Urquiza i sur., 2019).

U ovom radu, ispitano je djelovanje resveratrola u koncentracijama od 1; 2,5; 5; 20; 50
i 100 uM na razinu ROS-a i vijabilnost stanica nakon 2,5 sata. Stanice su nacijepljene na 96-
well plocu u koncentraciji od 2,5x10° st mL™, a nakon 24-satne inkubacije tretirane su razli¢itim
koncentracijama resveratrola. Slijedio se protokol proizvodaca kit-a za detekciju ROS-a te je
nakon 2,5 sata mjerena fluorescencija. Izmjerena fluorescencija proporcionalna je koli¢ini
ROS-a u stanicama. Na slici 15 dan je graficki prikaz ucinka resveratrola na razinu ROS-a u
CHO-K1 stanicama.
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Slika 15. U¢inak resveratrola (1-100 pM) na razinu ROS-a u CHO-K1 stanicama 2,5 sata nakon
tretmana. Kontrolni uzorci stanica tretirani su tert-butil hidroperoksidom (TBHP) u
koncentraciji 50 M te otapalom dimetil sulfoksidom (DMSO) u koncentraciji 5 pL mL* (KD).
Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska.

Iz grafa (slika 15) je vidljivo kako resveratrol ovisno o koncentraciji razliito utjece na
razinu ROS-a u stanicama. Razina ROS-a u stanicama tretiranim resveratrolom u
koncentracijama visim od 20 uM, veca je u odnosu na razinu ROS-a u u kontrolnim uzorcima
(KD, stanice tretirane 5 uL mL™* DMSO-a). Razina ROS-a u stanicama tretiranim resveratrolom
u koncentracijama od 1; 2,51 5 uM manja je u odnosu na razinu ROS-a u KD te u tim dozama
resveratrol ima potencijalan antioksidacijski u¢inak. Resveratrol pri koncentraciji od 100 uM
na razinu ROS-a u stanicama djeluje gotovo kao induktor TBHP.

Usporedno s mjerenjem razine ROS-a izmjerena je vijabilnost stanica nakon 2,5 satne
izlozenosti resveratrolu pomoc¢u metode MTT, a rezultati mjerenja graficki su prikazani na slici
16.
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Slika 16. Uc¢inak resveratrola (1-100 uM) na vijabilnost CHO-K1 stanica 2,5 sata nakon
tretmana u odnosu na kontrolni uzorak KD (stanice tretirane s 5 uL mL™* DMSO-a) odreden
MTT metodom. Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisticki
znacajna razlika (Student t-test): ?p<0,001

Iz grafa (slika 16) je vidljivo da je vijabilnost stanica koje su tretirane resveratrolom u
koncentraciji 5 uM statisti¢ki znacajno visa u odnosu na kontrolni uzorak (p<0,001). Odreden
je porast u vijabilnosti od 19,7%. Takoder, resveratrol i u vi§im dozama inducira stanicnu
vijabilnost i proliferaciju, pri ¢emu je ucinak resveratrola ovisan 0 dozi i statisticki znacajan
(p<0,001). Pri koncentraciji od 20 uM odreden je porast u vijabilnosti od 26,7% (p<0,001). Pri
koncentraciji od 50 uM odreden je porast u vijabilnosti od 32,4% (p<0,001). Pri koncentraciji
od 100 uM odreden je porast u vijabilnosti od 50,9% (p<0,001).

