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1.UVvOD

Bioloska aktivnost je sposobnost pojedinog molekularnog entiteta da postigne odredeni
bioloski uc¢inak. BioloSki aktivni spojevi definirani su kao esencijalni i neesencijalni spojevi
(npr. vitamini ili polifenoli) koje nalazimo u prirodi, dio su hranidbenog lanca te imaju utjecaj
na ljudsko zdravlje (Biesalski i sur., 2009). Takvi kemijski spojevi Cesto se klasificiraju kao
fitokemikalije. Neke od vaznih bioloski aktivnih tvari koje imaju zdravstvene ucinke ukljucuju
polifenole, glukozinolate, fitosterole, tokoferole, karotenoide. Njihova uloga je da posjeduju
antioksidacijsko djelovanje, a u¢inak fenolnih spojeva na ljudski organizam ispoljava se kroz
nekoliko mehanizama: uklanjanje slobodnih radikala (antioksidacijski ucinak), zastita i
regeneracija drugih antioksidanasa (npr. vitamin E) i kelirajuca aktivnost (vezu se na metalne
ione i tako inhibiraju njihovu apsorpciju i iskoristavanje) (Zlabur i sur., 2018). Uz navedeno
polifenolima se pripisuju visestruki farmakoloski uéinci poput protuupalnog, antibiotskog,
antiseptickog, antialergijskog, kardioprotektivnog i antitumorskog djelovanja. Obzirom da je
disregulacija procesa smrti ukljuena u etiopatologiju razli¢itth bolesti (npr.
neurodegenerativne bolesti, karcinom), polifenoli koji djeluju i kao regulatori stani¢ne smrti
mogli bi se Kkoristiti kao nova sredstva njihova lijecenja (Chimento i sur., 2023). Neki od oblika
staniéne smrti su nekroza i nekroptoza, autofagija, apoptoza, anoikis, entoza, piroptoza,

mitotska katastrofa, NEToza, partanatoza i dr (Miletic¢ i sur., 2021).

Autofagija je glavni unutarstani¢ni sustav razgradnje kojim se citoplazmatski materijali (topivi
proteini, oSteCeni proteini 1 organele, ribosomi, unutarstanicni patogeni 1 strana tijela)
dostavljaju i razgraduju u lizosomima. Svrha autofagije nije samo eliminacija tvari, ve¢ takoder
ima vaznu ulogu u prezivljavanju i odrzavanju homeostaze stanica, jer razgradnja
unutarstanicnih komponenti osigurava stanicama energiju potrebnu za osnovne stani¢ne
funkcije. Disfunkcija ovog procesa tako doprinosi razvoju mnogih ljudskih bolesti (Ichimiya i
sur., 2020).

Apoptoza tj. programirana stani¢na smrt Se smatra vitalnom komponentom raznih fizioloskih
procesa. Disregulacija apoptoze uzrokuje neurodegenerativne bolesti, ishemijska oStecenja,
autoimune poremecaje i mnoge vrste raka. Kontrola procesa stani¢ne diobe i smrti vrlo je vazna

zbog svog ogromnog terapeutskog potencijala. Apoptoza se normalno javlja tijekom razvoja i



starenja i kao homeostatski mehanizam za odrzavanje razine stani¢ne populacije u tkivima

(Elmore, 2007).

Cilj ovog rada je bio istraziti utjecaj resveratrola (RSV) na indukciju stani¢ne smrti (autofagija,
apoptoza) u kulturi stanica ovarija (CHO-K1 stani¢na linija - Chinese Hamster Ovary) i
keratinocitima (HaCaT stani¢na linija). Takoder je pradena proliferacija stanica i vijabilnost
pomoc¢u metoda Neutral Red i Trypan Blue. Recentne studije su pokazale kako pojedini
bioorganometalni spojevi koji nose ferocenilnu skupinu pokazuju bolja farmakokineticka
svojstva i izrazeniju aktivnost u odnosu na ishodne molekule, stoga je u nastavku ovog
istrazivanja dodatno provedena bioloska evaluacija ferocenom modificiranog polifenola — RF-

a.

2. TEORIJSKI DIO

2.1. STANICNA SMRT

Stani¢na smrt je kljuéni proces ukljucen u niz bioloskih mehanizama koji kontroliraju razvoj,
homeostazu te imunolosku regulaciju viSestani¢nih organizama, a neravnoteza tih mehanizama
povezana je s brojnim bolestima. Stani¢na smrt moze se klasificirati prema morfoloskim
kriterijima u npr. apoptozu, nekrozu, autofagiju ili smrt povezanu s mitotickom katastrofom.
Osim toga, stani¢na smrt moZe se identificirati na temelju biokemijskih mehanizama koji
ukljucuju aktivaciju razli¢itih klasa specifi¢nih enzima (proteaze, nukleaze i kaspaze) i prema
prisutnosti odredenih molekula stani¢ne povrSine ili otpustanju topivih medijatora (imunogena

ili neimunogena stani¢na smrt) (Giampietri i sur., 2014).

Programirana stani¢na smrt (PCD — engl. Programmed Cell Death) temeljni je bioloski proces
koji je evolucijski visoko ocuvan. Kod razvoja viSestani¢nih organizama je potrebna za
uklanjanje nepotrebnih ili viska stanica tijekom formiranja uzorka tkiva i za odrzavanje
homeostaza tkiva. Takoder, PCD ima ulogu u uklanjanju abnormalnih ili o$te¢enih stanica kao

i onih koje su zarazene patogenima (Denton i sur., 2012).

Zbog nedostatka jasne definiranosti kada je stanica mrtva, NCCD (NCCD - engl. The
Nomenclature Committee on Cell Death; Odbor za nomenklaturu stani¢ne smrti) definira da se
stanica treba smatrati mrtvom kada je ispunjen jedan od sljede¢ih molekularnih ili morfoloskih
kriterija: 1) stanica je izgubila cjelovitost svoje citoplazmatske membrane, definirano
ugradnjom vitalnih boja in vitro; 2) stanica, ukljucuju¢i njezinu jezgru, prosla je potpunu
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fragmentaciju u diskretna tijela (koja su Cesto nazivaju apoptoticka tjelesca); 1/ili 3) ve¢ je u
tijeku postupak uklanjanja (fagocitiranje) mrtvih stanica (ili njihovih fragmenata) od strane
susjednih stanica in vivo (Kroemer i sur., 2009).

Stani¢na smrt moze se definirati kao nepovratni gubitak integriteta citoplazmatske membrane.
Moze se razlikovati niz razli¢itih tipova stani¢ne smrti, ukljuujuci programiranu stani¢nu smrt,
koja je posredovana Vvisoko reguliranim unutarstani¢nim programom ili nekrozu (rezultat
odumiranja stanica izazvanog razli¢itim uzrocima: toksini, hipoksija, ekstremne temperaturne
razlike, zivotinjski otrovi (kukci, zmije, pauci), djelovanje virusa, traumatska stanja). Apoptoza
I autofagija su neovisni oblici programirane stani¢ne smrti. S druge strane, nekroza se opisuje
kao nekontrolirana, iznenadna i pasivna vrsta stani¢ne smrti. Osim toga, novi oblik nekroze,
nazvan nekroptoza, je nedavno opisan kao alternativni oblik programirane stani¢ne smrti.
Razliciti tipovi stani¢ne smrti imaju pozitivne ucinke na organizam koji ukljucuju odrzavanje
funkcije epitelnog tkiva, uniStavanje mikroorganizama, izazivanje imunoloskog odgovora,
obnavljanje, odnosno recikliranje bioloskih makromolekula, unutarstani¢nu signalizaciju i

ocuvanje genomskog integriteta (Niemann i Rohrbach, 2016).

2.1.1. Autofagija

Samo ime dolazi od gréke rijeci autophagos (auto = sam + phagein = jesti). U uZzem smislu, to
je katabolicki proces koji rezultira razgradnjom stani¢nih komponenti unutar lizosoma/vakuole
tijekom kojih se recikliraju makromolekule §to omogucuje stanici preZivljavanje u stresnim

uvjetima prilikom nedostatka hranjivih tvari.

Autofagija je op¢i izraz za degradaciju citoplazmatskih komponenti unutar lizosoma. Pokrece
se kao odgovor na stani¢ni stres, npr. nedostatak hranjivih sastojaka ili faktora rasta, nedostatak
energije. Autofagija zahtijeva formiranje autofagosoma (dvomembranska vezikula) koji zatim
svoj sadrzaj predaje lizosomu (kod sisavaca), odnosno vakuoli (kod kvasaca i biljaka) unutar
kojih dolazi do razgradnje. U slucaju nedostatka hranjivih tvari, autofagijom se neselektivno
kataboliziraju citoplazmatske komponente obavijaju¢i ih i razgraduju¢i unutar autofagosoma
(Murati i sur., 2022). Medutim, nedavna istrazivanja jasno su pokazala da autofagija ima vecu
raznolikost fizioloSkih uloga od oc¢ekivanih, kao $to su prilagodba na gladovanje, ,,CiS¢enje*
unutarstanicnih ~ proteina 1 organela, razvoj, zaustavljanje starenja, eliminacija
mikroorganizama, stani¢na smrt, supresija tumora i prezentacija antigena. Postoje tri vrste
autofagije: makroautofagija, mikroautofagija i autofagija posredovana Saperonom (Mizushima,
2005).



Prekomjerna autofagija moze biti Stetna za stanice. Znanstvenim studijama ipak je utvrdeno da
je razina autofagije strogo kontrolirana in vivo; izrazita autofagna aktivnost ili totalna proteoliza
nije odrziva, a smanjuje se tijekom dugotrajnog gladovanja. Autofagija se sastoji od nekoliko
uzastopnih koraka: sekvestracija, razgradnja i recikliranje stani¢nih komponenti. Svaki korak

ima razliCite funkcije u nizu stani¢nih fizioloskih procesa (Mizushima, 2007).

Shen i Codogno (2011) predlozili su da se za definiranje stani¢ne smrti autofagijom trebaju
ispuniti sljedeca tri kriterija: 1) stanicna smrt se dogada neovisno o apoptozi; 2) dolazi do
povecanja autofagijskog fluksa, a ne samo povecanja markera autofagije; 1 3) zaustavljanje

procesa autofagije specifi¢nim inhibitorima moze sprijeciti stani¢nu smrt (Denton i sur., 2012).

Modulacija procesa autofagije identificirana je kao potencijalna terapija u lijeenju odredenih
bolesti poput karcinoma. Mnogi aktivatori autofagije su u pretklinickim studijama ili klinickim
ispitivanjima, a nekoliko ih je veé, u kombinaciji s drugim konvencionalnim terapijama,

odobreno za klini¢ku upotrebu (Murati i sur., 2022).

2.1.2. Apoptoza

Apoptoza je oblik programirane stani¢ne smrti koja je posredovana skupinom specijaliziranih
enzima za cijepanje proteina nazvanih kaspaze. 1970.-ih godina Kerr, Wyllie i Currie prvi su
identificirali jedinstvenu morfologiju ovog oblika stani¢ne smrti (Kerr i sur., 1972). Kasnija
istrazivanja Horvitza i suradnika na nematodama Caenorhabditis elegans pokazali su da je
apoptoza programirana stani¢na smrt kontrolirana genima (Hengartner i Horvitz, 1994; Ellis i
Horvitz, 1986).

Apoptoza je vazan mehanizam svojstven vecini stanica. Aktivira se kada stanica ostane bez
bitnih ¢imbenika za prezivljavanje. S druge strane, apoptoza moze biti inducirana, bilo
izazivanjem tezih stani¢nih oStecenja ili kao odgovor na izvanstani¢ne signale koji se prenose
specificnim signalnim putevima (Mileti¢ i sur., 2021). Apoptozu karakterizira piknoza,
ispupcenje dijelova stanicne membrane (protruzija), formiranje apoptotskih tjeleSaca,
fragmentacija DNA te kondenzacija kromatina (Tang i sur., 2019). Temeljni apoptotski
enzimski sustav sastoji se od kaspaza koje se Klasificiraju u dvije glavne kategorije:
inicijatorske kaspaze i egzekutorske tj. efektorske kaspaze. Kaspaze su u citoplazmi stanice
prisutne u obliku zimogena odnosno inaktivnih preteca koje se nazivaju prokaspaze. Apoptotski
podrazaji induciraju aktivaciju jedne ili viSe inicijatorskih kaspaza preko specificnih

oligomerizacijskih platformi. Inicijatori zatim pokrecu kaskadnu proteolitiCku stimulaciju
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zimogena efektorskih kaspaza. Aktivirani enzimi pokrecu izvrSenje programa apoptoti¢ke smrti

cijepanjem velikog broja kriti¢nih proteina unutar stanice (Ashkenazi i Salvesen, 2014).

