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1. UVOD

Hmelj (Humulus lupulus L.) je viSegodis$nja biljka koja se koristi u pivarskoj industriji za
postizanje karakteristi¢nih senzorskih svojstava piva. Zenske cvati (§isarice) hmelja dodaju se
pivu u svrhu postizanja goréine te specificne arome i okusa. Osim pozeljne goréine i
osvjezavajuée hmeljne arome piva, kiseline prisutne u hmelju takoder doprinose ukupnoj
mikrobioloskoj stabilnosti piva, a hmeljne smole pozitivno utjecu na stabilizaciju pivske pjene
(Almaguer i sur., 2014).

S obzirom na veliki postotak konzumacije piva i povijesti ljekovitih svojstava hmelja, specifi¢ni
spojevi hmelja koji utjecu na kvalitetu piva postali su predmet brojnih istrazivanja. Posljednjih
godina posebno se istrazuju fenolni spojevi hmelja, s naglaskom na prenilirane flavonoide i
njihovo potencijalno antioksidacijsko djelovanje. Najzastupljeniji prenilirani flavonoid hmelja
je ksantohumol (KSN) koji postaje predmet sve viSe istrazivanja izvan pivarske industrije,
posebno u farmaceutskoj industriji.

Cilj ovog rada bio je prikazati bioloske uc¢inke i mehanizme djelovanja KSN-a na stani¢noj
razini. Ovim diplomskim radom obuhvacen je pregled literature 0 potencijalnom blagotvornom
uc¢inku ovog jedinstvenog bioaktivnog spoja, izoliranog iz hmelja kao jedinog prirodnog izvora,

na zdravlje ljudi.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. TAKSONOMIJA | MORFOLOGIJA VRSTE Humulus lupulus L. (HMELJ)
Hmelj (Humulus lupulus L.) je visegodi$nja dvodomna biljka penjacica iz porodice konoplje
(Cannabinaceae), reda koprivolika (Urticales), medutim 2003. godine uvrsten je u red ruzolika
(Rosales) (Bremer i sur., 2003). U tablici 1 prikazan je taksonomski pregled roda Humulus L.
Ova biljka najvjerojatnije potjece iz podrucja Kine, da bi se tijekom godina prosirila na podrucje

Europe i SAD-a (Alonso-Esteban i sur., 2019).

Tablica 1. Taksonomski pregled roda Humulus L. (prema ITIS, 2022)

Carstvo Plantae
Odjeljak Tracheophyta
Razred Magnoliopsida

Podrazred Rosanae
Red Rosales
Porodica Cannabinaceae
Rod Humulus L.

Rod Humulus L. ukljucuje tri razli¢ite vrste (slika 1) (Small, 1978):
e Humulus japonicus L. (japanski ili divlji hmelj)
e Humulus yunnanensis L.
e Humulus lupulus L. (obi¢ni hmelj) — dijeli se na pet podvrsta koje su odredene razli¢itim
morfoloskim obiljezjima i zemljopisnom podrucju uzgoja (ITIS, 2022; Small, 1978):
— Humulus lupulus var. lupulus,
— Humulus lupulus var. cordifolius,
— Humulus lupulus var. lupuloides,
— Humulus lupulus var. neomexicanus,
— Humulus lupulus var. pubescens.
Hmelj je industrijska biljka koja se u velikim koli¢inama upotrebljava u pivarskoj industriji, u
svrhu o¢uvanja i aromatizacije piva (Karabin i sur., 2015). ViSegodi$nja je biljka, a prezimljuje
pomocu podzemnih organa (viSegodisnjim korijenom i dijelovima stabljike), te zatim svake
godine tvori nadzemne vegetativne organe (cvijet, cvat, plod, sjeme). U prirodi se razmnozava
vegetativno 1 generativno (sjemenom), dok se za proizvodnju razmnozavaju iskljucivo zenske
biljke, i to vegetativno (reznicama, sadnicama, rizomima te zelenim dijelovima). Muska i
zenska biljka morfoloski se razlikuju jedino u gradi generativnih organa, diferenciranim
muskim i Zenskim cvjetovima, Koji se razvijaju na odvojenim biljkama. Uzgaja se prvenstveno
kako bi se proizvele Zenske neoplodene cvati — Sisarice (strobilus lupuli), a njihove brakteje
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(glandulae lupuli) s unutrasnje strane imaju mnogo zutih zlijezda, koje u vrijeme sazrijevanja

izlu¢uju zuti cvjetni prah — lupulin (Alonso-Esteban i sur., 2019).

Slika 1. Prikaz adaksijalnih zavrSetaka mladih listova tri vrste roda Humulus: (a.) H. lupulus,

(b.) H. japonicus i (c.) H. yunnanensis (Small, 1978)

Prinos hmelja procjenjuje se na oko 2000 — 2500 kg/ha, Sto ga svrstava medu najunosnije
farmaceutskoj industriji te u tradicionalnoj medicini za ublazavanje gréeva i upala, a hmeljne
smole upotrebljavaju se kao blagi sedativ (Chattopadhyay, 2010). Istrazivanje hmelja i njegovih
sekundarnih metabolita znatno se ubrzalo tijekom posljednjih deset godina zbog sposobnosti
ove biljke da biosintetizira prenilirane fenolne spojeve (derivati floroglucinola poznati kao
gorke kiseline, halkoni, flavanoni). Hmelj je vazan izvor fenolnih sastojaka u pivu. Osusene
SiSarice hmelja sadrze 4 — 14 % polifenola, uglavhom fenolnih kiselina, halkona, preniliranih
flavonoida, katehina i proantocijanidina (Bohr i sur., 2005). Neki od njih pokazali su Sirok
spektar bioloSkih i farmakoloskih aktivnosti. Zdravstveni ucinci i bioaktivnost flavonoida
hmelja su brojni, a isti¢u se antioksidacijsko, protuupalno, antikarcinogeno i antimikrobno

djelovanje (Karabin i sur., 2015; Stevens i Page, 2004).

2.2. PREGLED KEMIJSKOG SASTAVA | BIOAKTIVNIH KOMPONENTI
HMELJA

Unutar Sisarica hmelja nalaze se lupulinske Zlijezde (glandulae lupuli) u kojima se sintetiziraju

sekundarni metaboliti u obliku Zutog cvjetnog praha lupulina (slika 2). Lupulin sadrzi velik broj



razli¢itih kemijskih spojeva od kojih su najznacajnije a-kiseline, etericna ulja i polifenoli.
Kemijski sastav Sisarica ovisi o genotipu kultivara i agroekoloskim uvjetima. Prosjecan sastav
Sisarica Cini: celuloza i lignin (40 — 50 %), proteini (15 %), voda (8 — 12 %), pektin (2 %), pepeo
(10 %), ulja, masti i voskovi (0 — 25 %), eteri¢na ulja (0,5 — 1,5 %), polifenoli (2 — 5 %), a-
kiseline (2—12 %) i B-kiseline (1 — 10 %) (Verzele, 1986). Gorke kiseline su prenilirani derivati
floroglucinola i obi¢no se klasificiraju kao a- i B-kiseline. Najvazniji spojevi ukljucuju humulon
koji ¢ini 35 — 70 % ukupnog broja a-kiselina, odnosno lupulon koji ¢ini 35 % ukupnog broja f3-
kiselina koje karakterizira dodatni prenilirani lanac u odnosu na a-kiseline (Zanoli i Zavatti,
2008). Osim gorkih sastojaka u hmelju, postoje i aromatske tvari ili eteri¢na ulja. Njihov udio
u suhoj tvari SiSarica hmelja u prosjeku iznosi 0,5 — 1 %. Etericna ulja su terpenski
ugljikovodici, medu kojima su najzastupljeniji mircen, humuleni i kariofileni. Oni ¢ine oko 80
— 90 % ukupne koli¢ine eteri¢nih ulja. U aromati¢nim kultivarima hmelja poZeljni sastojci
hmeljne arome su B-kariofilen, humulen i B-farnezen. B-kariofilen i humulen ubrajaju se u grupu
seskviterpena. Udio B-kariofilena u ukupnim uljima hmelja iznosi do 15 %, a humulena do 40
% (Srecec, 2006). Polifenoli hmelja ¢ine do 4 % ukupne mase osusenih $isarica hmelja te su
vrlo znacdajan sekundarni metabolit ove biljke (Roberts i Wilson, 2006). Polifenolna frakcija
predstavlja velik broj spojeva razli¢itih karakteristika, iako kemijski dijele zajednicki strukturni

element — aromatski prsten s najmanje dvije hidroksilne skupine.

Slika 2. Presjek sisarice hmelja (a.) i prikaz lupulina na lupulinskim zlijezdama (b.) (Stevens i
Page, 2004)



Vecina polifenola u hmelju sastoji se od spojeva vec¢e molekulske mase kao $to su tanini, a tek
oko 20 % polifenola hmelja sastoji se od niskomolekularnih tvari poput katehina ili
proantocijanidina, fenolnih kiselina (npr. feruli¢na kiselina) i flavonola (kvercetin, kaempferol)
koji su glikozidno vezani za razne Secere (Biendl, 2009). Polifenole hmelja opéenito mozemo
podijeliti na flavonole, flavan-3-ole, fenole karboksilne kiseline i druge polifenole, ukljuc¢ujuci
prenilflavonoide i multifidol glukozide (slika 3) (Almaguer i sur., 2014). Nadalje, neki
polifenoli gotovo su iskljucivi za hmelj. Svaka biljka ima tipican polifenolni uzorak, a hmelj se
pokazao bogatim izvorom specifi¢nih preniliranih polifenola (prenilflavonoida) kao $to su
ksantohumol (KSN), desmetilksantohumol, 6-prenilnaringenin i  8-prenilnaringenin
(Magalhaes i sur., 2009). Prenilirani flavonoidi, posebno halkoni i flavanoni, akumuliraju se na
vanjskom dijelu lupulinskih zlijezdi olakSavajuci njihovu ekstrakciju (Nagel i sur., 2008).
Prevladavajuci i najvazniji prenilirani halkon u hmelju je KSN koji predstavlja do 1 % suhe
mase Sisarica. Prisutnost slobodnih hidroksilnih skupina na strukturi halkona moze dovesti do
njihove izomerizacije u flavanone. KSN izomerizira u izoksantohumol, koji je prisutan u vrlo
malim koncentracijama u hmelju, ali vrlo visokim u pivu gdje nastaje uslijed toplinske obrade
(Karabin i sur., 2015). Zbog svoje dvije slobodne hidroksilne skupine, desmetilksantohumol
izomerizira u smjesu 6-prenilnaringenina i 8-prenilnaringenina. Ova dva flavanona, posebno 8-
prenilnaringenin, snazni su fitoestrogeni (Zanoli 1 Zavatti, 2008). Do sada je iz hmelja izolirano
oko 30 preniliranih, geraniliranih, oksidiranih i/ili cikliziranih manjih halkona (Stevens i Page,
2004). Povecanjem broja prenilnih skupina u tim molekulama moZe se povecati njihova

lipofilnost, vezanje za stanicnu membranu i transmembranski transport (Pafiti 1 Vlasiou, 2019).

