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SAZETAK

Uvod: Rak debelog crijeva jedan je od vode¢ih uzroka morbiditeta i mortaliteta globalno.
Unato¢ ucinkovitosti konvencionalnih terapija, izazovi poput kemorezistencije, recidiva i
nuspojava ogranicavaju njihov uspjeh. U tom kontekstu, prirodni spojevi poput betulinske
kiseline, oleanoli¢ne kiseline i rutina pokazuju znacajan farmakoloski potencijal za poboljSanje

terapije raka.

Cilj istrazivanja: Cilj ovog istrazivanja je predloziti mehanizam djelovanja odabranih
fitokemikalija, oleanoli¢ne kiseline, betulinske kiseline i rutina, u terapiji raka debelog crijeva,

te njihov potecijal u izazivanju kemosenzibilizacije stanica na 5-fluorouracil (5-FU).

Materijal i metode: lIstraZzivanje je provedeno in vitro na modelu raka debelog crijeva
koristenjem HCT116 stanica. Stani¢na vijabilnost nakon tretmana ispitivanim spojevima
odredena je XTT testom, pri ¢emu je ispitana i kemosenzibilizacija HCT116 stanica na 5-
fluorouracil u prisutnosti prirodnih spojeva. Ekspresija ciljnih proteina analizirana je metodom
Western blot. Uloga signalnog puta p38 MAPK ispitana je primjenom specifi¢nih inhibitora.
Apoptoza i autofagija, ukljuujuci mitofagiju, analizirane su fluorescijskom mikroskopijom.
Dodatno, funkcionalna uloga autofagije u odgovoru stanica na tretman ispitana je uporabom

inhibitora autofagije.

Rezultati: Oleanoli¢na 1 betulinska kiselina pokazale su zna€ajnu citotoksi¢nost na HCT116
stanice raka debelog crijeva, dok rutin, zbog visoke I1Cso vrijednosti, nije imao znacajan ucinak.
Oleanoli¢na kiselina inducira oksidacijski stres, apoptozu 1 autofagiju aktivacijom p38 MAPK
1 AMPK-a te inhibicijom mTOR-a, dok betulinska kiselina poti¢e autofagiju bez induciranja
apoptoze. Oleanoli¢na kiselina dodatno povecava ekspresiju SIRT6 1 nakupljanje u jezgri
FOXO03a. Obje kiseline povecavaju osjetljivost stanica na 5-FU, smanjujuci njihovu vijabilnost

1 potencijalno omogucujuci smanjenje doze kemoterapije.

Zakljucak:  Antikarcinogeni ucinak  oleanolicne kiseline posredovan je  kroz
p38/FOXO03a/SIRT6 signalni put, koji doprinosi njenom proapoptotskom i proautofagicnom
djelovanju. Betulinska kiselina, iako inducira autofagiju, ne poti¢e apoptozu 1 aktivira Akt
signalni put, §to moze utjecati na prezivljavanje stanica. Obje kiseline pokazuju potencijal kao
kemosenzibilizatori za 5-FU, sugeriraju¢i moguénost poboljSanja ucinkovitosti terapije raka

debelog crijeva.

Kljucne rijeci: 5-fluorouracil; Apoptoza; Autofagija; Betulinska kiselina; Mitofagija;

Oleanoli¢na kiselina; Rak debelog crijeva
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SUMMARY

Introduction: Colorectal cancer is a leading cause of mortality, with existing therapies often
limited by chemoresistance, recurrences, and side effects. Natural compounds such as betulinic
acid, oleanolic acid, and rutin exhibit pharmacological potential, offering new opportunities for

improving cancer therapy.

Aim of the study: The aim of this study is to propose the mechanism of action of selected
phytochemicals, oleanolic acid, betulinic acid, and rutin, in colorectal cancer therapy and to

evaluate their potential in inducing chemosensitization of cancer cells to 5-fluorouracil (5-FU).

Materials and methods: This study was conducted in vitro using the colorectal cancer cell line
HCT116. Cell viability after treatment with the investigated compounds was assessed using the
XTT assay, and the potential of these compounds to enhance the chemosensitivity of HCT116
cells to 5-FU was also evaluated. Protein expression levels were analyzed using Western
blotting. The role of the p38 MAPK signaling pathway was examined using specific inhibitors.
Apoptosis and autophagy, including mitophagy, were assessed via fluorescence microscopy.
Additionally, the functional role of autophagy in the cellular response to treatment was

investigated using autophagy inhibitors.

Results: Oleanolic acid and betulinic acid demonstrated significant cytotoxicity in HCT116
colorectal cancer cells, whereas rutin, due to its high ICso value, exhibited no notable effect.
Oleanolic acid induces oxidative stress, apoptosis, and autophagy by activating p38 MAPK and
AMPK while inhibiting mTOR, whereas betulinic acid promotes autophagy without inducing
apoptosis. Additionally, oleanolic acid increases SIRT6 expression and FOXO3a nuclear
accumulation. Both compounds enhance cell sensitivity to 5-FU, reducing viability and

potentially allowing for a lower chemotherapy dose.

Conclusion: The anticancer activity of oleanolic acid is mediated through the
p38/FOXO03a/SIRT6 signaling pathway, contributing to its proapoptotic and proautophagic
effects. In contrast, betulinic acid induces autophagy but does not promote apoptosis and
activates the Akt signaling pathway, which may support cell survival. Both compounds exhibit
potential as chemosensitizers for 5-FU, highlighting their potential role in improving colorectal

cancer therapy.

Keywords: 5-Fluorouracil; Apoptosis; Autophagy; Betulinic acid; Mitophagy; Oleanolic acid;

Colorectal cancer
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA
1.1. Rak debelog crijeva
1.1.1. Epidemiologija

Prema bazi podataka GLOBOCAN (eng. Global Cancer Observatory) iz 2022 godine bilo je
blizu 20 milijuna novih slucajeva raka uz to 1 9,7 milijuna smrtnih sluc¢ajeva. Rak debelog i
zavrinog crijeva treée je po redu sijelo raka u svijetu, nakon raka dojke i raka pluéa. Cini oko
10% svih godis$nje dijagnosticiranih slucajeva karcinoma i smrtnih ishoda povezanih s rakom
na globalnom nivou [1]. Prema podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u Hrvatskoj
svake godine u prosjeku oboli oko 3600 ljudi, od Cega je otprilike 60% muskaraca. lako se
¢eSce javlja kod starijih osoba, gotovo petina oboljelih je mlada od 60 godina. Prema najnovijim
podacima Registra za rak u Hrvatskoj, u 2019. godini dijagnosticirano je 3660 slucajeva raka
debelog i zavrinog crijeva, a prosje¢na dob u trenutku dijagnoze iznosila je 69 godina. Sto se
ti¢e smrtnosti od zlo¢udnih bolesti, rak debelog crijeva je na drugom mjestu, odmah iza raka
pluc¢a. Godisnje od njega umre oko 2100 osoba, takoder s udjelom od 60% muskaraca. lako je
stopa smrtnosti stabilna tijekom posljednjih deset godina, broj oboljelih raste po stopi od oko

1% godisnje u posljednjih 20 godina.

Postoje znacajne varijacije u incidenciji raka debelog crijeva, mortalitetu i nedavnom
epidemioloskom trendu izmedu razli¢itih zemalja 1 regija u svijetu, koje se djelomi¢no
objasnjavaju razlikama u izloZenosti ¢imbenika rizika, demografskim karakteristikama i
genetskim ¢imbenicima, ukljucujuci genetske mutacije 1 njithov ucinak na ishod i1 odgovor na
terapiju [2,3]. Prema tome lijecenje raka debelog i zavr$nog crijeva predstavlja velik izazov

kako za samog pacijenta tako i za lije¢nike i znanstvenike u tom podrucju.

S obzirom na kontinuirani napredak u zemljama u razvoju, o¢ekuje se da ¢e broj novih slucajeva
raka debelog i zavrSnog crijeva globalno porasti na 2,5 milijuna do 2035. godine. Ovaj rast je
uglavnom ograni¢en na zemlje s nizim i srednjim prihodima, dok se u visoko razvijenim
zemljama biljezi stabilizacija ili smanjenje stope oboljenja. Ovi pozitivni trendovi u razvijenim
zemljama pripisuju se ucinkovitim nacionalnim programima probira 1 S§iroj primjeni
kolonoskopije [1]. U Hrvatskoj od 2007. godine postoji Nacionalni program ranog otkrivanja
raka debelog crijeva. Odazivanjem u program te testiranjem rak debelog i zavr$nog crijeva

moze se otkriti u ranom stadiju kad je prezivljenje vrlo visoko.



Uz to, promjene u nainu zivota i prehrambenim navikama takoder imaju ulogu. Medutim,
zabrinjavajuce je $to se povecava broj pacijenata mladih od 50 godina koji razvijaju rak debelog

1 zavrSnog crijeva, osobito rak rektuma i lijevog dijela debelog crijeva [4].

1.1.2. Cimbenici rizika

Poznato je da na razvoj raka debelog i zavr$nog crijeva utjeCe niz ¢imbenika rizika. Medu
¢imbenike rizika ubrajaju se dob, nacin zivota, kao i prisutnost odredenih komorbiditeta kod
pacijenta. Epidemioloski podaci ukazuju na to da se ucCestalost bolesti znac¢ajno povecava kod
osoba starijih od 50 godina, $to je dovelo do preporuke za probir na okultno krvarenje kod
populacije izmedu 50 i 74 godine zivota. Osim starosne dobi, nain zivota znacajno utjece na
rizik od raka debelog i1 zavrSnog crijeva. Rizik od obolijevanja povecava se kod osoba koje
imaju nezdrave navike poput pusenja, pretjerane konzumacije alkohola te loSih prehrambenih
navika, ukljucujuéi dijetu s niskim unosom vocéa, povrca i vlakana, kao 1 visokim unosom
preradenog, dimljenog crvenog mesa. Nedostatak redovite tjelesne aktivnosti takoder je

znacajan rizi¢ni faktor [5-7].

Pored navedenog, odredene bolesti takoder doprinose pove¢anom riziku. Pacijenti koji boluju
od dijabetesa tipa 2 [8], dugotrajne upalne bolesti crijeva, ili oni s prethodnom povijesti
dijagnoze raka imaju vedi rizik za razvoj raka debelog crijeva te zahtijevaju pazljiviji
medicinski nadzor. Upalnu bolest crijeva karakteriziraju kroni¢ne upale gastrointestinalnog
trakta u obliku Crohnove bolesti ili ulceroznog kolitisa. Crohnova bolest je pokazala povecan

rizik od raka debelog crijeva ali u manjem stupnju nego ulcerozni kolitis [9,10].

Pozitivna obiteljska anamneza povezana je s povecanim rizikom obolijevanja od raka debelog
1 zavrSnog crijeva, pri ¢emu rizik varira ovisno o broju oboljelih ¢lanova obitelji, stupnju
srodstva te dobi u kojoj je dijagnoza postavljena [11]. Na temelju studija provedenih na
blizancima i obiteljima, procjenjuje se da nasljednost raka debelog 1 zavrSnog crijeva iznosi
izmedu 12% 1 35% [12]. Iako su brojne studije identificirale gene povezane s osjetljivos¢u na
rak debelog crijeva (uobi€ajeni jednonukleotidni polimorfizmi), ve¢ina ¢cimbenika nasljednosti

ostaje nepoznata te zahtijeva daljnja istrazivanja [13].

Ljudi mogu naslijediti genetske mutacije zbog kojih mogu nastati polipi na debelom crijevu.
Takvi polipi mogu se transformirati u polipe koji postaju karcinogeni (adenomi) 1 stoga je vazno
rano ih otkriti 1 sprijeciti razvoj i Sirenje raka debelog i zavrSnog crijeva. Neki od nasljednih

poremecaja koji uzrokuju polipe na debelom crijevu jesu:



1. Lynchov sindrom (nepolipozni kolorektalni karcinom) najces¢i je oblik nasljednog raka
debelog i zavr$nog crijeva. Osobe s Lynchovim sindromom razviju malo polipa koji
brzo postaju zlocudni. Povezan je i s tumorima dojki, Zeluca, tankog crijeva, mokra¢nih
putova i jajnika.

2. Obiteljska adenomatozna polipoza (FAP; engl. Familial Adenomatous Polyposis)
uzrokuje razvoj stotina ili tisu¢a polipa u debelom crijevu. Ako se ne lijece, rizik od raka
je gotovo 100% prije 40. godine. Genetsko testiranje moze utvrditi rizik od FAP-a.

3. Gardnerov sindrom, varijanta FAP-a, uzrokuje polipe u debelom i tankom crijevu te
nekarcinogene tumore u kozi, kostima i trbuhu.

4. Polipoza povezana s MYH genom (gen odgovoran za popravak oste¢enja DNA) (MAP;
engl. MUTYH-Associated Polyposis) slicna je FAP-u, uzrokovana mutacijama gena
MYH. Genetsko testiranje otkriva rizik od MAP-a.

5. Peutz-Jeghersov sindrom pocinje pjegama po tijelu, a zatim se razvijaju nekarcinogeni
polipi u crijevima koji mogu postati zlocudni.

6. Sindrom nazubljene polipoze uzrokuje vise polipa u gornjem dijelu debelog crijeva, s

rizikom od zlo¢udne transformacije [14,15].

1.1.3. Patogeneza raka debelog crijeva

Rak debelog crijeva predstavlja sloZen proces koji se razvija kroz niz medusobno povezanih
koraka, pocevsi od normalne intestinalne epitelne stanice do formiranja polipa, a zatim do
invazivnog karcinoma. Ovaj proces moze se opisati kroz nekoliko klju¢nih faza. Generalno
razvoj raka debelog crijeva moZemo opisati kroz Cetiri stadija: inicijacija, promocija, progresija
1 metastaziranje (Slika 1). Pocetni stadij u kojemu dolazi do promjena u stanicama nazivamo
inicijacija. U toj fazi stanice po€inju abnormalno rasti, ali jo§ uvijek nema stvaranja tumora.
Promocija je stadij u kojemu abnormalne stanice se po¢inju umnozavati stvarajuci polipe koji
su o u ovoj fazi benigni, no s vremenom mogu postati zloCudni. Kada se polipi formiraju u
zlo¢udni tumor tada nastupa progresija. Tumorske stanice rastu nekontrolirano i mogu prodrijeti
u okolna tkiva unutar crijeva i okolne strukture. Kada se tumorske stanice po¢nu Siriti iz
primarnog tumora putem krvi ili limfnog sustava u druge organe u tom trenu dolazi do

metastaziranja. Ovo je zavr$ni 1 najtezi stadij bolesti [16].
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Slika 1. Stadiji razvoja raka debelog i zavrsnog crijeva. (prilagodeno prema [16]
1.1.3.1. Normalna intestinalna epitelna stanica

U zdravom crijevnom tkivu, unutar kripti crijevnih resica, nalaze se intestinalne mati¢ne stanice
¢ijaje glavna funkcija odrzavanje homeostaze putem razlic¢itih signalnih puteva i medustani¢nih
interakcija. Ove matiCne stanice stvaraju prekursorske stanice koje prolaze proces
diferencijacije u specijalizirane stanice potrebne za normalno funkcioniranje crijeva. Prema
dosadas$njim istrazivanjima, crijevne mati¢ne stanice eksprimiraju razli¢ite molekularne
markere, pri ¢emu je LGRS (engl. leucine-rich-repeat-containing G-protein-coupled receptor
5), gen aktiviran putem Wnt signalnog puta, prepoznat kao jedan od najpouzdanijih markera za
identifikaciju ovih stanica [17]. Daljnje studije su otkrile da mati¢ne stanice raka debelog
crijeva dijele neka obiljeZja s normalnim crijevnim mati¢nim stanicama. Konkretno, LGRS, kao
Wnt ciljni gen, opisan je kao potencijalni marker za tumorske maticne stanice. Ova hipoteza da
rak debelog crijeva moze potjecati od intestinalnih mati¢nih stanica zasniva se na njihovoj
dugovjecnosti 1 sposobnosti samoobnavljanja. Maticne stanice raka debelog crijeva rezultat su
genetskih 1 epigenetskih promjena koje uzrokuju inaktivaciju tumor-supresorskih gena i

aktivaciju onkogena [18].



1.1.3.2. Genetske promjene i formiranje adenoma

Akumulacija genetskih mutacija u normalnim crijevnim stanicama moze biti izazvana raznim
faktorima, ukljucujuci genetsku predispoziciju, izlozenost karcinogenima i kroni¢ne upalne
procese. Ove mutacije Cesto zahvacaju onkogene 1 tumorske supresorske gene, $to dovodi do
poremecaja u kontroli stani¢nog rasta i diferencijacije [19]. Klasi¢no, rak debelog crijeva moze
se razvijati kroz dva glavna puta prekursorskih lezija. Prvi je tradicionalni put adenoma-
karcinoma, poznat i kao sekvenca kromosomske nestabilnosti, koji vodi do 70-90% slucajeva
raka debelog i zavr$nog crijeva. Drugi put je nazubljena neoplazija, koja dovodi do 10-20%
sluc¢ajeva. Ovi putovi ukljucuju slozene geneticke i epigeneticke dogadaje, razvijajuci se kroz

sekvencijalne fenotipe kromosomske nestabilnosti.

1.1.3.3. Put adenoma karcinoma

Adenomi nastaju kada se promijene normalni mehanizmi koji kontroliraju popravak DNA i
proliferaciju stanica. Kako mutirane stanice napreduju prema lumenu debelog crijeva,
poremecen je proces diferencijacije i apoptoze, $to dovodi do stvaranja adenoma. S vremenom
polipi rastu, postaju displasti¢niji 1 mogu stec¢i invazivni potencijal. Mutacije u genu APC genu
(engl. adenomatous polyposis coli) [20] ili onkogenu BRAF [21] predstavljaju pocetne
dogadaje za razvoj tradicionalnih adenoma ili nazubljenih polipa. Progresija do maligniteta
zahtijeva akumulaciju specifi¢nih mutacija, a brzina ovisi o putu karcinogeneze. CIN put moZe

trajati deset godina i viSe, dok MSI put traje nekoliko godina [22].

CIN put, prisutan u vecini tumora debelog crijeva, obiljezen je kromosomskim promjenama i
mutacijama gena poput APC, TP53, KRAS i1 PIK3CA. Ove kariotipske abnormalnosti prate
mutacije u genima za supresiju tumora APC 1 TP53 te aktiviraju¢e mutacije u KRAS i PIK3CA.
Mutacija APC-a €esto je prvi geneticki dogadaj u razvoju raka debelog crijeva. Gubitak funkcije
APC-a dovodi do premjestanja beta-katenina u jezgru i aktivacije Wnt signalnog puta, $to potice
transkripciju gena povezanih s karcinogenezom. Wnt signalni put kljucan je regulator
proliferacije stanica crijevnog epitela i ilustrira kako poremeca;j bilo kojeg dijela tog puta moze
utjecati na transkripciju mnogih gena, poticu¢i razvoj tumora [20,23]. Wnt signalni put
aktiviran je u gotovo svim CIN tumorima, a mutacije APC gena pronadene su u otprilike 80%

ovih tumora.

Aktiviraju¢e mutacije KRAS-a Cesto se javljaju nakon mutacija APC-a 1 prisutne su u gotovo
40% tumora. KRAS je komponenta viSe signalnih puteva rasta, uklju¢uju¢i EGFR put.
Aktivacija KRAS-a vodi do kontinuirane aktivacije Raf-MEK-ERK puta, PI3K signalizacije
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putem mTOR-a i faktora transkripcije NF-kB. Ova signalizacija poti¢e progresiju stanicnog
ciklusa i Cesto je aktivna u tumorima, ukljucujuéi rak debelog crijeva [22,24]. Mnogi tumori
debelog crijeva s mutacijama KRAS-a takoder imaju mutacije u genima koji kodiraju
kataliticke podjedinice PI3K. PI3K je lipidna kinaza koja fosforilira fosfatidilinozitol, molekulu
vaznu za stani¢nu signalizaciju. Poveéana aktivnost PI3K mozZe pojacati sintezu prostaglandina
i inhibirati apoptozu u stanicama tumora debelog crijeva, Sto doprinosi prezivljavanju

tumorskih stanica.

Gen TP53, smjesten na ljudskom kromosomu 17p, najcesce je mutirani gen u tumorima. Njegov
produkt, protein P53, regulira transkripciju gena povezanih s popravkom DNK i odgovorima
stanica na oksidacijski stres. Gubitak funkcije P53 ¢esce se detektira u raku debelog crijeva
nego u adenomima s mikroskopskim invazivnim Zzaristima, te ¢eS¢e u invazivnim adenomima
nego benignim. Oko 60% CIN tumora sadrzi inaktiviraju¢e mutacije u TP53, Sto pridonosi

napredovanju tumora i lo$ijoj prognozi [22,25].

Za razliku od CIN puta, koji je obiljeZen Cestim promjenama broja kopija genoma, tumori
debelog crijeva mogu se razviti i putem hipermutabilnih puteva, obiljezenih ¢estim mutacijama
baznih parova DNA. Glavni mehanizam za ovaj hipermutabilni fenotip je MSI put, koji nastaje
zbog mutacija u genima za popravak pogresnog sparivanja DNA (MMR), poput MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2 ili EPCAM. To uzrokuje nestabilnost u mikrosatelitnim regijama DNA, koje
akumuliraju greSke zbog poteskoca DNA polimeraze pri vezivanju na ponavljajuce sekvence

[22].
1.1.3.4. Put nazubljene neoplazije

Put nazubljene neoplazije, odgovoran za razvoj 15% raka debelog i zavrSnog crijeva, ukljucuje
nazubljene polipe, poput hiperplasti¢nih polipa i sesilnih nazubljenih adenoma. Nazubljeni put
je specifican mehanizam nastanka raka debelog i zavrSnog crijeva. Tempo progresije tumora
nije potpuno definiran, ali tumori koji dobiju MSI obi¢no napreduju brze od pretumorskih lezija
do karcinoma, kao i svi tumori s visokom mikrosatelitnom nestabilno$¢u (engl. MSI-high).
Glavna karakteristika nazubljenog puta je aktiviraju¢a mutacija u BRAF genu, koji je dio
MAPK puta [26]. Ova mutacija ranoj fazi aktivira MAPK—ERK signalizaciju i nekontroliranu
diobu stanica. Vec¢ina sesilnih nazubljenih adenoma sadrzi BRAF mutacije, dok su rijetke u
konvencionalnim adenomima, §to potvrduje da je nazubljeni put alternativni put razvoja raka

debelog i zavr$nog crijeva.



Nakon mutacije BRAF, nazubljeni tumori se razvijaju kroz dva smjera. Jedan smjer vodi
spajanju s MSI putem, gdje mutacije u MMR genima rezultiraju MSI-high fenotipom. Ovi
tumori najc¢esc¢e nastaju iz sesilnih nazubljenih adenoma i dijele karakteristike CMS1 tumora.
Alternativno, tumori s BRAF mutacijama mogu ste¢i mutacije TP53 i aktivirati onkogene
putove, uklju¢uju¢i Wnt i TGFB signalizaciju te epitelno-mezenhimalnu tranziciju, Sto rezultira
MSS tumorima [22,26,27]. Ovi tumori Cesto nastaju iz tradicionalnih nazubljenih adenoma i

imaju obiljezja CMS4 (mezenhimalni podtip) tumora.

Ovi tumori mogu se razviti u dva smjera: povezivanje s MSI i CMS1 tumora, ili MSS tumore s
aktivacijom drugih onkogenih puteva. MSS tumori Cesto aktiviraju Wnt signalizaciju i imaju
lo$iju prognozu. CIMP fenotip, povezan s hipermetilacijom CpG otoka, nalazi se u 20% tumora,
¢esto uz MSI i mutacije BRAF-a. CIMP status je povezan s BRAF mutacijama, a Cesto se javlja
u desnom kolonu starijih zena [27]. Medutim, njegova prognosticka vrijednost ostaje nejasna.
Strategije lijecenja, poput kombinacije inhibitora BRAF-a, MEK-a i EGFR-a, pokazale su

obecavajuce rezultate u kontroliranju tumora s mutacijom BRAF-a.

Prema navedenom, razvoj raka debelog i zavrSnog crijeva povezan je s razliitim putovima
genomske nestabilnosti, ukljucujuéi kromosomsku nestabilnost i mikrosatelitsku nestabilnost,
Sto poti¢e akumulaciju mutacija 1 progresiju bolesti. Ove promjene mogu dovesti do
prekoracenja granica benignog rasta i prelaska u invazivni karcinom. U ovoj fazi, tumorske
stanice gube normalne mehanizme kontrole rasta 1 poc¢inju da prodiru u okolna tkiva. Ovaj
proces je Cesto pracen dodatnim mutacijama i epigenetskim promjenama koje omogucavaju
tumorima da izbjegnu imunoloski nadzor i razviju otpornost na terapije. U uznapredovalim
slu¢ajevima, tumorske stanice mogu se osloboditi primarnog tumora i migrirati kroz krvotok ili
limfni sistem, formiraju¢i sekundarne tumore u udaljenim organima. Ovaj proces dodatno

komplicira lijeenje 1 prognozu bolesti [19,28].
1.1.4. Molekularne mete u raku debelog crijeva

Mutacije gena supresora tumora, poput p53, 1 onkogena, kao Sto su Kras ili Braf, prisutne su u
oko 55% do 60% slucajeva raka debelog i1 zavrSnog crijeva. Ove mutacije uzrokuju poremecaje
u stani¢noj proliferaciji, apoptozi, regulaciji stanicnog ciklusa i mehanizmima popravke DNA.
Mitogen-aktivirane protein kinaze (MAPK), ukljuCujuéi kinaze regulirane ekstracelularnim
signalima (Erk1/2), p38MAPK 1 Jun aminoterminalne kinaze (JNK), imaju klju¢nu ulogu u
prenoSenju 1 integraciji signala iz razli¢itih podraZaja te kontroli stani¢ne proliferacije,

diferencijacije, razvoja, upalnih odgovora i apoptoze u raku debelog crijeva [29].