Ovakav ucinak resveratrola odreden je nakon kratkog perioda inkubacije stanica, dok
Su prijasnja istrazivanja provedena U Laboratoriju za toksikologiju pokazala da duzi period
inkubacije stanica resveratrolom (pri koncentraciji resveratrola vecoj od 5 uM) rezultira

redukcijom u broju i vijabilnosti stanica (Mardetko, 2015).
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4.2. UCINAK FEROCENSKOG KONJUGATA RESVERATROLA NA RAZINU ROS-a |
VIJABILNOST CHO-K1 STANICA

U Laboratoriju za organsku kemiju Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta sintentiziran
je novi ferocenski triesterski konjugat resveratrola. U ovom radu, ispitano je djelovanje tog
novosintetiziranog ferocenskog konjugata resveratrola (RF) u koncentracijamal; 2,5; 5; 20; 50
i 100 pM na razinu ROS-a i vijabilnost CHO-K1 stanica nakon 2,5 sata, a graficki prikaz
rezultata prikazan je na slikama 17 i 18.
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Slika 17. Ucinak ferocenskog konjugata resveratrola (1-100 uM) na razinu ROS-a u CHO-K1
stanicama 2,5 sata nakon tretmana. Kontrolni uzorci stanica tretirani su tert-butil
hidroperoksidom (TBHP) u koncentraciji 50 uM te otapalom dimetil sulfoksidom (DMSO) u
koncentraciji 5 uL mL™? (KD). Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska.
Statisti¢ki znacajna razlika (Student t-test): 2p<0,005, °p<0,025.

Iz grafa na slici 17 vidljivo je da je razina ROS-a u stanicama tretiranim ferocenskim
konjugatom resveratrola u najvisoj koncentraciji od 100 uM, vec¢a u odnosu na razinu ROS-a u
kontrolnom uzorku (KD).

Nadalje, odredeno je da je razina ROS-a u stanicama koje su tretirane RF-om u
koncentraciji od 1 uM statisticki znacajno niza (p<0,005) u odnosu na kontrolni uzorak (KD) i
najniza je u odnosu na razinu ROS-a u stanicama tretiranim RF-om u koncentracijama 2,5 —
100 uM.
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Statisti¢ki znacajno smanjenje razine ROS-a u odnosu na kontrolni uzorak (KD)
zabiljezeno je i1 kod koncentracija ferocenskog konjugata resveratrola od 2,5 uM (p<0,025), 5
uM (p<0,025) i 20 uM (p<0,025).

Usporedno s mjerenjem razine ROS-a odredena je vijabilnost stanica nakon 2,5 satne

izloZenosti ferocenskom konjugatu resveratrola pomoc¢u metode MTT, a rezultati su prikazani

a
100,0 I 113,7 106,0 100,5 101,0
KD 1 5 20 50 100
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Slika 18. Uc¢inak ferocenskog konjugata resveratrola (1-100 uM) na vijabilnost CHO-K1
stanica 2,5 sata nakon tretmana u odnosu na kontrolni uzorak KD (stanice tretirane s 5 uL mL"
! DMSO0-a) odreden MTT metodom. Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna
pogreska. Statisticki znacajna razlika (Student t-test): p<0,05.

na slici 18.
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Iz grafa na slici 18 je vidljivo kako ferocenski konjugat resveratrola pri koncentraciji od
1; 501 100 uM nema velikog utjecaja na vijabilnost stanica u odnosu na kontrolu (KD), dok se
pri koncentracijama od 2,5; 5 i 20 uM biljezi blagi porast u stani¢noj vijabilnosti.

Statisticki znacajno djelovanje na vijabilnost stanica, ferocenski konjugat resveratrola
pokazuje pri koncentraciji od 5 uM (p<0,05) gdje je vijabilnost stanica veca za 13,7% u odnosu
na kontrolni uzorak.

U odnosu na RSV, RF gotovo pri svim ispitanim koncentracijama pokazuje jaci
citotoksi¢ni u¢inak na CHO-K1 stanice.
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4.3. UCINAK KURKUMINA NA RAZINU ROS-a | VIJABILNOST CHO-K1 STANICA

Polifenol kurkumin, glavni aktivni sastojak korijena biljke kurkume, ima Siroki spektar
ucinaka te je zabiljezeno njegovo antioksidacijsko, antimutageno i antikancerogeno djelovanje
(Aragjo i sur., 1999).

