Utjecaj timokinona na unutarstani¢nu koncentraciju
vodikovog peroksida kod stanic¢nih linija karcinoma
mokraénog mjehura

Peasinovié¢, Tomislav

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Split, Faculty of Chemistry and Technology / SveuciliSte u Splitu, Kemijsko-tehnoloski
fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://Jum.nsk.hr/urn:nbn:hr:167:296332

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-05

Repository / Repozitorij:

Repository of the Faculty of chemistry and
technology - University of Split

AN

zir.nsk.hr

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII

% UNIVERSITY OF SPLIT i i O E ;O r



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:167:296332
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.ktf-split.hr
https://repozitorij.ktf-split.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/ktfst:682
https://repozitorij.svkst.unist.hr/islandora/object/ktfst:682
https://dabar.srce.hr/islandora/object/ktfst:682

SVEUCILISTE U SPLITU

KEMIJSKO TEHNOLOSKI FAKULTET

PREDDIPLOMSKI STUDIJ KEMIJE

UTJECAJ TIMOKINONA NA UNUTARSTANICNU KONCENTRACIJU
VODIKOVOG PEROKSIDA KOD STANICNIH LINIJA KARCINOMA
MOKRACNOG MJEHURA

ZAVRSNI RAD

TOMISLAV PEASINOVIC
Maticni broj: 367

Split, rujan 2019.



UNIVERSITY OF SPLIT

FACULTY OF CHEMISTRY AND TECHNOLOGY

UNDERGRADUATE STUDY OF CHEMISTRY

THE EFFECT OF THYMOQUINONE ON INTRACELLULAR CONCENTRATION
OF HYDROGEN PEROXIDE IN HUMAN BLADDER CANCER CELL LINES

BACHELOR THESIS

TOMISLAYV PEASINOVIC
Parent number: 367

Split, September 2019.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA
ZAVRSNI RAD

Kemijsko-tehnoloski fakultet
Preddiplomski studij kemije
SveucdiliSte u Splitu, Republika Hrvatska

Znanstveno podruéje: Prirodne znanosti

Znanstveno polje: Kemija

Nastavni predmet: Biokemija 1i2

Tema rada je prihvacéena na 3. sjednici Fakultetskog vije¢a Kemijsko-tehnoloskog fakulteta.
Mentor: doc. dr. sc. Mila Radan

Pomo¢ pri izradi:

Tomislav PeaSinovié¢, 367

Sazetak: Timokinon je monoterpen pronaden u sjemenkama crnoga kima (Nigella sativa L.). Potjece iz
jugoistoéne Azije, koristio se u antickoj Grékoj, Srednjem istoku i Africi. U¢inkovit je za lijeCenje gastroenteritisa,
stani¢ne upale i ima potencijala u lijeCenju karcinoma. Mnoga novija istraZivanja potvrduju citotoksi¢nost
timokinona na stani¢ne linije karcinoma.

Oksidacijski stres predstavlja stanje prekomjernog stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta. Oksidacijsko oSteéenje
moze utjecati na strukturu i funkciju brojnih bioloskih vaznih molekula (polinezasié¢enih lipida, ugljikohidrata,
proteina i nukleinskih kiselina), §to kona¢no rezultira promjenama u strukturi i funkciji stanica, tkiva i organa.

Vodikov peroksid ukljucen je u razliite puteve prijenosa signala. Ovisno o njegovoj unutarstani¢noj koncentraciji
i lokalizaciji, H-O, pokazuje pro- ili anti-apoptoticku aktivnost. U usporedbi s normalnim stanicama, stanice
karcinoma karakterizirane su poviSenom brzinom proizvodnje H20O i smanjenom redoks ravnotezom, ¢ime se
utjeCe na mikrookruZenje kao i na anti-tumorski imuni odgovor.

Cilj ovog rada je ispitati kako timokinon utjece na koncentraciju vodikovog peroksida metodom ROS-Glo. ROS-
Glo H20: je brz i osjetljiv test kojim se mjeri koncentracija vodikovog peroksida direktno u kulturi stanica.
Vodikov peroksid je pogodan za ispitivanje jer ima najduzi polu zivot od svih reaktivnih kisikovih spojeva u
stanicama. Mjerenjem luminiscencije na spektrofotometru Synergy HTX S1LFA (BioTek, Winooski, VT, USA)
mjerena je promjena koncentracije vodikova peroksida na stani¢nim linijama karcinoma mokra¢nog mjehura T24
i TCCSUP.

Kljuéne rije¢i: timokinon, karcinom mokra¢nog mjehura, reaktivni kisikovi spojevi, oksidacijski stres

Rad sadrZi: 26 stranica, 22 slika, 40 literarnih referenci
Jezik izvornika: hrvatski
Sastav Povjerenstva za obranu:
1. Prof. dr. sc. Tea Bilusi¢ - predsjednik
2. Doc. dr. sc. Franko Burcul - ¢lan
3. Doc. dr. sc. Mila Radan - ¢lan-mentor

Datum obrane: 25.09.1019.

Rad je u tiskanom i elektronickom (pdf format) obliku pohranjen u Knjiznici Kemijsko-tehnoloskog
fakulteta Split, Rudera Boskovica 35



BASIC DOCUMENTATION CARD
BECHELOR THESIS

Faculty of Chemistry and Technology
Undergraduate study of chemistry
University of Split, Croatia

Scientific area: Natural sciences

Scientific field: Chemistry

Course title: Biochemistry 1 and 2

Thesis subject was approved by the Council of Faculty of Chemistry and Technology, session no. 3.
Mentor: Mila Radan, assistant professor

Technical assistence:

THE EFFECT OF THYMOQUINONE ON THE CONCENTRATION OF HYDROGEN PEROXIDE
ON HUMAN BLADDER CANCER CELL LINES

Tomislav PeaSinovi¢, 367

Summary:Thymogquinone is monoterpene found abundantly in black cumin (Nigella sativa L.) seeds. It
originated from Southeastern Asia and was also used in ancient Egypt, Greece, Middle East, and Africa. It is
effective to treat gastroenteritis and various organs and cell-associated inflammation. Numerous recent studies
explored its efficacy to inhibit cancer cells.

Oxidative stress represents the state of excessive formation of reactive oxygen species. Oxidation damage can
affect the structure and function of numerous biologically important molecules (polyunsaturated lipids,
carbohydrates, proteins, and nucleic acids), which ultimately results in changes in the structure and function of
cells, tissues, and organs.