Apoptoza se normalno odvija tijekom razvoja i starenja kao homeostatski mehanizam za
odrzavanje razine stani¢ne populacije u tkivima. Javlja se i kao obrambeni mehanizam kod
imunoloskih reakcija (Norbury i Hickson, 2001). Iako postoji veliki broj podrazaja i stanja,
kako fizioloSkih tako i1 patoloskih, koji mogu potaknuti apoptozu, nece sve stanice nuzno
umrijeti kao odgovor na isti podrazaj. Zracenje ili lijekovi koji se koriste za kemoterapiju raka
rezultiraju oSte¢enjem DNA u nekim stanicama, §to moze dovesti do apoptoticke smrti kroz put
ovisan 0 p53. Neki hormoni, npr. kortikosteroidi, mogu dovesti do apoptoticke smrti u nekim

stanicama iako druge stanice nisu zahvacene ili stimulirane (Elmore, 2007).

Postoje dva glavna puta aktivacije apoptoze - intrinzi¢ni i ekstrinzi¢ni put. Intrinziéni ili
mitohondrijski put reguliran je proteinima obitelji Bcl-2. Aktivaciju ovog puta poti¢u ¢imbenici
koji nastaju unutar stanice kao rezultat stani¢noga stresa (npr. virusna infekcija, slobodni
radikali, iscrpljivanje faktora rasta, ionizirajuce zracenje). Ekstrinzi¢ni put ili put posredovan
receptorima smrti, prima i obraduje izvanstani¢ne signale koji induciraju smrt i koji djeluju
preko tih receptora na povrsini stanica. Ekstrinzi¢ni put apoptoze aktiviraju molekule koje
pripadaju skupini ¢imbenika nekroze tumora (TNF - engl. tumor necrosis factor), u obliku su
homotrimera te se mogu vezati za TNFR (engl. tumor necrosis factor receptor) na membrani
stanice (Mileti¢ i sur., 2021; Ashkenazi i Salvesen, 2014).

Vazno je razlikovati apoptozu od nekroze, dva procesa koji se mogu odvijati neovisno,
uzastopno, ali i istovremeno. U malim dozama, razliciti Stetni podrazaji kao Sto su toplina,
zracenje, hipoksija 1 citotoksi¢ni lijekovi protiv raka mogu potaknuti apoptozu, ali ti isti

podrazaji mogu rezultirati nekrozom pri ve¢im dozama (Elmore, 2007).

2.2. BIOLOSKA AKTIVNOST RESVERATROLA

RSV (3,5,4'-trihidroksi-trans-stilben) pripada skupini neflavonoidnih polifenola - stilbena, koja
posjeduje dva fenolna prstena medusobno povezana etilenskim mostom. Kemijska struktura
RSV-a identificirana je u dva izomerna oblika, cis- i trans-RSV (Slika 1). Trans-RSV je bijeli
prah ¢ija molarna masa iznosi 228,25 g mol™?, a temperatura taliita mu je izmedu 253-255 °C,
komercijalno je dostupan, a cis oblik se moze dobiti UV zraCenjem (Aggarwal i sur., 2004).
Glavni prehrambeni izvori RSV-a su brusnice, kakao, grozde, Sljive, kikiriki, pistacije te bijela

i crvena vina. Glavne bioloske aktivnosti RSV su inhibicija peroksidacije lipida, kelacija bakra,
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uklanjanje slobodnih radikala, promjena sinteze eikosanoida, inhibicija agregacije trombocita,
protuupalno djelovanje, vazorelaksirajuéa aktivnost, modulacija metabolizma lipida,

antikancerogeno djelovanje i estrogena aktivnost (Bhat i sur., 2001).

OH

HO
-
OH

HO OH

cis-Resveratrol trans-Resveratrol

Slika 1. Kemijska struktura resveratrola (RSV) (cis- i trans- oblik) (Salehi i sur., 2018)

RSV se sve vise istrazuje zbog svoje aktivnosti u lije¢enju mnogih bolesti, ukljucujuci bolesti
srca i rak, te zbog svoje niske in vivo toksi¢nosti. Korisna svojstva prisutnih fenolnih spojeva u
grozdu i vinu prouCavana su nakon otkrica “francuskog paradoksa”. Vjeruje se da je u
odredenim dijelovima Francuske stopa smrtnosti uzrokovana bolestima koronarnih arterija niza
unato¢ relativno visokom unosu masti U ljudskoj prehrani. Ova Cinjenica je povezana s
konzumacijom crnog vina koje sadrzi RSV (1,5-3,0 mg L crnog vina). Dakle, pokazalo se da
konzumacija crnog vina smanjuje rizik od kroni¢nih bolesti kao $to su ateroskleroza, upale i
kardiovaskularne bolesti. Uz to, zanimljivi su u¢inci ovog spoja na zivotni vijek kvasaca i muha,
implicirajuci njegov potencijal u usporavanju starenja te u lije¢enju ljudskih bolesti povezanih

sa starenjem (Gambini i sur., 2015).

Zbog svojih fizikalno-kemijskih svojstava, RSV moze pasivnom difuzijom prolaziti stani¢ne
membrane i vezati se na unutrastani¢ne receptore ili ulaziti u interakciju s membranskim
receptorima. Iz tog razloga, mehanizam djelovanja na stani¢noj razini moze se pokrenuti

aktiviranjem razlic¢itih signalnih putova (Gambini i sur., 2015).



2.2.1. Protuupalni ucinci resveratrola

Upala je kljucna za patologiju raznih bolesti ukljucujuéi artritis, Crohnovu bolest 1 psorijazu, a
moze imati i ulogu u razvoju kardiovaskularnih bolesti i raka. Ciklooksigenaza (COX) je enzim
vazan u stvaranju upalnog odgovora, a sudjeluje u pretvorbi arahidonske kiseline u
prostaglandine, kemijske spojeve koji imaju srediSnju ulogu u upalnom procesu. Postoje dva
oblika ciklooksigenaze: konstitutivna COX-1 i inducibilna COX-2. Rezultati brojnih
znanstvenih studija upucuju na povezanost protuupalnih svojstava RSV-a s regulacijom
signalnih puteva u stanicama, a najznacajnijim u¢inkom smatra se inhibicija puta arahidonske
kiseline, konkretnije djelovanje na aktivnost COX-2 (Subbaramaiah i sur., 1998). RSV
znacajno smanjuje 1 akutne 1 kroni¢ne kemijski inducirane edeme, upale diSnih puteva
uzrokovane lipopolisaharidima 1 osteoartritis, a pomaze i u sprjecavanju odbacivanja
transplantata. Intravenozno dani RSV smanjuje upalu izazvanu ishemijom/reperfuzijom,
oksidansima generiranim hipoksantin/ksantin oksidazom (HX/XO) ili faktorom aktivacije
trombocita. RSV bi mogao predstavljati alternativu trenutnim tretmanima za kronic¢ne upale jer
dugotrajna uporaba aspirina moze oStetiti sluznice Zeluca, a selektivni COX-2 inhibitori
razvijeni za izbjegavanje ovog problema povezani su s kardiovaskularnim komplikacijama
(Baur i Sinclair, 2006).

Inhibicija aktivnosti prostaglandina moze biti djelomi¢no odgovorna za kemopreventivni i
kardioprotektivni u¢inak RSV-a. RSV ovisno o dozi inhibira lipopolisaharidom induciranu
proizvodnju prostaglandina E2 (PGEZ2) u humanim leukocitima periferne krvi (Richard i sur.,
2005), dok in vivo RSV znac¢ajno smanjuje povisene razine prostaglandina D2 (PGD2) u $takora
(Candelario-Jalil i sur., 2007). U modelima in vitro i in vivo, RSV je smanjio ekspresiju COX-
2. RSV takoder smanjuje ekspresiju upalnih citokina, kao §to su ¢imbenik nekroze tumora o
(TNF-a) i interleukin-1p (IL-1B). Nuklearni faktor-kB (NF-«B), faktor transkripcije, regulira
gene ukljuéene u upalu i tumorigenezu. Moguéi mehanizam kojim RSV ispoljava svoje
protuupalno djelovanje je inhibicija aktivnosti NF-xB. Inhibicija TNF-inducirane NF-«xB
aktivacije RSV-om uocena je u nekoliko stani¢nih linija. Manna i suradnici (2000) utvrdili su
da RSV inhibira TNF induciranu NF-kB aktivaciju. RSV takoder sprje¢ava TNF induciranu
fosforilaciju 1 nuklearnu translokaciju podjedinice p65 NF-kB. Sprjecava aktivnost NF-kB
blokiranjem vezanja NF-kB na DNA i inhibiranjem aktivnosti IkB kinaze (IKK) (Holmes-
McNary i Baldwin, 2000).



2.2.2. Antioksidacijsko djelovanje resveratrola

Oksidacijski stres je stanje uzrokovano neravnotezom izmedu proizvodnje i eliminacije
reaktivnih kisikovih vrsta (ROS — engl. Reactive Oxygen Species) u stanicama i tkivima
(Pizzino i sur., 2017). Oksidacijska oste¢enja uklju¢ena su u patogenezu mnogih vaznih bolesti,
poput dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti, neurodegenerativnih bolesti i raka, a takoder

povezuju se i S procesom starenja.

ROS imaju ulogu u inicijaciji i napredovanju raka putem izravnog oste¢enja DNA i ostalih
makromolekula. RSV ima intrinzi¢ni antioksidacijski kapacitet koji bi mogao biti povezan s
njegovim kemopreventivnim u¢incima. In vivo je dokazano da RSV povecava antioksidacijski

kapacitet plazme i smanjuje peroksidaciju lipida (Baur i Sinclair, 2006).

Antioksidacijsko djelovanje fenolnih spojeva povezuje se upravo s njihovom aromatskom
strukturom koja omogucéava delokalizaciju elektrona i postojanje viSe rezonantnih oblika, dok
hidroksilne skupine imaju sposobnost doniranja vodikovih atoma ili elektrona Sto dovodi do
inaktivacije slobodnih radikala te zaustavljanja lanc¢anih oksidacijskih reakcija (Mikolaj, 2019).
RSV sadrzi dvije aromatske skupine medusobno povezane etilenskim mostom. Kao
antioksidans, RSV moze odgoditi i/ili sprijediti oStecenje stanica i bolesti izazvane
oksidacijskim stresom. Pretjerano oSteéenje stanica izazvano oksidacijskim stresom moze
potaknuti stani¢nu smrt - apoptozu. Dokazano je da RSV inhibira ROS-om induciranu apoptozu
u nizu stani¢nih linija. Oksidacija lipoproteina niske gustoce (LDL) vaZan je dogadaj u razvoju
ove bolesti. In vivo, RSV u koncentraciji 10 pmol L™ je inhibirao LDL oksidaciju kataliziranu
bakrom u dva zdrava ¢ovjeka za 81 % odnosno 70 % (Frankel i sur., 1993). Antioksidacijsko
djelovanje RSV-a takoder moze biti povezano uz zastitu od napredovanja ateroskleroze. Na
mjestu rane ateroskleroze, mogu se naci i trombociti. Kada se aktiviraju, trombociti mogu
stvarati ROS. Utvrdeno je da RSV inhibira proizvodnju ROS-a u trombocitima iako ne u mjeri

u kojoj to postize vitamin C (Olas i Wachowicz, 2002).

Antioksidacijsko djelovanje RSV-a utvrdeno je u izoliranim mitohondrijima mozga Stakora,
koji pokazuju inhibiciju respiracije mitohondrija kada su inkubirani s RSV-om. Nadalje, RSV
inhibira aktivnost kompleksa III natjecu¢i se s koenzimom Q, Sto je zanimljivo jer odreduje
antioksidacijsku aktivnost RSV-a u mitohondrijima, ne samo njegovu aktivnost u kapacitetu
preuzimanja nesparenih elektrona, ve¢ i inhibicijom kompleksa koji stvara slobodne radikale

(Zini i sur., 1999).