Posjedovanje antioksidacijskih i prooksidacijskih u¢inaka otezava terapijsku upotrebu
kurkumina. Nedavna klinicka ispitivanja kurkumina protiv razliitih bolesti bila Su neuspje$na
velikim dijelom zbog problema s bioraspolozivosti i stabilnosti kurkumina. Medutim, kurkumin
ili njegovi metaboliti imaju neosporne ucinke na fiziologiju stanica (Swatson i sur., 2017).

Pojedina istrazivanja djelovanja kurkumina sugeriraju da je kurkumin antioksidans, dok
druga istrazivanja sugeriraju da kurkumin ima prooksidacijske uc¢inke, povecavajué¢i ROS i time
induciraju¢i oksidacijski stres u stanicama. U pojedinim istrazivanjima je potvrdena
antioksidacijska aktivnost u normalnim stanicama i prooksidacijska aktivnost u stanicama
karcinoma, ali jo§ uvijek nema jasnog biokemijskog objasnjenja ovih doza-ovisnih u¢inaka
kurkumina. Kurkumin je zbog toga potencijalni adjuvant u kemoterapijskim i radioterapijskim
protokolima za povecanje citotoksi¢nih ucinaka na stanice raka i smanjenje toksi¢nosti za
normalna tkiva (Rainey i sur., 2020).

Kurkumin ovisno o koncentraciji razli¢ito djeluje na razinu ROS-a u stanicama, a
zabiljezen je znacajan porast ROS-a u stanicama sisavaca pri koncentracijama ve¢im od 10 uM
vrlo brzo nakon tretmana kurkuminom (1 do 2 sata). Povecana razina ROS-a u korelaciji je sa
smanjenjem vijabilnosti stanica uslijed izloZenosti razli¢itim koncentracijama kurkumina (Han
i sur., 2012). Yu i suradnici (2018) dokazali su da i niske (5 uM) i visoke (>20 uM)
koncentracije kurkumina povecavaju razinu ROS-a u stanicama mioblastoma te da je regulacija
stanicnog redoks stanja pomoc¢u kurkumina ovisna o primijenjenoj dozi. Prilikom tretmana
stanica niskom koncentracijom kurkumina razina ROS-a bila je relativno niska i dosegla je
vrhunac 2 sata nakon tretmana. Budué¢i da kurkumin povecava ekspresiju antioksidacijskih
enzima, proizvodnja ROS-a u stanicama tretiranim niskom koncentracijom kurkumina
uravnotezena je antioksidacijskim sustavom obrane. S druge strane, visoke koncentracije
kurkumina duljim periodom inkubacije nastavljaju povecavati razinu ROS-a u stanicama te se
narusava stani¢na redoks-ravnoteza i stanice prelaze u stanje oksidacijskog stresa (Yu i sur.,
2018).

U ovom radu, ispitano je djelovanje kurkumina u koncentracijama od 1; 2,5; 5; 20; 50 i
100 uM na razinu ROS-a i vijabilnost stanica nakon 2,5 sata.

Stanice su nacijepljene na 96-well plo¢u u koncentraciji od 2,5x10° st mL%, a nakon 24-

satne inkubacije tretirane su razliCitim koncentracijama kurkumina. Slijedio se protokol
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proizvodaca kit-a za detekciju ROS-a te je nakon 2,5 sata mjerena fluorescencija. Izmjerena
fluorescencija proporcionalna je koli¢ini ROS-a u stanicama.
Na slici 19 dan je graficki prikaz ucinka kurkumina na razinu ROS-a u CHO-K1

stanicama 2,5 sata nakon tretmana.
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Slika 19. U¢inak kurkumina (1-100 pM) na razinu ROS-a u CHO-K1 stanicama 2,5 sata nakon
tretmana. Kontrolni uzorci stanica tretirani su tert-butil hidroperoksidom (TBHP) u
koncentraciji 50 uM te otapalom dimetil sulfoksidom (DMSO) u koncentraciji 5 pL mL™* (KD).

