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1. UVOD

Rak dojke jedan je od najcesée prisutnih vrsta karcinoma kod Zena i vodeci uzrok smrti
uzrokovane rakom. U posljednje vrijeme, sve viSe do izraZaja dolazi terapijski pristup koji se
temelji na deprivaciji nutrijenata, odnosno na ,izgladnjivanju“ stanica raka (engl. cancer
starvation therapy). Naime, kancerozne stanice karakterizira izmijenjena mreza metaboli¢kih
puteva u odnosu na normalne stanice zbog njihovih jedinstvenih metaboliCkih potreba.
Povecéana potreba za glukozom jedna je od njih kako bi stanice podrzale nekontroliranu
proliferaciju i osigurale prezivljenje u nepovoljnim uvjetima koji su ¢esto prisutni u staniénom
okoliSu. Stoga je kod stanica raka razvijen specifiCni energetski metabolizam zvan Warburg
efekt, gdje stanice konvertiraju glukozu do laktata procesom aerobne glikolize ¢ak i u prisutnosti
kisika, Sto se razlikuje od metabolizma normalnih stanica gdje se nakon glikolize odvija
energetski ucinkovitiji proces oksidativne fosforilacije. Tumorske stanice takoder karakterizira i
prekomjerna ekspresija transportera za unos glukoze u stanicu. Osim energetskih, tumori
moraju zadovoljiti i poveéane biosintetske potrebe, stoga su ovisni i 0 drugim nutrijentima osim
glukoze, poput aminokiselina i lipida, od kojih se posebice izdvaja ovisnost o glutaminu (Bose i
sur., 2021).

Kurkumin, polifenolni spoj izoliran iz rizoma Curcuma longa, predmet je brojnih istrazivanja
zbog svojih protuupalnih, antioksidacijskih i antikancerogenih svojstava zahvaljujuci kojima
pokazuje Siroki terapijski potencijal. Dokazano je da kurkumin djeluje citotoksi¢no na nekoliko
vrsta tumora, ukljuCujuci rak dojke. Inhibira njihovu proliferaciju, angiogenezu, sposobnost
metastaziranja, a uo€eno je da inducira stanicnu smrt apoptozom i autofagijom (UroSevic i sur.,
2022). Takoder, dokazano je da kurkumin direktno inhibira aktivhost GLUT1 transportera za
unos glukoze u stanicu, koji je Eesto prekomjerno eksprimiran u stanicama raka dojke (Gunnink
i sur., 2016). Medutim, veliku prepreku za koristenje kurkumina u medicinske svrhe predstavija
njegova slaba bioraspolozivost. 1z toga se razloga istraZuju novosintetizirani derivati kurkumina
kako bi se prevladali postoje¢i nedostaci i poboljSala njegova apsorpcija u organizmu.

Istrazivanja su pokazala da deprivacija nutrijentima u kombinaciji s drugim terapijama protiv
raka moze rezultirati povecanom citotoksi€noS¢u antitumorskih lijekova i time vecom
efikasnoScu terapije (Pateras i sur., 2023; Khajah i sur., 2022). Primjenom opisane kombinacije
ljeCenja, za postizanje istoga ucinka potrebne su manje koncentracije lijekova, Sto rezultira
znacajnim smanjenjem nepoZzeljnih simptoma koji se javljaju kao rezultat ovih terapija.

Uzimajuc¢i u obzir dokazani sinergistiCki uCinak kombiniranih terapija koje ukljucuju
deprivaciju nutrijenata s ciliem jaCega djelovanja ve¢ postojecega lijeka, osmisljeni su sljedeci
eksperimenti koji su provedeni kao dio ovog diplomskog rada. Cilj je najprije bio ispitati u¢inak

nutritivne deprivacije na vijabilnost i proliferaciju MCF-7 stani¢ne linije te na indukciju stani¢ne



smrti autofagijom i apoptozom. U drugom se dijelu istrazivanja zatim ispitivao utjecaj kurkumina
i pirazolnog analoga kurkumina u kombinaciji s uvjetima deprivacije nutrijenata na vijabilnost i
proliferaciju stanica, kao i na indukciju autofagije i apoptoze. Stani¢na vijabilnost pracena je
metodama MTT, Neutral Red i Trypan Blue, dok je analiza stani¢ne smrti provedena metodom

protoéne citometrije.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KURKUMIN I NJEGOVI DERIVATI
2.1.1. Kurkumin

Kurkumin je polifenolni spoj specifiéne zute boje ekstrahiran iz rizoma biljke Curcuma longa,
poznata jo$ i pod drugim nazivom kurkuma. Njegova je primjena poznata kroz povijest — koristio
se kao dodatak prehrani, kao i u tradicionalnoj medicini u zemljama jugoistoCne Azije. Prvi put
su ga izolirali dvojica znanstvenika s Hardvara, Vogel i Pelletier, 1815. godine, a kemijska
struktura kurkumina prvi je puta prezentirana 1910. godine od strane znanstvenika Milobedzka
i Lampe. Od kada je prvi put izoliran, zbog svoje je bioloSke aktivnosti i raznih prednosti za
zdravlje stavljen u srediste istraZivanja brojnih znanstvenika (Giordano i Tommonaro, 2019).

Kemijski naziv za kurkumin je diferuloilmetan. Gledajuéi njegovu kemijsku strukturu,
kurkumin je simetricna molekula, a &ine ju dva aromatska prstena, koji sadrze vezanu
hidroksilnu i metoksilnu skupinu, spojeni razmaknicom od 7 ugljikovih atoma koja se sastoji od
a,B-nezasi¢ene [-diketonske jedinice. Na slici 1 vidljive su aktivhe funkcijske skupine
kurkumina: B-diketo skupina u sredistu molekule, zatim dvostruke veze unutar ugljikovodiénog

lanca te fenolni ostatak s metoksilnom skupinom (Priyadarsini, 2014).

B B

Slika 1. Kemijska struktura kurkumina s istaknutim aktivnim funkcijskim skupinama: A — 3-
diketo skupina; B — metoksilna i fenolna skupina; C — dvostruka veza (UroSevic i sur., 2022)

Aromatske skupine odgovorne su za hidrofobnost kurkumina, dok je za fleksibilnost same
molekule odgovoran a,B-nezasiceni B-diketo dio, a znacaj ovih svojstava o ituje se kroz
sposobnost kurkumina da se veZe na razne biomakromolekule u ljudskom organizmu.
Kurkumin nije lako topljiv u fizioloSkom mediju i pokazuje slabu distribuciju i bioraspolozZivost.
Slabo se apsorbira u tankom crijevu, brzo se metabolizira u jetri i brzo sistemski eliminira iz
organizma (Prasad i sur., 2014). Klini¢ka ispitivanja pokazala su da je kurkumin siguran za

ljudsku konzumaciju i pri visokim dnevnim dozama do ¢ak 12 g, pri Eemu pokazuje vrlo malo



nuspojava (Shakeri i sur., 2019).

Kurkumin djeluje kao hormeti¢ki agens, pri ¢emu pokazuje stimulacijski efekt pri niskim
dozama, a inhibitorni efekt pri visokim dozama. Ovo podrazumijeva i pojavu djelomi¢ne funkcije
pri niskim dozama, poput njegove antioksidacijske aktivnosti. S druge strane, pri visokim
dozama javlja se drugacija funkcija, kao $to je to primjerice indukcija autofagije i stani¢ne smrti.
Nadalje, zamijeceno je da kurkumin u nekim slu€ajevima ima jaci u€inak pri nizim dozama nego
pri vis§im, odnosno da pokazuje bifazno djelovanje ovisno o dozi. Primjer pojacanog ucinka
kurkumina pri nizim dozama je aktivacija signalnog puta protein kinaza aktiviranih mitogenom,
kao i ve¢ spomenuta antioksidacijska aktivnost (Moghaddam i sur., 2019).

Kurkumin ima dokazan raznolik farmakolo$ki u¢inak u in vivo i in vitro sustavima, zbog ¢ega
je i detaljno prou¢avan otkada je prvi put izoliran i kemijski okarakteriziran. Upravo je struktura
kurkumina odgovorna za njegovu bioloSku aktivnost. Brojna istraZivanja pokazala su da
kurkumin karakteriziraju antioksidacijska, antitumorska, protuupalna, imunomodulirajuca,
antibakterijska, antivirusna i antimalarijska svojstva, svojstva zacjeljivanja rana, te brojna druga.

Kurkumin je snazan antioksidans, pri ¢emu djeluje na nacin da se veZe sa slobodnim
radikalima u stanicama. Slobodni radikali poput reaktivnih kisikovih spojeva (engl. Reactive
Oxygen Species, ROS) i reaktivnih duSikovih spojeva (engl. Reactive Nitrogen Species, RNS)
nastaju u ljudskom organizmu u patofizioloSkim stanjima ili pod utjecajem raznih fizikalnih ili
kemijskih faktora. Mogu uzrokovati peroksidaciju lipida, zatim promjene na razini DNA, te isto
tako gubitak aktivnosti enzima i na taj nacin oStecCuju stanice te uzrokuju starenje i nastanak
bolesti. Za kurkumin je dokazano da dobro inhibira lipidnu peroksidaciju te na taj na¢in pomaze
zastiti stanica od oksidacijskog stresa. Takoder, uzrokuje povecanu ekspresiju metionin
sulfoksid reduktaze A (engl. Methionine Sulfoxide Reductase A, MsrA), povecava koncentracije
enzima MsrA, superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT) i glutation peroksidaze (GPx) i time
povecava enzimsku antioksidacijsku aktivnost (UroSevic i sur., 2022).

Protuupalna svojstva kurkumina odituju se kroz njegovu sposobnost da inhibira
ciklooksigenazu-2 (COX-2), lipoksigenaze (LOX) i inducibilne dusSik oksid sintaze (iNOS), bitne
enzime koji posreduju upalne procese. Kurkumin inhibira i metabolizam arahidonske kiseline,
ekspresiju citokina (interleukine) i kemokina, faktore nekroze tumora, NF-kB, kao i otpustanje
steroidnih hormona. Opisano protuupalno djelovanje kurkumina ucinkovito je protiv brojnih
upalnih bolesti kao Sto su artritis, gastritis, upalne bolesti crijeva, pankreatitis, autoimune
bolesti, alergije i kardiovaskularne bolesti (Arshad i sur., 2017).

Dokazano je da kurkumin posjeduje antitumorska svojstva, pokazujuéi citotoksi¢an uc€inak
na tumorske stanice, inhibirajuéi njihovu proliferaciju i angiogenezu. Njegov je terapeutski i
preventivni u€inak uocen kod nekoliko vrsta tumora, uklju€ujuci rak dojke, prostate, mozga,

plu¢a i gusterace. Kurkumin interferira s bitnim molekularnim putevima uklju¢enima u razne



bioloske procese poput proliferacije, kontrole staniénoga ciklusa, metastaziranja, apoptoze,
procesa upale i angiogeneze, od kuda potje€u njegova antikancerogena svojstva. Istrazivanja
su pokazala da kurkumin isto tako povecava osjetljivost tumorskih stanica na kemoterapiju i
radioterapiju ¢ime se poboljSava ucinkovitost lije€enja i smanjuju nuspojave kada se koristi u
kombinaciji s drugim terapijama. Kurkumin takoder specifi¢no cilja mati¢ne stanice raka koje su
zasluzne za otpornost raka na kemoterapije (Zoi i sur., 2024).

Brojni dokazi upuéuju i na povezanost upalnih procesa s razvojem karcinoma. Inhibicijom
AP-1 i NF-kB faktora kurkuminom dolazi do smanjene transkripcije gena koji su inace pojacano
eksprimirani u kanceroznim stanicama — gena odgovornih za poticanje stanica na proliferaciju,
sprjeCavanje ulaska stanica u apoptozu i poticanje angiogeneze. Isto tako, kurkumin inhibira i
protein kinaze koje induciraju apoptoti¢ku aktivnost, a molekularnom metom kurkumina
pokazao se i STAT3 (engl. Signal transducer and activator of transcription 3) protein, faktor koji
potiCe rast i prezivljenje stanice te potiCe ekspresiju antiapoptoti¢kih proteina kao $to su Bcl-2 i

Bcl-xL i time blokira apoptozu (Giordano i Tommonaro, 2019).

2.1.2. Derivati kurkumina

Zbog njegove slabe bioraspolozZivosti i niske topljivosti u vodi, u€inkovitost kurkumina kao
terapeutika je smanjena, stoga su tijekom godina razvijane razliCite strategije s ciljem
prevladavanja spomenutih nedostataka.

Jedan od pristupa ukljuuje dodatak adjuvansa u formulaciju lijeka na bazi kurkumina. Drugi
pak pristupi nude koriStenje nanocestica, micelarnih i liposomalnih nosaa kao sustave
isporuke lijeka, dok se neke strategije baziraju na modifikaciji strukture molekule kurkumina.
Sintetski analozi kurkumina dobivaju se modifikacijom osnovne strukture molekule koristenjem
razliCitih kemijskih reakcija. Na taj se naCin mogu sintetizirati novi spojevi koji sadrzavaju
osnovne strukturne znacajke kurkumina, poput poveznice od 7 ugljikovih atoma i oksi-
supstituenata na prstenu benzena. Takoder, moguce je sintetizirati spojeve s prividnom
strukturnom analogijom kurkuminu, te bioorganometalne komplekse kurkumina za koje je
karakteristicno prisustvo iona metala u strukturi (Arshad i sur., 2017).

B-diketonski ostatak u molekuli kurkumina metabolizira se jetrenim enzimima aldo-keto
reduktazama, Cime se smanjuje terapeutski u€inak kurkumina na razliCite bolesti. Dokazano je
da je delecija ovog reaktivnog B-diketonskog ostatka odgovorna za povecanu in vitro stabilnost
kurkumina kod pH vrijednosti 7,4, kao i za poboljSan farmakokineticki profil in vivo. Analozi
kurkumina s razmaknicom od 5 ugljikovih atoma pokazali su se pogodnim za daljni razvoj
antitumorskih lijekova na bazi kurkumina (Liang i sur., 2009). Takoder, uvodenje raznih

funkcijskih grupa umjesto fenolnih hidroksilnih skupina moglo bi sprijeciti razgradnju kurkumina



pod bazi¢nim uvjetima (Prohl i sur., 2016).

B-diketonski ostatak unutar molekule kurkumina djeluje kao kelirajuci ligand i odgovoran je
za tvorbu stabilnih kompleksa s metalima (Shakeri i sur., 2019). Interakcija nekoga liganda s
metalima dovodi do drasticne promjene bioloSkoga ucinka liganda, u ovom kontekstu
kurkumina, ¢ime se smanjuju njegove negativhe nuspojave, a moze mu se povecati i bioloska
aktivnost. Takoder, prijelazni metalni poput bakra, Zeljeza i mangana mogu ostvarivati
interakcije s aktivnim mjestom enzima, stoga imaju vaznu ulogu u raznim bioloSkim procesima
u organizmu (Heras i sur., 2019).

Zanimljivima su se pokazali novosintetizirani metalni kompleksi nastali kovaletnim
vezanjem organometalnoga ostatka na molekulu kurkuminoida. U istraZivanju Arezki i sur.
(2011) na ovaj je nacin sintetizirano osam novih ferocenskih derivata kurkuminoida, gdje je
ferocen vezan razmaknicama razliitih duljina na kurkuminoide sa substituiranim metoksilnim i
hidroksilnim grupama na aromatskim prstenovima, Sto je prikazano na slici 2. Prisutnost
ferocena u derivatima kurkumina povecala je njihovu bioloSku aktivnost u supresiji proliferacije
stanica raka, poput pojacane citotoksi¢nosti, u€inka na polimerizaciju tubulina i indukciju naglih

morfoloskih promjena endotelnih stanica (Arezki i sur., 2011).
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13: R'= OMe; R*= OMe

Slika 2. Ferocenski derivati kurkuminoida (ferocen vezan razmaknicama razlicitih duljina)
(Arezki i sur., 2011)

Kemijskom modifikacijom kurkumina pripravljeni su derivati na bazi pirimidina kojima je
ispitana potencijalna antikancerogena aktivnost. IstraZivanje Wang i sur. (2021) pokazalo je
kako je novi derivat kurkumina, uz pokazanu znac¢ajnu kemijsku stabilnost, inhibirao rast stanica
raka debeloga crijeva u in vitro i in vivo uvjetima. Nadalje, uoeno je da je antitumorsko
djelovanje novosintetiziranoga spoja postignuto indukcijom stvaranja intracelularnoga ROS-a,
Sto je dovelo do promjene potencijala membrane mitohondrija, zastoja stani€noga ciklusa,
aktivacije stresa endoplazmatskoga retikuluma i u konacnici apoptoze stanica (Wang i sur.,
2021).
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Slika 3. Novosintetizirani amino pirimidinski derivati kurkumina (Mari i sur., 2023)

Sliéni su rezultati dobiveni i drugim istrazivanjima, gdje su koriSteni derivati kurkumina
kojima je reaktivna keto-enolna skupina supstituirana strukturom amino pirimidina. Na taj je
nacin dobiveno osam novih derivata prikazanih na slici 3. Svi derivati pokazali su izvrsnu
stabilnost u fizioloSkom mediju. Za dva derivata odreden je isti antiproliferacijski u¢inak kao i
za kurkumin na stani¢noj linija raka debeloga crijeva te poboljSana citotoksi¢nost prema

stanicama raka prostate (Mari i sur., 2023).