The aim of this study was to examine how thymogquinone affects the concentration of hydrogen peroxide by the
method ROS-Glo. The ROS-Glo H,0, assay is a homogeneous, rapid and sensitive luminescent assay that
measures the level of hydrogen peroxide (H20;) directly in cell culture. H,O; is convenient assay because it has
the longest half-life of all ROS in cultured cells. Luminescence was measured on Synergy HTX S1LFA (BioTek,
Winooski, VT, USA) spectrophotometer. The change of hydrogen peroxide concentrations was detected in human
bladder cancer cell lines , 724 and TCCSUP.

Keywords: thymoquinone, bladder cancer, ROS, oxidation stress
Thesis contains: 26 pages, 22 figures, 40 references
Original in: Croatian
Defence committee:
1. Tea Bilusi¢ — PhD, full professor - chairperson
2. Franko Bur¢ul — PhD, assistant professor- member
3. Mila Radan — PhD, assistant professor - supervisor

Defence date: 25.09.2019.

Printed and electronic (pdf format) version of thesis is deposed in the Library of the Faculty of Chemistry
and Technology Split, Rudera Boskovica 35.



Zavrsni rad je izraden u Zavodu za biokemiju pod mentorstvom doc. dr. sc. Mile Radan u
vremenskom razdoblju od lipnja do rujna 2019.g.



ZAHVALA

Zahvaljujem se mentorici doc. dr. sc. Mili Radan na strucnim savjetima i prenesenom znanju

tijekom studiranja.

Posebno se zahvaljujem doc. dr. sc. Franku Burculu na uloZzenom trudu, razumijevanju i

korisnim savjetima koje je nesebicno podijelio sa mnom.

Mojoj dragoj obitelji i kolegama zahvaljujem na razumijevanju i moralnoj podrsci, te

neizmjernoj vjeri u moj uspjeh.



SAZETAK

Timokinon je monoterpen pronaden u sjemenkama crnoga kima (Nigella sativa L.).
Potjece iz jugoistocne Azije, koristio se u antickoj Grékoj, Srednjem istoku 1 Africi. U¢inkovit
je za lijeCenje gastroenteritisa, stani¢ne upale i ima potencijala u lije¢enju karcinoma. Mnoga

novija istrazivanja potvrduju citotoksi¢nost timokinona na stani¢ne linije karcinoma.

Oksidacijski stres predstavlja stanje prekomjernog stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta.
Oksidacijsko ostecenje moze utjecati na strukturu i funkciju brojnih bioloskih vaznih molekula
(polinezasi¢enih lipida, ugljikohidrata, proteina i nukleinskih kiselina), Sto konacno rezultira

promjenama u strukturi i funkciji stanica, tkiva i organa.

Vodikov peroksid uklju¢en je u razliCite puteve prijenosa signala. Ovisno o njegovoj
unutarstani¢noj koncentraciji i lokalizaciji, H2O2 pokazuje pro- ili anti-apoptoticku aktivnost.
U usporedbi s normalnim stanicama, stanice karcinoma karakterizirane su povisenom brzinom
proizvodnje H2O2 i smanjenom redoks ravnotezom, ¢ime se utjece na mikrookruzenje kao i na

anti-tumorski imuni odgovor.

Cilj ovog rada je ispitati kako timokinon utjeCe na koncentraciju vodikovog peroksida
metodom ROS-Glo™. ROS-Glo™ H,0 je brz i osjetljiv test kojim se mjeri koncentracija
vodikovog peroksida direktno u kulturi stanica. VVodikov peroksid je pogodan za ispitivanje jer
ima najduzi polu Zivot od svih reaktivnih kisikovih spojeva u stanicama. Mjerenjem
luminiscencije na spektrofotometru Synergy HTX S1LFA (BioTek, Winooski, VT, USA)
mjerena je promjena koncentracije vodikova peroksida na stani¢nim linijama karcinoma

mokra¢nog mjehura T24 1 TCCSUP.

Kljucéne rije¢i: timokinon, karcinom mokra¢nog mjehura, reaktivni kisikovi spojevi,

oksidacijski stres



SUMMARY

Thymoquinone is monoterpene found abundantly in black cumin (Nigella sativa L.)
seeds. It originated from Southeastern Asia and was also used in ancient Egypt, Greece,
Middle East, and Africa. It is effective to treat gastroenteritis and various organs and cell-
associated inflammation. Numerous recent studies explored its efficacy to inhibit cancer cells.

Oxidative stress represents the state of excessive formation of reactive oxygen species.
Oxidation damage can affect the structure and the function of numerous biologically important
molecules (polyunsaturated lipids, carbohydrates, proteins, and nucleic acids), which

ultimately results in changes in the structure and function of cells, tissues, and organs.

Hydrogen peroxide is involved in various signal transduction pathways and cell fate decisions.
Depending on its intracellular concentration and localization, H>O> exhibits either pro- or anti-
apoptotic activities. In comparison to normal cells, cancer cells are characterized by an
increased H20> production rate and an impaired redox balance thereby affecting the

microenvironment as well as the anti-tumoral immune response.

The aim of this study was to examine how thymoquinone affects the concentration of hydrogen
peroxide by the method ROS-GloTM. The ROS-Glo™ H>0> assay is a homogeneous, rapid
and sensitive luminescent assay that measures the level of hydrogen peroxide (H20z)directly
in cell culture. H2O> is convenient assay because it has the longest half-life of all ROS in
cultured cells. Luminescence was measured on Synergy HTX S1LFA (BioTek, Winooski, VT,
USA) spectrophotometer. The change of hydrogen peroxide concentrations was detected in
human bladder cancer cell lines ,T24 and TCCSUP.

Key words: thymoquinone, bladder cancer, ROS, oxidation stress



SADRZAJ

L UV OD ettt R bR bt n Rttt bt nenre s 1
2. OPCIDIO ... 2
2.1. Karcinomi — nekontrolirane promjene U StaniCi..........ccovvevueiiieieeneiie s e se e 2
2.2. Karcinom moKracnog MJENULA.........ccueiueiiereiieieesiesie e e sie e steestesee e e e ssnesseesaeaneesneas 2
2.2.1. Epidemiologija karcinoma mokra¢nog mjehura u RH ..........cccooviieviiiiiicincen, 5
2.2.2. Etiologija karcinoma mokra¢nog mjehura ...........cccccuevveieeieenisie s 6

2.3. StaniCne linije KArCINOMA .......ccuoiiiiiiriiiiiiieieieie e 6
2.3.0. T2 oottt e et re et neere s 6
2.3.2. TCCSUP ...ttt sttt st seseste st et eresre st neere s 8

2.4. Bioloski aktivii SPOJEVI = TEIPEINT ....cviviiiiiiiiieiiee e 9
P28 T I 40 51T o RSP 11
2.6. OKSIAACTISKI STIES......eitiiieiiieiieie ettt bbbt 12
2.7. SI0DOANT FAATKANT ... et ee e 12
e B N 1o ] o - T SRS 16
3. EKSPERIMENTALNI DIO ..ottt 18
A 1 N I S SUPRRPTTSI 20
5. RASPRAV A et a et a e e nnaeearae e 22
B. ZAKLJIUCAK ...ttt 23

