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SAZETAK

Uloga i znacaj alfa-lipoinske kiseline i nesteroidnih antiinflamatornih lekova u
hemoprevenciji i indukciji apoptoze Celija karcinoma kolona i cerviksa —in vitro studija

Terapija karcinoma kolona i cerviksa se obi¢no zasniva na delovanju jednog ili vise
citostatika, koji na razliCite naCine zaustavljaju Celijski ciklus ispoljavajuéi visok stepen
nezeljenih efekata i razvoja rezistencije. Zato je pronalaZzenje novih ili unapredenje vec
postojedih agenasa, sa potencijalnim antitumorskim delovanjem, imperativ u savremenoj
farmakoterapiji karcinoma. Povecanje efikasnosti citostatika moZe biti postignuto
kombinovanom terapijom sa hemopreventivnim agenasima Cime se potencira efikasnost
samog citostatika, a smanjuju nezeljeni efekti.

Cilj ovog istrazivanja je da se ispita efekat alfa-lipoinske kiseline, ketoprofena,
meloksikama i kombinacije ispitivanih supstanci sa cisplatinom ili 5-fluorouracilom u
kulturama cCelija karcinoma kolona, cerviksa i primarne kulture mononuklearnih celija
periferne krvi na proliferaciju Celija i kvantitativnu ekspresiju NF-xB, Bcl-2 i Bax proteina u
cilju procenjivanja hemopreventivnog potencijalaispitivanih supstanci.

MTT test u eseju Celijske proliferacije se Koristio za ispitivanje efekta ispitivanih
supstanci na proliferaciju Celija karcinoma kolona i cerviksa, dok je kvantitativna ekspresija
NF-xB, Bcl-2 i Bax proteina odredena odgovarajucom imunofluorescentnom metodom.
Uloga mononuklearnih Celije periferne krvi u sprovedenom istraZivanju bazirana je na
praenju selektivnosti ispitivanih supstanci analizom ekspresije mitohondrijalnih markera
apoptoze.

Rezultati sprovedenog istrazivanja pokazuju da alfa-lipoinska kiselina, ketoprofen i
meloksikam mogu zauzeti znaCajno mesto u hemoprevenciji karcinoma kolona i cerviksa
delujuéi na ekspresiju NF-xB, Bcl-2 i Bax, kao vaZnih markera apoptoticke moci Celija
karcinoma kolona i cerviksa. Primecen je dozno zavistan efekat ispitivanih supstanci,
pogotovo u kombinaciji sa citostaticima. Kada je komparacija nesteroidnih antiiflamatornih
lekova u pitanju, prednost bi mogla biti data meloksikamu, najverovatnije zbog selektivnijeg
profila delovanja prema inhibiciji COX-2. Dobijeni rezultati mogli bi biti izuzetno dobri
preparati za daljain vivo pretklini¢ka ispitivanja u cilju potenciranja efekata, uz poseban osvrt
na razvoj rezistencije i smanjenja nezeljenih efekata standardnih citostatskih tretmana
karcinomakolonai cerviksa.

Kljucne reci: Karcinom kolona, karcinom cerviksa, apoptoza, hemoprevencija, alfa-

lipoinska kiselina, ketoprofen, meloksikam

Naucna oblast: Klinicka farmakologija
UDK broj: 615.03



SUMMARY

Therole and significance of the alpha-lipoic acid and non-steroidal anti-
inflammatory drugsin the chemoprevention and induction of apoptotosisin the colon
and cervix cancer cell lines - in vitro study

The colon and cervix cancer treatment is usually based on the activity of one or more
chemotherapeutic agents, which stop the cell cycle in numerous ways, by showing a high
level of adverse effects and the development of resistance. Therefore, finding new or
improving the existing agents with potential antitumor activity is imperative in the
contemporary pharmacotherapy of cancer. Increasing the efficiency of chemotherapeutic
agents can be achieved by combining the treatment with chemopreventive agents, which
would enhance the effectiveness of the cytostatics and reduce the side effects.

The aim of this study is to investigate the effect of the alpha-lipoic acid, ketoprofen,
meloxicam and the combinations of tese test substances with cisplatin and 5-fluorouracil, in
the cell cultures of colon and cervical cancer and the primary cultures of the mononuclear
cells of peripheral blood, on cell proliferation and the quantitative expression of NF-xB, Bcl-
2 and Bax protein in order to assess the test substances’ chemopreventive potential.

The MTT test in the cell proliferation assay was used to examine the effect of test
substances on the proliferation of colon and cervix cancer cells, while the quantitative
expression of the NF-xB, Bcl-2 and Bax protein was determined in correspondence to the
immunofluorescence method. The role of the mononuclear cells of peripheral blood in the
conducted research, is based on monitoring the selectivity of the tested substances by
analysing the expression of mitochondrial apoptosis markers.

The research results show that the alpha-lipoic acid, ketoprofen and meloxicam have
an important role in the chemoprevention of colon and cervix cancer, by having an influence
on the expression of NF-kB, Bcl-2 and Bax, as important markers of the apoptotic cell power
of the colon and cervix cancer cells. The test substances showed a dose-dependent effect,
especialy in combination with the cytostatics. When it comes to the comparison of the
antiiflamatory nonsteroidal drugs, the priority could be given to meloxicam, probably due to
the more selective profile of the COX-2 inhibition. The results could be very good candidates
for the further in vivo preclinical studies in order to potentiate the effects, in a particular
reference to the development of resistance and the reduction of the side effects that occur in
the standard cytostatic treatment of colon and cervix cancer.

Key word: colon cancer, cervix cancer, apoptosis, chemoprevention, alpha-lipoic
acid, ketoprofen, meloxicam

Scientific field: Clinical pharmacology
UDC: 615.03
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1. UvOoD

Promene u strukturi vodecih uzroka smrti, poslednjih decenija, kretale su se u pravcu
smanjivanja udela akutnih zaraznih bolesti i povecanja hroni¢nih nezaraznih oboljenja. Sli¢an
trend je bio u svim razvijenim zemljama sveta kada su kardiovaskularne i maligne bolesti
postali dominantni uzroci smrti, a infektivne i zarazne bolesti statisticki zanemarljive (1).
Povecanje stope oboljevanja od karcinoma se pripisuje Zivotnoj dobi, Zivotnom stilu i
genetici. Karcinom kolona predstavlja visoko zastupljeni oblik maligniteta (2). Smatra se
tre¢cim najceS¢im oblikom dijagnostikovanog maligniteta u Evropi i kao takav predstavija
veliki zdravstveni i socioekonomski problem (3). Karcinom cerviksa, koji je svojom
incidencom za nijansu zastupljeniji od kolon karcinoma, nalazi se na drugom mestu i belezZi
porast obolelih u nerazvijenim zemljama (4).

Terapija karcinoma kolona i cerviksa se obi¢no zasniva na delovanju jednog ili vise
citostatika, koji na razliCite naCine zastavljaju celijski ciklus ispoljavajuci visok stepen
nezeljenih efekata i razvoja rezistencije. Zato je pronalazenje novih ili unapredenje vec
postojeCih agenasa, sa potencijalnim antitumorskim delovanjem, imperativ u savremenoj
farmakoterapiji karcinoma. Povecanje efikasnosti citostatika moZe biti postignuto
kombinovanom terapijom sa hemopreventivnim agenasima Cime se potencira efikasnost

samog citostatika, a smanjuju nezeljeni efekti.




Uvod

1.1. Karcinom kolona

Maligne bolesti predstavljaju veliki socioekonomski problem u svetu zbog velike
smrtnosti, izmenjenog kvaliteta zivota i ogromnih troSkova za leCenje. Medu malignitetima
gastrointestinalnog sistema karcinom kolona (KK) predstavlja ozbiljan svetski zdravstveni
problem. Po svojoj uCestalosti i smrtnosti nalazi se u samom vrhu svih karcinoma kako kod

muskaraca, tako i kod zena (5).

1.1.1. Epidemiologija karcinoma kolona

Karcinom kolona je jedan od najcesCih oblika karcinoma, koji podjednako zahvata
oba pola. Po uCestalosti, KK se nalazi na treem mestu u svetu u muskaraca i na drugom u
Zena. Kod muskaraca je najcesc¢i po uCestalosti iza karcinoma pluca i Zeluca, a kod Zena iza
karcinoma dojkei cerviksa. KarakteriSe se visokom stopom mortaliteta. UCestal ost karcinoma
kolona je u poslednjih dvadesetak godina u stalnom i znacajnom porastu. Godisnje u svetu od
KK oboli oko 1,2 miliona, a umire oko 600 hiljada ljudi. Skoro 60% svih sluCajeva obolelih
se javlja u razvijenim zemljama. Incidenca karcinoma kolona varira u raznim geografskim
podrucjim. Najveca incidenca je procenjena u Austraiji sa Novim Zelandom i zapadnoj
Evropi, a najniza u Africi i juznoj i centralnoj Aziji (6).

KK predstavlja drugi ngj¢esc¢i uzrok smrti usled karcinoma u Srbiji, odmah posle
karcinoma pluca kod muskaraca i karcinoma dojke kod Zena. Poslednjih godina doslo je do
znatajnog porasta njegove incidence i sada ona iznosi 19,9/100 000 muskaraca i 11,2/100
000 Zena. NajCeSc¢e se javlja kod muskaraca starosti izmedu 70 i 74 godine, a kod Zena iznad
75 godine Zivota (7).

Stopa mortaliteta u Srbiji iznosi 9,4/100 000 i 5,9/200 000 respektivno. Na osnovu
podataka RepubliCkog zavoda za statistiku u periodu od 1997-2010. godine, zapazen je porast
mortaliteta usled malignih tumora kolona za 16,0% (8).

1.1.2. Molekularni mehanizmi nastanka karcinoma kolona

Karcinogeneza karcinoma kolona je veoma dugotrgjan proces. Postoje brojni faktori
koji na krgu dovode do pojave mutacija, koje u jednom trenutku dovode do transformacije

tkiva u malignu neoplazmu. Genetske, eksperimentalne i epidemioloSke studije upucuju na
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Cinjenicu da je za nastanak KK odgovorna sloZena interreakcija izmedu nasledne sklonosti i
faktora spoljasnje sredine (9).

Osim spoljadnjih faktora i karcinogena koji deluju na epitelnu éeliju, ona mora biti
zahvacena i naslednim patoloskim procesom koji ¢e izazvati ateraciju sposobnu za indukciju
Celijske proliferacije i nekontrolisanog rasta. Vazno je naglasiti da je Celija u stanju pojacane
abnormalne proliferacije mnogo osetljivija na degjstvo karcinogena i dalje genetske promene
(10). Za potpunu Celijsku promenu potrebno je viSe genetskih defekata tipa mutacije ili
poremecaja ekspresije koji daju i modifikuju klini€ku sliku i krajnji ishod bolesti.
Karcinogeneza je kontinuirani, dugotrajni proces koji moze trajati vise godina ili decenija
(12).

Neoplasticna transformacija kolona je viSestepen proces koji najceSée tragje
godinama i pratena je nizom karakteristiCnih genetskih promena. U tom procesu dolazi do
patoloSke transformacije normalnog epitela kolona prvo u adenomatozni polip, a zatim u
maligni karcinom koji kasnije dobija invazivni potencijal. Karcinogeneza kolona se
karakteriSe sukcesivnom akumulacijom mutacija u genima koji kontroliSu rast i
diferencijaciju epitelnih ¢elija, Sto za posledicu ima genomsku nestabilnost (12).

Danas je poznato da je KK vrlo heterogen na molekularnom nivou i da to u
mnogome doprinosi razliCitoj prognozi i ishodu leCenja pacijenata. U poslednjih deset godina
terapija pacijenata sa KK je znafgno poboljSana zahvaljuju¢i boljem razumevanju
molekularne osnove bolesti, optimizaciji hemioterapijei uvodenju ciljane terapije (13).

1.1.3. Faktori rizika za nastanak karcinoma kolona

Etiologija nastanka, kako maligne neoplazije, tako i KK, jo§ uvek nije dovoljno
razjasnjena, zato se najcesce govori o faktorima rizika za pojavu karcinoma kolona. Postoji
veliki broj faktora koji su odgovorni za nastanak mutacija, koje u jednom trenutku mogu
dovesti do transformacije tkiva i nastanaka maligne neoplazme. U najveéem broju slucajeva
neophodan je multifaktorski uticg za nastank maligne neoplazme kolona. Epidemioloske
studije su utvrdile viSe faktora koji doprinose nastanku KK koji mogu biti promenljivog ili
nepromenljivog karaktera. U Tabeli 1. prikazani su faktori koji imaju znaCajnu ulogu u
nastanku i napredovanju karcinomakolona (14).
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Tabela 1. Faktori koji imaju zna€ajnu ulogu u nastanku i napredovanju karcinoma kolona

Promenljivi . .
. Nepromenljivi faktori
faktori P J
Steceni faktori Nasledni faktori
Ishrana Zivotna dob Porodi¢na anamneza za karcinom
Prekomerna telesna tezina . .
Li¢na anamneza na polipozu kolona
Fizitka aktivnost Li¢na anamneza na kracinom kolona Porodicna adenomatozna

Alkohol i puSenje . . . .
P J Licna anamneza na inflamatorna bolesti  polipoza

Medikamenti i hormoni creva Nagledni nepolipozni
Infektivni agensi kolorektralni karcinom

Juvenilna polipoza

Promenljivi faktori i karcinom kolona. Smatra se da faktori sredine, koji
obuhvataju kulturoloske i socioloske faktori, mogu imati snazan uticaj na nastanak i dalji
razvoj KK. Literaturni podacaci ukazuju da je 70-80% svih KK uzrokovano nekim od faktora
spoljasnje sredine. EtniCke i rasne razlike, kao i studije o migracijama sugeriSu da faktori
spoljasnje sredine mogu igrati vaznu ulogu u etiologiji ove bolesti (15).