Vecina objavljenih in vitro studija navodi koristenje previsokih koncentracija RSV-a koje bi
se mogle posti¢i u organizmu konzumacijom crnog vina. Vrlo je vazno da niske koncentracije
slobodnog RSV-a u plazmi budu dovoljne da budu aktivni kao antioksidansi. U vezi s tim,
pokazalo se da nutritivno relevantne koncentracije RSV-a mogu smanjiti razine vodikovog
peroksida u MCF-7 stanicama inducirajuci ekspresiju antioksidativnih gena, kao $to su geni za
katalazu i mangan superoksid dismutazu, kroz mehanizam koji ukljucuje fosfatazu i homolog

tenzina i signalni put protein kinaze-B (Inglés i sur., 2014).

2.2.3. Ucinci resveratrola na procese starenja

Starenje je bioloski proces definiran kao progresivan pad u fizioloskim i stani¢nim funkcijama
s vremenom, $to dovodi do raznih metabolickih poremecaja ukljucujuéi dijabetes tipa 2, rak te
neurodegenerativne bolesti kao $to su Parkinsonova bolest i Alzheimerova bolest. Obiljezja
starenja su genomska nestabilnost, skra¢ivanje telomera, epigenetske promjene, gubitak
proteostaze, mitohondrijska disfunkcija, stani¢no starenje, iscrpljenost mati¢nih stanica i
promijenjena medustani¢na komunikacija. To su op¢i ¢imbenici i fenotipovi starenja s obzirom
na to da se javljaju tijekom normalnog procesa starenja. Progresija u ovim ¢imbenicima ubrzava

starenje, dok slabljenje odgada (Kirkwood, 2005).

Recente studije usmjerene su na istrazivanje potencijala i bioloske aktivnosti prirodnih spojeva
i fitokemikalija u usporavanju procesa starenja. Prekomjerni oksidacijski stres uzrokuje
oSte¢enje makromolekula - DNA, proteina i lipida kao 1 organela poput mitohondrija, ¢ime se
ubrzava proces starenja. U takvim slucajevima klju¢no je poboljSati sposobnost stanica da
odrzavaju ravnotezu ROS-a. Prirodni spojevi s fenolnom komponentom po prirodi su
antioksidansi. Njihovo antioksidacijsko djelovanje pripisuje se prisutnosti slobodnih
hidroksilnih skupina koje mogu donirati atome vodika za zastitu stanica od reaktivnih slobodnih
radikala. Brojne fitokemikalije, ukljucuju¢i RSV, povecavaju antioksidacijsku aktivnost u
stanicama povecanjem razina superoksid dismutaze i1 katalaze. Medu fitokemikalijama koje se
ispituju kao aktivne tvari u usporavanju procesa starenja, RSV je medu najopseznije

proucavanim (Pyo 1 sur., 2020).

RSV se pokazao kao najja¢i induktor aktivnosti deacetilaze medu razli¢itim polifenolima.
Istrazivanja su potvrdila da RSV moze produljiti Zivotni vijek Saccharomyces cerevisiae,
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster i miSeva samo ako je prisutan gen koji
kodira Sir2 homolog. Takoder, dokazano je da je primjena RSV-a uzrokovala znacajno

smanjenje sadrZaja proteina u mozgu na modelu starenja riba, produzuju¢i dugovjecnost do 59
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%; medutim, nije bilo jasno je li u¢inak ovisan o Sir2 (Pyo i sur., 2020). Kod ljudi, zbog
ograni¢enja u doziranju i etickih pitanja, u¢inak RSV-a na produljenje Zivotnog vijeka nije

dokazan (Moran i sur., 1997).

U kombinaciji sa SIRT-ovima (geni koji kodiraju za sirutin) i neovisno o njima, RSV aktivira
AMPK (AMP aktivirane kinaze), tj. klju¢ni regulator energetskog metabolizma i procesa
starenja. Aktivacija se odvija bez izravne interakcije s AMPK proteinom. Studije na Zivotinjama
pokazale su da je RSV ucinkovit tretman za pretilost i dijabetes tipa 2, poboljSavajuci

metabolizam glukoze 1 profile lipida, gubitak tezine 1 metabolicku u¢inkovitost.

RSV se izravno veze i aktivira SIRT, a oni su stani¢ni NAD" senzori. Jedna od najvaznijih
funkcija RSV-a je o dozi ovisna i recipro¢na regulacija SIRT1 i AMPK. Pri niskim
koncentracijama RSV-a, SIRT1 deacetilira i aktivira jetrenu kinazu B1, koja je uzvodna kinaza
AMPK, ¢ime se povecava aktivnost AMPK. S druge strane, kod visokih razina, RSV povecava
omjer stani¢cnog AMP-a- i ATP-a, vjerojatno inhibicijom mitohondrijske proizvodnje ATP-3, i
tako aktivira AMPK. AMPK potice energetski katabolizam i povecava stani¢ne razine NAD?,
§to dodatno povecava aktivnost SIRT1. AMPK je negativni regulator mTOR-a (engl.
mammalian target of rapamycin complex 1), ¢ime inducira autofagiju i mitohondrijsku
biogenezu, dok SIRT1 inhibira NF-kB, $to dovodi do protuupalnog i antikancerogenog
djelovanja. Regulacijska aktivnost RSV-a na SIRT1 i AMPK ima ucinke protiv starenja. RSV
moze aktivirati AMPK putem cAMP-a i mehanizama ovisnih o kalciju, §to ima pozitivan u¢inak
na starenje i stanicno starenje. RSV inhibira fosfodiesterazu, uzrokujuéi porast unutarstani¢nih
razina CAMP i Ca?*, posljedi¢no aktivirajuéi AMPK put. AMPK put ne samo da pojacava
autofagiju, ve¢ takoder povecava razine NAD", ¢ime se takoder povecava aktivnost SIRTI.
Osim toga, cAMP pojafava ekspresiju Nrf2 i inducira ekspresiju gena antioksidansa. Dakle,
RSV je snazan aktivator SIRT1 i pozitivan regulator AMPK, povecavajuci Zivotni vijek u
modelnim organizmima; medutim, u¢inak RSV-a na ljudski zivotni vijek nije proucavan

(Reinisalo i sur., 2015).
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2.2.4. Resveratrol 1 stani¢na smrt

2.2.4.1. Apoptoza i resveratrol

Jedan od mehanizama kojim bi RSV mogao inhibirati stvaranje tumora je zaustavljanje
stani¢nog ciklusa i1 indukcija apoptoze. Antiproliferativni i proapoptotski ucinci RSV-a u
tumorskim stani¢nim linijama su opsezno dokumentirani u brojnim istrazivanjima provedenima
in vitro te dodatno potvrdeni na tumorskim modelima in vivo pomocu kojih je dokazana
smanjena ekspresija proteina koji imaju ulogu u regulaciji stani¢nog ciklusa i potvrdeno

povecanje udjela stanica u apoptozi (Baur i Sinclair, 2006).

Visoka razina ekspresije p53 u apoptoti¢nim stanicama, sugerira da je taj oblik stani¢ne smrti
povezan s pojacanom regulacijom TP53. RSV inducira apoptozu, transaktivaciju p53 aktivnosti
i ekspresiju proteina p53 u nekim stani¢nim linijama tretiranim s tumorskim promotorima.
Apoptoza potaknuta RSV-om dogada se samo u stanicama koje eksprimiraju divlji tip p53, ali
ne u stanicama s nedostatkom p53, §to sugerira da je antitumorsko djelovanje RSV-a povezano
s indukcijom apoptoze. Apoptoza je rezultat aktivacije unaprijed programiranog puta
biokemijskih dogadaja koji vode do stani¢ne smrti. Veliki broj dokaza pokazuje da apoptoza
moze predstavljati zaStitni mehanizam protiv stvaranja neoplazmi eliminacijom genetski

ostecenih stanica (Cal i sur., 2003).

2.2.4.2. Autofagija i resveratrol

Tijekom gladovanja, stresa ili stanja visoke metabolicke potraznje, stanice aktiviraju
mehanizme ¢iji je cilj detektirati nedostatak energije 1 osigurati makromolekule za
prezivljavanje. RSV regulira nekoliko stani¢nih procesa koji sprjecavaju oSteCenja stanica i
povecavaju stani¢nu vijabilnost. Regulacija autofagije odgovorna je za neke od korisnih

ucinaka RSV-a u razli¢itim patologijama (Pineda-Ramirez i Aguilera, 2021).

RSV moze aktivirati viSe stani¢nih signalnih puteva ovisno o najmanje Cetiri ¢cimbenika: vrsti
Stanica, upotrebljenoj dozi, vremenu izloZenosti i specificnoj patologiji. Aktivacija autofagije
RSV-om dokazana je u in vivo i in vitro modelima razli¢itih patoloSkih stanja i bolesti:
razli¢itim vrstama raka, steatozi jetre, nakupljanju lipida u jetri izazvanim prehranom, sréanoj
hipoksiji/reoksigenaciji, sr¢anoj ishemiji/reperfuziji, mozdanom udaru, ozljedi ledne mozdine,

ozljedi perifernih Zivaca, prignjecenju ishijadi¢nog zivca i neurodegenerativnim bolestima. U
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tim modelima, RSV modulira metabolicku i mitohondrijsku funkciju, poti¢e neuralnu
regeneraciju i obnavlja neuralnu funkciju kroz specifi¢ne signalne putove, iako mehanizmi
djelovanja jo$ nisu razjaSnjeni. RSV-om inducirani signalni put nije kona¢no definiran i postoji
znacajna razlika u rezultatima dobivenim medu razli¢itim laboratorijima koji proucavaju

njegove ucinke (Pineda-Ramirez i sur., 2018).

Nekoliko istrazivanja potvrdilo je da je zaStitna uloga RSV-a povezana s regulacijom
metaboli¢kih senzora/efektora uklju¢uju¢i mTOR (ciljna molekula rapamicina u sisavaca),
AMPK (engl. 5 adenosine monophosphate-activated protein kinase), SIRT1 (Sirtuin 1),
PARP-1 (poli(ADP-riboza) polimeraza 1), put PI3K (fosfatidilinozitol-3-kinaza) /AKT
(proteinska kinaza B), kao i signalni put MAPK (engl. mitogen-activated protein kinases). Sve
ove komponente kljuéne su u procesu koji omogucuje autofagiju. Ipak, kao i u mnogim drugim
procesima u kojima sudjeluje RSV, to¢an mehanizam djelovanja nije jo$ u potpunosti objasnjen
(Pineda-Ramirez i Aguilera, 2021).

2.3. METODE POBOLJSANJA APSORPCIJE I BIOLOSKE
AKTIVNOSTI RESVERATROLA

RSV ima blagotvorne ucinke na zdravlje, no posjeduje farmakokineticka svojstva koja
ograni¢avaju njegovu upotrebu. Kod sisavaca, RSV se intenzivno metabolizira i brzo eliminira
te stoga pokazuje slabu bioraspolozivost. Nakon oralne primjene, RSV se apsorbira na
intestinalnoj razini pasivnom difuzijom ili membranskim prijenosnicima, a zatim otpusta u
krvotok gdje se nalazi kao nemodificirana ili metabolizirana molekula. U crijevima ovaj spoj
prolazi presistemski metabolizam kroz glukuronidaciju i sulfatnu konjugaciju fenolnih skupina
i hidrogenaciju alifatske dvostruke veze. U krvotoku, RSV se moze vezati za albumin i
lipoproteine, kao $to je LDL, stvarajuci tako komplekse koji se mogu disocirati na stani¢noj
membrani gdje albumin i1 LDL stupaju u interakciju s odgovaraju¢im receptorima koji
omogucuju ulaz RSV-u u stanice. Faza Il metabolizma RSV-a i njegovih metabolita odvija se
u jetri. U urinu je otkriveno pet razli¢itih metabolita: RSV monosulfat, dva izomerna oblika
RSV monoglukuronida, monosulfat dihidro-RSV i monoglukuronid dihidro-RSV. Zabiljezeno
je da su vec¢ina metabolita RSV-a u plazmi RSV-3-O-sulfat, RSV-4'-O-glukuronid i RSV-3-O-
glukuronid, svi s vrlo malom bioaktivno$¢u. Iznimno brza konjugacija RSV-a sa sulfatom u
crijevima/jetri mogao bi biti razlog koji ogranic¢ava bioraspolozivost RSV-a. lako se RSV brzo

metabolizira, oralna primjena je pozeljan i jedini odrzivi put, osim lokalne primjene. Na temelju
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rezultata klinickih studija, ¢ini se da je glavna prepreka koju treba prevladati da bi se RSV

smatrao terapijskim sredstvom njegova niska bioraspolozivost (Wenzel i Somoza, 2005).