2.2. METABOLICKE PROMJENE U KANCEROZNIM STANICAMA

2.2.1. Unos glukoze u stanicu

Glukoza je primarni supstrat i izvor energije u svim stanicama sisavaca. Hidrofilna je
molekula, stoga u stanicu ne moze difundirati kroz lipidni dvosloj, ve¢ su joj za ulazak u citosol
potrebni posebni transportni proteini koji se nalaze unutar staniéne membrane. Glukoza se u
stanice moze transportirati putem dvije vrste membranskih proteina zasluznih za prijenos
heksoza: SGLT klasom transportera (engl. sodium-dependent glucose co-transporters) i GLUT
klasom transportera (engl. facilitative glucose transporters) (Szablewski, 2013).

SGLT skupina transportera odgovorna je za transport heksoza uz njihov koncentracijski

gradijent. Ovaj proces odvija se mehanizmom sekundarnoga aktivnoga transporta, te je ovisan



0 unosu natrija niz njegov koncentracijski gradijent. Prvi identificiran bio je SGLT1, visoko-
afinitetni transporter eksprimiran prvenstveno u membranama zrelih eritrocita u tankome crijevu
i bubreznim proksimalnim tubulima. S druge strane, GLUT skupina transportera transportira
Secere niz njihov koncentracijski gradijent bez utroSka energije. U ovu skupinu svrstavaju se
transportni proteini GLUT1 — GLUT12, GLUT14 i H/mio-inozitol transporteri, pri Eemu svaki od
njih pokazuje razli€it afinitet za glukozu i ostale heksoze. GLUT1 je najCeS¢i transporter glukoze
prisutan u ljudskim stanicama i smatra se odgovornim za bazalni unos glukoze u vecini tkiva.
U normalnim tkivima eksprimiran je u razli€itim koncentracijama te je metaboli¢ki i hormonalno
reguliran, pri €emu je u najvid§im koncentracijama prisutan u mozgu i eritrocitima, a umjereno je

Primije¢eno je da su pripadnici GLUT skupine transportera ¢esto povec¢ano eksprimirani
tijekom onkogeneze u razli€itim vrstama tkiva, iako su i tipi€no prisutni u ne-kanceroznim
tkivima. Takoder, zamijeCeno je da stanice raka ¢esto eksprimiraju GLUT skupinu proteina u
onim tkivima gdje spomenuti transporteri pod normalnim uvjetima ne bi bili prisutni (Furuta i
sur., 2010). GLUT1 kao glavni predstavnik GLUT skupine transportera, koji je Siroko
raspodijeljen u normalnim tkivima, najviSe je proucavan. Prekomjerna ekspresija GLUT1
transportera zabiljezena je u razli€itim tumorima poput raka dojke, gusterace, jetre, mozga,
jednjaka, bubrega, koze, plué¢a, jajnika, endometrija, grlica maternice i drugih (Medina i Owen,
2002). Njegova je prekomjerna ekspresija povezana s nekoliko obilijezja tumora, poput
povecane proliferacije, invazivnosti i smanjenoga prezivljenja pacijenata. Nadalje, povucena je
i korelacija ekspresije GLUT1 s razinom hipoksije tumora — stanja u kojem je opskrba kisikom
smanjena. Hipoksija u tumorima povezana je s agresivnim fenotipovima tumora koji pokazuju
visoku sklonost metastaziranju, a mozZe dovesti i do rezistencije na kemoterapiju i radioterapiju
(Szablewski, 2013). Povecana ekspresija transportnih proteina za glukozu posljedica je
povecane potrebe kanceroznih stanica prema glukozi i njihovog pojacanoga metabolizma

glukoze.

2.2.2. Metabolizam glukoze i metaboli¢ke promjene u kanceroznim stanicama

Nakon $to glukoza ude u normalnu ne-tumorsku stanicu, mozZe uci u razlicite metabolicke
puteve ovisno o trenutnim metaboliCkim potrebama stanice. Ukoliko su energetske potrebe
stanice visoke, glukoza se procesom glikolize konvertira do piruvata pri ¢emu nastaje ATP i
NADH. Ukoliko je prisutan kisik, piruvat se konvertira do acetil-CoA koji zatim ulazi u ciklus
trikarboksilnih kiselina gdje u potpunosti oksidira do CO,, nakon Cega slijedi oksidativha
fosforilacija kako bi se generirao ATP. Ovim se procesima sveukupno generira 36 mola ATP-a

po molu glukoze. Ako kisik nije prisutan, stanica podlijeze energetski nisko ucinkovitom



procesu, anaerobnoj glikolizi. Pod tim se podrazumijeva oksidacija piruvata nastaloga
glikolizom do laktata pomoéu enzima laktat dehidrogenaze, pri Eemu se dobivaju 2 mola ATP-
a po molu utroSene glukoze (Martel i sur., 2015).

Nasuprot normalnim stanicama, u stanicama raka izrazen je izmijenjeni metabolizam
glukoze nastao reprogramiranjem ve¢ postojec¢ih metaboli¢kih puteva. Naime, kako bi podrzale
nekontroliranu proliferaciju, kancerozne stanice imaju veéu potrebu za energijom stoga ih
karakterizira povec¢ana brzina unosa glukoze, kao i poveéana brzina glikolize. Tumorske stanice
nakon glikolize konvertiraju piruvat do laktata i pri uvjetima kada je kisik prisutan, pri ¢emu
dolazi do nakupljanja laktata. lako je glikoliza manje ucinkovit proces u proizvodnji energije,
stanice raka preferiraju ovaj metabolicki put nad oksidativhom fosforilacijom ¢ak i u prisutnosti
kisika. Opisani izmijenjeni energetski metabolizam smatra se jednim od glavnih obiljeZja raka i
naziva se Warburg efekt ili aerobna glikoliza (slika 4), koji je prvi opisano znanstvenik Otto
Warburg 1920-tih godina (Warburg, 1956).

Diferencirano tkivo Proliferirajuce tkivo
Glukoza Glukoza +/-0, l
I l Glukoza
Piruvat Piruvat [
l\‘ Laktat l Piruvat
0,
Laktat 0; /\
L’ T Laktat
5
Anaerobna co, Aerobna glikoliza
glikoliza 7 (Warburg efekt)

Slika 4. Stani¢no disanje u normalnim diferenciranim stanicama (lijevo) nasuprot Warburg
efekta u proliferiraju¢im kanceroznim stanicama (desno) (prema Bose i sur., 2021)

Otkricem Warburg efekta postavljalo se pitanje zasto bi stanice raka preferirale energetski
manje u€inkovit proces za dobivanje energije ako je njihova potreba za energijom povecana u
usporedbi s normalnim stanicama. Warburg je pretpostavljao da je razlog tome lezi u €injenici
da je oksidativna fosforilacija nefunkcionalna u stanicama raka zbog oStecenja mitohondrija.
Kasnijim se istrazivanjima ustanovilo da su brzine oksidativne fosforilacije u normalnim i

tumorskim stanicama sli¢ne i da tumorske stanice u uvjetima kada je kisik dostupan koriste



aerobnu glikolizu i oksidativnu fosforilaciju. Tek je u uvjetima kada je kisik nedostupan i stanice
se nadu u stanju hipoksije, primije¢ena ubrzana potro$nja glukoze i povec¢ano izlu€ivanje laktata
(anaerobna glikoliza), dok je oksidativna fosforilacija smanjena (Bose i sur., 2021).

Smatra se da je postojeéi izmijenjeni metabolizam glukoze i proizvodnje laktata prilagodba
tumorskih stanica na hipoksiju. Stanice koje brzu rastu i nekontrolirano se dijele karakterizira
nedostatak kisika i nutrijenata zbog difuzijskih ograni€enja opskrbe krvlju. Kao rezultat toga
nastaju hipoksicne tumorske stanice koje se oslanjaju na neoksidacijski energetski
metabolizam poput glikolize, ¢ak i kada se uvjeti promijene i kisik postane dostupan (Furuta i
sur., 2010).

Kako se procesom aerobne glikolize dobiva manje energije nasuprot oksidativne
fosforilacije, brzina glikolize mora biti znatno ve¢a nego u normalnim stanicama kako bi se
postigle dovoljne razine ATP-a. ZabiljeZzeno je da je brzina glikoliza u tumorskim stanicama i do
30 puta veéa nego u normalnim, $to je moguée kontinuiranom pretvorbom piruvata u laktat.
Cak i kada je oksidativna fosforilacija prisutna, aerobna glikoliza imat ¢e puno visi fluks glukoze
do laktata. Sukladno tome, zabiljeZzena je 20 do 30 puta veca brzina unosa glukoze u stanice,
Sto je i klju¢no kako bi se brzina glikolize odrzala na potrebnoj razini. Stanice raka svoju
povecanu potrebu za glukozom zadovoljavaju pove¢anom ekspresijom i aktivhoséu glikolitiCkih
enzima, kao i pove¢anom ekspresijom transportnih proteina za glukozu poput ve¢ spomenutog
GLUT1 (Bose i sur., 2021; Martel i sur., 2015).

Stanice raka osim povecane potrebe za energijom karakterizira i potreba za anaboli¢kim
metabolitima za proizvodnju biomase kako bi se mogle nastaviti nekontrolirano dijeliti. Smatra
se da je joS jedan od razloga zasto kancerozne stanice preferiraju aerobnu glikolizu taj da se
intermedijeri glikolize mogu koristiti kao prekursori za sintezu aminokiselina, nukleotida i masnih
kiselina potrebnih za izgradnju biomase. Isto tako, Warburg efektom smanjuje se proizvodnja
ROS-a u mitohondriju uslijed smanjene oksidacijske fosforilacije, $to rezultira inhibicijom jedne
vrste apoptoze koja nastaje nakupljanjem ROS-a i u konaénici izbjegavanjem smrti tumorskih
stanica (Bose i sur., 2021).

Osim promijenjenoga metabolizma glukoze, tumori pokazuju i promjene u metabolizmu
aminokiselina i lipida. Drugi najkoriSteniji metabolit za tumorske stanice nakon glukoze je
aminokiselina glutamin. Tumorske stanice koriste ga kao izvor energije i za biosintezu klju¢nih
stani¢nih komponenta. Glutamin se u stanici konvertira u glutamat, te potom u a-ketoglutarat
koji ulazi u ciklus trikarboksilnih kiselina $to u konachnici rezultira generiranjem ATP-a. Takoder,
glutamin sluzi kao donor duSika u sintezi duSi¢nih baza purina i pirimidina, a bitnu ulogu ima
kao prekursor biosinteze proteina, zatim glutationa koji je bitan za odrzavanje redoks
homeostaze, te je takoder jedan od izvora NADPH. SluZi i kao prekursor za sintezu drugih

aminokiselina poput serina, glicina i aspartata, a izvor je ugljika i dusika za sintezu lipida koji su
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glavha komponenta stanicne membrane (DeBerardinis i Cheng, 2010). Glutamin je
neesencijalna aminokiselina, odnosno ljudsko tijelo moze je samostalno sintetizirati te ju stoga
nije nuzno unositi prehranom u organizam. Medutim, zbog visoke potrebe za glutaminom,
tumorske stanice zapravo ovise 0 vanjskim izvorima glutamina, odnosno pokazuju tzv.
»glutaminsku ovisnost® te u nedostatku vanjskih izvora glutamina moze doéi do njihovog
odumiranja (Li i sur., 2021).

Metabolizam lipida u tumorima takoder je izmijenjen i ove su promjene uvelike povezane s
nastankom raka i njegovim daljnjim napretkom. Primijeceno je da je sinteza masnih kiselina
povecCana u stanicama raka te se smatra da fosfolipidi sintetizirani de novo lipogenezom
opskrbljuju proliferiraju¢e tumorske stanice kako bi se dalje prerasporedili u stani¢ne membrane
i organele stanica kéeri (Park i sur., 2021). Takoder, povecéan je udio zasi¢enih masnih kiselina
u samoj strukturi fosfolipida, $to rezultira manjom fluidnosti membrane i 8to je karakteristika
agresivnih tumora dojke, a izmijenjen sastav membrane potencijalno doprinosi i smanjenoj
osjetljivosti stanice na peroksidaciju. U stanicama raka uoena je i poveCana razina [3-
oksidacije, Sto je joS jedan od nacina kojim stanice zadovoljavaju svoje povecane potrebe za
energijom. Lipidi poput sfingozida i ceramida imaju bithu ulogu u signalizaciji i induktori su
apoptoze, a ekspresija enzima bitnih u sintezi ceramida smanjena je u brojnim vrstama tumora
(Baenke i sur., 2013).

2.3.  STANICNA SMRT

Stani¢na smrt je klju€an bioloSki proces u viSestani¢nim organizmima koji je bitan za
aktivno odrzavanje homeostaze u organizmu i za sistemsku eliminaciju potencijalno opasnih,
oStecCenih i nepotrebnih stanica. Vrste staniCne smrti mogu se podijeliti u tri glavne skupine
prema njihovim morfoloskim razlikama: apoptoza, stani¢na smrt autofagijom i nekroza. Ovi su
procesi striktno regulirani, a svaka se vrsta staniCne smrti aktivira kroz razlicite, a ponekad i
preklapajuce signalne puteve kao odgovor na specifi¢ne podrazaje. Neravnoteza u regulaciji
stani¢ne smrti povezana je s razvojem raznim bolesti — pretjerana staniCna smrt dovest ¢e do
degenerativnih stanja, dok ¢e njezin nedostatak rezultirati nekontroliranom proliferacijom

stanica i razvojem raka (Green i Llambi, 2015).

2.3.1. Autofagija

Autofagija je intracelularni degradacijski proces €ija je svrha odrzavanje vijabilnosti stanice
kroz razgradnju oStecenih, suvidnih ili nezeljenih komponenata (poput organela, proteina i
makromolekula) te recikliranjem produkata razgradnje. To je proces koji je visoko konzerviran
u svim eukariotskim stanicama, a javlja se kao odgovor stanice na stresne uvjete, sto bi

ukljucivalo osteéenje staniCnih organela, zatim prisutnost i akumulaciju krivo smotanih i
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abnormalnih proteina, kao i uvjete nedostatka hranijivih tvari iz okoline (Yun i Lee, 2018).

U stanicama sisavaca postoje tri glavne vrste autofagije: makroautofagija, autofagija
posredovana chaperonima i mikroautofagija. lako je svaka vrsta autofagije morfoloski razlicita,
ono $to im je zajedniCko jest da se sve tri vrste oslanjaju na isporuku makromolekula do

lizosoma na razgradnju i recikliranje.

Makrofagija
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Slika 5. Tri vrste autofagije u stanicama sisavaca (prema Parzych i Klionsky, 2014)

Najbolje prou€ena vrsta autofagije je makroautofagija. Za makroautofagiju specifi¢no je da
dolazi do de novo sinteze citoplazmatskih vezikula s dvostrukom membranom koje se nazivaju
autofagosomi, kao Sto je prikazano na slici 5. Ove se vezikule koriste za izdvajanje
komponenata i njihovo transportiranje do lizosoma gdje se razgraduju. Niska razina
makroautofagije se odvija konstitutivno u stanici, a moze biti poja¢ano inducirana stresnim
uvjetima poput nedostatka hranjivih tvari ili energije, kako bi se povecalo preZivljenje stanice,
na nacin da se citoplazmatski materijal tada razgraduje do produkata koji se mogu koristiti za
proizvodnju energije ili u biosintetskim procesima. Takoder, time se odrZava zaliha vaznih
proteina i drugih hranjivih tvari koje sluze kao izvor energije. Kada su uvjeti u okolini normalni i
stanica ne gladuje, makroautofagija djeluje kao citoprotektivni mehanizam, odnosno sustav
odrzavanja stanice na nacin da specificno razgraduje ostecene ili suviSne organele. Medutim,
pretjerana autofagija Stetna je za stanice te su brojne bolesti poput bolesti srca, pluca, jetre,

neurodegenerativne bolesti, starenje, rak, dijabetes i druge, povezane upravo s disfunkcijom
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autofagije (Parzych i Klionsky, 2014).