T LITERATURA e 24



1. UvOD

Tijekom cijelog zivota zdrave stanice u nasem organizmu kontrolirano se dijele i
obnavljaju. Karcinom pocinje kad se neka stanica izmjeni tako da se po¢ne nekontrolirano
umnozavati. Karcinom obuhvaca vise od 100 bolesti kod koje dolazi do promjene na DNK.
Temeljni uzrok svih vrsta karcinoma je promjena ili mutacija u stani¢noj jezgri. Tumor je
nakupina abnormalnih stanica, ali nisu svi tumori kancerozni. Dobroc¢udni, benigni poput
pjegica ili madeZza prestanu rasti, odnosno ne Sire se na druge dijelove tijela i ne stvaraju nove
tumore. Zlocudni, maligni tumori istisnu zdrave stanice, ometaju tjelesne funkcije 1 crpe
hranjive tvari iz tjelesnih tkiva. Karcinom nastavlja rasti i $iri se procesom zvanim
metastaziranje. Tumori pokazuju nepravilan i progresivan rast. Nastajanje tumora ne dogada
se odjednom, vec¢ je to proces koji se sastoji od genotipskih i fenotipskih promjena. Tumori
mogu biti benigni ili maligni. Razlika izmedu njih je u agresivnosti rasta tj. u tome da maligni
tumori metastaziraju $ire¢i se u okolna zdrava tkiva preko krvozilnog sustava, dok benigni

tumori ne stvaraju metastaze.

Karcinom mokra¢nog mjehura ¢ini oko 3% svih zlo¢udnih tumora, a muskarci obolijevaju 3
do 4 puta ¢esce. Jedan od glavnih uzroka karcinoma je pusenje. Pusaci obolijevaju 3 puta ¢esce
od nepusaca. Kroni¢ne infekcije mjehura i izloZenost Stetnim tvarima takoder su jedni od
uzro¢nika karcinoma mjehura. Proces nastanka karcinoma dogada se na molekularnoj razini i
obuhvaca oStecenje gena koje nastaje kao posljedica vanjskih kancerogenih faktora ili kao
posljedica spontanih mutacija u organizmu. Tumorske stanice razlikuju se od normalnih stanica
strukturno i funkcionalno. Tumorska masa stanica potjece od jedne jedine stanice u kojoj su se
godinama nagomilavale razne genske mutacije odgovorne za reprodukciju i regulaciju rasta
stanica. Klinicka slika u 90 % bolesnika je bezbolna hematurija, a dijagnostika se vrsi

cistoskopom u nekim slugajevima i magnetskom rezonancom.’



2. OPCI DIO

2.1. Karcinom

Izraz karcinom obuhvac¢a vise od 100 bolesti koje pogadaju gotovo svaki dio organizma.
Bolesti se razlikuju prema svojoj etiologiji, biologiji, klini¢koj slici i po naéinu lije¢enja. Cetiri
glavne vrste raka su karcinomi, limfomi, sarkomi i leukemija. Svim vrstama karcinoma je

zajednicko da nastaju od zdravih stanica.l

Zlo¢udne stanice nastaju zbog neadekvatnog odgovora zdrave stanice na razne signalne putove
u organizmu. Promjena koja je odgovorna za zlo¢udnu pretvorbu stanica je genska mutacija.
Mutacije povezane s nastankom karcinoma mogu se naslijediti, ali najeS¢e nastaju u
somatskim stanicama kao posljedica djelovanja raznih mutagena. BioloSki se stanica bori
protiv mutacija tako da nastoji popraviti mutaciju. Ako stanica ne moze popraviti mutaciju

dolazi do programske smrti, odnosno apoptoze.>

Nastanak i progresija karcinoma povezani su i S epigenetskim promjenama, kao §to je
metilacija DNK. To su nasljedne promjene ekspresije gena koje nisu povezane s promjenama
u slijedu baza DNK. Ulogu u nastanku i progresiji karcinoma imaju mikro-RNK (miRNK),
koje sudjeluju u regulaciji ekspresije gena. Razvoj karcinoma povezan je i sa skra¢ivanjem
kromosoma, telomera. Pokazalo se da je u 85-90% svih analiziranih stanica karcinoma, za
razliku od veéine zdravih stanica, aktivan enzim telomeraza koji omogucuje produljenje

telomera, $to stanicama karcinoma osigurava neograni¢en broj dioba.

Smatra se da samo mati¢ne stanice karcinoma mogu potaknuti razvoj novog karcinoma kad ih
se presadi u novog domacina. Otkri¢e mati¢nih stanica ima vaZzne implikacije za lijeCenje
karcinoma jer se smatra da samo lijek koji unisti sve mati¢ne stanice karcinoma moze dovesti

do izlje¢enja, ak i ako veliki broj drugih stanica karcinoma prezivi.>

2.2. Karcinom mokraé¢nog mjehura

Mokraéni mjehur je vrea u mokra¢nom traktu u koju se sprema mokraca nakon Sto je
proizvedu bubrezi. Mjehur je obloZen specijaliziranim prijelaznim stanicama i kad je nadrazen
stvaraju se dodatni slojevi prijelaznih stanica. Ovaj proces povecava vjerojatnost da prijelazna

stanica postane kancerozna, a zatim se razmnozava da bi stvorila zlo¢udni tumor. Zlo¢udni



tumori zapocinju kao male povrSinske kvrzice na unutrasnjoj stjenki mokra¢nog mjehura.
Karcinom se $iri prodiranjem u misi¢ mjehura, uvlaceéi se u okolno salo i tkivo. Ako se ne

lijeci napada krvotok i limfni sustav.*

Karcinom mokra¢nog mjehura nastaje u urotelu. Urotel je prijelazni epitel koji oblaze iznutra
gotovo cijeli urotrakt, sastoji se od 3 do 7 slojeva stanica sluznice na misi¢nom mjehuru. Cetvrti
je najces¢i tumor u muskaraca nakon karcinoma prostate, pluca i kolorektalnog karcinoma.
Karcinom mokra¢nog mjehura najzastupljeniji je izmedu 67. 1 70. godine starosti, a moze biti

prisutan u bilo kojoj Zivotnoj dobi pa ¢ak i u djece.’