Budu¢i da RSV ima ograni¢enu brzinu otapanja u vodenom okruzenju, malo povecanje
topljivosti moze znacajno povecati njegovu bioraspolozivost. U posljednjem desetljecu, kako
bi se poboljsala slaba bioraspolozivost RSV-a, razvijeni su razli¢iti metodoloski pristupi. To
ukljucuje nekoliko sustava kao $to je inkapsulacija RSV-a u lipidne nanonosace ili liposome,
emulzije, micele, umetanje u polimerne nanocestice, Cvrste disperzije i1 nanokristale.
Enkapsulacija nudi potencijalni pristup za povecanje topljivosti RSV-a i poboljSanje njegove
bioraspolozivosti. Ovaj se pristup potencijalno moze koristiti za zastitu RSV-a od razgradnje i
za kontrolu njegovog oslobadanja kada se daje oralno. Cvrsti disperzijski sustavi za isporuku
lijeka atraktivni su kao alternativne metode solubilizacije jer se manipuliranjem nosa¢ima i
svojstvima praha aktivnih komponenti moze poboljsati topljivost, otapanje, pa ¢ak i in vivo
apsorpcija aktivnih komponenti. Nadalje, nanonizacija Cestica lijeka koja proizvodi
nanokristale predstavlja vrlo obeéavajucu strategiju koja poboljsava topljivost, brzinu otapanja
netopljivih lijekova, fizicku 1 kemijsku stabilnost, kompatibilnost u oralnim oblicima doziranja

1 oralnu bioraspolozivost (Chimento i sur., 2019).

Klini¢ka ispitivanja naglasila su moguée nedostatke niske bioraspolozivosti RSV-a. Provedena
su mnoga istrazivanja kako bi se sintetizirali novi i snazniji analozi RSV-a koji pokazuju bolja
farmakokineticka svojstva zajedno s boljom bioloskom aktivnoSéu od samog RSV-a.
Proizvedeni su razni derivati RSV-a koji se strukturno razlikuju po vrsti, broju i polozajima
supstituenata. Prisutnost tri slobodne hidroksilne skupine u okosnici RSV-a ¢ini ga osjetljivim
na reakcije konjugacije faze Il in vivo, $to uzrokuje njegovu slabu bioraspolozivost.
Metoksilirani, hidroksilirani i halogenirani RSV-ni derivati su zanimljivi zbog svojih korisnih
bioloskih u¢inaka i potencijalno povecane oralne bioraspoloZivosti. Neki od njih imaju jaci
farmakoloski uc¢inak i bolji farmakokineticki profil od samog RSV-a. Metoksilacija je povecala
metaboli¢ku stabilnost, a takoder 1 vrijeme potrebno za postizanje maksimuma koncentracije u
plazmi. Medutim, oralna bioraspoloZivost metoksiliranih spojeva ovisi o poloZaju metoksilne
skupine. Opcenito, polihidroksilirani derivati koji sadrze manje od tri hidroksilne skupine na
stilbenskom dijelu pokazuju vrlo slabu oralnu bioraspolozivost. S druge strane, trans-3,5,2',4'-
tetrahidroksistilben pokazao je brzu stopu apsorpcije od RSV-a zbog bolje topljivosti zbog
prisutnosti jedne dodatne hidroksilne skupine. Prisutnost halogenih skupina u stilbenskom
dijelu povecava lipofilnost spojeva 1 poboljSava oralnu bioraspoloZivost i terapijsku primjenu
ovih spojeva (Chimento i sur., 2019).
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2.4. IN VITRO TOKSIKOLOGIJA

In vitro testovi citotoksi¢nosti razvijeni su kao alternativa klasi¢nim in vivo testovima koji se
provode na laboratorijskim zivotinjama, a ukljuCuju ispitivanja na stani¢nim frakcijama,
primarnim stani¢nim kulturama, stani¢nim linijama, dijelovima tkiva, kulturama organa, itd.
(Kniewald i sur., 2005). U in vitro toksikologiji naj¢es¢e se koriste: 1) kontinuirane stani¢ne
linije, 2) primarne stani¢ne linije (izolirane izravno iz organizma) i 3) inducirane pluripotentne

stanice (dediferencirane mati¢ne stanice iz kultura) (Labtoo, 2023).

In vitro testovi toksi¢nosti primjenjuju se za odredivanje potencijalno aktivnih tvari, za
odredivanje mehanizama kroz koje supstanca moze ostvariti toksi¢ni ucinak, kao predtest za
utvrdivanje raspona aktivnosti tvari, za odredivanje raspona toksi¢ne koncentracije, za
predvidanje ucinkovitog citotoksicnog lijeka za tretiranje pacijenata oboljelih od raka te za
odredivanje odnosa koncentracije prema vremenu izlaganja. Upotrebljavaju se u ispitivanjima
citotoksi¢nosti, mutagenosti, kancerogenosti i toksi¢nosti na ciljne organe: reproduktivne
toksi¢nosti, imunotoksi¢nosti, endokrine toksi¢nosti, neurotoksi¢nosti, nefrotoksi¢nosti itd. Oni
se koriste kao zamjenski sustavi za pokusne Zivotinje, za brze dobivanje rezultata pokusa, kao
predtestovi klasi¢nim testovima, jeftiniji su od in vivo testova, nastaje manja koli¢ina toksi¢nog

otpada i visok je stupanj standardizacije i reproducibilnosti (Kmeti¢, 2023).

Uz brojne prednosti, takoder postoje i neke mane ovih testova. In vitro sustavi ne predstavljaju
uvijek reprezentativno organ ili tkivo iz kojeg su izolirane, koncentracije ksenobiotika koje se
ispituju nisu iste kao one kojima je organizam izlozen in vivo, nedostaju specificne barijere
(npr. krvno-mozdana barijera). Takoder, profili metabolita se razlikuju te postoje poteskoce u

uzgoju/odrzavanju odredenih ciljnih organa/tkiva/stanica in vitro (Atterwill, 1995).

Cetiri su glavna ¢imbenika koji pokre¢u razvoj in vitro toksikologije: potreba za relativno
jednostavnim, jeftinim i u¢inkovitim sustavom za testiranje velikog broja kemikalija za koje su
toksikoloski podaci potrebni; javni 1 zakonodavni pritisci da se smanji testiranje na Zivotinjama;
potreba za boljim razumijevanjem mehanizama kemijski izazvane toksi¢nosti i kako bi se
poboljsala znanstvena osnova trenutne procedure procjene rizika; 1 zelja za koriStenjem ljudskih

stanica 1 tkiva kad god je to moguce (Kniewald 1 sur., 2005).

Kao metode odredivanja citotoksi¢nosti Cesto se koriste Kenacid Blue metoda, MTT, Trypan
Blue i Neutral Red.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Bioloski materijal

U radu su koristene dvije stani¢ne linije. Stani¢na linija ovarija kineskog hrcka (engl. Chinese

Hamster Ovary, CHO-K1) i monoslojna stani¢na linija humanih keratinocita, HaCaT.

3.1.2. Kemikalije

U radu su koristene sljede¢e kemikalije:

medij za uzgoj stanica Dulbecco Modified Eagle Medium Nutrient Mixture F-12
(DMEM/F-12) (minimalni esencijalni medij s 15 mM HEPES-om, NaHCOj3 i
piridoksinom), Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD

medij za uzgoj stanica Dulbecco's Modified Eagle Medium High Glucose (DMEM-HG),
basic, CLS, Eppelheim, Njemacka

Fetal Bovine Serum (FBS — fetalni govedi serum), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
resveratrol (RSV), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Muse® Autophagy LC3-antibody based kit, kat. broj MCH 200109, Luminex, SAD
Ferocenski triacilni derivat resveratrola (RF), sinteza provedena u Laboratoriju za organsku
kemiju Prehrambeno —biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (Slika 2)
0.25 % tripsin — EDTA, GIBCO, SAD

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

apsolutni etanol, Kemika, Zagreb

Guava ICF (Instrument cleaning fluid), Millipore, Merck, Darmstadt, Njemacka
DMSO (dimetilsulfoksid), Carlo Erba Reagents, Val de Reuil, Francuska
destilirana voda (dH>O)

PBS (engl. Phosphate Buffer Saline) pufer

ledena octena kiselina, Kemika, Zagreb

Neutralrot, E. Merck Ag — Darmstadt, Njemacka

kaljjev klorid (KCl), Kemika, Zagreb, RH

kalijjev dihidrogenfosfat (KH2POj4), Kemika, Zagreb, RH

dinatrijev hidrogenfosfat, bezvodni (Na2HPO4), Kemika, Zagreb, RH

natrijev klorid (NaCl), Kemika, Zagreb, RH
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3.1.3. Otopine i puferi

Dulbecco's MEM/F-12
SASTOJCI KONCENTRACIJA (mg L)
aminokiseline
glicin 18,75
L-alanin 4,45
L-arginin hidroklorid 147,50
L-asparagin x H>O 7,50
L-asparaginska kiselina 6,65
L-cistein hidroklorid x H,O 17,56
L-cistein x 2 HCI 31,29
L-glutaminska kiselina 7,35
L-glutamin 365,00
L-histidin hidroklorid 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 2 Na x 2 H,O 55,79
L-valin 25,85
vitamini
biotin 0,0035
kolin klorid 8,98
D-Ca pantotenska kiselina 2,24
folna kiselina 2,65
nikotinamid 2,02
piridoksin hidroklorid 2,00
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riboflavin 0,219
tiamin hidroklorid 2,17
vitamin Bi2 0,68
i-inozitol 12,60
anorganske soli
CaCl; 116,60
CuSOs4 x 5 H2O 0,0013
Fe(NO3)s x 9 H,O 0,05
FeSO4 x 7 H20 0,417
MgCL x 6 H20 61,00
MgSO4 x 7 H20 100,00
KCl 311,80
NaHCO:3 1200,00
NaCl 6995,50
Na;HPO4 x 7 H20O 134,00
NaH>PO4 x H,O 62,50
ZnS04 x 7 H2O 0,432
ostali sastojci
D-glukoza 3151,00
HEPES 3075,40
hipoksantin x Na 2,39
linolna kiselina 0,042
lipoi¢na kiselina 0,105
fenol crveno 8,10
putrescin x 2 HCI 0,081
Na piruvat 55,00
timidin 0,365
DMEM-HG
SASTOJCI KONCENTRACIJA (mg L)
aminokiseline
L-Arginin hidroklorid 84
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L-Cistin dihidroklorid 62,6
L-Glutamin 584
L-Glicin 30
L-Histidin hidroklorid x H20 42
L-1zoleucin 105
L-Leucin 105
L-Lizin hidroklorid 146
L-Metionin 30
L-Fenilalanin 66
L-Serin 42
L-Tirozin dinatrij x 2H20 103,79
L-Treonin 95
L-Triptofan 16
L-Valin 94
vitamini
D- 42Ca pantotenska kiselina 4
Folna kiselina 4
Kolin klorid 4
Myo-inozitol 7,2
Niacinamid 4
Piridoksin hidroklorid 4,04
Riboflavin 0,4
Tiamin hidroklorid 4
anorganske soli
CaCly 200
Fe(NOz)3 x 9H20 0,1
MgSOq 97,67
KCI 400
NaHCO3 3700
NaCl 6400
Na2HPO4 109

ostali sastojci
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D-Glukoza 4500
Na fenol crvenilo 15,9
Na piruvat 110
PBS (Phosphate Buffer Saline) pufer pH=7.4
NacCl 8¢
KCl 02¢g
Na;HPO4 1,44 ¢
KH>PO4 0,24 g
dH,O do 1000 mL
0,4 %-tna otopina Trypan Blue
Trypan Blue 0,089
PBS pufer 20 mL
- profiltrirati
4 %-tna stock otopina Neutral Red
Neutral Red 49
dH20 100 mL
- Sterilno profiltrirati
Radna otopina Neutral Red
stock otopina Neutral Red 125 L
medij za uzgoj 100 mL
Otopina za odbojavanje Neutral Red boje
apsolutni etanol 50 % (v/v)
ledena octena kiselina 1% (viv)
dH20 49 % (v/Iv)
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Ishodna otopina resveratrola

RSV 13,6944 mg

DMSO 3mL

pripremljena su otopine RSV-a tako da je u mediju za uzgoj
postignuta koncentracija od 5, 20, 50, 100 uM