Mikroautofagija je vrsta autofagije tijekom koje sadrzaj citoplazme invaginacijom ili
deformacijom lizosomske membrane ulazi u lizosom. Pri tome se unos odvija izravno na
membrani lizosoma te moze ukljucivati intaktne organele. O procesu mikroautofagije, njezinoj
regulaciji i ulogama u ljudskom organizmu te njezinoj povezanosti sa zdravljem i bolestima zna
se relativno malo zbog ograni¢enih metoda i dostupnih alata za istrazivanje. Nedavno
istrazivanje ukazalo je na postojanje procesa slicnoga mikrofagiji pod imenom endosomalna
mikroautofagija (Parzych i Klionsky, 2014).

Autofagiju posredovanu chaperonima (engl. Chaperone Mediated Autophagy, CMA)
karakterizira prijenos pojedinacnih proteina direktno kroz membranu lizosoma. Ova je vrsta
autofagije visoko specifi€na za supstrat koji mora sadrzavati pentapeptid ciljaju¢i motiv pod
nazivom KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-GIn). Po tome se razlikuje od mikroautofagije i
makroautofagije koje nisu u tolikoj mjeri specificne i mogu nespecificno zahvatiti citoplazmu.
Proteini u citosolu koji sadrZze navedenu sekvencu budu prepoznati od strane proteina
chaperona, zatim se ciljni proteini odmotavaju i pojedinacno translociraju kroz lizosomalnu
membranu. Smatra se da oko 30 % proteina u citosolu sadrzi KFERQ motiv (Parzych i Klionsky,
2014).

Kod stanica raka, autofagija ima dvostruku ulogu — s jedne strane djeluje kao tumor
supresor na nacin da inhibira prezivljenje kanceroznih stanica i inducira stani¢nu smrt, dok s
druge strane djeluje kao tumor promotor time Sto olakS8ava nastanak tumora poticanjem
proliferacije i rasta stanica raka (slika 6).

Autofagija suprimira nastanak tumora na nacin da degradira oSte¢ene dijelove stanice i stare
proteine te odrzava homeostazu u stanici. Mutacija bitnih proteina koji sudjeluju u procesu
autofagije moze dovesti do inhibicije ili indukcije razvoja tumora. l1zostanak gena BECN1, koji
kodira za protein Beclin 1 i ima ulogu u procesu autofagije, uo€en je kod brojnih tipova raka kod
ljudi, uklju€ujuéi rak dojke, jajnika i prostate. BECN1 je tumor supresor, vazan je u formiranju
fagofora te njegov gubitak rezultira smanjenom autofagijom i poveéanom proliferacijom
tumorskih stanica. Proteini poput UVRAG i Bif-1 takoder su pozitivni regulatori autofagije i
djeluju kao tumor supresori. Smanjenjem ekspresije gena koji kodiraju za spomenute proteine
uoceno je da dolazi do poremecaja u formiranju autofagosoma i samog procesa autofagije, sto
rezultira poveéanom proliferacijom stanica raka dojke, prostate, crijeva i Zeluca. Nadalje,
osteéenje mitohondrija dovodi do pretjerane proizvodnje reaktivnih kisikovih spojeva, Sto za
posljedicu ima nastanak karcinoma. Autofagija degradacijom ostecenih dijelova stanice regulira

reaktivne kisikove spojeve i time sprjeCava stvaranje tumora (Yun i Lee, 2018).
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Slika 6. Shematski prikaz uloge autofagije u stanicama raka kao tumor supresora ili tumor
promotora (prema Yun i Lee, 2018)

* odrzavanje homeostaze stanice

S druge strane, autofagija ima ulogu tumor promotora. Kako su izlozene ekstremnim
stresnim uvjetima poput nedostatka hranjivih tvari i niske prisutnosti kisika, tumorske stanice
koriste mehanizam autofagije kako bi ih prevladale i time osigurale prezivljenje i rast u
uznapredovanim karcinomima. U srediStu tumora, opskrba stanica kisikom je niska i stanice su
hipoksi¢ne te se u tim dijelovima aktivira autofagija. Delecija Beclin 1 dovodi do supresije
autofagije te time povecava smrt stanice (White i diPaola, 2009). Nadalje, autofagijom se
recikliraju intracelularne makromolekule ¢ime se dobivaju supstrati koje brzorastuce stanice
tumora koriste kako bi ispunile svoje povecéane potrebe za energijom. Takoder, primije¢eno je
da u stanicama u kojima je autofagija onemoguéena, dolazi do poremecaja u prezivljenju
stanica usred metaboli¢koga stresa. Stoga, autofagija povecava toleranciju stanica na stres i
time doprinosi njihovom prezivljavanju. Dokazano je da je autofagija povecana i kod
smrtonosnijih vrsta karcinoma s mutiranim genom za RAS proteine, male GTPaze koje
sudjeluju u prijenosu signala za prezivljenje, proliferaciju i metabolizam stanica. Zamijeceno je

da je kod RAS mutiranih stanica s visokim razinama autofagije, preZivljenje stanica ovisno o

2.3.2. Apoptoza

Apoptoza ili programirana stanicna smrt je regulirani proces koji se javlja u viSestanicnim
organizmima kojim se uniStavaju stanice koje viSe nisu potrebne ili predstavljaju prijetnju

organizmu. Stanicu u kojoj se aktivirala apoptoza karakteriziraju specificne morfoloske i
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biokemijske promjene vidljive na slici 7. Dolazi do smanjivanja i kondenzacije stanice, raspada
citoskeleta, raspada jezgrine membrane i fragmentiranja DNA. Na povrsini stanice koja je u
apoptozi Cesto se znaju formirati velike izbo€ine poput mjehuri¢a. Ukoliko se radi o velikoj
stanici, dolazi do tvorbe apoptotskih tijela, odnosno stanica se raspada na fragmente zatvorene
membranom. U in vivo uvjetima ta apoptotska tijela s vr.emenom budu razgradena od strane
makrofaga ili nekih drugih okolnih stanica. Na taj nacin apoptoza in vivo ne uzrokuje upalu
okolnog tkiva upravo zbog zadrZavanja stani¢nih sastojaka unutar apoptotskih tijela (Alberts i
sur., 2022).

Kondenzacija
kromatina

Stanica

Pojava mjehuri¢a
na membrani

Raspad jezgre

Formiranje
apoptotskih tijela

Slika 7. MorfoloSke promjene stanice koja prolazi kroz proces apoptoze (prema NHGRI,
2024).

U procesu apoptoze sudjeluju kaspaze, proteoliticki enzimi s cisteinskim ostatkom u svom
aktivnom mijestu koji cijepaju specifi€ne proteine u citoplazmi i jezgri i time aktiviraju stani¢nu
smrt. Kaspaze su u stanici sintetizirane u svom neaktivnom obliku kao prokaspaze, a aktiviraju
se proteolitickim cijepanjem u specificnom ostatku aspartata drugim kaspazama. Na ovaj nacin
stvara se proteoliticka kaskada kaspaza kojom se amplificirani signal za stani¢nu smrt brzo Siri.
Jednom kada se javi intracelularni ili ekstracelularni signal za aktivaciju apoptoze, dolazi do
agregacije intracelularnih adaptorskih molekula i aktivacije inicijalne prokaspaze koja cijepa
samu sebe, a zatim i ostale kaspaze u nizu. Vanjski put aktivacije apoptoze djeluje na nacin da
se na stanicne receptore vezu ekstraculalrni ligandi i formira se aktivacijski kompleks DISC
(engl. Death-Inducing-Signalling-Complex). Unutarnji put moze biti aktiviran oSte¢enjem DNA,
nedostatkom hormona rasta, kemoterapijskim sredstvima, virusnom infekcijom, citokinima,

reaktivnim kisikovim vrstama, UV zraenjem, prisutnoS¢u dvolan¢ane RNA i dr., pri ¢emu se
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povecava permeabilnost vanjske membrane mitohondrija (engl. Mitohondrial Outer Membrane
Permeabilization, MOMP) te dolazi do otpustanja citokroma c iz medumembranskoga prostora
mitohondrija u citosol i posljedi¢no se formira vedéi aktivacijski kompleks apoptosom (Carneiro i
El-Deiry, 2020).

Proteini koji su odgovorni za regulaciju aktivacije kaspaza spadaju u Bcl-2 (engl. B-cell
lymphoma 2) i IAP (engl. Inhibitor of apoptosis) obitelj proteina. Bcl-2 skupina proteina
odgovorna je za kontrolu unutarnjeg puta aktivacije apoptoze. Svrstavaju se u tri klase: (1)
antiapoptoti¢ka skupina proteina koji sprie¢avaju MOMP i time ne dozvoljavaju apoptozu, u koju
se ubrajaju Bcl-2 i Bcl-xL (sadrZze Cetiri homologne domene: BH1 — BH4, a &esto mogu
sadrzavati i transmembransku domenu); (2) proapoptotiCka/efektorska skupina Bcl-2 proteina,
koji stvaranjem otvora u vanjskoj membrani mitohondrija induciraju MOMP, te ovdje pripadaju
Bak i Bax proteini; (3) sekundarna klasa proapoptotickih proteina koji poti¢u apoptozu tako da
reguliraju aktivnost drugih dviju klasa proteina, ukljuCuju ,BH3-only“ proteine (proteini koji
sadrZze samo BH3 domenu). Kako bi se stanica dodatno zastitila od nepoZeljne aktivacije
kaspaza postoji i IAP skupina proteina. U spomenutu skupinu klasificira se protein XIAP (engl.
X-linked inhibitor of apoptosis protein), koji direktno inhibira aktivhost kaspaza (Alberts i sur.,
2022).

Izbjegavanje odlaska stanice u apoptozu usred poremecaja u njezinoj regulaciji jedno je
od glavnih obiljezja raka. U vecini karcinoma prisutnih u ljudi protoonkogen Bcl-2 prekomjerno
je eksprimiran i na taj na€in ne dozvoljava stanici da ode u apoptozu. Njegova povecana
ekspresija povezana je razvojem rezistencije na kemoterapiju u viSe vrsta tumora, kao i s
visokim stopama metastaziranja i slabom prognozom pacijenata u vise od 60 % slu€ajeva raka
dojke. Bcl-2 ostvaruje interakcije s proapoptoti¢kim ¢lanovima Bcl-2 obitelji proteina koji u svojoj
strukturi imaju domenu BH3. Ovom se domenom proapoptoticki proteini vezu na Bcl-2 i time ga
inaktiviraju. BH3 domenu posjeduje i Beclin-1 protein vazan u procesu autofagije, koji se
takoder mozZe vezati na Bcl-2. Kada je disociran s Bcl-2, Beclin-1 aktivira lipid kinazu u
inicijalnim koracima autofagije. Po tome je Bcl-2 molekula koja inhibira signalne puteve u
procesu apoptoze, kao i autofagije (Akkoc i sur., 2015).

U oko 50 % ljudskih tumora dolazi do mutacije u genu koji kodira za protein tumor
supresor p53. Uslijed nastale mutacije, p53 viSe ne moze inducirati apoptozu kao ni zastoj
stani¢noga ciklusa kao odgovor na nastalo oste¢enje u DNA molekuli. Na ovaj nacin stanice
nastave proliferirati iako ne bi trebale u uvjetima kada je prisutno oste¢enje u DNA, §to dovodi

do nakupljanja mutacija i razvoja karakteristika koje €ine rak zlo¢udnijim (Alberts i sur., 2022).
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3.

3.1.

3.1.1.

EKSPERIMENTALNI DIO

MATERIJALI

Bioloski materijal

U eksperimentalnom dijelu izrade diplomskog rada koriStena je stani¢na linija humanoga

karcinoma dojke, MCF-7. MCF-7 je stani¢na linija koja potjeCe iz adenokarcinoma dojke, a

izolirana je iz 69-godiSnje pacijentice 1970. godine. Uspostavio ju je dr. Herbert Soule na

institutu Michigan Cancer Foundation, od kuda i potje€e sam naziv stani¢ne linije. MCF-7

stanina linija pokazuje eksprimiran receptor za estrogen, a moguce ju je uzgojiti adherentno ili

u suspenziji.

3.1.2.

Kemikalije

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) High Glucose (4,5 g L* glukoze, s L-
glutaminom i natrijevim bikarbonatom), Capricorn Scientific, Njemacka

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) Low Glucose (1,0 g L? glukoze, s L-
glutaminom i natrijevim bikarbonatom), Capricorn Scientific, Njemacka

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

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

Phosphate Buffer Saline (PBS), Laboratorij za toksikologiju, SUZG PBF, Zagreb,
Hrvatska

Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS), Merck, Njemacka

Trypan blue boja, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

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

Neutralrot, E. MerchAg — Darmstadt, Njemacka

kurkumin, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

pirazolni analog kurkumina, Laboratorij za organsku kemiju, SUZG PBF, Zagreb,
Hrvatska

apsolutni etanol (C2HsOH), Alkaloid, Skoplje

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

ledena octena kiselina (CH3zCOOH), Kemika, Zagreb, RH

destilirana voda (dH20)

Muse™ Autophagy LC3- antibody based Kit, kat. br. MCH200109, Millipore, Merck
Darmstadt, Njemacka

Muse™ Annexin V & Dead Cell Assay kit, kat. broj MCH 100105, Millipore, Merck,

Darmstadt, Njemacka
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3.1.3. Otopine i puferi

Sastojci
Anorganske soli
CaCl,*2H,0
Fe(NOs)s*9H.0
MgSO4*7H,0
KCI
NaHCOs3
NaCl
NaH>PO4*2H,0

Aminokiseline

glicin
L-arginin*HCI
L-cistein*2HCI
L-glutamin
L-histidin*HCI*H,O
L-izoleucin
L-leucin
L-lizin*HCI
L-metionin
L-fenilalanin
L-serin
L-treonin
L-triptofan
L-tirozin*2Na*2H-0
L-valin
Vitamini
kolin klorid
folna kiselina
mio-inozitol
nikotinamid
D-kalcijev pantotenat
piridoksal*HCI

DMEM High Glucose

DMEM Low Glucose

Koncentracija (mg L?)