Dodatno, aktivacija signalnog puta fosfatidilinozitol-3-kinaze (PI3K/Akt) pospjeSuje
napredovanje tumora kroz potiskivanje apoptoze i poticanje stani¢nog ciklusa. U raku debelog
crijeva 1 tumorima povezanim s upalom, primijecena je aktivacija nuklearnog faktora kB (NF-
«B), koji kontrolira ekspresiju gena odgovornih za sintezu proinflamatornih medijatora i
citokina, poput ciklooksigenaze 2 (COX-2), prostaglandina E2 (PGE2), inducibilne sintaze
dusikovog oksida (iNOS), faktora nekroze tumora alfa (TNF-a), interleukina 6 (IL-6) i IL-1,

Sto doprinosi progresiji raka debelog crijeva [16,29].

Recepor epidermalnog ¢imbenika rasta (EGFR) prisutan je u 60% do 80% slucajeva raka
debelog 1 zavr$nog crijeva 1 ukljucen je u signalne puteve kao Sto su Kras-Braf-MEK-MAPK i
PI3K/Akt. Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF), koji je izrazen u oko 50% karcinoma,
predstavlja glavni faktor angiogeneze, koja igra klju¢nu ulogu u progresiji bolesti [30]. Takoder,
ekspresija i aktivacija matriks metaloproteinaza (MMP)-2 i MMP-9 povezana je s razvojem

raka, invazijom, angiogenezom i metastazama.

Signalni put transformirajuceg faktora rasta beta (TGF-) kontrolira niz bioloskih procesa, a
poremecaji u ovom putu mogu potaknuti rast, migraciju, invaziju, angiogenezu i metastaze
tumorskih stanica. Pored toga, povecanje nivoa bioaktivnog inzulinu slicnog faktora rasta
(IGF)-1, bilo direktno ili putem smanjenja veznih proteina IGF-a, moZe potaknuti razvoj raka

debelog i1 zavrSnog crijeva povecanjem slobodnog IGF-1[29,30].

1.1.5. Klini¢ki simptomi

Pacijenti s bolestima debelog crijeva mogu imati Sirok spektar znakova i simptoma koji variraju
od blagih do ozbiljnih. Naj¢es¢i simptomi uklju¢uju okultno (nevidljivo) ili oc€ito rektalno
krvarenje, promjene u ritmu praznjenja crijeva, proljev (dijareja), zatvor (opstipacija), nadutost,
anemiju te bolove u trbuhu. Unato¢ tome, valja napomenuti da je rak debelog crijeva Cesto
bolest bez simptoma u ranim fazama i postaje simptomatski tek kada dosegne uznapredovali

stadij.

Rektalno krvarenje, iako moZe biti alarmantan simptom, prisutno je i kod benignih stanja kao
Sto su hemoroidi ili analne fisure (rane), kao i kod malignih tumora debelog crijeva i rektuma.
Upravo zbog te nespecifiCnosti, samo prisustvo krvarenja nije dovoljno za postavljanje
dijagnoze. Stoga su potrebni dodatni testovi i pretrage kako bi se preciznije identificirale osobe

koje zahtijevaju daljnje invazivnije postupke poput kolonoskopije ili biopsije [31,32].



S obzirom na to da je rano otkrivanje klju¢no za uspjesno lijeCenje, preventivne mjere i
pravovremeni pregledi imaju veliku vaznost. Rano otkrivanje, uz pomo¢ testiranja na okultno
krvarenje 1 drugih neinvazivnih metoda, moze smanjiti potrebu za invazivnijim pretragama,
osim kada klinicka slika ili nalazi testova ukazuju na potrebu za daljnjom dijagnostikom

[31,32].
1.1.6. Dijagnostika

Ako se rak debelog crijeva otkrije u ranoj fazi, stopa prezivljavanja od 5 godina iznosi oko 90%
1 smanjuje se ako se rak prosiri izvan debelog crijeva ili rektuma. Stoga je rano otkrivanje
klju¢no za produzenje zivota oboljelih. Trenutne uobic¢ajene metode probira za rak debelog
crijeva ukljucuju test okultne krvi u stolici, fleksibilnu sigmoidoskopiju i1 kolonoskopiju. Test
na okultno krvarenje je Siroko dostupan i otkriva prisutnost hemoglobina u stolici enzimskim
ili imunoloskim metodama, ali njegova osjetljivost i specifi¢nost mogu varirati, §to ograni¢ava
njegovu pouzdanost. Kolonoskopija se smatra zlatnim standardom za dijagnozu, ali je
invazivna i uzrokuje nelagodu, $to smanjuje stopu prihvacanja. Pracenje raka debelog crijeva

nakon operacije obi¢no ukljucuje slikovne metode poput CT-a i mjerenje tumorskih markera.

Test okultnog krvarenja (engl. gFOBT, Guaiac Fecal Occult Blood Testing) je brzi test
pomocu kojega moze se otkriti male koli¢ine krvi u stolici koje se ne mogu vidjeti golim okom.
Male tragove krvi (hemoglobin) u stolici se otkrivaju pomocu kemikalija guaijak koje u
kontaktu sa krvi mijenjaju boju dodatkom peroksidaze [33]. Otkrivanje ovako malih koli¢ina
krvi u stolici moZe biti jedan od prvih znakova u otkrivanju razli¢itth abnormalnosti u
probavnom sustavu [33]. Osjetljivost testa varira izmedu 12,9% 1 79,4%, dok je specifi¢nost
izmedu 86,7% 1 97,7% Test okultnog krvarenja jedan je od nacina i strategija za Nacionalni
program za rano otkrivanje raka debelog crijeva. Prema programu, test na okultno krvarenje
osobama starijim od 50 godina. Salje se na kuénu adresu te oni testiranje obave u kuénim

uvjetima 1 Salju na daljnju analizu.

Genetsko ispitivanje stolice (FIT-DNA test) koristi kombinaciju genetskog (DNA) testiranja
na prisutnost genetickog materijala povezanog s rakom debelog crijeva i fekalnog imunoloSkog
testa (FIT - antitijela usmjerena protiv ljudskog hemoglobina koji se koristi otkrivanje krvi u
stolici). FIT ima vecu osjetljivost (79%) i specifi¢nost (94%) u odnosu na gFOBT [33]. Pacijenti

skupljaju uzorke kod kuce pomocu pribora te ih Salju u laboratorij.

Viseciljani test DNA stolice otkriva genetske promjene poput mutacija DNA, mikrosatelitne

nestabilnosti, nepravilnog popravka pogreSaka u DNA 1 nenormalnih metilacija u uzorku
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stolice. Test ukljucuje analizu mutiranog KRAS, metilirani BMP3 i NDRG4, te FIT za
hemoglobin, s ve¢om osjetljivos¢u za otkrivanje raka debelog crijeva ali nizom specificnosé¢u

u usporedbi s gFOBT [33].

Endoskopija je medicinska dijagnosticka procedura koja omogucuje lije¢nicima pregled
unutarnjih organa i struktura tijela pomocu optickog instrumenta endoskopa. Za
dijagnosticiranje raka debelog crijeva kolonoskopija se smatra zlatnim standardom za pregled
cijelog debelog crijeva, otkrivanje i uklanjanje polipa (adenoma). Kolonoskopija je primarna
dijagnosticka metoda za procjenu pozitivnih rezultata manje invazivnih testova, bilo da se radi
o testovima stolice, seruma (krvi) ili slikovnim metodama za pregled crijeva [34]. Osim
pregleda sluznice 1 polipa, lije¢nik moze uzeti i komadi¢ sluznice crijeva za patohistolosku
obradu gdje se uzorak dodatno moze obraditi patohistoloskim i imunohistoloSkim metodama.
Kolonoskopija je invazivna metoda i stoga ima i svoja ograni¢enja. Za ovaj dijagnosticki
postupak potrebna je priprema crijeva, upotreba sedativa ili u nekim slucajevima anestezija. Uz

navedeno, postoji rizik i od oStecenja sluznice crijeva kao i krvarenje nakon postupka [35].

Fleksibilna sigmoidoskopija je pretraga sli¢na kolonoskopiji. Kolonoskopija pregledava cijelo
debelo crijevo, dok sigmoidoskopija pokriva samo donji dio debelog crijeva i rektum.
Osjetljivost 1 specificnost sigmoidoskopije, koja pregledava prvih 60 cm debelog crijeva, slicne

su onima kod kolonoskopije, ali uz relativno manji rizik od perforacije [35].

CT kolonografija (virtualna kolonoskopija) se koristi kao komplementarna slikovna metoda
za dijagnostiku polipa i1 raka debelog i zavrSnog crijeva [19,33]. CT kolonografija je
neinvazivna dijagnosti¢ka metoda koja koristi CT skener za stvaranje detaljnih slika debelog
crijeva 1 rektuma. Ova metoda omogucuje lijecnicima da pregledaju unutrasnjost crijeva kako
bi otkrili polipe, tumore i druge promjene bez potrebe za umetanjem endoskopa. Omogucuje
lije¢nicima pregled trodimenzionalnih slika debelog crijeva i1 prepoznavanje polipa veli¢ine
vece od 10 mm u 90% slucajeva, te polipa veli¢ine 6-9 mm u 70-80% slucajeva [35]. Pacijent
obi¢no mora popiti kontrastno sredstvo kako bi se crijeva jasno prikazala na slikama. CT
kolonografija je brza 1 manje invazivna od tradicionalne kolonoskopije, ali ne omogucuje

istovremeno uklanjanje polipa ili biopsiju [35].
1.1.7. Tumorski biljezi (markeri)

U klini¢koj praksi, prilikom dijagnostike i terapijskih postupaka, koristi se nekoliko parametara
koji su ve¢ dugo prepoznati po svojoj visokoj osjetljivosti, specificnosti 1 pozitivnoj

prediktivnoj vrijednosti. Ovi parametri odabrani su iz mnostva molekula koje stanice proizvode,
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a njihova je ucinkovitost potvrdena kroz dugogodisnje laboratorijske analize, opservacijska
istrazivanja 1 klinicke studije. Koncentracije tumorskih biljega, ispitivane u ranoj fazi
dijagnostike, smatraju se korisnima za rano otkrivanje raka i ¢esto se primjenjuju u probirnim
testovima. Neki od tih biljega danas imaju ve¢u vaznost u pracenju lijeCenja i dugorocnom

nadzoru pacijenata.

Takoder, kod odredenih vrsta tumora, biljezi igraju klju¢nu ulogu u pracenju tijeka terapije,
procjeni uspjesnosti neoadjuvantnih tretmana, kirurskih intervencija, adjuvantne kemoterapije

i radioterapije te u nadzoru mogucéeg povratka bolesti.

SEPTO (,, SEPTIN9®) je €lan obitelji proteina koji vezu GTP (gvanozin trifosfat). Ima znacajnu
ulogu u kljuénim stani¢nim procesima, ukljucujuci promet vezikula, apoptozu i diobu stanica.
U kontekstu karcinogeneze, tumorske stanice raka debelog crijeva oslobadaju mSEPT9 u
perifernu krv. Ova karakteristika omogucuje relativno jednostavno i1 ucestalo otkrivanje
mSEPTOY, prije, tijekom 1 nakon kirurSkih intervencija. Otkrivanje mSEPT9 u krvi potencijalno
moze pomoc¢i u identificiranju i1 pracenju pacijenata oboljelih od raka debelog crijeva.
Istrazivanja usmjerena na analizu cirkuliraju¢e tumorske DNK u dijagnostici raka debelog
crijeva pokazala su da je hipermetilacija SEPT9 jedan od najto¢nijih biomarkera. Pokazana je
visoka osjetljivost ovog biomarkera (do 100%) kao i snazna specifi¢nost (do 97%) za

uznapredovali stadij raka debelog crijeva [36].

Karcinoembrionalni antigen ljudskog probavnog sustava (CEA), je glikoprotein specifi¢an za
karcinomska tkiva probavnog sustava i fetalna tkiva [37]. Clanovi CEA podskupine vezani su
uz stanicnu membranu te pokazuju slozeni obrazac ekspresije u normalnim i tumorskim
tkivima, pri ¢emu se CEA posebno istiCe selektivnom ekspresijom u epitelu [38]. CEA
biomarker se uglavnom koristi za pracenje ucinka terapije 1 pokazatelj je ponovne aktivacije
bolesti. Manje poviSenje koncentracije CEA nakon operativnih zahvata moze nam ukazati na
lokalni povratak bolesti, dok visoko povecanje koncentracije CEA ukazuje na postojanje

metastaza [39].

Karcinoantigen 19-9 (CA 19-9) je glikoprotein vazan u dijagnostici raka debelog crijeva. Ve¢ina
istrazivaca zakljucila je da je osjetljivost CA 19-9 znatno niza od osjetljivosti CEA te da su
poviSene razine CA 19-9 lo§ prognosticki faktor [40]. CA 19-9 (ugljikohidratni antigen) je
glikoprotein visokog molekularnog tezinskog koeficijenta koji se moze osloboditi u krvotok.
Ovaj biljeg koristi se u dijagnostici karcinoma gusterace, raka debelog crijeva i raka Zeluca.

Kao 1 CEA, nije specifi¢an za odredeni histoloski tip karcinoma niti za organ iz kojeg potjece.

11



Medutim, kombinirani testovi CEA i CA 19-9 mogu povecati dijagnosticku osjetljivost.
Nadalje, odredivanje razina oba biljega koristi se kao postoperativni prognosticki faktor za

procjenu stadija bolesti 1 prezivljenja [39].

Tkivno-specifi¢ni antigen polipeptida (TPS) opisan je kao koristan tumorski biljeg u mnogim
malignim tumorima, kao i pokazatelj odgovora na kemoterapiju kod uznapredovalih
gastrointestinalnih karcinoma. TPS je jedinstveni konjugirani lanac polipeptida koji se
proizvodi u razli¢itim fazama molekularnog ciklusa (S ili G2) te se nakon mitotske diobe
oslobada u tkivo. Visoka koncentracija TPS-a oznacava tumorsku aktivnost, ali ne nuzno i masu
tumora. Razine TPS-a u krvi, koje su snazno povezane s proliferacijom stanica raka, funkcija

su brzine stani¢ne diobe [40].

1.1.8. Patologija

Histologija ostaje klju¢na za odredivanje stadija raka 1 planiranje lijeCenja. Uz TNM
klasifikaciju (sustav koji se koristi za odredivanje stadija karcinoma), sve vazniji postaju
histolosko podtipiziranje, gradiranje i procjena limfati¢ne, perineuralne i venske invazije.
Tumorski biljezi poput MMR testa (engl. mismatch repair — MMR) 1 imunoloskog skora
dobivaju na znacaju, posebno za identifikaciju Lynchovog sindroma i prilagodbu terapije.
MMR testiranje se rutinski provodi imunohistokemijom, dok se PCR testiranje za MSI koristi
u nejasnim slucajevima. Mutacije gena RAS 1 RAF imaju vaznu ulogu kao prognosticki 1

prediktivni biljezi u lije€enju raka debelog 1 zavr$nog crijeva [19,41].
1.1.9. Lijecenje

Dijagnoza raka debelog crijeva zahtijeva sveobuhvatnu preoperativnu procjenu s ciljem
odredivanja lokalizacije tumora, procjene metastatske bolesti te identifikacije ¢imbenika

povezanih s pacijentom i tumorom koji mogu utjecati na ishod ili promijeniti terapijski pristup.

Neki rani karcinomi mogu se uspjesno lijeciti iskljuc¢ivo lokalnim terapijskim pristupom.
Ucestalost ranih oblika raka debelog crijeva povecana je zahvaljujuci programima probira, koji
omogucuju otkrivanje malignih polipa u ranoj fazi. Takvi se polipi Cesto mogu ukloniti
endoskopskom resekcijom i biopsijom zahvacenog tkiva [42]. Ova tehnika omogucuje patologu
preciznu analizu rizicnih znacajki, ukljuujué¢i dubinu invazije submukoze, stupanj
diferencijacije, prisutnost limfne invazije 1 pupanje tumora, kao i procjenu dubokih 1 lateralnih
rubova. Endoskopska resekcija dokazano je odrziva opcija za velike polipe i karcinome T1
stadija, pruzajuci prednost sigurnosti i nizih troskova u usporedbi s kirurskim zahvatom [19,43].
U slu€ajevima kada je endoskopska resekcija izazovna ili je rizik od komplikacija visok zbog
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razli¢itih ¢imbenika specifi¢nih za polip, poput veliCine, lokacije, izgleda 1 sesilne prirode,
kombinirana endoskopska i laparoskopska kirurgija (CELS) moze znacajno smanjiti troskove i

stopu komplikacija, a istovremeno o¢uvati debelo crijevo pacijenta [42].

Kirurski zahvat ostaje temelj terapije raka debelog crijeva kada je cilj lijecenje s kurativnom
namjerom. Kvaliteta kirurSke resekcije kljucno je mjerilo ishoda i moZze se procijeniti
objektivnim parametrima. Laparoskopska kirurgija postala je standardna metoda lijecenja raka
debelog crijeva u mnogim zemljama, s dokazanim kratkorocnim prednostima potvrdenim u

randomiziranim studijama i populacijskim istrazivanjima [42].

Radioterapija se koristi u lije€enju lokalno uznapredovalog raka rektuma i metastatskog raka
debelog crijeva. Standardna preoperativna terapija ukljucuje neoadjuvantnu radioterapiju s
kemoterapijom, koja smanjuje volumen tumora i smanjuje lokalne recidive. Postoje dvije vrste
terapije: dugotrajna (50,4 Gy u 25-28 frakcija) 1 kratkotrajna (25 Gy u 5 frakcija), s razli¢itim
profilima komplikacija [44]. Kod metastatskog raka debelog crijeva, stereotakticka ablativna
radioterapija (SABR) koristi se za lijeCenje metastaza u jetri 1 plu¢ima, posebno kod pacijenata
koji nisu kandidati za operaciju, ali uz ograni¢enja zbog osjetljivosti zdravih tkiva i visokih
stopa recidiva. Kombinacija SABR-a s drugim terapijama moze poboljsati ishode. Ovakav
multidisciplinarni pristup omogucuje personalizirano i precizno lijecenje, optimizirajuci ishode

za pacijente s rakom debelog i zavr$nog crijeva (39, 41).

1.1.10. Kemoterapija, imunoterapija i bioloSka terapija

Lijecenje raka debelog crijeva kemoterapijom, imunoterapijom i bioloSkom terapijom ovisi o
stadiju bolesti, prisutnosti metastaza i molekularnim obiljezjima tumora (Slika 2). Provesti ovo
u praksu, potrebno je razumjeti kako specifi¢ne terapije djeluju u skladu s karakteristikama
tumora, $to je posebno vazno s obzirom na heterogenost bolesti i odgovor na terapiju. Uloga
imunoterapije postaje sve znacajnija, jer se pokazuje da moZe znacajno poboljSati ishod
pacijenata, posebno u kontekstu progresivnog oblika bolesti. Razli¢iti biomarkeri mogu

dodatno pomoc¢i u personalizaciji tretmana i optimizaciji klinic¢kih ishoda.

Kemoterapija je medicinski tretman koji koristi lijekove za uniStavanje stanica raka ili
zaustavljanje njihovog rasta. Cilj kemoterapije je smanjiti veliCinu tumora, sprijeciti Sirenje
raka ili eliminirati stanice raka koje su se prosirile po tijelu. Standardni lijekovi u kemoterapiji
raka debelog crijeva su citostatici bazirani na fluorouracilu. 5-fluorouracil (5-FU) je citostatik
koji se koristi u lijeCenju raka debelog crijeva samostalno (kapecitabin - oralni oblik 5-FU) ili

kombiniran s leukovorinom 1 oksaliplatinom (FOLFOX protokol) ili leukovorinom 1
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irinotekanom (FOLFIRI protokol) [45]. Primjenjuje se intravenski ili oralno u ciklusima svakih
2-3 tjedna, obicno tijekom 3-6 mjeseci za adjuvantnu terapiju nakon operacije ili dulje za

metastatsku bolest.

Imunoterapija je oblik lijecenja raka koji koristi pacijentov vlastiti imunoloski sustav za borbu
protiv tumora. Cilj imunoterapije je pojacati ili ponovno aktivirati imunoloski odgovor tijela
kako bi prepoznao 1 uniStio stanice raka. Imunoterpija je bazirana na koriStenju
pembrolizumaba i1 nivolumaba koji se koriste kod tumora s visokim mikrosatelitskim
nestabilnostima (MSI-high) ili nedostatkom popravka neuskladenih baza (AMMR) [46,47].
Nacin primjene je intravenozno svaka 2-3 tjedna, ovisno o lijeku. Cilj ovakve terapije je
poticanje imunoloSkog sustava na prepoznavanje i1 uniStavanje stanica raka. Uglavnom se

koristi za metastatski rak [48].

Bioloski lijekovi u terapiji raka su medicinski pripravci proizvedeni iz zivih organizama ili
njihovih derivata koji ciljano djeluju na specifi¢ne molekule ili procese unutar stanica raka ili
njihovog mikrookruzenja. Za razliku od tradicionalnih kemoterapijskih lijekova koji
nespecifi¢no unistavaju stanice koje se brzo dijele, bioloski lijekovi imaju precizan mehanizam
djelovanja, ¢ime se smanjuju nuspojave i povecava ucinkovitost terapije. Od bioloskih lijekova
najcesce se koriste Bevacizumab (anti-VEGF), cetuksimab i panitumumab (anti-EGFR). Nacin
primjene je intravenozno u kombinaciji s kemoterapijom, obi¢no svaka 2-3 tjedna.
Bevacizumab sprjecava stvaranje krvnih zila koje hrane tumor, dok anti-EGFR terapija djeluje
na tumore s divljim tipom gena KRAS/NRAS [47]. Optimalni pristup odreduje se na temelju

stadija bolesti, genetskih testova i opéeg zdravstvenog stanja pacijenta.

Bioloski lijekovi Novi lijekovi Ciljana terapija

* Fluorouracil ¢ Anti-VEGF ¢ Regorafenib ¢ Imunoterapija
 Oksaliplatin lijekovi e Trifurane- » BRAF ili BRAF
e |rinotekan e Anti-EGFR pipidin (TAS- plus

lijekovi 102) e MEK inhibitori

Slika 2. Terapija u lijecenju raka debelog i zavrsnog crijeva (prilagodeno prema referenci 19)
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Sustavna terapija metastatskog raka debelog crijeva prilagodava se tumorskim biljezima
specifinim za pojedinog bolesnika i karakteristikama bolesti. Razvoj ucinkovitih terapijskih
opcija, u kombinaciji s napretkom u kirurSkim i povezanim specijalnostima, znacajno se

produzilo ukupno prezivljavanje pacijenata.

Klju¢na odluka u lijecenju metastatskog raka debelog crijeva jest odredivanje terapijskog cilja
— kurativnog 1ili palijativnog. Ta odluka prvenstveno ovisi o opsegu metastatske bolesti. U
odredenim sluCajevima, ograni¢ene metastaze mogu biti kirurSki resecirane s ciljem
potencijalnog izljecenja. Takoder, kod pacijenata sa Siroko rasprostranjenim metastazama,
uspjeSna primjena sustavne terapije moze omogucditi lokalno lijecenje u svrhu dugotrajnog
upravljanja boles¢u. Konverzijske terapije, usmjerene na smanjenje veli¢ine tumora kako bi

postali prikladni za kirurSku resekciju, sve se viSe koriste u ovakvim slucajevima.

Sustavna terapija za metastatski rak debelog crijeva temelji se na kemoterapijskim protokolima
koji ukljucuju fluoropirimidine, oksaliplatin i irinotekan, primijenjene u dvostrukim ili
trostrukim kombinacijama. Ovi rezimi ¢esto se nadopunjuju bioloskim lijekovima, odabranim
na temelju specifi¢nih karakteristika tumora i pacijenta, poput molekularnih biljega. Pacijenti s
metastatskim rakom debelog i zavrsnog crijeva obi¢no prolaze kroz nekoliko linija terapije,

prilagodenih njihovom klinickom stanju i odgovoru na lije¢enje [42].

Uz standardne terapijske modalitete, istrazivanja sve viSe ukljucuju alternativne terapije poput
protuupalnih lijekova, probiotika i lijekova na bazi zlata, s ciljem povecanja ucinkovitosti
lijeCenja 1 smanjenja nuspojava. Ove inovativne strategije predstavljaju vazan korak prema

personaliziranom pristupu u lijeCenju metastatskog raka debelog crijeva [49].

1.1.11. Mikrookolis raka debelog crijeva

Tumorski mikrookoli§ igra klju¢nu ulogu u razvoju, progresiji i terapijskoj otpornosti raka
debelog crijeva. Naime, interakcije izmedu tumorskih stanica 1 okolnih, stani¢nih 1 ne-stani¢nih
komponenti, kao $to su imunoloske stanice, strome 1 ekstracelularna matrica, oblikuju
imunoloske odgovore i mogu dovesti do stvaranja povoljnog okruZenja za rast tumora.
Istrazivanje ovih interakcija otkriva moguénosti za ciljanje specificnih mehanizama unutar
mikrookoliSa tumora kako bi se unaprijedila terapija. Primjerice, koriStenje kratkolancanih
masnih kiselina (SCFAs; eng. Short-chain fatty acids) moze poboljSati imunoloske odgovore 1
pospjesiti ucinkovitost lijeCenja raka debelog crijeva, ¢ime se naglasava vaznost mikrookolisa
u strategijama lijeCenja. Ova vaZnost dodatno je objaSnjena u nedavnim istrazivanjima koja

pokazuju potencijal mRNA-baziranih cjepiva koje istovremeno ciljaju heterogene populacije
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raka, ukljucujuci one s KRAS mutacijama, te tako unapreduju terapijske odgovore i smanjuju

rast tumora u prisutnosti imuno-supresivne mikrookoline [50].