POLIFENOLI
l : :
fenolne kiseline| ~[ostali polifenoli
I /
kvercetin katehin feruliéna prenilflavonoidi
kaempferol epikatehin kiselina multifidol-glukozid
flavonol glikozidi flavonol dimeri resveratrol
rutin oligomeri flavanola
astragalin polimeri (tanini)

Slika 3. Polifenoli u hmelju (prema Almaguer i sur., 2014)



2.3. KSANTOHUMOL - PRENILIRANI FLAVONOID HMELJA
2.3.1. Biosinteza ksantohumola

KSN nastaje u lupulinskim Zzlijezdama (trthomima) Sisarica hmelja. Budu¢i da hmelj sadrzi i
glikozide (kaempferol i kvercetin), enzimi koji sudjeluju u biosintezi KSN-a preusmjeravaju
biosintezu flavonoida u prenilflavonoidni put iskljucivo u lupulinskim zlijezdama (Stevens i
Page, 2004). Biosinteza KSN-a ograni¢ena je na vrstu H. lupulus. KSN se Iuc¢i kao dio hmeljne
smole (lupulin) na trihomima koji se nalaze na adaksijalnim povrS§inama listova SiSarica, a
nalazi se i na trihomima s donje strane mladog lis¢a. KSN je glavni prenilirani flavonoid hmelja
(0,1 — 1 % na suhu masu), a uz njega je identificirano najmanje 13 srodnih halkona (Stevens i
Page, 2004). Biosinteza KSN-a i drugih biljnih terpenofenola nije u potpunosti razjasnjena. Ovi
spojevi imaju visestruko podrijetlo i sastoje se od jezgre izvedene iz poliketida te modificirane
prenilnim bo¢nim lancima dobivenim iz izoprenoida (Nagel i sur., 2008). Prvi korak u
biosintezi KSN-a (slika 4) je kondenzacija p-kumaroil CoA s tri molekule malonil CoA kako
bi se dobio halkonaringenin (naringenin halkon). Reakciju katalizira halkon sintaza. Biosinteza
mnogih flavonoida odvija se enzimskom pretvorbom ovog tetrahidroksihalkona u flavanon,
(2S)-naringenin, djelovanjem halkon izomeraze (Stevens i Page, 2004). Medutim, u slucaju
KSN-a, ¢ini se da naknadna prenilacija i metilacija A prstena inhibiraju stvaranje flavanona i
preusmjeravaju biosintezu flavonoida u specifiéni metabolicki put (Stevens i Page, 2004).
Djelovanjem aromatske preniltransferaze prenilacijom A prstena halkonaringenina s dimetilalil
pirofosfatom (difosfatom) nastaje desmetilksantohumol, koji se zatim metilira do KSN-a
vjerojatno djelovanjem O-metiltransferaze ovisno o S-adenozil-L-metioninu (slika 4). Mogu¢
je i obrnuti redoslijed za ove dvije reakcije, ali prisutnost desmetilksantohumola u $isaricama
hmelja i odsutnost O-metilhalkonaringenina sugeriraju da se prvo odvija prenilacija (Nagel i
sur., 2008).
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Slika 4. Biosinteza ksantohumola (prema Stevens i Page, 2004)



2.3.2. ADMET ksantohumola

Izlozenost KSN-u obi¢no ukljucuje oralnu primjenu. Zbog konverzije KSN-a u izoksantohumol
toplinskom obradom tijekom procesa kuhanja, opéenito je koncentracija KSN-a u pivu vrlo
niska (0,03 — 0,08 mg/L), a osim §to ovisi o procesu kuhanja ovisi i o postupku obogacivanja
piva hmeljem nakon procesa kuhanja (Hussong i sur., 2005). U istrazivanju Wolffa i sur. (2011)
apsorpcija i unutarstani¢na raspodjela KSN-a odredivana je kvantitativno i vizualno na
stani¢nim kulturama HuH7 (humana linija raka jetre), HSC (hematopoetske mati¢ne stanice) i
Caco-2 (stanice humanog kolorektalnog adenokarcinoma) te primarnoj stani¢noj liniji
hepatocita pomocu fluorescentne mikroskopije. Ve¢ nakon 40 — 70 min (ovisno o tipu stanica)
doslo je do potpunog ulaska KSN-a u sve tipove stanica. Unutarstani¢ne koncentracije bile su,
ovisno o tipu stanica, do 60 puta vece od prisutnih koncentracija u okolnom mediju. Ovi podaci
ukazuju na snazno nakupljanje KSN-a unutar stanica, $to moZze biti objasnjeno vezanjem KSN-
a na citosolne proteine $to dovodi do visoke akumulacije u stanicama jetre i crijeva. Stoga je
KSN u stanicama uglavnom vezan za stani¢ne proteine (Wolff i sur., 2011). U istrazivanju
kojeg su proveli Nookandeh i sur. (2004) biotransformacija KSN-a istrazivana je na Zenkama
Sprague Dawley (SD) $takora. Stakori su tretirani KSN-om u dozama od 1000 mg/kg.t.m.
suspendiranog u 4 %-tnoj otopini $kroba putem sonde. Kromatografijom uzoraka fecesa
pronadena su 22 metabolita KSN-g, te je u najve¢em omjeru bio prisutan nepromijenjeni KSN,
dok su ostali metaboliti izolirani u viSestruko nizZim koli¢inama. Nakon §to je KSN uklonjen iz
uzorka, rezultati istraZivanja izoliranih metabolita pokazali su sljede¢e transformacije:
hidroksilacija, O-metilacija, O-acetilacija, epoksidacija i ciklizacija koja ukljucuje boc¢ni lanac
te glukuronidacija na hidroksilnoj skupini (polozaj 40). Ostali metaboliti zadrzali su skelet
halkona s nepromijenjenim ili modificiranim prenilnim dijelovima (Nookandeh i sur., 2004).
Istovremeno je provedeno istraZivanje akutne toksi¢nosti KSN-a. Promatranjem ovih zivotinja
do 48 sati nisu otkriveni Stetni ucinci primjene KSN-a. Sukladno navedenom, utvrdena je
najveca podnosljiva doza (engl. maximum tolerated dose, MTD) vec¢a od 1000 mg/kg.t.m./dan.
Rezultati istrazivanja takoder su pokazali da je izluc¢eni KSN uglavnom ostao nepromijenjenog
oblika, odnosno vise od 80 % primijenjenog KSN-a izlucilo se fecesom i urinom, $to ukazuje
da je bioraspolozivost KSN-a nakon oralne primjene niska (Nookandeh i sur., 2004). Kasnije
su Vanhoecke i sur. (2005) proveli ispitivanje sigurnosti primjene KSN-a na zenkama C3H
miSeva tijekom 4 tjedna. Dnevna doza iznosila je oko 23 mg/kg.t.m. te nisu uoceni znakovi
toksi¢nosti u kostanoj srzi, jetri, egzokrinoj gusteraci, bubrezima, miSi¢ima, $titnjaci, jajnicima

i nadbubreznom korteksu. Nadalje, nisu zabiljeZene niti razlike u metabolizmu proteina, lipida,



ugljikohidrata 1 mokraéne kiseline, kao ni u koncentraciji iona. Hussong i sur. (2005) su takoder
proveli ispitivanje subkroni¢ne toksi¢nosti KSN-a na zenkama SD S$takora, ali u visokim
dnevnim dozama do 1000 mg/kg.t.m. tijekom 4 tjedna. Primjena je rezultirala smanjenjem
relativne veli€ine jetre tretiranih zivotinja, $to ukazuje na blagu hepatotoksi¢nost, dok relativne
tezine bubrega, pluca, srca, zeluca i slezene kao 1 prosjecne tjelesne tezine nisu promijenjene u
usporedbi s kontrolnom skupinom. Buduéi da jetra ima sposobnost regeneracije, uoc¢eni znakovi
blage hepatotoksicnosti mogu biti reverzibilni. Opéenito, vrlo je mala vjerojatnost da ¢e ljudi
ili zivotinje biti izlozeni dozama KSN-a u dozama od 1000 mg/kg.t.m./dan. Osim ispitivanja
subkroni¢ne toksi¢nosti, Hussong i sur. (2005) proveli su i test reproduktivne toksi¢nosti. Deset
tjedana stari muzjaci i Zenke SD Stakora tretirani su KSN-om putem vode za pi¢e u dozama od
100 mg/kg.t.m. tijekom 4 tjedna prije parenja. Primjena KSN-a na Zenkama SD S$takora prije ili
tijekom parenja, gestacije i dojenja nije izazvala nikakve Stetne uc¢inke na reproduktivnost Zenke
i razvoj potomstva. Primjena KSN-a na muzjake Stakora prije parenja znacajno je povecala
omjer spolova muskog i Zenskog potomstva u korist muskih potomaka. Rezultati istrazivanja
nisu pokazali nikakve Stetne ucinke na reprodukciju, a primjena doze od 100 mg/kg.t.m./dan u
studiji na dvije generacije nije uzrokovala znacajan utjecaj na razvoj Stakora (Hussong i sur.,

2005).

2.3.3. BioraspoloZivost ksantohumola

In vivo istrazivanjem kojeg su proveli Nookandeh i sur. (2004) dobiveni su jasni pokazatelji o
vrlo niskoj bioraspolozivosti KSN-a prilikom oralne primjene. Rezultati farmakokinetike kod
ljudi pokazali su da nakon oralne primjene KSN pokazuje linearni odgovor s povecanjem oralne
doze, te je uofen jasan dvofazni obrazac apsorpcije KSN-a. Spora apsorpcija nakon oralne
primjene 1 enterohepaticka recirkulacija doprinose dugom poluvremenu izlu¢ivanja KSN (Liu
i sur., 2015). Nadalje, Pang i sur. (2007) su proveli in vitro istrazivanje o unosu i akumulaciji
KSN-a koriste¢i Caco-2 stani¢nu liniju. Otprilike 70 % apliciranog KSN-a nakupilo se unutar
stanica, dok je 93 % intracelularnog KSN-a bilo lokalizirano u citosolu. Rezultati upuéuju na
to da specifi¢no vezanje KSN-a na citosolne proteine u stanicama crijevnog epitela doprinosi
slaboj bioraspolozivosti uo¢enoj in vivo. Tijekom inkubacije Caco-2 kulture stanica s KSN-om,
otkriveno je da KSN brzo ulazi u stanice bez pomo¢i transportera, medutim pokazuje ekstremno
nisku bioraspolozivost (Pang i sur., 2007). S obzirom da specificno vezanje KSN-a na citosolne
proteine u stanicama crijevnog epitela moze doprinijeti slaboj bioraspoloZzivosti in Vvivo,
provedena su i istrazivanja o interakcijama KSN-a sa staniénom membranom. Rezultati su

pokazali da se KSN ubacuje u lipidni dvosloj i utjeCe na organizaciju i biofizicka svojstva



dvosloja, Sto moze pridonijeti brzom transportu kroz stani¢nu membranu (Liu i sur., 2015).