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisticki znacajna razlika
(Student t-test): 2p<0,005, °p<0,025.

Iz grafa na slici 19 vidljivo je da kurkumin u svim primijenjenim dozama (1-100 uM)
smanjuje razinu ROS-a u usporedbi s razinom ROS-a u kontrolnom uzorku (KD). Statisticki
znacajan pad u razini ROS-a odreden je pri koncentracijama kurkumina 2,5 pM (p<0,025) i 50
uM (p<0,005).

U usporedbi s literaturnim podacima prema kojima je utvrdeno da kurkumin pri veéim
dozama pokazuje prooksidacijsko djelovanje (Han i sur., 2012; Yu i sur., 2018), moze se uociti
da rezultati dobiveni u ovoj studiji to ne potvrduju.

Usporedno s mjerenjem razine ROS-a u stanicama, izmjerena je i vijabilnost stanica
nakon tretmana kurkuminom pomoé¢u MTT metode, a rezultati mjerenja prikazani su na slici
20.

33



Anica Jurisic¢ Diplomski rad

140

120 I

100 ] I
80

60

% OD KONTROLE

40

20

KD 1 2,5 5 20 50 100
K (uM)

Slika 20. Uc¢inak kurkumina (1-100 uM) na vijabilnost CHO-K1 stanica 2,5 sata nakon
tretmana u odnosu na kontrolni uzorak KD (stanice tretirane s 5 uL mL* DMSO-a) odreden
MTT metodom. Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisticki
znacajna razlika (Student t-test);  p<0,001.

Iz grafa na slici 20 je vidljivo kako je vijabilnost stanica u odnosu na kontrolu (KD)
manja pri koncentracijama od 1; 2,5; 51 20 uM, dok se pri koncentracijama od 50 i 100 uM
biljezi porast vijabilnosti stanica u odnosu na kontrolu. Statisticki znacajan utjecaj na vijabilnost
stanica u odnosu na kontrolu kurkumin ima pri koncentraciji 100 uM (p<0,001) gdje se biljezi
porast u stani¢noj vijabilnosti za 17,1% nakon kratkog vremena inkubacije od 2,5 sata.

U prijaSnjim istrazivanjima, kurkumin je pokazao citotoksi¢no djelovanje na stanice pri
koncentracijama ve¢ima od 10 uM (Pali¢, 2020), no period inkubacije stanica s kurkuminom u

tim je istrazivanjima bio dulji (48 h).

4.4. UCINAK FEROCENSKOG KONJUGATA KURKUMINA NA RAZINU ROS-a |
VIJABILNOST CHO-K1 STANICA

S obzirom na dokazani protektivni potencijal kurkumina, raste broj istrazivanja kojima
je u fokusu sinteza i proucavanje djelovanja konjugata kurkumina koji mogu imati povecanu
bioaktivnost i biodostupnost u odnosu na ¢isti kurkumin. Prisutnost ferocenske jedinice
poboljsava biolosku aktivnost veéine novosintetiziranih derivata kurkuminoida. Konjugati

kurkumina koji sadrze ferocen pokazuju vecu sposobnost ,,hvatanja“ radikala (Arezki i sur.,
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2011; Meng i sur., 2018). Na Prehrambeno-biotehnoloSkom fakultetu u Laboratoriju za
organsku kemiju sintentiziran je novi ferocenski B-diketonski analog kurkumina. U ovom radu,
ispitano je djelovanje tog novosintetiziranog ferocenskog konjugata kurkumina (FKP) u
koncentracijama od 1; 2,5; 5; 20; 50 i 100 uM na razinu ROS-a i vijabilnost CHO-K1 stanica
nakon 2,5 sata. Stanice su nacijepljene na 96-well plo¢u u koncentraciji od 2,5x10° st mL%, a
nakon 24-satne inkubacije tretirane su razli¢itim koncentracijama ferocenskog konjugata
kurkumina. Slijedio se protokol proizvodaca kit-a za detekciju ROS-a te je nakon 2,5 sata
mjerena fluorescencija. Izmjerena fluorescencija proporcionalna je koli¢ini ROS-a u stanicama.