Ishrana je vrlo vazan faktor u nastanku i napredovanju KK. Vrlo je tesko izdvoyjiti
poseban sastojak ili namernicu koja moze biti odgovorna za nastanak, ali se globalno moze
reCi da hrana bogata mastima i kalorijama pogoduje nastanku maligiteta kolona
Konzumiranje voca i povréa dovodi do smanjenja rizika od nastanka karcinoma kolona
zahvaljujuci prisustvu biljnih vlakana, vitamina B6, folata, kalcijuma, antioksidanasa, selena i
magnezijuma. Sa druge strane ishrana bogata crvenim mesom povecava rizik od nastanka KK
zbog nastalih heterocikli¢nih amina u toku termicke obrade mesa (16).

Prekomerna telesna masa predstavlja znaCajan faktor rizika za nastanak
kardovaskularnih bolesti i razliitih malignih neoplazija. Epidemioloski podaci potvrduju da
povecanje telesne mase dovodi do porasta rizika od nastanka KK za 30-70% i to prvenstveno
u populaciji muskaraca. UoCljiv je trend znaCajnijeg uticaja visceralne gojaznosti na nastanak
kolon karcinoma u odnosu na subkutanu gojaznost (17).

FiziCka aktivnost. Veiki broj dosadaSnjih istrazivanja upucuje na ulogu i znacaj
fiziCke aktivnosti u prevenciji i razvoju malignih oboljenja. U svim istraZzivanjima zabelezen

je pozitivan uticaj umerene fiziCke aktivnosti na smanjenje incidence KK (18).
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Pusenje i alkohol. Za razliku od karcinoma cerviksa gde je jasno definisana uloga
nikotina i produkata iz duvanskog dima kod KK postoje nedovoljno jasni podaci, ali se
globalno moZe reci da postoji povecani rizik za razvoj karcinoma kolona kod osoba koje su
pusacCi. Svakako da se morgju uzeti u obzir, godine pusackog staza i poCetak puSenja u ranijoj
zivotnoj dobi. Dosadasnja istraZzivanja upucuju na znaCaj upotrebe Ceste konzumacije
alkoholai nastanka malignih neoplazija kolona (19).

Nepromenljivi faktori i karcinom kolona. Godine predstavljgju najveci faktor rizika
za obolevanje od KK. Vrlo su retki sluCgevi obolevanja od ovog tipa maligniteta kod osoba
obolevanja znafajno povetava, dok se nakon ovog periodarizik eksponencijano uvetava za
svaku slede¢u dekadu Zivota, sa naznakom da se 90% KK otkrije u osoba starijih od 50
godina (20).

Osobe sa pozitivnom porodi¢nom istorijom KK imaju vecu verovatno¢u da obole od
ove vrste maligniteta dok Clanovi porodica sa specificnim, retkim naslednim sindromima
imaju znatajno vedi rizik za obolevanje.. Ovi sindromi ukljucuju: familijarnu adenomatoznu
polipozu (FAP), Gardner-ov sindrom, nasledni nepolipozni kolorektalni kancer, juvenilni
polipozni sindrom, Muir-Torre sindrom, MYH vezane polipoze, Peutz-Jeghers sindrom i
Turcot sindrom. Smatra se da samo 5-10% KK ima naslednu osnovu, dok ostali nastaju
sporadicno (21).

Osobe obolele od inflamatornih bolest creva, kao sto su ulcerozni kolitisili Kronova
bolest, mogu razviti hroni¢nu inflamaciju debelog creva Cime se poveCava rizik za nastanak
KK. Prisustvo crevnih polipa povetva rizik od pojave novih polipaili KK. Pozitivha istorija

KK, karcinomom ovarijuma ili uterusa moze uticati na laksi razvoj KK (5).

1.1.4. Klasifikacija karcinoma kolona

Maligna transformacija epitelnih ¢elija kolona odgovorna je za nastanka i razvoj
karcinoma kolona. Kod ve€ine ljudi KK se razvija sporo tokom perioda od 5 do 15 godina
(22). Najpre nastaju benigni polipi, od kojih neki mogu preci kasnije u maligne karcinome.
Verovatnoca prelaska polipa u karcinom zavisi od njegovog tipa, a u osnovi postoje tri tipa:
adenomatozni polip, hiperplasticni - inflamatorni polip i displazija (23).
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Nakon stadijuma polipa, Celije karcinoma pocinju da se Sire u slojeve zida kolona
formirajuci maligni tumor. Daljim Sirenjem preko krvnih i limfnih sudova do udaljenih
organaformirgu se metastaze. Postoji nekoliko tipova karcinoma koji mogu da nastanu i to:

1. adenokarcinomi — viSe od 95% KK su ovog tipa; formiraju se neoplastichom
transformacijom Zlezdanih celija koje luc¢e mukus u lumen debelog creva,

2. karcinoidni tumori — nastaju od specijalizovanih Celija creva koje luce hormone,

3. gastrointestinalni stromalni tumori — nastaju u Cajal-ovim ¢elijamakolonai mogu
se nai bilo gde u digestivhom traktu,

4. limfomi — kanceri Celija imunog sistema koji atipicno mogu da nastanu i u
debelom crevu, kao i u drugim organima,

5. sarkomi — retki tumori koji nastgju u krvnim sudovima, miSicnom i vezivnom
tkivu debelog creva (23).

Prilikom dijagnostike karcinoma kolona vrsi se podela na histoloSke tipove, graduse.
Gradusi oznaCavaju stepen dediferenciranosti karcinoma, ukazujuci na slicnost sa normalnim
tkivom kolona gledano pod mikroskopom. Skala koja se koristi ide od G1 (dobro
diferentovan, karcinom li¢i na normalno tkivo) do G4 (slabo diferentovan, karcinom ima
abnormalan izgled). Odredivanje stadijuma tumora se bazira na tome koliko duboko je
maligna transformisano tkivo uraslo u zid creva, dali je zahvatio okolne strukture i dali se
proSirio na okolne limfne ¢vorove i udaljene organe upotrebom AJCC/TNM Kklasifikacije
(eng. American Joint Committee on Cancer - AJCC) (24).

1.2. Karcinom cerviksa
Karcinom cerviksa (KC) ima poseban zna€aj u ginekoloskoj onkologiji jer se najcesce
javlja u generativnom periodu kod Zena, Cineéi ovaj tip maligniteta vaznim zdravstveni

problemom danasnjice.

1.2.1. Epidemiologija karcinoma cerviksa

Karcinom cerviksa je treéi po ucestalosti maligni tumor u svetu i €ini 8.8% svih
sluCajeva karcinoma u Zena (25). Svake godine dijagnostifikuje se 400.000 novih slucajeva
obolelih Zena od karcinoma cerviksa.Vecina sluCajeva KC otkriva se u manje razvijenim
regionima sveta (26), gde je prosecna standardizovana stopa incidence 17.7 na 100,000 Zena,

Sto je skoro dvostruko viSe nego u razvijenijim regionima gde ona iznosi 9.1 na 100 000
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Zena. Slicno oboljevanju, najveci broj smrtnih slucajeva od KC deSava se u manje razvijenim
regionima, u kojima su uzrasno-standardizovane stope mortaliteta 2.8 puta viSe nego u
razvijenim delovima sveta (25).

Srbija je 2002. godine imala najvecu incidenciju KC u Evropi (27). Prema
poslednjim podacima Globocan-a, Srbija je sada na petom mestu po incidenciji posle
Rumunije, Makedonije, Bugarske i Litvanije (28). U Srhbiji je KC, posle karcinoma dojke, na
drugom mestu i Cini u Vojvodini 7,2%, a u centralnoj Srbiji 8.7% svih novo-otkrivenih
sluCajeva karcinoma u Zena. Poslednjih godina vrh u oboljevanju od KC pomera se prema
mladim starosnim grupama. Postoje velike razlike u oboljevanju i smrtnosti od KC i medu
pojedinim regionima Srbije (8).

Opadanje ucestalosti i smrtnosti je gotovo ograniCena na razvijene zemlje sveta, a
zasdluge se pripisuju redovnom skriningu i prevenciji ove bolesti (29). Sa druge strane

neophodno je sagledati i promene u izloZenosti polno prenosivih bolesti.

1.2.2. Molekularni mehanizmi nastanka karcinoma cerviksa

Infekcija humanim papiloma virusima (HPV) sa srednjim i visokim onkogenim
potencijalom je najvazniji pojedinatni etioloski faktor u patogenezi KC i njegovih prekursora
(30). KC nastgje ngjc¢esce u zoni transformacije u kojoj se kontinuirano odvija proces
metaplazije. Ngjveci rizik od HPV infekcije poklapa se sa ngjve¢im nivoom metaplasti¢ne
aktivnosti tj. periodom 18-30 godina starosti, a zatim postepeno opada. Oko 24% inficiranih
visokorizicnim HPV tipovima je medu Zenama izmedu 20 i 24 godine i opada sa godinama
starosti na 6% kod Zena iznad 35 godina (31). Prevalenca inficiranih u populaciji razvijenih
zemalja krece se od 20% do 39.2% (32).

HPV su epitelotropni virus i njihov Zivotni ciklus je tesno povezan s
diferencijacijom ploCastih Celija epitela cerviksa (33). U toku sazrevanja inficirane Celije
kreCu se prema povrsini epitela produkujuéi specificne faktore koji stimuliSu stvaranje
kapsidnih proteina, sto rezultuje pojavom velike koliCine viriona. U toku ovog tipainfekcije u
povrsnom sloju ploCastog epitela moze se zapaziti citopatski efekat virusa (34).

Dug period latencije, visoka prevalencija HPV i Cinjenica da se proces maligne
transformcije dogodi samo u jednoj od nekoliko hiljada inficiranih celija, ukazuje daje HPV
infekcija potreban, ai ne i dovoljan uslov za mailgnu transformaciju celije. U toku brojnih

ispitvanja prisustvo virusne DNK kod KC nadeno je u vise od 90% sluCajeva. Inkorporacija
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virusne DNK u genom celija domacina dovodi do fuzije virusne DNK i celijskih gena koji
posledi¢no bivaju strukturno i funkcionalno izmenjeni. Sam put onkogeneze nije u potpunosti
rasvetljen poznato je da ngjvazniju ulogu u ovom procesu imgju E6 i E7 proteni virusa koji se
vezuju za tumor supresorne gene domacina (35). Ovi geni odgovorni su za kodiranje proteina
koji ucCestvuju u regulaciji rasta Celije, spreCavajuci malignu transformaciju. E6 protein se
vezuje za p53 protein koji je vazan regulator Celijskog sazrevanja i diferencijacije. Nakon
vezivanja za E6 protein p53 protein se razgraduje Sto omogucéava akumulaciju hromozomskih
abnormalnosti, dok se sa druge strane, E7 protein vezuje za ciklin A, koji ucCestvuje u
reguliciji prelaska Celije iz G1 u S fazu Celijskog ciklusa omogucavaju¢i na ta nafin

poremecaj ¢eliskog rastai gubitka kontrole rasta (36).

1.2.3. Faktori rizika za nastanak karcinoma cerviksa

Sproveden je veliki broj epidemioloskih studija u cilju determinacije faktora koji
utiCu na etiologiju KC. Rezultati veéine studija nisu pokazali bitne razlike izmedu faktora
rizika i histopatoloskih tipova karcinoma cerviksa, dok je geografska komparacija 60 svetskih
registara karcinoma pokazuje visok stepen korelacije izmedu godina starosti pacijentkinja i
stope incidence za pojavu skvamocelularnog i adenokarcinomi cerviksa (29). Ovakvi rezultati
upucuju na postojanje sli¢nih faktora rizika za obe patoloske vrste karcinoma cerviksa $to je i
potvrdeno u istrazivanju Brintona i saradnika (37). Primarni etioloski faktori u nastanku i
razvoju KC baziraju se na epidemioloskim i molekularnim studijama u Cijim osnovama se
zapravo naazi infekcija Humanim papiloma virusima.

Infekcija Humanim papilloma virusom. Infekcija Humanim papilloma virusom je
najvazniji faktor rizika i neophodan uslov za nastanak raka grlica materice. HPV infekcija je
kljucna u etiologiji skvamoznog i adenokarcinoma cerviksa (38). Vreme odlaganja od
infekcije HPV virusom do invazije KC moze da iznosi i do 15 godina. Od ukupno 70 tipova
HPV virusa, tipovi 16, 18,451 56 se karakteriSu visokim onkogenim potencijalom i udruzeni
su sa 75% karcinoma cerviksa (39).

Delovi ovog virusa, koji pripada familiji Papovavirida, nadeni su u 99.7% slucajeva
KC. Do danas je identifikovano viSe od 120 tipova Humanih papiloma virusa. Period
inkubacije krece se od nekoliko nedelja do viSe meseci. Smatra se da virus primarno inficira
ili bazalne Celije ili primitivne Celije nezrelog ploCasto-slojevitog epitela, koje lice na bazalne

Celije, ulazeci u sluzokozu ili koZzu kroz mikroabrazije nastale u toku polnog odnosa (38).
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Poznato je da infekcija razliitim tipovima HPV ne nosi isti rizik za nastanak
maligne transformacije. Zbog toga su anogenitalni tipovi HPV, na osnovu svoje specifi¢ne
udruzenosti sa pojedinim tipovima lezija, podeljeni na grupu virusa niskog onkogenog rizika
(HPV tipovi 6, 11, 42, 43, 44) i grupu virusa visokog onkogenog rizika (HPV tipovi 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59) (40).