2.4. MEHANIZMI DJELOVANJA KSANTOHUMOLA
2.4.1. Imunomodulatorno djelovanje ksantohumola

Sposobnost utjecaja na promjenu funkcije imunosnog sustava, odnosno djelovanja odredenih
sastavnica imunosnog sustava predstavlja imunomodulatorni u¢inak. Najveéi ucinak ostvaruje
se utjecajem na djelovanje limfocita (B i T), imunoglobulina (IgM, 1gG, IgD, IgE, IgA) i
citokina. U dvije studije (Cho i sur., 2008; Zhao i sur., 2003) dokazano je da KSN inhibira
ekspresiju proupalnih iINOS (engl. inducible nitric oxide synthase), IL-1p (engl. interleukin-
15) 1 TNF-a (engl. tumor necrosis factor-o) u aktiviranim makrofagima RAW 264.7
inhibicijom NF-«kB (engl. nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B cells) ili
aktivacijom STAT-1a (engl. signal transducer and activator of transcription-/«) i IRF-1 (engl.
interferon regulatory factor-1). Gao i sur. (2009) ispitali su u¢inak KSN-a na imunosni odgovor
posredovan T limfocitima, te pratili proliferaciju T stanica izazvanu mitogenom/aloantigenom
I proizvodnju citokina kao glavnih faktora patogeneze kroni¢nih upalnih poremecaja i tumora.
Primjena KSN-a u koncentracijama 10 — 40 puM ucinkovito je inhibirala proliferaciju T
limfocita misa induciranu aloantigenom. Gao i sur. (2009) takoder su ispitali u¢inak KSN-a na
stvaranje ubilackih stanica aktiviranih limfokinima (engl. lymphokine activated killer cells,
LAK) i citotoksi¢nih T limfocita (engl. cytotoxic T lymphocytes, CTL). Primjena KSN-a u
koncentraciji 10 — 40 uM znacajno je smanjila stvaranje LAK stanica te uzrokovala inhibiciju
lucenja citokina IL-2, IFN-y i TNF-a primjenom KSN-a (Gao i sur., 2009). KSN je uspjesno
inhibirao upalne odgovore u LPS-induciranim BV2 stanicama djelovanjem na produkciju
upalnih medijatora (IL-18, TNF-a). Primjena KSN-a uzrokovala je pojaanu regulaciju
transkripcije 1 povecnu razinu endogenog antioksidansa, te aktivaciju NRF2 puta 1 NF-kB
signalizacije. Rezultati ukazuju na potencijalnu primjenu KSN-a u prevenciji
neurodegenerativnih bolesti povezanih s upalom te znacajnu ulogu u smanjenju napredovanja

bolesti (Lee i sur., 2011).

2.4.2. Antiproliferativno i citotoksi¢no djelovanje ksantohumola

Procesi karakteristi¢ni za fazu progresije tumorskih stanica ukljucuju nekontroliranu stani¢nu
proliferaciju neovisnu o stimulaciji hormonima ili faktorom rasta te oSteenje mehanizama
poput apoptoze (programirana stani¢na smrt) i terminalne stani¢ne diferencijacije, koji su
kljuéni u regulaciji homeostaze tkiva. Gerhduser i sur. (2002) istrazivali su potencijalni

antiproliferativni u¢inak KSN-a koriste¢i stanice adenokarcinoma dojke MDAMB-435.
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Antiproliferativni mehanizmi KSN-a u sprjeavanju karcinogeneze u fazi progresije ukljucuju
inhibiciju sinteze DNA 1 indukciju zaustavljanja stani¢nog ciklusa u S fazi, apoptoze i
diferencijacije stanica. Rezultati su pokazali da KSN inhibira aktivnost ljudske DNA
polimeraze, jedine eukariotske polimeraze koja moze inicirati sintezu DNA de novo. Nakon
tretmana MDAMB-435 stanica s 25 uM KSN-om tijekom 48 sati, ugradnja timidina u
novosintetiziranu DNA smanjena je na 59,6 %. Analiza proto¢nom citometrijom pokazala je
znacajno nakupljanje stanica u S fazi stani¢nog ciklusa primjenom 5 — 20 uM KSN-a tijekom
24 sata. Postotak stanica u Go-G; fazi smanjio se sa 48,7 + 2,1 % u kontrolnoj skupini na 36,6
+4,1 % 130,0 5,9 % nakon tretmana s 10 odnosno 20 uM KSN-a, dok se postotak stanica u
S fazi povecao sa 45,0 £ 3,4 % u kontrolnoj skupini na 58,9 + 4,3 % i 65,8 £ 5,3 % nakon
primjene KSN-a. Nakon tretmana stanica s 25 uM KSN-a tijekom 48 sata udio stanica u
apoptozi je iznosio 14,9 %. Mendes i sur. (2008) istrazivali su proliferaciju preadipocita 3T3-
L1 inkubiranih s KSN-om tijekom 24, 48 i 72 sati. Primjena KSN-a rezultirala je smanjenjem
stani¢ne proliferacije. Usporedbom kulture prije i nakon tretmana KSN-om utvrdeno je da je
tijekom primjene kroz 48 1 72 sata sadrzaj proteina nizi u usporedbi s poc¢etkom tretmana Sto
osim inhibicije rasta ukazuje na citotoksi¢nost. Nakon primjene KSN-a tijekom 24 sata
preadipociti su pokazali morfoloska i biokemijska obiljezja karakteristi¢na za apoptozu, a slicna
obiljezja su zabiljeZena 1 u zrelim adipocitima (npr. poveéanje citoplazmatskog citokroma c,
odcjepljenje poli(ADP-riboza) polimeraze (PARP), aktivacija efektorskih kaspaza-3 i -7).
Utvrdeno je da KSN pokazuje sli¢ne ucinke na preadipocite 1 adipocite kao 1 ostali polifenoli
(epigalokatehin-3-galat, genistein, procijanidini, resveratrol), uklju¢uju¢i smanjenje
proliferacije preadipocita i adipocita, indukciju apoptoze u zrelim adipocitima te inhibiciju
diferencijacije. Mehanizmi njihovog djelovanja bili su u mnogim slu¢ajevima usko povezani s

njihovim antioksidacijskim potencijalom (Rayalam i sur., 2008).

2.4.3. Antiangiogeno djelovanje ksantohumola

Bioloski ucinci halkona ovise 0 njihovoj kemijskoj strukturi, a supstitucije na molekulskoj
strukturi imaju znacajan utjecaj na njihove antitumorske uc¢inke (Albini i sur., 2006). Osnovni
koraci u angiogenezi i metastazama tumora su migracija i invazija kroz barijere
ekstracelularnog matriksa. Provedena istrazivanja antiangiogene aktivnosti pokazala su da je
KSN potencijalna antiangiogena kemopreventivna tvar ¢iji je mehanizam djelovanja usmjeren
na sprecavanje migracije endotelnih stanica i invazije te u manjoj mjeri na smanjenje

proliferacije stanica. U istrazivanju kojeg su proveli Albini i sur. (2006) za pracenje ucinaka

KSN-a na stanicne odgovore jakih angiogenih faktora koriSteni su testovi kemotaksije i
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kemoinvazije. UocCena je laka migracija i invazija endotelnih stanica kao odgovor na NIH-3T3
kondicioniran medij (koriSten kao kemoatraktant) in vitro. Primjena KSN-a inhibirala je
kemotaksiju endotelnih stanica i invaziju pri koncentracijama od ¢ak 5 uM, s potpunom
inhibicijom pri 10 uM ili vise. Sli¢ni uéinci zabiljezeni su kao rezultat inhibicije i invazije KS-
IMM (stani¢na linija Kaposijevog sarkoma) stanica, primjenom Kkojih je potpuna inhibicija
postignuta tek pri 25 uM KSN-u (Albini i sur., 2006). Drugi korak u modulaciji endotelnih
stanica tijekom angiogeneze je diferencijacija i reorganizacija s ciljem stvaranja novih krvnih
zila. Sposobnost KSN-a da interferira s tim procesom ispitana je na Matrigelu, mediju u kojem
endotelne stanice spontano tvore strukture koje podsjecaju na razgranate kapilare u procesu koji
predstavlja zavrSnu fazu angiogeneze. Dodavanjem KSN-a inhibirano je stvaranje mreze
kapilara HUVEC (engl. human umbilical vein endothelial cells, humane endotelne stanice
umbilikalne (pupcane) vene) stanica na Matrigelu, s ué¢incima vidljivim pri koncentracijama 5
— 10 uM (Albini i sur., 2006). Potencijalna angiopreventivna svojstva KSN-a ispitana su na
miSevima oralnom primjenom KSN-a u vodi za pic¢e. Kvantifikacija opsega angiogeneze
pokazala je da doze KSN-a od samo 2 uM u vodi za pi¢e izazivaju znacajnu inhibiciju
angiogeneze. Isto djelovanje KSN-a bez stetnih ucinaka zabiljezeno je pri dozama od ¢ak 200
uM, sto ukazuje na nisku toksi¢nost (Albini i sur., 2006). Brojni genski produkti regulirani NF-
kB utjecu na invaziju tumora, a ovaj nuklearni faktor takoder regulira aspekte upale i ekspresiju
brojnih kemokina i angiogenih faktora rasta. Albini i sur. (2006) dokazali su da KSN interferira
s viSestrukim signalnim putevima ukljucenim u aktivaciju endotelnih stanica kao odgovor na
angiogene ¢imbenike. Uoceno djelovanje KSN-a da inhibira kemotaksiju endotelnih stanica i
invaziju in vitro upucuje na potencijalni u¢inak KSN-a na stani¢nu pokretljivost. U istrazivanju
koje su proveli Henderson i sur. (2000), KSN je u dozama 2 — 10 uM ucinkovito inhibirao
enzime Kkoji aktiviraju karcinogene, a dokazana je i potencijalna aktivnost u prevenciji raka
uzrokovanog kemijskim karcinogenima (Miranda i sur., 2000). Takoder je zabiljezeno da KSN
znaajno inhibira produkciju dusikovog oksida (NO), slobodnog radikala ukljucenog u
karcinogenezu i angiogene procese, smanjenjem ekspresije iNOS-a (Zhao i sur., 2003).
Gerh&user i sur. (2006) dokazali su potencijalni angiostatski u¢inak KSN-a in vitro pomoc¢u
antiangiogenog testa zacjeljivanja rana. Rezultati istrazivanja kojeg su proveli Saito i sur.
(2018) pokazuju inhibiciju angiogeneze kod raka gusterace in vitro i in vivo primjenom KSN-
a U koncentracijama vis§im od 10 uM. U stani¢nim linijama raka gusterace (BXPC-3 i AsPC-1)
KSN je inaktivirao NF-«B te je inhibirao ekspresiju vaskularnog endotelnog faktora rasta (engl.

vascular endothelial growth factor, VEGF) i interleukina 8 (IL-8). Djelovanje KSN-a
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uzrokovalo je inhibiciju stvaranja cjev¢ica u in vitro modelu angiogeneze raka gusterace $to je
posljedi¢no uzrokovalo inhibiciju rasta tumora. Primjena KSN-a in vivo takoder je rezultirala
smanjenjem veli¢ine tumora. Benelli i sur. (2012) svojim su istrazivanjem pokazali da primjena
KSN-a inhibira angiogenezu kod akutne i kroni¢ne leukemije. Primjena KSN-a u drugim
vrstama raka (ukljucujuc¢i leukemiju, mijelom, sarkom i rak koze) takoder je uzrokovala
inhibiciju angiogenih markera (Girisa i sur., 2021). Kombinirana inhibicija faktora rasta i
signalnih dogadaja citokina pokazuje snazno antiangiogeno djelovanje KSN-a, a navedena

svojstva svrstavaju ga u potencijalne angiopreventivne tvari.