Na slici 21 dan je graficki prikaz u¢inaka ferocenskog konjugata kurkumina (1 — 100

uM) na razinu ROS-a u CHO-K1 stanicama 2,5 sata nakon tretmana.
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Slika 21. U¢inak ferocenskog konjugata kurkumina (1-100 pM) na razinu ROS-a u CHO-K1
stanicama 2,5 sata nakon tretmana. Kontrolni uzorci stanica tretirani su tert-butil
hidroperoksidom (TBHP) u koncentraciji 50 uM te otapalom dimetil sulfoksidom (DMSO) u
koncentraciji 5 pL mL™ (KD). Podaci su izraZeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska.
Statisti¢ki znacajna razlika (Student t-test): 3p<0,01, °p<0,025.

Iz grafa na slici 21 vidljivo je kako statisticki znacajan utjecaj na snizenje razine ROS-
a u odnosu na kontrolu (KD), FKP ima pri koncentracijama 20 uM (p<0,025) i 100 uM
(p<0,01). Pri tim koncentracijama razina ROS-a je manja u odnosu na kontrolni uzorak i razinu
ROS-a u stanicama tretiranim drugim koncentracijama FKP-a. Manja razina ROS-a u odnosu
na kontrolni uzorak zabiljezena je i kod koncentracije 1 uM i 50 uM, ali ucinak nije bio
statisticki znacajan.
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Usporedno s mjerenjem razine ROS-a u stanicama, izmjerena je i vijabilnost stanica
uslijed tretmana ferocenskim konjugatom kurkumina pomo¢u MTT metode, a rezultati su

prikazani na slici 22.
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Slika 22. U¢inak ferocenskog konjugata kurkumina (1-100 uM) na vijabilnost CHO-K1 stanica
2,5 sata nakon tretmana u odnosu na kontrolni uzorak KD (stanice tretirane s 5 L mL™* DMSO-
a) odreden MTT metodom. Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska.
Statisti¢ki znacajna razlika (Student t-test): 3p<0,001, °p<0,01, °p<0,025.

Iz grafa na slici 22 je vidljivo kako ferocenski konjugat kurkumina pri svim ispitanim
koncentracijama (1 — 100 uM) blago smanjuje vijabilnost stanica u odnosu na kontrolni uzorak.
Statisti¢ki zna¢ajan utjecaj na vijabilnost stanica u odnosu na kontrolu (KD), FKP je pokazao
pri koncentracijama 5 uM (p<0,001) i 20 uM (p<0,01) gdje se vijabilnost stanica smanjila za
gotovo 15%. Nadalje, pri koncentraciji 1 uM FKP djeluje na smanjenje vijabilnosti stanica u
odnosu na kontrolu te je zabiljezen statisticki znac¢ajan (p<0,025) pad u vijabilnosti stanica za
10,1%.

U odnosu na kurkumin, ferocenski konjugat kurkumina pri koncentracijama vis§im od

2,5 uM pokazuje jaci citotoksi¢ni uc¢inak na CHO-K1 stanice. Manje stanica je vijabilno u
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odnosu na kontrolni uzorak nakon tretmana ferocenskim konjugatom kurkumina, nego je to bio
slucaj nakon tretmana kurkuminom pri istim koncentracijama (5; 20; 50 i 100 uM).