Dug latentni period izmedu inicijalne izloZzenosti HPV i razvoja KC, kao i Cinjenica
da samo mali broj Zena izlozenih HPV infekciji zaista i dobije isti, ukazuje da, iako
neophodna, HPV infekcija nije dovoljna za nastanak KC. Da bi HPV infekcija dovela do
nastanka KC, ona mora perzistirati, za Sta su neophodni i drugi faktori od kojih su najvazniji:
sociodemografski faktori, puSenje i stil Zivota, dugotrajna primena oralnih kontraceptiva,
imunosupresiju i/ili genetski faktori (41).

Sociodemografski faktori. Incidenca KC se povecava sa godinama starosti u Zena. U
vecini zemalja incidenca ovog tipa maligniteta pocinje da raste kod Zena starosti izmedu 30 i
35 godina, a svoj maksimum dostiZze izmedi 50 i 60 godina starosti. Oba histoloSka tipa
karcinoma pokazuju isti obrazac zavisnosti pojave karcinoma i starosti zena (29). KC je
zastupljeniji kod Zena niskog socio-ekonomskog statusa i niskog stepena obrazovanja Sto se
moze objasniti pove¢anom stopom HPV infekcije (42).

Reproduktivnost i znaCaj polnih odnosa kao faktora rizika. Veliki broj spoljasnjih
uticaja zajedno sa stilom Zivota mogu imati znaCajnu ulogu kofaktora kada je u pitanju HPV
infekcija i njena progresija. Zivotni stil i navike mogu doprineti povecanoj stopi seksualno
prenosivih bolesti Cime se znacCajno povecava rizik od HPV infekcije, a time i nastanak i
razvoj karcinoma cerviksa. Zene koje u su toku Zivota imale dva ili vise partnera imaju tri
puta veCi razik za razvoj karcinoma od Zena koje su imale samo jednog partenra. (43).
Zabelezen je trend povecanog rizika KC kod Zena koje su redovno Koristile oralne
contraceptive. Rezultati istraZivanja pokazuju povezanost izmedu dugogodiSnje upotrebe
oralnih kontraceptiva (duze od 5 godina) i nastanka prevashodno adenokarcinoma karcinoma
cerviksa (42).

Pusenje kao faktor rizika. PuSenje duvana je faktora rizika za nastanak KC (44).
Smatra se da su Zene puSaci izloZene dva puta vecem riziku za nastanak KC u odnosu na
Zene nepusace, a metaboliti duvana, nikotin i kotinin, pronadeni su u tkivu cerviksa kod Zena
pusaca. Postoji vise mehanizama delovanja pomocu kojih puSenje duvana ostvaruje vaznu
ulogu u nastanku i razvoju karcinoma cerviksa. Poznato je da puSenje smanjuje imuni

odgovor prema HPV infekcijama na nivou Langerhansovih cCelija epitela cerviksa, dok sa
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druge strane, nikotin i kotinin mogu dovesti do oSteCenja DNA cCelija cerviksa i na taj nacin
doprineti nastanku i razvoju maligniteta (45). ZabeleZena je i povezanost pusenja sa visokim
stepenom cervikalne intragpitelne displazije, kao i Cinjenica da se kod Zena puSaca ¢eSce
javljgju skvamocelularni karcinomi u odnosu na adenokarcinome (46).

Dijeta i gojaznost kao faktor rizika.Postiji vrlo malo dokaza o ulozi nutritivnih
faktora u prevenciji ili nastanku KC. Dosadasnja istrazivanja pokazuju suprotne rezultate koji
se odnose na ulogu nutritivnih faktora u razvoju oba histolSka tipa karcinoma cerviksa.
Rezultati istraZivanja koje su sproveli Lui i sar. upuéuju da upotreba mikronutritijenata kao
Sto su folna kiselina, vitamin A, C, E mogu imati protektivnhu ulogu kada je karcinom
cerviksa u pitanju (47), dok su druga istrazivanja doSla do suprotnih rezultata (48).
Neophodno je napomenuti znacajnu ulogugojaznosti u nastanku cervikalnin maligniteta. Za
razliku od skvamocelularnog karcinoma, adenokarcinomi cerviksa su udruzeni sa pove¢anom
gojaznoS¢u Zena pogotovo u starijoj Zivotnoj dobi i nakon dugog vremenskog intervala
upotrebe oralnih kontraceptiva (49).

Genetski faktori rizika. lako postoji mali broj istrazivanja, dosadasnji rezultati
upuéuju na povezanost cervikalnih maligniteta i genetskih faktora. Tatna uloga genetskih
faktora jo$ uvek nije u potpunosti razjaSnjena. Nekoliko istraZzivanja upucuju na znacaj HLA
alela ili halotipova i invazivnosti cervikalnih karcinoma. Do sada najvece interesovanje je
fokusirano na genotip HLA-D lokusa (50). Genetska predispozicija moze biti udruzena sa
povec¢anim rizikom od KC. Polimorfizam tumor supresornih gena je povezan sa HPV

perzistencom i progresijom do invazivnog karcinoma (40).

1.2.4 Klasifikacija karcinoma cerviksa

KC se razvija kroz niz promena epitela koje se nazivaju cervikalnim intragpitelnim
neoplazijama (CIN). Za ove promene u proSlosti je KkorisCena terminologija
displazija/karcinom in situ. Posle uvodenja Bethesda citoloSke Klasifikacije, CIN se
svrstavaju u jednu od grupa skvamoznih intragpitelnih lezija (SIL) (51).

Stadijum pre pojave lezija poznat je kao cervikalna intraepitelna neoplazija i moze
se javiti u vidu razli€itog stepena izmene Celijske maturacije u epitelu cerviksa. Definitivna
dijagnoza cervikalne intraepitelne displazije jedino moZe biti doneta biopsijom suspektne

lezije i histopatoloskom analizom. Pracenje cervikalne citologije prvi put je zapoceto od
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strane George Papanicolaou 1940. godine koji se bavio identifikacijom inicijalnih
abnormalnosti epitelnih Celija cerviksa. Postoji nekoliko sistema koji se koriste za
klasifikaciju cervikane citologije, a u osnovi su modifikacija originalnog sistema
Papanicolaua-a (52).

Originalna klasifikacija obuhvata pet klasa koje su rangirane od normanog do
invazivnog karcinoma. Reagen sistem, predstavlja modifikaciju originalnog sistema koja je
adaptirana od strane WHO (World Hedth Organization), gde su cervikalne promene
podeljene na blage displazije, displazija srednjeg stepena, displazija teSkog stepena i
karcinom in situ. Richart klasifikacija se bazira na histopatolosSkim promenama i razli¢itim
strepenima cervikalne intragpitelne neoplazije (CIN I, CIN 111 CIN 111) (53). Bethesda sistem
klasifikuje lezije na skvamozne intragpitelne lezije niskog (Low-grade SIL) i visokog stepena
(High-grade SIL) (54).

Cervikane intraepitelne neoplazije srednjeg i teSkog stepena (CIN 2 i CIN 3)
prethode vecCini invazivnih formi planocelularnog karcinoma. Adenokarcinomu grlica
materice prethodi adenokarcinom in situ koji se smatra prekursorom invazivne bolesti (55).
Tacna ucCestalost adenokarcinoma in situ nije poznata, ali se zna da je znaCajno manja nego
Sto je ucCestalost CIN. To ukazuje da ova dvatipa lezija mogu imati slicnu ili istu etiologiju.
Potvrda ove pretpostavke je nalaz HPV DNA, posebno tipa 18, u 63%-89% sluCajeva
adenokarcinom in situ, kao i 80% sluCajeva invazivnog adenokarcinoma (56).

1.3. ZnacCaj apoptoze u nastanku i terapiji karcinoma kolona i

cerviksa

Poremecaji u regulaciji Celijske smrti su znaCajna komponenta za nastanak i razvoj
malignih bolesti. Karakteristika nekih maligniteta je nedovoljna apoptoza, dok druge
karakteriSe preterana apoptoza. Nastanak karcinoma se moZe posmatrati kroz niz genetskih
promena tokom kojih se normalna Celija pretvara u malignu, dok je izbegavanje Celijske smrti
jedna bitna promena normalne Celije koja je uzrokovana malignom tranformacijom (57). Kerr
i sar. su doSli do znaCajne povezanosti izmedu apoptoze i eliminacije malignih celija,
hiperplazije i progresije tumora (58). Poznato je da smanjena apoptoza ili rezistencija Celija
ima vitalnu ulogu u karcinogenezi. Mehanizmi kojima Celija potencijalno moze da izbegne
apoptotozu ukljuCuje: poremecaj ravnoteZze proapoptotickih i antiapoptotickih proteina,

smanjenu kaspaznu aktivnost i izmenjenu signalizaciju receptora smrti (59).
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Danas se smatra da su poremecaji na nivou apoptoze znaCajni u patogenezi mnogih
bolesti, od neurodegenerativnih poremecaja do malignih tumora. Jedna od najvaznijih
karakteristika malignih Celija jeste preZivljavanje Celije s oSte¢enjem DNK i nakupljanje
novonastalih mutacija. Zdrave Celije imaju sposobnost prepoznavanja i brzog popravljanja
oStecenih mesta na DNK, a aktivacijom apoptoze sprecavaju deobu celije i umnoZavanje
mutiranih Cerki Celija. Nakupljanje mutiranih ¢elija mozZe biti posledica aktivacije onkogena,
inaktivacije tumor-supresor gena, mutacije gena koji reguliSu apoptozu ili poremecaja u

procesu popravljanjaDNK (60).

1.3.1. Apoptoza kao mehanizam ¢éelijske smrti

Apotoza, programirana Celijska smrt, je dirigovana velikim brojem proteina
neophodnih za funkcionisanje signalnih puteva cCelija karcinoma i vrlo je bitan proces u
zaustavljanju nekontrolisane proliferacije éelija (61). Sklonost pojedinih celija da udu u
apoptozu je pozitivno ili negativno regulisana razliCitim genima, koji su potencijalno
deregulisani u malignim celijama. Na sam proces apoptoze jak uticaj moze imati lokalno
mikrookruzZenje karcinoma, koje se odlikuje velikom heterogeno$¢u u oksigenaciji i ponudi
hranljivih materija. Celijska osetljivost na apoptozu moze znagajno varirati izmedu razligitih
karcinoma, pa Cak i unutar istog (62).

Apoptoza sejavlja u toku razvojai starenjai kao homeostatski mehanizam odgovorna
je za odrZavanje populacije Celija u tkivima. lako postoji Sirok spektar stimulusa i uslova,
fizioloSkih i patolo3kih, koji mogu izazvati apoptozu, nece sve Celije reagovati na isti nacin u
toku odgovoru na stimulus. ZracCenje ili lekovi koji se koriste u hemioterapiji rezultiraju
oStecenjem DNK u nekim celijama, Sto moze dovesti do apoptotiCke smrti preko p53-
zavisnog puta. Neki hormoni, kao Sto su kortikosteroidi, mogu dovesti do apoptoticke smrti
¢elije, iako su druge Celije nepromenjene, pa ¢ak mogu biti i stimulisane (63).

Mehanizmi apoptoze su veoma slozeni i ukljuCuju energetski zavisnu kaskadu
molekularnih dogadaja. Dosadasnja istrazivanja pokazuju da postoje dva glavna apoptoticka
puta: spoljasnji, put receptora smrti i unutrasnji, mitohondrijalni put. Ova dva puta su
medusobno povezanai ucesnici jednog puta mogu uticati na drugi (64).

Apoptoza predstavlja aktivan i visokoureden proces u kojem celija prolazi kroz niz

morfoloSkih promena. Tipi¢ni dogadaji u procesu apoptoze su promene na nivou Celijske
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membrane, premesStanje molekula fosfatidil-serina sa unutrasnje na spoljasnju stranu Celijske
membrane, unakrsno povezivanje proteina i smanjenje zapremine Celija, kondenzacija
hromatina, cepanje jedarne DNK i formiranje velikih citoplazmaticnih vezikula koja se
otkidaju sa Celijske povrsine (65). Fagociti uklanjgju nastala apoptoticka tela pri ¢emu nema
pojave inflamatorne reakcije u okolnom tkivu. Poremecaj regulacije ovog sloZenog procesa
vodi ka pojavi razliCitih oboljenja kao Sto su maligne, autoimune i degenerativne bolesti (63).

Apoptoza je koordinisan, energetski zavisan proces, koji podrazumeva aktiviranje
grupe cistein proteaza (kaspaza) i kaskadu dogadaja koji povezuju pokretacki stimulus vodeci
¢eliju u konacnu smrt. Kaspaze su glavni igraci kada je Celijska smrt u pitanju. One primaju
signal koji je neophodan za pokretanje apoptoze. U toku procesa apoptoze odvija se niz
promena na nivou Celije (66). Sve kaspaze imaju sli¢nu hemijsku strukturu, tri karakteristicna
domena: NHa-terminalni peptid, veliku subjedinicu (20 kD) i malu subjedinicu (10 kD).
Kaspaze su eksprimirane u vidu prokaspaza, a cepanje subjedinica je znak aktivnog procesa
apoptoze u Celijama (67).

TaCan mehanizam delovanja kaspaza joS uvek nije u potpunosti razjasnjen. U toku
procesa apoptoze kaspaze mogu ostvarivati direktnu i indirektnu aktivnost. Direktna
aktivnost kaspaza se ogleda u sposobnosti da deluju na integritet Celijske strukture (68), dok
je inhibicija proteina koji promovisu cCelijski rast i prezivljavanje posledica indirektne
kaspazne aktivnosti. U okoviru ovih proteina spada i familija Bcl-2 proteina sa direktnim
apoptotickim delovanjem (69).