2.4.4. Antioksidacijsko djelovanje ksantohumola

Antioksidansi imaju vaznu ulogu u uklanjanju reaktivnih kisikovih radikala (engl. reactive
oxygen substance, ROS) i drugih radikala. Povecana proizvodnja ROS-a u uvjetima
oksidacijskog stresa dovodi do ostecenja DNA 1 doprinosi inicijaciji tumora. PoviSene razine
ROS-a povezane su s promicanjem tumora i mogu u konacénici dovesti do karcinogeneze.
Takoder, smatra se i da prekomjerna proizvodnja reaktivnih duSikovih radikala tijekom
infekcije 1 kroni¢ne upale uzrokuje osSte¢enje stanica i karcinogenezu (Ohshima i Bartsch,
1994). Provedeno je nekoliko razliCitih istrazivanja odnosno procjena antioksidacijskog
djelovanja KSN-a. KSN je pokazao visoko antioksidacijsko djelovanje u inhibiciji oksidacije
lipoproteina niske gusto¢e — LDL-a (engl. low density lipoprotein). Uspjesno je uklonio
reaktivne radikale ukljucuju¢i hidroksilne i peroksilne radikale, te je uspio inhibirati
proizvodnju superoksidnog aniona i dusikovog oksida (Gerhauser i sur., 2002). Rezultati
istrazivanja kojeg su proveli Gerhduser i sur. (2002) pokazali su da je KSN pokazao jace
djelovanje od spoja s potvrdenom antioksidacijskom aktivno$¢u — troloxa u koncentraciji od 1
uM, u uklanjanju hidroksilnih i peroksilnih radikala. KSN se takoder pokazao djelotvornim u
uklanjanju superoksidnih anionskih radikala nastalih ksantin oksidazom, bez izravne inhibicije
aktivnosti ksantin oksidaze (Gerhduser i sur., 2002). KSN je uspjesno inhibirao proizvodnju
NO induciranu lipopolisaharidom (engl. lipopolysaccharide, LPS) i INF-y u stani¢noj liniji
mis§jih makrofaga RAW 264.7 (Nowakowska, 2007). Takoder, dokazano je da KSN inhibira
ekspresiju gena koji kodiraju za iNOS, ciklooksigenazu 2 (COX-2), interleukine 6 (IL-6) i IL-
1pB. Pretpostavljeno je da bi glavni inhibitorni mehanizam mogao biti inaktivacija NF-xB
(Nowakowska, 2007). Rezultati istrazivanja potvrduju da prenilacija predstavlja klju¢nu
strukturnu modifikaciju KSN-a te u velikoj mjeri utjeCe na kemopreventivni potencijal ovog

spoja (Magalhaes i sur., 2009).
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2.4.5. Antigenotoksicno djelovanje ksantohumola

S obzirom da brojna provedena istrazivanja ukazuju na antioksidacijsku aktivnost KSN-a,
ukljucujuéi sposobnost uklanjanja slobodnih radikala te indukciju enzima za detoksikaciju, u
istrazivanju Plazar i sur. (2007) proucavani su i potencijalni antigenotoksi¢ni uc¢inci KSN-a.
Dokazano je inhibitorno djelovanje KSN-a na aktivnost razli¢itih enzima citokroma P450
(CYP) ukljucenih u aktivaciju karcinogena in vitro u mikrosomima jetre, $to ukazuje da KSN
moze inhibirati stvaranje genotoksi¢nih metabolita (Miranda i sur., 2000). Takoder, dokazano
je da KSN inducira aktivnost kinon reduktaze (QR), vaznog enzima uklju¢enog u detoksikaciju
reaktivnih metabolita, u stani¢noj liniji mi§jeg hepatoma (Hepalclc7) (Miranda i sur., 2000).
Plazar i sur. (2007) proveli su in vitro istrazivanje o moguc¢em protektivnom djelovanju KSN-
a koristec¢i stanice humanog hepatokarcinoma (HepG2) na genotoksi¢ne uc¢inke inducirane
prokarcinogenima (2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]kinolina (1Q) i benzo(a)pirena (BaP)) koji su
ovisni o metabolickoj aktivaciji posredovanoj citokromom P450. Takoder, praéeno je i
djelovanje KSN-a na genotoksi¢ne u¢inke koje inducira tert-butil hidroperoksid (tBOOH). Ovi
toksikanti uzrokuju ostecenje DNA pomocu dva razli¢ita mehanizma koji ukljucuju stvaranje
adukata nakon metabolic¢ke aktivacije prokarcinogena i oksidacijsko oste¢enje koje moze biti
rezultat spontanog stvaranja ROS-a ili metabolizma prokarcinogena. S obzirom da je tBOOH
snazni organski peroksid, djeluje na indukciju ROS-a i tako izravno uzrokuje oksidacijsko
oste¢enje DNA, dok se BaP i1 IQ metaboliziraju djelovanjem CYP1A u nukleofilne
intermedijere koji tvore DNA adukte. Rezultati su pokazali da KSN ucinkovito $titi HepG2
stanice inhibiraju¢i genotoksi¢ne ucinke IQ-a 1 tBOOH ve¢ pri najniZoj primijenjenoj
koncentraciji (0,01 uM). KSN je takoder u potpunosti zastitio HepG2 stanice od oste¢enja DNA
uzrokovanih BaP, inhibicijom metaboli¢kih reakcija potrebnih za stvaranje DNA-reaktivnih
metabolita (Plazar i sur., 2007). Isti autori 2008. godine proveli su sli¢no istrazivanje in vivo, a
rezultati su pokazali da KSN u potpunosti inhibira oSte¢enje DNA izazvano djelovanjem 1Q-a
i BaP-a (Plazar i sur., 2008). Zastitni u¢inci KSN-a na oste¢enja DNA izazvanih s tBOOH bili
su manje uc¢inkoviti. Ispitano je i potencijalno zastitno djelovanje KSN-a na oksidacijski stres.
Rezultati mjerenja ekspresije mMRNA pokazali su da nije doslo do povecanja ekspresije QR gena
te je zaklju¢eno da indukcija enzima klju¢nih u detoksikaciji nije mehanizam kojim KSN S§titi
DNA od genotoksi¢nih ksenobiotika (Plazar 1 sur., 2008). lako mehanizam antigenotoksi¢nog
djelovanja KSN-a nije u potpunosti razjasnjen, podaci ukazuju da pokazuje antigenotoksi¢ne

ucinke.

14



2.4.6. Antimikrobno i antiviralno djelovanje ksantohumola

Antimikrobno i antiviralno djelovanje ekstrakata dobivenih iz biljnog materijala uglavnom se
pripisuje sadrzaju bioloski aktivnih fenolnih spojeva prisutnih u biljci. Stoga, osim §to imaju
ulogu antioksidansa, polifenoli (posebno flavonoidi) imaju i antimikrobna svojstva (Arsene i
sur., 2015). Zbog znacajne bioloske aktivnosti posebno su proucavani prenilirani flavonoidi
(halkoni i flavanoni) ukljucujuéi i KSN. U istrazivanju kojeg su proveli Wang i sur. (2004)
KSN je uspjesno inhibirao citopatske u¢inke izazvane virusom humane imunodeficijencije tipa
1 (engl. human immunodeficiency virus-1, HIV-1) te se pokazao kao potencijalno
kemoterapijsko sredstvo protiv HIV-a. Antiviralno djelovanje KSN-a takoder je potvrdeno i
protiv dva tipa herpes simpleks virusa (HSV-1 i HSV-2) (Buckwold i sur., 2004) te je uspjesno
inhibirao virus hepatitisa C (Lou i sur., 2014). Rozalski i sur. (2013) izvijestili su o u¢inkovitom
antimikrobnom djelovanju KSN-a na bakterije Staphylococcus aureus i Streptococcus mutans.
Antimikrobna aktivnost KSN-a potvrdena je i primjenom sojeva bakterije Escherichia coli,
kvasaca Candida albicans i Rhodotorula rubra te nitaste gljive Alternaria sp. (Stompor i
Zarowska, 2016). KSN je pokazao antimikrobno djelovanje i na bakterije Bacteroides fragilis,
Clostridium perfringens i Clostridium difficile ukazujuéi na potencijalnu primjenu u lijecenju i
prevenciji infekcija uzrokovanih rezistentnim sojevima, posebno u bolni¢kim uvjetima
(Cermak i sur., 2017). Ekstrakt hmelja pokazao je antibakterijsko djelovanje na gram-pozitivne
bakterije Enterococcus, Bacillus subtilis te antifungalni u¢inak na Trichophyton interdigitale
(Lin i sur., 2019). Iako KSN pokazuje zna¢ajna antimikrobna svojstva, u istraZivanju kojeg su
proveli Hanske i sur. (2005) nije zabiljezen antimikroban ucinak na mikrobiotu crijeva Stakora
primjenom KSN-a in vivo. Provedena istrazivanja ukazuju na antiviralna svojstva KSN-a in
vitro i in vivo (Caplin i Chen, 2020). Antimikrobna svojstva KSN-a pripisuju se interferenciji
prenilne skupine s plazmatskom membranom bakterijskih stanica (Bartmanska i sur., 2018).
Osim pozeljnih terapijskih djelovanja, zanimanje za biljni otpad kao izvor spojeva s
antimikrobnim djelovanjem znacajno se povecalo iz ekoloskih 1 ekonomskih razloga.
Antimikrobni biljni spojevi koriste se kao djelatne tvari u razvoju antimikrobnih proizvoda, a
kemijski spojevi dobiveni iz hmelja dobar su izvor bioloski aktivnih tvari koje pokazuju

potencijalnu primjenu u razvoju antimikrobnih proizvoda (Arsene i sur., 2015).
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2.5.POTENCIJALNO ANTITUMORSKO DJELOVANJE
KSANTOHUMOLA NA POJEDINE ORGANE | ORGANSKE
SUSTAVE