265,00
0,10
200,00
400,00
3700,00
6400,00
141,73

30,00

84,00

62,57
584,00
42,00
105,00
105,00
146,00
30,00

66,00

42,00

95,00

16,00
103,79
94,00

4,00
4,00
7,20
4,00
4,00
4,00
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riboflavin 0,40

tiamin*HCI 4,00
Ostalo
D-glukoza 4500,00
fenol crveno natrijeva sol 15,90
natrijev piruvat 110,00

Phosphate Buffer Saline (PBS)

NacCl 8¢

KCI 0,29
NaHPO, 14449
KH2PO4 0,24 g
dH20 do 1000 mL

0,4 %-tna otopina Trypan Blue

Trypan Blue 0,08 ¢
PBS pufer 20 mL

— profiltrirati

MTT stock otopina
MTT 25 mg
PBS pufer 5mL

— sterilno profiltrirati

4 %-tna stock otopina Neutral Red
Neutral Red 49
dH.0O 100 mL

— sterilno profiltrirati

Radna otopina Neutral Red

stock otopina Neutral Red 125 pL

medij za uzgoj 100 mL
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Otopina za odbojavanije Neutral Red boje

apsolutni etanol 50 % (v/v)
ledena octena kiselina 1 % (v/v)
dH-0 49 % (vIv)

Ishodna otopina kurkumina

kurkumin 22,1028 mg

DMSO 3mL

— pripremljene su otopine kurkumina (CRC) tako da su u mediju za uzgoj postignute
koncentracije od 2,5 do 100 uM

Ishodna otopina pirazolnog analoga kurkumina (PC)

U Laboratoriju za organsku kemiju SUZG PBF sintetiziran je novi pirazolni analog kurkumina
(PC), €ija je struktura dodatno modificirana uvodenjem ferocena (slika 8) u cilju pobolj$anja
bioloskog djelovanja (antikancerogeni u€inak) u odnosu na ishodni polifenol — CRC.

pirazolni analog kurkumina 16 mg

EtOH 1,6 mL

— pripremljene su otopine pirazolnog analoga kurkumina (PC) tako da su u mediju za uzgoj
postignute koncentracije od 2,5 do 100 uM

R R' R"
8§ | H H H
9 |Me H H

10| H H Me
11| Me H Me

12| H COPh H
13| H COFc H

Slika 8. Struktura pirazolnog analoga kurkumina (broj 10 u tablici) sintetiziranog u
Laboratoriju za organsku kemiju SUZG PBF
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3.1.4. Oprema i uredaiji

e komora za sterilan rad (laminar) HMC SafeGUARD Pro 1200, HMC Europe, Njemacka

e inkubator s kontroliranom atmosferom ICO105med, Automatic CO,, Memmert,
Njemacka

e svjetlosni mikroskop LABOVAL 4, Carl Zeiss, Jena, Njemacka

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

e Fuchs-Rosenthalova komorica za brojanje stanica Assistant, Bright-Line, Njemacka

e hladnjak za Cuvanje stanica na -80 °C, New Brunswick Scientific, UK

e vibracijska mjesalica, Tehnica Zelezniki, Slovenija

e centrifuga Centrifuge 5425 R, Eppendorf, Hamburg, Njemacka

e spektrofotometar Helios-y, Thermo Electron Corporation, UK

¢ Microplate Reader Infinite 200 PRO, TECAN, Austrija

e Guava® Muse™ Cell Analyzer, Luminex, SAD

3.2. METODE

3.2.1. Uzgoj i odrzavanje MCF-7 stanica u kulturi

MCF-7 stani¢na linija Cuva se u zamrziva¢u na -80 °C u mediju za zamrzavanje kojeg
¢ini 80 % hranjivog medija za uzgoj (DMEM High Glucose, HGIcM), 10 % FBS-a i 10 % DMSO-
a. Uzgoj zapocinje naglim odmrzavanjem stanica u inkubatoru pri 37 °C i kontroliranoj atmosferi
s 95 % zraka i 5 % CO,. Rad s kulturama stanica provodi se u komori za sterilan rad (laminaru),
gdje su osigurani asepti¢ni uvjeti. Nakon odmrzavanja, stanice se resuspendiraju u mediju za
uzgoj, koji se sastoji od 90 % HGIcM-a i 10 % FBS-a. Stanice se zatim prebacuju u T-bocu i
uzgajaju pri optimalnim uvjetima za njihov rast i razvoj — u inkubatoru s kontroliranom
atmosferom (95 % zraka i 5 % COy) pri temperaturi od 37 °C. Kako bi stanice nastavile
proliferirati, potrebno je redovito mijenjati hranjivi medij za uzgoj jer od tuda potjecu potrebne
hranjive tvari za njihov rast i razvo.

MCEF-7 stanice rastu adherentno i u monosloju, pricvrS¢ene za povrsinu stijenke T-boce.
Prilikom precijepljivanja, stanice je potrebno odvojiti od podloge na kojoj rastu pomocu
proteolitickog enzima tripsina. To se radi na nacin da se najprije iz T-boce uklanja iskoristeni
medij za uzgoj, nakon €ega se ostaci medija ispiru tripsinom. Nakon ispiranja, dodaje se 1 mL
tripsina i stanice se stavljaju na inkubaciju nekoliko minuta. Djelovanjem tripsina stanice se
odvajaju od povrSine T-boce i potom resuspendiraju u novom svjezem mediju za uzgo;.

Suspenzija stanica izdvaja se iz T-boce i uzorak suspenzije uzima se za brojanje stanica pod
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svjetlosnim mikroskopom pomocéu metode Trypan Blue. Nakon $to se odredila koncentracija
stanica u izdvojenom uzorku, raCuna se potrebni volumen stani¢ne suspenzije koji treba
nacijepiti kako bi se postigla zZeljena pocCetna koncentracija stanica za uzgoj. Za daljnji uzgoj u
T-boci poéetna koncentracija nacijeplienih stanica treba iznositi 1x10° stanica mL* medija za

uzgoj.

3.2.2. Metode za odredivanje proliferacije i vijabilnosti stanica
3.2.2.1.  Trypan Blue metoda

Metoda Trypan Blue Koristi se za odredivanje broja zivih i mrtvih stanica u stani¢noj
suspenziji. Princip metode temelji se na Cinjenici da mrtve stanice imaju oste¢enu stani¢nu
membranu zbog ¢ega boja Trypan Blue moze uci u stanice i obaijiti ih plavo. S druge strane,
Zive stanice imaju oCuvanu stanichu membranu, stoga boja ne moze uci u njih i one ostaju
neobojane. Kultura MCF-7 stanica u koncentraciji 1x10° st mL™ nacijepi se u jaZice 6-well ploc¢a
(4 mL/jazica).

Iz suspenzije prethodno tripsiniziranih stanica izuzme se 20 uL uzorka i pomijeSa s 20 L
0,4 %-tne otopineTrypan Blue boje. Uzorak se dobro resuspendira, a zatim se 20 yL uzorka
nanese na Fuchs-Rosenthalovu komoricu za brojanje stanica. Komaorica se sastoji od 16 velikih
kvadrata Cije krajeve oznacCava trostruka linija, a unutar svakog velikog kvadrata je 16 manjih
kvadrata. Stanice se broje u 4 velika sredidnja kvadrata, nakon ¢ega se izracuna srednja
vrijednost izbrojanih stanica i dobiveni broj mnozi s 10* kako bi se dobio broj stanica po mL
orginalne suspenzije, odnosno primjenjuje se sljedec¢a jednadzba:

koncentracija stanica = srednja vrijednost izbrojanih stanica x 10* (stanica mL™)

3.2.2.2. MTT metoda

MTT je tetrazolijeva sol Zute boje topljiva u vodi, koja se ulaskom u Zive stanice
djelovanjem mitohondrijskih dehidrogenaza prevodi u kristale formazana ljubiCaste boje topljive
u organskim otapalima. MTT se moze prevesti u formazan samo u zivim stanicama s aktivnim
mitohondrijem. U sterilnim uvjetima u jazice 96-well ploCe u kojima se uzgaja stani¢na kultura
(100 pL suspenzije MCF-7 stanica u koncentraciji 5x10* stanica mL™?) dodaje se ishodna
otopina MTT-a (na 100 pL stani¢ne suspenzije dodaje se 10 pL ishodne otopine MTT-a). Nakon
dodatka MTT-a slijedi inkubacija plo¢a pri 37 °C u trajanju od 3 sata. ZavrSetkom inkubacije iz
jazica se uklanja medij za uzgoj te se dodaje organsko otapalo (DMSO) u volumenu istovjetnom
volumenu u kojem je u jazice nacijepljena stanic¢na suspenzija — 100 pL. Mjerenjem na CitaCu
mikrotitarskih plo€a pri 540 nm odreduje se intenzitet nastalog obojenja koje je proporcionalno

broju zivih, metabolicki aktivnih stanica.

22



3.2.2.3.  Neutral Red metoda

Iz jaZica multiwell plo¢a u kojima se uzgaja stani¢na kultura (MCF-7 stanice nacijepljene
u koncentraciji 1x10° st mL?, 2 mL/jazica) najprije se uklanja hranjivi medij za uzgoj stanica,
nakon Cega slijedi ispiranje ostatka medija s 1 mL steriinog PBS-a. Nakon toga u jazice se
dodaje 1 mL radne otopine Neutral Red boje koja se akumulira unutar lizosoma zivih stanica te
se ploce stavljaju na inkubaciju pri 37 °C u vremenskom trajanju od 3 sata. Nakon inkubacije,
otopina boje se uklanja i stanice se ispiru PBS-om. Slijedi dodavanje 2 mL otopine za
odbojavanje te se plo¢e zatim stavljaju na tresilicu 20 minuta. Nakon toga mjeri se intenzitet
nastalog obojenja spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 540 nm. Intenzitet nastalog obojenja

proporcionalan je broju zivih stanica.

3.2.3. Analiza stani¢ne smrti proto¢nom citometrijom
3.2.3.1. Autofagija

Analiza autofagije provedena je prema protokolu Muse™ Autophagy LC3- antibody
based Kit. Iz jaZica 6-well plo¢a uklanja se medij za uzgoj nakon &ega se stanice ispiru s po
500 pL PBS-a. U jazZice se zatim dodaje 500 uL PBS-a + 5 uL reagensa A (engl. autophagy
reagent A, ArA) te se ploce stavljaju na inkubaciju u trajanju od 4 sata. Nakon inkubacije, stanice
se ponovno ispiru s po 500 pL PBS-a i dodaje se 500 pL tripsina te slijedi kratka inkubacija
kako bi se stanice odvojile od povrSine na kojoj rastu. Stanice se zatim izdvajaju u eppendorf
tubice (2 mL) i u njih se dodaje po 500 pL PBS-a, slijedi centrifugiranje pri 2500 rpm 5 minuta
na 4°C. Supernatant se uklanja, a na stanice zaostale u talogu dodaje se 5 pL Anti-LC3 Alexa
Flour®555 + 95 pL 1X reagensa B (engl. 1X autophagy reagent B, ArB). Stanice se zatim bojaju
u mraku na ledu 30 minuta, te slijedi centrifugiranje pri 2500 rpm 5 minuta na 4 °C. Supernatant
se uklanja, stanice se ispiru puferom (engl. 1X Assay Buffer, 1X AB) i ponovno centrifugiraju
pri istim uvjetima. Nakon uklanjanja supernatanta, stanice se resuspendiraju u 200 uL 1X AB.
Uzorak se potom nanosi na Muse™ protoCni citometar te se ocCitavaju podaci o indukciji

autofagije iz prikaza histograma na temelju inteziteta fluorescencije uzorka.

3.2.3.2. Apoptoza
Analiza apoptoze provedena je prema protokolu Muse™ Annexin V & Dead Cell Assay
kit. 1z jazica 6-well plo¢a uklanja se medij, stanice se ispiru s po 500 yL PBS-a te se potom
dodaje 500 pL tripsina. PloCe se stavljaju na kratku inkubaciju kako bi se stanice odvojile od
podloge. U jazice se zatim vraca 500 pL prethodno uklonjenog medija. U eppendorf tubicama
od 2 mL resuspendira se 100 pL stani¢ne suspenzije sa 100 uyL Muse™ Annexin V & Dead Cell
reagensa kako bi se dobio uzorak za analizu. Pripremljeni uzorak inkubira se na sobnoj

temperaturi u mraku 20 minuta. Uzorak se zatim nanosi na Muse™ proto¢ni citometar te se
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ocCitavaju podaci o udjelu pojedinih frakcija stanica u kulturi - Zivih i mrtvih te stanica u ranoj i

kasnoj apoptozi.

3.2.4. Odredivanje uc€inka nutritivne deprivacije na proliferaciju i vijabilnost MCF-7 stanica

Pripremljene su suspenzije MCF-7 stanica u HGIcM ili LGIcM hranjivim medijima te u

navedenim medijima razrijedenim s PBS-om ili HBSS-om u razli¢itim omjerima (tablica 1).

Tablica 1. Mediji za uzgoj stanica koristeni pri odredivanju ucinka nutritivne deprivacije na
proliferaciju i vijabilnost MCF-7 stanica

Opis uvjeta Kratica
DMEM High Glucose* hranjivi medij HGIcM
DMEM Low Glucose* hranjivi medij LGIcM

% DMEM High Glucose* hranjivog medija i /5
HBSS pufera

% DMEM High Glucose* hranjivog medija i ¥2
HBSS pufera

% DMEM High Glucose* hranjivog medija i /5
PBS pufera

% DMEM High Glucose* hranjivog medija i %2
PBS pufera

% DMEM Low Glucose* hranjivog medija i ¥4
HBSS pufera

ZHGIcM + Y5HBSS

1LHGIcM + 2HBSS

%HGIcM + V5PBS

LHGIcM + ¥2PBS

%LGIcM + 5HBSS

% DMEM Low Glucose* hranjivog medija i %2
HBSS pufera

1%LGIcM + ¥2HBSS

% DMEM Low Glucose* hranjivog medija i ¥4
PBS pufera

24 GlcM + V4PBS

%> DMEM Low Glucose* hranjivog medija i %2
PBS pufera

»%LGIcM + 4.PBS

*medij za uzgoj + 10 % FBS-a

U jazice multiwell plo¢a nacijepljena je suspenzija MCF-7 stanica prema protokolima
opisanim u 3.2.2.1; 3.2.2.2; 3.2.2.3 (ovisno o primijenjenoj metodi) kako bi se pratio ucinak
nutritivne deprivacije potaknut uzgojem u razli¢itim medijima (tablica 1). Stanice kultivirane u
HGIcM ili LGIcM mediju (uz dodatak 10 % FBS-a) pra¢ene su kao kontrolni uzorci. Proliferacija

i vijabilnost stanica pracena je svaka 24 sata metodom MTT tijekom 96 sati, dok su metode
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Neutral Red i Trypan Blue provedene nakon 48h.

3.2.5. Odredivanje u€inka nutritivne deprivacije na indukciju autofagije/apoptoze u MCF-7

kulturi stanica

3.2.5.1. Analiza autofagije u kulturi MCF-7 stanica pri uvjetima nutritivhe deprivacije
Pripremliene su suspenzije MCF-7 stanica (1x10° stanica mL?') u HGIcM ili LGIcM
hranjivim medijima te u navedenim medijima razrijedenim s PBS-om ili HBSS-om u razli€itim
omjerima prema tablici 1. U svaku jazicu 6-well plo¢e nacijepi se po 4 mL pripremljene stani¢ne
suspenzije. Nakon inkubacije od 48 sati, metodom proto€ne citometrije odreduje se indukcija

autofagije u uzorcima prema protokolu opisanom u 3.2.3.1.

3.2.5.2.  Analiza apoptoze u kulturi MCF-7 stanica pri uvjetima nutritivne deprivacije
Pripremliene su suspenzije MCF-7 stanica (1x10° stanica mL?') u HGIcM ili LGIcM
hranjivim medijima te u navedenim medijima razrijedenim s PBS ili HBSS u razli€itim omjerima
prema tablici 1. U svaku jazicu 6-well plo¢e nacijepi se po 4 mL pripremljene stani¢ne
suspenzije. Nakon inkubacije od 48 sati, metodom protoCne citometrije odreduje udio Zivih,

apoptotskih i mrtvih stanica prema protokolu opisanom u 3.2.3.2.

3.2.6. Odredivanje u€inka kurkumina i pirazolnog analoga kurkumina u uvjetima deprivacije

glukoze na proliferaciju i vijabilnost MCF-7 stanica

Istrazivanje u€inka CRC-a i PC-a na vijabilnost stanica kultiviranih u HGIcM ili LGIcM
provedeno je na dva nacina. Najprije su stanice nacijeplijene u mediju za uzgoj (5x10* stanica
mL*, 100 pL/jazica) u koji je dodan CRC ili PC tako da su u mediju postignute Zeljene
koncentracije od 2,5; 5; 10; 20; 50 i 100 uM. Stanice kultivirane u HGIcM ili LGIcM mediju (uz
dodatak 10 % FBS-a) + otapalo (DMSO/EtOH; 5 uL mL?) praéene su kao kontrolni uzorci.
Vijabilnost stanica kvantificirana je svaka 24 sata MTT metodom tijekom 96 sati.

Drugi nacin istrazivanja u€inka CRC-a i PC-a na vijabilnost stanica kultiviranih u HGIcM
ili LGIcM proveden je tako da su stanice najprije nacijepliene u mediju te su nakon 24 h (kada
su se stanice vec¢ prihvatile za dno jaZica i formirale monosloj) tretirane ispitivanim spojem.
Vijabilnost stanica pra¢ena je nakon 72 sata MTT metodom. Dodatno je u€inak CRC-a na

stanice kultivirane u LGIcM odreden metodama Neutral Red i Trypan Blue.

3.2.7. Odredivanje ucinka kurkumina i pirazolnog analoga kurkumina u uvjetima nutritivhe

deprivacije na proliferaciju i vijabilnost MCF-7 stanica

U jazice 96-well plo¢e nacijepljieno je po 100 pL suspenzije MCF-7 stanica (konc. 5x10*
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mL™1) u 25HGIcM + PBS ili 25LGIcM + %sPBS mediju, uz dodatak 10 % FBS-a. Nakon 24 sata
stanice su tretirane razli¢itim koncentracijama CRC-a/PC-a, tako da su u medijima za uzgoj
postignute koncentracije od 2,5; 5; 10; 20; 50 i 100 uM. Stanice kultivirane u HGIcM ili LGIcM
mediju (uz dodatak 10 % FBS-a) + otapalo (DMSO/EtOH; 5 uyL mL™) praéene su kao kontrolni
uzorci. Vijabilnost stanica odredena je MTT metodom nakon 72 sata. Dodatno je u¢inak CRC-

a na stanice kultivirane u %LGIcM + YsPBS odreden metodama Neutral Red i Trypan Blue.