Kaspaze se nalaze u obliku proenzima u Celijskoj citoplazmi, a mogu se aktivirati
autokataliticki ili drugom kaspazom. Svoju potpunu proteoliticku aktivnost postizu kao
tetrameri koji nastaju nakon dvostrukog cepanja. Inhibitori kaspaza zaustavljaju apoptozu.
Centralnu ulogu u ovom procesu ima kaspaza 3. Tokom apoptoze kaspaza 3 je odgovorna za
postepenu razgradnju velikog broja Celijskih proteina, fragmentaciju DNK i kondenzaciju
hromatina (70). Aktivacijom kaspaze dolazi do izvrSenja procesa apoptoze. Postoje dva
osnovna puta aktivacije kaspaza, spoljasnji i unutrasnji. Proces apoptoze moze biti iniciran
putem specificnih receptora, clanova familije faktora tumorske nekroze (TNF). Sa druge
strane apoptoticki put se deSava i na nivou mitohondrija. Pod uticajem razliCitih faktora, ove
Celijske organele mogu da otpuste citohrom c u citoplazmu Ccelije. Ovako oslobodeni
citohrom C je potencijalni aktivator efektornih kaspaza (71).

Unutradnji put aktivacije kaspaza ukljucuje signale koji poticu iz unutrasnjosti Celije,
a koji nastaju usled razliCitih oSteCenja u pojedinim organelama celije. Centralno mesto u
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ovom putu imau mitohondrije kod kojih dolazi do tranzitorne promene potencijala
membrane pracene pove¢anom propustljivosti za male molekule. Jedan od molekula koji
napusta mitohondrije je i citohrom c (Cyt ¢), koji se vezuje za citoplazmatski protein APAF-1
(engl. apoptosis protease activating factor-1) dovodeci do njegove konformacione promene,
omogucavajuci na taj nacin aktivaciju kaspaze 9. Kaskada ovih dogadaja ima za posledicu
dalje aktiviranje efektorne kaspaze 3, $to konac¢no vodi celiju u smrt (72).

U ranoj fazi apoptoze spoljaSnja membrana mitohondrija postaje propustljiva za
proteine, Sto dovodi do otpustanja rastvorljivih intermembranskih mitohondrijskih proteina,
dok na unutradnjoj membrani dolazi do slabljenja transmembranskog potencijala $to moze
posluziti kao pokazatelj ranih apoptotickih promena u in vivo uslovima. Vaznu ulogu u
modulaciji apoptotickog procesa imaju i inhibitorni proteini apoptoze, koji spreCavaju
apoptozu direktnim blokiranjem kaspaza (73). Spoljasnji i unutradnji put konvergiraju ka

istom putu egzekucije (Slika 1.).

Spoljasnji put Unutrasnji put

radijacija,toksini, hipoksija

ligand smrti —»

aktivacija kaspaze-8 —*

adaptorski molekuli mitohondrijalne promene
formiranje apoptozoma
=::=- aktivacija kaspaze-9

aktivacija kaspaze-3

aktivacija kaspaze-8

citomorfolofke promene

l

formiranje apoptotitnih tela

Slika 1. Sematski prikaz spoljanjeg i unutra3njeg puta apoptoze, preuzeto i adaptirano iz Nowsheen Si sar.
Exp Oncol 2012.

Shvatanje da se smrt Celije Cesto pojavljuje kao deo aktivnog, programiranog
procesa znacajno je promenilo razumevanje kako razvoja, tako i tretmana malignih bolesti.
Smrt Celije se danas Cesto posmatra i kao modalitet od strane Celije koja je nepovratno

oSteCena ili je postala potencijalno opasna zbog aktiviranja onkogena koji podstiCe rast.
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Apoptoza predstavlja mocCan i vazan Celijski odbrambeni mehanizam protiv razvoja
karcinoma. Zato se gubitak apoptotiCke osetljivosti smatra jednim od obelezja karcinoma.
(74).

1.3.2. Defekti u procesu apoptoze i njihova uloga u nastanku i terapiji

karcinoma kolona i cerviksa

Nastanak i razvoj karcinoma su primer gde su normani mehanizmi regulacije
Celijskog ciklusa izmenjeni, bilo zbog preterane proliferacije Celija i/ili smanjenog uklanjanja
Celija karcinoma (72). Smatra se da suzbijanje apoptoze tokom karcinogeneze igra centralnu
ulogu u razvoju nekih vrsta karcinoma (75). Postoji niz molekularnih mehanizama koj celije
karcinoma koriste za suzbijanje apoptoze. Poremecen nivo apoptoze i promene u proliferaciji
imaju znacajnu ulogu u patogenezi karcinoma. Jedna od najvaznijih karakteristika malignih
Celija jeste prezivljavanje Celije s oSteenjem DNK i nakupljanje novonastalih mutacija.
Zdrave ¢elije imaju sposobnost prepoznavanja i brzog popravljanja oStecenih mesta na DNK,
a aktivacijom procesa apoptoze spre¢avaju deobu Celije i umnoZavanje mutiranih Cerki Celija
(60).

UgrozZena Celija moZe aktivirati razliCite puteve apoptoticke smrti kako bi osigurala
samounistenje. Kaspaza-nezavisna smrt Celije odvija se znatno sporije od kaspaza-zavisne
apoptoze. Kaspaza-zavisna apoptoza je najefikasnija i najbrza, ali ukoliko je zbog mutacija,
genetskih manipulacija i inhibicija poremecena, Celija moze pokrenuti apoptotsku smrt
nezavisnu od kaspaza (76).

NF-kB, Bcl-2 i Bax vrlo su znacajni markeri apoptotiCke aktivnosti Celije. NF-kB
igra mnogobrojne uloge u postavljanju granice izmedu inflamacije i razvoja karcinoma jer je
aktivacija ovog transkripcionog faktora jedan od glavnih regulatornih koraka u anti-
apoptotickoj aktivnosti Celija karcinoma (77). Supresija NF-kB u Celijama karcinoma dovodi
do inhibicije proliferacije, prekidajuci Celijski ciklus Sto rezultuje apoptozom ¢ime se
potvrduje kljuna uloga ovog transkripcionog faktora u éelijskoj proliferaciji i adekvatnom
odgovoru na citostatski teratman i zracnu terapiju (78).

Permeabilnost mitohondrijalne membrane regulisana je nivoom proapoptotickih i
antiapoptotickih Clanova Bcl-2 familije. Ukupan ucCinak ogleda se oslobadanjem
proapoptotickih faktora iz mitohondrija i potencijalno dovodi do gubitka mitohondrijalne
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funkcije. Smatra se da je glavna bioloSka uloga Bcl 2 proteina u inhibiciji procesa apoptoze
rezultat njegove sposobnosti da se vezuje za Bax protein i heterodimerizaciona neutralizacija
njegovog proapoptoticnog delovanja (79).

Odnos proapoptotickih i antiapoptotickin homodimera i heterodimera vrlo je bitan i
utiCe na tok Celijske reakcije prilikom dejstva razliCitih apoptotickih stimulusa (80). PojaCana
ekspresija Bcl-2 moze usporiti Celijski rast, izrazito povecana ekspresija espresija dovodi do
promocije Celijske smrti dok smanjena Bcl-2 ekspresija dovodi do inhibicije apoptoze u
¢elijama humanih karcinoma (81).

Ometanje unutraSnjeg puta je karakteristicno za maligno transformisane celije jer su
proapoptoticki Bcl-2 proteini inaktivisani u vecini karcinoma. Mutacije ili promenjena
ekspresija Bcl-2 proteina drastiéno moZe promeniti senzitivnost Celija karcinoma prema
primenjenoj terapiji (82).

Drugi metod koji maligne celije koriste za suzbijanje apoptoze podrazumeva
izbegavanje imunog nadzora (83). Odredene Celije imunog sistema (T-Celije i Celije prirodne
ubice) normalno unistavaju Celije tumora putem perforin/granzim B puta ili preko puta
receptora smrti. Da bi izbegle imunu destrukciju, neke Celije karcinoma ¢e umanjiti odgovor
puta receptora smrti na FasL koji proizvode T Celije. Ovo je pokazano da se deSava na
razli¢ite nacine, ukljucujuci i smanjenu ekpresiju Fas receptora na celijama karcinoma. Drugi
mehanizmi ukljuCuju ekspresiju nefunkcionalnog Fas receptora, luCenje visokog nivoa
rastvorljivog oblika Fas receptora koji Ce blokirati Fas ligand ili ekspresija Fas liganda na
povrsini tumorskih Celija (84).

Promene na nivou razlicitih Celijskih signalnih puteva mogu dovesti do deregulacije
apoptoze i rezultirati razvojem i/ili napredovanjem maligne bolesti. NajceS¢e mutirani gen u
humanoj tumorogenezi je p53 tumor supresor gen. Kljucna uloga p53 je evidentna iz
Cinjenice da je mutiran u preko 50 % od svih humanih malignih bolesti. p53 moZe da aktivira
proteine DNK repera, kada je DNK pretrpela Stetu, mozZe zadrzati ciklus cCelija u G1/S
regulatornoj taCki i moze pokrenuti apoptozu ako se pokaze da je oSteéenje DNK
nepopravljivo. U slucaju poremecaja ovog sistema moze doci do tumorogeneze (85).

Uloga razli€itih signalnih puteva u deregulaciji apoptoze prikazana je na Slici 2.
Protein p53 moZe pokrenuti apoptozu tako da poremeti odnos proapoptickih i
antiapoptotickih mitohondrijalnih proteina Bcl-2 porodice ili da indukuje gene koji

povecavaju produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, koji su snazni aktivatori apoptoze (86).
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Slika 2. Uloga razli€itih signalnih puteva u dereulaciji apoptoze, preuzeto i adaptirano iz Wong RS, JExp Clin
Cancer Res 2011.

Defekti u procesu apotoze utiCu na tumorogenezu i rezistenciju na lekove Sto moze
rezultirati neuspecnom terapijom karcinoma. RazumevajuCi molekularne dogadaje koji
dovode do lekom izazvane apoptoze i mehanizama izbegavanja apoptoze od strane Celija
karcinoma potencira ulogu i znaCaj genetike samog karcinoma u odgovarajuéem
farmakoterapijskom pristupu (87).

Saznanje da potenciranje apoptoze doprinosi antitumorskoj  aktivnosti
hemoterapeutika upucuje nas na potencijani put razvitka urodene rezistencije na lek. Celije
karcinoma cCelija su primorane da izdrze veliki broj strukurnih i metabolickih promena.
Takode, da bi dalje napredovala one moraju biti spremne da izbegnu ili zaobidu imuni
odgovor domacina. Zato izmenjena ekspresija proteina koji ucestvuju u procesu programirane
Celijske smrti moze omoguciti Celijama karcinoma da preZive ili da razviju rezistenciju na

primenjeni hemoterapeutik (88).
1.3.3. Uloga NF-kB u apoptozi ¢elija karcinoma kolona i cerviksa

NF-xB je zajedniCki naziv za familiju transkripcionih faktora ukljucenih u regulaciju
brojnih fizioloSkih procesa. Ova familija sadrzi pet gena: NF-B1 (p50/105), NF-B2
(p52/100), RelA (p65), c-Rel i RelB (89). Ovih pet gena odgovorni su za sedam proteina koji
dele Rel homologi domen (RHD) u svojoj sekvenci. RHD posreduje u njihovoj dimerizaciji i
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interakciji sa specificnim inhibitorima i/ili DNK mestima za vezivanje. U vecini Celija NF-xB
dimeri su lokalizovani predominantno u citoplazmi i transkripcijski su neaktivni zbog
postojeCe interaktivne veze sa inhibitorima. Rel A, Rel B i c-Rel se sintetiSu u zrelom obliku i
sadrze transkripciono aktivni domen. RazliCiti okidaci i stres faktori poput citokina ili faktora
rasta mogu biti odgovorni za aktivaciju NF-kB. PojaCana ekspresija razlicitih receptora rasta
takode mogu biti odgovorni za aktivaciju ovog transkripcionog faktora (90).

NF-kB proteini ukljuCuju one koji ne zahtevaju proteolitiCko procesuiranje i one koji
zahtevaju proteolitiCko procesuiranje (Slika 3.). Prvu grupu Cine: Rel A (p65), c-Rel i RelB
dok se u drugoj grupi ubrgjgju: NF-xB1 (p105) i NF-xB2 (p 100). Ove dve grupe proteina

dimerizuju formirajuci najceS¢e detektovani NF-xB p50-relA (91).
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Slika 3. Sematski prikaz strukturnih karakteristika NF-xB proteinai inhibitornih [«B, preuzeto i adaptirano iz
Oeckinghaus A i sar, Cold Spring Harb Perspect Biol 20009.

Transkripcioni faktor NF-kB je otkriven 1986. godine u okviru istraZivanja B Celija.
IstraZivanja su pokazala da proteini koji omogucavaju ovo specificno delovanje i vezivanje za
DNK su izraZzeni u mnogim celijama reguliSuci Citav niz ciljnih gena. Kompleksnost sistema
transkripcije uvecan je Cinjenicom da razliCiti NF-xB dimeri imaju razliCite afinitete za
odgovarajuca mesta na DNK sekvenci za vezivanje. Pored toga NF-xB subjedinice sadrze i
mesta za fosforilaciju i druge post-translacione modifkacije koje su vazne za aktiviranje
drugih signalni puteva (92).
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Funkcija Rel/ NF-xB familije proteina strogo je povezana sa ciljnim genima koji
sardZe odgovarajuce elemente za protein. Aktivacija NF-kB ukljuCuje translokacju NF-kB
proteina iz jedra. Dvostruka uloga Nf-kB u aktivaciji ili inhibiciji apoptoze i Celijske smrti
privukla je paznju u pogledu svoje uloge u toku procesa karcinogeneze. Uloga NF-xB u
¢elijskom prezivljavanju udruZena je sa njihovom sposobnoS¢u ushodne regulacije ekspresije
myc-a. Myc je protein koji posreduje u transkripcionalnoj aktivaciji ciklina A i ciklina D3
koji su vazni regulatori Celijskog ciklusa. Smanjenje koncentracije myc proteina povezano je
sa apoptozom (93).