2.5.1. Ksantohumol i rak pluca

Rak pluéa trenutno je vodeci uzrok smrtnosti uzrokovane rakom, sa stopom prezivljavanja od
15 % (Harish i sur., 2021). Postoje dvije osnovne vrste primarnog raka pluca: rak plu¢a malih
stanica (SCLC) koji ukljucuje 15 — 20 % ukupnih slu¢ajeva raka pluéa, i rak plué¢a ne-malih
stanica (NSCLC) koji ¢ini 80 — 85 % svih slucajeva raka plu¢a. Godisnje umire oko 1,4 od
ukupno 1,6 milijuna pacijenata oboljelih od raka pluca. Potreba za razvojem ucinkovitijih
terapija sve je veca, a razvoj novih vrsta ciljanih terapija temelji se na specificnim
mehanizmima uklju¢enim u karcinogenezu i progresiju tumora (Stawinska-Brych i sur., 2016).
Yong i sur. (2015) istrazivali su antitumorsko djelovanje KSN-a koriste¢i stani¢nu liniju
humanog adenokarcinoma pluca (A549) te proucavali u¢inak na proliferaciju stanica, indukciju
apoptoze, u¢inak na stanicni ciklus i aktivnost kaspaza. Rezultati su pokazali da KSN inhibira
stani¢nu proliferaciju 1 smanjuje prezivljavanje A549 stanica ovisno o primijenjenoj dozi i
vremenu izlozenosti, a vrijednosti 1Cso nakon 24 sata iznosile su 74,06 = 1,98 uM, nakon 48
sati 25,48 £ 0,30 uM i nakon 72 sata 13,50 + 0,82 uM. Izracunate ICsg vrijednosti usporedene
su s vrijednostima dobivenim primjenom stani¢ne linije humanih fetalnih pluénih fibroblasta
(MRC-5), te su one odredene za KSN na MRC-5 stanicama bile mnogo vece od vrijednosti ICsg
KSN-a na A549. 1z dobivenih rezultata zakljuceno je da je KSN manje toksican za normalne
stanice u usporedbi sa stanicama raka in vitro. A549 stanice tretirane KSN-om prou¢avane su
fazno-kontrastnim mikroskopom, te je uoceno da stanice tretirane KSN-om pokazuju svojstva
karakteristicna za stanice koje prolaze kroz apoptozu. Povecanje koncentracije KSN-a
rezultiralo je pove¢anjem postotka stanica u sub-G; fazi (stanice u apoptozi). Tretman A549
stanica KSN-om rezultirao je povecanjem aktivnosti kaspaza-3, -8 i -9. Sukladno dobivenim
rezultatima istrazivanja, Yong i sur. (2015) zakljucili su da bi KSN mogao imati selektivnu
toksi¢nost za stanice raka pluca. Stawinska-Brych 1 sur. (2016) ispitivali su u¢inak KSN-a na
dvije stani¢ne linije humanog adenokarcinoma pluc¢a — A549 i H1563. Ispitano je djelovanje
KSN-a na prezivljavanje stanica i inhibiciju stani¢ne proliferacije. Rezultati su pokazali vecu
osjetljivost A549 stanica u odnosu na H1563 stanice. Autori su utvrdili da je smanjenje
prezivljavanja stanica nakon primjene KSN-a izravno povezano s inhibicijom stani¢ne
proliferacije 1 sinteze DNA. NajizraZenija aktivnost ovog spoja zabiljeZena je pri dozi od 50
uM, $to je rezultiralo gotovo potpunom inhibicijom rasta A549 stanica (Stawinska-Brych i sur.,

2016). Uz navedena istrazivanja koja ukazuju na potencijal KSN-a kao aktivne tvari
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antikarcinogenog ucinka, pojedine znanstvene studije usmjerene su na pobolj$anje ucinaka
postojecéih terapeutika koji se koriste u lijeCenju raka pluc¢a (npr. cisplatina) tako da ih se
primjenjuje u kombinaciji s pojedinim polifenolima. Long i sur. (2019) svojim su istrazivanjima
pokazali da kotretman H1299 stanica s cisplatinom i KSN-om dovodi do potenciranja njihovog
pojedina¢nog antikarcinogenog ucinka. Ovo novo polje znanstvenih istrazivanja otvara

mogucénost razvoja ucinkovitijih terapijskih pristupa u lije¢enju karcinoma pluca.

2.5.2. Ksantohumol i leukemije

Leukemije su zlo¢udni tumori ovisni 0 angiogenezi koja je striktno ovisna o Akt/NF-xB
aktivaciji. Angiogeneza je povezana s rastom i metastaziranjem solidnih tumora, a povecane
razine angiogenih molekula mogu se koristiti kao pokazatelji karcinogeneze (Verstovsek i sur,
2002). Mi i sur. (2017) dokazali su potencijalno antitumorsko djelovanje KSN-a in vitro
koriste¢i humane stanice akutne mijelocitne leukemije (HL-60) tretirane KSN-om (1 — 50 uM)
tijekom 48 sati te je uo¢eno da KSN ovisno o dozi smanjuje prezivljavanje stanica HL-60.
Eliminacija tumorskih stanica obi¢no ovisi o indukciji apoptoze. Zabiljezeno je vise dokaza da
i neki od neapoptotickih puteva mogu doprinijeti smrti tumorskih stanica izazvanoj lijekovima
protiv raka. Dell'Eva i sur. (2007) istrazivali su ué¢inke KSN-a in vitro na stani¢nim linijama
kroni¢ne mijelocitne leukemije (MMG6 i U937) te na izoliranim HUVEC stanicama pacijenata
oboljelih od akutne i kroni¢ne mijelocitne leukemije. Rezultati su pokazali da KSN u
mikromolarnim koncentracijama inhibira in vitro proliferaciju, te je uoCena znacajna
apoptoticka aktivnost. Primjena KSN-a znacajno je inhibirala proliferaciju MM6, U937 i
HUVEC stanica in vitro u koncentracijama od ¢ak 2,5 uM. Tretman stanica MM6 i U937
tijekom 5, 15 ili 30 minuta s 10 ng/mL TNF-a doveo je do snazne aktivacije NF-«kB.
Predinkubacija tijekom 6 sati u prisutnosti 5 uM KSN-a znacajno je inhibirala ovu TNF-a
induciranu aktivaciju NF-kB. Pod istim uvjetima, KSN je takoder inhibirao Akt fosforilaciju.
Sesnaest sati primjene KSN-a znac¢ajno je smanjilo razine VEGF-o. U stani¢nim linijama na oko
50 % kontrolnih (miSja monoklonalna anti-B-tubulin protutijela) vrijednosti. Sukladno
dobivenim rezultatima, smatra se da bi KSN mogao inhibirati angiogene procese smanjenjem
izlu¢ivanja VEGF-a u leukemijskim stanicama. Harikumar i sur. (2008) istrazivali su u¢inke
KSN-a na razli¢ite stupnjeve u procesu aktivacije NF-xB, NF-kB regulacije genskih produkta
I NF-xB reguliranih stani¢nih odgovora na stanicama kroni¢ne mijelocitne leukemije (KBM-5)
1 stanicama multiplog mijeloma (U266). KSN je uspjesno inhibirao TNF-a induciranu invaziju

tumorskih stanica, a put aktivacije NF-xB povezan je s prezivljavanjem tumorskih stanica,
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proliferacijom, invazijom i angiogenezom (Harikumar i sur., 2008). S obzirom da KSN
pokazuje izravna i neizravna antiangiogena svojstva te istovremeno izravno inducira apoptozu
tumorskih stanica, postoji temelj za daljnja istrazivanja klinicke ucinkovitosti. Najnovija
istrazivanja upuc¢uju na KSN-om induciranu paraptozu kao dominantni put odumiranja stanica
leukemije (Mi i sur., 2017) te se, uz apoptotski put koji je Cesto predmetom znanstvenih

istrazivanja, treba obuhvatiti i druge oblike stani¢ne smrti potaknute KSN-om.

2.5.3. Ksantohumol i maligne bolesti probavnog sustava
2.5.3.1. Rak jetre

Hepatocelularni karcinom (engl. hepatocelullar carcinoma, HCC), odnosno primarni rak jetre,
jedan je od naj¢es¢ih malignih tumora u svijetu. HCC nastaje u uvjetima bolesti i ciroze jetre,
kada je oslabljena funkcija jetre. Pacijenti ¢esto ne mogu podnijeti operaciju ili konvencionalne
kemoterapeutike u dovoljno jakim dozama (Zhao i sur., 2016), a zbog Ceste neosjetljivosti
HCC-a na kemoterapeutike potrebno je istraziti nova potencijalna sredstva (Dorn i sur., 2010a).
Ho i sur. (2008) zabiljezili su inhibiciju proliferacije stanica humanog HCC-a uzrokovanu
apoptozom tumorskih stanica. Stani¢ne linije humanog HCC-a (ICso za HA22T/VG iznosi 166
+ 3 uM, a ICsp za Hep3B iznosi 108 + 5 uM), pokazale su vecu osjetljivost na KSN od stanicne
linije normalnih hepatocita misa (ICso za AMLI12 iznosi 211 £ 6 uM). U koncentraciji od 25
uM KSN je uspjesno inducirao apoptozu u dvije HCC stani¢ne linije (HepG2 1 Huh7) dok
primarni hepatociti nisu bili osjetljivi na djelovanje KSN-a in vitro u koncentracijama do 100
uM. Uspjesno je inhibirao proliferaciju i migraciju, kao i TNF induciranu aktivnost NF-kB 1
ekspresiju interleukina-8 u obje HCC stani¢ne linije (Dorn i sur., 2010a). Kunnimalaiyaan i sur.
(2015a) dokazali su antiproliferativne uc¢inke KSN-a na HCC stani¢nim linijama (HepG2,
Hep3B) te stani¢noj liniji humanog adenokarcinoma jetre (SK-Hep-1). Rezultati njihovog
istrazivanja pokazuju da KSN inhibira Notch signalni put, §to posljedicno uzrokuje inhibiciju
proliferacije i1 indukciju apoptoze stanica. Antitumorsko djelovanje KSN-a potvrdeno je
primjenom koncentracija od 200 uM tijekom 24 sata. Primjena KSN-a uzrokovala je inhibiciju
stani¢ne proliferacije i apoptozu stanica, a ekspresija NF-kB i citokroma ¢ bila je znacajno
inhibirana sa 100 — 150 uM KSN-a (Zhao i sur., 2016). Potencijalni hepatoprotektivni u¢inci
KSN-a ukljucuju djelovanje na aktivaciju zvjezdastih stanica jetre (HSC) koje imaju znacajnu
ulogu u razvoju fibroze jetre, a ciroza kao zavrs$ni stadij fibroze jetre, glavni je klinicki problem
u lije¢enju HCC-a (Weiskirchen 1 sur., 2015). KSN je uspjeSno inhibirao aktivaciju humanih
HSC in vitro pri koncentraciji od 5 uM KSN-a, a otkriveno je da KSN inhibira fibrozu jetre u

eksperimentalnim modelima ozljede jetre (Dorn i sur., 2010b). Dorn i sur. (2012) dokazali su
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da oralna primjena KSN-a (500 mg/kg.t.m.) znaéajno inhibira ekspresiju proupalnih i
profibrogenih jetrenih gena. Podaci dobiveni in vitro i in vivo istrazivanjima ukazuju na
potencijal KSN-a u sprjecavanju razvoja kroni¢ne bolesti jetre (ukljucujuci upalu jetre i
fibrozu), nastanka i napredovanja HCC-a. Znanstvenim istrazivanjima takoder su dokazani
terapeutski ucinci KSN-a u patogenezi akutne i kroni¢ne ozljede jetre (Weiskirchen i sur.,
2015). Drugi primarni tumori jetre poput fibrolamelarnog karcinoma, kolangiokarcinoma,
hepatoblastoma i angiosarkoma su neuobicajeni ili rijetki. Kolangiokarcinom (engl.
cholangiocarcinoma, CCA) ili rak epitela Zu¢nih kanala sporo napreduje bez specifi¢nih
simptoma i veéina pacijenata kojima je otkriven CCA obi¢no ima uznapredovali neizljecivi
stadij. Iako je relativno rijetke incidencije u ukupnoj pojavnosti tumora, po ucestalosti se nalazi
na drugom mjestu od svih tumora jetre, odmah iza HCC-a. Ovu bolest karakterizira
neregulirana proliferacija intrahepati¢nih ili ekstrahepati¢nih epitelnih stanica koje oblazu
zucne kanale. Postoji potencijal za razvoj terapija kroz razumijevanje unutarstanicnih puteva
koji ¢e doprinijeti poboljSanju prezivljavanja pacijenata oboljelih od CCA (Chung, 2015). KSN
je pokazao potencijalno antitumorsko djelovanje in vitro na humanim stani¢énim linijama CCA
(M214 i M139) te in vivo na modelu atimi¢nih BALB/c golih miSeva. Proliferacija CCA stanica
bila je inhibirana pri 20 uM i1 50 uM KSN-a, a oralna primjena 50 pM KSN-a u vodi za pice
miSevima inokuliranim s CCA dovela je do smanjenja rasta tumora (Dokduang i sur., 2016).
Walden i sur. (2017) dokazali su da KSN inhibira proliferaciju humanih CCA stanica (CCLP-
1, SG-231, CC-SW-1) i inducira apoptozu u modelima in vitro i in vivo. Inhibicija Notchl
signalizacije znaCajan je faktor u smanjenju rasta stanica humane stani¢ne linije CCA, a
inhibicija Notch-a primjenom KSN-a izazvala je smanjenje fosforilacije Akt ve¢ nakon 12 sati
tretmana pri koncentracijama KSN-a od 5, 10 i 15 uM. Pokazalo se da KSN smanjuje razvoj
CCA, a Thongchot 1 sur. (2019) svojim istrazivanjem dokazali su da hiperindukcija autofagije

izazvane djelovanjem KSN-a moze dovesti do apoptoze HCC stanica.