3.2.8. Analiza autofagije nakon tretmana MCF-7 stanica kurkuminom uzgajanih u LGIcM ili
%LGlcM + V3PBS

Pripremljene su suspenzije MCF-7 stanica u LGIcM mediju i u mediju 5LGIcM + /4PBS,
uz dodatak 10 % FBS-a (1x10° stanica mL™* medija za uzgoj). U jazice 6-well plo¢e nacijepljeno
je po 4 mL pripremljenih stani¢nih suspenzija. Nakon 24 sata inkubacije stanice su tretirane
razli¢itim koncentracijama CRC-a kako bi se u mediju za uzgoj postigle koncentracije spoja od
5; 50 i 100 uM. Stanice kultivirane u LGIcM (uz dodatak 10 % FBS-a) + otapalo (DMSO; 5 yL
mLt) pracene su kao kontrolni uzorci. PloCe se inkubiraju u trajanju od 72 sata te se nakon toga
metodom proto¢ne citometrije odreduje indukcija autofagije u uzorcima. Protokol provodenja

analize opisan je u poglavlju 3.2.3.1.

3.2.9. Analiza apoptoze nakon tretmana MCF-7 stanica kurkuminom uzgajanih u LGIcM ili
%LGIcM + ¥5PBS

Pripremljene su suspenzije MCF-7 stanica u LGIcM mediju i u mediju %LGIcM + 5PBS,
uz dodatak 10 % FBS-a (1x10° stanica mL™* medija za uzgoj). U jazZice 6-well plo¢e nacijepljeno
je po 4 mL pripremljenih stani¢nih suspenzija. Nakon 24 sata inkubacije stanice su tretirane
razliCitim koncentracijama CRC-a kako bi se u mediju za uzgoj postigle koncentracije spoja od
5; 50 i 100 pM. Stanice kultivirane u LGIcM (uz dodatak 10 % FBS-a) + otapalo (DMSO; 5 uL
mL?) prac¢ene su kao kontrolni uzorci. PloCe se zatim stavljaju na inkubaciju 72 sata te se nakon
toga metodom proto¢ne citometrije odreduje udio zivih, apoptotskih i mrtvih stanica. Protokol

provodenja analize opisan je u poglavlju 3.2.3.2.
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3.3. OBRADA PODATAKA

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

s pripadajuc¢im standardnim pogreskama S; :

|2 —%)?
5% = ’ N(N —1)

gdje je N = ukupan broj uzoraka u skupini, a x;= pojedina¢ne vrijednosti uzoraka.

Statisticka analiza provedena je Studentovim t-testom, a t vrijednost izraunata je prema

sljedec¢em izrazu:

X1 — X3
’ 2 2
Sfl - sz

Statisti¢ki znacajnim smatrane su one razlike izmedu skupina za koje je stupanj vjerojatnosti
(p) bio maniji od 0,05 (p<0,05).

t =
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Kako bi podrzale svoju nekontroliranu proliferaciju, kancerozne stanice karakteriziraju
povecane energetske i biosintetske potrebe u odnosu na normalne stanice, stoga jedan od
pristupa na koji se oslanjaju terapije za tretman raka ukljuCuje deprivaciju nutrijentima.
Zabiliezeno je da nutritivna deprivacija moze pojacati ucinak ve¢ postoje¢ih antitumorskih
lijekova i efikasnost samih terapija (Khajah i sur., 2022). Kurkumin i njegovi derivati pobolj$anih
svojstava u srediStu su brojnih istrazivanja posljednjih nekoliko godina upravo zbog njihove
dokazane uloge u zaustavljanju razvoja, rasta i daljnje progresije karcinoma. Takoder, kurkumin
direktno inhibira transportere za unos najkoristenijeg metabolickoga supstrata stanica raka —
glukoze (Gunnink i sur., 2016). Cilj je ovoga istrazivanja stoga bio najprije ispitati utjecaj
nutritivne deprivacije, a zatim i utjecaj nutritivne deprivacije u kombinaciji s kurkuminom i

pirazolnim analogom kurkumina na inhibiciju rasta stanica raka dojke i indukciju staniéne smrti.

4.1. UCINAK NUTRITIVNE DEPRIVACIJE NA VIJABILNOST, PROLIFERACIJU |
INDUKCIJU SMRTI MCF-7 STANICA

Kako bi se u stani€nom okolisu postigli uvjeti nutritivne deprivacije, pripremljeno je
nekoliko kombinacija razrijedenih hranjivih medija za uzgoj stanica, na nacin da su DMEM High
Glucose i DMEM Low Glucose hranjivi mediji u odredenim omjerima razrijedeni HBSS i PBS
puferom (tablica 1). Vijabilnost i proliferacija stanica kultiviranih u razrijedenim hranjivim
medijima praceni su metodom MTT svaka 24 sata tijekom 96 sati, te metodama Neutral Red i
Trypan Blue nakon 48 sati. Takoder, pracen je i u€inak nutritivne deprivacije na indukciju

apoptoze i autofagije nakon 48 sati metodom proto¢ne citometrije.

4.1.1. Ucinak nutritivne deprivacije na vijabilnost i proliferaciju MCF-7 stanica odreden
metodom MTT

Ucinak nutritivne deprivacije na vijabilnost i proliferaciju MCF-7 stanica pracen je
metodom MTT 24, 48, 72 i 96 sati nakon nacijepljivanja stanica. Dobiveni rezultati (3 mjerenja
po uzorku) statistiCki su obradeni i prikazani graficki na slici 9 kao srednja vrijednost
apsorbancije pri 540 nm * standardna pogreska.

Prema slici 9, vidljivo je da nakon 24 sata vijabilnost stanica statisticki zna¢ajno opada u
odnosu na kontrolni uzorak (stanice uzgajane u nerazrijedenom mediju) kako se koncentracija
nutrijenata u hranjivom mediju smanjuje, a isti trend vidljiv je i nakon 48, 72 i 96 sati. Nadalje,
uoceno je da nakon 96 sati stanice slabije rastu u medijima razrijedenim PBS-om nego HBSS-

om. Takoder je vidljivo da nema znacajne razlike izmedu vijabilnosti stanica uzgajanih u HGIcM
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mediju i vijabilnosti stanica uzgajanih u LGIcM mediju kod istih omjera razrijedenja medija i

pufera. Koncentracija dostupne glukoze nije bio parametar koji je ograni¢avao vijabilnost

stanica, ve¢ je negativan utjecaj na staniCnu proliferaciju imala deprivacija svih dostupnih

nutrijenata. Navedeno je u suprotnosti s dosad provedenim istrazivanjima gdje se ispitivao

utjecaj razli¢itih koncentracija glukoze na rast stanica raka dojke &iji su rezultati pokazali da je

vijabilnost stanica u ovisnosti o koncentraciji dostupne glukoze (Khajah i sur., 2022; Demirel i
ur., 2019).
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Slika 9. U¢inak nutritivhe deprivacije na vijabilnost i proliferaciju MCF-7 stanica nakon 24 (A),
48 (B), 72 (C) i 96 sati (D), odreden metodom MTT. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost apsorbancije pri 540 nm * standardna pogreska. StatistiCki znac¢ajna razlika u
odnosu na kontrolu (HGIcM i LGIcM) (Student t-test): 9p<0,025, p<0,01, "p<0,005, 3p<0,001.
HGIcM — DMEM High Glucose hranjivi medij; LGIcM — DMEM Low Glucose hranjivi medij; HBSS —
engl. Hanks' Balanced Salt Solution; PBS — engl. Phosphate Buffered Saline
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4.1.2. UcCinak nutritivne deprivacije na vijabilnost i proliferaciju MCF-7 stanica odreden

metodom Neutral Red

Ucinak nutritivne deprivacije na vijabilnost i proliferaciju MCF-7 stanica pracen je
metodom Neutral Red 48 sati hakon nacijepljivanja stanica. Dobiveni rezultati (4 mjerenja po
uzorku) statisticki su obradeni i prikazani graficki na slici 10 kao srednja vrijednost apsorbancije
pri 540 nm % standardna pogreska.

Na slici 10 vidljivo je da je vijabilnost stanica u LGIcM mediju smanjena u odnosu na
vijabilnost stanica koje su rasle u HGIcM mediju s vecom koncentracijom dostupne glukoze.
Razrijedivanjem HGIcM medija zamijeCen je statistiCki znaCajan (p<0,001) pad u vijabilnosti
stanica u odnosu na nerazrijedeni medij, dok se s druge strane razrijedivanjem LGIcM medija
vijabilnost nije znatno promijenila, odnosno smanjivanje koncentracije nutrijenata u hranjivom
mediju nije imalo zna&ajan utjecaj na proliferaciju stanica.

Dobiveni rezultati mogu se objasniti prilagodbom stanica raka na nepovoljne uvjete niskih
koncentracija nutrijenata, $to im omogucuje prezivljenje, a navedeno su u svojem istrazivanju
dokazali Tsaiisur. (2021). Na temelju eksperimenata koje su proveli, ustanovili su da su stanice
raka gusteraCe koje su bile prilagodene na rast u uvjetima deprivacije nutrijenata, konkretnije
na niske koncentracije glukoze i glutamina, pokazale poja¢anu proliferaciju u odnosu na stanice
koje nisu bile prilagodene na opisane uvjete. Stanice koje su prethodno prezivjele nutritivnu
deprivaciju stekle su reverzibilne negenetske prilagodbe koje su im omogucile prebacivanje
izmedu metaboli¢kih stanja optimalnih za rast u uvjetima suviSka hranjivih tvari ili u uvjetima

njihova nedostatka.
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Slika 10. U¢inak nutritivne deprivacije na vijabilnost i proliferaciju MCF-7 stanica nakon 48
sati, odreden metodom Neutral Red. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
apsorbancije pri 540 nm + standardna pogreska. Statisti¢ki zna€ajna razlika u odnosu na
kontrolu (HGIcM i LGIcM) (Student t-test): °p<0,05, Pp<0,005, 2p<0,001.

HGIcM — DMEM High Glucose hranjivi medij; LGIcM — DMEM Low Glucose hranjivi medij; HBSS —
engl. Hanks' Balanced Salt Solution; PBS — engl. Phosphate Buffered Saline

4.1.3. UcCinak nutritivne deprivacije na vijabilnost i proliferaciju MCF-7 stanica odreden

metodom Trypan Blue

Ucinak nutritivne deprivacije na vijabilnost i proliferaciju MCF-7 stanica pracen je
metodom Trypan Blue 48 sati nakon nacijepljivanja stanica. Dobiveni rezultati statisti¢ki su
obradeni (4 mjerenja po uzorku) i prikazani grafi¢ki na slici 11 kao srednja vrijednost broja Zivih

stanica * standardna pogreska.
Na slici 11 vidljivo je da razrjedivanje HGIcM ili LGIcM medija nije uzrokovalo statisticki

znacajne promjene u proliferaciji stanica te da su stanice uzgajane u LGIcM mediju rasle nesto

slabije nego u HGIcM mediju.
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Slika 11. U&inak nutritivne deprivacije na vijabilnost i proliferaciju MCF-7 stanica nakon 48
sati, odreden metodom Trypan Blue. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost broja zivih
stanica mL? + standardna pogreska.

HGIcM — DMEM High Glucose hranjivi medij; LGIcM — DMEM Low Glucose hranjivi medij; HBSS —
engl. Hanks' Balanced Salt Solution; PBS — engl. Phosphate Buffered Saline

4.1.4. Ucinak nutritivne deprivacije na indukciju autofagije

UcCinak nutritivne deprivacije na indukciju autofagije u MCF-7 stani¢noj liniji nakon 48 sati
odreden je metodom proto¢ne citometrije i primjenom Muse™ autophagy LC3-antibody based
kit-a. Rezultati su statistiCki obradeni i prikazani na slici 12, dok su reprezentativni uzorci —
histogrami (engl. Autophagy induction profile) prikazani na slici 13.

Iz slike 12 vidljivo je kako je nutritivha deprivacija jedino kod kombinacije medija i pufera
#HGIcM + V5PBS uzrokovala porast stanica koje podlijezu autofagiji u odnosu na kontrolni
uzorak (HGIcM) te je navedeni uc€inak bio statistiCki znacajan (p<0,001). Kod ostalih uzoraka,
udjeli stanica koje odumiru autofagijom bili su maniji u odnosu na kontrolni uzorak.

IstraZivanje provedeno od strane Walker i sur. (2018), u kojem su se ispitivali zastitni
mehanizmi u stanicama raka dojke tijekom deprivacije glukozom, pokazalo je da je autofagija
inducirana tijekom uvjeta nedostatka glukoze. Blokiranje autofagije farmakolo$ki s klorokinom
ili delecijom gena kljuénog za proces autofagije poput Beclin 1 ili ATG7 znacajno je smanijilo
sposobnost prezivljenja stanica tijekom deprivacije glukozom (Walker i sur., 2018).

Drugo je istrazivanje ispitivalo ulogu YAP proteina u promjeni fluksa autofagije kako bi se
promoviralo prezivljenje MCF-7 stanica u uvjetima nutritivne deprivacije. Rezultati su dokazali

da su normalne razine autofagije potrebne kako bi MCF-7 stanice preZivjele uvjete nutritivne
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deprivacije te da blokiranjem autofagije suprimiranjem lizosomalne degradacije dolazi do

smanjene sposobnosti stanica za prezivljenje i brzog nastupanja apoptoze (Song i sur., 2015).
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Slika 12. Evaluacija autofagije kod MCF-7 stanica kultiviranih u razrijedenim HGIcM (A) i
LGIcM (B) medijima nakon 48 sati metodom proto¢ne citometrije. Statisticki znac¢ajna razlika u
odnosu na kontrolu (HGIcM i LGIcM) (Student t-test): ¢p<0,025, "p<0,005, 3p<0,001
HGIcM — DMEM High Glucose hranjivi medij; LGIcM — DMEM Low Glucose hranjivi medij; HBSS —
engl. Hanks' Balanced Salt Solution; PBS — engl. Phosphate Buffered Saline
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Slika 13. Reprezentativni uzorci — histogrami (engl. Autophagy induction profile)
dobiveni nakon 48 sati za MCF-7 stanice u uvjetima nutritivne deprivacije metodom
proto€ne citometrije
HGIcM — DMEM High Glucose hranjivi medij; LGIcM — DMEM Low Glucose hranjivi medij; HBSS —
engl. Hanks' Balanced Salt Solution; PBS — engl. Phosphate Buffered Saline

4.1.5. UcCinak nutritivne deprivacije na indukciju apoptoze

Ucinak nutritivne deprivacije na indukciju apoptoze u MCF-7 stani¢noj liniji odreden je
metodom proto¢ne citometrije i primjenom Muse™ Annexin V & Dead Cell Assay kit-a. Stani¢ne
suspenzije razli¢itih koncentracija nutrijenata (tablica 1) nacijepljene su u volumenu od 4 mL u
jazice 6-well plo¢a u koncentraciji stanica od 2x10* stanica mL™* medija za uzgoj. 48 sati nakon
nacijepljivanja stanica, primjenom Muse™ proto¢noga citometra provedena je kvantitativna
analiza Zivih i mrtvih stanica te stanica u ranoj i kasnoj apoptozi.

Rezultati analize dobiveni Muse™ proto¢nim citometrom prikazani su kao dot-plot
dijagrami iz kojih se podaci is€itavaju na sljedeci nacin: u donjem lijevom kvadratu prikazana je
subpopulacija Zivih stanica (7-AAD (-)/aneksin V (-)), u donjem desnom nalazi se populacija
stanica u ranoj apoptozi (7-AAD (-)/aneksin V (+)), u gornjem desnom kvadratu prikazan je udio
stanica u kasnoj apoptozi (7-AAD (+)/aneksin V (+)), dok je u gornjem lijevom vidljiva
subpopulacija mrtvih stanica ((7-AAD (+)/aneksin V (-)).

Dobiveni rezultati analize apoptoze MCF-7 stanica u uvjetima nutritivne deprivacije
prikazani su kao udjeli zivih i mrtvih stanica te stanica u ranoj i kasnoj apoptozi (slika 14) te isto
tako kao reprezentativni dot-plot dijagrami sa Cetiri razli€ite subpopulacije MCF-7 stanica (slika
15). Za odredivanje u€inka nutritivne deprivacije provedeno je 4 — 8 mjerenja.