U vecini Celija, NF-xB dimeri se predominantno nalaze u citoplazmi vezani sa
inhibitornim jedinicama i tada su transkripcionoi neaktivni. Inhibitori NF-xB (IkBa, 1kBp,
IkBe i Bcl-3) obuhvataju familiju proteina koji sadrze anikrin ponavljanja, neophodna za
interakciju sa RDH domenima NF-xB proteina. 1kBa, IkBp, IkBe interaguju sa dimerima
ovog transkripcionog faktora i odgovorni su za njihovo zadrzavanje u citoplazmi Celije. Bcl-3
je jedinstveni tip inhibitora jer sadrzi transkripcioni domen i moze interagovati sa p50 i p52
homodimerima, osstvarujuci na taj nacin ulogu transkripcionog koaktivatora (94).

Poznata su dva puta aktivacije NF-xB, klasicni i alternativni (Slika 4.). Klasicni put
aktivacije obi¢no je rezultat odgovora na mikroorganizme ili delovanja proinflamatornih
hemokina koji aktivirgju kompleks, a kao rezultat delovanja dolazi do razgradnje inhibitorne
jedinice kompleksa. U Kklasichom putu ekscitatorni signali su posredovani Toll-like
receptorima, Interleukin-1 receptorima, receptorima faktora nekroze tumora. Ovag put se
pokreCe od strane virusne, bakterijske infekcije ili proinflamatornih citokina. Aktivacija
klasicnog puta vodi do inducibilne 1xB degradacije i translokacije NF-xB kompleksa do
jedra, predominantno p50/RelA dimera (95).

Alternativni put aktivacije dovodi do selektivne aktivacije p50: RelB dimera
indukcijom p100 prekursorskog proteina, dok je alternativni put aktivacje bitan za razvitak
limfoidnih organa i steCenog imunog odgovora. Aktivacija alternativnog puta NF-«B poticCe
od razliCite klase receptora ukljucujuci faktor aktivacije B Celija, limfotoksin B-receptore i/ili
CD40. Posledica niza ovih reakcija dovodi do aktivacije NF-kB putem indukujie kinaza Sto
dovodi do fosforilacije i predominantne IKK o. (96).
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Slika 4. Sematski prikaz klasi¢nog i alternativnog puta aktivacije NF-kB, preuzeto i modifikovano iz Fu Ji sar,
Blood 2011.

Klasicni i alternativni put aktivacije NF-xB se fundamentalno razlikuju na odredenim
nivoima Celijske signalizacije. Pojedini stimulusi koji aktiviraju alternativni put mogu dovesti
do aktivacije i klasicnog puta, dok je obrnuti tok dokadaja vrlo redak. Novija istraZivanja
upucu na €injenicu da aktivacija alternativnog puta za NF-xB aktivaciju zapravo dovodi do
olakSavanja aktivacije klasicnog puta (97).

U normalnim, maligno netransformisanim celijama, NF-xB dimeri se obi¢no nalaze
kao latentni kompleks u citoplazmi vezani za IkB proteine. Aberantna i konstitutivha
aktivacija NF-xB uocCena je u brojnim solidnim i hematoloskim karcinomima ljudi. Uloga
ovog transkripciona faktora ogleda se u okviru regulacije procesa apoptoze, angiogeneze,
invazivnosti karcinoma, regulaciji Celijskog ciklusa maligno transformisanih celija, indukciji
hemorezistencije i zraCne terapije. Brojne studije pokazale su antiapoptoticku ulogu NF-xB u
normalnim i malignim celijama. Poznato je da NF-xB inhibira apoptozu indukcijom
antiapoptotickih proteina i supresijom proapoptotickih gena (98). UocCena konstitutivna
aktivacija NF-xB u celijama karcinoma Stiti tumorsku celiju od delovanja apoptotickih
stimulusa uklju€ujuci i citostatski tretman (99).

Molekularni mehanizmi aktivacije NF-kB u toku patogeneze karcinoma jo$ uvek nisu
u potpunosti objasnjeni. Oba puta, klasic¢ni i alternativni, Cvrsto su regulisana od strane

pozitivnih i negativnih signalnih faktora. Bilo kakvo naruSavanje ravnoteZze izmedu ovih
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pozitivnih i negativnih signalnih faktora rezultovace smanjenom ili povecanom aktivnoScu
ovog transkripcionog faktora. U celijama pojedinih karcinoma jasno je definisan uzrok
kongtitutivne aktivnosti NF-xkB kao podedice alteracije Clanova NF-xB i njihovih
inhibitornih proteina. U vecCini slu€ajeva, neregulisana NF-xB aktivnost pripisuje se ushodnoj
regulaciji pozitivnih regulatora i/ili inaktivaciji negativnih regulatora IKK/ NF-xB
signalizacije (99).

Neregularnost na nivou klasi¢nog i/ili alternativnog puta NF-xB signalizacije su vazni
koraci u razvoju karcinoma. Kao transkripcioni faktor, NF-xB je ukljucen u okviru svih faza
tumorogeneze, od inicijacije do metastaziranja, regulacijom ekspresije odredenih gena. Uloga
NF-xkB u toku procesa tumorogeneze je vrlo kompleksna i dinami¢na. U toku inicijacije
tumora, NF-xB je aktiviran u premalignim Celijama i Celijama iz njihovog okruZenja u cilju
ekspresije citokinai pokretanja nizaimunih reakcija (100).

Aktivirane celije imunog sistema, proizvode velike Kkoli¢ine proinflamatornih
citokina, hemokina, faktora rasta kao podedica aktivacije ovog transkripcionog faktora
Ovako sekretovani citokini, faktori rasta i drugi bioloski aktivni molekuli deluju na maligne i
inflamatorne Celije sa ciljem pokretanja njihove autokrine i/ili parakrine funkcije, stvarajuci
inflamatorne komplekse i pro-tumorogeno mikrookruzenje (99).

Inflamacija posredovana NF-xB aktivacijom ogovorna je za DNK oStecenja i
indukciju onkogenih mutacija u pre-malignim céelijama i ostavruje se aktivacijom klasi¢nog
i/ili aternativnog NF-xB signalnog puta. Aktivacija NF-kB signalnog puta od strane citokina,
faktora rasta, inflamatornih faktora i slobodnih radikala dolazi do regulacije transkripcije
gena ukljucenih u procese celijskog prezivljavanja, proliferacije, angiogeneze, invazije i
metastaze, promocijei progresije karcinoma (101).

Inflamacija je proces u toku koga prirodni imunitet odgovara na fizicki, fizioloski i
oksidativni stres i udruzena je sa aktivacijom klasicnog NF-«xB signalnog puta. Aktivacija
NF-xB je deo odbrane imunog sistema u cilju eliminacije transformisanih cCelija. NF-xB je
konstitutivno aktiviran u velikom broju Celija karcinoma ukljucujuci karcinom kolona i
cerviksa. Zato je vrlo vaZzna aktivnost ovog transkripcionog faktora u prezivljavanju celija
karcinoma (102).

Literaturni podaci upucuju da postoji povezanost hroni¢nih inflamatornih procesa i
povisenih nivoa NF-kB aktivnosti (103). Cinjenica da konstitutivna aktivacija NF-kB
rezultuje pro-karcinogenim efektom opravdava postojanje veceg rizika za obolevanje od
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karcinoma imunosuprimiranih pacijenata. NF-kB aktivacija obi¢no dovodi do ushodne
regulacije apoptotiCkih gena Cime se obezbeduje preZivljavanja Celije u toku delovanja
fizioloskog stresa izazvane inflamacijom. Pored svoje uloge u prirodnom imunitetu NF-«xB
signalizacija je kontrolisana velikim brojem celularnih proseca ukljucujuci i proliferaciju i
apoptozu. Uopsteno govoreCi inflamacija i NF-xB aktivacija usko su povezani Cinioci u
inicijaciji i progresiji karcinoma (102).

NF-xB je vrlo vaZzan Celisjki signalni put transdukcije. Veliki broj literaturnih
podataka pokazuje da aktivacija ovog transkripcionog faktora ima vrlo odgovornu ulogu u
razvoju rezistencije karcinoma na jonizujuce zraCenje i primenjen citostatski tretman (104).
Ovo se potencijalno moze objasnti Cinjenicom da monogi hemoterapeutski agensi i
jonizujuce zraCenje aktiviraju NF-xB atipicnim putevima aktivacije, indukcijom DSB-a
(DNA double-strand breaks) (105).

Aktivacija inhibitornih subjedinica ovog transkripcionog faktora odgovorno je za
razvoj rezistencije na primenjenu terapiju velikog broja razliCitih ¢elija karcinoma posredno
indukcijom antiapoptotickih proteina (106). Zato je inhibicija NF-xB postao vrlo
interesantno podruCje istrazivanja u cilju poboljSanja odgovora c¢elija karcinoma na

ekspoziciju hemioteraeutskih agenasa i zraCne terapije.

1.3.4. Bcl-2 familija proteina u apoptozi karcinoma kolona i cerviksa

Otkricem Bcl-2 gena, 1984. godine, Bcl-2 familija proteina postgje posebno
istrazivana oblast zbog izuzetnog znaCaja molekularno-bioloskih mehanizama koji su
povezani i uklju€eni u procesu apoptoze Celija. Prvootkriveni ¢lan Bcl-2 familije gena bio je
antiapoptoticki protoonkogen Bcl-2 (107).

Bcl-2 familija proteina igra centralnu ulogu u regulaciji Celijske smrti jer su ¢lanovi
ove porodice sposobni da reguliSu razliite mehanizme Celijske smrti u okviru procesa
apoptoze, nekroze i autofagije. Promene u ekspresiji i funkciji proteina Bcl-2 familije
znacCajno doprinose patogenezi i progresiji humanih karcinoma, Cime se otvaraju novi vidici
za otkrivanje ciljne terapije karcinoma. Postoji veliki broj istrazivanja koji ukazuju na znacaj
regulacije gena koji ucestvuju u kodiranju antiapoptotickih i proapopoptotickih proteina Bcl-

2 familije u toku nastanka, razvojai progresije karcinoma (108).
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Defekti u ekspresiji proapoptickih ¢lanova Bcl-2 familije jedna su od karakteristika
Celija karcinoma. Posledica izmenjene ekspresije proapoptotiCkih proteina rezultira gubitkom
funkcije p53. Povecana ekspresija Bcl-2 proteina i antiapoptotickih ¢lanova ove porodice
odgovorni su za inhibiciju Celijske smrti indukovane od strane faktora rasta, hipoksije ili
oksidativnog stresa. Sposobnost antiapoptotickih proteina da suzbiju Celijsku smrt u toku
delovanja razlicitih citotoksicnih agenasa karakteriSe ovu grupu proteina kao potencijalno
vazna mesta sa otkrice novih pristupa u farmakoterapiji karcinoma (109). Bcl-2 proteini su
vrlo vazni u potenciranju procesa Celijske smrti prilikom delovanja razlicitih citostatika
gledano sa aspekta hemorezistence na primenjeni tretman. Ovakva zapaZanja objaSnjavaju
zaSto se veliki broj Clanova Bcl-2 familije smatra vaznim prognostickim parametrom u
velikom broju humanih karcinoma (110).

Proteini Bcl-2 porodice dele se na proapoptoticke (Bad, Bax, Bak i Bok) i
antiapoptoticke proteine (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl -1, Bcl -W, Bfl-1) (86). Proapoptoticki proteini
prisutni su u citosolu kao senzori Celijskog oStecenja ili stresa, dok se antiapoptotiCki proteini
nalaze u intermembranskom prostoru mitohondrija. Svi Clanovi Bcl-2 familije sadrze
najmanje jedan od Cetiri homologih domena. Antiapoptoticki ¢lanovi Bcl-2 familije sadrze
BH1, BH2, BH3 i BH4 domene, dok proapoptoticki proteini sadrze BH1, BH2, BH3 (111).
Poznato je da antiapoptotiCki i proapoptotiCki proteini Bcl-2 famiije dele istu
trodimenzionalnu proteinsku osnovu (112).

BH domeni se karakteriSu  odgovaraju¢im o—heliksnim segmentima koji su
odgovorni su za strukturu i funkciju Bcl-2 familje proteina. Sposobnost Bcl-2 proteina da
medusobno interaguju je vazan segment u ostvarivanju funkcije ovih proteina. BH1, BH2 i
BH3 domeni antiapoptotickih proteina formiraju hidrofobne strukture koje se vezuju za
hidrofobne krajeve amfipatickog o—heliks BH3 domena proapoptotickog partnera za
vezivanje (113).

Mutacione studije pokazuju da je prisustvo BH4 domena neophodno za ostvarivanje
antiapoptoticke funkcije Bcl-2 proteina. Uloga BH4 domena u regulaciji aktivnosti NF-xB je
takode zabelezena (114). Klasifikacija Clanova Bcl-2 familije na osnovu prisustava
homologih domena prikazanaje na Slici 5.
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Slika 5. Klasifikacija ¢lanova Bcl-2 familije na osnovu prisustava homologih domena, preuzeto i adaptirano iz
Dania NN. Clin Cancer Res 2007.