Aktivirani fibroblasti povezani s rakom (CAF; engl. cancer-associated fibroblast) poticu rast
tumora, stvaranje novih krvnih Zzila i invaziju, dok istovremeno stvaraju imunosupresivno
okruzenje kroz izlu€ivanje citokina i kemokina [51]. Takoder, korisStenje imunoloskih blokada,
kao §to su inhibitori PD-1 1 PD-L1, pokazalo je uspjeh u lijeCenju raznih tipova raka, no otpor
prema tim terapijama ostaje veliki problem, S§to dodatno istiCe potrebu za boljim

razumijevanjem interakcija unutar mikrookoline [52].

Tumori u crijevima, poput raka debelog crijeva, imaju raznolike stanicne komponente koje ¢ine
mikrookruzenje tumora. Medu tim stanicama, imunoloske stanice koje prodiru u tumor su
vazne za promjenu imunoloskog odgovora i mogu utjecati na rezultate lijecenja. Na primjer, te
stanice mogu biti prepreka ili pomo¢ u lijecenju, u zavisnosti o stanju stanicne infiltracije i
interakciji s drugim komponentama mikrookruzenja [53]. Takoder, Wnt signalizacija, koja je
bitna za razvoj 1 odrZzavanje stanica, povezana je s karcinogenezom. Ovaj put moZe utjecati na
karcinomske mati¢ne stanice, metastazu i kontrolu imunoloskih odgovora [54]. Razumijevanje
ovih interakcija je vazno za razvoj ucinkovitih strategija lijeCenja, obzirom da pravilna
modifikacija stanicnih komponenti moze poboljsati rezultate lijeCenja 1 smanjiti otpornost na
lijecenje.

1.2. Fitokemikalije

Fitokemikalije su prirodni spojevi prisutni u biljkama koji imaju kljuénu ulogu u ocuvanju
ljudskog zdravlja 1 pruzanju raznolike zdravstvene koristi. Fitokemikalije ¢ine raznolik skup
bioaktivnih spojeva koje klasificiramo prema kemijskoj strukturi, ukljuuju polifenole,
alkaloide, karotenoide i spojeve dusika [55]. Ovi spojevi prirodno se nalaze u vocu, povréu,
Zitaricama 1 drugim biljnim proizvodima te su Cesto odgovorni za specifi¢ne karakteristike
biljaka, poput pigmentacije boje i mirisa. Stovise, mnogi od njih kljuéni su za zastitu domadina
od virusa, parazita 1 drugih Stetnih vanjskih ¢imbenika. IstraZivanja su pokazala da ovi spojevi
mogu utjecati na proliferaciju stanica i regulaciju stanicnog ciklusa te obi¢no sudjeluju u raznim
signalnim putevima koji su ¢esto poremeceni tijekom inicijacije, proliferacije i Sirenja tumora
[55,56]. BioloSka aktivnost fitokemikalija moze zna€ajno varirati ovisno o pripremi i prirodi

biljaka $to dodatno naglaSava vaznost daljnih istrazivanja i zanimanja znanstvenika.

Mnoge fitokemikalije, koje se nalaze u razli¢itim biljkama, pokazuju vazne farmakoloSke

ucinke 1 predmet su intenzivnih istrazivanja. Na primjer, fenolne kiseline i flavonoidi, prisutni
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u vocu i povréu, djeluju kao snazni antioksidansi, Stite¢i stanice od oksidacijskog stresa i
smanjujudi rizik od kroni¢nih bolesti kao $to su sréane bolesti i rak [56]. Takoder, saponini u
nekim biljkama pokazuju protuupalna svojstva, Sto sugerira mogucu primjenu u lijeCenju
upalnih stanja. Istrazivanja pokazuju Sirok spektar bioaktivnih tvari koje ne samo da hrane
tijelo, nego 1 jacaju imunoloski sustav i Stite od raznih bolesti [57]. Razli€iti oblici prirodnih
proizvoda, kao §to su zacini 1 biljni ekstrakti, pomazu u regulaciji metabolizma i poboljSavaju
probavu, Sto dodatno potvrduje vaznost ubacivanja fitokemikalija u svakodnevnu prehranu
[57]. Tako farmakoloski ucCinci fitokemikalija ne samo da pomazu zdravlju, nego takoder

otvaraju nove mogucnosti za inovativne pristupe u modernoj medicini.

Fitokemikalije |
|

I I I I I I |

Glikozidi | I Alkaloidi IpousaharidiI | Lektini | I Saponini I | Terpenti
steroli

Polifenoli

Flavonoidi Ne-flavonoidi

Flavoni

. Fenolne
Izoflavoni s
kiseline

Flavani-3-oli Hidrokisbenzojeva Hidroksicinamicéna
kiselina kiselina

Flavanoni

TN

Antocijani

Slika 3. Klasifikacija fitokemikalija (prilagodeno prema [58] )

1.2.1. Fitokemikalije u prevenciji i lijeCenju raka debelog crijeva

Epidemioloska istraZivanja pokazala su povezanost unosa hrane bogate fitokemikalijama s
nizim rizikom od raka debelog crijeva. Utvrdeno je da fitokemikalije mogu modulirati klju¢ne
stani¢ne signalne puteve ciljajuci razliite faze razvoja raka debelog crijeva ukljucujuéi faze
inicijacije do faze progresije. KoriStenjem in vitro i in vivo modela, prehrambene fitokemikalije
su povezane s nizom antikancerogenih aktivnosti: antiproliferacijom, blokadom stani¢nog
ciklusa, izmjenom popravka DNA, indukcijom apoptoze, protuupalnim djelovanjem,
aktivacijom gena supresora tumora i supresijom onkogena, regulacijom razina hormona i

¢imbenika rasta te inhibicijom invazije, angiogeneze i metastaza [56,59,60]. Ucinkovitost
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fitokemikalija dokazana je u modulaciji karcinogenih procesa putem izmjene razli¢itih
molekularnih meta, poput Wnt/B-katenina, PI3K/Akt/mTOR, MAPK (p38, INK i Erkl1/2),
EGFR/Kras/Braf, TGF-/Smad2/3, STAT1-STAT3, NF-kB, Nrf2 i kompleksa ciklina-CDK
[56,59,61]. Mnogi od ovih signalnih puteva mogu predstavljati terapijsku metu novih
suvremenih programa za otkrivanje novih lijekova u lijeCenju raka debelog -crijeva.
Fitokemikalije i njihovi derivati imaju znacajnu ulogu u istrazivanjima lijeCenja raka,
ukljucujuci i rak debelog crijeva. Medutim, vecina fitokemikalija i njihovih derivata koristi se
eksperimentalno, u klini¢kim ispitivanjima ili kao komplementarna terapija, ali ne 1 kao

standardni dio protokola.

1.2.1.1. Fitokemikalije u istraZivanjima lijeenja raka

Kurkuminoidi, €iji je glavni predstavnik kurkumin, prirodni su spojevi koji se nalaze u korijenu
kurkuma (lat. Curcuma longa) iz obitelji dumbira (lat. Zingiberaceae) i jedni od najvise
istrazenih biljnih spojeva u ovom podru¢ju. Poznati su po svom antioksidacijskom,
protuupalnom 1 antiproliferativnom djelovanju [62]. Kurkumin moze modulirati faktore rasta i
nekoliko signalnih puteva koji su odgovorni za inicijaciju, proliferaciju i progresiju raka

debelog crijeva.

U stanicama raka debelog crijeva kurkumin ili njegovi analozi su inhibirali stani¢nu
ekspresije EGFR, PI3k/Akt/mTOR, MEK, Wnt/B-katenin, GSK-3 kinaza i NF-«xB, kao i porast
ekspresije signalizacije p-Erk1/2 1 p-AMPK [63,64]. Dodatno, koriStenje kurkumina izazvalo
je disfunkciju mitohondrija i lizosoma te aktivaciju autofagije $to je induciralo stani¢nu smrt.
Iako je kurkumin u klini¢kim ispitivanjima pokazao potencijal za modulaciju upalnih procesa i
inhibiciju rasta stanica raka debelog crijeva, jo§ uvijek nije standardiziran za terapijsku

upotrebu [64].

Resveratrol, koji se nalazi u grozdu, kikirikiju i bobiastom vocu, poznat je po svo0joj
sposobnosti indukcije apoptoze te inhibicije angiogeneze i1 metastaza. U istrazivanjima,
resveratrol je inducirao apoptozu aktiviranjem mitohondrija, direktinim ili indirektnim putem,
reguliranjem ekspresije proapoptotickih proteina kao Sto su Bok, Bakl1, Bik, Bad, Noxa, Bax,
Apafl 1 p53, te u isto vrijeme smanjujuci ekspresiju antiapoptotskih proteina Bcl-xL, Bcl-2 i
Bagl u stanicama raka debelog crijeva SW-620 1 LoVo [65,66]. U stanicama raka debelog
crijeva SW620 1 HCT116 povecao je ekspresiju cijepanih oblika proteina PARP, te kaspaza-3,-
7 1-9. Regulira signalne puteve poput p53, PI3K/Akt i NF-xB, §to ga ¢ini zanimljivim
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kandidatom za istraZivanja u prevenciji raka debelog crijeva [65,66]. Posebno se proucava

njegov potencijal za inhibiciju razvoja polipa kod osoba s visokim rizikom od razvoja raka.

Epigalokatehin-3-galat (EGCG) je snazan antioksidans prisutan u zelenom caju (lat. Camellia
sinensis). U razli¢itim stani¢nim linijama raka debelog crijeva pokazano je da EGCG djeluje na
modulaciju viSestrukih signalnih puteva. EGCG je inhibirao proliferaciju stanica inhibicijom
Wnt/B-katenin i PI3K/Akt signalnih putova i induciranje apoptoze putem aktivacije pS3-ovisnih
1 p53-neovisnih signalnih puteva [67]. Dodatno, njegovo djelovanje ukljucuje inhibiciju
angiogeneze i metastaza te poticanje apoptoze [68]. Pretklinicke studije pokazale su da EGCG
smanjuje rast tumora raka debelog crijeva, ¢ime je privukao pozornost kao potencijalno

sredstvo u prevenciji raka debelog crijeva.

Genistein, izoflavon koji se nalazi u soji, ima antikarcinogena svojstva jer potice apoptozu i
inhibira angiogenezu. Kemopreventivno djelovanje genisteina ili njegovih derivata pokazano
je u inhibiciji progresije raka debelog crijeva gdje u ekspreimentalnim modelima inhibira
signalni put Wnt/B-katenin [69]. Antiproliferativno djelovanje temelji se na regulaciji signalnih
puteva poput MAPK i PI3K/Akt. Apoptoticka smrt stanica raka debelog crijeva povezana su s
inhibicijom NF-«B put, kao i smanjenim Bcl-2 proteinom, pojatanom ekspresijom Bax proteina

[69,70].
1.2.1.2. Fitokemikalije u standardnim protokolima za lijeCenje raka

lIako fitokemikalije u svom izvornom obliku nisu ¢esto dio standardnih protokola za lijecenje
raka, njihovi derivati 1 sintetizirani spojevi zna¢ajno su doprinijeli razvoju moderne onkologije.
Dva takva spoja s korijenima u fitokemijskom istrazivanju isticu se svojom primjenom:

paklitaksel 1 irinotekan.

Paklitaksel, poznat i pod trgovackim imenom Taxol, prirodni je spoj dobiven iz kore pacificke
tise (lat. Taxus brevifolia). Ovaj spoj pokazuje snazno antitumorsko djelovanje inhibicijom
stani¢ne diobe, Sto postize stabilizacijom mikrotubula tijekom mitoze, ¢ime sprjecava
razdvajanje kromosoma [71,72]. Paklitaksel se koristi u lijeCenju nekoliko vrsta raka,
ukljucujuéi rak dojke, jajnika i plu¢a. Medutim, iako je izuzetno u¢inkovit u tim indikacijama,
paklitaksel nije dio standardnih protokola za lijecenje raka debelog crijeva, jer za tu vrstu raka

nije pokazao dovoljno ciljanog ucinka.

S druge strane, irinotekan, polusintetski derivat kamptotecina, ima klju¢nu ulogu u terapiji raka

debelog crijeva. Kamptotecin je prirodni alkaloid izoliran iz biljke Camptotheca acuminata,
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poznate 1 kao "stablo srece". Irinotekan djeluje kao inhibitor enzima topoizomeraze I, koji je
odgovoran za relaksiranje zavojitosti DNA tijekom replikacije. Inhibicijom topoizomeraze I,

irinotekan izaziva prekide u DNA lancima, Sto dovodi do smrti stanica raka [73,74].

Irinotekan je posebno znacajan u lijeCenju metastatskog raka debelog crijeva, gdje se Cesto
primjenjuje u sklopu FOLFIRI protokola. Ovaj protokol kombinira irinotekan s leukovorinom
(folnom kiselinom) i 5-fluorouracilom, djelujuci sinergijski kako bi usporio progresiju bolesti i
poboljsao prezivljenje bolesnika. Irinotekan se pokazao izuzetno korisnim u lijeCenju bolesnika
¢ija je bolest uznapredovala, a njegova uloga u standardnim protokolima ¢ini ga jednim od

najvaznijih lijekova temeljenih na istrazivanju fitokemikalija [73,74].

Ovi primjeri isticu kako prirodni spojevi i njihovi derivati mogu pruziti temelj za razvoj

ucinkovitih terapija protiv raka, ukljuc¢ujuéi i one koje su postale standard u klini¢koj praksi.
1.2.1.3. Fitokemikalije u potpornoj terapiji raka debelog crijeva

Fitokemikalije, iako nisu dio glavnih terapijskih protokola, ponekad se koriste za ublazavanje
nuspojava koje prate kemoterapiju, pruzajué¢i podrsku pacijentima tijekom lijecenja. Dva
primjera fitokemikalija koje su se pokazale korisnima u tom kontekstu su gingerol 1

proantocijanidini.

Gingerol, bioaktivni spoj koji se nalazi u dumbiru (lat. Zingiber officinale), Cesto se koristi za
smanjenje mucnine 1 povrac¢anja povezanih s kemoterapijom. Njegovo djelovanje temelji se na
sposobnosti moduliranja receptora serotonina i drugih puteva povezanih s gastrointestinalnim

sustavom, ¢ime se ublaZava osjecaj nelagode kod pacijenata [75]. Pumbir i njegovi ekstrakti

Proantocijanidini, snazni antioksidansi prisutni u brusnicama (lat. Vaccinium macrocarpon),
pokazali su potencijal u smanjenju oksidacijskog stresa izazvanog kemoterapijom.
Kemoterapijski lijekovi Cesto uzrokuju povecanu proizvodnju reaktivnih kisikovih spojeva, Sto
moze oStetiti zdrave stanice. Proantocijanidini djeluju neutralizacijom tih spojeva i zaStitom

stanica od oksidacijskih oste¢enja, ¢ime pridonose smanjenju nuspojava terapije [76].
1.2.2. Utjecaj fitokemikalija na modulaciju oksidacijskog stresa u raku debelog crijeva

Oksidacijski stres u stanici nastaje kada postoji neravnoteza izmedu proizvodnje reaktivnih
kisikovih spojeva (ROS, engl. reactive oxygen species) i sposobnosti stanice da ih neutralizira

pomocu antioksidacijskih sustava. Ovo stanje moze dovesti do oSte¢enja biomolekula kao $to
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su proteini, lipidi 1 DNA, $§to moZe utjecati na normalnu funkciju stanice i dovesti do bolesti,

primjerice tumora.

Jedna od klju¢nih prednosti fitokemikalija je njihova selektivnost. Ovi ucinci ovise o
koncentraciji fitokemikalija i specificnom okruzenju stanica. U zdravim stanicama, pri nizim
koncentracijama, djeluju kao antioksidansi, neutralizirajuci slobodne radikale i Stite¢i stanice
od oksidacijskog stresa. S druge strane, u tumorskim stanicama, vise koncentracije
fitokemikalija mogu inducirati oksidacijski stres, Sto dovodi do oSte¢enja i apoptoze, odnosno
smrti stanica raka. Ova selektivnost temelji se na razlikama u razinama reaktivnih kisikovih
spojeva i kapacitetu za neutralizaciju oksidacijskog stresa izmedu zdravih 1 tumorskih stanica

[77].

Fitokemikalije, kao $to su resveratrol, EGCG i kurkumin, neutraliziraju reaktivne kisikove
spojeve u zdravim stanicama [62,66,67,76]. One Stite biomolekule poput DNA, lipida i proteina
od oksidacijskih oStecenja aktiviranjem endogenih antioksidacijskih enzima poput superoksid
dismutaze (SOD) 1 glutation peroksidaze (GPx). Takoder poticu ekspresiju regulatora
oksidacijskog stresa, poput Nrf2, koji pokreée antioksidacijske gene i enzime za detoksikaciju
[78,79]. Ovi spojevi popravljaju osteCenja DNA i1 smanjuju ucestalost mutacija. Njihovo

djelovanje smanjuje rizik od transformacije zdravih stanica u tumorske.

Tumorske stanice imaju poviSenu razinu ROS-a zbog ubrzanog metabolizma 1 defektnih
antioksidacijskih sustava. Fitokemikalije, poput kurkumina 1 sulforafana, pojacavaju
proizvodnju ROS-a, ¢ime premasuju sposobnost tumorskih stanica za neutralizaciju
oksidacijskog stresa [76]. Ovo dovodi do oSte¢enja DNA, mitohondrijske disfunkcije i
aktivacije apoptotickih puteva. Povecana razina oksidacijskog stresa poti¢e smrt tumorskih
stanica putem apoptoze. Fitokemikalije reguliraju proapoptotske signalne puteve poput p53 i
Bax te inhibiraju antiapoptotske proteine (Bcl-2), ¢ime ciljaju specifiéne mehanizme

prezivljavanja tumorskih stanica [76,79].

Istrazivanja su pokazala da fitokemikalije kao $to su flavonoidi mogu utjecati na oksidacijski
stres, poticu¢i procese poput apoptoze i autofagije, ¢ime se usporava rast tumora. Kljucni
regulatorni proteini, kao $to je Nrf2, igraju klju¢nu ulogu u stani¢noj obrani od oksidacijskog
oStecenja pojacavanjem ekspresije antioksidacijskih gena [78]. Disregulacija ovog puta moze
rezultirati smanjenom stanicnom obranom, omogucéujué¢i nekontroliranu proliferaciju i

prezivljavanje malignih stanica. Naime, aktivacija putova poput MAPK 1 PI3K/Akt, Cesto
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pogorsana oksidacijskim stresom, dodatno pridonosi onkogenezi promicanjem rasta stanica i

mehanizama prezivljavanja [76,79].
1.2.3. Utjecaj fitokemikalija na modulaciju apoptoze u raku debelog crijeva

Apoptoza je programirani proces stani¢ne smrti koji organizmu omogucuje uklanjanje
ostecenih, nepotrebnih ili potencijalno Stetnih stanica kako bi se odrzala stani¢na homeostaza i
sprijecile bolesti poput raka. Fitokemikalije imaju izrazenu sposobnost modulacije signalnih
puteva odgovornih za apoptozu, proliferaciju 1 metabolizam stanica, osobito kod raka debelog
crijeva. Njihova uloga u regulaciji signalizacijskih kaskada, poput MAPK, PI3K/Akt i mMTOR
puteva, kljucna je za vradanje ravnoteze stanic¢nih procesa koji su ¢esto poremeceni u malignim

stanicama [76].

MAPK signalni put, odgovoran za regulaciju proliferacije, diferencijacije i apoptoze, Cesto je
disreguliran u raku debelog crijeva. Kurkumin i resveratrol, kao dva najviSe istraZivana
fitokemijska spoja, pokazali su sposobnost inhibicije fosforilacije proteina u MAPK signalnom
putu, ukljucuju¢i ERK 1 p38 kinaze [64,66]. Ovi ucinci rezultiraju smanjenjem proliferacije
tumorskih stanica i poticanjem apoptotskih procesa, ¢ime se prekida progresija tumora i

smanjuje njihova otpornost na terapiju.

Uloga PI3K/Akt signalnog puta, ¢ija disregulacija ¢esto vodi ka prezivljavanju i otpornosti
tumorskih stanica, dodatno isti¢e vaznost fitokemikalija u terapiji raka debelog crijeva. Spojevi
poput kurkumina djeluju inhibicijom PI3K/Akt puta, aktivirajuci efektore poput FOXO3a, koji
potic¢e ekspresiju pro-apoptotskih gena i odgovora na stani¢ni stres [76,80]. Ova modulacija
potiCe proces apoptoze 1 smanjuje staniCnu otpornost na citotoksi¢ne agense. Nadalje,
resveratrol, poznat po svojim protuupalnim 1 antioksidacijskim svojstvima, dodatno doprinosi
inhibiciji ovih signalnih puteva, istodobno smanjujuéi proliferaciju i povecavajuéi osjetljivost

stanica na kemoterapijske tretmane [76].

Signalni put mTOR, ¢esto hiperaktiviran u stanicama raka debelog crijeva, klju¢no je mjesto
djelovanja fitokemikalija. Ovaj put kontrolira anabolicke procese poput sinteze proteina i lipida,
koji su neophodni za rast tumorskih stanica. Kurkumin je pokazao sposobnost inhibicije mTOR

puta, ¢ime se prekidaju ti procesi 1 poti¢e uniStavanje abnormalnih stanica [80].

Osim toga, fitokemikalije mogu aktivirati transkripcijski faktor FOXO3a, poticuci ekspresiju
gena kljuénih za apoptozu i odgovore na stani¢ni stres [81,82]. Ovaj dvostruki mehanizam

djelovanja otkriva potencijalnu strategiju u kojoj fitokemikalije mogu senzibilizirati stanice
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raka debelog crijeva na postojece terapijske protokole, ponovno uspostavljajué¢i normalnu
apoptotsku signalizaciju, $to u konacnici vodi smanjenju rasta tumora i poboljsanim ishodima

za pacijente.

Identifikacija i razumijevanje uloge proteina SIRT6 u apoptozi otvara nove moguénosti za
terapijska istrazivanja raka debelog crijeva. Kao klju¢ni regulator histonske acetilacije, SIRT6
utjeCe na ekspresiju brojnih gena povezanih s prezivljavanjem stanica i apoptozom. Njegova
sposobnost moduliranja MAPK puta pridonosi stani¢nim odgovorima na stres i apoptozu [83].
Osim toga, SIRT6 je povezan s regulacijom metabolizma glukoze i popravkom DNA, §to je
kljuéno za prezivljavanje stanica raka. Ciljanjem puteva u kojima je SIRT6 ukljucen,
fitokemikalije imaju potencijal preokrenuti otpornost na apoptozu kod stanica raka debelog
crijeva. Stoga bi istraZivanja usmjerena na razja$njavanje funkcije SIRT6 u kombinaciji s
drugim signalnim molekulama mogla otvoriti put inovativnim terapijskim strategijama koje
optimiziraju apoptotske odgovore i poveéavaju ukupnu ucinkovitost lijeCenja raka debelog

crijeva [84].

1.2.4. Utjecaj fitokemikalija na modulaciju autofagije (mitofagije) u raku debelog

crijeva

OdrZavanje homeostaze proteina te integriteta 1 funkcije organela klju¢no je za stani¢nu
homeostazu 1 odrzivost stanica. Autofagija je glavni mehanizam koji posreduje u dostavi
razlicitih stani¢nih tereta do lizosoma radi razgradnje i recikliranja. Autofagija je stanicni
katabolicki proces koji razgraduje nefunkcionalne organele i1 nepravilno presavijene proteine,
igrajuci dvostruku ulogu u karcinogenezi, djelujuci kao supresor tumora ili promotor, ovisno o
kontekstu. U ranim fazama karcinogeneze, autofagija uklanja oSteene organele i odrzava
stani¢nu homeostazu, $to je klju¢no za sprjecavanje genomske nestabilnosti. Nasuprot tome, u
razvijenim tumorima autofagija moze omoguciti prezivljavanje tumorskih stanica pod
metaboli¢kim stresom 1 podrzati agresivne fenotipove osiguravanjem nutrijenata i energije
razgradnjom stani¢nih komponenti [85]. Opcenito, ucinci autofagije ovise o stadiju tumora,

specificnim onkogenim mutacijama i stani¢nom kontekstu.

Ovaj sloZen regulatorni mehanizam pod utjecajem je razlicitih stani¢nih signalnih puteva koje
fitokemikalije mogu modulirati. Na primjer, aktivacija PI3K/Akt/mTOR puta znacajno je
izmijenjena djelovanjem fitokemikalija, Sto poti¢e autofagiju u stanicama raka debelog crijeva,

¢ime se otkrivaju potencijalne terapijske strategije [76,85,86].
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Fitokemikalije, zahvaljuju¢i svojim raznolikim bioaktivnim spojevima, imaju znacajan utjecaj
na regulaciju autofagije. Primjerice, fitokemikalija kurkumin modulira autofagiju u raku
debelog crijeva kroz klju¢ne signalne puteve poput PI3K/Akt/mTOR 1 MAPK [86]. Kurkumin
inhibira mTORCI, koji inaCe potiskuje autofagiju, Cime se aktivira produkcija autofagosoma i
promice autofagija. Takoder, djeluje kao MEK inhibitor, $to sinergijski pojacava autofagiju i
apoptozu u KRAS-mutiranim stanicama raka debelog crijeva u kombinaciji s regorafenibom
[86]. Kombinacije kurkumina s drugim fitokemikalijama, poput resveratrola i krocina, dodatno
reguliraju gene povezane s autofagijom (Aktl, JAK2, STAT3), ¢ime se potvrduje njegova uloga
u inhibiciji PI3K/Akt puta i aktivaciji MAPK signalizacije [86].

PreZivljavanje stanica raka znacajno je odredeno dinamikom mitohondrija, osobito procesom
mitofagije, koji selektivno razgraduje oSte¢ene mitohondrije. Ovaj proces kljucan je za
odrzavanje stanicne homeostaze jer disfunkcionalni mitohondriji mogu povecati oksidacijski
stres 1 izazvati apoptozu. Kod raka debelog crijeva, mitofagija u suradnji s autofagijskim

procesima ima vaznu ulogu u prilagodbi stanica na stresne uvjete.