Pojava karcinoma mokra¢nog mjehura je Cetiri puta veca kod muskarca nego kod zena. Kod
muskaraca zauzima Cetvrto mjesto po pojavnosti. Klinicka slika je u 90% bolesnika bezbolna
hematurija. Uc¢estalo mokrenje, urinoinfekcija i krvava mokraca jedni su od ranih simptoma

bolesti. 4

Lijecenje se temelji na stupnju proSirenosti bolesti. Razlikuje se pristup kod neinvazivnog i
invazivnog karcinoma mokraénog mjehura ili metastatske bolesti. Kod neinvazivnog oblika

primjenjuje se Bacillus Calmette-Guerin (BCG) cjepivo ili mitomicin C.

U invazivnom obliku karcinoma osnovni oblik lije¢enja je radikalna cistektomija s
neoadjuvantom kemoterapijom temeljenom na cisplatinu uz adjuvantnu kemoterapiju, ovisno
o patohistoloskoj slici, statusu limfnih ¢vorova i stadiju bolesti. Adjuvantna kemoterapija se
primjenjuje nakon S§to se kirurSkim putem odstrani primarni tumor s lokoregionalnim limfnim
¢vorovima. Neoadjuvantna kemoterapija se primjenjuje kao pocetni nacin lijeCenja sa
osnovnom svrhom smanjenja tumora i prevodenja inicijalno neoparabilnog tumora u
operabilno stanje. Metastatska bolest lije¢i se kemoterapijom i to prvom linijom gemcitabinom
i cisplatinom, U slu¢aju prisutnih kostanih presadnica primjenjuju se i bifosfonati.’ Na

slikama 1. i 2. nalazi se spektroskopski i citoskopski prikaz karcinoma mokra¢nog mjehura.



Slika 1. Spektroskopska detekcija karcinoma mokra¢nog mjehura.®

Slika 2. Citoskopski prikaz karcinoma mokraénog mjehura.’



2.2.1. Epidemiologija karcinoma mokra¢nog mjehura u RH

Prema istrazivanju i podacima iz Registra za rak, u Hrvatskoj 2015. godine, karcinom
mokraénog mjehura je 5. najées¢i tumor kod muskaraca i zauzima 6% svih zlo¢udnih tumora
(slika 3.). Prosje¢na dob bolesnika s karcinomom mokraénog mjehura iznosi izmedu 75-79
godina.® Na slici 3. je prikaz raspodjele novooboljenih od karcinoma prema sijelima u 2015.
godini. Vecina karcinoma je nazvana prema organu ili tipu stanice u kojoj su nastali, odnosno

prema njihovom primarnom sijelu.°

MUSKARCI (11969) ZENE (10534)
> 29 (208) - MOZAK - (188)2 %
:ut
6% (725)- USTA, ZDRIJELO I GRKLJIAN - (171)2 %
|
‘L"V' 18% (2197) - TRAHEJA, BRONH I PLUCA - (815) 8 % 26 % (2748) - DOJKA

3% (397)- GUSTERACA - (402) 4 %
4% (520)- ZELUDAC - (371) 3 %

4% (493) - BUBREZI I DRUGI
URINARNI TRAKT- (251) 3 %

16 % (1890) - DEBELO I ZAVRSNO
CRIJEVO - (1339) 12 %

! 4% (431)- JAINIK,

6 % (686) - MOKRACNI MJEHUR - (243) 2 % JAJOVOD I

ADNEKSA

9 % (939) - MATERNICA
3% (280) - VRAT
6% (659) - TWELO

18 % (2141) - PROSTATA

3% (362) - MELANOM - (287) 3 %

6% (676) - LEUKEMLJE I LIMFOMI - (589) 6 %

14 % (1732) - OSTALO - (1760) 17 %

* bez raka koze i Ca in situ

Slika 3. Raspodjela novooboljenih od karcinoma prema sijelima u 2015. godini.°



2.2.2. Etiologija karcinoma mokraénog mjehura

Pusenje je zasluzno za oko 50% tumora mokra¢nog mjehura.'! Osim pusenja, znacajni faktori
Su izloZzenost razliitim kemikalijama na radnom mjestu, kao $to su aromatski amini,
policiklicki i klorirani ugljikovodici. Radnici koji su izlozeni radu u industrijskim
postrojenjima obrade boja, metala i nafte cesée obolijevaju.t? Podruéja pogodena industrijskim
zagadenjem takoder pospjesuju rast karcinoma.'® Rizik za razvoj karcinoma uzrokuje i terapija

ciklofosfamidom, ifosfamidom i radioterapija zdjelice.*

Za razvoj karcinoma mokra¢nog mjehura odgovorna su tri osnovna mehanizma:

e Mehanizam indukcije onkogena. Onkogen je izmijenjen gen koji normalnu stanicu
transferira u maligni fenotip.

e Mehanizam inaktivacije supresorskog gena. Supresorski gen je gen koji regulira
normalni stani¢ni rast i diferencijaciju stanica, te sprecava nekontroliranu stani¢nu
proliferaciju karakteristi¢énu za tumorske stanice.

e Mehanizam prekomjerne aktivnosti gena koji regulira receptore ¢imbenika rasta.
Prekomjerna aktivnost gena rezultira kroni¢nom stani¢nom proliferacijom koja

uzrokuje karcinom.*

2.3. STANICNE LINIJE KARCINOMA
2.3.1. T24

Besmrtna stani¢na linija koja je uzgojena iz tkiva mokra¢nog mjehura oboljelog od karcinoma
prijelaznih stanica.’® Morfoloski prijelazne stanice se nalaze na povr$ini mjehura i &ine
izolacijski sloj koji odjeljuje mjehur od urina. Stani¢na linija T24 je adherentna linija te

zahtijeva povrSinu na koju se mozZe vezati za rast 1 razvoj.

Cuva se u 1,5 mM L-glutamina i 2200 mg/L natrijevog bikarbonata u kojeg je dodano 10%
fetalnog govedeg seruma. Generacijsko vrijeme za stanice ove linije je 19 sati. Cuvaju se pri
temperaturi od 37°C i koncentraciji CO2 od oko 5%. Mijenjanje hranjive podloge mora se vrSsiti
2 do 3 puta na tjedan. Precjepljivanje se vrsi odsisavanjem medija te ispiranjem posude na koju

su stanice u¢vrséene s otopinom 0,25% tripsina, 0,03% EDTA. Zatim se dodaje 1 do 2 mL
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otopine tripsin-EDTA. Stanice se odvajaju od podloge pri sobnoj temperaturi. Dodaje se svjeza
hranjiva podloga nakon ¢ega se stanice prenesu u novu posudicu gdje se one ponovno vezu za
stijenke posude.!’” U tablici 1. se nalaze karakteristike T24 stani¢ne linije. Mikroskopski prikaz

stani¢ne linije nalazi se slici 4.

Tablica 1. Karakteristike T24 stani¢ne linije.