Homologi domeni odgovorni su za procese homodimerizacije i heterodimerizacije
Clanova Bcl-2 familije proteina (115). Zahvalju¢i ovim domenima, heterodimere mogu
formirati i proteini sa suprotnim dejstvom na proces apoptoze (116). Antiapoptoticko
delovanje Bcl-2 proteina zasniva se na mogucnosti da veze Bax protein u vidu heterodimera i
tako onemoguci formiranje Bax/Bax homodimera. Tokom indukcije procesa apoptoze,
homodimeri Bax proteina formirgu kanale na membranama mitohondrija. Putem ovih
kanala, molekuli citohroma ¢ napustaju mitohondrije (117).

ProapoptotiCki proteini prisutni su u citosolu kao senzori Celijskog oStecenja ili stresa,
dok se antiapoptoticki proteini nalaze u intermembranskom prostoru mitohondrija. Odnos
proapoptotickih i antiapoptotic¢kih faktora odreduje osetljivost ¢elija na apoptozu. Vazno je
naglasiti da taj odnos bitno odreduje odgovor tumorskih Celija na zraCenje i hemoterapiju.
Clanovi Bcl-2 familije regulidu broj i tip jonskih kanala u unutra3njoj membrani
mitohondrija, pri ¢emu Bad i Bax dovode do stvaranja vecih jonskih kanala kroz koje izlaze
citohrom C i drugi proapoptoticki molekuli. Otpusteni Cyt ¢ veze se uz medijatorski molekul
Apaf-1 koji aktivira kaspazu 9 (118). Cyt ¢, Apaf-1, kaspaza 9 i ATP zajedno ucestvuju u
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indukciji apoptoze. Osim Cyt ¢, mitohondrije sadrZe i druge apoptotske faktore kao Sto su
AIF (engl. Apoptosis-Inducing Factor) i endonukleaza G (117).

U ranoj fazi apoptoze spoljasnja membrana mitohondrija postaje propustljiva za
proteine, Sto dovodi do otpustanja rastvorljivih intermembranskih mitohondrijalnih proteina,
dok na unutraSnjoj membrani dolazi do slabljenja transmembranskog potencijala $to moze
posluziti kao pokazatelj ranih apoptotickih promena u in vivo uslovima. Takode ulogu u
modulaciji apoptotickog procesa imaju i inhibitorni proteini apoptoze (IAP), koji spreCavaju
apoptozu direktnim blokiranjem kaspaza (119).

Bcl-2 protoonkogen je smeSten na unutraSnjoj strani mitohondrijalne membrane. To je
protein od 24 kD koji se sastoji se od 239 aminokiselinai lokalizovan je na dugom kraku 18-
tog hromozoma. Ekspresija Bcl-2 gena je veca u tkivu fetusa nego kod odraslih, smatra se da
jeto u vezi samorfogenetskim promenama (120).

Bcl-2 gen reguliSe Celijski ciklus u fizioloSkim uslovima, hiperplastiCnom i
neoplasticnom tkivu. Mutacija Bcl-2 gena registruje se u razliCitim neoplazmama, ukljucujuci
limfome, karcinome i sarkome. U epitelu kolona normalno se Bcl-2 gen eksprimira u
kompleksu celija lokalizovanom u bazi kripte. Njegovi antiapoptotiCki proteinski produkti
Stite matiCne Celije od eliminacije i utiCu na program diferencijacije. Terminalho
diferentovani enterociti gube ekspresiju Bcl-2 i pod uticgjem proapoptotiCkih pripadnika
familije ulazeCi u program samounistenja (121). Ovaj protoonkogen je pojacano eksprimira u
pojedinim éelijama karcinoma ukljucujuci karcinom kolona i cerviksa (122, 123).

Oltvai i sar. su identifikovali Bax, 21 kD protein, 1993. godine. Ovg protein deli
veliki stepen homologije sa Bcl-2 proteinom i u stanju je da se heterodimerizacijom sa Bcl-2
suprostavi njegovoj antiapoptotickoj aktivnosti (124). Bcl-2 je znaCajno povecan u
intragpitelnim lezijama, dok je poveCana ekspresija Bax proteina zabelezena u
skvamokarcinoma Sto potvrduje znaCajnost ovih markera apoptoze u cervikanim
neoplazijama (125).

Bax gen je Clan Bcl-2 familije proteina sa proapototickim karakteristikama pa je jasno
da povecana ekspresija Bax proteina vodi ¢eliju u apoptozu. Progresija karcinoma povezana
sa ravnotezom izmedu Celijske smri i proliferacje, kljucni medijatori ovih procesa su ¢lanovi
Bcl-2 familije proteina. Bcl-2 i Bax su ukljuceni u proces kontrole apoptoze Celija karcinoma
cerviksa i medusobno kompetiragju formiranjem homo dimerai/ili heterodimera (126).

Nakon prijema razlicCitih signala proapoptoticki ¢lanovi Bcl-2 familije se premestaju
iz citoplazme u mintohondrijalnu membranu. Formiranje dimera rezultuje otpuStanjem
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citohroma c u citoplazmu, stvaranjem apoptozoma i aktivacije izvrsnih kaspaza. Ovom putu
mogu se suprostaviti  antiapoptotiCki  Clanovi  Bcl-2  familije, najverovatnije
heterodimerizacijom sa proapoptotickim ¢lanovima. Komunikacija spoljasnjeg i unutrasnjeg
puta ostvarena je putem cepanja Bid proteina. Tako nastali molekul Bida moze stvarati
homodimere ili ¢e formirati heterodimere sa Bax ili Bak proteinima unutar mitohondrijalne
membrane (127).

Apoptoza je genetski visoko regulisana vrsta ¢elijskog umiranja. Glavhe modulatore
¢elijske smrti po tipu apoptoze predstavljgju proteini Bel-2 familije. Predominantno prisustvo
Bcl-2/Bcl-2 homodimera i/ili Bcl-2/Bax heterodimera u Celiji uzrokuje inhibiciju procesa
apoptoze. Suprotno tome, prisustvo Bax/Bax homodimera u visku indukuje proces apoptoze
(128).

Sa funkcionalne taCke glediSta, Bax protein igra centralnu ulogu regulaciji
programirane cCelijske smrti. Mehanizam delovanja ovog proapoptoti¢kog proteina zasniva se
na direktnom uticaju i interakciji sa Bcl-2 proteinima Cime se potencira proces apoptoze
(129). Pojacana ekspresija Bax proteina dovodi do izmenjene propustljivosti mitohondrijalne
membrane i posledi¢nog oslobadanja citohroma c. Poznato je da Bax protein moze dovesti do
oslobadanja citohroma c i bez izmena na nivou mitohondrijalne membrane Sto potvrduje da
se proces apoptoze moze aktivirati razliCitim putevima. Smatra se da su karcinomi sa
smanjenom ekspresijom Bax proteina povezani sa oslabljenim apoptotiCkim putevima Sto

rezultira brzom progresijom karcinoma (130).

1.3.5. Uloga ciklooksigenaza u regulaciji procesa apoptoze

Hronicna inflamacija je faktor rizika za nastanak karcinoma, ali tatan razlog jo$
uvek nije poznat (131). Aberantno povecana ekspresija ciklooksigenaznih izoformi (COX-1 i
COX-2) povezuje se sa malignom transformacijom zdravog tkiva, proliferacijom i povecanim
invazivnim potencijalom malignog tkiva i nepovoljnim klinickim ishodom. COX enzim je
nepravilno regulisan u Celijama karcinoma, a dosadasnja istraZivanja upucuju na visok stepen
znaCaja ometanja metaboliCkog puta u kome su ukljucene izoforme COX u karcinogenezi i
progresiji tumora (132).

COX-1 je pojacano eksprimirana u Celijama karcinoma cerviksa i ovarijuma (133),
dok se COX-2 u zdravom tkivu obi¢no ne detektuju za razliku od znaCajno povisenih nivoa
kod karcinoma kolona, pluca (134), prostate (135) i cerviksa (136), dojke (137). Pojacana
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COX-2 aktivacija udruzena je sa povecanim malignim potencijalom u osnovi je rezultat NF-
KB aktivacije (138), jer je NF-kB centralni medijator imunog odgovora Celija karcinoma koji
indukuje ekspresiju faktora rasta i angiogenetskih faktora udruzenih sa indukcijom i
progresijom karcinoma (139).

Prostaglandin E2 i COX-2 stimuliSu proces angiogeneze pojacanim lucenjem VEGF
(eng. vascular endothelial growth factor), koji posledi¢no zbog pojacane sinteze potencira i
razoj metastaza. Tromboksan A2 je proizvod eikosanoda koji takode deluje kao aktivator
angiogeneze, a Ciju produkciju mogu da inhibirgju COX-2 antagonisti. Smatra se da je
invazivnost karcinoma usko povezana sa povecanom produkcijom matriks metaloproteinaza i
smanjenom ekspresijom tkivnog inhibitora metaloproteinaza. Dodatna uloga COX-2 u
karcinogenezi ogleda se u njenoj ulozi u razgradnji arahidonske kiseline. Slobodnu
arahidonsku kiselinu koju proizvodi fosfolipaza A, COX-2 prevodi u prostaglandine,
lipooksigenaza (LOX) u leukotrijene, a enzim FACL4 (engl. fatty acid CoA ligase 4) je
konjuguje pomocu koenzima A (140).

COX-2 moze imati ulogu u razliitim stadijumima progresije karcinoma,
povecavanjem proliferacije izmenjenih celija i favorizovanjem promocije, utiCuc¢i na
programiranu  Celijsku smrt i efikasnost terapijskih protokola, zato nesteroidni
antiinflamatorni lekovi mogu biti od velikog znacCaja u terapiji i hemoprevenciji karcinoma
(141).

Saznanje da potenciranje apoptoze doprinosi  antikancerskoj  aktivnosti
hemoterapeutika upucuje nas na potencijani put razvitka urodene rezistencije na lek. Celije
karcinoma primorana je da izdrzZi veliki broj strukurnih i metaboli¢kih promena. Da bi dalje
napredovala ona mora biti spremna da izbegne ili zaobide imuni odgovor domacina. Zato
izmenjena ekspresija proteina koji uCestvuju u procesu programirane Celijske smrti moze
omoguciti Celijama karcinoma da prezive ili da razviju rezistenciju na primenjeni

hemoterapeutik (142).
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1.4 Hemopreventivni aspekti terapije karcinoma kolona i

ceviksa

1.4.1. Terapija karcinoma kolona i cerviksa

Citostatici su hemijska jedinjenja koja interferirgju sa Celijskim metabolizmom,
spreCavajuci rast Celije inhibicijom enzimskog delovanja, oSteCenjem cCelijskog jezgra ifili
kocenjem cCelijske deobe. Prema osnovnoj nameni njihovo delovanje usmereno je na Celije
karcinoma i naruSavanjem njihovog Celijskog ciklusa spreCavaju rast ili izazvaju smrt tih
¢elija u fazi aktivnog rasta. U leCenju karcinoma kolona i cerviksa najceS¢e se primjenjuje
pristup koje ukljucuje hirurSko leCenje, terapiju citostaticima, radioterapiju i imunoterapiju,
jer se potpuni terapijski efekat vrlo moze postici primjenom samo jedne metode.Vecina ovih
lekova nije dovoljno specificna samo za Celije karcinoma $to rezultuje oSteCenjem i zdrave
Celije u toku citostatskog tretmana. Zato je u izboru najadekvatnijeg citostatskog tretmana
vrlo vazno sagledati farmakokineticke osobine samog citostatika u cilju postizanja
optimalnog farmakoterapijskog efekta sa najmanjim stepenom interakcija i neZeljenih
reakcija (143).

Terapija KK uslovljena je stadijumom i kategorizacijom same bolesti. Pored hirurske
intervencije, koja se smatra metodom izbora, pacijenti se podvrgavaju hemioterapiji u cilju
eliminacije preostalih, rasutih Celija karcinoma i spreCavanja progresije tumora (144). Postoji
relativno mali broj odobrenih hemioterapeutika koji se koriste u farmakoterapiji KK, a
njihova efikasnost dodatno je uslovljena stepenom progresije karcinoma (145).

Standardni izbor u terapiji uznapredovalog KK je 5-fluorouracil (5-FU) (146). U
osnovi delovanja 5-FU jeste zaustavljanje progresije Celijskog ciklusa i posledi¢na indukcija
apoptoze. 5-FU je antimetabolit, fluoropirimidinski analog, koji se u oraganizmu konvertuje u
brojne aktivne metabolite poput 5-fluoroksiuridin monofosfata, koji se umesto uracila
ugraduje u iRNK i inhibira njeno procesovanje (147). Celije KK pokazuju urodenu
rezistenciju prema cisplatinu (CP) koji se smatra konvencionalnim hemioterapeutikom, zato
se u terapiji karcinoma kolona koristi oksaliplatin, platinski kompleks sledece generacije
(148).

hemijskom agensu koji svoj efekat ostvaruje u toku S faze, putem aktivnog metabolite, 7-€til-
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10-hidroksil-kamptotecin (149). Monoklonska antitela, Cetuksimab i Bevacizumab, nasli su
svoje mesto u terapiji KK. Ovaj vid bioloSke terapije direktno ili posredno moZze uticati na
progresiju KK (144). Terapija KK navedenim lekovima u vidu monoterapija retko daju
oCekivanu efekasnost zato se farmakoterapijski pristup okrece ka kombinovanoj terapiji u
cilju poboljSanja terapijskog odgovora na primenjene hemioterapeuike i smanjenje teskih
nezeljenih reakcija primenjenih lekova (150).