Na slici 14 A uoceno je da smanjenje koncentracija dostupnih nutrijenata razrijedivanjem
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HGIcM medija nema znacajan utjecaj na promjenu postotka zivih stanica u populaciji. Udio
ukupnih stanica u apoptozi (ranoj i kasnoj) prilikom uzgoja u HGIcM mediju iznosi 3,22 %, a
razrijedivanjem medija s s PBS pufera taj postotak raste na 4,67 % (p<0,005). Postotak mrtvih
stanica kultiviranih u razrijedenim medijima je neznatno maniji, no statisti¢ki zna¢ajan u odnosu
na kontrolni uzorak (udio mrtvih stanica u kulturi/kontrolni uzorak - 4,47 %), s izuzetkom
#HGIcM + 5sHBSS medija gdje taj postotak nesto visi i iznosi 4,73 %.

Uzgoj u mediju s nizom koncentracijom glukoze u odnosu na HGIcM rezultirao je nesto
viS§im udjelom stanica u apoptozi i nizom vijabilnod¢u stanica. Najizrazeniji u€inak na vijabilnost
stanica i indukciju apoptoze zamjecen je prilikom uzgoja stanica u LGIcM mediju razriedenim s
3 HBSS (slika 14 B).

Nutritivna deprivacija dakle blago inducira apoptozu u HGIcM i LGIcM medijima, a uoceno
je da su udjeli ukupnih apoptotskih stanica u populaciji nesto visi kod LGlcM medija nego kod
HGIcM medija pri istim omjerima razrjedenja. Nedostatak glukoze u stanicnom okoliSu dakle
blago inducira stani¢nu smrt apoptozom, Sto se podudara s rezultatima dobivenima u

istrazivanju Choi i sur. (2013).
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Slika 14. U&inak nutritivne deprivacije na udjele Zivih stanica, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi
te mrtvih stanica u HBSS ili PBS razrijedenim HGIcM (A) i LGIcM (B) medijima nakon 48 sati,
odreden metodom proto€ne citometrije. Statisti¢ki znaajna razlika u odnosu na kontrolu
(HGIcM ili LGIcM) (Student t-test): ¢p<0,05, 9p<0,025, °p<0,01, °p<0,005, 3p<0,001
HGIcM — DMEM High Glucose hranjivi medij; LGIcM — DMEM Low Glucose hranjivi medij; HBSS —
engl. Hanks' Balanced Salt Solution; PBS — engl. Phosphate Buffered Saline
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Slika 15. Reprezentativni dot-plot dijagrami za MCF-7 stanice nakon 48 sati u uvjetima
nutritivne deprivacije, dobiveni metodom protocne citometrije
HGIcM — DMEM High Glucose hranjivi medij; LGIcM — DMEM Low Glucose hranjivi medij; HBSS —
engl. Hanks' Balanced Salt Solution; PBS — engl. Phosphate Buffered Saline

4.2. UCINAK KURKUMINA | PIRAZOLNOG ANALOGA KURKUMINA U
UVJETIMA NUTRITIVNE DEPRIVACIJE NA VIJABILNOST,
PROLIFERACIJU | INDUKCIJU SMRTI MCF-7 STANICA

U drugom dijelu istrazivanja ispitan je ucinak kurkumina (CRC) i pirazolnog analoga
kurkumina (PC) u kombinaciji s uvjetima deprivacije glukoze/nutrijenata na vijabilnost i

proliferaciju MCF-7 stani¢ne linije, kao i na indukciju autofagije i apoptoze.

4.2.1. UcCinak kurkumina i pirazolnog analoga kurkumina u uvjetima deprivacije glukoze na

proliferaciju i vijabilnost MCF-7 stanica odreden MTT metodom

Ucinak HGIcM i LGIcM medija, u koji je vec tijekom samog nacjepljivanja stanica dodan
CRC ili PC tako da su u mediju postignute koncentracije od 2,5; 5; 10; 20; 50 i 100 uM, na
vijabilnost i proliferaciju MCF-7 stanica praéen je metodom MTT svaka 24 sata tijekom 96 sati.

Dobiveni rezultati (5 mjerenja po uzorku) statistiCki su obradeni i prikazani grafi¢ki na slici 16 i
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slici 17 kao postotak prezivljenja stanica u odnosu na kontrolu (stanice tretirane s 5 pL otapala
mL™! medija) *+ standardna pogreska.

Na slici 16 vidljivo je da sve testirane koncentracije CRC-a uzrokuju smanjenu stani¢nu
vijabilnost u odnosu na kontrolu. Najvecu inhibiciju rasta stanica nakon 24 sata uzrokovala je
koncentracija CRC-a od 20 uM, gdje je postotak prezivljenja stanica iznosio 58,08 %, a za
stanice uzgajane u LGIcM mediju — 47,72 %. Duza kultivacija stanica (48 — 96h u HGIcM ili
LGIcM) tretiranih s CRC-om rezultirala je izrazenom inhibicijom stanicnoga rasta pri

koncentracijama = 10 uM (slika 16 B — D). Smanjenje udjela glukoze u mediju nije rezultiralo

pojacanim inhibitornim u¢inkom CRC-a.
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Slika 16. Vijabilnost MCF-7 stanica kultiviranih u HGIcM i LGIcM medijima u koji je dodan
kurkumin (CRC) (2,5; 5; 10; 20; 50 i 100 uM) u odnosu na kontrolne vrijednosti (HGIcM/LGIcM
+ DMSO), odredeno metodom MTT nakon 24 (A), 48 (B), 72 (C) i 96 sati (D). Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisti¢ki zna€ajna razlika u odnosu

na kontrolu (Student t-test): p<0,025, °p<0,01, 2p<0,001

HGIcM+DMSO - stanice kultivirane u DMEM High Glucose mediju (10 % FBS) i tretirane s 5 pL
DMSO-a mL* medija za uzgoj; LGIcM+DMSO - stanice kultivirane u DMEM Low Glucose mediju (10
% FBS) i tretirane s 5 yL DMSO-a mL* medija za uzgoj; 2,5 — 100 — stanice tretirane CRC-om u
koncentracijama 2,5 — 100 uM.

Prema slici 17 vidljivo je da u sva Cetiri promatrana vremena dolazi do pada stani¢ne

vijabilnosti kako raste koncentracija PC-a. Uo€eno je da se znacajniji citotoksi¢ni u€inak postize
kod viSih doza PC-a (50 — 100 uM) u HGIcM i LGIcM mediju. NajviSa je koncentracija od 100
MM u oba medija i kod svih ispitivanih vremena uzrokovala najnizi postotak prezivljenja stanica

u odnosu na kontrolu, koji je nakon 96 sati dosegao vrijednost od 19,67 % u HGIcM mediju te
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od 17,50 % u LGIcM mediju. Tretman stanica koncentracijama PC-a vi§im od 20 uM rezultira
nizim postotkom prezivljenja u LGIcM mediju nego u HGIcM mediju. Postotak prezivljenja
stanica tretiranih s CRC-om odmah pri nacijepljivanju, tijekom inkubacije u trajanju 96h bio je
nizi u odnosu na stanice tretirane s PC-om bez obzira je li uzgoj proveden u HGIcM ili LGIcM
mediju (slika 16 i 17).
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Slika 17. Vijabilnost MCF-7 stanica kultiviranih u HGIcM i LGIcM medijima u koji je dodan
pirazolni analog kurkumina (PC) (2,5; 5; 10; 20; 50 i 100 pM) u odnosu na kontrolne
vrijednosti (HGIcM/LGIcM + EtOH), odredeno metodom MTT nakon 24 (A), 48 (B), 72 (C) i 96
sati (D). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisticki
znacajna razlika u odnosu na kontrolu (Student t-test): ¢p<0,05, 9p<0,025, °p<0,01, "p<0,005
ap<0,001
HGIcM+EtOH - stanice kultivirane u DMEM High Glucose mediju (10 % FBS) i tretirane s 5 yL EtOH
mL-1 medija za uzgoj; LGIcM+EtOH- stanice kultivirane u DMEM Low Glucose mediju (10 % FBS) i
tretirane s 5 yL EtOH mL-! medija za uzgoj; 2,5 — 100 — stanice tretirane PC-om u koncentracijama 2,5
— 100 pM.

Ucinak CRC-a i PC-a na stanice kultivirane u HGIcM i LGIcM medijima proveden je i na
nacin da su stanice bile tretirane spojem 24 sata nakon nacijepljivanja (nakon formiranja
stani€énog monosloja) tako da se u mediju postignu koncentracije od 2,5; 5; 10; 20; 50 i 100 pM.
Vijabilnost i proliferacija MCF-7 stanica pracena je metodom MTT 72 sata nakon tretmana.
Dobiveni rezultati (3 — 5 mjerenja po uzorku) statisticki su obradeni i prikazani grafiCki na slici
18 i slici 19 kao srednje vrijednosti apsorbancije pri 540 nm * standardna pogreska.

Prema slici 18, pove¢anjem koncentracije CRC-a/PC-a zamijecen je trend pada stani¢ne
proliferacije u odnosu na kontrolni uzorak kod stanica uzgajanih u HGIcM mediju, pri Cemu se

izraZen citotoksi¢ni ucinak postize pri koncentracijama 50 — 100 uM. Tretman stanica PC-om u
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koncentracijama od 10 do 100 uM imao je statistiCki zna€ajno jaci inhibitorni efekt na rast
stanica nego tretman istim koncentracijama CRC-a, $to ukazuje na vecu citotoksiCnost
novosintetiziranog pirazolog analoga kurkumina u usporedbi s kurkuminom.

Hu i sur. (2018) dokazali su da CRC inhibira proliferaciju MCF-7 stanica te da je njegova
citotoksiCnost ovisna o primijenjenoj koncentraciji, Sto potvrduju rezultati dobiveni ovim
istrazivanjem. Drugo je istrazivanje, u kojem se ispitivala stabilnost novosintetiziranih pirazolnih
derivata kurkumina te njihov ucinak na proliferaciju osteosarkomske stanicne linije, pokazalo

da jedan od derivata iskazuje znatno jaci citotoksi¢ni u€inak od CRC-a (Feriotto i sur., 2023).
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Slika 18. U¢inak kurkumina (CRC) i pirazolnog analoga kurkumina (PC) (2,5; 5; 10; 20; 50 i
100 pM) na vijabilnost MCF-7 stanica kultiviranih u HGIcM mediju, odreden MTT metodom 72
sata nakon tretmana. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm *

standardna pogreska. Statistic¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (HGIcM +
DMSO/EtOH) (Student t-test): Pp<0,05; 2p<0,001.
HGIcM + DMSO/EtOH - stanice kultivirane u DMEM High Glucose mediju (10 % FBS) i tretirane s 5 uL
DMSO/EtOH mL* medija za uzgoj; 2,5 — 100 — stanice tretirane CRC-om/PC-om u koncentracijama 2,5
— 100 pM.

Iz slike 19 vidljivo je da vijabilnost stanica uzgajanih u LGIcM mediju takoder ovisi o dozi
spoja kojom su stanice tretirane i da povec¢anjem koncentracije dolazi do statisticki znacajnoga
(iznimka su rezultati za 2,5 pM CRC-a/PC-a koji nisu statisticki znacajni) pada vijabilnosti
stanica te da koncentracije 50 — 100 uM uzrokuju izrazen inhibitorni u¢inak. Takoder, uo¢eno
je da su koncentracije PC-a od 2,5 — 100 uM uzrokovale veéi pad u vijabilnosti stanica nego

iste koncentracije CRC-a, kao $to je to bio slu€aj i kod stanica kultiviranih u HGIcM mediju.
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Slika 19. U¢inak kurkumina (CRC) i pirazolnog analoga kurkumina (PC) (2,5; 5; 10; 20; 50 i
100 pM) na vijabilnost MCF-7 stanica kultiviranih u LGIcM mediju, odreden MTT metodom 72
sata nakon tretmana. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm +
standardna pogreska. Statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na kontrolu (LGIcM +
DMSO/EtOH) (Student t-test): 2p<0,001.
LGIcM + DMSO/EtOH - stanice kultivirane u DMEM Low Glucose mediju (10 % FBS) i tretirane s 5 uL
DMSO/EtOH mL1 medija za uzgoj; 2,5 — 100 — stanice tretirane CRC-om/PC-om u koncentracijama 2,5
— 100 pM.

4.2.2. Ucginak kurkumina i pirazolnog analoga kurkumina u uvjetima nutritivne deprivacije na

proliferaciju i vijabilnost MCF-7 stanica odreden MTT metodom

Ucinak CRC-a i PC-a na stanice kultivirane u ?%5HGIcM + 4PBS i %5LGIcM + 5PBS
medijima, tretirane spojem 24 sata nakon nacijepljivanja tako da se u mediju postignu
koncentracije od 2,5; 5; 10; 20; 50 i 100 uM, na vijabilnost i proliferaciju MCF-7 stanica praéen
je metodom MTT 72 sata nakon tretmana. Dobiveni rezultati (5 — 10 mjerenja po uzorku)
statistiCki su obradeni i prikazani grafi¢ki na slici 20 i slici 21 kao srednja vrijednost apsorbancije
pri 540 nm + standardna pogreska.

Iz slike 20 vidljivo je da kod stanica kultiviranih u HGIcM medijima razrijedenima PBS-om
kod svih koncentracija CRC-a/PC-a dolazi do smanjenja broja vijabilnih stanica u odnosu na
kontrolu, te da vijabilnost stanica opada povecanjem doze ispitivanoga spoja. Koncentracije
CRC-a (5 — 100 pM) statistiCki zna€ajno uzrokuju pad stani¢ne vijabilnosti prilikom uzgoja u
HGIcM razrijedenim s 5 PBS. PC pri istim uvjetima uzgoja stanica te pri svim ispitanim
koncentracijama pokazuje statisti¢ki znacajni inhibitorni efekt na staniénu proliferaciju koji raste

povecanjem koncentracije (slika 20).
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Slika 20. U¢inak kurkumina (CRC) i pirazolnog analoga kurkumina (PC) (2,5; 5; 10; 20; 50 i
100 pM) na vijabilnost MCF-7 stanica kultiviranih u 23HGIcM + %5PBS mediju, odreden MTT
metodom 72 sata nakon tretmana. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost apsorbancije
pri 540 nm + standardna pogreSka. Statisti¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na kontrolu (HGIcM +
DMSO/EtOH) (Student t-test): 2p<0,001.

HGIcM + DMSO/EtOH - stanice kultivirane u DMEM High Glucose mediju (10 % FBS) i tretirane s 5 uL
DMSO/EtOH mL! medija za uzgoj; %5HGIcM + ¥5PBS + DMSO/EtOH — stanice kultivirane u % DMEM
High Glucose medija (10 % FBS) i ¥ PBS-a te tretirane s 5 yL DMSO/EtOH mL-* medija za uzgoj; 2,5
— 100 - stanice tretirane CRC-om/PC-om u koncentracijama 2,5 — 100 uM.

Proliferacija stanica uzgajanih u LGIcM mediju razrijedenim PBS-om statisti¢ki zna¢ajno
pada s povecanjem koncentracije CRC-a/PC-a, Sto je vidljivo iz slike 21 te je postotak inhibicije
stani¢nog rasta znatno izraZeniji pri uzgoju stanica u LGIcM + V3 PBS uz tretman s CRC-om ili

PC-om u odnosu na HGIcM + 5 PBS i istovjetan treman (slike 20 i 21).

42



0,500 - [ I
0.400 -
a
I
a a a a
E I I
£ 0,300 - S I -
g I I
0
<<
0,200 |
0,100 -
0,000
£ L 25 5 10 20 5 100 & & 25 5 10 20 50 100
N & = o)
Q Qé\ * * 1fl/ & * *
R %4LGIcM + ¥4PBS + CRC (uM) S o %LGIcM + 14PBS + PC (M)
) Q & &
N N
% \SA
> 5
N 5
o ,\,\ﬂ:

Slika 21. U¢inak kurkumina (CRC) i pirazolnog analoga kurkumina (PC) (2,5; 5; 10; 20; 50 i
100 pM) na vijabilnost MCF-7 stanica kultiviranih u :LGIcM + sPBS mediju, odreden MTT
metodom 72 sata nakon tretmana. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost apsorbancije
pri 540 nm + standardna pogre$ka. Statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na kontrolu (LGIcM +
DMSO/EtOH) (Student t-test): 2p<0,001.