Mitohondriji, poznati kao "energetske centrale" zdravih stanica, proizvode manje energije u
tumorskim stanicama zbog metabolickog reprogramiranja, koje je rani znak karcinogeneze.
PTEN-inducirana kinaza 1 (PINK1), klju¢ni regulator mitofagije, odgovorna je za selektivnu
eliminaciju oStec¢enih mitohondrija putem autofagije. NaruSena mitofagija sve se vise povezuje

s razvojem bolesti, ukljucujuci rak debelog crijeva [87,88].

Prekomjerna ekspresija PINK1 u tumorskim stanicama debelog crijeva povecava mitofagiju,
smanjuje glikolizu 1 poboljSava mitohondrijsku respiraciju, djelomi¢no putem aktivacije p53
signalnih puteva [87]. Nasuprot tome, gubitak PINK1 smanjuje apoptozu, povecava glikolizu i
narusava mitohondrijsku funkciju. PINK1 se stoga pokazuje kao tumorski supresor, a njegova

ekspresija u in vivo modelima povecava stani¢nu smrt putem apoptoze i smanjuje rast tumora

[87].

Razumijevanje utjecaja fitokemikalija na autofagiju i mitofagiju moglo bi otvoriti nove
terapijske moguénosti za lijecenje raka debelog crijeva. Kompleksni regulatorni mehanizmi
koji ukljucuju interakcije fitokemikalija s autofagijskim sustavima isti¢u njihov potencijal u

ciljanim terapijama protiv raka.
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1.2.5. Oleanoli¢na kiselina

Oleanoli¢na kiselina (3fB-hidroksiolean-12-en-28-ojeva kiselina) jedan je od najces¢ih
pentaciklickih triterpenoidnih spojeva kojeg pronalazimo u razli¢itim biljnim izvorima.
Najvazniji izvori oleanoli¢ne kiseline u ljudskoj prehrani su masline (lat. Olea europaea L.), od
kojih spoj dobiva svoje ime, i njihovi proizvodi, poput maslinovog ulja [89]. Triterpenoidni
spojevi posjeduju velik farmakoloski potencijal, a njihovi biosintetski putevi u biljkama su
detaljno prouceni. U mnogim istrazivanjima oleanoli¢na kiselina je pokazala svoja
kemopreventivna, hepatoprotektivna, tumorsupresivna, kontraceptivna, protuupalna,

antioksidacijska, antimikrobna, antiparazitska, antivirusna i antineoplasti¢na svojstva [§9-93].

Slika 4. Kemijska struktura oleanolicne kiseline

Zbog ograniCene topljivosti u vodi 1 niske bioraspoloZivosti nakon oralne primjene, razvoj
oleanoli¢ne kiseline u farmakoloskom smislu nailazi na prepreke, Sto otezava potpuno
iskoriStavanje njezinog terapijskog potencijala. Jedna od strategija za prevladavanje ovih
izazova ukljucuje razvoj inovativnih farmaceutskih oblika oleanoli¢ne kiseline, poput
nanocestica, liposoma, ¢vrstih disperzija i fosfolipidnih kompleksa, koji omogucuju poboljSanu

otopljivost i apsorpciju [94,95].

Antitumorski utjecaj oleanoli¢ne kiseline ispitan je u mnogim in vitro 1 in vivo modelima raka
ukljucujudi rak jetre [96], dojke [97], pluca [98], prostate [99], guSterace [100], zeludca [101],
zucnog mjehura [102], hematoloskih karcinoma kao §to je leukemija [103] i rak debelog crijeva

[104].

Utjecaj oleanoli¢ne kiseline istrazivan je u razli¢itim stani¢nim linijama raka debelog crijeva

gdje su prikazani molekularni mehanizmi koji induciraju inhibiciju proliferacije stanica raka i
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stani¢nu smrt. Changxiao Hu i suradnici istrazili su mehanizam djelovanja oleanoli¢ne kiseline
na stanice raka debelog crijeva HCT-116 i SW-480 gdje su uvrdili da oleanoli¢na kiselina moze
ucinkovito inhibirati proliferaciju i vijabilnost stanica raka debelog crijeva. Pokazali su da
antitumorska aktivnost oleanoli¢ne kiseline je usko povezana s aktivacijom AMPK/mTOR
signalnog puta uz indukciju autofagije i apoptoze [105]. U drugom istrazivanju, Li Li i
suradnici, pokazali su kori§tenjem modela misSijeg xenografta za rak debelog crijeva i stanicne
linije HT-29 da oleanoli¢na kiselina znacajno inhibira rast tumora u volumenu 1 tezini te da
izaziva indukciju apoptoze i inhibiciju proliferacije stanica uz smanjenje ekspresije kljucnih

proteina Bcl-2, Cyclin D1 i CKD4, dok je ekspresija Bax-a i p21 bila snazno povecana [106].

Buduca istraZivanja trebala bi se fokusirati na dublje razjasnjenje molekularnih mehanizama
djelovanja oleanoli¢ne kiseline, kao i na istrazivanje njezine kombinacije s postoje¢im
kemoterapijskim spojevima radi poveéanja ucinkovitosti. Dodatno razumijevanje njezinih
interakcija unutar stanice i uloga u biologiji raka moglo bi unaprijediti nove terapijske strategije,

osobito u lijeenju raka debelog crijeva.

1.2.6. Betulinska Kiselina

Betulinska kiselina (3B-hidroksi-lupa-20(29)-enska-28-oinska kiselina) je pentaciklicki
triterpenoidni spoj koji se primarno izolira iz kore bijele breze. Betulinska kiselina i1 njezini
derivati (sintetizirani modifikacijom na C-3, C-20 i C-28 polozajima) posjeduju Sirok spektar
bioloSkih aktivnosti, ukljuuju¢i antitumorsko, protuupalno, anti-HIV, antimalarijsko,

antibakterijsko 1 antioksidacijsko djelovanje [107-109].

Slika 5. Kemijska struktura betulinske kiseline
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Brojna istrazivanja pokazala su znaCajne antitumorske ucinke betulinske kiseline kod
melanoma [110], raka prostate [111], raka dojke [112], raka debelog crijeva [113] i raka pluca
[114]. Antitumorska svojstva i1 citotoksicnost betulinske kiseline istrazeni su u razli¢itim
ljudskim tumorskim stani¢nim linijama, primarnim tumorskim uzorcima te ksenografskim
modelima na miSevima. Klju¢na prednost betulinske kiseline i njezinih derivata je selektivna
citotoksi¢nost prema tumorskim stanicama, uz znatno manju toksi¢nost za normalne stanice

[115].

Prvotno je u eksperimentalnim studijama na Zivotinjama utvrdeno da potpuno inhibira rast
humanog melanoma bez Stetnog djelovanja na normalne stanice. U posljednjim istrazivanjima
betulinska kiselina privlaci posebnu pozornost zbog svoje jedinstvene aktivnosti — selektivne
inhibicije rasta tumora i indukcije apoptoze stanica [115]. Pokazano je da inhibira fosforilaciju
AKT-mTOR signalnog puta, klju¢nog regulatora autofagije, ¢ime inducira smrt stanica raka

debelog crijeva [113].

Trenutna istrazivanja sugeriraju da betulinska kiselina ostvaruje svoj antikancerogeni ucinak
izravnim vezanjem ili interakcijom s ciljnim molekulama, poput kanabinoidnih receptora i
GRP78 [112]. Mehanizam djelovanja betulinske kiseline u borbi protiv raka ukljucuje indukciju
oksidacijskog stresa u mitohondrijima, regulaciju stani¢nog ciklusa te inhibiciju angiogeneze.
Medu glavnim ciljevima betulinske kiseline u tumorskim stanicama isti¢u se nuklearni faktor-
kB (NF-xB), specifi¢ni transkripcijski proteini (Sp), vaskularni endotelni ¢imbenik rasta
(VEGF) 1 obitelj ZBTB proteina [116,117]. Ovaj pregled usmjeren je na mehanizme djelovanja

betulinske kiseline u lijecenju malignih tumora putem razli¢itih molekularnih ciljeva.

Betulinska kiseline nudi obecavajuc¢i potencijal za ciljanu terapiju raka debelog crijeva kroz
kompleksnu modulaciju signalnih putova. Buduca istrazivanja trebala bi se fokusirati na
specificne molekularne interakcije izmedu betulinske kiseline i klju¢nih signalnih mehanizama,
ukljucujuéi obitelj proteina Bcl-2 1 mitohondrijsku stabilnost. Translacijska istrazivanja, u
kombinaciji s detaljnim molekularnim studijama, bit ¢e kljucna za potpuno iskoriStavanje
terapijskog potencijala betulinske kiseline u lijecenju raka debelog crijeva i drugih malignih

bolesti.

1.2.7. Rutin

Rutin (3,3',4",5,7-pentahidroksiflavon-3-rutinozid ) je flavonoidni glikozid koji se istaknuo kao
potencijalni kandidat u terapiji raka zahvaljuju¢i svojoj sposobnosti modulacije razlicitih

signalnih putova povezanih s rastom i progresijom tumora. Takoder poznat kao rutozid, vitamin
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P, kvercetin-3-O-rutinozid i soforin. Njegovi prirodni izvori ukljucuju voce, ljekovito bilje i

razne biljke [118].
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Slika 6. Kemijska struktura rutina

Pokazano je da rutin djeluje protiv razlicitih vrsta raka putem vise mehanizama, ukljucujuci
zaustavljanje stani¢nog ciklusa, inhibiciju upale, sprje¢avanje rasta malignih stanica, smanjenje
oksidacijskog stresa, indukciju apoptoze 1 modulaciju angiogeneze, pri ¢emu svi ti ucinci
proizlaze iz regulacije stani¢nih signalnih putova. Nekoliko in vitro studija potvrdilo je znacajan
antikancerogeni potencijal rutina, pri ¢emu je pokazana inhibicija proliferacije razlicitih vrsta
tumorskih stanica, ukljucujuéi rak dojke [119], jetre [120], gusSterace [118], pluca [121],
prostate [122], koZe [123] i vrata maternice [124].

U istrazivanju na stanicama raka grlica maternice pokazano je da rutin smanjuje ekspresiju
Notch-1 1 Hes-1 te inducira apoptozu modulacijom gena povezanih s apoptozom (Bax, Bcl2) 1
stanicnim ciklusom (Cyclin D1 i CDK4), $to u konacnici dovodi do zaustavljanja progresije
stani¢nog ciklusa [124]. Zhao i sur. pokazali su u istraZivanju na stanicama mati¢nih stanica
parodontnog ligamenta (PDLSCs) da rutin poti€e njihovu osteogenu diferencijaciju i
proliferaciju. Uc¢inak rutina na PDLSCs posredovan je PI3K/AKT/mTOR signalnim putem, pri

¢emu rutin aktivira ovaj signalni put putem GPR30 receptora [125].

Na temelju dosadasnjih istrazivanja, rutin se isti¢e kao spoj s velikim terapijskim potencijalom

u onkologiji zahvaljujuci svojoj sposobnosti modulacije klju¢nih signalnih putova.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Fitokemikalije su prepoznate kao spojevi s velikim potencijalom u prevenciji i terapiji raka,
ukljucujuéi rak debelog crijeva. Dosadasnja istrazivanja ukazala su na njithovu sposobnost
moduliranja klju¢nih bioloskih procesa, poput oksidacijskog stresa, apoptoze i1 autofagije, no
molekularni mehanizmi kojima ovi spojevi djeluju jo$ uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni.
Daljnja istrazivanja tih mehanizama moglo bi doprinijeti razvoju novih terapijskih pristupa 1
unaprijediti postojece strategije lijeCenja. Prema tome, u ovom istrazivanju predloZena je

sljedeca hipoteza i ciljevi:
Hipoteza:

Fitokemikalije, oleanoli¢na kiselina, betulinska kiselina i rutin utje¢u na razvoj raka debelog
crijeva putem modulacije signalnih putova unutar stanica, ukljuujuéi one povezane s

oksidacijskim stresom, apoptozom te autofagijom i mitofagijom.

Cilj je istrazivanja produbiti razumijevanje djelovanja odabranih fitokemikalija: oleanoli¢ne
kiseline, betulinske kiseline i rutina, na molekularne mehanizme kancerogeneze raka debelog

crijeva.
Specificni ciljevi istrazivanja su:

1. Odrediti utjecaj ispitivanih fitokemikalija na vijabilnost stanica raka debelog
crijeva 1 sposobnost formiranja stani¢nih kolonija nakon tretmana,

2. Odrediti ulogu oksidacijskog stresa, apoptoze 1 autofagije/mitofagiju u
mehanizmu citotoksi¢nosti odabranih fitokemikalija na stanice raka debelog
crijeva,

3. Odrediti ulogu SIRT6 u aktivaciji FOXO3a nakon tretmana ispitivanim
fitokemikalijama,

4. Predlozitt molekularni mehanizam terapijskog djelovanja odabranih
fitokemikalija u stanicama raka debelog crijeva,

5. lIzazvati kemosenzitizaciju stanica raka debelog crijeva na 5-FU ispitivanim

fitokemikalijama.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Stani¢na kultura HCT116

In vitro istrazivanje utjecaja i mehanizma djelovanja fitokemikalija oleanolicne kiseline,
betulinske kiseline i rutina na rak debelog crijeva provedeni su na stani¢noj liniji humanog raka
debelog crijeva HCT116 (ATCC® CCL-247™, LGC Standards GmbH, Wesel, Njemacka).
Stanice HCT116 izolirane su iz debelog crijeva odraslog muskarca s rakom debelog crijeva.
Stanice su adhezivne s epitelnom morfologijom. Uzgajane suu McCoy's 5A mediju s dodatkom
10% fetalnog govedeg seruma (FBS) (Fetal Bovine Serum, Cat. No.: FBS-HI-11A, Capricorn
Scientific, Ebsdorfergrund, Njemacka), 2 mM L-glutamina (L-Glutamin, 200 mM, Cat, No.:
GLN-B, Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Njemacka), penicilina (10000 UI/mL) i
streptomicina (10000 Ul/mL) (Penicilin/Streptomycin (100x), Cat. No.: PS-B, Capricorn
Scientific, Ebsdorfergrund, Njemacka) na 37°C u vlaznoj atmosferi s 5% CO2 u tikvicama za

kulturu tkiva (TPP, Trasadingen, Svicarska).

Broj stanica odreden je pomoc¢u Neubauerove komore (BR718605-1E BRANDTM counting
chamber BLAUBRANDR Neubauer pattern, without clips, duble ruled) brojanjem stanica.
Suspenzija stanica volumena 10 pL je stavljena pod pokrovnim stakalcem Neubauerove komore
te su se stanice brojale pod invertnim mikroskopom (OCO-2 255 Halogen, KERN Optics,
Njemacka). Broj stanica odreden je prema formuli: broj stanica/mL = N/4 = X * 10*stanica/mL,
pri ¢emu je N — broj stanica, 4 — broj polja u komorici (svako polje ima 16 kvadrata). Za
podizanje stanica iz tikvica za kulturu stanica koristili smo postupak tripsinizacije (Trypsin-
EDTA (0,05%) in DPBS, Cat. No.: TRY-1B, Capricon Scientific GmbH, Ebsdorfergrund,
Njemacka) ili postupak struganja stanica u svrhu prijenosa stanica u nove tikvice za uzgoj,

smanjenja konfulencije ili zbog sakupljanja stanica za analize.

Broj nasadenih stanica u svim pokusima iznosio je 5 x 10* stanica/mL. Stanice su uzgajane do
postizanja 80-90% konfluentnosti, nakon ¢ega bi uslijedio tretman. Prije tretmana odabranim
fitokemikalijama, oleanolicnom kiselinom, betulinskom kiselinim i rutinom kao 1 prije tretmana
sa inhibitorima 3-MA, TAK-715 u odgovaraju¢im koncentracijama, stanice smo ispirali PBS-

om (pH 7,4) tri puta.

Nakon inkubacije od 72 sata, medij je uklonjen, stanice su isprane tri puta sa PBS-om te se sa
stanicama postupalo ovisno o analizi koja se provodila prema za to odredenom protokolu, $to
je opisano u nastavku. Negativne kontrole (netretirane stanice) koriStene su u svim pokusima.

Svaki pokus ponovljen je tri puta u triplikatu.
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3.2. Priprema oleanoli¢ne kiseline, betulinske kiseline i rutina za tretman HCT116

stanica

Oleanoli¢na kiselina, betulinska kiselina i rutin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka),
otopljeni su u DMSO uz dodatak Tween-80 (Art. No. 4859.1, Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka),
a zatim razrijedeni u McCoy's 5A mediju bez dodatka antibiotika do odredenih koncentracija
potrebnih za provodenje tretmana (eksperimentalne koncentracije). Konacna koncentracija

DMSO u mediju nije bila veca od 0,005%, a koncentracija Tween-80 nije bila veca od 0,1%.

3.3. Priprema 3-MA za tretman HCT116 stanica

3-Metiladenin (3-MA) (Selleckchem, Houston, Teksas, SAD) inhibitor je PI3K. 3-MA je Siroko
koriSten inhibitor autofagije putem svojeg inhibicijskog uc¢inka na klasu III PI3K. Za tretman
HCT116 stanica otopljen je u McCoy's 5A mediju bez dodatka antibiotika do koncentracije
otopine 5 mM.

3.4. Priprema p-38 inhibitora (TAK-715) za tretman HCT116 stanica

Inhibitor p-38, TAK-715 (Selleckchem, Houston, Teksas, SAD) otopljen je u DMSO i
razrijeden u McCoy's 5A mediju bez dodatka antibiotika do koncentracije otopine 10 uM

kojom su tretirane stanice.

3.5. Priprema S-fluorouracila (5-FU) za tretman HCT116 stanica

Antitumorski spoj S-fluorauracil (5-FU) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka) otopljen je u
DMSO i razrijeden u McCoy's 5A mediju bez dodatka antibiotika do koncentracije otopine 1

UM 15 uM kojom su tretirane stanice.

3.6. Analiza vijabilnosti stanica

Za analizu vijabilnosti stanica koristio se test redukcije 2, 3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-
2H-tetrazolium5-karboksanilid unutarnje soli (XTT) (Cell Signaling Technologies, Beverly,
MA, SAD) prema uputi proizvodaca. Vijabilnost stanica predstavlja postotak (%)
prezivljavanja stanica nakon tretmana koji je odreden u odnosu na kontrolnu skupinu ¢ija je
vijabilnost oznacena 100%. Odredivanjem vrijednosti polovice maksimalne inhibicijske
koncentracije (ICso) istrazili smo toksi¢nost spojeva koristenih u pokusima. Princip testa jest da
nevijabilne stanice gube metabolicku sposobnost redukcije XTT-a putem enzima
dehidrogenaza u visokointenzivnu formazan boju. Nakon 72-satnog tretmana spojevima u

koncentracijama od 0,5 — 1000 uM, kvantificirala se vijabilnost stanica mjerenjem apsorbancije
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na 450 nm koriStenjem citaca mikrotitarskih plo¢a (BioTek EIx808, Winooski, VT, USA). Svaki

pokus proveden je tri puta u triplikatu.

3.7. Eksperimentalne skupine

Na temelju vrijednosti ICso, testom stanicne vijabilnosti, odabrale su se koncentracije
fitokemikalija (oleanoli¢na kiselina, betulinska kiselina i rutin) nize od vrijednosti ICso.
Testiranje je provedeno u slijede¢im vremenskim intervalima: 24, 48 1 72 sata. Pritom je
potvrdeno optimalno djelovanje fitokemikalija u nizim koncentracijama (ispod ICso) pri
vremenu od 72 sata. Prema dobivenim rezultatima testa stani¢ne vijabilnosti i vrijednosti ICso,
fitokemikalije koje su odabrane za daljnje testiranje su oleanoli¢na kiselina i betulinska kiselina.
Prema tome skupine su podijeljene na: kontrolu (netretirane stanice), stanice tretirane
fitokemikalijama (oleanoli¢na kiselina, betulinska kiselina) u odabranim koncentracijama,
stanice u kotretmanu fitokemikalija s odabranim inhibitorima, stanice tretirane 5-FU-om i

stanice u kotretmanu fitokemikalija s 5-FU-om.

3.8. Eksperimentalne skupine u pokusima istraZivanja uc¢inka oleanoli¢ne kiseline

U pokusima istrazivanja uc¢inka oleanoli¢ne kiseline u in vitro eskperimentalnom modelu raka
debelog crijeva, za fluorescencijske analize apoptoze i autofagije, imunofluorescencijske
analize odabranih proteina te za analizu izraZaja proteina Western blotom, HCT116 stanice

podijeljene su na sljedece skupine:

1. Kontrola — stanice tretirane u McCoy's 5A mediju bez dodatka antibiotika
2. OA7,5 — stanice tretirane oleanoli¢nom kiselinom u koncentraciji 7,5 uM

3. OA 10 — stanice tretirane oleanoli¢nom kiselinom u koncentraciji 10 uM

Za odredivanje stani¢ne vijabilnosti kod istrazivanja uloge inhibicije autofagije u mehanizmu
djelovanja oleanoli¢ne kiseline u raku debelog crijeva, HCT116 stanice su podijeljene u

sljedece skupine:

1. Kontrola — stanice tretirane u McCoy's 5SA mediju bez dodatka antibiotika

2. 3-MA — stanice tretirane s 3-MA u koncentraciji 5 mM

3. OA 7,5 — stanice tretirane oleanolicnom kiselinom u koncentraciji 7,5 uM

4. OA7,5+ 3-MA - stanice tretirane oleanoli¢cnom kiselinom u koncentraciji 7,5 uM 1 3-
MA u koncentraciji 5 mM

5. OA 10 — stanice tretirane oleanoli¢cnom kiselinom u koncentraciji 10 pM
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6.

OA 10 + 3-MA - stanice tretirane oleanoli¢cnom kiselinom u koncentraciji 10 uM 1 3-

MA u koncentraciji 5 mM

Za odredivanje stani¢ne vijabilnosti i analizu izrazaja proteina Western blotom kod istrazivanja

uloge p-38 signalnog puta u mehanizmu djelovanja oleanoli¢ne kiseline u raku debelog crijeva,

HCT116 stanice su podijeljene u sljedece skupine:

1.

2
3.
4

Kontrola — stanice tretirane u McCoy's SA mediju bez dodatka antibiotika

OA 10 — stanice tretirane oleanolicnom kiselinom u koncentraciji 10 pM

Inh p-38 — stanice tretirane s TAK-715 u koncentraciji 10 uM

OA 10 + inh p-38 — stanice tretirane oleanolicnom kiselinom u koncentraciji 10 uM i

TAK-715 u koncentraciji 10 uM

Za odredivanje stani¢ne vijabilnosti kod istraZzivanja kemosenzitizacije stanica raka debelog

crijeva HCT116 antitumorskim lijekom 5-FU, te istraZivanje sinergistiCkog djelovanja

oleanoli¢ne kiseline i 5-FU, stanice su podijeljene u sljedece skupine:

1.

“wok w N

Kontrola — stanice tretirane u McCoy's SA mediju bez dodatka antibiotika

OA 10 — stanice tretirane oleanolicnom kiselinom u koncentraciji 10 pM

5-FU 1 — stanice tretirane s 5-FU u koncentraciji 1 uM

5-FU 5 — stanice tretirane s 5-FU u koncentraciji 5 uM

OA 10 + 5-FU 1 — stanice tretirane oleanoli¢nom kiselinom u koncentraciji 10 uM i1 s
5-FU u koncentraciji 1 uM

OA 10 + 5-FU 5 — stanice tretirane oleanoli¢cnom kiselinom u koncentraciji 10 uM 1 s

5-FU u koncentraciji 5 uM

3.9. Eksperimentalne skupine u pokusima istraZivanja ucinka betulinske kiseline

U pokusima istrazivanja ucinka betulinske kiseline u in vitro eskperimentalnom modelu raka

debelog crijeva, za fluorescencijske analize apoptoze 1 autofagije, imunofluorescencijske

analize odabranih proteina te za analizu izraZaja proteina Western blotom, HCT116 stanice

podijeljene su na sljedece skupine:

l.

Kontrola — stanice tretirane u McCoy's SA mediju bez dodatka antibiotika

. BA 0,5 — stanice tretirane betulinskom kiselinom u koncentraciji 0,5 uM

2
3.
4

BA 1 — stanice tretirane betulinskom kiselinom u koncentraciji 1 uM

BA 2 — stanice tretirane betulinskom kiselinom u koncentraciji 2 puM
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Za odredivanje stani¢ne vijabilnosti kod istrazivanja uloge inhibicije autofagije u mehanizmu

djelovanja betulinske kiseline u raku debelog crijeva, HCT116 stanice su podijeljene u sljedece

skupine:

1.