25.3.2.  Rak gusterace

Rak gusterace (engl. pancreatic cancer, PC) jedna je od najsmrtonosnijih zlo¢udnih bolesti s
ograni¢enim mogucnostima lijeCenja. Provedena istrazivanja ukazuju na ukljucenost veceg
broja signalnih puteva u razvoj, napredovanje i metastaziranje PC-a. Avila i Kissil (2013)
dokazali su da Notchl signalizacija igra vaznu ulogu u stani¢noj diferencijaciji, proliferaciji i
prezivljavanju stanica PC-a. Antiproliferativni u¢inak KSN-a na humane stani¢ne linije PC-a
(AsPC-1, PANC-1 i MIA PaCa-2) uocen je pri koncentracijama 5 — 30 uM tijekom 48 sati, a

takoder je zabiljeZeno da KSN uspjesno inhibira Notchl signalni put (Kunnimalaiyaan 1 sur.,
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2015b). Jiang i sur. (2015) istrazivali su u¢inke KSN-a na proliferaciju i tumorigenezu PC-a in
Vvitro na humanim stani¢nim linijama PC-a (PANCL1 i BxPC-3) te in vivo. Primjena KSN-a u
dozama 10 — 50 uM uzrokovala je inhibiciju proliferacije obje stani¢ne linije, a morfoloske
promjene PC stanica uocene su pri visokim dozama KSN-a (50 — 100 uM). In vivo istrazivanje
provedeno na modelu misa kojem su subkutano injektirane PANC-1 stanice, a koji su zatim
tretirani sa KSN-om u dozi od 25 mg/kg.t.m./dan, rezultiralo je inhibicijom proliferacije PANC-
1 stanica. Sukladno rezultatima KSN ima znacajan potencijal da postane terapeutsko rjesenje u
borbi protiv PC-a (Jiang i sur., 2015). Saito i sur. (2018) proucavali su ulogu NF-xB u
angiogenezi PC-a, klju¢nog transkripcijskog faktora uklju¢enog u proces rasta i metastaziranje
tumora, te utjecaj KSN-a na aktivaciju NF-kxB. Najprije su ispitali potencijalne
antiproliferativne u¢inke KSN-a in vitro na humanim stani¢nim linijama PC-a (BXPC-3, AsPC-
1 i MIA PaCa-2), a pri koncentracijama KSN-a < 10 uM doslo je do znacajne inhibicije
proliferacije u sve tri stani¢ne linije. Za odredivanje uc¢inaka KSN-a primjenom in vivo, Saito i
sur. (2018) razvili su model BxPC3 potkoznog ksenotransplantata na golim misevima. Nakon
§to su se tumori razvili, KSN (10 mg/kg.t.m./tjedan) je apliciran intraperitonealnom injekcijom
tijekom 5 tjedana te je znacajno inhibirao rast tumora 21 dan nakon tretmana. KSN je uspjes$no
inhibirao angiogenezu PC-a inhibicijom aktivacije NF-«kB in vitro i in vivo, a supresija NF-«xB
signalizacije uzrokovala je smanjenje produkcije glavnih angiogenih ¢imbenika VEGF i IL-8
(Saito i sur., 2018).

2.5.3.3. Rak debelog crijeva

Rak debelog crijeva (engl. colorectal cancer, CRC) pokazuje visok stupanj oboljelih i veliku
smrtnost, a s obzirom na oralni unos KSN-a, odnosno izravnu izlozenost gastrointestinalnog
trakta, ovaj spoj predstavlja veliki interes u lijeCenju raka debelog crijeva (Sastre-Serra i sur.,
2019). Antiproliferativno djelovanje KSN-a na humanu stani¢nu liniju CRC-a (HCT 116) in
vitro potvrdeno je aktivacijom kaspaza te indukcijom ekspresije obitelji Bcl-2 (engl. B-cell
lymphoma 2) proteina (Pan i sur., 2005). KSN je uspjesno inhibirao proliferaciju stani¢ne linije
CRC-a ovisno o dozi i trajanju izlozenosti, odnosno vrijednosti ICsgp smanjivale su se
poveéanjem vremena inkubacije (ICso iznosio je 4,1 uM, 3,6 uM i 2,6 uM nakon 24, 48
odnosno 72 sata). Rezultati ukazuju da indukcija apoptoze uzrokovana smanjenjem razine Bcl-
2 proteina i aktivacijom kaskade kaspaza moze doprinijeti kemopreventivnom i terapijskom
potencijalu KSN-a (Pan i sur., 2005). Hudcova i sur. (2014) istrazivali su u¢inke KSN-a na
humanim stani¢nim linijama CRC-a (HT-29 i SW620) te je potvrdeno da KSN inhibira
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proliferaciju stanica. Sastre-Serra i sur. (2019) takoder su potvrdili antiproliferativno djelovanje
KSN-a na SW620 stani¢nu liniju. Primjenom KSN-a pri koncentracijama 1 — 10 uM uspjesno
je inhibirana stani¢na proliferacija, a primjenom tijekom 48 sati doslo je do znacajnog
povecéanja proizvodnje ROS-a (Sastre-Serra i sur., 2019). Deregulacija glikolize Cesta je pojava
u humanom CRC-u, a Liu i sur. (2019) izvijestili su o prekomjernoj ekspresiji heksokinaze 2
(HK2) u humanim CRC tkivima i stani¢nim linijama (HT29 i HCT116) te pretpostavili da
blokiranje HK2 inhibira stani¢nu proliferaciju i rast tumora ksenografta. Primjena KSN-a u
koncentraciji od 2 pM uzrokovala je inhibiciju proliferacije CRC stani¢nih linija, a
antiproliferativno djelovanje potvrdeno je i smanjenjem rasta tumora in vivo na modelu
atimi¢nih golih miseva kojima su subkutano ubrizgane HT29 i HCT116 stanice. Rezultati su
pokazali da je prosje¢na veli¢ina tumora u kontrolnoj skupini bila 442 + 102 mm?3, dok je
prosjeéna veli¢ina tumora u skupini lijeenoj KSN-om bila 278 + 53 mm? (Liu i sur., 2019).
Supresija HK2 pokazala se kao glavni mehanizam djelovanja KSN-a, te je samim time
potencijalna molekularna meta u klini¢koj prevenciji i lije¢enju CRC-a. Scagliarini i sur. (2020)
dokazali su da KSN uzrokuje apoptozu u humanim stani¢nim linijama CRC-a (SW480, SW620
i HT29), na nacin ovisan o vremenu i koncentraciji te da bi koncentracije KSN-a ispod

vrijednosti ICsp mogle inducirati apoptozu i pojac¢ati odgovor na oste¢enje DNA.

2.5.4. Ksantohumol i maligne bolesti reproduktivnog sustava
2.5.4.1. Rakdojke

Rak dojke jedna je od najces¢ih neoplazmi medu Zenama, s visokim stupnjem oboljelih i
smrtnosti, te je povezan s djelovanjem hormonalnih disruptora kao relevantnih ¢imbenika rizika
za razvoj raka dojke. Modaliteti lijeCenja raka dojke ukljucuju operaciju, kemoterapiju te
hormonsku terapiju i terapiju zracenjem. NeuspjesSnost izljeCenja raka dojke uzrokovana je
razvojem rezistentnosti stanica raka na apoptozu izazvanu lijekovima, §to uzrokuje progresiju
raka u invazivne i metastatske fenotipove (Kang i sur., 2013). Identificirani su potencijalni
karcinogeneze, indukciju apoptoze i inhibiciju angiogeneze raka dojke, te potencijalna upotreba
KSN-a kao senzibilizatora kemoterapije i radioterapije (Kang i sur. 2013). Soares i sur. (2003)
istrazivali su ulogu 17B-estradiola (E2), predominantnog estrogena u regulaciji nekoliko
signalnih puteva u stani¢nim linijama raka dojke, te je zakljuceno da je alkalna fosfataza (ALP)
jedan od gena koji moze biti moduliran posredstvom E2. ALP defosforilira proteine ukljuc¢ene
u rast i diferencijaciju stanica, apoptozu i migraciju stanica (Guerreiro i sur., 2007), a estrogeni

djeluju na ekspresiju ALP gena u stani¢nim linijama raka vrata maternice i dojke, modulirajuci
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transkripciju ciljnih gena. Povecana ekspresija ALP-a u stanicama raka sugerira da bi ovaj
enzim mogao biti ukljucen u karcinogenezu (Yager i Davidson, 2006). Djelovanje KSN-a na
humanu stani¢nu liniju raka dojke (MCF-7) ovisnu o estrogenu, uzrokovalo je smanjenje
proliferacije stanica. Utjecaj KSN-a na modulaciju ALP-a moze biti relevantan za razvoj
terapijskih i preventivnih strategija protiv raka dojke (Guerreiro i sur., 2007). Monteiro i sur.
(2008) dokazali su antiproliferativne u¢inke KSN-a in vitro koriste¢i MCF-7 stani¢nu liniju, te
in vivo oralnom primjenom KSN-a koristeé¢i ksenotransplantate raka dojke u golim misevima.
KSN je inhibirao proliferaciju MCF-7 stanica primjenom u koncentracijama 1 — 100 uM
tijekom 24 1 72 sata, ovisno o dozi i vremenu izloZenosti. Pri koncentraciji od 50 uM KSN-a
tijekom 24 sata doslo je do smanjenja sinteze DNA. Oralno apliciran KSN misevima koji su
prethodno inokulirani MCF-7 stanicama rezultirala je srediSnjom nekrozom unutar tumora,
smanjenim brojem upalnih stanica, povecanim postotkom apoptotickih stanica i smanjenom
gusto¢om mikrozila, te je otkriveno znacajno smanjenje ekspresije i aktivnosti NF-xB u
tumorima dojke kod miSeva tretiranih KSN-om (Monteiro i sur., 2008). Kim i sur. (2013)
dokazali su inhibicijsko djelovanje KSN-a na rast i invazivnost tumorskih stanica na humanim
stani¢nim linijama MDA-MB-231 (ICsg iznosi 6,7 uM) i Hs578T (ICsq iznosi 4,78 uM). Yoo i
sur. (2014) promatrali su u¢inak KSN-a na stani¢ni rast MDA-MB-231 stanica tijekom 48 sati.
Doslo je do smanjenja stani¢nog rasta, a udio preZzivjelih stanica tretiranih s 10 1 20 pM KSN-
a znacajno se smanjio za 64,7 = 1,8 % odnosno 40,1 £ 1,8 %. Jedna od klinicki u¢inkovitih
strategija lijeCenja raka dojke ukljucuje kemoterapiju primjenom doksorubicina (DOX),
medutim ucinkovitost DOX-a ograni¢ena je njegovim nuspojavama i stvaranjem rezistencije,
Sto je glavni razlog neuspjeha lijecenja raka dojke (Tang i sur., 2016). Liu i sur. (2016)
istrazivali su osjetljivost humane stani¢ne linije raka dojke MCF-7 i MCF-7/ADR-linije
rezistentne na DOX primjenom KSN-a. Ispitan je u¢inak KSN-a na inhibiciju rasta, a dobiveni
rezultati pokazuju da je primjena KSN-a u koncentracijama 5 — 25 uM smanjila stani¢nu
proliferaciju i vijabilnost obje stani¢ne linije ovisno 0 koncentraciji i vremenu. Sposobnost
KSN-a da inhibira proliferaciju stanica raka dojke, zaustavi stani¢ni ciklus te inducira apoptozu
in vitro potvrdena je na MCF-7 i MDA-MB-231 stani¢nim linijama (Sun i sur., 2018). U
usporedbi s drugim obecavajué¢im fenolnim spojevima, kao $to su resveratrol (ICso iznosi 100
uM) ili kurkumin (ICsp iznosi 35 uM), KSN pokazuje mnogo ve¢i antiproliferativni u¢inak na