Karcinom cerviksa je najceSCi malignitet genitalnog trakta kod Zena. LeCenje KC
zavis od stadijuma bolesti i podrazumeva hiruski tretman, terapiju zraCenjem, hemoterapiju
i/ili kombinovani pristup leCenja ovog maligniteta. Terapija citostaticima je novi pristup u
leCenju KC. Veliki broj randomiziranih, multicentricnih studija poku$avaju da potpuno
objasne ulogu, zna€aj i korisnost terapije citostaticima dajuci prednost derivatima platine.
Vecina referentnih centara kao osnovu farmakoterapijskih protokola u terapiji KC Kkoristi
cisplatin, jer je najceSce evaluiran hemioterapijski agens u leCenju KC (143).

Osnovni mehanizam delovanja derivata platine zasniva se na direktnoj indukciji
apoptoze celija KC. Stepen efikasnosti primenjene terapije karcinoma zavisi od stepena
odgovora ¢elija karcinoma na primenjen lek ili kombinaciju lekova. U okviru kombinovanih
protokola cisplatin se moZe primenjivati zajedno sa bleomicinom ili vinkristinom.
Kombinovani modaliteti onkoloskog leCenja Cesto su praceni veCim komplikacijama pa
iziskuju multidiciplinarni pristup u leCenju (151).

Celije KC teze da prezive razvijajuéi rezistenciju na primenjeni citostatski tretman.
Razvijanje rezistencije vodi do daljeg razvitka i progresije karcinoma. Pored direktne
indukcije apoptoze, lekovi u terapiji KC svoj efekat potencijalno mogu ostvarivati i nekim

alternativnim mehanizmima u cilju poboljSanja prvobitne terapije (152).

1.4.2.Definicija i opSte karakteristike hemoprevencije karcinoma

Razvoj karcinoma je dinamicki i dugotrajan proces koji ukljuCuje veliki broj
kompleksnih faktora koji su neophodni u viSestepenom procesu progresije, ultimativnog
razvoja metastaza i nekontrolisanim rastom celija karcinoma (153). Hemoprevencija je
relativno nova i obeCavajuca strategija za prevenciju karcinoma koja se bazira na upotrebi
prirodnih, dijeteskih suplemenata ili sintetskih supstanci koji  blokiragju, inhibirgu,

poniStavaju ili usporavaju proces karcinogeneze (154).
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Hemoprevencija je usko povezana sa molekularnim mehanizmima karcinogeneze u
cilju razvijanja najefikasnijeg hemopreventivnog agensa. Veliki broj istraZzivanja je sproveden
kako bi se potencijalno razjasnio mehanizam delovanja hemopreventivnih agenasa. Jasno je
da ovi agensi, prirodnog ili sintetskog porekla, svoj hemopreventivni potencijal mogu
ispoljavati na nekom od molekularnih procesa koji su kljucni za malignu transformaciju
Celije. Termin hemoprevencija prvi put se pominje 1976. godine od strane Sporna i sar. (155)
i definiSe se kao koriSéenje specificnih agenasa u cilju zaustavljanja i/ili suzbijanja
karcinogeneze. Sumiranjem dosadasnjih istrazivanja iz oblasti hemije, biologije, patologije,
farmakologije i epidemiologije dobijeni su rezultati koji potencijalno mogu objasniti
mehanizam del ovanja hemopreventivnih agenasa.

Danas su u fokusu molekularne osnove hemopreventivnih potencijala i njihovog
uceS¢a u Celijskim signalnim putevima karcinoma. Evaluacija dobijenih in vitro rezultata o
ulozi hemoprevencije bila bi od velike koristi u terapiji karcinoma uzevsi u obzir veliki
stepen razvoja rezistencije i individualnosti u odgovoru celija karcinoma na primenjeni
citostatski rezim (156).

Idealni hemopreventivni agens trebao bi da bude selektivan prema o3ecenoj ili
transformisanoj Celiji pokazujuci visok stepen bioraspoloZivosti na ciljpom mestu primene,
dok bi svoju aktivnost trebao da ostvaruje putem nekoliko razli¢itih mehanizama delovanja.
FarmakepidemioloSke studije upucuju na znaCaj dijeteskih suplemenata u cilju
hemoprevencije karcinoma. Dijetetski suplementi su posebno atraktivni zbog svog
dugogosnjeg prisustva na trZistu, bezbedonosnog profila i relativno malim stepenom
ispoljenih nezeljenih efekata (157).

Jasno je da se hemoprevencija karcinoma postize nizom razliCitih procesa na nivou
Celije. U Tabeli 2. prikazani su osnovni mehanizmi delovanja hemopreventivnih agenasa
(158).
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Tabela 2. Potencijalni mehanizmi delovanja hemopreventivnih agenasa, preuzeto i adaptirano iz Kuno
T et al. J Biophys Chem 2012.

Mehanizam delovanja

Jedinjenje

Blokada kar cinogene aktivnosti

inhibicija preuzimanjakarcinogena

inhibicijaformiranjaili aktivacije karcinogena

deaktivacija karcinogena
preveniranje vezivanja karcinogena za DNK

povedéanje stepena DNK reparacije

kalcijum

izotiocijanati, DHEA, NSAIL, polifenoli
oltipraz

oltipraz, plofenoli

NAC, inhibitori proteaza

Antioksidativna aktivnost

vezaCi reaktivnih elektrofila
vezaCi kiseoni¢nih radikala

inhibitori metabolizma arahidonske kiseline

GSH- sli¢na jedinjenja
polifenoli, Vit E
NAC, NSAIL, polifenoli, tamoksifen

Antiproliferativna aktivnost

modulatori signalne transdukcije

modulatori aktivnosti hormona/faktorarasta
inhibitori onkogene aktivnosti

inhibitori metabolizma poliamina

induktori terminalne diferencijacije
blokatori imunog odgovora

induktori apoptoze

korektori procesa DNK metilacije

inhibitori angiogeneze

NSAIL, polifenali, retinoidi, tamoksifen
NSAIL, retinoidi, tamoksifen

genistein, NSAIL, monoterpeni

DFMO, retinoidi, tamoksifen

kalcijum, retinoidi, Vit D

NSAIL, selen, Vit E

butirna kiselina, genistein, retinoidi,
folnakiselina

genistein, retinoidi, tamoksifen

1.4.3.Alfa-lipoinska kiselina,

hemopreventivni agensi

ketoprofen

meloksikam kao potencijalni

Hemoprevencija moze biti jedna od bitnijih komponenti prevencije karcinoma

oslanjajuci se na delovanju hemijskih agenasa iz prirode koja nas okruzuje kao i sintetskih

analoga, koji mogu da blokiraju inicijaciju tumora i promociju dogadaja koji su vazne etape u

razvitku tumora (159).

Alfalipoinska kiselina (eng. alpha-lipoic acid, ALA), joS poznata i kao tioktinska

kiselina, otkrivena je 1951. godine kao molekul koji uCestvuje u transferu acil grupe u
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Krebsovom ciklusu. Radi se 0 organo-sumpornom jedinjenju, derivatu oktanske kiseline (6,8-
ditiooktanoinska kiselina). U svojoj strukturnoj konformaciji ALA sadrzi jedan asimetricni C
atom koji uslovljava postojanje dva opziCka izomera, R (+) i S (). U prirodnim uslovima
ALA se ndazi u obliku R (+) izomera, vezana za odgovarajuce proteina ostvarujuci uloge
esencijalnog kofaktora za nekoliko vaznih mitohondrijalnih enzimskih kompleksa (160)
(Slika6.) .

Slika 6. Strukturni prikaz opzickih izomera alfa-lipoinske kiseline

Osamdesetih godina proslog veka afalipoinska kiselina je od strane naucne
zajednice prepoznata kao mocan antioksidans. Danas se ALA smatra jednim od najefikasnijih
do sada poznatih endogenih antioksidanasa, pa poslednjih godina zauzima posebno mesto u
terapiji karcinoma (161).

Mehanizam delovanja ALA se zasniva na neutralizaciji slobodnih radikala, u
hidroilnim i hidrofobnim regionima Celije. KarakteriSe se funkcionalnom aktivnos¢éu u
redukovanoj i oksidovanoj formi. ALA poseduje antikancerogeni potencijal zato Sto
samostalno eliminiSe slobodne radikale, ukljucujuci hidroksil radikal, koji je ukljucen u u
svim fazama razvoja karcinoma i koji se smatra odgovornim za povecanje broja metastaza.
ALA povecva efikasnost drugih antioksidanasa (vit C i E, koenzima Q,0), znacajno poveéava
nivo glutationa za 30-70% narocito u Celijama jetre, pluca i bubrega labotatorijskih Zivotinja
kada se ubrizgava kao antioksidans (162).

Nesteroidni antiinflamatorni lekovi (NSAIL) predstavljgju agense koji mogu
obedavati u hemoprevenciji karcinima kolona i cerviksa. Njihov mehanizam delovanja je
viSestruk obuhvataju¢i blokadu karcinogene aktivnosti, antioksidativni potencijal i

antiproliferativno delovanje (157).
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Ketoprofen (KT) je nesteroidni antiinflamatorni lek, koji po svojoj hemijskoj
strukturi pripada grupi derivata propionske kiseline. Originalno je sintetisan od strane Rhone-
Poulenc Research laboratorija u Prizu, 1967 godine. Nekoliko godina kasnije ketoprofen se
odobrava za klinicku primenu i do danas se koristi u terapiji razlicitih inflamatornih bolesti,
reumatoidnog artritisa, osteoartritisa, spondiloze (163). Danas se posebni terapijski benefiti
KT ocekuju u prevenciji razlicitih tipova maligniteta, tretmana Alchajmerove i Parkinsonove
bolesti (164).

Ketoprofen je 2-(3-benzail fenil) propionska kiselina. U svom molekulu KT sadrzi
jedan asimetri¢ni C atom u hiralnom centru koji omogucava postojanje 2 enatiomera, R (-) i S
(+) (Slika 7.). Stereohemijske karakteristike KT prikazane su na dlici X. S (+) enantiomer je
odgovoran za farmakolosSke karakteristike i farmakodinamicki odgovor KT (165). R (-) nije
terapijski aktivan i nije u moguénosti da inhibira COX aktivnost ali je zato odgovoran za

nezeljene efekte KT.
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R () enantiomer 5 (+) enantiomer

Slika 7. Stereohemijske karakteristike ketoprofena

Ketoprofen je NSAIL sa analgetiCkim i antipiretiCkim karakteristikama. Fizioloska
osnova farmakodinamicke aktivnosti KT bazira se na inhibiciji COX enzima. Nezeljeni efekti
KT rezultat su inhibicije COX-1 izoforme dok je COX-2 inhibicija odgovorna za ostvarivanje
terapijskog efekta (166).

Meloksikam (MK) je nesteroidni antiinflamatorni lek sa karakteristikama selektivne
inhibicije COX-2 izoforme, ostvarujuci analgeticko, antipireticko i antiinflamatorno
delovanje. MK je derivat enolne kiseline, 4-hidroksi-2-metil-N-(5-metil-2-tiazolil)-2H-1,2-

benzotiazin-3-karboksamid-1,1-dioksid. U strukturi svog molekula MK nema hiralnog centra
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pa u normanim uslovima ne formira enatiomere (167). Strukturna formula MK prikazana je
nasdlici 8.
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Slika 8. Strukturna formula meloksikama, 4-hidroksi-2-metil-N-(5-metil-2-tiazolil)-2H-1,2-

benzotiazin-3-karboksamid-1,1-dioksid

Ketoprofen i melokskam svoj terapijski efekat ostvaruju neselektivnom i/ili
selektivnom inhibicijom COX-1 i COX-2 izoenzima. Literaturni podaci potvrduju uzroc¢no-
posledi¢nu vezu izmedu inflamacije i karcinogeneze zbog pojacane ekspresije COX-2. COX-
2 aktivira mnoge procese koji su kljucni u karcinogenezi, €ineCi je na taj nacCin atraktivnim
terapijkim ciljem. Ova ciklooksigenazna forma ucestvuje u metabolizmu ksenobiotika,
angiogenezi, apoptozi, inflamaciji, procesima imunosupresije. Obzirom da su apoptoza i
neoangiogeneza blisko povezani sa rezistencijom na hemoterapiju i radioterapiju smatara se
da povecana ekspresija COX-2 moZe biti prediktivni marker hemorezistencije karcinoma
(169).

Novi pristup hemoprevencije karcinoma bazira se na koadministraciji dve ili vise
supstanci, razliCitiog naCina delovanja, sa ciljem potencirajuée aktivnosti ¢ime bi se neZeljena
degjstva svela na minimum (170). Smatra se da je hemoprevencija jedna od glavnih
komponenti kontrole karcinoma, a mnogobojna istrazivanja ukazuju na potencijalnu ulogu

antioksidanasa 1 NSAIL u hemoprevenciji karcinoma kolona i cerviksa
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Razvoj karcinoma je viSestepeni proces u toku koga kumulativno dolazi do niza
promena u Celijskoj strukturi i funkciji. lako su mnogi od procesa povezanih sa
kancerogenezom pojedinacno intenzivno izuc¢avani, molekularni mehanizmi koji ih povezuju
I koji leze u osnovi kompleksne biologije humanih karcinoma jos uvek su nedovoljno
poznati. Nastanak karcinoma moze se posmatrati kroz niz genetskih promena Kkoji
transformiSu normalnu ¢eliju u malignu, dok je izbegavanje Celijske smrti jedna od osnovnih
promena koja vodi do maligne transformacije Celije. Apoptoza je homeopatski proces koji
omogucava da stare, mutirane ili oStecene Celije umru. U Celijama karcinoma taj mehanizam
je Cesto oStecen, maligne celije ne umiru, ve¢ nastavljgu proliferaciju. Proces kontrolisane
Celijske smrti predstavlja genetski regulisan proces jer je u kontroli Celijske sudbine ukljucen
veliki broj Celijskih signala i ekspresija specificnih gena.