2
3.
4

9]

Kontrola — stanice tretirane u McCoy's SA mediju bez dodatka antibiotika

3-MA — stanice tretirane s 3-MA u koncentraciji 5 mM

BA 0,5 — stanice tretirane betulinskom kiselinom u koncentraciji 0,5 uM

BA 0,5 + 3-MA — stanice tretirane betulinskom kiselinom u koncentraciji 0,5 uM i 3-
MA u koncentraciji 5 mM

BA 1 — stanice tretirane betulinskom kiselinom u koncentraciji 1 uM

BA 1 + 3-MA — stanice tretirane betulinskom kiselinom u koncentraciji 1 uM 1 3-MA u
koncentraciji 5 mM

BA 2 — stanice tretirane betulinskom kiselinom u koncentraciji 2 uM

BA 2 + 3-MA — stanice tretirane betulinskom kiselinom u koncentraciji 2 uM i 3-MA u

koncentraciji 5 mM

Za odredivanje stani¢ne vijabilnosti kod istrazivanja kemosenzitizacije stanica raka debelog

crijeva HCT116 antitumorskim lijekom 5-FU, te istrazivanje sinergistickog djelovanja

betulinske kiseline 1 5-FU, stanice su podijeljene u sljedece skupine:

l.

wok wN

Kontrola — stanice tretirane u McCoy's 5SA mediju bez dodatka antibiotika

BA 2 — stanice tretirane betulinskom kiselinom u koncentraciji 2 uM

5-FU 1 — stanice tretirane s 5-FU u koncentraciji 1 uM

5-FU 5 — stanice tretirane s 5-FU u koncentraciji 5 uM

BA 2 +5-FU 1 - stanice tretirane betulinskom kiselinom u koncentraciji 2 uM i s 5-FU
u koncentraciji 1 pM

BA 2 + 5-FU 5 — stanice tretirane betulinskom kiselinom u koncentraciji 2 uM i s 5-FU

u koncentraciji 5 pM

3.10. Western blot analiza proteina

Za analizu izrazaja ciljnih proteina, stanice su se homogenizirale u radioimunoprecipitacijskom

puferu za liziranje (engl. radioimmunoprecipitation assay, RIPA) (Santa Cruz Biotechnology,

Santa Cruz, CA, SAD) uz dodatak inhibitora fosfataza i1 proteaza. Koncentracija ukupnih

proteina u svakom uzorku odredila se metodom bicinkonini¢ne kiseline (BCA) (eng.

bicinchoninic acid) mjerenjem apsorbancije na 490 nm prema standardu koriste¢i upute

proizvodaca (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA), nakon
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¢ega su se proteini u svim skupinama izjednacili po koncentraciji. Vrijednost apsorbancije
izravno je proporcionalna koncentraciji ukupnih proteina u uzorku koja je izraCunata

koriStenjem linearne jednadzbe kalibracijske krivulje albumin standarda (BSA).

Proteini su se razdvojili SDS-PAGE gel elektroforezom na poliakrilamidnom gelu, a zatim
prenijeli na polivinilidenfluoridnu (PVDF) membranu (Merck Millipore, Carrigtwohill,
Ireland) polusuhim transferom (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD) u trajanju od 45 minuta pri 17
V. Membrana je blokirana u 5%-tnom nemasnom mlijeku (Blotting-Grade Blocker, Cat. #170-
6404, Bio-Rad Laboratories, Inc. Sad) otopljenom u tris otopini pufera (TBS, engl. Tris buffered
saline) (pH 7,5) s dodatkom Tween 20 (0,05%) (Code No. 17-1316-01, Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Svedska) (TBS-T) 1 sat na sobnoj temperaturi. Membrana se zatim inkubirala u
primarnim protutijelima 2 sata na sobnoj temperaturi ili preko no¢i na 4°C. Nakon inkubacije,
membrana se ispirala u TBS-T-u tri puta u trajanju od 5 minuta, a potom je inkubirana
sekundarnim protutijelima 1 sat na sobnoj temperaturi poslije ¢ega membrana se opet ispirala
TBS-T-om tri puta po 5 minuta. Zavr$ni korak je inkubacija reagensom za
kemiluminiscencijsku detekciju (SignalFire Elite ECL Reagent, Cell Signaling Tecnology,
Beverly, MA, SAD), a potom skeniranje membrane (Allianze 4.0, Cambridge, UK).
Kvantifikacija izrazaja proteina izvrsila se koriste¢i ImageJ (U.S. NIH, Bethesda, Maryland,
USA), racunalni program za obradu slika i1 fotografija. Zone su se normirale prema

odgovaraju¢em kucepaziteljskom proteinu.
Za analizu izrazaja ciljnih proteina koristila su se primarna protutijela na sljedece proteine:

e Aktl/2/3, Protein kinaza B 1/2/3 (engl. Akt1/2/3) (Abcam, Cambridge, UK) (1:2000)

e AMPK, AMP-aktivirana proteinska kinaza (engl. AMP-activated protein kinase) (Cell
Signaling, Danvers, MA, SAD) (1:1000)

e Bax, Bcl-2-asocirani X protein (engl. Bcl-2-associated X protein) (Abcam, Cambridge,
UK) (1:1000)

e Bcl-2, B-stani¢ni limfom 2 (engl. B-cell lymphoma 2) (Abcam, Cambridge, UK) (1:100)

e Beklin-1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD) (1:500)

e BIM (H-5), Bcl-2 interakcijski medijator stani¢ne smrti (engl. Bcl-2 interacting
mediator of cell death) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD) (1:1000)

e [(-aktin, Beta-aktin (engl. S-actin) (Abcam, Cambridge, UK) (1:5000)

e ciklin D1 (engl. Cyclin DI) (Abcam, Cambridge, UK) (1:1000)
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cijepana kaspaza-3 (engl. Cleaved caspase-3) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, SAD) (1:200)

ERK1/2, Ekstracelularno signalom regulirana kinaza 1/2 (engl. Extracellular signal-
regulated kinase 1/2) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD) (1:1000)
FOXO3a, Forkhead okvirni protein O3a (engl. Forkhead box O3a) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD) (1:1000)

GAPDH, Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (engl. Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) (Proteintech, SAD) (1:20000)

GPX-1 (C8C4), Glutation peroksidaza 1 (engl. Glutathione peroxidase 1) (Cell
Signaling, Danvers, MA, SAD) (1:1000)

HO-1, Heme oksigenaza 1 (engl. Heme oxygenase I) (Abcam, Cambridge, UK)
(1:2000)

JNK1/2, c-Jun N-terminalna kinaza 1/2 (engl. c-Jun N-terminal kinase 1/2) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD) (1:1000)

LC3B-I/I1, Laki lanac mikrotubulima pridruzenih proteina 3B-I/II (engl. Microtubule-
associated proteins 1A4/1B light chain 3B) (Abcam, Cambridge, UK) (1:500)

mTOR, Mehanicka meta rapamicina (engl. Mechanistic target of rapamycin) (Cell
Signaling, Danvers, MA, SAD) (1:1000)

NOXA, Protein induciran forbol-12-miristat-13-acetatom 1 (engl. Phorbol-12-
myristate-13-acetate-induced protein 1) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
SAD) (1:500)

p38, Mitogenom aktivirana proteinska kinaza p38 (engl. p38 mitogen-activated protein
kinase) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD) (1:1000)

p62, P62/sequestosom-1 (engl. p62/sequestosome-1) (Cell Signaling, Danvers, MA,
SAD) (1:1000)

PARKIN, Produkt gena obiteljskog Parkinsonove bolesti (engl. Familial Parkinson
disease gene product) (Cell Signaling, Danvers, MA, SAD) (1:1000)

PARP, Poli (ADP-riboza) polimeraza (engl. Poly (ADP-ribose) polymerase) (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD) (1:1000)

p-Akt (Serd73), Fosforilirani Akt (Serd73) (engl. Phosphorylated Akt (Ser473))
(Abcam, Cambridge, UK) (1:1000)

p-AMPK, Fosforilirana AMP-aktivirana proteinska kinaza (engl. Phosphorylated AMP-
activated protein kinase) (Cell Signaling, Danvers, MA, SAD) (1:1000)
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e p-ERKI1/2, Fosforilirani ERK1/2 (engl. Phosphorylated ERKI/2) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD) (1:2000)

e p-FOXO3a (Ser294), Fosforilirani FOXO3a (Ser294) (engl. Phosphorylated FOXO3a
(Ser294)) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD) (1:1000)

e p-JNKI1/2, Fosforilirani JNK1/2 (engl. Phosphorylated JNKI/2) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD) (1:1000)

e p-mTOR, Fosforilirani mTOR (engl. Phosphorylated mechanistic target of rapamycin)
(Cell Signaling, Danvers, MA, SAD) (1:1000)

e p-p38, Fosforilirani p38 (engl. Phosphorylated p38) (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, SAD) (1:1000)

e p21, Ciklin-ovisni kinazni inhibitor p21 (engl. Cyclin-dependent kinase inhibitor p21)
(Abcam, Cambridge, UK) (1:1000)

e PINKI1, PTEN-inducirana pretpostavljena kinaza 1 (engl. PTEN induced putative kinase
1) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD) (1:500)

e SIRT®6, Sirtuin 6 (engl. Sirtuin 6) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD)
(1:500)

e TOMM20, Translokaza vanjske mitohondrijske membrane 20 (engl. Translocase of
outer mitochondrial membrane 20) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD)
(1:500)

Sekundarna protutijela koja su koriStena su misja (1:10000), kappa misja (1:5000) 1 zecja
(1:20000) (Abcam, Cambridge, UK).

3.11. Fluorescencijske metode

Kako bi se pokazala indukcija autofagije, provedena je fluorescencijska analiza za vizualizaciju
kiselih vezikularnih organela u stanicama nakon bojanja akridin-oranzom (AO). U obojenim
stanicama, citoplazma i jezgra fluorescirale su zeleno, dok su kisele autofagi¢ne vezikule
fluorescirale narancasto do crveno. Apoptoza i nekroza inducirane tretmanom stanica
analizirane su bojanjem akridin-oranzom i propidij jodidom (AO/PI). Kvantificirane su: a) zive
stanice sa zeleno obojenom jezgrom i oCuvanom strukturom, b) stanice u ranoj apoptozi sa
svijetlozeleno obojenom jezgrom i kondenziranim kromatinom u jezgri, c¢) stanice u kasnoj
apoptozi s narancasto obojenim podru¢jima kondenziranog kromatina u jezgri 1 d) stanice u
nekrozi s crveno obojenom netaknutom jezgrom. Na ploce s 24 jaZice nasadene su stanice u

koncentraciji 1x10°/mL u potpunom mediju za uzgoj stanica bez dodatka antibiotika, pri cemu
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su stanice uzgajane na staklenim pokrovnicama. Kada je postignuta konfluencija od 80-90 %,
medij je uklonjen i zamijenjen svjezim potpunim medijem bez antibiotika, koji je sadrzavao
eksperimentalne koncentracije ispitivanih fitokemikalija. Kontrolna skupina ukljucivala je
stanice tretirane samo medijem. Nakon 72 sata inkubacije, stanice su isprane PBS-om tri puta.
Stakalca su zatim bojana AO bojom (1 pg/mL) tijekom 10 minuta, a potom ponovno isprana
PBS-om tri puta. Za AO/PI bojanje, dodatno je koristena PI boja (0,6 pg/mL) zajedno s AO
bojom. Nakon postupka bojenja, stanice su fiksirane hladnim metanolom i postavljene na

predmetno stakalce.

Za analizu apoptoze stanica koriStena je TUNEL analiza (engl. Terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT) dUTP Nick-End Labeling) koriste¢i komercijalno dostupan kit (Roche
Diagnostics, Penzberg, Germany). Stanice su prethodno uzgojene na staklenim pokrovnicama.
Nakon tretmana, stanice su fiksirane u hladnom metanolu i blokirane otopinom vodikovog
peroksida u metanolu. Potom su stanice inkubirane s TUNEL reakcijskom smjesom i obojane
fluorescencijskom bojom DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) za vizualizaciju stani¢nih jezgara
(Invitrogen, Eugene, OR, USA). Nakon bojenja, stanice su uklopljene pomo¢u Mowiol-488
medija (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany). Ovom metodom stanice u apoptozi fluoresciraju
zeleno jer TUNEL reakcijska smjesa sadrzi fluorescentno obiljezene deoksiuridintrifosfatne
(dUTP) nukleotide, koji se vezu na 3' krajeve fragmentirane DNK — obiljeZje karakteristi¢no za

apoptotske stanice.

Analiza 1 snimanje obojenih stanica provedeni su koriste¢i fluorescentni mikroskop Olympus
BX51, opremljen kamerom Olympus DP70, dok je za analizu koriSten raunalni program

Olympus cellSens Standard.

3.12. Imunofluorescencijske metode

Za odredivanje ekspresije 1 lokalizacije unutarstani¢nih proteina u stanicama, provedena je
imunofluorescencijska analiza. Stanice raka debelog crijeva bile su nasadene na stakalca,
tretirane ispitivanim spojevima te fiksirane u ledenom metanolu. Nakon fiksacije, stanice su

blokirane kako bi se sprijecilo nespecifi¢no vezivanje protutijela.

Stanice su zatim inkubirane s odabranim primarnim protutijelima u vlaznoj komori preko noci
na +4 °C, a nakon toga s fluorescentno obiljezenim sekundarnim protutijelima. Za vizualizaciju
stani¢nih jezgri stanice su obojane DAPI ili Hoechst bojom (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Njemacka). Nakon bojanja, stanice su uklopljene u medij za ocuvanje fluorescencije.
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Kori$tena primarna protutijela su:

e ATGS, Autophagy related protein 5 (engl. Autophagy-related protein 5) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD) (1:500)

e FOXO3A, Forkhead okvirni protein O3A (engl. Forkhead box O3A4) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD) (1:200)

e p-FOXO3A, Fosforilirani FOXO3A (engl. Phosphorylated Forkhead box O3A) (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD) (1:200)

e LC3-I/II, Laki lanac mikrotubulima pridruzenog proteina 3 (engl. Microtubule-
associated protein light chain 3) (Abcam, Cambridge, UK) (1:200)

e TOMM20, Translokaza vanjske mitohondrijske membrane 20 (engl. Translocase of
outer mitochondrial membrane 20) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD)
(1:600)

e Sckundarna protutijela koja su koristena su misja (1:500), kappa misija (1:250) 1 zecja

(1:500) (Abcam, Cambridge, UK).

Fotografiranje obojenih stanica provedeno je fluorescencijskim mikroskopom Olympus BX51,
opremljenim kamerom Olympus DP70, dok je analiza izvrSena koriStenjem racunalnog

programa Olympus cellSens Standard.

3.13. Statisticka obrada podataka

Kwvalitativni podaci obradeni su 1 kvantificirani pomoc¢u racunalnog programa Imagel 1.8.0
(Bethesda, Maryland, SAD), dok je analiza provedena koriste¢i racunalni softver StatSoft
STATISTICA verzije 13.0 (StatSoft Inc., Tulsa, SAD). Kvantitativni podaci testirani su na
normalnost distribucije primjenom Kolmogorov-Smirnovljeva testa te su prikazani koristeci
deskriptivne statisticke metode, ukljuuju¢i aritmeticku sredinu i standardnu devijaciju za

podatke s normalnom distribucijom.

Za utvrdivanje statistiCki znacajnih razlika medu viSe nezavisnih skupina koriSten je
parametrijski test, odnosno jednosmjerna analiza varijance (ANOVA). U slu¢ajevima kada je
nul-hipoteza odbacena, dodatna analiza provedena je pomocu Tukey post-hoc testa kako bi se
identificirale skupine medu kojima postoje znacajne razlike. Vrijednosti P < 0,05 smatrane su

statisticki znacajnima.
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4. REZULTATI
4.1. Utjecaj oleanoli¢ne kiseline na stanice raka debelog crijeva HCT116

4.1.1. Tretman oleanoli¢nom Kkiselinom smanjuje vijabilnost HCT116 stanica

Kako bismo proucili utjecaj na metabolicku aktivnost stanica tretmanom, mjerili smo uc¢inak
oleanoli¢ne kiseline na vijabilnost HCT116 stanica pomoc¢u XTT testa nakon 72 sata izlaganja.
OK-a je znacajno smanjila vijabilnost stanica ovisno o dozi, s ICso vrijednos¢u od 29,3 uM
(Slika 7). Koncentracije od 7,5 i 10 uM odabrane su za daljnje eksperimente temeljem
preliminarnih podataka koji su pokazali da te koncentracije pruzaju jasan bioloski odgovor bez

prekomjerne toksi¢nosti.
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Slika 7. Ucinak oleanolicne kiseline na vijabilnost HCT116 stanica u ovisnosti o dozi nakon 72 sata. Za XTT test
vijabilnosti, stanice su uzgajane u mediju s 10% FBS-om i tretirane oleanolicnom kiselinom tijekom 72 sata. Postotak
citotoksicnosti izracunat je u usporedbi s netretiranim stanicama, koje su uzete kao 100%. Pola maksimalne
inhibicijske koncentracije (ICsg) odredena je koristenjem nelinearne regresijske analize.

4.1.2. Oleanoli¢na Kiselina inducira oksidacijski stres u HCT116 stanicama

Povecanje ekspresije HO-1 moze igrati klju¢nu ulogu u modulaciji stani¢nog oksidacijskog
stresa, djelujuci kao vazan zastitni mehanizam protiv oksidacijskih ostec¢enja. Rezultati Western
blot analize jasno su pokazali da tretman s oleanolicnom kisleinom dovodi do znaajnog
povecanja ekspresije HO-1 u HCTI116 stanicama (Slika 8). Ovo povecanje bilo je
proporcionalno primijenjenim dozama oleanoli¢ne kiseline, §to upucuje na ucinak ovisan o

povecanju doze tretmana.
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Slika 8. Ekspresija antioksidacijskih te pro- i anti-apoptotskih proteina u lizatima HCT116 stanica 72 sata nakon
tretmana oleanolicnom kiselinom (OA). Reprezentativni imunoblotovi HO-1, p21, ciklina D1, cijepane kaspaze-3
i PARPI (A). Tretman s OA rezultirao je povecanjem ekspresije HO-1 (B) i p21 (C) ovisno o dozi, kao i
povecanim cijepanjem kaspaze-3 (E) i PARPI (F), uz istodobno smanjenje ekspresije ciklina D1 (D). Vrijednosti
su izrazene kao srednje vrijednosti = SD iz tri neovisna pokusa. Razlicita slova oznacavaju statisticku razliku
izmedu skupina (P < 0,05).
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4.1.3. Oleanoli¢na Kkiselina inducira apoptozu u HCT116 stanicama

U cilju dubljeg razumijevanja mehanizama kroz koje oleanoli¢na kiselina smanjuje vijabilnost
stanica karcinoma HCT116, proveli smo detaljnu analizu ekspresije proteina koji reguliraju
stani¢ni ciklus 1 apoptozu koriStenjem Western blot metode. Nasi rezultati su pokazali zna¢ajno
povecanje ekspresije p21 proteina (Slika 8C) nakon tretmana oleanolicnom kiselinom, §to
ukazuje na zaustavljanje stani¢nog ciklusa. Paralelno, zabiljezili smo smanjenu ekspresiju

ciklina D1 (Slika 8D), §to dodatno podrZava hipotezu o inhibiciji proliferacije stanica.

Daljnja analiza apoptoze otkrila je povecanje cijepanja kaspaze-3 (Slika 8E) 1 poli(ADP-riboza)
polimeraze 1 (PARP1) (Slika 8F), klju¢nih markera apoptotskog procesa. Ovi podaci jasno

impliciraju da oleanoli¢na kiselina inducira apoptozu u HCT116 stanicama.

Potvrdu ovih rezultata dobili smo primjenom AO/PI (akridin orange/propidium iodid) bojenja,
gdje smo opazili povecanje broja stanica u apoptotskoj i nekroticnoj fazi u ovisnosti o dozi
oleanoli¢ne kiseline (Slika 9). Ovi rezultati pruzaju sveobuhvatne dokaze da oleanoli¢na

kiselina djeluje antitumorski putem indukcije apoptoze i1 zaustavljanja stani¢nog ciklusa.
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Kontrola OA 10 uM

Slika 9. Reprezentativne mikrofotografije s akridin narancastim/propidij jodidom za detekciju smrti HCT116
stanica nakon 72 sata tretmana oleanolicnom kiselinom (OA). Odrzivije stanice imaju zelenu jezgru s
netaknutom strukturom, dok rane apoptotske stanice pokazuju svijetlozelenu jezgru i izbocine membrane (EA).
Kasne apoptotske (LA) stanice imaju narancastu jezgru koja pokazuje kondenzaciju kromatina, dok nekroticne
stanice (N) pokazuju narancastu jezgru s netaknutom strukturom. Tretman visim dozama oleanolicnom kiselinom
rezultirao je povecanom pojavom apoptotskih i nekroticnih stanica.

4.1.4. Oleanoli¢na Kkiselina inducira autofagiju i mitofagiju u HCT116 stanicama

Detaljno smo istrazili utjecaj OK na autofagiju i mitofagiju u HCT116 stanicama. Proveli smo
niz eksperimenata kako bismo odredili promjene u ekspresiji klju¢nih molekula uklju¢enih u
ove procese. Western blot analizom potvrdili smo znacajno, ovisno o povecanju doze,
povecanje ekspresije proteina LC3B-I 1 LC3B-II, koji su vazni za formiranje autofagosoma
(Slika 12C). Ovi rezultati sugeriraju da oleanoli¢na kiselina poti¢e autofagiju povecéanjem

pretvorbe LC3B proteina, §to je klju¢ni pokazatelj formiranja autofagosoma.

Imunofluorescentna analiza dodatno je potvrdila ove rezultate, prikazujuci formiranje tockastih
struktura LC3B-I/I i Atg5, Sto ukazuje na aktivaciju autofagijskog procesa (Slika 11).
Povecana ekspresija Beclin-1, vaznog regulatora autofagije, te smanjena ekspresija anti-
apoptotskog proteina Bcl-2, dodatno potvrduju da oleanoli¢na kiselina inducira autofagiju u

HCT116 stanicama povecavajuci dozu tretmana (Slike 12D 1 12E).

Osim toga, tretman oleanoli¢nom kiselinom rezultirao je povecanjem ekspresije p62 i PINK-1,
dok je ekspresija Parkin i TOMM20 proteina bila smanjena, §to ukazuje na indukciju mitofagije,
posebne forme autofagije usmjerene na razgradnju oSteCenih mitohondrija (Slike 12F-H).
Kolokalizacija proteina TOMM20 i LC3B u HCTI16 stanicama, prikazana

imunofluorescentnom mikroskopijom, dodatno podrzava ovu hipotezu (Slika 13).

Povecano formiranje kiselih autofagijskih vakuola nakon tretmana oleanoli¢nom kiselinom,

dokazano akridin oranZ bojenjem, potvrduje aktivaciju autofagijskog procesa (Slika 14). Ovi

42



rezultati zajedno sugeriraju da oleanoli¢na kiselina inducira autofagiju i mitofagiju potencijalno

kao odgovor na oksidacijski stres ili oSte¢enje mitohondrija.

Kontrola OA10uM

Slika 10. Reprezentativne mikrofotografije ekspresije i stanicne lokalizacije proteina LC3B, biljega ukljucenog u
formiranje autofagosoma i autolizosoma. Protein LC3B detektiran je 72 sata nakon tretmana sa oleanolicnom
kiselinom (OA) kao karakteristicne fluorescentne tocke (zeleno) u citoplazmi HCT116 stanicama.

Pl
Kontrola OA10uM

Slika 11. Reprezentativne mikrofotografije ekspresije i stanicne lokalizacije proteina ATGS, biljega ukljucenog u
formiranje autofagosoma i autolizosoma. Protein ATGS detektiran je 72 sata nakon tretmana sa oleanolicnom
kiselinom (OA) kao karakteristicne fluorescentne tocke (zeleno) u citoplazmi HCT116 stanicama.
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Slika 12. Ekspresija autofagicnih i mitofagicnih proteina u lizatima HCT116 stanica 72 sata nakon tretmana
oleanolicnom kiselinom (OA). Reprezentativni imunoblotovi za ekspresiju LC3B, Beclin-1, Bcl2, p62, PINKI,
Parkin i TOMM?20 (A). Tretman s oleanolicnom kiselinom rezultirao je poveéanjem ekspresije LC3B-I, a
posebno LC3B-II (C) ovisno o dozi, kao i poveéanjem ekspresije Beclin-1 (D), uz istodobno smanjenje ekspresije
Bcl-2 (E). Ekspresija mitofagicnih proteina p62 (B) i PINK1 (F) bila je inducirana oleanolicnom kiselinom, dok
su Parkin (G) i TOMM?20 (H) bili smanjeni. Vrijednosti su izrazene kao srednje vrijednosti = SD iz tri neovisna
pokusa. Razlicita slova oznacavaju statisticku razliku izmedu skupina (P < 0,05)
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LC3B TOMM20 Hoechst Preklopljeno

Slika 13. Reprezentativne mikrofotografije ekspresije LC3B i TOMM?20. Oba proteina su kolokalizirana u
citoplazmi HCT116 stanica tretiranih oleanolicnom kiselinom (OA), ali ne i u kontrolnim stanicama, nakon 72
sata, $to ukazuje na indukciju mitofagije.
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Slika 14. Reprezentativne mikrofotografije akridin narancastog za detekciju autofagije u kontrolnim stanicama i
stanicama tretiranim oleanolicnom kiselinom (OA) tijekom 72 sata. Citoplazma i jezgra obojenih stanica
fluoresciraju svijetlozeleno, dok kisele autofagicne vakuole fluoresciraju svijetlocrveno. Tretman visom dozom
oleanolicne kiseline rezultirao je poveéanjem narancaste fluorescencije, Sto ukazuje na povecanje broja
autofagicnih vakuola.
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4.1.5. Inhibicija autofagije povecala je citotoksi¢nost oleanoli¢ne kiseline u HCT116

stanicama

U cilju razumijevanja uloge autofagije u citotoksi¢nom djelovanju oleanoli¢ne kiseline na
HCT116 stanice, proveli smo eksperiment koriste¢i 3-metiladenin (3-MA), specifican inhibitor
autofagije. Rezultati prikazani na Slici 15 pokazuju u¢inak 3-MA na vijabilnost HCT116 stanica
tretiranih oleanolicnom kiselinom. Inkubacija stanica s 3-MA znacajno je smanjila vijabilnost
HCT116 stanica koje su bile tretirane oleanolicnom kiselinom, $to snazno sugerira da autofagija

ima zaStitnu ulogu u tretmanu sa oleanoli¢cnom kiselinom.
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Slika 15. U¢inak 3-metiladenina (3-MA) na odrzivost HCT116 stanica tretiranih oleanolicnom kiselinom (OA).
Stanice su uzgajane u mediju s 10% FBS-om i tretirane oleanolicnom kiselinom tijekom 72 sata. Postotak
citotoksicnosti izracunat je u usporedbi s netretiranim stanicama, koje su uzete kao 100%. Vrijednosti su
izrazene kao srednje vrijednosti = SD iz tri neovisna pokusa. *P < 0,05; **P < 0,01, OA plus 3-MA u usporedbi
s oleanolicnom kiselinom.