LGIcM + DMSO/EtOH - stanice kultivirane u DMEM Low Glucose mediju (10 % FBS) i tretirane s 5 uL
DMSO/EtOH mL* medija za uzgoj; %LGIcM + ¥sPBS + DMSO/EtOH — stanice kultivirane u % DMEM
Low Glucose medija (10 % FBS) i 5 PBS-a te tretirane s 5 yL DMSO/EtOH mL! medija za uzgoj; 2,5 -
100 - stanice tretirane CRC-om/PC-om u koncentracijama 2,5 — 100 pM.

4.2.3. Ucinak kurkumina u uvjetima deprivacije glukoze/nutrijenata na proliferaciju i vijabilnost

MCF-7 stanica odreden Neutral Red metodom

Ucinak CRC-a na stanice kultivirane u LGIcM ili %5LGIcM + 5PBS medijima, tretirane 24
sata nakon nacijepljivanja tako da se u mediju postignu koncentracije od 5, 50 i 100 uM, na
vijabilnost i proliferaciju MCF-7 stanica pra¢en je Neutral Red metodom 72 sata nakon
tretmana. Dobiveni rezultati (3 — 5 mjerenja po uzorku) statistiCki su obradeni i prikazani graficki
na slici 22 i slici 23 kao srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm * standardna pogreska.

Iz rezultata prikazanih na slici 22 i 23 vidljivo je da sve ispitane koncentracije CRC-a
rezultiraju padom staniCne vijabilnosti i da je taj pad u korelaciji s primijenjenom dozom. Kod
koncentracija CRC-a od 50 i 100 uM, taj je ucinak izraZen i statisticki znacajan (p<0,001).
Usporedujuci utjecaj medija na rast stanica, uo€eno je da je kod stanica kultiviranih u 5LGIcM
+ ¥5PBS mediju inhibiraju¢i u€inak CRC-a na rast stanica jai nego kod stanica kultiviranih u
LGIcM mediju pri istim ispitanim koncentracijama (5 — 100 uM). Najveca testirana koncentracija
CRC-a od 100 uM uzrokovala je pad u vijabilnosti stanica na 43,37 % u odnosu na kontrolu kod
LGIcM medija, dok je taj postotak za stanice u 25LGIcM + ¥3PBS mediju iznosio 29,87 %.
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Sliéni su rezultati dobiveni u istrazivanju provedenom od strane Khajah i sur. (2022), gdje
je dokazano da kod niskih koncentracija glukoze u hranjivom mediju dolazi do znacajno
pojacanog inhibitornog ucinka antitumorskih lijekova paklitaksela i doksorubicina. Pri uvjetima
deprivacije glukoze potrebna je 1000 puta niza koncentracija ovih spojeva kako bi se postigao

stupanj inhibicije sli€an onom u uvjetima normalne koncentracije glukoze.
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Slika 22. U¢inak kurkumina (CRC) (5, 50 i 100 uM) na vijabilnost MCF-7 stanica kultiviranih u
LGIcM mediju, odreden Neutral Red metodom 72 sata nakon tretmana. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm + standardna pogres$ka. Statisti¢ki zna¢ajna
razlika u odnosu na kontrolu (LGIcM + DMSO) (Student t-test): 2p<0,001.

LGIcM + DMSO - stanice kultivirane u DMEM Low Glucose mediju (10 % FBS) i tretirane s 5 yL
DMSO-a mL?! medija za uzgoj; 5 — 100 — stanice tretirane CRC-om u koncentracijama 5 — 100 uM.
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Slika 23. U&inak kurkumina (CRC) (5, 50 i 100 yM) na vijabilnost MCF-7 stanica kultiviranih u
2LGIcM + Y5PBS mediju, odreden Neutral Red metodom 72 sata nakon tretmana. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm + standardna pogreska. Statisticki
znacajna razlika u odnosu na kontrolu (LGIcM + DMSO) (Student t-test): 2p<0,001.
LGIcM + DMSO - stanice kultivirane u DMEM Low Glucose mediju (10 % FBS) i tretirane s 5 uL
DMSO-a mL! medija za uzgoj; %LGIcM + 5PBS + DMSO - stanice kultivirane u %5 DMEM Low
Glucose medija (10 % FBS) i Vs PBS-a te tretirane s 5 yL DMSO-a mL* medija za uzgoj; 5 — 100 —
stanice tretirane CRC-om u koncentracijama 5 — 100 yM.
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4.2.4. Ucinak kurkumina u uvjetima deprivacije glukoze/nutrijenata na proliferaciju i vijabilnost
MCF-7 stanica odreden Trypan Blue metodom

Ucinak CRC-a na stanice kultivirane u LGIcM ili 25LGIcM + ¥5PBS medijima, tretirane 24
sata nakon nacijepljivanja tako da se u mediju postignu koncentracije od 5, 50 i 100 uM, na
vijabilnost i proliferaciju MCF-7 stanica pracen je Trypan Blue metodom 72 sata nakon
tretmana. Dobiveni rezultati (4 mjerenja po uzorku) statistiCki su obradeni i prikazani graficki na
slici 24 i slici 25 kao srednja vrijednost broja zZivih stanica mL* + standardna pogreska.

Porastom koncentracije CRC-a vidljivo je da broj zivih stanica, koje su rasle u LGIcM i u
%L GIcM + 5PBS mediju, statisticki znacajno opada (slika 24 i slika 25). Koncentracija od 5 uM
uzrokovala je u LGIcM mediju pad postotka preZivjelih stanica na 69,98 % u odnosu na kontrolu,
dok je kod medija razrijedenog PBS-om i tretiranog istom koncentracijom CRC-a taj postotak
iznosio 48,27 %. Za ostale testirane koncentracije spoja takoder je zabiljeZzen maniji postotak
prezivljenja stanica u razrijedenom mediju, nego u nerazrijedenom LGIcM mediju. Samo
razriedenje medija s ¥a PBS bez tretmana CRC-om uzrokovalo je pad postotka preZivljenja
stanica na 61,83 % u odnosu na kontrolu.
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Slika 24. U&inak kurkumina (CRC) (5, 50 i 100 uM) na vijabilnost MCF-7 stanica kultiviranih u
LGIcM mediju, odreden Trypan Blue metodom 72 sata nakon tretmana. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost broja Zivih stanica mL* + standardna pogreska. Statisticki znacajna
razlika u odnosu na kontrolni uzorak (LGlcM + DMSO) (Student t-test): °p<0,005, 2p<0,001.
LGIcM + DMSO - stanice kultivirane u DMEM Low Glucose mediju (10 % FBS) i tretirane s 5 pL
DMSO-a mL* medija za uzgoj; 5 — 100 — stanice tretirane CRC-om u koncentracijama 5 — 100 puM.
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Slika 25. U&inak kurkumina (CRC) (5, 50 i 100 uM) na vijabilnost MCF-7 stanica kultiviranih u
2LGIcM + V3PBS mediju, odreden Trypan Blue metodom 72 sata nakon tretmana. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost broja Zivih stanica mL* + standardna pogreska. Statisticki
znacajna razlika u odnosu na kontrolni uzorak (LGIcM + DMSO) (Student t-test): 2p<0,001.
LGIcM + DMSO - stanice kultivirane u DMEM Low Glucose mediju (10 % FBS) i tretirane s 5 yL
DMSO-a mL* medija za uzgoj; %LGIcM + 5PBS + DMSO - stanice kultivirane u % DMEM Low
Glucose medija (10 % FBS) i ¥ PBS-a te tretirane s 5 yL DMSO-a mL* medija za uzgoj; 5 — 100 —
stanice tretirane CRC-om u koncentracijama 5 — 100 uM.

4.2.5. IC vrijednosti

Koncentracije spoja koje uzorkuju 20, 50 i 80 %-tnu inhibiciju rasta stanica (IC20, IC50 i
IC80 vrijednosti) izraCunate su iz jednadzbi interpoliranih polinomnih krivulja koje najmanje
odstupaju od izmjerenih vrijednosti. Interpolirane krivulje odabrane su na temelju
odgovarajuéeg koeficijenta determinacije R? ¢ija se vrijednost nalazi u intervalu 0 < R2 < 1 i
nastoji biti §to bliza 1 (model je u tom slu€aju reprezentativniji). IC vrijednosti za CRC i PC u
HGIcM i LGIcM medijima odredene su metodom MTT za svaka 24 sata tijekom 96 sati i
prikazane u tablici 2. 1z rezultata dobivenih istrazivanjem u kojem je tretman s CRC-om i PC-
om proveden istovremeno s nacjepljivanjem, izraCunate su nize IC vrijednosti za CRC nego za

PC, sto ukazuje na jace citotoksi¢no djelovanje CRC-a.
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Tablica 2. Koncentracije kurkumina (CRC) i pirazolnog analoga kurkumina (PC) koje inhibiraju
vijabilnost MCF-7 stanica u HGIcM i LGIcM medijima za 20, 50 i 80 %, odredene metodom MTT
nakon 24, 48, 72 96 sati. Tretman s CRC i PC proveden istovremeno s hacjepljivanjem stanica.

CRC PC

HGIcM LGIcM HGIcM LGIcM

24h 4,41 / 77,64 36,81

IC20 48h 0,90 4,28 66,39 35,26
72h 3,93 7,50 26,84 21,40

96h 2,35 1,03 19,21 15,00

24h / 31,56 110,43 116,26

IC50 48h 21,59 28,97 91,21 80,12
72h 20,03 25,75 67,26 52,29

96h 16,86 15,70 47,05 35,87

24h / / 134,62 221,44

IC80 48h / / 109,51 115,60
72h 49,37 / 107,90 104,86

96h 38,95 37,81 94,32 72,25

HGIcM — DMEM High Glucose hranjivi medij; LGIcM — DMEM Low Glucose hranjivi medij

Ovisnost postotka prezivljenja MCF-7 stanica o koncentraciji CRC-a/PC-a odredena MTT
metodom 72 sata nakon tretmana stanica (drugi nalin istraZzivanja gdje su stanice prvo
formirale monosloj i tek onda bile tretirane spojem) prikazana je na slici 26 za stanice kultivirane
u HGIcM i LGIcM medijima, odnosno na slici 27 za stanice kultivirane u HGIcM i LGIcM medijima
razrijedenim PBS-om. Iz grafickih prikaza vidljivo je da porastom koncentracije oba spoja dolazi
do pada u stani¢noj vijabilnosti kod svih pracenih kombinacija medija. Usporedujuci ucinak
CRC-a i PC-a, iz slike 26 vidljivo je da PC jace inhibira proliferaciju stanica u HGIcM i LGIcM
mediju. Prema slici 27, kod stanica uzgajanih u razrijedenom HGIcM mediju takoder je
zabiljezen jaci citotoksi¢ni u€inak PC-a, dok je u razrijedenom LGIcM s ¥z PBS ucinak oba spoja

bio podjednak.
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Slika 26. Vijabilnost MCF-7 stanica kultiviranih u HGIcM (A) i LGIcM (B) mediju 72 sata nakon

tretmana kurkuminom (CRC) i pirazolnim analogom kurkumina (PC) (2,5 — 100 uM) u odnosu

na kontrolne vrijednosti, odredeno MTT metodom. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost
+ standardna pogreska. Jednadzbe pripadaju interpoliranim polinomnim krivuljama s

odgovarajuéim R? vrijednostima.
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Slika 27. Vijabilnost MCF-7 stanica kultiviranih u %HGIcM + 45PBS (A) i %LGIcM + 5PBS
mediju (B) 72 sata nakon tretmana kurkuminom (CRC) i pirazolnim analogom kurkumina (PC)
(2,5 - 100 pM) u odnosu na kontrolne vrijednosti, odredeno MTT metodom. Podaci su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Jednadzbe pripadaju interpoliranim
polinomnim krivulijama s odgovarajué¢im R? vrijednostima.

IC vrijednosti za CRC i PC u HGIcM i LGIcM medijima te medijima razrijedenim PBS-om
odredene su metodom MTT 72 sata nakon tretmana iz jednadzbi interpoliranih polinomnih
krivulja (slika 26 i slika 27) te su prikazane u tablici 3. IC vrijednosti za CRC i PC dobivene
prilikom uzgoja stanica u LGIcM mediju nize su nego one dobivene za HGIcM medij, odnosno
niza koncentracija dostupne glukoze u ovom slu€aju dodatno pojacava inhibitorni ucinak
spojeva. Takoder, rezultati pokazuju da PC karakterizira jaCe citotoksi¢no djelovanje u HGIcM
i LGIcM medijima od CRC-a jer je za inhibiciju istog postotka populacije stanica potrebna manja
doza spoja. S druge strane, ovaj trend nije vidljiv kod razrijedenih medija. Dok PC u %5HGIcM +

sPBS mediju pokazuje jace inhibitorno djelovanje od CRC-a, u %5LGIcM + ¥53PBS mediju CRC
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ja¢e inhibira stani¢ni rast. Usporedujuéi rast stanica kultiviranih u izvornim i PBS-om
razrijedenim medijima, vidljivo je da su za CRC kod razrijedenih HGIcM i LGIcM medija
dobivene nize IC vrijednosti (jai citotoksi¢ni ucinak) nego kod nerazrijedenih medija. Sve
navedeno upucuje na izmijenjenu bioloSku aktivnost novosintetiziranog analoga kurkumina u
razli€itim uvjetima u stani€nom okoliSu (deprivacija nutrijenata) Sto rezultira njegovom

promjenjenom citotoksiéno$¢u u usporedbi s ishodnim spojem CRC-om.

Usporedujuci IC vrijednosti dobivene prvim (tablica 2) i drugim nacinom istrazivanja
(tablica 3) gdje je ispitivan utjecaj CRC-a i PC-a u HGIcM i LGIcM mediju na proliferaciju stanica,
vidljivo je da prvi nacin istraZivanja, gdje su spojevi dodani u hranjivi mediji prije nego su stanice
formirale monosloj, ukazuje na vecu citotoksi¢nost CRC-a. S druge strane, rezultati dobiveni
drugim nacinom istraZivanja pokazali su da u HGIcM i LGIcM medijima povec¢anu citotoksi¢nost
ima PC. Navedeno ukazuje na jaci inhibitorni u€inak kurkumina dok su stanice jo$ u procesu
prihvacanja za podlogu i formiranja stani€nog monosloja, medutim jednom kada je monosloj

formiran, na stanice Ce jace inhibitorno djelovanje imati njegov analog.

Tablica 3. Koncentracije kurkumina (CRC) i pirazolnog analoga kurkumina (PC) koje inhibiraju
vijabilnost MCF-7 stanica u HGIcM i LGIcM medijima te medijima razrijedenim PBS-om za 20,
50 i 80 %, odredene metodama MTT nakon 72 sata. Tretman spojevima proveden je nakon
formiranja stani€nog monosiloja.

%HGIcM + %LGlcM +

HGIcM LGlcM APBS PBS
(20 CRC 12,38 9,14 5,68 /
PC 7,46 6,03 0,58 1,40
C50 CRC 35,14 26,76 23,25 17,87
PC 24,48 20,41 18,69 20,24
C80 CRC / 55,70 52,40 47,60
PC 52,33 41,13 47,90 51,38

HGIcM — DMEM High Glucose hranjivi medij; LGlcM — DMEM Low Glucose hranjivi medij; PBS — engl.
Phosphate Buffered Saline

Ovisnost postotka prezivljenja MCF-7 stanica o koncentraciji CRC-a odredena Neutral
Red i Trypan Blue metodom 72 sata nakon tretmana prikazana je na slici 28 za stanice
kultivirane u LGIcM i %5LGIcM + 5PBS medijima. Smanjena stani¢na proliferacija zabiljezena
je kod stanica kultiviranih u razrijedenim LGIcM medijima i to kod obje metode.

IC vrijednosti za CRC u LGIcM i %LGIcM + 4PBS medijima odredene su iz jednadzbi
interpoliranih polinomnih krivulja (slika 28) te su prikazane u tablici 4. 1C20 i IC50 vrijednosti
dobivene Neutral Red i Trypan Blue metodom niZze su u %LGIcM + 4PBS mediju nego u
nerazrijedenom LGIcM mediju, odnosno CRC pokazuje jaCe inhibitorno djelovanje u uvjetima

nutritivne deprivacije.
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Slika 28. Vijabilnost MCF-7 stanica kultiviranih u LGIcM i 5LGIcM + ¥sPBS mediju 72 sata
nakon tretmana kurkuminom (CRC) (2,5 — 100 uM) u odnosu na kontrolne vrijednosti,
odredeno Neutral Red i Trypan Blue metodom. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost £
standardna pogredka. Jednadzbe pripadaju interpoliranim polinomnim krivuljama s
odgovarajuéim R? vrijednostima.