4.5. USPOREDBA DJELOVANJA POLIFENOLA | FEROCENSKIH KONJUGATA
POLIFENOLA NA RAZINU ROS-a u CHO-K1 STANICAMA

Na slici 23 graficki je prikazana usporedba uc¢inaka resveratrola i kurkumina te njihovih
ferocenskih konjugata na razinu ROS-a u CHO-K1 stanicama nakon 2,5 sata u odnosu na

kontrolni uzorak.
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Slika 23. Usporedba djelovanja resveratrola (RSV) i kurkumina (K) te njihovih ferocenskih
konjugata (RF i FKP) pri koncentracijama 1-100 uM na razinu ROS-a u CHO-K1 stanicama
nakon 2,5 sata.

Iz grafa na slici 23 vidljivo je kako ferocenski konjugat resveratrola gotovo pri svim
koncentracijama djeluje viSe protektivno na stvaranje ROS-a u stanicama od resveratrola.
Najmanja razina ROS-a zabiljezena je pri tretmanu stanica ferocenskim konjugatom
resveratrola u koncentraciji 1 uM, a pri toj je koncentraciji i razlika u djelovanju RF-a i RSV-a
najveca (za 20,1% manja razina ROS-a u stanicama tretiranim RF-om od razine ROS-a u
stanicama tretiranim resveratrolom pri istoj koncentraciji).

Pri koncentraciji 100 uM oba spoja djeluju prooksidacijski.
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Kurkumin pri gotovo svim koncentracijama djeluje vise protektivno na stvaranje ROS-
a u stanicama od ferocenskog konjugata kurkumina. Najmanja razina ROS-a zabiljezena je pri
koncentraciji kurkumina 100 pM.

Pri koncentraciji 2,5 uM razlika u djelovanju je najveca (za 31,2% manja razina ROS-a
u stanicama tretiranim kurkuminom od razine ROS-a u stanicama tretiranim FKP-om pri istoj
koncentraciji). Pri koncentraciji 20 uM kurkumin pokazuje slabiji protektivni ucinak na
stvaranje ROS-a u stanicama u odnosu na ferocenski konjugat kurkumina. U odnosu na razinu
ROS-a u stanicama koje su tretirane kurkuminom, razina ROS-a u stanicama koje su tretirane
ferocenskim konjugatom kurkumina pri istim koncentracijama 1; 2,5; 5, 50 i 100 uM je visa.
Pri tim koncentracijama je ferocenski konjugat kurkumina pokazao slabije protektivno
djelovanje od kurkumina na stvaranje ROS-a.

Najja¢i protektivni ucinak od sva Cetiri ispitana antioksidansa zabiljezen je kod

ferocenskog konjugata resveratrola pri koncentracijama 1; 2,51 5 uM.

4.6. UCINAK PREDINKUBACIJE FEROCENSKIM KONJUGATOM RESVERATROLA
NA RAZINU ROS-a U CHO-K1 STANICAMA TRETIRANIM PCB-em 77 ILI TBHP-om

U ovom radu provedeno je istraZivanje ucinaka resveratrola i kurkumina te njihovih
novosintetiziranih ferocenskih konjugata na razinu ROS-a u CHO-K1 stanicama. Rezultati
mjerenja pokazali su kako je pri tretmanu stanica ferocenskim konjugatom resveratrola (RF)
razina ROS-a bila najmanja u odnosu na preostala tri ispitana spoja. Zbog toga je upravo taj
bioorganometalni spoj odabran za odredivanje moguceg protektivnog ucinka pri tretmanu
stanica induktorima oksidacijskog stresa kao §to su kongener polikloriranih bifenila PCB 77 ili
tert-butil hidroperoksid TBHP. Na slici 24 dan je graficki prikaz uinka predinkubacije
ferocenskim konjugatom resveratrola u koncentraciji 1 do 20 uM na razinu ROS-a u CHO-K1
stanicama 2,5 sata nakon tretmana 75 uM PCB-em 77 ili 50 uM TBHP-om.
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Slika 24. Razina ROS-a u CHO-K1 stanicama 2,5 sata nakon tretmana 75 uM PCB-em 77 ili
50 uM TBHP-om uz 24-satnu predinkubaciju ferocenskim konjugatom resveratrola (1-20 uM).
(KD — tretman stanica DMSO-om, TBHP — tretman stanica TBHP-om u koncentraciji 50 pM,
PCB 77 — tretman stanica 75 uM PCB-em, RF1-RF20 — stanice predinkubirane RF-om u
koncentracijama 1 — 20 uM, RF1/TBHP - RF20/TBHP — stanice predinkubirane RF-om u
koncentracijama 1 — 20 te tretirane TBHP-om u koncentraciji 50 uM, RF1/PCB 77 — RF20/PCB
77 — stanice predinkubirane RF-om u koncentracijama 1 — 20 uM te tretirane PCB-em 77 u
koncentraciji 75 pM). Podaci su izraZzeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska.
Statisticki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu na kontrolni uzorak tretiran DMSO-om
(KD): #p<0,025, "p<0,05; u odnosu na uzorak tretiran TBHP-om: “p<0,001, “p<0,01,
““p<0,025.