4.1.6. Ucinak oleanoli¢ne kiseline na AMPK i PI3K/Akt signalne putove u HCT116

stanicama

Kako bismo detaljno istraZili mehanizam putem kojeg oleanoli¢na kiselina uzrokuje
citotoksi¢nost u HCT116 stanicama, usmjerili smo se na analizu klju¢nih signalnih putova koji
igraju vaznu ulogu u karcinogenezi. Nasi eksperimenti su se fokusirali na AMPK i1 PI3K/Akt
signalne putove, koji su poznati po svojoj ulozi u regulaciji stanicne energije, rasta i

prezivljavanja.
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Rezultati Western blot analize, prikazani na Slici 16A, pokazali su da tretman oleanoli¢nom
kiselinom dovodi indukcije fosforilacije AMPK, ovisno o dozi (Slika 16B), S§to sugerira
aktivaciju ovog energetski osjetljivog signalnog puta. Uz aktivaciju AMPK, rezultati su
pokazali znac¢ajno smanjenje ekspresije fosforiliranih oblika Akt (p-Akt) (Slika 16C) i mTOR
(p-mTOR) (Slika 16D).

4.1.7. U¢inak oleanoli¢ne kiseline na ekspresiju MAP kinaza u HCT116 stanicama

U cilju razjasnjavanja uloge MAPK signalnog puta u citotoksi¢nosti induciranoj oleanolicnom
kiselinom u stanicama karcinoma debelog crijeva HCT116, proveli smo detaljnu analizu
aktivacije klju¢nih MAPK proteina, uklju¢ujué¢i ERK1/2, JNK1/2 i p38, koriStenjem Western

blot analize.

Nasi rezultati pokazuju da tretman oleanolicnom kiselinom dovodi do znacajnog, ovisno o dozi,
smanjenja ekspresije fosforiliranih oblika ERK1/2 (p-ERK1/2) i JNK1/2 (p-JNK1/2).
Smanjenje ekspresije p-ERK1/2 (Slika 16E) 1 p-JNK1/2 (Slika 16F) ukazuje na inhibiciju ovih
signalnih puteva. ERK1/2 1 JNK1/2 su klju¢ni regulatori stani¢nog rasta, diferencijacije i
prezivljavanja, te njihova inhibicija moze dovesti do smanjenja proliferacije stanica i indukcije

apoptoze, sto doprinosi citotoksi¢nosti oleanoli¢ne kisline.

S druge strane, ekspresija fosforiliranog p38 (p-p38) bila je znacajno povecana nakon tretmana
oleanoli¢nom kiselinom, ovisno o dozi (Slika 16G). Aktivacija p38 MAPK puta poznata je po
svojoj ulozi u odgovoru na stres i oSteCenja stanica, te njegova povecana aktivnost moze

posredovati proapoptotski ucinak oleanoli¢ne kiseline u HCT116 stanicama.
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Slika 16. Ekspresija kljucnih signalnih molekula u lizatima HCT116 stanica 72 sata nakon tretmana
oleanolicnom kiselinom (OA). Reprezentativni imunoblotovi AMPK, PI3K/Akt, MAPK i FOXO3a puteva (A).
Tretman s oleanolicnom kiselinom rezultirao je poveéanjem fosforilacije AMPK-a (B) ovisno o dozi i smanjenjem
fosforilacije Akt-a (C), mTOR-a (D) i ERK1/2 (E). Ekspresija fosfo-JNKI (F), a osobito fosfo-p38 (G), povecana
je nakon tretmana s oleanolicnom kiselinom. Primjena oleanolicne kiseline rezultirala je povecanjem ekspresije
FOXO3a i fosfo-FOXO3a (Ser294) (H). Vrijednosti su izrazene kao srednje vrijednosti £ SD iz tri neovisna
pokusa. Razlicita slova oznacavaju statisticku razliku izmedu skupina (P < 0,05).

4.1.8. Oleanoli¢na Kkiselina poveéava ekspresiju FOX0O3a u HCT116 stanicama

Istrazili smo ucinak oleanoli¢ne kiseline na regulaciju gena povezanih s prezivljavanjem i
apoptozom. Proveli smo analizu ekspresije 1 lokalizacije proteina FOXO3a u HCTI116
stanicama. KoriStenjem Western blot analize, otkrili smo da tretman oleanoli¢nom kiselinom
dovodi do povecanja ekspresije FOXO3a 1 njegovog fosforiliranog oblika, p-FOXO3a (Slika
16H). Potvrda ovih nalaza dobivena je imunofluorescentnom analizom, koja je pokazala da se
FOXO03a i p-FOXO03a akumuliraju u stani¢noj jezgri nakon tretmana oleanoli¢nom kiselinom
(Slike 17 1 18). Akumulacija u jezgri sugerira da FOXO3a djeluje kao aktivni transkripcijski
faktor, reguliraju¢i ekspresiju svojih ciljanih gena koji su ukljueni u stani¢nu smrt i

prezivljavanje.
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FOXO03a Hoechst Preklopljeno

Slika 17. Reprezentativne mikrofotografije ekspresije i stanicne lokalizacije FOXO3a. Povecanje ekspresije
FOXO3a ovisno o dozi otkriveno je u citoplazmi i jezgri HCT116 stanica tretiranih oleanolicnom kiselinom (OA)
nakon 72 sata. Tretman s viSom dozom oleanolicne kiseline rezultirao je povec¢anom imunofluorescencijom
FOXO3a u jezgri.
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Slika 18. Reprezentativne mikrofotografije ekspresije i stanicne lokalizacije fosforiliranog FOXO3a. Znatno
povecanje imunofluorescencije fosfo-FOXO3a otkriveno je u citoplazmi i jezgri HCT116 stanica tretiranih
oleanolicnom kiselinom (OA) nakon 72 sata, u usporedbi s kontrolnim stanicama.

4.1.9. Inhibicija p-38 inducira ekspresiju FOXO3a i Sirt6

U cilju razumijevanja uloge p38 MAPK signalnog puta u citotoksi¢nosti induciranoj
oleanoli¢cnom kiselinom u HCT116 stanicama, proveli smo eksperiment koriste¢i TAK-715,
specifican inhibitor p38. Nasa analiza fokusirala se na promjene u ekspresiji transkripcijskog
faktora FOXO3a 1 deacetilaze Sirt6. Rezultati prikazani na Slici 19 pokazali su da tretman

HCT116 stanica s TAK-715 dovodi do znac¢ajnog povecanja ekspresije FOXO3a 1 Sirt6.
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Slika 19. Reprezentativni imunoblotovi ekspresije FOXO3a i Sirt6 (4). Tretman s TAK-715 znacajno je povecao
ekspresiju FOXO3a (B) i Sirt6 (C) u stanicama HCT116, dok je kotretman s oleanolicnom kiselinom (OA)
dodatno povecao njihovu ekspresiju. Vrijednosti su izrazene kao srednje vrijednosti = SD iz tri neovisna pokusa.
Razlicita slova oznacavaju statisticku razliku izmedu skupina (P < 0,05).

4.1.10. Kotretman oleanoli¢nom kiselinom i 5-FU smanjuje smanjuje vijabilnost

HCT116 stanica

U cilju istrazivanja potencijalnih terapijskih strategija za poboljSanje ucinkovitosti
antikancerogenih tretmana, proucili smo kombinirani ucinak oleanoli¢ne kiseline 1 5-
fluorouracila (5-FU) na vijabilnost HCT116 stanica, koriStenjem XTT testa. Rezultati, prikazani
na Slici 20, otkrivaju zna€ajan sinergisti¢ki u€inak ove kombinacije tretmana na smanjenje
vijabilnosti stanica karcinoma debelog crijeva. NaSi rezultati pokazali su da tretman

citotoksi¢ne ucinke 5-FU-a.
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Slika 20. U¢inak oleanolicne kiseline (OA) na vijabilnost HCT116 stanica tretiranih 5-fluorouracilom (5-FU) i
oleanolicnom kiselinom i 5-FU sinergisticki su smanjili odrzivost stanica raka. Stanice su uzgajane u mediju s
10% FBS i tretirane oleanolicnom kiselinom tijekom 72 sata. Postotak citotoksicnosti izracunat je u usporedbi s
netretiranim stanicama, koje su uzete kao 100%. Vrijednosti su izraZene kao srednje vrijednosti £ SD iz tri
neovisna pokusa. **P < 0,01, OA plus 5-FU u usporedbi s 5-FU.
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4.2. Utjecaj betulinske Kiseline na stanice raka debelog crijeva HCT116

4.2.1. Tretman betulinskom kiselinom smanjuje vijabilnost HCT116 stanica

Kako bismo istrazili utjecaj tretmana betulinskom kiselinom na metabolicku aktivnost stanica,
proveli smo mjerenje vijabilnosti HCT116 stanica koriStenjem XTT testa nakon 72 sata.
Rezultati su pokazali da betulinska kiselina znacajno smanjuje vijabilnost stanica na nacin
ovisan o dozi, s ICso vrijednos¢u od 4,26 uM (Slika 21). Za daljnje eksperimente odabrane su
koncentracije od 0,5, 1 i 2 uM, temeljem preliminarnih podataka koji su pokazali da te

koncentracije pruzaju bioloski u¢inak uz minimalnu toksi¢nost.
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Slika 21. Ucinak betulinske kiseline na vijabilnost HCT116 stanica u ovisnosti o dozi nakon 72 sata. Za XTT
test vijabilnosti, stanice su uzgajane u mediju s 10% FBS-om i tretirane betulinskom kiselinom tijekom 72
sata. Postotak citotoksicnosti izracunat je u usporedbi s netretiranim stanicama, koje su uzete kao 100%.
Pola maksimalne inhibicijske koncentracije (ICsy) odredena je koristenjem nelinearne regresijske analize.

4.2.2. Betulinska kiselina inducira oksidacijski stres u HCT116 stanicama

Analiza provedena Western blot metodom potvrdila je da tretman betulinskom kiselinom
znacajno povecava ekspresiju proteina HO-1 1 GPX1 u HCT116 stanicama (Slika 22B 1 22C).

Ovo povecanje bilo je izravno proporcionalno primijenjenim dozama betulinske kiseline,
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otpornosti na oksidacijski i stres.
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Slika 22. Ekspresija antioksidativnih te pro- i anti-apoptotskih proteina u lizatima HCT116 stanica 72 sata
nakon tretmana betulinskom kiselinom (BA). Reprezentativni imunoblotovi HO-1, GPX1, p21, PARPI, Bim,
NOXA i Bax (A). Tretman s betulinskom kiselinom rezultirao je poveéanjem ekspresije HO-1 (B), GPXI (C),

p21 (D), Bim (F) i NOXA (G) ovisno o dozi, uz istodobno smanjenje ekspresije Bax (H) i PARPI (E).
Vrijednosti su izrazene kao srednje vrijednosti = SD iz tri neovisna pokusa. Razlicita slova oznacavaju
statisticku razliku izmedu skupina (P < 0,05).

Povecana ekspresija HO-1 moze imati klju¢nu ulogu u regulaciji oksidacijskog stresa, djelujuci
kao vaZan obrambeni mehanizam stanica protiv oksidacijskih oStecenja. Rezultati su pokazali
1 porast razine proteina GPX1 nakon tretmana, $to sugerira aktivaciju stanicnog odgovora na
oksidacijski stres izazvan tretmanom. GPX1 je esencijalan za neutralizaciju reaktivnih

kisikovih spojeva 1 odrZzavanje redoks ravnoteze unutar stanica.

4.2.3. Tretman betulinskom Kkiselinom ne poti¢e apoptozu u HCT116 stanicama

Rezultati istraZivanja utjecaja betulinske kiseline na proces apoptoze u HCT116 stanicama
pokazali su specificne promjene u ekspresiji kljunih proteina povezanih s ovom stani¢nom

smréu, kao 1 odsutnost odredenih dogadaja karakteristi¢nih za apoptozu.

Analiza Western blot metodom otkrila je povecanu ekspresiju proapoptoti¢kih proteina Bim

(Slika 22F) 1 Noxa ovisno o dozi (Slika 22G). Ovi rezultati sugeriraju da betulinska kiselina
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moze modulirati signalne puteve koji aktiviraju apoptozu, barem djelomi¢no, putem ovih
proteina. Nasuprot tome, ekspresija proteina Bax (Slika 22H), takoder poznatog po svojoj ulozi
u apoptozi, pokazala je smanjenje ovisno o dozi. Sto se ti¢e PARP proteina (Slika 22E), nije
zabiljezena promjena u njegovoj ekspresiji; ostao je u necijepanom obliku bez obzira na dozu
tretmana. Ovaj rezultat ukazuje na odsutnost aktivacije kasnijih faza apoptoze koje bi

ukljucivale cijepanje PARP-a, §to se Cesto koristi kao marker za ovu vrstu stani¢ne smrti.

Dodatno, TUNEL analiza, koja je provedena kako bi se procijenio stupanj fragmentacije DNA
kao kljucni pokazatelj apoptoze, nije pokazala nikakve znacajne promjene bez obzira na dozu
betulinske kiseline (Slika 23). Ovaj rezultat potvrduje da tretman nije uzrokovao povecéanje

apoptoze na razini DNA fragmentacije.

Sveukupno, rezultati upuéuju na to da betulinska kiselina inducira odredene promjene u
ekspresiji proapoptotickih proteina, no bez jasne aktivacije kasnijih faza apoptoze, kao §to su
cijepanje PARP-a ili DNA fragmentacija. Ovi podaci sugeriraju specifi¢an, ali ne potpuni

proapoptoticki ucinak betulinske kiseline u ovom eksperimentalnom modelu.

Kontrola

BA 1 uM BA 2 uM

Slika 23. Reprezentativne mikrofotoografije za detekciju apoptotske stanicne smrti pomocu imunofluorescentnog
TUNEL testa. Terapija betulinskom kiselinom u dozama od 0,5 uM, 1 uM i 2 uM nije rezultiralo povecanjem
broja TUNEL-pozitivnih stanica ovisno o dozi, u usporedbi s kontrolom.
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4.2.4. Betulinska kiselina inducira autofagiju u HCT116 stanicama

Rezultati istrazivanja utjecaja betulinske kiseline na proces autofagije u HCT116 stanicama
pokazali su znacajne promjene u ekspresiji kljucnih proteina te stanicnim dogadajima
povezanim s autofagijom. Analiza Western blot metodom otkrila je smanjenu ekspresiju
proteina p62 (Slika 24B) u ovisnosti o dozi betulinske kiseline, Sto sugerira negativnu regulaciju
ovog proteina u kontekstu autofagijskih procesa. Protein Bcl-2 (Slika 24D) pokazao je blagi
porast ekspresije koji je bio proporcionalan povecanju doze, iako ta promjena nije bila statistic¢ki
znacajna. Nasuprot tome, protein TOMM?20 (Slika 24E ) nije pokazao promjene u ekspresiji

ovisno o dozi tretmana, S§to ukazuje na stabilnost njegove ekspresije u uvjetima

eksperimentalnog modela.
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Slika 24. Ekspresija autofagicnih i mitofagicnih proteina u lizatima HCT116 stanica 72 sata nakon tretmana
betulinskom kiselinom (BA). Reprezentativni imunoblotovi za ekspresiju p62, LC3B-I/II, Bcl2 i TOMM20
(A). Tretman s betulinskom kiselinom rezultirao je poveéanjem ekspresije LC3B-I, a posebno LC3B-II (C)

ovisno o dozi, kao i povecanjem ekspresije Bcl-2 (D). Ekspresija mitofagicnih proteina p62 (B) i TOMM?20
(E) bila je smanjena. Vrijednosti su izrazene kao srednje vrijednosti £ SD iz tri neovisna pokusa. Razlicita
slova oznacavaju statisticku razliku izmedu skupina (P < 0,05)

Kljuéni autofagijski biljeg, LC3B-I/II (Slika 24C), pokazao je znacCajan porast ekspresije u
skladu s pove¢anjem doze betulinske kiseline. Ovaj nalaz ukazuje na indukciju autofagije, Sto

se moze povezati s funkcijom LC3 proteina u formiranju autofagosoma i regulaciji

autofagijskog procesa.
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Slika 25. Reprezentativne mikrofotografije ekspresije i stanicne lokalizacije proteina LC3B, biljega ukljucenog u
formiranje autofagosoma i autolizosoma. Protein LC3B detektiran je 72 sata nakon tretmana sa betulinskom
kiselinom (BA) kao karakteristicna fluorescentna tocka (zeleno) u citoplazmi HCT116 stanicama.

Rezultati prikazanih mikrofotografija ukazuju na indukciju autofagije u HCT116 stanicama
nakon tretmana betulinskom kiselinom. Protein LC3B, poznat kao klju¢ni biljeg autofagije,
detektiran je 72 sata nakon tretmana kao karakteristicne fluorescentne tocke (zeleno) u
citoplazmi tretiranih stanica, Sto sugerira aktivno formiranje autofagosoma 1 autolizosoma

(Slika 25).

Mikrofotografije dodatno prikazuju kolokalizaciju proteina LC3B i TOMM20 (Slika 26) u
citoplazmi tretiranih stanica, Sto ukazuje na njthovu prostornu povezanost u autofagijskom
procesu. Medutim, budu¢i da Western blot analiza nije pokazala promjene u ekspresiji
TOMM20 proteina ovisno o dozi betulinske kiseline, zakljucak se temelji prvenstveno na

lokalizacijskim karakteristikama proteina LC3B i njegovoj ulozi u autofagiji.
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LC3B TOMM20 DAPI Preklopljeno

Slika 26. Reprezentativne mikrofotografije ekspresije LC3B i TOMM?20. Oba proteina su kolokalizirana u
citoplazmi HCT116 stanica tretiranih betulinskom kiselinom (BA), ali ne i u kontrolnim stanicama, nakon 72
sata.
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4.2.5. Inhibicija autofagije povecala je citotoksi¢nost betulinske kiseline u HCT116

stanicama

Kako bismo bolje razumjeli ulogu autofagije u citotoksi¢nom djelovanju betulinske kiseline na
HCT116 stanice, proveli smo eksperiment s 3-metiladeninom (3-MA), specifi¢énim inhibitorom
autofagije. Rezultati prikazani na Slici 27 prikazuju ucinak 3-MA na vijabilnost HCT116
stanica tretiranih betulinskom kiselinom. Primjena 3-MA dovela je do smanjenja vijabilnosti
HCT116 stanica tretiranih betulinskom kiselinom, $to upucuje na zastitnu ulogu autofagije u

odgovoru stanica na tretman.
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Slika 27. U¢inak 3-metiladenina (3-MA) na odrzivost HCT116 stanica tretiranih betulinskom kiselinom
(BA). Stanice su uzgajane u mediju s 10% FBS i tretirane betulinskom kiselinom tijekom 72 sata.
Postotak citotoksicnosti izracunat je u usporedbi s netretiranim stanicama, koje su uzete kao 100%.
Vrijednosti su izrazene kao srednje vrijednosti £ SD iz tri neovisna pokusa. *P < 0,05; **P < 0,01, BA
plus 3-MA u usporedbi s BA.

4.2.6. Utjecaj betulinske kiseline na signalne puteve AMPK, PI3K/Akt i MAPK u
HCT116 stanicama

Rezultati analize utjecaja betulinske kiseline na signalne puteve AMPK, PI3K/Akt i MAPK u
HCT116 stanicama ukazali su na specifi¢ne, ovisno o dozi, promjene u ekspresiji klju¢nih

proteina ukljucenih u te signalne puteve.

Analiza Western blot metodom pokazala je da tretman BK-om izaziva povecanje ekspresije
proteina AMPK (Slika 28B), p-AKT (Slika 28C) i mTOR (Slika 28D) ovisno o dozi. Ovi
rezultati sugeriraju aktivaciju signalnih puteva povezanih s energetskom homeostazom

(AMPK) 1 stanicnom proliferacijom (PI3K/Akt-mTOR).

Nasuprot tome, smanjenje ekspresije proteina AKT (Slika 28C), p-mTOR (Slika 28D), JNK1/2
(Slika 28E), p-p38 (Slika 28F), ERK (Slika 28G) i p-ERK (Slika 28G) u ovisnosti o dozi
tretmana ukazuje na supresiju odredenih komponenti MAPK signalnog puta (JNK, p38, ERK),
kao 1 regulaciju PI3K/Akt-mTOR signalizacije prema specificnom modulatornom ucinku
betulinske kiseline. Ovi nalazi sugeriraju da betulinska kiselina modulira signalne puteve
povezane s energetskim metabolizmom, proliferacijom i stresnim odgovorima u HCT116
stanicama, s potencijalno znac¢ajnim implikacijama za stani¢nu sudbinu, ukljucujuéi apoptozu

1 autofagiju.
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Slika 28. Ekspresija kljucnih signalnih molekula u lizatima HCT116 stanica 72 sata nakon tretmana
betulinskom kiselinom (BA). Reprezentativni imunoblotovi AMPK, PI3K/Akt, mTOR, MAPK i FOXO3a
puteva (A). Tretman s BK rezultirao je povecanjem fosforilacije AKT (C) ovisno o dozi i smanjenjem
fosforilacije AMPK (B), mTOR-a (D), JNK1/2 (E), p38 (F) i ERK1/2 (G). Ekspresija SIRT6 (I) povecana
Jje nakon tretmana s betulinskom kiselinom. Primjena betulinske kiseline rezultirala je povecanjem
ekspresije FOXO3a i smanjenjem fosfo-FOXO3a (Ser294) (H). Vrijednosti su izrazene kao srednje
vrijednosti + SD iz tri neovisna pokusa. Razlicita slova oznacavaju statisticku razliku izmedu skupina (P

4.2.7. Betulinska kiselina povecava ekspresiju FOXO3a i SIRT6 u HCT116 stanicama

Rezultati analize uc¢inka betulinske kiseline na ekspresiju proteina FOXO3a 1 SIRT6 u HCT116

stanicama ukazuju na znaCajne promjene koje se odnose na signalne puteve povezane s

<0,05).

regulacijom stani¢nog preZivljavanja, stresa i metabolicke ravnoteze.

Western blot analiza pokazala je povecanje ekspresije ukupnog FOXO3a (Slika 28H) ovisno o
dozi, dok je fosforilirani oblik ovog proteina (p-FOXO3a) (Slika 28H) pokazao smanjenu
ekspresiju proporcionalno s povecanjem doze betulinske kiseline. Ovi nalazi sugeriraju da

betulinska kiselina moze regulirati aktivaciju FOXO3a proteina putem supresije njegove
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fosforilacije, ¢ime se povecava njegova aktivnost i potencijalni transport u jezgru, gdje moze

djelovati kao transkripcijski faktor.

Ekspresija SIRT6 takoder se povecala ovisno o dozi betulinske kiseline (Slika 28I), Sto ukazuje
na modulaciju ovog deacetilaznog enzima koji ima kljuénu ulogu u stani¢noj stresnoj
signalizaciji, popravku DNA 1 regulaciji metabolizma. Ovaj rezultat implicira potencijalnu

suradnju izmedu FOXO3a 1 SIRT6 u odgovorima stanica na tretman betulinskom kiselinom.

FOXO3a DAPI Preklopljeno

Kontrola

BA 1 M

BA 2 uM

BA 0,5 uM

Slika 29. Reprezentativne mikrofotografije ekspresije i stanicne lokalizacije FOXO3a. Poveéanje ekspresije
FOXO3a ovisno o dozi otkriveno je u citoplazmi i jezgri HCT116 stanica tretiranih betulinskom kiselinom (BA)
nakon 72 sata. Tretman s viSom dozom betulinske kiseline rezultirao je povecanom imunofluorescencijom
FOXO3a u jezgri.