Tablica 4. Koncentracije kurkumina koje inhibiraju vijabilnost MCF-7 stanica u LGIcM i 25LGIcM
+ 5PBS medijima za 20, 50 i 80 %, odredene metodama Neutral Red i Trypan Blue nakon 72

sata.

Neutral Red Trypan Blue
LGIcM %LGIcM + VsPBS LGIcM ZLGIcM + V5sPBS
IC20 14,30 7,78 3,34 0,71
IC50 41,74 25,59 15,61 13,87
IC80 / / / 30,94

LGIcM — DMEM Low Glucose hranjivi medij; PBS — engl. Phosphate Buffered Saline

4.2.6. Ucinak tretmana MCF-7 stanica kurkuminom uzgajanih u LGIcM ili %5LGIcM + ¥3PBS na
indukciju autofagije
UCinak razli€itih koncentracija CRC-a na indukciju autofagije u MCF-7 stani¢noj liniji
kultiviranoj u LGIcM ili 25LGIcM + 5PBS mediju nakon 72 sata odreden je metodom proto¢ne
citometrije i primjenom Muse™ autophagy LC3-antibody based kit-a. Rezultati su statisticki
obradeni i prikazani na slici 29 i slici 30, dok su reprezentativni uzorci — histogrami (engl.

Autophagy induction profile) za kontrole uzorke te stanice tretirane CRC-om (5 — 100 pM)

51



prikazani na slici 31 i slici 32.

Kod stanica kultiviranih u LGIcM mediju, povecanjem koncentracije CRC-a zapazen je
znacajan porast u broju stanica koje podlijezu autofagiji (slika 29). Rezultati istrazivanja Akkog¢
i sur. (2015) takoder su pokazali da kurkumin inducira autofagiju u MCF-7 stani¢noj liniji, no kod
normalnih uvjeta uzgoja. Koncentracija CRC-a od 50 uM uzrokovala je povecéanje vrijednosti
autophagy induction ratio na 1,70, dok je pri 100 uM ta vrijednost iznosila ¢ak 3,12, pri ¢emu
su oba rezultata statisticki znacajna (p<0,001). 1z slike 30 vidljivo je da kod stanica uzgajanih u
2LGIcM + ¥sPBS mediju pri nizim dozama CRC-a (5 uM) dolazi do blage indukcije autofagije
u odnosu na kontrolni uzorak, dok pri viSim dozama (50 — 100 uM) dolazi do izrazenijeg porasta
udjela stanica koje odumiru autofagijom, a dobiveni rezultati statistiCki su zna&ajni. Pri

koncentraciji od 100 uM zabiljeZen je najveci autophagy induction ratio koji iznosi 1,82.
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Slika 29. Procjena autofagije u MCF-7 stanicama uzgajanim u LGIcM mediju nakon tretmana
kurkuminom (CRC) (5, 50 i 100 uM). Statisti¢ki zna€ajna razlika u odnosu na kontrolu (LGIlcM
+ DMSO) (Student t-test): 2p<0,001.

LGIcM + DMSO - stanice uzgajane u DMEM Low Glucose mediju (10 % FBS) i tretirane s 5 pL
DMSO-a mL! medija za uzgoj; 5 — 100 — stanice tretirane CRC-om u koncentracijama 5 — 100 pM.
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Slika 30. Procjena autofagije u MCF-7 stanicama uzgajanim u %LGIcM + %sPBS mediju nakon
tretmana kurkuminom (CRC) (5, 50 i 100 uM). Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na
kontrolu (LGIcM + DMSO) (Student t-test): 2p<0,001.

LGIcM + DMSO - stanice uzgajane u DMEM Low Glucose mediju (10 % FBS) i tretirane s 5 yL
DMSO-a mL* medija za uzgoj; %LGIcM + 5PBS + DMSO - stanice kultivirane u % DMEM Low
Glucose medija (10 % FBS) i ¥ PBS-a te tretirane s 5 yL DMSO-a mL* medija za uzgoj; 5 — 100 —
stanice tretirane CRC-om u koncentracijama 5 — 100 uM.
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Slika 31. Reprezentativni uzorci — histogrami (engl. Autophagy induction profile) dobiveni
metodom proto¢ne citometrije za kontrole uzorke (LGIcM + DMSO) i stanice tretirane
kurkuminom (CRC) (5, 50 i 100 uM) kultivirane u LGIcM mediju.

LGIcM + DMSO - stanice uzgajane u DMEM Low Glucose mediju (10 % FBS) i tretirane s 5 uL
DMSO-a mL* medija za uzgoj; CRC5 — 100 — stanice tretirane CRC-om u koncentracijama 5 — 100
HM.
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Slika 32. Reprezentativni uzorci — histogrami (engl. Autophagy induction profile) dobiveni
metodom proto¢ne citometrije za kontrolu (LGIcM + DMSO) i stanice tretirane kurkuminom
(CRC) (5, 50 100 uM) kultivirane u #LGIcM + sPBS mediju.

LGIcM + DMSO - stanice uzgajane u DMEM Low Glucose mediju (10 % FBS) i tretirane s 5 yL
DMSO-a mL* medija za uzgoj; %:LGIcM + 5PBS + DMSO - stanice kultivirane u % DMEM Low
Glucose medija (10 % FBS) i ¥ PBS-a te tretirane s 5 yL DMSO-a mL! medija za uzgoj; CRC5 — 100 —
stanice tretirane CRC-om u koncentracijama 5 — 100 uM.

4.2.7. UcCinak tretmana MCF-7 stanica kurkuminom uzgajanih u LGIcM ili 25LGIcM + ¥3PBS
na indukciju apoptoze

Ucinak CRC-a (5, 50 100 uM) na indukciju apoptoze u MCF-7 stanicama kultiviranima u
LGIcM ili 25LGIcM + 4PBS odreden je metodom protocne citometrije i primjenom Muse™
Annexin V & Dead Cell Assay kit-a. Suspenzije MCF-7 stanica u LGIcM mediju i u %LGIcM +
4PBS mediju nacijepljene su u volumenu od 4 mL u jaZice 6-well plo¢e u koncentraciji od 1x10°
stanica mL™* medija za uzgoj. Nakon 24 sata, stanice su tretirane CRC-om kako bi se u mediju
za uzgoj postigle koncentracije 5 — 100 uM. 72 sata nakon tretmana, primjenom Muse™
proto&nog citometra provedena je kvantitativna analiza Zivih, apoptoti¢kih i mrtvih stanica.

Rezultati analize apoptoze kod MCF-7 stanica nakon tretmana CRC-om prikazani su kao
udjeli Zivih i mrtvih stanica te stanica u ranoj i kasnoj apoptozi (slika 33 i slika 35), te kao
reprezentativni dot-plot dijagrami sa Cetiri razli¢ite subpopulacije MCF-7 stanica (slika 34 i slika
36). Za odredivanje u€inka CRC-a u uvjetima nutritivhe deprivacije provedeno je 4 — 6 mjerenja.

Iz slike 33 vidljivo je da kod stanica kultiviranih u LGlcM mediju, pove¢anjem koncentracije
CRC-a dolazi do smanjenja postotka zivih stanica. Kod kontrolnog je uzorka taj udio iznosio
95,15 %, pri 5 pM 88,30 % (p<0,025), pri 50 uM 14,56 % (p<0,001) i pri 100 pM 3,05 %

(p<0,001). Udio ukupnih apoptotskih stanica (rana i kasna apoptoza) u populaciji u odnosu na

54



kontrolni uzorak raste porastom koncentracije CRC-a. Kod netretiranih stanica taj je postotak
iznosio 2,99 %, pri koncentraciji od 5 uM 7,36 % (p<0,005), pri 50 uM raste do 83,65 %
(p<0,001), te kod 100 uM doseze postotak od 95,22 % (p<0,001). Udio mrtvih stanica varira
ovisno o primijenjenoj koncentraciji, pri ¢emu je najveci postotak zabiljezen kod 5 yM CRC-a
od 4,34 %, dok su kod ostalih koncentracije vrijednosti nize nego kod kontrolnog uzorka za koji
je udio 1,86 %. Hu i sur. (2018) u svojem su istrazivanju dokazali da kurkumin poti¢e apoptozu

u MCF-7 stani¢noj liniji u ovisnosti o dozi pri normalnim uvjetima uzgoja.
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Slika 33. Udjeli zivih stanica, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te mrtvih stanica nakon
tretmana MCF-7 stanica kurkuminom (CRC) (5, 50 i 100 uM) kultiviranih u LGIcM mediju.
Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (LGIcM + DMSO) (Student t-test): °p<0,025,

a
p<0,001.
LGIcM + DMSO - stanice uzgajane u DMEM Low Glucose mediju (10 % FBS) i tretirane s 5 yL DMSO-
a mL* medija za uzgoj; 5 — 100 — stanice tretirane CRC-om u koncentracijama 5 — 100 pM.
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Slika 34. Reprezentativni dot-plot dijagrami 72 sata nakon tretmana MCF-7 stanica
kurkuminom (CRC) (5, 50 i 100 puM) kultiviranih u LGIcM mediju
LGIcM + DMSO - stanice uzgajane u DMEM Low Glucose mediju (10 % FBS) i tretirane s 5 uL
DMSO-a mL! medija za uzgoj; CRC5 — 100 — stanice tretirane CRC-om u koncentracijama 5 — 100
UM.

Grafi¢ki prikaz na slici 35 prikazuje postotke stanica odredene populacije nakon tretmana
CRC-om i uzgoja u PBS-om razrijedenom LGIcM mediju. Zabiljezen je pad udjela zivih stanica
s 94,59 % u kontrolnom uzorku na 83,74 % u %LGIcM + 4PBS mediju (p<0,005). Tretman
CRC-om rezultirao je daljnjim smanjenjem postotka Zivih stanica kako se njegova koncentracija
povecavala te pri 100 uM pada na 3,38 % (p<0,001). Udio ukupnih apoptotskih stanica raste
povecanjem koncentracije CRC-a, s 3,46 % kod LGIcM medija, na 12,30 % kod %4LGIcM +
5sPBS medija, na 18,37 % pri 5 uM, na 82,76 % pri 50 uM te sve do 96,59 % kod 100 uM CRC-
a. Postotak mrtvih stanica varira ovisno o uvjetima — najvecéi je kod 245LGIcM + 5PBS medija
gdje iznosi 3,96 %, dok je kod LGIcM medija taj postotak iznosio 1,95 %. Tretman CRC-om u
dozama 50 i 100 uM uzrokuje stani¢nu smrt prvenstveno putem apoptoze, dok je odumiranje
nekrozom zanemarivo.

Iz rezultata se takoder moze zakljuciti da odredene koncentracije CRC-a u uvjetima nizih
koncentracija nutrijenata bolje induciraju apoptozu nego u uvjetima kada su svi nutrijenti
dostupni (slika 33 i 35).
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Slika 35. Udjeli Zivih stanica, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te mrtvih stanica nakon
tretmana MCF-7 stanica kurkuminom (CRC) (5, 50 i 200 uM) kultiviranih u %5LGIcM + ¥5PBS
mediju. Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (LGIcM) (Student t-test): 9p<0,05,

°p<0,01, Pp<0,005; 3p<0,001.

LGIcM + DMSO - stanice uzgajane u DMEM Low Glucose mediju (10 % FBS) i tretirane s 5 yL DMSO-
a mL! medija za uzgoj; %5LGIcM + 4PBS + DMSO - stanice kultivirane u % DMEM Low Glucose
medija (10 % FBS) i s PBS-a te tretirane s 5 yL DMSO-a mL! medija za uzgoj; 5 — 100 — stanice

tretirane CRC-om u koncentracijama 5 — 100 uM.
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Slika 36. Reprezentativni dot-plot dijagrami 72 sata nakon tretmana MCF-7 stanica
kurkuminom (CRC) (5, 50 i 100 pM) kultiviranih u 5LGIcM +%PBS mediju

LGIcM + DMSO - stanice uzgajane u DMEM Low Glucose mediju (10 % FBS) i tretirane s 5 uL
DMSO-a mL! medija za uzgoj; %:LGIcM + ¥5PBS + DMSO - stanice kultivirane u %5 DMEM Low

Glucose medija (10 % FBS) i ¥ PBS-a te tretirane s 5 yL DMSO-a mL-! medija za uzgoj; CRC5 - 100 —

stanice tretirane CRC-om u koncentracijama 5 — 100 uM.
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. ZAKLJUCCI

Razrjedenje DMEM High Glucose i DMEM Low Glucose hranjivog medija s PBS ili
HBSS puferom uzrokuje zna¢ajno smanjenje proliferacije MCF-7 stanica odredeno MTT
metodom. Metodom Trypan Blue nisu dobiveni statisticki znacajni rezultati, dok je
metodom Neutral Red potvrdena niza vijabilnost stanica uzgajanih u PBS-om ili HBSS-
om razrijedenom HGIcM mediju.

Koncentracija dostupne glukoze nije se u vecini eksperimenata pokazala kao parametar
koji ograni¢ava vijabilnost kanceroznih MCF-7 stanica, vec je to ostvareno deprivacijom
svih dostupnih nutrijenata.

Nutritivna deprivacija poti¢e autofagiju u MCF-7 kulturi stanica uzgojenoj u HGIcM
mediju razrijedenom s %z PBS.

Udjeli stanica u apoptozi visi su prilikom uzgoja stanica u LGIcM nego u HGIcM mediju,
a najveéi udio apoptotskih stanica odreden je pri uzgoju MCF-7 stanica u LGIcM
razrijedenom s '3 HBSS, iz ¢ega se moze zakljuCiti da je smanjena koncentracija
glukoze u mediju za uzgoj stanica Cimbenik koji mozZe inducirati staninu smrt
apoptozom.

Uzgoj MCF-7 stanica u HGIcM ili LGIcM mediju, u koje je ve¢ tijekom samog
nacjepljivanja stanica dodan CRC ili PC (2,5 — 100 uM) rezultira citotoksiénim uc¢inkom
oba spoja, pri ¢emu je CRC uzrokovao izrazeniji pad u stani¢noj vijabilnosti (pri
koncentracijama 10 - 100 uM) pracéeno metodom MTT tijekom 96 sati. Smanjenje udjela
glukoze u mediju nije rezultiralo poja¢anim inhibitornim u¢inkom CRC-a/PC-a.

Uc€inak CRC-a i PC-a na stanice kultivirane u HGIcM i LGIcM medijima proveden je i na
nacin da su stanice tretirane spojem 24 h nakon nacijepljivanja (nakon formiranja
stanitnog monosloja) tako da se u mediju postignu koncentracije od 2,5 do 100 pM
(metoda MTT). Povecanjem koncentracije CRC-a/PC-a zamijeCen je trend pada
stani¢ne proliferacije u odnosu na kontrolni uzorak kod stanica uzgajanih u HGIcM ili
LGIcM mediju, pri Eemu se izraZen citotoksi¢ni uc€inak postiZe pri koncentracijama 50 —
100 pM. Tretman stanica PC-om u koncentracijama od 10 do 100 uM imao je statisti¢ki
znacajno jaci inhibitorni efekt na rast stanica nego tretman istim koncentracijama CRC-
a, Sto ukazuje na vecu citotoksi¢nost novosintetiziranog PC-a u usporedbi s CRC-om.
Inhibitorno djelovanje CRC-a na rast stanica jace je na stanice kultivirane u %LGIcM +
5PBS nego u LGIcM mediju odredeno MTT, Neutral Red i Trypan Blue metodom, iz
Cega proizlazi zaklju¢ak da nutritivna deprivacija pojaCava citotoksi¢ni ucinak
kurkumina. Znacajna inhibicija rasta postiZe se pri viSim dozama (50 — 100 pM).

CRC znacajno inducira autofagiju u MCF-7 stani¢noj liniji u LGIcM i %L GIcM + 5PBS
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medijima. Autophagy induction ratio raste porastom koncentracije CRC-a, pri ¢emu
koncentracije od 5 i 50 uM jace poticu autofagiju u %LGIcM + 5PBS mediju, dok 100
MM koncentracija jae inducira autofagiju u LGIcM mediju.

Udio ukupnih stanica u apoptozi u LGIcM i ?5LGIcM + ¥5sPBS medijima znacajno raste
povecéanjem koncentracije CRC-a. Odredene koncentracije (5i 100 uM) bolje induciraju

apoptozu u uvjetima nizih koncentracija nutrijenata.
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