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek
Tkivo mokraéni mjehur
Morfologija epitelna

Obiljezje kulture adherentna

Bolest karcinom prijelaznih stanica
Etnitet Europeidi

Dob i spol 81., Zena

ATCC Number: HTB-4 ™
Designation: T24

High Density

Low Density Scale Bar = 100pm

Slika 4. Stanice stani¢ne linije T24.



2.3.2. TCCSUP

Uzgojena iz mokraé¢nog mjehura oboljelog od G4 karcinoma prijelaznih stanica. Adherentna
je stanicna linija pa im je za rast i razvoj potrebna podloga. Generacijsko vrijeme im je od 30
do 40 sati. Cuvaju se u hranjivoj podlozi koja sadrzi 2 mM L-glutamina, 1 mM natrijevog
piruvata i 1500 mg/L natrijevog bikarbonata te 10% fetalnog govedeg seruma. Rastu u
atmosferi s oko 5% CO: i na temperaturi od 37 °C. Hranjiva podloga se mora zamijeniti 2 do
3 puta na tjedan. Precjepljivanje se vrsi odsisavanjem hranjivog medija nakon cega se sloj
stanica ispere otopinom 0,25% tripsina i 0,53 mM EDTA. Dodaje se 2 do 3 mL otopine tripsin-
EDTA da se stanice odvoje od podloge. Nakon odvajanja stavlja se hranjiva podlogu. Stanice
se prenose u novu posudu i stavljaju u inkubator. U tablici 2. se nalaze karakteristike TCCSUP

stani¢ne linije. Mikroskopski prikaz stani¢ne linije nalazi se slici 5.

Tablica 2. Karakteristike TCCSUP stani¢ne linije.

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek
Tkivo mokraéni mjehur
Forma proizvoda Parna faza tekuceg dusika
Morfologija epitelna
Obiljezje kulture adherentna
Bolest 4, stupanj karcinoma prijelaznih stanica
Dob i spol 67., Zena

”
g

il |

i o e S,
Slika 5. Stanice stani¢ne linije TCCSUP.



2.4. Biolo$ki aktivni spojevi - Terpeni

Terpeni su vrsta prirodnih hlapljivih spojeva od kojih uglavnom potjece miris biljaka. Opca
formula je (CsHg)n. Danas je poznato oko 30000 razli¢itih terpena. Naziv ,,terpeni® dobili su
spojevi izolirani iz terpentina-hlapljive tekucine iz borova drveta. U vodi su netopljivi,
dobivaju se kao destilat pri zagrijavanju biljnog materijala. Cesto se koriste u aditivima za
hranu, parfumeriji i aromaterapiji. Za neke se misli da imaju ljekovita svojstva i pomazu u

borbi protiv bakterija, gljivica i stresnog okolisa.

Izoprensko pravilo

Vecina terpenoida sastoji se od izoprenskih jedinica (slika 6.) povezanih po nacelu ,,glava na
rep” (slika 7.) tj. razgranati se zavrSetak jedne terpenske jedinice veze za nerazgranati zavrSetak
druge. Lavoslav Ruzicka je utvrdio strukturnu jedinicu zajedni¢ku svim terpenima. Pet
ugljikovih atoma nadeni unutar spoja mogu se povezati sa strukturom molekule izoprena (slika

8.). (Nobelova nagrada u kemiji, 1939.9.).1°

glava glava

slika 6. Prikaz povezivanja na¢inom ,,glava na rep*

=

slika 7. Izoprenska strukturna jedinica slika 8. Izopren



Biosinteza terpenoida

Terpenoidi su produkti mevalonskog biosintetskog puta, puta €iji je srediSnji meduprodukt

mevalonska kiselina (MVA). Prekursor mevalonskog biosintetskog puta je acetil-koenzim A

(MVA nastaje iz 3 molekule acetil-CoA). Izopren nije ukljucen u biosintezu terpenoida vec

biokemijski aktivna izoprenska jedinica - njegov pirofosfatni (difosfatni) ester, izopentenil-

pirofosfat, (IPP).1” U tablici 3. nalazi se podjela, odnosno klasifikacija terpenoida.

Tablica 3. Klasifikacija terpenoida

Naziv Broj C atoma Broj izoprenskih
jedinica
Semiterpenoidi Cs 1
Monoterpenoidi Cuo 2
Seskviterpenoidi Cis 3
Diterpenoidi C20 4
Sesterterpenoidi Cas 5
Triterpenoidi Cso 6
Tetraterpenoidi Cao 7
Politerpenoidi (Cs)n n
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Monoterpeni

Monoterpeni su glavni sastojci eteri¢nih ulja koja se izoliraju iz aromati¢nog 1 ljekovitog

biljnog materijala. Hlapljivi su spojevi, male molekulske mase.'’

Ispod vidimo primjere monoterpena.

g CH,0H
S
CH
‘ 2 CHO
Slika 9. mircen Slika 10. citral Slika 11. geraniol
CHj CHs CHs
OH
OH
H4C CH, HsC CHs HaC CHs
Slika 12. limonen Slika 13. terpineol Slika 14. mentol

2.5. Timokinon (2-metil-5-izopropil-1, 4-benzokinon)

Timokinon je benzokinon pronaden u sjemenkama crnoga kima (Nigella sativa L.) koji raste u
isto¢noj 1 zapadnoj Aziji i istocnoj Africi. Pripada skupini monoterpena. Ucinkovit je za
lijeCenje gastroenteritisa, ima potencijala kod lijeCenja karcinoma te sprjeCava slabljenje
imunoloskog sustava. 19 Istrazivanja su otkrila njegovu uéinkovitost za ubijanje stanica
karcinoma putem indukcije mehanizma apoptoze te da ima potencijal za smanjenje volumena
karcinoma dojke, debelog crijeva, prostate, usta, kostiju, jetre i plu¢a i zeluca upotrebom in
vivo modela. 22! Sjemenke crnog kima koriste se i kod tretmana Alzheimerove bolesti i
epilepsije.
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Timokinon u kombinaciji s X-vezuju¢im inhibitorom apoptoze proteinom (XIAP) kod
karcinoma dojke inducira apoptotske kaspaze-3, -7, -9. Apoptozu prati aktivacija skupine
proteaza zvanih kaspaze, a signal za pokretanje kaskadne reakcije kaspaza moze do¢i izvana
ili iz same stanice. Apoptotske kaspaze su zasluzne za uniStenje stanice u procesu programirane
stani¢ne smrti. Postoji ukupno 15 kaspaza. Njih 7 sudjeluje u apoptozi, dok ostale imaju uloge

u upalnim i ostalim procesima.?? Na slici 15. je strukturni prikaz molekule timokinona.