MCEF-7 stanice (Roehrer i sur., 2019).
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2.5.4.2.  Rak grlica maternice

Prema dostupnim podacima, 99,7 % svih tumora grlica maternice nastaje kao posljedica
infekcije humanim papiloma virusom (HPV), posebice HPV-16 i HPV-18, koje je Svjetska
zdravstvena organizacija (engl. World Heatlh Organization, WHO) identificirala kao
visokorizi¢ne karcinogene agense. HPV utjeCe na tjelesne stanice integracijom s genomom
domacina i inducirajuéi stanicnu deregulaciju (npr. poveéana sinteza DNA, proliferacija stanica
1 stani¢ni odgovor na faktore rasta i diferencijacije) Sto na kraju dovodi do razvoja raka grli¢a
maternice (Goémez i Santos, 2007). Yong i Malek (2015) dokazali su potencijalno antitumorsko
djelovanje KSN-a koriste¢i humanu stani¢nu liniju raka grlica maternice — CaSki. Rezultati su
pokazali inhibiciju vijabilnosti stanica povecanjem doze KSN-a i vremenom tretmana stanica.
KSN je inducirao apoptozu i smanjio stani¢nu proliferaciju CaSki stanica. Rezultati su pokazali
da stani¢na smrt uzrokovana KSN-om moze ukljucivati intrinzi¢ne i ekstrinziéne apoptotske
putove kao i zaustavljanje stanica u pojedinim fazama stani¢nog ciklusa te dokazuju da je KSN

mocan kemoterapijski kandidat za lijeCenje raka grli¢a maternice.

2.5.4.3. Rak jajnika

Rak jajnika najsmrtonosniji je ginekoloski malignitet. Zbog nemoguénosti ranog otkrivanja,
veéina slucajeva raka jajnika otkriva se tek u visokom stadiju §to rezultira niskom stopom
izljecenja od samo 15 — 20 %, stoga je kljucno identificirati alternativne strategije lijeCenja
(Watts 1 sur., 2008). Antiproliferativno djelovanje flavonoida hmelja, uklju¢uju¢i KSN,
dokazano je na humanoj stani¢noj liniji raka jajnika (A-2780), a KSN je uspje$no inhibirao
proliferaciju A-2780 stanica pri koncentraciji od 10 uM (Miranda i sur., 1999). Drenzek i sur.
(2011) proveli su istrazivanje potencijalnog antitumorskog djelovanja KSN-a na humanim
stani¢nim linijjama raka jajnika (SKOV3 1 OVCAR3). Tijekom Sest dana SKOV3 stanice
tretirane su KSN-om, a 4. i 6. dana uoCena je znacajna inhibicija stani¢ne proliferacije pri 20
uM i 30 uM KSN-a. Tretman OVCARS3 stanica KSN-om rezultirao je znac¢ajnom inhibicijom
rasta 4.1 6. dana pri 10 uM 1 20 uM. Otkrivena je visoka ekspresija Notchl u tumorima jajnika,
a pokazalo se da KSN inhibira rast i smanjuje transkripciju Notchl i ekspresiju proteina.
Dobiveni rezultati pokazali su da primjenom KSN-a dolazi do aktivacije apoptotickih
mehanizama, a s obzirom da je Notchl signalizacija aktivna kod raka jajnika, predstavlja
obecavajuci put za definiranje novi terapijskih meta u lijecenju raka jajnika (Drenzek 1 sur.,

2011).
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2.5.4.4. Rak prostate

Rak prostate (engl. prostate cancer, CaP) predstavlja znacajan zdravstveni problem za
muskarce diljem svijeta zbog slabog napretka u smanjenju stope oboljenja, a sve vazniji cilj
istrazivanja je identifikacija i upotreba novih spojeva za prevenciju raka. Koriste¢i humanu
stani¢nu liniju adenokarcinoma prostate (PC-3) Colgate i sur. (2007) dokazali su antitumorsko
djelovanje KSN-a u koncentraciji od 20 uM. Pri istoj koncentraciji zabiljezena je i inhibicija
stani¢ne proliferacije stanica benigne hiperplazije prostate (BPH-1). Utvrdeno je da KSN
znacajno inhibira vijabilnost i proliferaciju stanica, te da inhibicija NF-xB i indukcija apoptoze
mogu biti mehanizam kojim KSN djeluje antiproliferativno u hiperplaziji prostate, te
kemopreventivno u lije¢enju ranih stadija CaP-a (Colgate i sur., 2007). Deeb i sur. (2010)
dokazali su antitumorsko djelovanje KSN-a. Primjenom 40 uM KSN-a dokazali su inhibiciju
proliferacije i indukciju apoptoze u humanoj CaP stani¢noj liniji osjetljivoj na hormone
(LNCaP) te hormonsko-refraktornim (neosjetljivim na hormone) humanim CaP stani¢nim
linijama (C4-2, PC-3 i DU-145). Vene i sur. (2012) takoder su proveli istraZivanje djelovanja
KSN-a in vitro koriste¢i DU-145 i PC-3 stanice, te in vivo na modelu adenokarcinoma prostate
TRAMP transgenih miseva. Primjenom KSN-a u koncentracijama od 5 i 10 uM doslo je do
inhibicije stani¢ne proliferacije nakon 96 sati (ICso za KSN-a na DU-145 iznosio je 6,9 uM,
dok je za PC-3 stanice iznosio 9,8 uM). Antitumorsko djelovanje KSN-a ukljuéuje inhibiciju
stani¢nog rasta i pokretljivosti stanica, a in vivo primjena rezultirala je utjecajem na smanjenje
prosjecne tezine urogenitalnog trakta, odgadanjem napredne progresije tumora i inhibicijom
rasta slabo diferenciranog CaP-a. Kratkotrajnom primjenom KSN-a in vitro doslo je do
smanjenja fosforilacije Akt i aktivnosti NF-xB, koji in vivo moze specifi¢no inhibirati
proliferaciju uznapredovalih tumora prostate. Aktivacija Akt puta daje stanicama raka prednost
u prezivljavanju i rastu putem pozitivne regulacije NF-kB, povecane invazivnosti i
interferencije s apoptozom. Provedenim istrazivanjem in vitro otkriveno je da bi KSN kao
inhibitor Akt/NF-kB mogao postati novo terapijsko sredstvo za inhibiciju razvoja, progresije i
metastaziranja raka prostate (Vene i sur., 2012). Apoptoticko i citotoksicno djelovanje KSN-a
na CaP dokazali su Klosek i sur. (2016) koriste¢i androgen osjetljivu humanu LNCaP stani¢nu
liniju. Rezultati su pokazali da KSN pojacava citotoksi¢ne i apoptotske u¢inke TRAIL-a (engl.
tumour necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand TRAIL) in vitro te sugeriraju
da je KSN spoj koji ima potencijal za upotrebu u kemoprevenciji raka prostate zbog njegove

senzibilizacije stanica raka na apoptozu posredovanu TRAIL-om.
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2.5.5. Ksantohumol i maligne bolesti glave i vrata
2.5.5.1. Glioblastom

Glioblastom (engl. glioblastoma, GBM) najces¢i je tumor sredi$njeg ziv¢anog sustava kod
ljudi. Pokazuje izrazenu proliferaciju, otpornost na apoptozu i robusnu angiogenezu, sto ga ¢ini
vrlo agresivnim i invazivnim. Trenutne mogucénosti lijeCenja ukljuuju operaciju, terapiju
zraCenjem 1 kemoterapiju, ali nemaju znaCajan doprinos povecanju stope izljeCenja
(Sathornsumetee 1 Rich, 2008). Glavna ograni¢enja kemoterapije za lijeCenje GBM-a su
nemogucnost mnogih lijekova da produ krvno-mozdanu barijeru i njihova niska uc¢inkovitost u
indukciji apoptoze. Stoga je izbor ucinkovitih lijekova ogranic¢en, a hitno su potrebne nove
terapijske strategije. Sve je vise dokaza da nekoliko prirodnih spojeva iz biljaka mogu biti
korisni kemoterapeutski ili kemopreventivni agensi protiv raka, te postoje jasni dokazi da
strukturno razli¢iti flavonoidi mogu pro¢i krvno-mozdanu barijeru (Youdim i sur., 2004).
Pokazalo se da je KSN potencijalni kandidat za regulaciju upalnih odgovora u mozgu,
pokazujuéi protuupalno djelovanje u mikroglijalnim BV2 stanicama (Lee i sur., 2011). Festa 1
sur. (2011) proucavali su mehanizam kojim KSN-a inducira apoptozu u stanicama humanog
GBM-a. Dokazali su da KSN inhibira stani¢nu proliferaciju koriste¢i dvije stani¢ne linije
humanog GBM-a (T98G i U-87 MG) primjenom KSN-a u razli¢itim koncentracijama tijekom
48 sati, a 70 %-tno smanjenje vijabilnosti stanica obje stani¢ne linije zabiljeZeno je pri 50 uM
KSN-a. Takoder, pokazali su da KSN inducira depolarizaciju mitohondrija inhibirajuci
ekspresiju Bcl-2 i posljedi¢no uzrokujuci otpustanje citokroma c u citosol. KSN je uzrokovao
povecéanje proizvodnje ROS-a, §to se pokazalo zna¢ajno u induciranju apoptoze i aktiviranju
mitohondrijskog puta (Festa i sur., 2011). U dodatnom istrazivanju KSN je pokazao izrazZeniji
ucinak na T98G stanice visokog stupnja malignosti, u odnosu na U-87 MG stanice (Festa i sur.,
2013). Deregulacija aerobne glikolize i visoka ekspresija HK2 karakteristi¢ne su za velik broj
tumorskih stanica, uklju¢uju¢i GBM, §to dovodi do olakSane proliferacije, migracije 1 invazije
tumorskih stanica (Smith, 2000). Dokazano je da GBM stanice energiju proizvode prvenstveno
procesom glikolize umjesto oksidacijskom fosforilacijom, a inhibicija glikolize se predlaze kao
obecavajuca opcija lijeCenja GBM-a (Masui 1 sur., 2013). Yuan i sur. (2020) istrazivali su
potencijalno antitumorsko djelovanje KSN-a in vitro koriste¢i GBM stanice (U-87 MG, T98G
i LN-229) putem izravne inhibicije glikolize te in vivo koriste¢i misji model ksenografta. KSN
je inhibirao stani¢nu proliferaciju GBM stanica ve¢ pri 2 pM, smanjio razine HK2 u
mitohondrijskim frakcijama primjenom 5 uM KSN-a, te djelovao na inhibiciju glikolize.