Iz grafa na slici 24 vidljivo je kako je razina ROS-a u stanicama nakon tretmana sa 75
uM PCB-em 77 visa u odnosu na kontrolni uzorak tretiran DMSO-om (KD). Statistic¢ki
znacajno (p<0,025) visa razina ROS-a u odnosu na KD zabiljezena je u CHO-K1 stanicama
nakon tretmana 50 uM TBHP-om . U stanicama koje su bile predinkubirane s ferocenskim
konjugatom resveratrola u koncentracijama 1; 2,5; 51 20 uM zabiljezena je niza razina ROS-a
u odnosu na kontrolni uzorak tretiran DMSO-om. U stanicama koje su bile predinkubirane
ferocenskim konjugatom resveratrola (1 — 20 uM), a zatim izlozene 75 uM PCB-u 77 u trajanju
od 2,5 sata, razina ROS-a je niza u odnosu na razinu ROS-a gdje su stanice tretirane samo PCB-

em 77.
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Iako PCB 77 u ovom eksperimentu nije statisticki znacajno inducirao rast razine ROS-
a u stanicama u odnosu na kontrolu, biljezi se niza razina ROS-a u onim stanicama koje su prvo
bile izlozene ferocenskom konjugatu resveratrola, a zatim PCB-u 77 u odnosu na stanice
tretirane samo PCB-em 77.

U stanicama koje su bile predinkubirane s ferocenskim konjugatom resveratrola (1 — 20
uM), a zatim izlozene 50 uM TBHP-u u trajanju od 2,5 sata, razina ROS-a je niZza u odnosu na
razinu ROS-a gdje su stanice tretirane samo TBHP-om. Statisti¢ki zna¢ajan uc¢inak (p<0,001 —
p<0,025) na smanjenje ROS-a pri tretmanu CHO-K1 stanica TBHP-om ferocenski konjugat
resveratrola pokazao je pri svim ispitanim koncentracijama (1 uM - 20 uM). Pri koncentraciji
ferocenskog konjugata resveratrola od 2,5 uM i tretmanu stanica TBHP-om razina ROS-a je
najmanja u odnosu na ostale ispitane koncentracije.

Razina ROS-a je u stanicama koje su bile predinkubirane s 2,5 uM ferocenskim
konjugatom resveratrola, a zatim izlozene TBHP-u u trajanju od 2,5 sata statisti¢ki znacajno

niza (p<0,05) i od kontrolnog uzorka.