O CH,

CH,

HsC
o

Slika 15. Timokinon

2.6. Oksidacijski stres

Reaktivni kisikovi spojevi (engl. reactive oxygen species, ROS) nastaju aerobnim
metabolickim procesima poput respiracije u mitohondrijima te fotosintezom u kloroplastima.
Povecane koncentracije ROS-a u organizmu mogu dovesti do oSteCenja stani¢nih struktura,

poremecéaja u staniénom metabolizmu te njegovoj regulaciji.?

Prekomjerno stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva (slika 16.) nazivamo oksidacijski stres, pri

¢emu dolazi do narusavanja ravnoteze izmedu antioksidansa i ROS.

Oksidacijsko oSte¢enje moze utjecati na strukturu i funkciju brojnih bioloskih vaznih molekula
(polinezasi¢enih lipida, ugljikohidrata, proteina i nukleinskih kiselina), $to kona¢no rezultira
promjenama u strukturi i funkciji stanica, tkiva i organa. Oste¢enja mogu narusiti homeostazu
iona, prijenos signala u stanici, gensku transkripciju i dovesti do drugih poremecaja.
Oksidacijski stres povezuje se sa starenjem i bolestima, ukljucuju¢i karcinom, multiplu

sklerozu, Parkinsovu bolest i Alzheimerovu bolest kao i autoimune bolesti.??
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2.7. Slobodni radikali

Slobodni radikali su atomi, ioni ili molekule s jednim ili viSe nesparenih elektrona koji su
odgovorni za nestabilnost i reaktivnost radikala. Mogu nastati u stanici putem endogene prirode
kao $to je upala, stres, ishemija, razlicite vrste infekcija, kancerogeneza te starenje. Takoder
ROS se u organizmu moze generirati djelovanjem lijekova (ciklosporin, takrolimus), teskih

metala, opijata, razligitih tipova zradenja te zagadenja.?*

Kisik Superoksidni anion Peroksid
' -2
HOGH  BH G
Vodikov peroksid Hidroksilni radikal Hidroksilni ion
Hy05 - OH OH"

Slika 16. Reaktivni Kisikovi spojevi.

Kisik je podlozan stvaranju slobodnih radikala zbog elektronske konfiguracije. Crtajuci
dijagram molekulskih orbitala vidimo da kisiku preostaju po dva nesparena elektrona u

protuveznim x orbitalama (slika10.).%®

T red veze = % =2
N N
2s ) 2s
0 *Ti 0

Slika 17. Prikaz molekulskih orbitala kisika.
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Male koli¢ine ROS-a svakodnevno se stvaraju u organizmu. Najveca koli¢ina nastaje u
mitohondrijskom respiracijskom lancu. Koenzim Q i kompleks Ill najvjerojatnije su glavna
mjesta gdje elektroni ,,pobjegnu i dolaze u interakciju s molekularnim kisikom dajuci
superoksidni anion. Reakcija gdje se dogada redukcija molekularnog kisika u superoksid je
nastajanje ubisemikinona iz ubikinona.?® Drugi po redu najvazniji izvor ROS-a je lanac
transporta elektrona u endoplazmatskom retikulumu i peroksisomima.?’” Nakupljanju ROS-a
pridonosi i oksidacija dopamina, odnosno propadanje dopaminergickih neurona, osobito kod

Parkinsonove bolesti.?

Slobodni radikali imaju i pozitivne uloge kao $to su vaznost u imunoloskom odgovoru,
proliferaciji stanica, metabolizmu prostaglandina, aktivaciji stani¢nih receptora, regulaciji
vaskularnog tonusa, kontroli oksigenacije te utjecaj na eritropoezu. Produkcija ROS-a dogada
se 1 uz nefagocitnu NADPH oksidazu te ima ulogu u kaskadi stani¢ne signalizacije u

fibroblastima, endotelnim stanicama, miocitima, stanicama glatkih migica te tiroidnom tkivu.?®

Ako se reakcijskih kisikovih spojeva stvara u prekomjernim kolicinama, a njihovo uklanjanje
nije dovoljno ucinkovito, moze do¢i do oksidacije i oSteCenja Svake organske molekule.
Ostecenje DNA uzrokuje mutacije, oksidacijom proteini gube svoju funkeiju, a lipidi podlijezu

lipidnoj peroksidaciji.*

Vodikov peroksid

Kisik je snazno oksidacijsko sredstvo. Reakcija potpune redukcije kisika ima veliki redukcijski
potencijal (priblizno 0,8 V), premda je za nju potrebna i velika energija aktivacije. Stoga je

reakciju poput one u respiratornom lancu u mitohondrijima relativno tesko postici:

Oz + 4H* + 4> 2H,0
Molekula kisika u osnovnom stanju ima dva nesparena elektrona. Primanjem jednog elektrona
nastaje superoksidni radikal (Oz7), a primanjem sljedeceg elektrona nastaje O.> Koji

protoniranjem prelazi u vodikov peroksid (H20>):

O,+e >0y
0, + 26+ 2H" = H»02
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Vodikov peroksid ukljucen je u razli¢ite puteve prijenosa signala, proliferaciju i odluke
stanicne sudbine. Time se vodikov peroksid visSe ne smatra nepozeljnim toksi¢nim
bioproduktom te moze inducirati apoptozu. Ovisno o njegovoj intrastani¢noj koncentraciji i
lokalizaciji, H2O2 pokazuje bilo pro- ili anti-apoptoticke aktivnosti. Povecana razina ROS-a
moze promicati prezivljavanje i proliferacijske puteve kao i metabolicke prilagodbe tumorskih
stanica u tumorsku okolinu. U usporedbi s normalnim stanicama, stanice karcinoma
karakterizirane su poviSenom brzinom. proizvodnje H>O> i smanjenom redoksnom
ravnotezom, ¢ime se utjece na mikrookruzenje kao i na anti-tumoralni imuni odgovor.®* Na

slici 18. je prikaz signalnih puteva vodikovog peroksida, njegova detoksikacija i redoks signali.

Superoksidni radikal u vodenim je medijima poput citoplazme slabi oksidans, a snaZnije je
redukcijsko sredstvo koje moze reducirati zeljezne komplekse poput citokroma c.

Vodikov peroksid nastaje kao proizvod djelovanja urat oksidaze, glukoza oksidaze, D-
aminokiselinske oksidaze, ili superoksid dismutaze (SOD). Vodikov peroksid lako moze
prolaziti kroz stani¢nu membranu, a u prisutnosti iona prijelaznih metala stvara vrlo reaktivne
slobodne radikale. Unutar stanice slobodni kisikovi radikali mogu nastati tijekom uobicajenih
stani¢nih procesa, ili mogu biti inducirani odredenim egzogenim tvarima. Stoga izvore
superoksidnog radikala mozemo podijeliti na enzimske (tijekom kataliti¢kih reakcija NADPH
oksidaze, NADPH-P450 reduktaze, ksantin oksidaze, superoksid dismutaze), stani¢ne (radom
makrofaga, leukocita, u respiratornom lancu, djelovanjem mikrosomalne oksigenaze), te na
izvore nastale djelovanjem okruzenja (UV-svjetlo, X-zrake, toksi¢ne kemikalije, aromatski

nitro spojevi i drugo).3? U tablici 4. nalaze se reaktivni kisikovi spojevi.