Imunofluorescencijska analiza dodatno je potvrdila povecanje ekspresije FOXO3a proteina
ovisno o dozi (Slika 29). Reprezentativne slike pokazuju povecanu prisutnost FOXO3a proteina
unutar stanica tretiranih viSim dozama betulinske kiseline, Sto vizualno potvrduje nalaze
Western blot analize. Intenzivna fluorescentna signalizacija FOXO3a posebno u jezgri stanica

upucuje na povecanu transkripcijsku aktivnost ovog proteina pod utjecajem tretmana.
4.2.8. Kotretman betulinske Kkiseline i 5-FU smanjuje vijabilnost HCT116 stanica

Kako bismo istrazili potencijalne terapijske strategije za povecanje ucinkovitosti antitumorskih
tretmana, ispitali smo kombinirani ucinak betulinske kiseline i S5-fluorouracila (5-FU) na
vijabilnost HCT116 stanica koriste¢i XTT test. Rezultati prikazani na Slici 30 pokazuju izrazen
sinergisti¢ki ucinak ove kombinacije tretmana, Sto je dovelo do znacajnog smanjenja
vijabilnosti stanica raka debelog crijeva. Nas$i nalazi upucuju na to da betulinska kiselina
povecava osjetljivost HCT116 stanica na citotoksi¢ne ucinke 5-FU, djeluju¢i kao

kemosenzibilizator i poboljSavajuci ukupnu ucinkovitost tretmana.
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Slika 30. Ucinak betulinske kiseline (BA) na odrzivost HCT116 stanica tretiranih 5-fluorouracilom (5-
FU). I betulisnka kiselina i 5-FU sinergisticki su smanjili odrzivost stanica raka. Stanice su uzgajane u
mediju s 10% FBS-om i tretirane betulinskom kiselinom tijekom 72 sata. Postotak citotoksicnosti
izracunat je u usporedbi s netretiranim stanicama, koje su uzete kao 100%. Vrijednosti su izvazene kao
srednje vrijednosti = SD iz tri neovisna pokusa. **P < 0,01, OA plus 5-FU u usporedbi s 5-FU.
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4.3. Utjecaj rutina na HCT116 stanice raka debelog crijeva

4.3.1. Tretman rutinom smanjuje vijabilnost HCT116 stanica

Kako bi se istrazio ucinak tretmana rutina na metabolicku aktivnost stanica, provedeno je
mjerenje vijabilnosti HCT116 stanica koriStenjem XTT testa nakon 72 sata inkubacije.
Rezultati su pokazali da rutin uzrokuje smanjenje vijabilnosti stanica na nacin ovisan o
koncentraciji, pri cemu je utvrdena ICso vrijednost od 355 uM (Slika 31). Rutin je pokazao
inferiorno djelovanje u uspredbi s oleanoli¢nom i betulinskom kiselinom 1 nije se pokazao kao
dobar kandidat za tretman ili kemosenzitizaciju stanica raka deblog crijeva. S obzirom na visoke
terapijske koncentracije potrebne za postizanje u¢inka rutina u stanicama raka debelog crijeva,
daljnja istraZivanja s ovim spojem nisu provedena. U znanstvenoj literaturi je uobicajeno u
preliminarnim ispitivanjima Kkoristiti raspon doza od 1 do 100 puM za odredivanje
farmakoloskog djelovanja fitokemikalija, §to se smatra prihvatiljim terapijskim dozama [126].
U nastavku istrazivanja koriste se doze koje su bile naju¢inkovitije (ICs0< 100 uM) [127]. 1z

toga razloga nismo nastavili istrazivanja s rutinom.
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Slika 31. Uc¢inak rutina na vijabilnost HCT116 stanica u ovisnosti o dozi nakon 72 sata. Za
XTT test vijabilnosti, stanice su uzgajane u mediju s 10% FBS-om i tretirane rutinom tijekom
72 sata. Postotak citotoksicnosti izracunat je u usporedbi s netretiranim stanicama, koje su
uzete kao 100%. Pola maksimalne inhibicijske koncentracije (ICsy) odredena je koristenjem
nelinearne regresijske analize.
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5. RASPRAVA

U ovom doktorskom radu istrazen je ucinak i mehanizam djelovanja triju fitokemikalija: dva
pentaciklicka triterpenoida, oleanoli¢ne kiseline i betulinske kiseline, te glikozida rutina, u
tretmanu raka debelog crijeva. Rak debelog crijeva predstavlja jedan od vodecih uzroka
obolijevanja i smrtnosti od karcinoma u svijetu, a ve¢ dugi niz godina zauzima visoko mjesto u
globalnim statistikama. Klasi¢ni terapijski pristupi, koji ukljucuju kirurSke zahvate,
kemoterapiju, bioloSku terapiju i imunoterapiju, iako ucinkoviti, suoc¢avaju se s odredenim
ogranicenjima, poput razvoja kemorezistencije, niske stope izljecenja, ¢estih recidiva bolesti te
znacajnih nuspojava koje znatno narusavaju kvalitetu Zivota pacijenata i predstavljaju veliko

opterecenje za zdravstveni sustav.

U potrazi za novim, u€inkovitijim rjeSenjima, znanstvena zajednica sve viSe usmjerava paznju
na istrazivanje prirodnih spojeva i njihovih derivata, poput fitokemikalija, zbog njihovog
potencijala u lijeCenju raka. Fitokemikalije, bilo kao samostalni terapijski pristup, dodatak
postoje¢im terapijama radi smanjenja nuspojava i kemorezistencije, ili kao suportivna terapija
za ublazavanje simptoma, pokazale su znacajan potencijal. Osobito su zanimljive zbog svoje
selektivnosti prema stanicama raka i minimalnog utjecaja na zdrava tkiva, ¢ime znacajno

smanjuju pojavu Stetnih nuspojava u usporedbi s klasicnom kemoterapijom.

Posebno se paznja posvecuje istrazivanju sinergijskog djelovanja fitokemikalija s postoje¢im
lijekovima, s ciljem smanjenja potrebnih doza kemoterapije, a time i1 pridruzenih toksi¢nih

ucinaka, Sto bi moglo rezultirati poboljSanjem ishoda lijecenja i kvalitete Zivota pacijenata.

S obzirom na navedeno, u ovom istraZivanju usmjereni smo na ispitivanje djelovanja rutina,
oleanoli¢ne kiseline 1 betulinske kiseline na stanice raka debelog crijeva koriStenjem in vitro
modela na HCTI116 stanicama. HCTI116 stanice su humane stanice kolorektalnog
adenokarcinoma, izolirane iz tumora debelog crijeva. Karakterizira ih mikrosatelitna
nestabilnost (MSI-High), mutacija KRAS (G13D) i netaknuti p5S3 tumorski supresor, $to ih ¢ini
vaznim modelom za istraZivanje mehanizama karcinogeneze, signalnih puteva i testiranje novih

antitumorskih terapija [128].

Da bismo odredili terapijske doze tretmana kao 1 ICso vrijednost ispitivanih fitokemikalija na
HCT116 stanice ispitali smo citotoksic¢ni u¢inak u rasponu doza od 0,5 do 1000 uM. ICso,
polovica maksimalne inhibicijske koncentracije, je vrijednost koja nam govori o koncentraciji
nekog spoja potrebne za inhibiciju 50% neke odredene bioloske aktivnosti ili odgovora u

odnosu na kontrolnu skupinu. Odredivanje ICso vrijednosti u in vitro pokusima kljucno je jer
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pruza temeljni uvid u u€inkovitost kemikalija protiv stanica raka i sluzi kao pocetna tocka za
planiranje daljnjih istrazivanja na in vivo modelima. Ta vrijednost nam pokazuje da $to je niza
vrijednost ICso, to je spoj ucinkovitiji u inhibiranju rasta ili prezivljavanja stanica (vijabilnosti)
1 obrnuto, Sto je visa vrijednost ICso to pokazuje da je potrebna visoka koncentracija spoja za
postizanje inhibicije. Ti podaci potom usmjeravaju sljede¢e korake u istrazivanjima na
sloZzenijim zivim sustavima, ukljucujuéi zivotinjske modele i klinicka ispitivanja na ljudima.
Prilikom prijelaza s in vitro na in vivo modele, osim ICso vrijednosti, potrebno je uzeti u obzir
parametre poput bioraspolozivosti, distribucije lijeka u organizmu i toksi¢nosti. Medutim, ICso
vrijednost ostaje kljucna polazna tocka za odabir spojeva s najboljim potencijalom za terapijsku

primjenu [129].

Ispitivanje citotoksi¢nog ucinka fitokemikalija u tretmanu HCT116 stanica pokazalo je da sve
tri fitokemikalije smanjuju vijabilnost HCT116 stanica sa razli¢itim ICso vrijednostima u
tretmanu od 72 sata. Rutin smanjuje vijabilnost HCT116 stanica sa ICso od 355 uM, oleanoli¢na
kiselina sa ICso od 29,3 uM 1 betulinska kiselina 4,26 pM. Spoj sa visokom ICso vrijednoscu,
rutin, eliminiran je iz daljnih istrazivanja zbog ogranienog potencijala pri visokim

koncentracijama.
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Mehanizam djelovanja oleanoli¢ne kiseline u tretmanu raka debelog crijeva u in vitro

modelu na HCTI116 stanicama

Fitokemikalije pokazuju selektivno djelovanje na zdrave i tumorske stanice, osobito u
kontekstu oksidacijskog stresa. Njihov ucinak ovisi o dozi, vrsti stanica i uvjetima
mikrookruzenja, ¢ime ostvaruju Sirok spektar bioloSkih aktivnosti. Reaktivne kisikove vrste
(ROS) imaju vaznu ulogu u razvoju raka osobito u kontekstu odrzavanja proliferacije stanica.
Poticanje antioksidacijskog djelovanja u stanicama raka ima vaznost u cilju inhibicije
proliferacije stanica raka a time i poticanje stani¢ne smrti [ 130]. Rezultati istrazivanja sugeriraju
pojacani oksidacijski stres u HCT116 stanicama raka debelog crijeva izazvan oleanoli¢nom
kiselinom. Jedan od glavnih regulatornih puteva za unutarstani¢nu obranu od oksidacijskog
stresa je Nrf2/HO-1 signalni put. HO-1 je gen, kojim upravljan Nrf2, i jedan je od najvaznijih
citoprotektivnih molekula [131-133]. Tretmanom oleanolicnom kiselinom u HCTI116

stanicama dolazi do zna¢ajnog povecanja ekspresije HO-1 ovisno o dozi.

Dinamicka regulacija apoptoze i autofagije pomocu fitokemikalija u raku prepoznata je kao
obecavajuéi terapijski pristup s minimalnom citotoksi¢noséu i1 povecanom bioloSkom
aktivnoS¢u. Prehrambene fitokemikalije i njihovi sintetski analozi pokazali su u¢inkovitost u
modulaciji apoptoze i autofagije u brojnim stanicama raka, bilo samostalno ili u kombinaciji s
ve¢ postojecim antitumorskim lijekovima odobrenim od strane FDA (engl. Food and Drug
Administration) [134]. Ciljanje modulacije stani¢ne signalizacije za poticanje apoptoze nudi

obecavajucu strategiju u terapiji raka debelog crijeva.

Rezultati tretmana oleanoli¢nom kiselinom na HCT116 stanicama pokazali su da oleanoli¢na
kiselina izaziva povecanje ekspresije inhibitora stani¢nog ciklusa p21 i smanjenu ekspresiju
ciklina D1 ovisno o dozi. P21 je poznati inhibitor ciklina ovisnih kinaza (CDK) te njegovo
povecanje rezultira inhibicijom aktivnosti CDK enzima koji su klju¢ni za prijelaz stanica iz G1
u S fazu stani¢nog ciklusa [135]. To dovodi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa u G1 fazi, §to
smanjuje sposobnost stanica da se dijele i proliferiraju. Takoder, Ciklin D1 igra klju¢nu ulogu
u poticanju prijelaza iz G1 u S fazu stani¢nog ciklusa [136]. Njegovo smanjenje takoder
doprinosi blokadi napretka kroz stani¢ni ciklus, $to dodatno usporava ili zaustavlja proliferaciju
stanica. Zhang i suradnici (2012) su u istrazivanju utjecaja EGCG (epigalokatehin-3-galat),
polifenola u zelenom c¢aju, opisali da transkripcijska aktivacija p21 i1 degradacija ciklina D1

doprinose suzbijanju rasta stanica raka debelog crijeva [137].
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Nadalje, cijepana kaspaza-3 pokazala je povecanje ekspresije, slicno p21, sugeriraju¢i indukciju
apoptoze koja je bila ovisna o dozi oleanoli¢ne kiseline. Porter i Janicke (1999) isti¢u da je
kaspaza-3 kljucni izvrSitelj apoptoze, odgovoran za cijepanje vaznih proteinskih substrata poput
PARP1 [138]. Kaspaze su specifi¢ne cisteinske proteaze koje igraju klju¢nu ulogu u procesu
apoptoze, odnosno programirane stani¢ne smrti. Aktivacija ovih enzima pokrece kaskadu
proteolitickih reakcija koje rezultiraju cijepanjem razli€itih proteinskih substrata unutar stanice.
Jedan od tih vaznih substrata je PARP1, protein koji je primarno zaduzen za popravak ostecenja
DNK. Tijekom apoptoze, aktivirane kaspaze, osobito kaspaza-3, cijepaju PARPI1, ¢ime se
onemogucuje popravak DNK [138]. Cijepanje PARP1 ukazalo je na zna¢ajno povecanje nakon
tretmana oleanoli¢nom kiselinom u HCT116 stanicama. Indukciju apoptoze potvrdili smo 1
AO/PI bojanjem koje je potvrdilo povecanje ranih i kasnih apoptotskih HCT116 stanica raka

debelog crijeva.

U svrhu detaljnog proucavanja mehanizama citotoksi¢nog djelovanja fitokemikalija na stanice
raka debelog crijeva HCT116 usmjerili smo se na proucavanje vaznih signalnih puteva u
karcinogenezi. Shackelford i Shaw (2009) opisali su da je AMPK put kljucan za regulaciju
stani¢nog metabolizma i kontrole rasta, te da njegova aktivacija igra vaznu ulogu u supresiji
tumora, dok disfunkcija ovog puta moze doprinijeti razvoju raka [139]. PI3K/Akt signalni put
klju€an za regulaciju rasta, prezivljavanja i metabolizma stanica, a njegova disfunkcija Cesto
doprinosi karcinogenezi, ukljucujuci rak debelog crijeva [140]. Dobiveni rezultati, u tretmanu
HCT116 stanica oleanoli¢nom kiselinom, pokazali su pove¢anu ekspresiju fosforilacije AMPK,
ovisno o dozi, uz smanjenje ekspresije fosforiliranih oblika Akt i mTOR, klju¢nih komponenti
signalnog puta koji promice stani¢ni rast i prezivljavanje, ¢ime se dodatno potice antitumorski
ucinak. mTOR je centralni regulator rasta, metabolizma i prezivljavanja stanica. U kontekstu
raka, prekomjerna aktivacija mTOR signalnog puta poti¢e nekontrolirani rast stanica i doprinosi

karcinogenezi ¢ime postaje vaZan cilj za antitumorske terapije [141].

Dhillon i suradnici (2007) opisuju MAPK signalni put kao klju¢nog regulatora stani¢nih
procesa, ukljucujuéi proliferaciju, diferencijaciju 1 apoptozu, a njegova disfunkcija moze
potaknuti nekontroliran rast stanica u karcinogenezi, ukljucuju¢i rak debelog crijeva [142].
Prema dobivenim rezultatima, PI3K/Akt, ERK i JNK signalizacije bile su inhibirane
oleanolicnom kiselinom u HCT116 stanicama, $to je rezultiralo indukcijom apoptoze. Ovo
djelovanje oleanoli¢ne kiseline na signalne puteve moze predstavljati klju¢ni mehanizam
antitumorskog djelovanja oleanoli¢ne kiseline, potencijalno dovode¢i do smanjenja

proliferacije stanica raka [142]. Prethodna istrazivanja pokazala su da oleanoli¢na kiselina
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inhibira brojne unutarstanicne ciljeve, ¢ime se suzbija rast raka debelog crijeva, ukljucujuci Akt
i MAPK puteve [143]. Osim ERK-a i JNK-a, p38 MAPK ima klju¢nu ulogu u iniciranju
programirane smrti stanica [144,145]. Istrazivanja sugeriraju da reaktivne vrste kisika 1
signalizacija putem p53 posreduju fosforilaciji p38 1 aktivaciji kaspaza tijekom apoptoze stanica
raka debelog crijeva [145]. Rezultati su u skladu s ovim istrazivanjima, impliciraju¢i da

oleanoli¢na kiselina inducira apoptozu kroz aktivaciju p38.

FOXO3a je transkripcijski faktor tipa forkhead koji regulira mnostvo vaznih stani¢nih procesa,
ukljucujuéi proliferaciju, apoptozu, diferencijaciju i metabolizam [146]. Pokazano je da
FOXO3a inhibira proliferaciju i invazivnost stanica raka te je kljucni medijator djelovanja
antitumorskih lijekova [146]. Poremecaji u stani¢noj homeostazi aktiviraju nadredene
regulatorne puteve (poput Akt, MAPK i AMPK) koji, zauzvrat, moduliraju substani¢nu
lokalizaciju 1 funkcionalnu aktivnost FOXO3a [146]. Nakupljanje FOXO3a u jezgri od strane
ERK-a i Akt-a rezultira translokacijom fosforiliranog FOXO3a (p-FOXO3a) iz jezgre u
citoplazmu te njegovom proteasomalnom degradacijom. Nasuprot tome, fosforilacija od strane
JNK-a1p38 MAPK-a dovodi do izvoza FOXO3a natrag u jezgru, gdje pokrece transkripcijske
programe uklju¢ene u regulaciju stani¢nog ciklusa, apoptoze, stani¢nog metabolizma i
autofagije [146,147]. Zanimljivo je da prethodna istrazivanja pokazuju kako AMPK fosforilira
FOXO03a iskljucivo kada se on nalazi u jezgri [148,149]. Nakupljanje u jezgri FOXO3a dovodi
do povecanja njegove transkripcijske aktivnosti [146], Sto se moze odraziti na indukciju p21 i
supresiju ciklina D1 [150]. Rezultati su pokazali povecanje fosforilacije FOXO3a koje nije
ovisilo o Aktu, ERK-u niti JNK-u. Gémez-Puerto i suradnici (2016) utvrdili su da se FOXO3a
moze fosforilirati na poziciji Ser*** od strane JNK-a, kao i p38, osim od strane ERK-a
[151,152]. Ovo je u skladu s dobivenim rezultatima, budu¢i da je pokazano da oleanoli¢na

kiselina inducira povecanje ekspresije p38 te akumulaciju p-FOXO3a na poziciji Ser**

u jezgri.
Daljnja analiza sugerirala je da p38 negativno regulira ekspresiju FOXO3a, kao 1 Sirt6, Sto se
podudara s nedavno objavljenim podacima [153]. Pokazano je da Sirt6 djeluje kao supresor
tumora u raznim vrstama raka, ukljucujuéi rak debelog crijeva, jetre i jajnika, te da posjeduje

antitumorski ucinak induciranjem apoptoze u stanicama raka debelog crijeva [153].

Inhibicija prezivljavanja stanica i indukcija stani€ne smrti glavni su pristupi u terapiji tumora
[154]. Autofagija igra vaznu ulogu u odrzavanju stanicne metabolicke homeostaze
eliminacijom disfunkcionalnih ili nepotrebnih proteina te oStec¢enih ili starijih stani¢nih
organela, ¢ime se recikliraju njihovi sastavni metaboliti koji omogucuju odrzavanje

prezivljavanja stanica i genetske stabilnosti, a takoder poticu razvoj rezistencije na lijekove, §to
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znatno ogranicava ucinkovitost kemoterapijskih lijekova [154,155]. Mitofagija je specifi¢na
forma autofagije koja se bavi selektivnim uklanjanjem oSte¢enih ili disfunkcionalnih
mitohondrija iz stanice. Taj proces je kljuCan za odrzavanje mitohondrijske funkcionalnosti i
stani¢ne homeostaze, buduci da oSte¢eni mitohondriji mogu generirati visoke razine reaktivnih
kisikovih spojeva, $to dovodi do oksidacijskog stresa i potencijalno inducira stani¢nu smrt
[156]. Rezultati su pokazali smanjenje vijabilnosti HCT116 stanica nakon tretmana inhibitorom
autofagije/mitofagije 3-MA, S§to sugerira =zaStitnu ulogu autofagije u citotoksic¢nosti
posredovanoj tretmanom oleanoli¢nom kiselinom. Glavni indikatori autofagije (Beclin-1, Atg5,
LC3B) i mitofagije (p62, PINK1, Parkin, TOMM20) znac¢ajno su izmijenjeni nakon tretmana
oleanolicnom kiselinom. Tijekom progresije autofagije, sekvencijalno se ukljucuju proteini
poput Atg5 1 LC3B, koji posreduju u formiranju kiselih autofagosomskih vezikula [157]. AO
bojanje otkrilo je akumulaciju autofagosoma induciranu oleanoli¢nom kiselinom ovisno o dozi,

¢ime se potvrduje njegova aktivacija autofagije.

PI3K/Akt 1 ERK putovi djeluju kao klju¢ni regulatori autofagije. Brojni prirodni spojevi ciljaju
signalizaciju putem PI3K/Akt i ERK puteva, §to rezultira suzbijanjem rasta tumora [158,159].
Ciljanje autofagije posredovane putem PI3K/Akt/mTOR i ERK nije samo vazna terapijska
strategija u lijeCenju raka, ve¢ takoder znacajno doprinosi povecanju kemosenzibilizacije
stanica raka, ¢ime se sprjecava razvoj rezistencije na lijekove [158]. Suzbijanje oba signalna
puta tretmanom oleanoli¢cnom kiselinom u ovom istrazivanju bilo je povezano s pove¢anom
osjetljivos¢u HCT116 stanica na citotoksi¢nost 5-FU. Uz to, pokazana je povecana ekspresija
p38 u HCT116 stanicama nakon tretmana oleanoli¢nom kiselinom, uz istodobnu indukciju
autofagije. Prethodne studije pokazale su da inhibicija p38 MAPK-a moZe dovesti do smanjenja
autofagije [160], $to je u skladu s dobivenim rezultatima. Nadalje, p38 moze fosforilirati
FOXO3a kako bi stimulirao autofagiju aktiviranjem transkripcije gena povezanih s

autofagijom, poput LC3B [161].

Put PINK1/Parkin predstavlja sredi$nji regulatorni mehanizam u mitofagiji [162]. Nakon
depolarizacije membrane, mitohondrijski unos PINKI-a je sprijeCen, Sto omogucuje
stabilizaciju PINK1-a na vanjskoj mitohondrijskoj membrani i posljedi¢nu translokaciju
Parkina na mitohondrijsku povrSinu. To dovodi do ubiquitinacije proteina vanjske
mitohondrijske membrane te pokrece selektivnu autofagiju [163]. Aktivacija PINK1/Parkin
puta u ovom istrazivanju bila je pratena smanjenom ekspresijom receptora TOMM20.
Smanjena ekspresija Parkina u 72 sata mogla bi biti povezana s njegovim privremenim

povecanjem tijekom rane faze mitofagije [164]. Smanjena ekspresija mitohondrijskog receptora
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TOMM20 ukazuje na smanjenje broja mitohondrija i povecanu aktivnost mitofagije [165].
Autofagicki adaptorni protein p62 prepoznaje fosforilirane poliubikvitinske lance na
mitohondrijskim proteinima te, interakcijom s LC3, potie stvaranje autofagosoma [163].
Nekoliko studija pokazalo je povecanu ekspresiju p62 i LC3 tijekom mitofagije [166—168], Sto
je u skladu s rezultatima istrazivanja Nadalje, tijekom autofagije, LC3 se nakuplja na
membranama koje postupno okruzuju staniéni materijal namijenjen razgradnji [169].
Kolokalizacija TOMM?20 1 LC3B u ovom istrazivanju ukazala je na modulaciju mitofagije
inducirane oleanolicnom kiselinom. KoriStenjem inhibitora autofagije/mitofagije 3-MA,
pokazano je da mitofagija igra vaznu ulogu u mehanizmu prezivljavanja HCT116 stanica, $to
je u skladu sa slicnim nalazima u A549 stanicama raka pluc¢a [170]. Sli¢no, sugerirano je da
FOXO3a djeluje kao regulator zastitne autofagije u hematopoetskim mati¢nim stanicama i

neuroblastoma stanicama [171,172].

Zaklju¢no, oleanoli¢na kiselina je inducirala oksidacijski stres i aktivirala apoptotski
mehanizam u HCT116 stanicama. Dobiveni rezultati dali su prvi uvid o svojstvima oleanoli¢ne
kiseline u induciranju mitofagije u stanicama raka debelog crijeva. Razumijevanje
molekularnih mehanizama moze pridonijeti otkrivanju novih antikancerogenih lijekova koji
specificno ciljaju mitofagiju kako bi smanjili kancerogeni potencijal stanica raka debelog

crijeva.

70



Mehanizam djelovanja betulinske kiseline u tretmanu raka debelog crijeva u in vitro modelu

na HCT116 stanicama

U ovom radu istraZzen je mehanizam djelovanja betulinske kiseline u tretmanu raka debelog
crijeva koriste¢i in vitro model na HCT116 stanicama. Kao i tretman oleanolicnom kiselinom,
tretman betulinskom kiselinom pokazao je slicne ucinke na oksidacijski stres u HCT116
stanicama. Rezultati su pokazali povecanje ekspresije HO-1 1 GPX-1 ovisno o dozi. HO-1 ima
vaznu citoprotektivnu ulogu, sudjeluju¢i u adaptivnom odgovoru na oksidacijski stres i
doprinose¢i smanjenju ostecenja stanica induciranih reaktivnim kisikovim spojevima
[131,132]. Posebno vaznu ulogu u antioksidacijskim procesima unutar stanice imaju proteini iz
obitelji glutation peroksidaza (GPX), medu kojima se isti¢e glutation peroksidaza 1 (GPX-1).
GPX-1 je kljuéni antioksidacijski enzim koji katalizira smanjenje vodikovog peroksida (H-0-)
u vodu, ¢ime ucinkovito neutralizira reaktivne kisikove spojeve i §titi stanice od oksidacijskih
oste¢enja [173,174]. Dobiveni rezultati podudaraju se sa smanjenjem vijabilnosti HCT116
stanica 1 poticanjem antitumorskih signalnih puteva povezanih s oksidacijskim stresom 1 smréu

stanica raka.

U procesu apoptoze dolazi do znacajnih promjena u ekspresiji i1 posttranslacijskim
modifikacijama proteina koji reguliraju stani¢nu smrt. Primjerice, proteini koji sadrze
isklju¢ivo BH3 domenu poput BIM-a i NOXA-e povecavaju se kao odgovor na stani¢ni stres
ili aktivaciju p53 signalizacije, ¢ime se inhibira antiapoptoti¢ka aktivnost Bcl-2 obitelji 1 potice
aktivacija izvrSnih kaspaza, Sto rezultira programiranom stanicnom smréu [173,174]. U
tretmanu stanica raka debelog crijeva HCT116 betulinskom kiselinom parametri apoptoze bili
su smanjeni, ukljucujué¢i Bax, cijepanu kaspazu-3 i cijepani PARP1, uz povecanu ekspresiju

proapoptotickih proteina Bim 1 Noxa ovisno o dozi.

S druge strane, tijekom autofagije klju¢ni proteini poput Beclin-1, Atg5 i1 LC3B prolaze kroz
specificne posttranslacijske modifikacije koje omogucéuju formiranje autofagosoma, struktura
potrebnih za obuhvacanje 1 degradaciju stani¢nih komponenti. Osim toga, proteini koji sadrze
isklju¢ivo BH3 domenu (Bim i NOXA) mogu sudjelovati u regulaciji autofagije, time
uskladujuéi signalizacijske puteve apoptoze i autofagije kako bi stanica mogla adekvatno

odgovoriti na stresne uvjete i odrZati stanicnu homeostazu [174,175].