Nakon ispitivanja ucinka razli¢itih koncentracija kurkumina i resveratrola te njihovih
ferocenskih konjugata na razinu stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i vijabilnost u CHO-
K1 stani¢noj liniji uoceno je kako odabrani ispitani antioksidansi ispoljavaju razli¢it uc¢inak
ovisno o primijenjenoj koncentraciji. Nadalje, zabiljeZena je modificirana bioloska aktivnost
ferocenskih konjugata u odnosu na polazni polifenolni spoj. Saznanja dobivena ovim
istrazivanjem mogu doprinijeti razvoju sinteze novih ferocenskih konjugata polifenola
unaprijedene aktivnosti te mogu pridonijeti odabiru spojeva koji bi imali protektivno djelovanje

pri izlozenosti induktorima oksidacijskog stresa.
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5. ZAKLJUCCI

Razina ROS-a u stanicama tretiranim resveratrolom u koncentracijama >20 uM, veca
je u odnosu na razinu ROS-a u u kontrolnim uzorcima (KD), a u koncentracijama od 1
- 5 uM manja je u odnosu na razinu ROS-a u KD te u tim dozama resveratrol ima
potencijalan antioksidacijski u¢inak.

Vijabilnost stanica koje su bile izlozene resveratrolu 2,5 h u koncentracijama >5 uM
statisticki je znacajno (p<0,001) visa u odnosu na kontrolu.

Statisticki znaajno smanjenje razine ROS-a u odnosu na kontrolni uzorak (KD)
zabiljezeno je kod koncentracija ferocenskog konjugata resveratrola od 1 uM (p<0,005),
2,5 uM (p<0,025), 5 uM (p<0,025) i 20 uM (p<0,025).

Ferocenski konjugat resveratrola pri koncentracijama od 1; 50 i 100 uM nema utjecaja
na vijabilnost stanica u odnosu na kontrolu (KD), dok se pri koncentracijama od 2,5; 5
i 20 uM biljezi blagi porast u stani¢noj vijabilnosti. Statisti¢ki znacajno (p<0,05)
djelovanje na vijabilnost stanica RF pokazuje pri koncentraciji 5 uM gdje se uocava
porast u stani¢noj vijabilnosti za 13,7%.

Kurkumin u dozama 1-100 uM smanjuje razinu ROS-a u usporedbi s razinom ROS-a u
kontrolnim uzorcima. StatistiCki znacajan pad u razini ROS-a odreden je pri
koncentracijama kurkumina 2,5 uM (p<0,025) i 50 uM (p<0,005).

Statisticki znacajan utjecaj na vijabilnost stanica u odnosu na kontrolu kurkumin ima
pri koncentraciji od 100 uM (p<0,001) gdje se biljezi porast u stani¢noj vijabilnosti za
17,1% nakon kratkog vremena inkubacije od 2,5 sata.

Ferocenski konjugat kurkumina (FKP) pokazao je utjecaj na snizenje razine ROS-a u
odnosu na kontrolni uzorak pri koncentracijama 1, 20 (p<0,025), 50 i 100 uM (p<0,01).
Statisticki znacajan utjecaj na vijabilnost stanica u odnosu na kontrolu, FKP je pokazao
pri koncentracijama 5 puM (p<0,001) i 20 uM (p<0,01) gdje se vijabilnost stanica
smanjila za gotovo 15% te pri koncentraciji 1 uM (p<0,025) gdje je zabiljeZzen pad u
vijabilnosti stanica za 10,1%. | pri drugim ispitanim dozama (<100 uM) uocen je
inhibicijski u¢inak na vijabilnost CHO-K1 stanica.

Najjaci antioksidacijski u¢inak od sva Cetiri ispitana spoja (resveratrol, ferocenski
konjugat resveratrola, kurkumin, ferocenski konjugat kurkumina) pokazao je RF pri
koncentracijama 1; 2,51 5 uM.
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Odredena je niza razina ROS-a u stanicama koje su bile predinkubirane RF-om (1-20
uM), a zatim izlozene PCB-u 77 (75 uM) u odnosu na stanice izloZzene samo PCB-u, no
ucinak nije bio statisti¢ki znacajan.

Statisticki znacajan u¢inak na smanjenje ROS-a pri tretmanu stanica TBHP-om (50 uM)
RF je pokazao pri svim ispitanim koncentracijama (1-20 uM).
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