Ishodna otopina ferocenskog triacilnog derivata resveratrola (RF)

ferocenski triacilni derivat resveratrola (RF) 59,4348 mg

DMSO 3mL

pripremljena su otopine RF-a tako da je u mediju za uzgoj postignuta koncentracija od 5,
20, 50, 100 pM

@/\/\go\ O§
O
O

RF

@Fe

Slika 2. Ferocenski triacilni derivat resveratrola (RF)
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3.1.4. Oprema i uredaji

U radu je koriStena sljedeca oprema i uredaji:

COz inkubator s kontroliranom atmosferom Memmert GmbH + Co.KG, Njemacka
Komora za sterilan rad (laminar) Twin 30, Gelaire Flow Laboratories, UK

Inverzni mikroskop Motic AE2000 s kamerom Moticam S6, MOTIC Deutschland GmbH,
Njemacka

Svjetlosni mikroskop LABOVAL 4, Carl Zeiss, Jena, Njemacka

Fuchs-Rosenthalova komorica za brojanje stanica Assistant, Bright-Line, Njemacka
Guava® Muse® Cell Analyzer, Luminex, SAD

Vibracijska mjesalica, Tehnica Zelezniki, Slovenija

Spektrofotometar Helios- v, Thermo Electron Corporation, UK

Centrifuga Centric 322A, Tehnica Zelezniki, Slovenija

Hladnjak za ¢uvanje stanica na -80°C, New Brunswick Scientific, UK

3.2. METODE RADA

3.2.1. Uzgoj CHO-K1 i HaCaT stani¢nih linija

CHO-K1 i HaCaT stanice ¢uvaju se u mediju za zamrzavanje koji se sastoji od 80 % Dulbecco's
MEM/F-12 medija, 10 % FBS-a i 10 % DMSO-a na temperaturi -80 °C. Uzgoj i odrzavanje
stani¢nih linija zapocinje naglim odmrzavanjem na 37 °C, u atmosferi od 95 % zraka i 5 % CO..
Nakon toga slijedi resuspenzija u mediju za uzgoj (90 % Dulbecco's MEM/F-12 medijai 10
% FBS-a) u T-bocama radi daljnje kultivacije. Uvjeti kontrolirane atmosfere (37 °C, 95 %
zraka i 5 % CO.) potrebni su za optimalni rast i razvoj stanica, a osiguravaju se uzgojem stanica
u inkubatoru u kojem vladaju navedeni uvjeti. Nuzno je redovito mijenjanje medija za uzgoj.
Monoslojne stanice su pri¢vri¢ene za podlogu te je prvo potrebno u T-boci isprati od ostatka
iskoriStenog seruma i medija, a zatim odvojiti od povrsine T-boce dodavanjem 1 mL tripsina
koji ima proteaznu aktivnost. Tripsiniziranim stanicama se dodaje medij za uzgoj (90 %
Dulbecco's MEM/F-12 medija i 10 % FBS-a) te se stanice resuspendiraju u mediju za uzgoj.
Iz stani¢ne suspenzije uzima se mali uzorak za odredivanje broja stanica metodom Trypan Blue.
Nakon izraGunavanja broja stanica u uzorku, stanice se razrijeduju na koncentraciju 2x103

stanica mL ! medija za uzgoj dodatkom novog medija.

21



3.2.2. Odredivanje vijabilnosti stanica

U svrhu odredivanja uc¢inka RSV-a (Slikal) te RF-a (Slika 2) na stani¢nu vijabilnost (HaCaT i
CHO-K1 stani¢na linija) u jazice 6-well ploc¢a nacjepljuje se po 2 mL stani¢ne suspenzije U
koncentraciji od 2x10* stanica mL™ medija za uzgoj te se plode stavljaju na inkubaciju. Nakon
24 sata stanice se tretiraju s 10 uL otopine RSV-a ili RF-a kako bi se u mediju za uzgoj postigle
koncentracije od 5 — 100 uM. Takoder, prati se vijabilnost stanica u kontrolnim uzorcima —
intaktna kontrola (Ki; netretirane stanice), stanice tretirane s 5 pL etanola mL™ (Ke; obzirom
da je RSV otopljen u etanolu) odnosno s 5 pL DMSO mL™* (Kd; obzirom da je RF otopljen u
DMSO). Vijabilnost i proliferacija stanica tretiranih razli¢itim koncetracijama RSV-a i RF-a

odredene su metodama Neutral Red i Trypan Blue nakon 48 sati.

3.2.2.1. Trypan Blue metoda

Trypan Blue je molekula ~960 Daltona koja ne moze penetrirati kroz intaktne stani¢ne
membrane i stoga ulazi samo u stanice s o$tecenom membranom. Trypan Blue metodom

stani¢na vijabilnost odreduje se indirektno detekcijom integriteta staniéne membrane.

Iz stani¢ne suspenzije prethodno tretirane tripsinom uzme se uzorak od 20 uL 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 te se broje
stanice pod svjetlosnim mikroskopom. Zive stanice su neobojane, a mrtve plavo obojane. Mrtve
se stanice oboje budué¢i da boja lako prolazi kroz o$teCenu stani¢nu membranu. Fuchs-
Rosenthalova komorica podijeljena je na 16 kvadrata, a broje se stanice unutar 4 sredi$nja
kvadrata i to tako da se uvijek broje sve stanice unutar kvadrata te one u donjem i desnom rubu
kako bi se izbjeglo brojanje istih stanica viSe puta. Nakon toga se racuna srednja vrijednost
izbrojanih stanica. Povrsina komorice iznosi 0,0625 mm?, a dubina 0,2 mm. Ukupan broj Zzivih
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™].

3.2.2.2. Neutral Red metoda

Neutral Red (NR) metoda je test vijabilnosti koji se temelji na sposobnosti zivih stanica da
ugrade i vezu boju NR unutar lizosoma. Ova slaba kationska boja moze prodrijeti u stanice

neionskom difuzijom pri fizioloskom pH. Jednom kada je NR u stanici, nakuplja se
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intracelularno u lizosomima gdje se elektrostatskim hidrofobnim vezama veze na anionske 1/ili
fosfatne skupine lizosomalnog matriksa. Promjenom stani¢ne povr$ine ili umiranjem stanice,

sposobnost zadrzavanja boje se smanjuje (Repetto i sur., 2008).

Prvo je potrebno iz jazica multiwell plo¢a na koje su nacijepljene stanice ukloniti medij za
uzgoj i ispirati stanice sa 1 mL sterilnog PBS-a. U svaku jazicu se dodaje 1 mL radne otopine
Neutral Red. Potom slijedi inkubacija od tri sata pri 37°C u sterilnim uvjetima. Nakon
inkubacije iz jaZica se uklanja boja i stanice se ispiru s PBS-om. U jazice se dodaje 2 mL otopine
za odbojavanje, a nakon toga se multiwell plo¢e stavljaju na tresilicu u trajanju od 20 minuta.
Intenzitet nastalog obojenja odreduje se spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 540 nm u

odnosu na slijepu probu.

3.2.3. Detekcija apoptoze protoénom citometrijom

Poznata metoda za detekciju apoptoze je kvantifikacija vezanja aneksina V (engl. Annexin V)
na fosfatidilserin (engl. phosphatidylserine, PS), a temelji na detekciji PS na povrSini
apoptotickih stanica koriste¢i reagens koji sadrzi fluorescentno oznaceni aneksin V u
kombinaciji s markerom stani¢ne smrti, 7-amino aktinomicin D (engl. 7-amino actinomycin D,
7-AAD). Aneksin V je Ca?*-ovisni fosfolipid-vezujuci protein koji ima visoki afinitet za PS
koji se nalazi na unutarnjoj povrsini stani¢ne membrane. U fazi rane apoptoze PS se premjesta
na vanjski sloj membrane te se aneksin V veze na njega oznaCavajuéi tako stanice u ranoj
apoptozi (Oh i sur., 2016). Fluorescentna boja 7- AAD izlucuje se iz zivih i zdravih stanica s
netaknutim membranama, dok prodire u stanice u kasnoj apoptozi ili mrtve te se tamo zadrzava.
U fazi kasne apoptoze stanice pokazuju gubitak membranskog integriteta (Khan i sur., 2012).
Pomocu ove metode moze se odrediti udio Zivih 1 mrtvih stanica te udio stanica u ranoj i kasnoj

apoptozi.

Po 4 mL stani¢ne suspenzije CHO-K1 ili HaCaT stanica u koncentraciji 2x10* stanica mL™
medija za uzgoj, uz dodatak 10 % FBS-a, nacijepi se na multiwell plocu sa 6 jaZica. Stanice se,
nakon inkubacije od 24 sata, tretiraju s 20 uLL RSV ili RF kako bi se u mediju za uzgoj postigle
koncentracije od 5, 20, 50 i 100 uM spoja. Nakon 48 sati inkubacije s odabranim spojem,
metodom protoéne citometrije odreduje se udio zivih, mrtvih i apoptotskih stanica u populaciji.
Postupak zapocinje uklanjanjem medija za uzgoj iz jazica multiwell ploce te se na stanice dodaje
500 uL tripsina i takve ploce vracaju se u inkubator na kratku inkubaciju kako bi se stanice
odvojile od podloge. Nakon odvajanja stanica od podloge, u jazice se vra¢a 500 uL uklonjenog

medija za uzgoj. Uzorak za analizu proto¢nim citometrom dobiva se mijeSanjem 100 pL
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dobivene stani¢ne suspenzije sa 100 uL MUSE® Annexin V & Dead Cell reagensa. Slijedi
inkubacija na sobnoj temperaturi u mraku, u trajanju od 20 minuta. Stavljanjem uzorka u uredaj,

na ekranu se ocitavaju podaci o broju zivih, mrtvih te stanica u ranoj i kasnoj apoptozi.

3.2.4. Detekcija autofagije proto¢nom citometrijom

Protokol odredivanja autofagije uz Muse® Autophagy LC3-antibody based Kit prikazan je na
Slici 3. Po 2 mL stani¢ne suspenzije (2x10* stanica mL™* medija za uzgoj, uz dodatak 10 %
FBS-a) nacijepi se na multiwell ploce sa 6 jazica. Slijedi inkubacija od 24 sata, a zatim se stanice
tretiraju s 10 puL otopine RSV-a u etanolu, kako bi se u mediju za uzgoj postigle koncentracije
0d 5,20, 501 100 uM spoja. Nakon 48 sati inkubacije s RSV-om, metodom proto¢ne citometrije
odreduje se udio stanica u autofagiji. Prvo se iz jazica multiwell ploce ukloni medij za uzgoj te
se stanice sterilno ispiru s po 500 uL PBS-a. Po 500 uL PBS-a + 5 pL reagensa A (engl.
autophagy reagent A, ArA) stavlja se na isprane stanice. Slijedi inkubacija od 4 sata, a nakon
toga stanice se opet ispiru s po 500 uL. PBS-a te se u jazice stavlja po 500 pL tripsina. Slijedi
kratka inkubacija kako bi se stanice odvojile od podloge. Tripsinizirane stanice prebacuju se u
Eppendorf epruvete (od 2 mL) te se u njih doda po 500 uL PBS-a. Nakon centrifugiranja (2500
rpm, 5 minuta na 4 °C) uklanja se supernatant, a na stanice se dodaje 5 pL Anti-LC3 + 95 uL
1 x reagens B (engl. 1 x autophagy reagent B, ArB). Sljedeci korak je bojanje stanica u mraku
na ledu 30 minuta. Nakon bojanja stanice se ponovno centrifugiraju (2500 rpm, 5 minuta na 4
°C), nakon ¢ega se uklanja supernatant, stanice se isperu puferom (engl. 1x Assay Buffer, 1xAB)
i ponovno centrifugiraju (2500 rpm, 5 minuta, 4 °C). Kada se ukloni supernatant, stanice se
resuspendiraju u 200 pL 1xAB. Analiza uzorka provodi se metodom proto¢ne citometrije na
Guava® Muse® Cell Analyzer uredaju. Podaci generirani pomoc¢u analizatora stanica zajedno
s odgovarajuéim softverom daju uvid u indukciju autofagije (na temelju intenziteta

fluorescencije testnog uzorka u odnosu na kontrolu).
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Slika 3. Protokol odredivanja autofagije uz Muse® Autophagy LC3-antibody based Kit
(prema Merck KGaA, 2013)

3.2.5. Obrada rezultata

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

S pripadaju¢im standardnim greSkama Sy :

N = ukupan broj uzoraka u skupini
Xi= pojedinac¢ne vrijednosti uzoraka

Statisticka analiza provedena je Studentovim t-testom, a t vrijednost dobivena je iz izraza:

X1 —Xp

/S,%l + S,%z

Statisti¢ki znacajnim smatrane su razlike izmedu skupina za koje je stupanj vjerojatnosti

t =

najmanje p<0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1.UCINAK RESVERATROLA | FEROCENSKOG DERIVATA RESVERATROLA
NA VIJABILNOST | PROLIFERACIJU HaCaT | CHO-K1 STANICA

Vijabilnost i proliferacija stanica tretiranih razli¢itim koncetracijama RSV-a i RF-a odredene
su metodama Neutral Red i Trypan Blue nakon 48 sati. Utvrdene su koncentracije spojeva (RSV
i RF) koje uzrokuju 20, 50 i 80 %-tnu inhibiciju stani¢ne vijabilnosti (ICzo, ICsp, 1Cgo).