Antitumorsko djelovanje KSN-a in vivo dokazali su koriste¢i misji model ksenografta
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subkutanom primjenom LN-229 i U-87 stanica u desni bok atimi¢nih Zenskih miSeva. Kada je
veli¢ina tumora dosegla oko 100 mm?, subkutano je primijenjen KSN (10 mg/kg.t.m./dan).
Primjena KSN-a znacajno je smanjila veli¢inu tumora. KSN pokazuje antitumorsko djelovanje

na nacin da smanjuje razinu HK2 1 povecava apoptozu u GBM stanicama djelovanjem na proces

glikolize (Yuan i sur., 2020).

2.5.5.2.  Rak stitnjace

Medularni rak Stitnjac¢e (engl. medullary thyroid cancer, MTC) predstavlja neuroendokrini
tumor (NET) koji potjece od C stanica Stitnjace koje proizvode kalcitonin i ¢ini 3 — 5 % svih
slu¢ajeva raka Stitnjace (Hahm i sur., 2001). Cook 1 sur. (2010) zabiljezili su zna€ajnu inhibiciju
proliferacije humane MTC stani¢ne linije primjenom 20 i 30 uM KSN-a nakon 4 dana primjene,
te pri svim dozama KSN-a nakon 6 dana, ukazujuci na potencijalno antitumorsko djelovanje
KSN-a. S obzirom na relativnu netoksi¢nost, KSN se pokazao kao dobar kandidat za dodatna
pretklini¢ka istraZivanja lije¢enja MTC-a (Cook 1 sur., 2010). Papilarni rak Stitnjace (engl.
papillary thyroid carcinoma, PTC) najces¢i je tip raka stitnjace koji ¢ini priblizno 80 % svih
tumora S$titnjace. TPC-1 je visoko proliferativna stani¢na linija izvedena iz PTC-a, s visokim
stupnjem diferencijacije (Trovisco i sur., 2007) koja se pokazala kao izvrstan model za analizu
signalnih puteva uklju¢enih u karcinogenezu stitnjace (Pilli i sur., 2009). Carvalho i sur. (2018)
istrazivali su antiproliferativno i citotoksi¢no djelovanje KSN-a in vitro, koristeéi stani¢nu
linjju TPC-1, a do znacajne inhibicije proliferacije stanica do$lo je primjenom KSN-a u
koncentraciji od 10 uM tijekom 48 sati, dok je citotoksi¢ni uc¢inak zabiljezen pri 100 uM KSN-
a. Smanjenjem postotka stanica u G: fazi i povecanju stanica u S fazi dokazano je da KSN
djeluje na zaustavljanje stani¢nog ciklusa te da moze inducirati aktivnost kaspaze-3 i kaspaze-

7 u TPC-1 stanicama, Sto je kljuan faktor u inhibiciji proliferacije stanica raka Stitnjace
(Carvalho i sur., 2018).

2.55.3. Rakgrkljana

Rak plocastih stanica grkljana (engl. laryngeal squamous cell carcinoma, LSCC) najces¢i je
maligni tumor glave 1 vrata u svijetu (Lionello 1 sur., 2012). U¢inkoviti tretmani raka imaju za
cilj unistiti ve¢inu diferenciranih tumorskih stanica, kao i tumorskih mati¢nih stanica, koje
imaju potencijal za proliferaciju i diferencijaciju. Medutim, tradicionalne terapije, ukljucujuéi
radioterapiju, kemoterapiju i imunoterapiju, unistavaju diferencirane tumorske stanice, ali ne i
tumorske mati¢ne stanice, Sto rezultira razvojem otpornosti tumorskih stanica na lijeenje 1

vracanjem bolesti (Yu 1 sur., 2013). Stawinska-Brych 1 sur. (2015) ispitivali su moguce ucinke
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i molekularne mehanizme antitumorskog djelovanja KSN-a na rak plocastih stanica grkljana.
Rezultati su pokazali da je KSN inducirao apoptozu u RK33 stanicama primjenom 1 uM KSN-
a, a u RK45 stanicama pri koncentraciji od 5 uM nakon 48 sati inkubacije. Takoder su ispitali
utjecaj KSN-a na proliferaciju nemalignih fibroblasta ljudske koze (HSF) i oligodendrocita
Stakora (OLN93), a te su stanice bile manje osjetljive na djelovanje KSN-a u usporedbi sa
tumorskim stanicama. Selektivno djelovanje na stanice pokazalo se kao bitno svojstvo u
prepoznavanja KSN-a kao potencijalnog antitumorskog sredstva (Stawinska-Brych i sur.,
2015). Zabiljezeno je da KSN inhibira stani¢nu proliferaciju i inducira promjene u distribuciji
stanica u stani¢nom ciklusu LSCC stanica $to sugerira da bi u¢inak KSN-a mogao biti povezan
s inhibicijom progresije stani¢nog ciklusa. Li i sur. (2016) dokazali su inhibiciju stani¢ne
proliferacije primjenom KSN-a u koncentracijama 30 — 50 uM tijekom 24, 48 1 72 sata koriste¢i
humanu stani¢nu liniju SCC-4 (rak plocastih stanica jezika). Rezultati su pokazali da je tretman
sa 30 i 40 uM KSN-a tijekom 48 sati znacajno inducirao apoptozu stanica SCC-4 u usporedbi
s kontrolom. Zatim su istrazivali u¢inak KSN-a na aktivnost kaspaze u LSCC stanicama.
Rezultati su pokazali da se aktivnost kaspaze-3, -8 i -9 znac¢ajno povecala nakon tretmana sa 30
1 40 uM KSN-a. Dokazano je da KSN moze uzrokovati inhibiciju proliferacije 1 indukciju
apoptoze, ali su potrebna opseznija istrazivanja koja ¢e pokazati stvarni potencijal KSN-a u

lijecenju raka grkljana (Li i sur., 2016).

2.5.6. Ksantohumol i melanom

Melanom je zlo¢udni tumor melanocita, stanica koje stvaraju melanin, a koje su prisutne u kozi,
oku te epitelu sluznica i mozdanih ovojnica. Pripada skupini najagresivnijih 1 najrezistentnijih
humanih tumora te je najbrze rastuca vrsta solidnog raka koji je obi¢no uzrokovan prevelikim
izlaganjem suncevom ultraljubi¢astom zracenju (Schadendorf i sur., 2018). Melanin je
jedinstveni pigmentirani biopolimer koji sintetiziraju melanociti, a pokazalo se da ima znacajnu
ulogu u progresiji melanoma. Koo i sur. (2008) istrazivali su melanogenezu izazvanu
izobutilmetilksantinom (IBMX) Koriste¢i stanice melanoma B16, a KSN je inhibirao
melanogenezu. Znacéajna inhibicija stanica uocena je pri 0,5 uM KSN-a, uz nisku citotoksi¢nost
pri u¢inkovitim koncentracijama. KSN je smanjio ekspresiju proteina i mRNA transkripcijskog
faktora povezanog s mikroftalmijom (MITF), glavnog regulatora transkripcije klju¢nih
melanogenih enzima. KSN bi mogao djelovati kao hipopigmentirajuci agens kroz smanjenje
MITF-a u cAMP-ovisnom melanogenom putu (Koo 1 sur., 2008). Zhang i sur. (2020) istrazivali
su potencijalno antitumorsko djelovanje KSN-a koriste¢i stani¢nu liniju mi$jeg melanoma B16-

F10. Otkrili su da KSN inducira apoptozu putem aktivacije ER-stresa te inhibira stani¢nu
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proliferaciju, zajedno s regulacijom proteinske kinaze aktivirane mitogenom. Agresivnost
melanoma veze se uz njegov visoki metastatski potencijal, a jetra je jedno od naj¢eséih mjesta
za visceralne metastaze. Unato¢ nedavnom napretku u terapiji melanoma, prognoza za
metastazirani melanom i dalje je losa (Tas, 2012). Seitz i sur. (2021) istrazivali su funkcionalne
ucinke KSN-a koriste¢i humane stani¢ne linije melanoma (Mel Ju i Mel Im) te in vivo koristeci
singeni¢ni model metastaza melanoma u jetri C57/BL6 miseva. Citotoksi¢ne ucinke in vitro
KSN je pokazao u rasponu doza 40 — 60 uM, te je inhibirao procese klju¢ne za rast tumora i
metastaze. Makroskopska analiza pokazala je manje metastaza na povrSini jetre miSeva
tretiranih sa KSN-om. Tezina jetre bila je znacajno niZa kod tretiranih miSeva. Rezultati
provedenih istrazivanja pokazuju da KSN djeluje antiproliferativno in vitro na stanice
melanoma te da znacajno inhibira in Vivo rast metastaza melanoma u jetri, Cine¢i ga

potencijalnim sredstvom u lijje¢enju melanoma (Seitz 1 sur., 2021).
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3. ZAKLJUCAK

Brojni biljni metaboliti prepoznati su kao potencijalno bioaktivni spojevi, a posljednjih

nekoliko godina KSN je postao predmetom brojnih istrazivanja koja su potvrdila njegov

pozitivan uc¢inak na ljudsko zdravlje.

1.

Bioraspolozivost oralno primijenjenog KSN-a pokazala se niskom, a MTD za KSN iznosi
vise od 1000 mg/kg.t.m./dan. In vivo i in vitro studije nisu zabiljeZile Stetne ucinke KSN-a.
Bioaktivno djelovanje KSN-a se povezuje uz njegov visoki antioksidacijski potencijal,
odnosno sposobnost uklanjanja i inhibiciju proizvodnje slobodnih radikala.

Djelovanjem na aktivaciju, migraciju i invaziju endotelnih stanica, KSN se pokazao kao
snazna antiangiogena tvar U in vitro te in vivo studijama.

KSN moZe inhibirati stvaranje genotoksi¢nih metabolita te inducirati detoksikaciju
reaktivnih metabolita. Istiu se antivirusna i antifungalna svojstva KSN-a, a interferencijom
prenilne skupine s plazmatskom membranom stanica KSN pokazuje antibakterijska
svojstva.

Antitumorsko djelovanje KSN-a dokazano je primjenom razli¢itih tumorskih stanica in
vitro te u in vivo modelima. KSN inhibira proliferaciju i vijabilnost tumorskih stanica,
angiogenezu te invaziju 1 metastaziranje razliitih tumorskih stanica. Uzrokuje
zaustavljanje stani¢nog ciklusa i inducira apoptozu u tumorskim stanicama modulacijom
razli¢itih onkogenih signalnih puteva.

lako KSN pokazuje visoki terapijski potencijal u dosadasnjim istrazivanjima, potrebno je
provesti opseznije testove bioraspolozivosti KSN-a i njegovih metabolita, te ispitati
farmakokineticke 1 farmakodinamicke parametre kako bi se omogucila daljnja pretklinicka

istrazivanja potencijalne upotrebe KSN-a kao terapijskog sredstva.
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