TUNEL test potvrdio je da apoptoza nije bila prisutna kao citotoksi¢ki mehanizam u HCT116
stanicama tretiranim betulinskom kiselinom nakon 72 sata u testiranim dozama. Rezultati su u

suprotnosti sa literaturom koja navodi proapoptoticno djelovanje betulinske kiseline u
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stanicama raka [110-117]. Istrazivanje provedeno na tumorskim linijama SW480 i HCT116
raka debelog crijeva pokazalo je da betulinska kiselina inducira apoptozu u ovim stanicama
povecanjem ekspresije Bax proteina i1 cijepane kaspaze-3, uz smanjenje Bcl-2 proteina u
tretmanima od 24 1 48 sati [176]. Ovakvi rezultati mogu posljedica razliCitih eksperimentalnih

uvjeta, doza ili vremena izlaganja.

Medutim, tretman betulinskom kiselinom na HCT116 stanicama pokazao je indukciju
autofagije. Rezultati su pokazali znacajan porast ekspresije LC3-I/II ovisno o povecanju doze.
Za razliku od tretmana oleanoli¢nom kiselinom, betulinska kiselina nije pokazala utjecaj na
modulaciju mitofagije u ovom eksperimentalnom modelu. Rezultati su pokazali da autofagija
ima zaStitnu ulogu u tretmanu betulinskom kiselinom nakon tretmana inhibitorom autofagije 3-
MA, §to se poklapa sa rezultatima dobivenima 1 u tretmanu sa oleanoli¢nom kiselinom. Ovi
rezultati podrzavaju prethodna istrazivanja koja su navela zastitnu ulogu autofagije u kontekstu

betulinske kiseline [177,178].

Rezultati utjecaja tretmana betulinskom kiselinom u stanicama raka debelog crijeva HCT116
pokazali su nesto drugacije rezultate nego sa tretmanom oleanoli¢nom kiselinom u istrazivanju
signalnih puteva AMPK, PI3K/Akt i MAPK. Tretman s betulinskom kiselinom rezultirao je

povecanjem fosforilacije AKT-a, ovisno o dozi, $to implicira aktivaciju ovog signalnog puta.

Aktivacija Akt-a povezana je s inhibicijom apoptoze jer fosforilacija klju€nih pro-apoptotickih
proteina, poput Bada i faktora FOXO3a, smanjuje njihovu sposobnost da induciraju apoptotske
procese, ¢ime se povecava prezivljavanje stanica. U kontekstu karcinogeneze, povecana
aktivnost Akt-a doprinosi ne samo rastu 1 proliferaciji stanica, nego 1 razvijanju rezistencije na

kemoterapijske tretmane [179,180].

Rezultati istraZivanja pokazuju znacajno smanjenje fosforilacije kljucnih komponenti MAPK
signalnih puteva, ukljucujuéi JNK1/2, p38 1 ERK1/2. MAPK putevi reguliraju stani¢ne
odgovore na stres, apoptozu 1 proliferaciju. U kontekstu karcinogeneze, hiperaktivacija posebno
ERK puta doprinosi povecanoj proliferaciji i prezivljavanju karcinomskih stanica, dok JNK 1
p38 mogu potaknuti apoptozu u odgovor na stani¢na oStecenja. Stoga inhibicija ovih puteva
moze rezultirati smanjenjem proapoptotickih signala, $to u kona¢nici moZze utjecati na razvoj i
napredovanje tumora. Ovi nalazi su u skladu s istrazivanjem Dhillon-a 1 suradnika (2007), koji
detaljno opisuju dvosmjernu ulogu MAPK signalizacije u karcinogenezi [142], te s
istrazivanjem Cuadrado-a i suradnika (2010), koji naglasavaju ulogu MAPK komponenti u

regulaciji apoptoze [181].
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AMPK/mTOR put je klasi¢ni regulator autofagije; u uvjetima niske energetske razine,
aktivirani AMPK inhibira mTOR, §to dovodi do indukcije autofagije kao mehanizma
prezivljavanja. Medutim, rezultati pokazuju znaCajno smanjenje fosforilacije AMPK, Ssto
sugerira da klasicni AMPK/mTOR put mozda nije primarni mehanizam indukcije autofagije u
ovom sustavu. Ovaj nalaz sugerira postojanje drugih puteva aktivacije autofagije, poput onih
povezanih s reaktivnim vrstama kisika ili odgovorima na stani¢ni stres. Ovaj koncept detaljno
su predstavili Laplante 1 Sabatini (2012) [141] te Klionsky et al. (2016) [182], koji opisuju

slozenost mehanizama regulacije autofagije u stanici.

Rezultati tretmana betulinskom kiselinom pokazali su blago povecanje ukupne ekspresije
FOXO3a, dok je fosforilirani oblik FOXO3a (koji je Cesto povezan s inhibicijom njegove
transkripcijske aktivnosti) blago smanjen, a ti rezultati su nezavisni o signalnim putevima Akt,
AMPK, ERK, JNK i p38. Paralelno s tim, ekspresija Sirt6 bila je znacajno poveéana ovisno o
dozi u HCT116 stanicama. Prethodna istrazivanja sugeriraju da Sirt6 moze modulirati aktivnost
FOXO3a putem deacetilacije, ¢ime se poti¢e njegovu transkripcijsku funkciju te se inducira
ekspresija autofagijskih gena, Sto doprinosi aktivaciji autofagije kao mehanizma prezivljavanja
u uvjetima stani¢nog stresa [84,183]. Ova interakcija izmedu FOXO3a i Sirt6 predstavlja vazan
regulatorni signalni put u koordinaciji autofagije i stanicnog odgovora na stres, §to moze imati

znacajne implikacije u kontekstu terapijskih pristupa u karcinogenezi.

Istrazivanje je pokazalo da betulinska kiselina inducira autofagiju, ali ne 1 apoptozu, u HCT116
stanicama raka debelog crijeva. lako su prethodna istraZivanja sugerirala njeno proapoptoti¢no
djelovanje, nasi rezultati ukazuju na zastitnu ulogu autofagije, Sto je potvrdeno inhibicijom
autofagije 3-MA inhibitorom. Ovi nalazi sugeriraju da, iako betulinska kiselina ne inducira
izravno apoptozu u HCT116 stanicama, ona potice autofagiju koja moze djelovati kao zastitni
mehanizam za stanice raka, a inhibicija autofagije moze povecati ucinkovitost betulinske
kiseline kao antikancerogenog agensa, Sto otvara moguénost kombiniranih terapija koje ciljaju
autofagiju kako bi se pojacao terapijski uc€inak [184]. Tretman betulinskom kiselinom
modulirao je kljuéne signalne puteve, ukljucuju¢i Akt, MAPK i AMPK/mTOR, pri ¢emu je
aktivacija Akt-a potencijalno doprinijela prezivljavanju stanica, no usprkos tome, stanice pod
tretmanom su na kraju podlegle citotoksicnom ucinku. Nadalje, povecana ekspresija Sirt6 i
FOXO3a sugerira alternativne puteve regulacije autofagije. Rezultati nam pokazuju koliko su
male promjene na molekularnoj razini kljuéne za radikalne razlike u mehanizmu djelovanja

protutumorskih lijekova. Ovi nalazi naglaSavaju kompleksnost odgovora stanica raka na
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betulinsku kiselinu i ukazuju na moguénost njenog djelovanja kroz mehanizme neovisne o

klasi¢nim apoptotskim putevima.
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Kemosenzibilizacija stanica raka debelog crijeva HCTI116 fitokemikalijama 5-FU sa

oleanoli¢nom kiselinom i betulinskom kiselinom

U ovom istrazivanju analizirane su potencijalne terapijske strategije za poboljSanje
ucinkovitosti antitumorskih tretmana, istrazujuci sinergisticki uc¢inak oleanoli¢ne kiseline i 5-
fluorouracila (5-FU), kao i betulinske kiseline i 5-FU-a, na vijabilnost HCT116 stanica raka
debelog crijeva. Rezultati su pokazali da oba tretmana znacajno smanjuju vijabilnost stanica te
sugeriraju da oleanoli¢na kiselina i betulinska kiselina mogu djelovati kao kemosenzibilizatori,

povecavajuci u€inkovitost 5-FU-a.

Rezultati kombiniranog ucinka oleanoli¢ne kiseline 1 5-FU pokazala je izraZen sinergisticki
ucinak, dovodeéi do znacajnog smanjenja vijabilnosti HCT116 stanica. Ovaj rezultat sugerira
da oleanoli¢na kiselina moze imati ulogu kemosenzibilizatora, pojacavajuéi uc¢inke 5-FU-a na
stanice raka debelog crijeva. Sli¢no tome, rezultati sa betulinskom kiselinom jasno pokazuju da
tretman povecava osjetljivost HCT116 stanica na citotoksi¢ne ucinke 5-FU, $to ukazuje na

njegov potencijal kao kemosenzibilizatora.

Usporedba oba tretmana ukazuje na to da bi primjena ovih spojeva mogla biti potencijalna
strategija za poboljSanje ucinkovitosti standardne kemoterapije temeljene na 5-FU-u. Buduci
da je otpornost na 5-FU veliki klinicki izazov u lijeCenju raka debelog crijeva [185,186],
sinergisticki u¢inak ovih spojeva mogao bi omoguciti smanjenje doze 5-FU-a, ¢ime bi se

potencijalno smanjile nuspojave, a istovremeno odrzala ili ¢ak povecala terapijska u€inkovitost.

Ovi rezultati otvaraju mogucnosti za daljnja istrazivanja mehanizama djelovanja oleanoli¢ne
kiseline 1 betulinske kiseline u kombinaciji s 5-FU-om, kao i za in vivo studije kako bi se
procijenila njihova klinicka primjenjivost. Takoder, buduca istraZivanja trebala bi istraziti
specificne molekularne puteve koje ovi spojevi ciljaju, kako bi se identificirali biomarkeri koji
bi mogli posluZiti za selekciju pacijenata koji bi najvise imali koristi od ovakvih kombiniranih

terapija.
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6. ZAKLJUCAK

Fitokemikalije predstavljaju vazan terapijski alat u modulaciji signalnih puteva raka debelog

crijeva. Njihovo djelovanje nije ograniceno na inhibiciju tumorskog rasta, ve¢ ukljucuje

kompleksne mehanizme koji utjecu na klju¢ne molekularne procese, poput apoptoze, upale 1

metabolizma. Kombinacija ovih spojeva s postoje¢im terapijama moze unaprijediti terapijske

ishode smanjenjem otpornosti tumorskih stanica i povec¢anjem ucinkovitosti lijecenja. Buduca

istrazivanja trebala bi se usmjeriti na razjasnjavanje specificnih mehanizama djelovanja ovih

spojeva te na ispitivanje njihovih kombiniranih ucinaka na signalne puteve, s ciljem

optimizacije terapijskih strategija za pacijente s rakom debelog crijeva.

ZAKLJUCCT:

1.

Utjecaj fitokemikalija na vijabilnost stanica raka debelog crijeva 1 sposobnost
formiranja kolonija pokazao je da rutin ima visoku ICso vrijednost (355 uM) 1 nema
znacajan citotoksi¢ni uc¢inak, zbog Cega je eliminiran iz daljnjih istrazivanja. S druge
strane, oleanoli¢na kiselina (ICso = 29,3 uM) 1 betulinska kiselina (ICso = 4,26 uM)
pokazuju znacajan citotoksicni ucinak na HCT116 stanice, smanjuju¢i njihovu

vijabilnost i sposobnost formiranja kolonija.

. Uloga oksidacijskog stresa, apoptoze 1 autofagije/mitofagije u mehanizmu

citotoksi¢nosti oleanoli¢ne kiseline ocituje se u induciranju oksidacijskog stresa
povecanjem ekspresije HO-1, dok istovremeno poti¢e apoptozu povecanjem ekspresije
p21 i smanjenjem ciklina D1. Aktivira kaspazu-3 i cijepanje PARP1, ¢ime se potvrduje
apoptotski ucinak. Takoder inhibira PI3K/Akt i ERK/JNK signalizaciju te aktivira p38
MAPK signalizaciju $to doprinosi apoptotskom odgovoru te potice autofagiju
aktivacijom AMPK 1 inhibicijom mTOR-a. Nadalje, inducira mitofagiju putem
PINK1/Parkin signalnog puta. Za razliku od oleanoli¢ne kiseline, betulinska kiselina
takoder inducira oksidacijski stres povecanjem ekspresije HO-1 1 GPX-1, ali ne
uzrokuje apoptozu. Poti¢e autofagiju, no bez modulacije mitofagije te aktivira Akt
signalni put, §to moze pridonijeti prezivljavanju stanica.

Uloga SIRT6 u aktivaciji FOXO3a nakon tretmana fitokemikalijama pokazuje da
oleanoli¢na i betulinska kiselina povecavaju ekspresiju FOXO3a i SIRT6, sugerirajuci
njihovu ulogu u regulaciji autofagije i apoptoze. Oleanoli¢na kiselina povecava
nakupljanje u jezgri FOXO3a, dok betulinska kiselina koristi alternativne mehanizme

aktivacije FOXO3a.
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4. Molekularni mehanizam terapijskog djelovanja fitokemikalija u raku debelog crijeva
temelji se na modulaciji signalnih puteva. Oleanoli¢na kiselina modulira vise signalnih
puteva ukljucujuci apoptozu, autofagiju i mitofagiju, dok betulinska kiselina inducira
autofagiju bez poticanja apoptoze. Dodatno, oleanolicna kiselina inhibira Akt
signalizaciju, dok je betulinska kiselina aktivira, §to moze pridonijeti razliitim
ucincima na prezivljavanje stanica.

5. Kemosenzitizacija stanica raka debelog crijeva na 5-FU pomocu fitokemikalija
pokazala je da oleanoli¢na i betulinska kiselina povecavaju osjetljivost HCT116 stanica
na 5-FU. Kombinacija ovih spojeva s 5-FU smanjuje vijabilnost stanica i moze
omoguciti smanjenje doze 5-FU-a, ¢ime se smanjuju nuspojave kemoterapije. Ovi
spojevi mogu djelovati kao kemosenzibilizatori, poboljSavaju¢i u¢inkovitost standardne

terapije u lijeCenju raka debelog crijeva.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na to da ¢ak i male promjene na molekularnoj razini mogu
dovesti do znacajnih razlika u mehanizmu djelovanja protutumorskih lijekova. Autofagija i
apoptoza identificirani su kao klju¢ni procesi kroz koje fitokemikalije mogu modulirati stani¢ni
odgovor u raku debelog crijeva. U tom kontekstu, oleanoli¢na i betulinska kiselina pokazale su
znaCajan potencijal u modulaciji signalnih puteva povezanih s oksidacijskim stresom,
staniénom smrcu i autofagijom, Sto ih ¢ini obecavaju¢im kandidatima za poboljSanje terapijskih

pristupa u lijeenju raka debelog crijeva.

Unato€ ovim nalazima, potrebna su daljnja istraZivanja kako b1 se detaljno razjasnili specifi¢ni
molekularni putevi koji posreduju ucinke ovih spojeva. Identifikacija takvih puteva mogla bi
omoguciti razvoj biomarkera za personalizirane terapijske strategije, ¢ime bi se povecala

ucinkovitost 1 selektivnost tretmana, smanjujuci pritom nuspojave i otpornost na terapiju.
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Lidija Simi¢ Severdija
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74925849441
+385919479396
simiclidija23@gmail.com
lidija.simic@uniri.hr
Hrvatica

Hrvatsko

20.02.1991.

Od 26.04.2021.

Objedinjeni hitni bolni¢ki prijem Susak

Klini¢ki Bolni¢ki Centar Rijeka

Strucni suradnik u laboratoriju za brzu molekularnu dijagnostiku
Struc¢ni suradnik u laboratoriju

Provodenje molekularnih metoda, organizacija radnih zadataka,
planiranje i izvedba projekata

Od 10.04.2018 do 19.03.2021.

Zavod za medicinsku kemiju, biokemiju i klini¢ku kemiju
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Rijeci, Bra¢e Branchetta 20,
Rijeka

Suradnik (zamjena za porodiljni), znanstveno podrucje biomedicina i
zdravstvo, znanstveno polje temeljne medicinske znanosti,
znanstvena grana medicinska biokemija

Asistent (zamjena za porodiljni)

Organizacija i izvodenje nastave (seminari, viezbe, ispiti) te
znanstveni rad

0Od 06.12.2017 do 31.01.2018.
Tvrtka ,Dermoestetik d.o.0.“, Umag, Hrvatska

InZenjer u proizvodniji
Sanitarni inZenjer

Obavljala poslove vezane za prijavu proizvoda u sustav CPNP-a,
kontrola deklaracija, sudjelovanje u organizaciji proizvodnje i
provedbe sustava GMP-a, te sli¢ni administrativni poslovi
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Naziv i sjediste tvrtke Zavod za javno zdravstvo Istarske Zupanije (Pula, Hrvatska)

zaposlenja

Vrsta posla ili podrucje Pripravnik na struénom osposobljavanju bez zasnivanja radnog
odnosa

Zanimanije i polozaj koji Sanitarni inzenjer

obnasa

Datum (od — do) Od sije€nja 2010. do rujna 2010.

Naziv i sjediste tvrtke Dom za starije i nemoc¢ne, RaSa, Hrvatska
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Zanimanije i polozaj koji njegovatelj

obnada

Osnovne aktivnosti i Obavljala poslove njege i brige o starijim i nemo¢nim osobama nakon

odgovornosti zavrSene srednje medicinske Skole

OBRAZOVANJE

Datum (od — do) Svibanj, 2020. — do 2025.

Naziv i vrsta obrazovne Sveuciliste u Rijeci, Medicinski fakultet

ustanove

Osnovni predmet /zanimanje Doktorska Skola — smjer Biomedicina

Tema: ~Savladavanje rezistencije antitumorskih lijekova u stanicama

kolorektalnog karcinoma prirodnim antitumorskim spojevima*“

Datum (od — do) Listopad, 2014. — Srpanj, 2016.

Naziv i vrsta obrazovne Sveuciliste u Rijeci, Medicinski fakultet

ustanove

Osnovni predmet /zanimanje Diplomski sveucilidni studij Sanitarno inzenjerstvo

Naslov postignut obrazovanjem  Magistra sanitarnog inzenjerstva, mag. sanit. ing.

Datum (od — do) Listopad, 2010. — Rujan, 2014.

Naziv i vrsta obrazovne Sveuciliste u Rijeci, Medicinski fakultet

ustanove

Osnovni predmet /zanimanje Preddiplomski sveuciliSni studij Sanitarno inzenjerstvo

Naslov postignut obrazovanjem  SveudciliSna prvostupnica (baccalaurea) sanitarnog inZenjerstva, univ.
bacc. sanit. ing

Datum (od — do) Rujan, 2005. — Lipanj, 2009.

Naziv i vrsta obrazovne Srednja medicinska Skola, Pula

ustanove

Osnovni predmet /zanimanje Op¢i smjer medicinska sestra/medicinski tehni¢ar
Naslov postignut Medicinska sestra/Medicinski tehnicar

obrazovanjem

97



Ostalo

HRVATSKI

* sposobnost &itanja

* sposobnost pisanja

* sposobnost usmenog
izrazavanja

ENGLESKI
* sposobnost ¢itanja
* sposobnost pisanja

* sposobnost usmenog
izrazavanja

SOCIJALNE VJESTINE |
SPOSOBNOSTI

Nastavna djelatnost

Clanstva u komorama i
drustvima

ORGANIZACIJSKE
VJESTINE | SPOSOBNOSTI

Polozen strucni ispit nakon uspjesno zavrSenog pripravnickog staza
propisanog za magistre sanitarnog inzenjerstva u Zagrebu,
Ministarstvo zdravstva, dana 18.prosinca 2018. ¢ime sam stekla
Odobrenje za samostalan rad (licenca)

lzvrsno
lzvrsno
lzvrsno

lzvrsno
lzvrsno
lzvrsno

Komunikativha sam osoba, sposobna za timski rad te sam voljna ugiti
i stjecati nova iskustva.

Vjezbe, seminari, ispiti, obvezni kolegij "Biokemija 11", Studij Medicine,
Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci;

Vjezbe, obavezni kolegij ,Biochemistry I, Studij Medicine na
engleskom jeziku, Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci

Vjezbe, obavezni kolegij ,Medicinska kemija i biokemija I“; Studij
Medicine, Medicinski fakultet sveuciliSta u Rijeci

Vjezbe, seminari, ispiti, obvezni kolegij "Biokemija", Preddiplomski
studij Sanitarnog inZenjerstva, Medicinski fakultet Sveudilista u Rijeci.
VjeZbe, obvezni kolegij "Biokemija", Studij Dentalne medicine,
Medicinski fakultet Sveudilista u Rijeci.

VjezZbe, ispiti, obvezni kolegij "Laboratorijska dijagnostika”, Studij
Radioloka tehnologija, Fakultet zdravstvenih studija SveudiliSta u
Rijeci.

VjezZbe, ispiti, obavezni kolegij ,Napredna primjena racunala u
ekosustavima®“, Diplomski studij Sanitarnog inzenjerstva, Medicinski
fakultet Sveucilista u Rijeci

Clan Hrvatskog drustva za biokemiju i molekularnu biologiju od 2020.
godine

Clan Hrvatske komore zdravstvenih radnika: Strukovni razred za
djelatnost sanitarnog inzenjerstva

Sposobna sam za organizaciju i raspodjelu zadataka izmedu vise
osoba u odredenom poslu.
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TEHNICKE VJESTINE |
SPOSOBNOSTI

DODATNE OBAVIJESTI

Vrlo dobro poznavanje osnovnog rada na racunalu (Windows, Linux)
te Microsoft office paketa (Word. Excell, PowerPoint), Photoshopa,
Statistica, ImageJ te programa za pristup internetu.

Iskustvo rada u imunohistokemijskim analizama, imunoflourescenciji te
western blot analizama.

Rad sa stani¢nim kulturama, uzgoj stanica, bojanja, ostale analize
stani€nih kultura.

Iskustvo rada na kromatografskim analizama tekuéinskim
kromatografom visoke djelotvornosti

Sudjelovanje na projektu: Interakcija lijekova i fitokemikalija in vitro i in
vivo: uloga FOXO signalnog puta (uniri-biomed-18-30), voditel]
projekta: Prof.dr.sc. Robert Domitrovi¢

Popis objavljenih radova:

“Impact of Point-of-Care Laboratory Diagnostics on Emergency
Department Processing Times During the COVID-19 Pandemic“Dunja
Kureljak, Lidija Simi¢ Severdija, Mia Krapi¢, Iva Marinovié, Mate
Lerga, Vanda Jurani¢ Lisni¢, Martina Pavleti¢, Medicina fluminensis
(2024)

-1 he interplay of mitophagy, autophagy, and apoptosis in cisplatin-
induced kidney injury: involvement of ERK signaling pathway.“ lva
Suman, Lidija Simi¢, Gordana Canadi Juresi¢, Sungica Buljevi¢, Damir
Klepac, Robert Domitrovi¢. Cell Death Discov. (2024) |.F.=6,1

»Sinomenine mitigates cisplatin-induced kidney injury by targeting
multiple signaling pathways.*; lva Potoénjak, Lidija Simi¢, Lara Batigi¢,,
Hrvoje Krizan, Robert Domitrovi¢, Food and Chemical

Toxicology (2023) I.F.= 5.572

,Oleanolic acid induces HCT116 colon cancer cell death through the
p38/FOX03a/Sirt6 pathway*; lva Potoénjak, Lidija Simié, Iva Vukelié,
Lara Batic¢i¢, Robert Domitrovi¢, Chemico Biological Interactions
(2022) .F.=5.168

“Oleanolic acid attenuates cisplatin-induced nephrotoxicity in mice and
chemosensitizes human cervical cancer cells to cisplatin cytotoxicity”
Iva Potoénjak, Lidija Simi¢, Iva Vukeli¢, Robert Domitrovié, Food and
Chemical toxicology (2019) I.F. = 3,775

~Aucubin administered by either oral or parental route protects against
cisplatin-induced acute kidney injury in mice* Ilva Poto¢nja, Jelena
Marini¢, Lara Bati¢ié, Lidija Simié, Dalibor Brozni¢, Robert Domitrovig,
Food and Chemical toxicology (2020)

I.F. =3,390

»2Antitumor activity of luteolin in human colon cancer SW620 cells is
mediated by the ERK/FOXO3a signaling pathway“ lva Poto&njak, Lidija
Simi¢, Ivana Gobin, Iva Vukeli¢, Robert Domitrovié, Toxicology in Vitro
(2020)

I.F.=3,170
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Sudjelovanja na kongresima:

FEBS3+ Meeting: Exploring Molecular Frontiers sa medunarodnim
sudjelovanjem, 2024, Pula, Hrvatskal.idija ,Anticancer effects of
betulinic acid on hct116 colorectal cancer cells: role of oxidative stress,
autophagy, and signaling pathways* Lidija Simi¢ Severdija, lva Suman,
Lara Batici¢, Robert Domitrovi¢, poster prezentacija

IUBMB—-FEBS—PABMB congress “The Biochemistry Global Summit”
sa medunarodnim sudjelovanjem, 2022, Lisbon, Portugal, ,Oleanolic
acid induces cytoprotective mitophagy in HCT116 human colon
carcinoma cells®, Lidija Simi¢, Iva Poto¢njak, lva Vukeli¢, Lara Baticic,
Robert Domitrovié, poster prezentacija

IUBMB—-FEBS—PABMB Young Scientists' Forum sa medunarodnim
sudjelovanjem, 2022, Vimeiro, Portugal, ,Oleanolic acid induces
cytoprotective mitophagy in HCT116 human colon carcinoma cells®,
Lidija Simi¢, Iva Potoénjak, lva Vukeli¢, Lara Bati¢i¢, Robert
Domitrovi¢, poster prezentacija

6th Croatian Congress of Toxicology sa medunarodnim sudjelovanjem,
2021, Rabac, Croatia, “Antitumour activity of luteolin in human colon
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