4.1.1. Uc¢inak resveratrola i ferocenskog derivata resveratrola na vijabilnost HaCaT stanica
odreden metodom Neutral Red

Uc¢inak RSV-a i RF-a u koncentracijama od 5, 20, 50 i 100 uM na vijabilnost i proliferaciju
HaCaT stanica odreden je metodom Neutral Red 48 sati nakon tretmana. Statisticki obradeni
rezultati (4 do 11 mjerenja po uzorku) prikazani su na Slikama 4 i 5 kao srednja vrijednost

apsorbancije pri 540 nm + standardna pogreska.

Na Slici 4 prikazan je utjecaj RSV-a (5-100 uM) na vijabilnost i proliferaciju HaCaT stanica.
Uocen je blagi pad vijabilnosti stanica s porastom koncentracije, no u¢inak nije bio statisticki
znacajan. Pad vijabilnosti HaCaT stanica tretiranih RSV-om (25 — 500 uM) odreden je i u
istrazivanju Rocha i sur. (2017). U studiji Chen i sur. (2021) takoder je ispitan u¢inak RSV na
vijabilnost humanih keratinocita. Vise koncentracije resveratrola (>100 uM) statisti¢ki su
znacajno smanjile vijabilnost HaCaT stanica, dok nize koncentracije (<100 uM) nisu imale
signifikantnog ucinka na stani¢nu vijabilnost §to je u korelaciji s rezultatima dobivenim ovim

istrazivanjem.
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Slika 4. U¢inak resveratrola (RSV) (5, 20, 50 i 100 uM) na vijabilnost i proliferaciju HaCaT
stanica 48 sati nakon tretmana, odreden metodom Neutral Red. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm + standardna pogreska (K; — intaktna kontrola
(netretirane stanice); Ke - stanice tretirane s 5 pL etanola mL™ medija za uzgoj; 5 — 100 —

stanice tretirane resveratrolom (RSV) u koncentracijama od 5 — 100 uM).

Na Slici 5 prikazan je utjecaj RF-a (5 -100 uM) na vijabilnost i proliferaciju HaCaT stanica
odreden Neutral Red metodom nakon 48h. Razlic¢ito od blagog pada vijabilnosti stanica
uzrokovanog RSV-om, RF nije djelovao citotoksi¢no te je vijabilnost ostala nepromijenjena

u odnosu na Kd (stanice tretirane s 5 pL DMSO mL™* medija za uzgoj).
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Slika 5. U¢inak ferocenskog derivata resveratrola (RF) (5, 20, 50 i 100 uM) na vijabilnost
i proliferaciju HaCaT stanica 48 sati nakon tretmana, odreden metodom Neutral Red.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm =+ standardna pogreska
(Ki — intaktna kontrola (netretirane stanice); Kd - stanice tretirane s 5 uL. DMSO mL™
medija za uzgoj; 5 — 100 — stanice tretirane ferocenskim derivatom resveratrola (RF) u
koncentracijama od 5 — 100 uM).

4.1.2. Ucinak resveratrola i ferocenskog derivata resveratrola na vijabilnost CHO-K1
stanica odreden metodom Neutral Red

U¢inak RSV-a i RF-a u koncentracijama od 5, 20, 50 i 100 uM na vijabilnost i proliferaciju
CHO-K1 stanica odreden je metodom Neutral Red 48 sati nakon tretmana. Statisticki obradeni
rezultati (4 do 11 mjerenja po uzorku) prikazani su na Slikama 6 i 7 kao srednja vrijednost

apsorbancije pri 540 nm =+ standardna pogreska.

Na Slici 6 prikazan je utjecaj RSV-a (5 — 100 uM) na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica
odreden Neutral Red metodom nakon 48h. Uocen je blagi pad u stani¢noj vijabilnosti pri nizim
koncentracijama, no pri koncentracijama 50 i 100 uM odredena je statisticki znacajn0 niza
vijabilnost u odnosu na kontrolni uzorak (pri 50 uM p<0,01, a pri 100 uM p<0,025). Pri 50 uM
RSV-a prezivljenje je iznosilo 66,82 % u odnosu na kontrolni uzorak, a pri 100 uM 74,12 %.
U radu Mardetko (2015) takoder je metodom Neutral Red potvrdeno smanjenje stani¢ne

vijabilnosti u ovisnosti 0 koncentraciji RSV-a.
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Slika 6. U¢inak resveratrola (RSV) (5, 20, 50 i 100 uM) na vijabilnost i proliferaciju CHO-
K1 stanica 48 sati nakon tretmana, odreden metodom Neutral Red. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm + standardna pogreska (Ki — intaktna
kontrola (netretirane stanice); Ke - stanice tretirane s 5 pL etanola mL™* medija za uzgoj; 5
— 100 — stanice tretirane resveratrolom (RSV) u koncentracijama od 5— 100 uM). Statisti¢ki

znadajna razlika u odnosu na Ke (Student t-test): °p<0,025, 2p<0,01.

Na Slici 7 prikazan je utjecaj RF-a (5 - 100 uM) na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica
odreden metodom Neutral Red nakon 48h. Nije uo¢en pad vijabilnosti stanica u odnosu na
kontrolni uzorak $to ukazuje na izmijenjenu biolosku aktivnost novosintetiziranog derivata u

odnosu na ishodni spoj — RSV.
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Slika 7. U¢inak ferocenskog derivata resveratrola (RF) (5, 20, 50 i 100 uM) na vijabilnost
i proliferaciju CHO-K1 stanica 48 sati nakon tretmana, odreden metodom Neutral Red.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm + standardna pogreska
(Ki — intaktna kontrola (netretirane stanice); Kd - stanice tretirane s 5 uL. DMSO mL™?
medija za uzgoj; 5 — 100 — stanice tretirane ferocenskim derivatom resveratrola (RF) u

koncentracijama od 5 — 100 uM).

4.1.3. Ucinak resveratrola i ferocenskog derivata resveratrola na proliferaciju HaCaT
stanica odreden metodom Trypan Blue

Uc¢inak RSV-a i RF-a u koncentracijama od 5, 20, 50 i 100 uM na vijabilnost i proliferaciju
HaCaT stanica odreden je metodom Trypan Blue 48 sati nakon tretmana. Statisticki obradeni
rezultati (5 do 12 mjerenja po uzorku) prikazani su na Slikama 8 i 9 kao srednja vrijednost broja

zivih stanica mL™.

Na Slici 8 prikazan je utjecaj RSV na vijabilnost i proliferaciju HaCaT stanica. Pri ispitivanju
u¢inka RSV-a na proliferaciju HaCaT stanica Trypan Blue metodom nakon 48h pri svim
upotrebljenim koncentracijama tog spoja odredeno je smanjenje proliferacije u odnosu na
kontrolni uzorak, s time da je statisticki znacajno smanjenje primjeceno pri 100 pM
koncentraciji RSV-a (p<0,05) (Slika 8). Sli¢ne rezultate u svom istrazivanju dobili su Rocha i
sur. (2017).
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Slika 8. U¢inak resveratrola (RSV) (5, 20, 501 100 uM) na vijabilnost i proliferaciju HaCaT
stanica 48 sati nakon tretmana, odreden metodom Trypan Blue. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost broja Zivih stanica mL? + standardna pogreska (Ki— intaktna kontrola
(netretirane stanice); Ke - stanice tretirane s 5 pL etanola mL™ medija za uzgoj; 5 — 100 —
stanice tretirane resveratrolom (RSV) u koncentracijama od 5 — 100 uM). Statisticki

znacajna razlika u odnosu na Ke (Student t-test): p<0,05.

Na Slici 9 prikazan je utjecaj RF-a na vijabilnost i proliferaciju HaCaT stanica odreden
metodom Trypan Blue. 48 sati nakon tretmana stanica RF-om utvrdeno je smanjenje
proliferacije u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane s DMSO) pri svim ispitanim
koncentracijama (5 — 100 uM) tog spoja, a 50 uM koncentraciji taj je ucinak bio statisticki
signifikantan (p<0,025).
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Slika 9. U¢inak ferocenskog derivata resveratrola (RF) (5, 20, 50 i 100 uM) na vijabilnost
i proliferaciju HaCaT stanica 48 sati nakon tretmana, odreden metodom Trypan Blue.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost broja Zivih stanica mL™ + standardna pogreska
(Ki — intaktna kontrola (netretirane stanice); Kd - stanice tretirane s 5 uL. DMSO mL™
medija za uzgoj; 5 — 100 — stanice tretirane ferocenskim derivatom resveratrola (RF) u
koncentracijama od 5 — 100 uM). Statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na Kd (Student t-
test): 3p<0,025.

4.1.4. Ucinak resveratrola i ferocenskog derivata resveratrola na proliferaciju CHO-K1
stanica odreden metodom Trypan Blue

U¢inak RSV-a i RF-a u koncentracijama od 5, 20, 50 i 100 uM na vijabilnost i proliferaciju
CHO-K1 stanica odreden je metodom Trypan Blue 48 sati nakon tretmana. Statisticki obradeni
rezultati (4 do 12 mjerenja po uzorku) prikazani su na Slikama 10 i 11 kao srednja vrijednost

broja zivih stanica mL™ + standardna pogreska .

Na Slici 10 prikazan je utjecaj RSV-a (5 -100 uM) na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica
odreden metodom Trypan Blue nakon 48h. 1z rezultata je vidljivo statisti¢ki znac¢ajno (p<0,025
- p<0,001) smanjenje vijabilnosti stanica kod svih ispitanih koncentracija osim pri najnizoj dozi

(5 uM) gdje je inhibitoran uc¢inak na proliferaciju stanica prisutan no ne i signifikantan.
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Slika 10. Ucinak resveratrola (RSV) (5, 20, 50 i 100 uM) na vijabilnost i proliferaciju
CHO-K1 stanica 48 sati nakon tretmana, odreden metodom Trypan Blue. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost broja zivih stanica mL+ standardna pogreska (Ki —
intaktna kontrola (netretirane stanice); Ke - stanice tretirane s 5 pL etanola mL™ medija za
uzgoj; 5— 100 — stanice tretirane resveratrolom (RSV) u koncentracijama od 5 — 100 uM).

Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na Ke (Student t-test): ’p<0,001, 4p<0,025.

Na Slici 11 prikazan je utjecaj RF-a (5 — 100 uM) na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica
odreden metodom Trypan Blue. U usporedbi s RSV-om, RF je pokazao drugaciju biolosku
aktivnost u CHO-K1 stanicama pri ¢emu je inhibitorni uéinak na stani¢nu proliferaciju i
vijabilnost u odnosu na RSV (odreden metodom Trypan Blue kao i s Neutral Red metodom)
bio znatno slabiji. Rezultati u¢inka RSV su u skladu s hipotezom te se podudaraju s rezultatima
Mardetko (2015). U radu Duan i sur. (2016) proucavan je utjecaj RSV-a i triacilresveratrola na
proliferaciju PANC-1 i BxPC-3 stanica metodom MTS. Rezultati 48h nakon tretmana
spojevima su pokazali kako oba spoja imaju inhibiraju¢i utjecaj na stani¢nu vijabilnost, s tim

da RSV ima znacajniji utjecaj nego triacilresveratrol, slicno kao i odnos RSV-a i RF-a.
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Slika 11. U¢inak ferocenskog derivata resveratrola (RF) (5, 20, 50 i 100 uM) na vijabilnost
i proliferaciju CHO-K1 stanica 48 sati nakon tretmana, odreden metodom Trypan Blue.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost broja Zivih stanica mL™ + standardna pogreska
(Ki — intaktna kontrola (netretirane stanice); Kd - stanice tretirane s 5 pL. DMSO mL™*
medija za uzgoj; 5 — 100 — stanice tretirane ferocenskim derivatom resveratrola (RF) u
koncentracijama od 5 — 100 uM).