Tablica 4. Reaktivni kisikovi spojevi

Slobodni radikali Cestice koje nisu slobodni radikali
superoksidni, O vodikov peroksid, H20>
hidroksilni, OHe hipokloritna kiselina, HCIO
peroksilni, ROOe ozon, O3
alkoksilni, RO singletni kisik, O2
hidroperoksilni, HO2¢
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Detoksikacija vodikovog peroksida « - -» Redoks signali

% NAD(P)H+H"* SZ0S, % TS, oy NAD(P)H+H" _
\ s, | = TrxR
o GSSG : 7 ~ | Tex(sH), [+ Lt -
\ ™ Prx / H O \ N 'GR} | G6POH
GEPDH. GR GPx \ Yy J GSSG
NADP* 4™\ e / A ST=9 o GnS, £ v
v N Trx(SH), | H,0 "0 \ ¥ 6Phospho-  Glucose-6
6. et Glucose-6-P = GSH =z ) GS.H iemteciy t
gluconolactone Py A \ Grx(SH), e HK
HK
GS GS Glucos
Glucose
y-glutamyl-cysteine N y-glutamyl-cysteine
L) L)
GCL GCL
f L-glutamate + cystein L-glutamate + cystein ?
1 I
v - v
Antioksidacijski stres
Thioredoxin based antioxidant system Glutathione based antioxidant system NAD(P)H generation
* Trxl, *  GCle, GCLm
* TrxR1, * Glrx *« G6PDH
* Prxl, * GPx2,GPx4 * HK
* Prx6 * GR

Slika 18. Signalni putevi vodikovog peroksida.*

2.8. Antioksidansi

Antioksidans je kemijska tvar koja usporava ili sprje¢ava oksidaciju nekog supstrata. Pri tome

je njezina koncentracija znac¢ajno manja od koncentracije supstrata.

Razlikujemo dva glavna mehanizma koji opisuju djelovanje antioksidansa:

Prvi mehanizam je sprjecavanje stvaranja slobodnih radikala iz drugih molekula ili
pretvaranje postoje¢ih u manje Stetne cestice, prije nego one zapoénu svoje djelovanje.
Antioksidansi koji djeluju po tom mehanizmu nazivaju se primarni antioksidansi. primarni
antioksidansi djeluju tako da predaju radikal vodika (He) peroksil- i alkoksil- radikalima, koji
su nastali u fazi propagacije reakcije autooksidacije.3*3

Slobodni radikal koji nastaje ne moze odcijepiti radikal vodika i zapoceti autooksidaciju. On

moze reagirati s drugim peroksil- i alkoksil radikalima pri ¢emu nastaju stabilni produkti.®®

Mehanizam djelovanja antioksidansa je sljedeci:
AH +ROO+ - ROOH + A-
AH + RO+ > ROH + Ae
A+ + RO+ > ROA
A+ +ROO* > ROOA
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Drugi mehanizam djelovanja antioksidansa ukljucuje hvatanje slobodnih radikala koji
sprjecavaju lan¢anu reakciju. Hvatanje slobodnih radikala postize se vezivanjem iona metala,
uklanjanjem O3 iz sustava regeneracijom primarnog antioksidansa ili pak deaktiviranjem vrsta
s visokim sadrzajem energije. Antioksidansi Koji djeluju to tom mehanizmu nazivaju se
sekundarni antioksidansi. U toj skupini nalaze se vitamin E, vitamin C, S-karoten, mokra¢na

kiselina, bilirubin i albumin.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

ROS-Glo™ test

Vodikov peroksid je pogodan za ispitivanje jer ima najduzi poluzivot od svih reaktivnih
kisikovih spojeva u stanicama. Mnogi reaktivni kisikovi spojevi prelaze u H.O>. Superoksid
dismutaza pretvara superoksid u Oz i H.02. Medij se iskoristi da direktno reagira s H20: koji
generira luciferin u prekursor. Enzim luciferin reagira s otopinom za detekciju i stvara signal
svjetlosti koji je proporcionalan koncentraciji H202. Luminiscencija je koli¢ina svjetlosti koju
zraci neko tijelo. Intenzitet luminiscencije izrazava se u kandelama po kvadratnom metru

(cd/m2).

Prednosti ROS ispitivanja
e Ispitivanje se moze provesti na raznim stani¢nim linijama
e Trajanje cijelog postupka moze trajati manje od 2 sata

e Ispitivanje se moze temeljiti na stanicama i enzimskim formatima

Opis rada

Nakon odmrzavanja, stani¢ne linije su uzgojene u vlaznom inkubatoru na 37°C uz 95% zraka
i 5% COo, u posebnoj sredini ili mediju (engl. Dulbecco’'s Modified Eagle Medium, DMEM)
mediju (slika 19.). DMEM medij sadrzi potrebne hranjive tvari kao $to su aminokiseline,
minerali te govedi serum. Optimalna temperatura za uzgoj stanica ovisi 0 temperaturi izvornog
organizma Cije se stanice koriste za uzgoj. Preporucena temperatura za uzgoj stani¢nih linija
toplokrvnih ogranizama je 37 °C. Optimalni pH za rast vecine stanica je 7,4. Vecina stanica
prestaje rasti kad se pH spusti na 6,5, a stanice gube sposobnost za zivot izmedu pH vrijednosti
6,51 6,0. PoviSenje temperature uzrokovat ¢e denaturaciju proteina i potencirati stani¢nu smrt,
dok sniZenje temperature nece uzrokovati oSte¢enje stanica, ali ¢e utjecati negativno na
razmnozavanje. Postupak zapocinje uklanjanjem medija za uzgoj iz jazica. Gornji sloj se
odsisava pipetom. Mrtve stanice ne ostaju priljubljene uz zdjelicu te tako radimo odvajanje
mrtvih stanica od Zivih stanica koje ostaju prilijepljene uz samu zdjelicu. Zivim stanicama
dodaje se fosfatni pufer (eng. Phosphate-Buffered Saline, pH=7.4). Stanice koje su adherirale