42.1C VRIJEDNOSTI ZA RESVERATROL | FEROCENSKI DERIVAT
RESVERATROLA ODREDENE NA HaCaT | CHO-K1 KULTURI STANICA

Prikazi ovisnosti prezivljenja stanica o razli¢itim koncentracijama RSV-a i RF-a odredeni
metodama Neutral Red i Trypan Blue 48 h nakon tretmana prikazani su na Slikama 12 i 13.
U¢inak svake od doza RSV-a i RF-a (5, 20, 50 i 100 uM) odreden je iz najmanje 4, a najvise
12 mjerenja. 1z oba grafa vidi se kako u pravilu vijabilnost stanica obje kulture pada s porastom
koncentracije oba spoja. Prouc¢avajuci odnose RSV i RF vidi se kako RF pokazuje izmijenjenu
aktivnost u odnosu na RSV, tj. vidi se da RF ima slabiji utjecaj na smanjenje vijabilnosti od
samog RSV u obje stani¢ne linije. Odnosno, nakon tretmana RF veca je vijabilnost stanica zbog

njegovog blazeg citotoksi¢nog utjecaja.
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Slika 12. Prikaz vijabilnosti HaCaT stanica 48 h nakon tretmana s 5 do 100 uM resveratrolom
(RSV) i ferocenskim derivatom resveratrola (RF) u odnosu na kontrolne vrijednosti pra¢eno
Neutral Red i Trypan Blue metodama. Prikazani podaci pokazuju srednju vrijednost =+
standardna pogreska. Jednadzbe se odnose na interpolirane polinomne krivulje s pripadaju¢om

R? vrijednostima.
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Slika 13. Prikaz vijabilnost CHO-K1 stanica 48 h nakon tretmana s 5 do 100 uM resveratrolom
(RSV) i ferocenskim derivatom resveratrola (RF) u odnosu na kontrolne vrijednosti pra¢eno
Neutral Red i Trypan Blue metodama. Prikazani podaci pokazuju srednju vrijednost =+
standardna pogreska. Jednadzbe se odnose na interpolirane polinomne krivulje s pripadaju¢om

R? vrijednostima.

Iz jednadzbi interpoliranih polinomnih krivulja koje najmanje odstupaju od izmjerenih
podataka odredene su ICz, ICso, ICgo vrijednosti koje su prikazane u Tablici 1. Odabir
interpoliranih krivulja temeljio se na tome da pripadajuéi koeficijent determinacije (R?) , &ije
su vrijednosti u intervalu 0 < R? <,1 bude $to blizi 1 (tada je model reprezentativniji). 1Cxzo,
ICso i 1Cgo Vvrijednosti su odredene primjenom metoda Neutral Red i Trypan Blue (Tablica 1), a
one predstavljaju koncentracije ispitivanog spoja kod kojih dolazi do 20, 50 i 80 %-tne
inhibicije stani¢nog rasta. 1Cz vrijednost za RSV na HaCaT stanicama odredena metodom
Neutral Red iznosi 26,95 uM, a odredena metodom Trypan Blue 4,68 uM. IC2 za RSV na
CHO-K1 iznosi 23,71 uM odredeno Neutral Red metodom, a 13,45 Trypan Blue. Nize IC

vrijednosti u obje stani¢ne linije dobivene Trypan Blue metodom u odnosu na Neutral Red test
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mogu se objasniti pove¢anjem broja i veli¢ine lizosoma (u kojima se nakuplja boja Neutral Red)
nakon tretmana stanica RSV-om. U radu Greifova i sur. (2020) istrazivan je u¢inak RSV-a na
lizosomalnu funkciju metodom Neutral Red. Najvece doze RSV-a (50 i 100 uM) pokazale su
znacajno smanjenje lizosomalne aktivnosti. Za RF na HaCaT stanicama 1Cx vrijednost iznosi
7,13 uM odredena Trypan Blue metodom te je visa u odnosu na IC vrijednost odredenu na
istoj stani¢noj liniji za RSV. Takoder, iz Slika 12 i 13 vidljiv je znatno slabiji citotoksi¢ni u¢inak
RF-a u obje stani¢ne kulture $to upucéuje na izmjenjenu aktivnost derivata nakon uvodenja

ferocena u strukturu.

Tablica 1. Koncentracije resveratrola (RSV) i ferocenskog derivata resveratrola (RF) koje
inhibiraju vijabilnost HaCaT i CHO-K1 stanica za 20, 50 i 80 % odredene metodom Neutral
Red i Trypan Blue nakon 48 sati

IC vrijednosti /uM
HaCaT CHO-K1
IC20 ICso ICs0 I1C20 ICso ICs0
Neutral
Red RSV | 26,95 - - 23,71 - -
RF - - - - - -
Trypan | RSV | 4,68 | 56,96 - 13,45 44,63 -
Blue RF 7,13 - - - - -

43. UCINAK RESVERATROLA I FEROCENSKOG DERIVATA
RESVERATROLA NA INDUKCIJU STANICNE SMRTI

Radi utvrdivanja tipa stani¢ne smrti nakon tretmana HaCaT i CHO-K1 stanica RSV-om
nacijepljene su stanice u volumenu od 2 mL u jazice 6-well plo¢a u koncentraciji od 2x10*
stanica mL™! medija za uzgoj. 24 sata nakon tretirane su s po 10 pL otopine RSV u DMSO-u
tako da se u mediju za uzgoj postignu koncentracije od 5 — 100 pM RSV. Upotrebom MUSE®
protocnog citometra provodi se kvantitativna analiza Zivih, apoptotskih (rana i kasna apoptoza)

1 mrtvih (nekroti¢nih) stanica.
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Primjenom MUSE® proto¢nog citometra rezultati su prikazani u obliku dot-plot dijagrama na
kojima je subpopulacija zivih stanica prikazana u donjem lijevom kvadrantu (7-AAD (-
)/aneksin V (-)), u donjem desnom kvadrantu prikazane su stanice koje ¢ine populaciju stanica
u ranoj apoptozi (7-AAD (-)/aneksin V (+)), gornji desni kvadrant prikazuje stanice u kasnoj
apoptozi (7-AAD (+)/aneksin V (+)), dok se u gornjem lijevom kvadrantu nalazi subpopulacija
mrtvih stanica (7-AAD (+)/aneksin V (-)).

Rezultati analize HaCaT i CHO-K1 stani¢ne smrti nakon tretmana stanica RSV/RF prikazani
su kao udio Zivih stanica, mrtvih stanica te stanica u ranoj i kasnoj apoptozi. Takoder, rezultati
su prikazani i kao reprezentativni dot-plot dijagrami sa Cetiri razlic¢ite subpopulacije HaCaT i
CHO-K1 stanica dobiveni primjenom metode proto¢ne citometrije 48 sati nakon tretmana RSV-

om.

4.3.1. Apoptoza potaknuta resveratrolom u HaCaT kulturi stanica

Na Slici 14 prikazani su udjeli subpopulacija HaCaT stanica - zivih, mrtvih, u ranoj i kasnoj
apoptozi nakon tretmana RSV-om (5-100 uM). Iz grafa mozemo vidjeti kako s porastom
koncentracije spoja dolazi do blagog smanjenja subpopulacije Zivih stanica. U kontrolnom
uzorku je udio zivih stanica 93,95 %, a nakon toga slijedi blagi pad vijabilnosti (udjela
subpopulacije zivih stanica u kulturi) koji je statisticki znac¢ajan pri koncentracijama: od 5 uM
(p<0,025; udio zivih stanica - 90,65 %), pri 20 uM (p<0,005; udio zivih stanica - 89,09 %), pri
50 uM (p<0,01; udio Zivih stanica - 91,55 %) i pri 100 uM (p<0,001; udio zivih stanica - 89,07
%). Tretman HaCaT stanica RSV-om rezultirao je blago povec¢anim udjelom stanica u apoptozi
u odnosu na kontrolni uzorak. Naime, u kontrolnih stanica udio stanica u apoptozi (rana i kasha
apoptoza) iznosio je 5,4 %, dok je taj udio iznosio 8,73 % nakon tretmana s 5 uM RSV-om, te
je s porastom koncentracije (100 uM RSV) dosegao 10,03 % (p<0,005). U kontrolnom uzorku
udio mrtvih stanica iznosio je 0,65 %, te je s porastom koncentracije dosegao 1,12 % (p<0,025)
pri 50 uM te 0,90 % pri 100 uM.
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Slika 14. Udjeli zivih, stanica u ranoj apoptozi, kasno apoptoti¢nih te mrtvih stanica u HaCaT
kulturi nakon tretmana stanica s resveratrolom (RSV) (5 — 100 uM). (Ke — stanice tretirane s 5

uL etanola mL? medija za uzgoj; 5 — 100 — stanice

tretirane resveratrolom (RSV) u

koncentracijama 5 — 100 uM). Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na Ke (Student t-test):

9p<0,025, °p<0,01, Pp<0,005, 2p<0,001

Na Slici 15 prikazani su reprezentatvni dot-plot dijagrami 48h nakon tretmana HaCaT stanica

s RSV-om (5-100 uM).
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Slika 15. Reprezentativni dot-plot dijagrami 48 sati nakon tretmana HaCaT stanica
resveratrolom (RSV) dobiveni metodom protoc¢ne citometrije (kontrola — stanice tretirane
etanolom u koncentraciji 5 uL mL? medija za uzgoj; RSV5 — 100 — stanice tretirane

resveratrolom (RSV) u koncentracijama od 5 — 100 uM)

4.3.2. Apoptoza potaknuta resveratrolom u CHO-K1 kulturi stanica

Na Slici 16 prikazani su udjeli subpopulacija CHO-K1 stanica - zivih, mrtvih, u ranoj i kasnoj
apoptozi nakon tretmana RSV-om (5-100 uM). Udio zivih stanica u kulturi statisticki je
znacajno pao s 95,38 % u kontrolnom uzorku na 74,78 % (p<0,001) pri 100 uM RSV-a, dok se
udio apoptoticnih te mrtvih stanica se povecao ovisno o apliciranoj dozi RSV-a (dose-
response). Udio mrtvih stanica u kontrolnom uzorku iznosio je 0,20 % te je s porastom
koncentracije iznosio 3,90 % (p<0,001) pri 20 uM te 6,74 % (p<0,001) pri 100 uM RSV-a.
RSV u dozama >20 uM statisticki je znacajno (p<0,005 - p<0,001) inducirao apoptozu (porast

udjela stanica u ranoj i kasnoj apoptozi) u CHO-K1 stani¢noj liniji. 1z rezultata je vidljivo da
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RSV dovodi do odumiranja stanica primarno apoptotskim putem obzirom da je udio mrtvih

stanica (one koje odumiru nekrozom) nizi u odnosu na udio ukupno apoptotskih stanica.

U radu Jiang 1 sur. (2005) ispitivao se uc¢inak resveratrola (0-100 uM) na stani¢nu smrt ljudskih
U251 glioma stanica. Razina stani¢ne smrti odredena je 48 sati nakon tretmana stanica
ispitivanjem oslobadanja laktat dehidrogenaze (LDH). Znacajno povecanje oslobadanja LDH
izazvanog resveratrolom uoc¢eno je pri koncentracijama od 50 i 100 uM. Indukcija stani¢ne

smrti podudara se s rezultatima u ovom radu.
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Slika 16. Udjeli zivih, stanica u ranoj apoptozi, kasno apoptoti¢nih te mrtvih stanica u CHO-
K1 kulturi nakon tretmana stanica s resveratrolom (RSV) (5 — 100 uM). (Ke — stanice tretirane
s 5 pL etanola mL* medija za uzgoj; 5 — 100 — stanice tretirane resveratrolom (RSV) u
koncentracijama 5 — 100 uM). Statisticki znacajna razlika u odnosu na Ke (Student t-test):
¢p<0,01, "p<0,005, 3p<0,001

Na Slici 17 prikazani su reprezentatvni dot-plot dijagrami 48h nakon tretmana CHO-K1 stanica
s RSV-om (5-100 uM).
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Slika 17. Reprezentativni dot-plot dijagrami 48 sati nakon tretmana CHO-K1 stanica
resveratrolom (RSV) dobiveni metodom protoc¢ne citometrije (kontrola — stanice tretirane
etanolom u koncentraciji 5 uL mL? medija za uzgoj; RSV5 — 100 — stanice tretirane

resveratrolom (RSV) u koncentracijama od 5 — 100 uM).