na podlogu, nakon uklanjanja DMEM-a, tretiraju se tripsinom, enzimom koji cijepanjem
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peptidnih veza omogucuje odvajanje stanica od podloge. Stanice je prije eksperimenta
potrebno prebrojati kako bi se znao broj stanica s kojima se raspolaze, odnosno kako bi se
mogao od ukupnog broja stanica preracunati i uzeti broj stanica koji je potreban u
eksperimentu. Nakon homogenizacije uzorak se pomijesa se s tripan-plavom otopinom te se
tako pripremljen uzorak nanosi na Neubauerovu komoricu za brojanje. Pod mikroskopom se
odreduje broj zivih stanica dok se mrtve stanice zbog oStecene membrane oboje u plavo.
Komorica je podijeljena na 4 velika kvadrata, a u svakom velikom kvadratu nalazi se 16 malih
kvadrati¢a u kojima se broje stanice (slika 20.). Zive stanice vide se kao bijele to¢kice. Nakon
izraCunavanja broja stanica u uzorku, stanice se razrjeduju te popunjavamo jazice. U svakoj
jazici je po 10 000 stanica sa 100uL MEM medija s 10% FBS-a. Plo€ica se inkubira 3 sata pri
37°C uz 95% zraka i 5% CO>. Nakon inkubacije medij se ukloni. 80 uL MEM medija, 0,5 MM
piruvata, 20 uL H>O> puferske otopine koja sadrzi 125 uM H20. medija, bez timokinona ili s
20 uM timokinona, dodaje je se u jazice sa stanicama. Jazice se vracaju u inkubator na 2 sata.
Zatim se u jazice dodaje 100 pL otopine za detekciju. Plocicu ostavljamo na sobnoj temperaturi
20 min prije nego se mjeri luminiscencija na spektrofotometru Synergy HTX S1LFA (BioTek,
Winooski, VT, USA).

Slika 19. Uvjeti rada inkubatora. Slika 20. Ugravirana mrezica za brojanje.

Priprema otopine za detekciju

Broj jazica Luciferin — detekcija D-cistein Pojacivac signala

10 1mL 10 uL 10 uL
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4. REZULTATI

Rezultati mjerenja utjecaja timokinona na nastanak vodikovog peroksida kod stanica

karcinoma mokra¢nog mjehura T24 i TCCSUP prikazani su na slikama 21. i 22.
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500000

400000

300000

200000

100000

Prosje¢na luminiscencija (RLU)

0

Slika 21. Utjecaj timokinona na nastanak vodikovog peroksida kod stani¢ne linije T24.

T24 - timokinon
828367

M Bez timokinona

191685

Sa timokinonom

10 000 stanica

1z grafickog prikaza vidljivo je da timokinon uzrokuje oksidacijski stres kod stani¢ne linije T24

porastom koncentracije vodikovog peroksida. Poveéanje vodikovog peroksida izmjereno je

pomocu luminiscencije. Kod stani¢ne linije T24 koncentracija vodikovog peroksida cetiri je

puta visa u odnosu na kontrolu (uzorak bez timokinona).
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TCCSUP - timokinon
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Slika 22. Utjecaj timokinona na nastanak vodikovog peroksida kod stani¢ne linije T24.

Iz grafi¢kog prikaza vidljivo je da timokinon uzrokuje oksidacijski stres kod stani¢ne linije
TCCSUP te povecava koncentraciju vodikovog peroksida. Povecanje vodikovog peroksida
izmjereno je pomocu luminiscencije. Kod stani¢ne linije TCCSUP koncentracija vodikovog

peroksida Cetiri je puta visa u odnosu na kontrolu (uzorak bez timokinona).

1z rezultata je vidljivo da je kod stanicne linije T24 nastalo neSto viSe vodikovog peroksida

nego kod stani¢ne linije TCCSUP.
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5. RASPRAVA

MTT-testom je potvrdeno da timokinon posjeduje dobro antiproliferacijsko djelovanje te se
ovim radom nastojala utvrditi njegova uloga u nastajanju vodikovog peroksida u stanici.Uloga
ROS-a u zastiti od karcinoma polako ulazi u srediSte pozornosti. Istrazivanja su naglasila
vaznost slobodnih radikala u upravljanju razli¢itim vrstama onkogenih procesa. 1z literature je
poznato da timokinon inducira apoptozu koriste¢i mitohondrijski put te ubrzava oksidacijski
stres.3” U malignim stanica proizvodi reaktivne kisikove spojeve, poveéava cijepanje DNK,
vr$i indukciju autofagije. ROS spojevi tako utjeCu na ERK i JNK fosforilaciju u ljudskim
stani¢nim linijama karcinoma debelog crijeva.®® Pokazuje antikancerogenu aktivnost u akutne
limfaticne leukemije (CEMss) putem viSestrukih mehanizama kao S§to je apoptoza
mitohondrijske disfunkcije.Timokinon je pokazao citotoksi¢no djelovanje i sprjeCava
proliferaciju stani¢nih linija karcinoma prostate PC-3 putem manganove superoksid dismutaze
i glutation S-transferaze (GSTp1).3® Pokusi supresije gena su pokazali da glavnu ulogu ima
kaspaza-3, u slu¢aju njene supresije apoptoza nije moguca. Prihvatljiva doza unosa timokinona
za ljude je 0.6 mg/kg/dan, no neka istrazivanja kazu da nema nuspojava niti kod konzumacije
10-100 mg/kg/dan.*® Pri malim koncentracijama postaje antioksidans, a pri velikim
koncentracijama poti¢e ROS. Da bi bolje razumjeli diferencijalne stani¢ne uéinke timokinona,
in vitro, in vivo i in silico proucavanje treba provoditi na proteomskoj i genomskoj razini.
Daljnja istrazivanja trebala bi se fokusirati na pronalazak $to boljih derivata timokinona. S
obzirom na dobivene rezultate moze se zakljuciti da timokinon zavrjeduje daljnja istraZivanja
kako bi se doslo do spojeva koji su odgovorni za antiproliferativno djelovanje, posebno u

lijeenju karcinoma mokra¢nog mjehura.
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6. ZAKLJUCAK

e Mnoge stanice karcinoma karakterizirane su unutrasnjim pove¢anjem ROS-a koji je

rezulat procesa maligne transformacije.

e Vodikov peroksid pri visim koncentracijama moze potaknuti rast novih tumorskih
stanica, odnosno tumorigenezu. Medutim, prostorno lokalizirane razine vodikovog

peroksida poticu citotoksi¢nost koja dovodi do stani¢ne smrti.
e Timokinon generira vodikov peroksid kod stani¢ne linije T24 i TCCSUP.

e Kod stanic¢ne linije T24 izmjerena je veca koncentracija vodikovog peroksida nego kod

stani¢ne linije TCCSUP.

e Timokinon inducira apoptozu tako S§to uzrokuje oksidacijski stres pokrenut od
reakcijskih  kisikovih spojeva. Pokazuje citotoksi¢no djelovanje i dobru

antiproliferativnu aktivnost.
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