4.3.3. Autofagija potaknuta resveratrolom u HaCaT stani¢noj liniji

Rezultati u¢inka razli¢itih koncentracija RSV-a na indukciju autofagije u HaCaT kulturi stanica
statisticki su obradeni i prikazani na Slici 18. Reprezentativni uzorci tj. histogrami (Autophagy
induction profile) dobiveni primjenom protoéne citometrije i Muse autophagy LC3-antibody
based kit-a za kontrolne uzorke (Ki i Ke) i stanice tretirane RSV-om (5 —100 uM) prikazani su
na Slici 19.
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Slika 18. Evaluacija autofagije u HaCaT stani¢noj liniji nakon tretmana resveratrolom
(RSV) u koncentraciji 5, 20, 50 ili 100 pM. Ki — intaktna kontrola (netretirane stanice); Ke
— kontrola uz dodatak EtOH u koncentraciji 5 uL. mL™* medija za uzgoj. Statisti¢ki znacajna
razlika u odnosu na Ke (Student t-test): 2p<0,001
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Slika 19. Reprezentativni uzorci - histogrami (Autophagy induction profile) dobiveni
primjenom protoc¢ne citometrije i Muse autophagy LC3-antibody based kit-a za kontrolne
uzorke (Ki i Ke) i HaCaT stanice tretirane resveratrolom (RSV) (5 -100 uM). Ki — intaktne
stanice; Ke — kontrola uz dodatak EtOH u koncentraciji 5 pL mL™ medija za uzgoj
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U odnosu na kontrolne uzorke, vidljivo je kako je RSV uzorkovao statisticki znacajan porast
autofagije pri koncentraciji od 20 uM (p<0,001) pri ¢emu je zabiljezen autophagy induction
ratio od 1,33. Nakon tretmana HaCaT stanica RSV-om pri dozi 5 uM i 50 uM nije odredeno
statisti¢ki znacajno odstupanje u udjelu stanica koje odumiru autofagijom u odnosu na kontrolni
uzorak, dok je kod koncentracije od 100 uM udio stanica koje odumiru autofagijom bio
statistiCki znacajno nizi (p<0,001). Iz rezultata se moze uociti kako RSV poti¢e autofagiju

stanica, a vrijednost autophagy induction ratio varira ovisno o primijenjenoj koncentraciji.

Predmet istrazivanja studije Yamamoto i sur. (2010) bila je indukcija autofagije RSV-om u
ljudskim U737 glioma stanicama. Kada su stanice tretirane RSV-om GFP-LC3 obiljezeni
autofagosomi pojavili su se u citoplazmi. Postotak autofagnih stanica u GFP-pozitivnim
stanicama je bio otprilike 90 %. Nadalje, broj GFP-pozitivnih vezikula po stanici dramati¢no
se povecao U stanicama tretiranim s 50 uM RSV-a u usporedbi s onima koji su tretirani s 10
uM RSV-a.

Uloga autofagije inducirane RSV-om u A549 stanicama proucavana je u radu Li i sur. (2022).
Koncentracije RSV-a nize od 55 uM aktivirale su zastitnu autofagiju, dok su koncentracije
RSV-a vece od 55 uM stimulirale letalnu autofagiju. RSV je izazvao autofagiju i apoptozu
aktiviranjem puta NGFR-AMPK-mTOR u stanicama A549. RSV je povecéao koli¢inu NGFR
proteina povecanjem ekspresije mRNA i produljenjem Zivotnog vijeka mRNA i proteina.

Fosforilacija AMPK i mTOR bila je poviSena, odnosno potisnuta nakon tretmana RSV-om.

4.3.4. Autofagija potaknuta resveratrolom u CHO-K1 stani¢noj liniji

Rezultati u¢inka razli¢itih koncentracija RSV-a na indukciju autofagije u CHO-K1 kulturi
stanica statisticki su obradeni i prikazani na Slici 20. Reprezentativni uzorci tj. histogrami
(Autophagy induction profile) dobiveni primjenom proto¢ne citometrije i Muse autophagy LC3-
antibody based kit-a za kontrolne uzorke (Ki i Ke) i stanice tretirane RSV-om (5 —100 uM)

prikazani su na Slici 21.
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Slika 20. Evaluacija autofagije u CHO-K1 stani¢noj liniji nakon tretmana resveratrolom
(RSV) u koncentraciji 5, 20, 50 ili 100 uM. Ki — intaktna kultura (netretirane stanice); Ke
— kontrola uz dodatak EtOH u koncentraciji 5 uL. mL™* medija za uzgoj. Statisti¢ki znacajna
razlika u odnosu na Ke (Student t-test): 2p<0,001.
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Slika 21. Reprezentativni uzorci - histogrami (Autophagy induction profile) dobiveni
primjenom proto¢ne citometrije i Muse autophagy LC3-antibody based kit-a za kontrolne
uzorke (Ki i Ke) i CHO-K1 stanice tretirane resveratrolom (RSV) (5 -100 uM). Ki —

intaktne stanice; Ke — kontrola uz dodatak EtOH u koncentraciji 5 pL mL™* medija za uzgoj
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Rezultati pokazuju znacajan porast u udjelu stanica koje odumiru autofagijom u odnosu na
kontrolni uzorak - odreden je statisticki znacajan porast pri koncentracijama RSV-a od 20, 50
1 100 uM (p<0,001). Pri koncentraciji od 50 uM zabiljezen je najveéi autophagy induciton ratio
koji iznosi 1,42. 1z rezultata se moze uociti kako RSV potice autofagiju u CHO-K1 kulturi

stanica, a vrijednost autophagy induction ratio varira ovisno o primijenjenoj koncentraciji.

U radu Li i sur. (2022) rezultati su pokazali kako RSV smanjuje stopu prezivljavanja stanica
ovisno o vremenu i1 koncentraciji spoja, aktiviraju¢i autofagiju i apoptozu. Uloga RSV-
inducirane autofagije povezana je s koncentracijom RSV-a u stanicama A549. RSV je u
koncentracijama nizim od 55 uM aktivirao su ,,zastitnu autofagiju®, dok je u koncentracijama

veéim od 55 uM stimulirao ,,letalnu autofagiju*.

4.3.5. Autofagija potaknuta ferocenskim derivatom resveratrola u CHO-K1 kulturi stanica

Rezultati uéinka razli¢itih koncentracija RF-a na indukciju autofagije u CHO-K1 kulturi stanica
statisticki su obradeni i prikazani na Slici 22. Reprezentativni uzorci tj. histogrami (Autophagy
induction profile) dobiveni primjenom proto¢ne citometrije i Muse autophagy LC3-antibody
based kit-a za kontrolne uzorke (Ki i Kd) i stanice tretirane RF-om (5 —100 uM) prikazani su
na Slici 23.
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Slika 22. Evaluacija autofagije u CHO-K1 stani¢noj liniji nakon tretmana ferocenskim
derivatom resveratrola (RF) u koncentraciji 5, 20, 50 ili 100 uM. Ki — intaktna kultura
(netretirane stanice); Kd — kontrola uz dodatak DMSO u koncentraciji 5 pL mL™ medija

za uzgoj. Statisticki znacajna razlika u odnosu na Kd (Student t-test): #p<0,001
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Slika 23. Reprezentativni uzorci - histogrami (Autophagy induction profile) dobiveni
primjenom proto¢ne citometrije i Muse autophagy LC3-antibody based kit-a za kontrolne
uzorke (Ki i Kd) i CHO-K1 stanice tretirane ferocenskim derivatom resveratrola (RF) (5 —
100 uM). Ki — intaktne stanice; Kd — kontrola uz dodatak DMSO u koncentraciji 5 pL. mL"

! medija za uzgoj

Rezultati pokazuju kako je RF pri dozama > 20 uM uzrokovao statisti¢ki zna¢ajno (p<0,001)
smanjenje udjela stanica koje odumiru autofagijiom u odnosu na kontrolni uzorak. Iz toga
proizlazi kako RF pokazuje izmijenjenu bioloSku aktivnost od djelovanja samog RSV-a koji

statisti¢ki zna¢ajno inducira autofagiju u CHO-K1 kuturi stanica (Slika 20).

Wang i sur. (2019) testirali su in vitro i in vivo antiproliferativnu ulogu derivata kurkumina -
WZ35 u ljudskim kancerogenim stanicama jetre (HCCLM3). Autori su uocili suprotne bioloske
ucinke kurkumina i njegovog derivata. WZ35 je uzrokovao inhibiciju autofagije sto je razlicito
u odnosu na djelovanje kurkumina. Derivat inhibira autofagiju uglavnhom kroz smanjenje

ekspresije modulatora autofagije Yes-associated proteina (YAP).
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5. ZAKLJUCCI

1. RF je pokazao izmijenjenu biolosku aktivnost u odnosu na ishodni spoj — RSV.

2. Uc¢inak RSV-a i RF-a (5-100 uM) na vijabilnost HaCaT stanica odreden metodom
Neutral Red bio je razli¢it. RSV je uzrokovao blagi pad vijabilnosti stanica, dok RF nije
djelovao citotoksi¢no te se vijabilnost nije mijenjala u odnosu na kontrolu.

3. Ucinak RSV-anavijabilnost CHO-K1 stanica odreden metodom Neutral Red rezultirao
je blagim padom u stani¢noj vijabilnosti pri nizim koncentracijama, no statisticki
znacajnim padom pri koncentracijama 50 i 100 uM (pri 50 uM p<0,01, a pri 100 uM
p<0,025). RF nije imao uc¢inak na promjenu vijabilnosti CHO-K1 stanica $to ukazuje
na izmijenjenu bioloSku aktivnost tog spoja u odnosu na RSV.

4. Pri svim ispitanim koncentracijama RSV-a i RF-a (5-100 uM) odreden je inhibitorni
ucinak na proliferaciju HaCaT stanica Trypan Blue metodom nakon 48h, tj. utvrdeno je
smanjenje proliferacije u odnosu na kontrolni uzorak, s time da je statisticki znacajno
smanjenje primjeceno pri 100 puM koncentraciji RSV-a (p<0,05) i pri 50 uM
koncentraciji RF-a (p<0,025).

5. Statisticki znacajno (p<0,025 - p<0,001) smanjenje vijabilnosti CHO-K1 stanica
tretiranih s RSV (5-100 uM) odredeno je metodom Trypan Blue kod svih ispitanih
koncentracija osim pri najnizoj dozi (5 uM) gdje je prisutan inhibitorni u¢inak, no ne
znacajan. S druge strane, inhibitorni u¢inak RF-a na stani¢nu proliferaciju i vijabilnost
u odnosu na RSV bio je znatno slabiji.

6. Nize IC vrijednosti nakon tretmana stanica RSV-om u obje stani¢ne linije dobivene
Trypan Blue metodom u odnosu na Neutral Red test mogu se objasniti pove¢anjem broja
i veli¢ine lizosoma (u kojima se nakuplja boja Neutral Red). RF je pokazao znatno
slabiji citotoksi¢ni ucinak.

7. RSV je pokazao proapoptotsko djelovanje u obje stani¢ne linije. U HaCaT kulturi
stanica udio stanica u apoptozi iznosio je 5,4 % u kontrolnom uzorku te porasao do
10,03 % (p<0,005) pri koncentraciji od 100 uM. RSV je u dozama >20 uM statisticki
znacajno (p<0,005 - p<0,001) inducirao apoptozu u CHO-K1 stani¢noj liniji.

8. RSV potice autofagiju u HaCaT i CHO-K1 kulturi stanica, a vrijednost autophagy
induction ratio varira ovisno o primijenjenoj koncentraciji.

9. RF je pri dozama > 20 uM uzrokovao statisticki zna¢ajno (p<0,001) smanjenje udjela

stanica koje odumiru autofagijom u odnosu na kontrolni uzorak, Sto pokazuje
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izmijenjenu biolosku aktivnost od djelovanja samog RSV-a koji statisticki znacajno

inducira autofagiju u CHO-K1 kuturi stanica.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja BRUNO DOSKOCIL izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te

da se u njegovoj izradi nisam Kkoristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Vlastorucni potpis