PolazeCi od pretpostavke da postoji povezanost izmedu kvantitativne ekspresije
markera apopoze, NF-xB, Bcl-2, Bax i hroni¢ne inflamacije u kontroli procesa Celijske smrti

kao i odgovora na primenjeni citostatski tretman, cilj ovog istrazivanja je:

1. Ispitivanje efekata afalipoinske kiseline, ketoprofena, meloksikama i  kombinacija
ispitivanih supstanci sa cisplatinom ili 5-fluorouracilom u kulturama celija karcinoma
kolonai cerviksana proliferaciju ¢elija, MTT testom u esgju Celijske proliferacije,

2. lspitivanje kvantitativne ekspresije NF-kB u kulturama Celija karcinoma kolona, cerviksa
i primarne kulture mononuklearnih celija periferne krvi, nakon inkubacije sa raz¢licitim
koncentracijama afalipoinske kisekine, ketoprofena i meloksikama i kombinacije

ispitivanih supstanci sa cisplatinom ili 5-fluorouracilom,
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3.

Ispitivanje stepena apoptoze pracenjem kvantitativne ekspresije Bcl-2 i Bax proteina i
odnosa Bcl-2/Bax u kulturama celija karcinoma kolona, cerviksa i primarne kulture
mononuklearnih Celija periferne krvi nakon inkubacije sa rali¢itim koncentracijama alfa-
lipoinske kiseline, ketoprofena i meloksikama i kombinacije ispitivanih supstanci sa
cisplatinom ili 5-fluorouracilom,

Procenjivanje hemopreventivnog potencijala alfa lipoinske kiseline, ketoprofena i
meloksikama na osnovu kvantitativne ekspresije NF-xB, transkripcionog faktora
ukljuenog u regulaciji gena koji utiCu na nivo apoptoze, Bcl-2 i Bax u kulturama celija

karcinomakolona, cerviksa i primarne kulture mononuklearnih Celija periferne krvi
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3.1.Koris¢ene supstance

U eksperimentu su koriS¢ene sledece supstance: alfa-lipoinska kiselina (Berlition
300 ED, Berlin - Chemie, Nemacka 300mg/12ml), ketoprofen (Ketonal, Sandoz
Pharmaceuticals, Switzerland 100 mg/ 2 ml), meloksikam (Movalis, Boehringer Ingelheim,
15mg/1.5ml), cisplatin (Cisplatin Ebewe, Ebewe Pharma Austrija, 10mg/20ml) i 5-
fluorouracil (Fluorouracil Teva, Pharmachemie B.V. - Holandija, 50mg/ml). DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium), FBS (Fetal Bovine Serum), antibiosko-antimikoticni
rastvor, L-Glutaminei Trypsin - EDTA rastvor su naruceni od PAA Laboratories, Austria, 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromide (MTT) je naruCen od Carl Roth,
Germany dok je Trypan Blue Stain narucen od Invitrogen-a. Primarnai sekundarna anti-NF-
kB, anti-Bcl-2 i anti-Bax antitelima su proizvodaca Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA, USA). Citostatici 5-fluorouracil i cisplatin se po protokolu koriste za leCenje karcinoma

kolonai cerviksa (171).

3.1.1.Priprema rastvora za in vitro istrazivanje

Alfalipoinska kiselina (ALA), ketoprofena (KT), meloksikama (MK), cisplatin
(CP) i 5-fluorouracil (FU) su razblazivani u medijumu DMEM i ispitivane su po tri
koncentracije svake od navedenih supstanci (Grupa 1 - ngimanja koncentracija, Grupa 2 -
srednja kocentracija i Grupa 3 - najveca koncentracija). Finalne koncentracije ispitivanih
supstanci iznose: afalipoinska kiselina ALA1-10 uM, ALA2-100 uM i ALA3-1000 uM);
ketoprofen (KT1-2, KT2-20 i KT3-200 pM), meloksikam (MK 1-10 yM, MK2-50 yM, MK3-
500 pM), cisplatin (CP1-1.66 uM, CP2-3.32 uM i CP3-6.64 uM) i 5-fluorouracil (FU1-10
MM, FU2-100 pM i FU3-1000 pM. Ispitivane supstance su kombinovane se sa 5-
fluorouracilom i cisplatinom. Kombinovanje ispitivanih supstanci sa standardnim
citostaticima je uradeno tako da su medusobno kombinovane najmanje koncentracija (ALA1-
CP1, KT1-CP1, MK1-CP1, ALA1-FU1, KT1-FUl, MK1-FU1), zatim srednje (ALA2-CP2,
KT2-CP2, MK2-CP2, ALA2-FU2, KT2-FU2, MK2-FU2) i na kraju najvecCe koncentracija
(ALAS3-CP3, KT3-CP3, MK3-CP3, ALA3-FU3, KT3-FU3, MK3-FU3). Pripremljene su

kombinacije ispitivanih supstanci, afa lipoinske kiseline, ketoprofena i meloksikama sa
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cisplatinom i 5-fluorouracilom. Kombinacija ispitivanih supstanci u odnosu 1:1 je izvrsena

tako da su finalne koncentracije bile 2 puta manje od pocetnih.

3.2.Celijske linije

Ispitivanje je vrSeno na dve Celijske linije, HeLa S3 (Celije humanog karcinoma
cerviksa) narucene od Leibniz Institute DSMZ i Caco-2 (Celije humanog karcinoma kolona)
narutene od ATCC. Celije su kultivisane u medijumu DMEM sa dodatkom 10% FBS,
antibiotik/antimikotik rastvora i 2 mM L-glutamina, na 37C u atmosferi sa 5% CO2 i

zasi¢enoj vlazno$¢u. Zamenamedijumaje radena na svaka 2-3 dana.

3.2.1.Hela ¢elijska linija

Hela Celije predstavljaju kancerski tip Celijske linije koje mogu da se u Celijskoj
kulturi, pod povoljnim uslovima dele neogranicen broj puta (172). Postoje mnogi subklonovi
Hela Celija i one i dalje evoluiraju u toku presadivanja. Za razliku od mnogih drugih Celijskih
linija, Hela Celije su veoma izdrzljive i imaju veliku mo¢ deobe (173). Ime su dobile u Cast
pacijentkinje obolele od karcinoma cerviksa, Henriete Laks (Henrietta Lacks, 1920 — 1951),

iz Cijeg su karcinomagrlica materice Celije prvi put izolovane 8. februara 1951. godine (174).

3.2.2.Caco-2 celijska linija

Celije humanog karcinoma kolona inicijalno su otkrivene od strane Fogha i saradnika
1977. godine (175). U kulturi Caco-2 Celije prolaze kroz procese spontane diferencijacije
pokazujuéi osobine vrlo slicne Celijama kolona. Prva istraZzivanja sprovedena sa Caco-2
¢elijama pokazala su da pored jasne diferncijacije ove Celije karakteriSe i ekspresija nekoliko
vaznih morfoloskih i biohemijskih karakteristika humanih enterocita. Ove ¢elije rastu u vidu
mono-sloja, pokazuju cilindricno polarizovanu morfologiju, sa mikrovilima na apikalnoj
strani. Danas, ¢elije humanog karcinoma kolona predstavljaju odliCan in vitro model za

proucavanje intestinalne Celijske diferencijacije i regulacije (176).
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3.2.3.Primarna kultura

Mononuklearne Celije periferne krvi su izolovane u sterilnim  uslovima,
centrifugiranjem sa rastvorom Ficoll Histopaque® 1077 (Lymphoprep™, Nycomed Pharma,
Zurich, Switzerland). Celijska vijabilnost iznosila je 90% i ispitana je pomocéu rastvora
Trypan blue. Nakon ispiranja u fizioloSkom rastvoru, izolovane mononuklearne Ccelije
periferne krvi su resuspendovane u DMEM-u sa dodatkom 10% FBS, L-glutamina i
penicilin-streptomicin rastvora, nakon Cega su mononuklearne Celije periferne krvi su
zasadene u sterilne ploCe sa 96 bunarci¢a, inkubirane 24h i tretirane ispitivanim supstancama
a77).

3.3.Esej proliferacije

Kada su cCelije obe Ccelijske linije postigle 80% konfluentnosti odlepljene su
rastvorom Trypsin/EDTA, isprane u rastvoru pufera i ukupan broj Celija, kao i gustina Celija
potrebna za esgj proliferacije odredeni su koris¢éenjem boje tripan plavo (Trypan blue dye
exclusion test). Celije su posadene u sterilnim plo¢ama sa 96 bunargi¢a u gustini 2 x 10*
Celija po bunar€i¢u i kultivisane 24 h u standardnim uslovima. Nakon toga, ¢elijama su
dodavane ispitivane supstance (alfa lipoinska kiselina, ketoprofen, meloksikam, cisplatin, 5-
fluorouracil) kao i odgovarajuce kombinacije ovih supstanci u ispitivanim koncentracijama.
Kontrolu €ine celije inkubirane samo sa medijumom, bez dodavanja supstanci. Efekat
ispitivanih supstanci na proliferaciju ¢elija odredivan je nakon 48 h inkubacije sa ispitivanim

supstancama primenom MTT testa.
3.3.1.MTT test

MTT test se bazira na redukciji zZute supstance MTT (3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-
difeniltetrazolijum bromid) do ljubiCastih kristala formazana koji su nerastvorni u vodi.
Medijum u kome su inkubirane Celije, sa ili bez dodatih supstanci, izvucen je po zavrSetku
inkubacije. Celije su isprane rastvorom pufera nakon ¢ega je u svaki bunari¢ dodato 20 pL
MTT rastvora koncentracije 1 mg/ml. Nakon 3h inkubacije sa rastvorom MTT-a na 37°C,
nastali kristali formazana su rastvareni dodatkom 100 pl 2-propanola. Spektrofotometrijsko
merenje redukcije MTT-a, odnosno intenziteta ljubiCaste boje, je vrSeno na talasnoj duzini od
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540 nm na ELISA CitaCu (Elisa plate reader, ThermoLab Systems). Intenzitet ljubiCaste boje
je u direktnoj korelaciji sa brojem vijabilnih Celija. Rezultati su prikazani kao stepen
proliferacije Celija (izraZzen u procentima) u odnosu na kontrolnu kulturu za koju je uzeta
vrednost od 100%.

3.4.Merenje nivoa transkripcionog faktora NF-kB, Bcl-2 i Bax

Celije obe Celijske linije, kao i primarna kultura mononuklearnih éelija periferne krvi
zasadene su u sterilne ploge sa 96 bunargi¢a sa gustinom od 3 x 10* ¢elija po bunargiéu, i
kultivisane u standardnim uslovima 24 h. Nakon tog perioda dodavane su supstance u
ispitivanim koncentracijama i predvidenim kombinacijama, nakon Cega su Celije inkubirane
48h po protokolu istrazivanja Koci¢ G. i sar. (178). Celije se pazljivo isprane rastvorom
fosfatnog pufera (PBS), fiksirane pomoéu 70% metanola i permeabilizovane pomocu 0,1%
Triton X-100 u PBS-u. Celije su inkubirane sa primarnim anti-NF-xB, anti-Bcl-2 i anti-Bax
antitelima, isprane 3 puta, a zatim inkubirane sa FITC sekundarnim antitelima. Srednji
intenzitet fluorescence odredivan je i analiziran na Victor™ multiplate reader (Perkin Elmer-
Wallace, Wellesley, MA). Rezultati Ce biti prikazani kao procentualna promena u odnosu na

kontrolu.

3.5.StatistiCka obrada podataka

Dobijeni podaci su analizirani, statistiCki obradeni primenom metoda deskriptivne
statistike i kori$¢enjem odgovarajucih testova statisticke znacajnosti (x*-test nezavisnosti, uz
korekciju neprekidnosti prema Jejtsu). Baza podataka je kreirana u statistickom programu
Excel, a za statistiCku obradu je koris¢en SPSS program, verzija 19.0 (Statistical Package for
Social Sciencies). Svi statistiCki testovi prihvaceni su ako je verovatnoca nulte hipoteze
jednakaili manja od 5% (p<0.05).
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

Rezultati MTT testa i ispitivanja kvantitativne ekspresije NF-xB, Bcl-2 i Bax
proteina nakon inkubacije sa razliCitim koncentracijama alfa-lipoinske kiseline, ketoprofena i
meloksikama i kombinacije ispitivanih supstanci sa cisplatinom ili 5-fluorouracilom u
kulturama celija karcinoma kolona, cerviksa i primarne kulture mononuklearnih celija
periferne krvi prikazani su graficki, dok je odnos Bcl-2/Bax prikazan tabelarno. Svi rezulati

prikazani su kao procenat u odnosu na kontrolnu grupu.

4.1. Proliferacija celija karcinoma kolona i cerviksa u prisustvu

ispitivanih supstanci merena MTT testom

U sledeéim poglavljima sa ciljem ispitivanja efekata afa-lipoinske kiseline,
ketoprofena, meloksikama i kombinacija ispitivanih supstanci sa cisplatinom ili 5-
fluorouracilom u kulturama celija karcinoma kolona i cerviksa na proliferaciju Celija

prikazani su rezultati MTT testa u eseju Celijske proliferacije.

4.1.1. Proliferacija ¢elija karcinoma cerviksa u prisustvu alfa-lipoinske kiseline,

ketoprofena i meloksikama

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati efekta cisplatina i 5-fluorouracila
u tri razliCite koncentracije na proliferaciju Celija u kulturi Hela Celija u odnosu na kontrolnu
grupu (Grafikon 1.)
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Grafikon 1. Proliferacija Hela éelija u kulturi inkubiranih sa cisplatinom i 5-fluorouracilom u odnosu na
kontrolu merane MTT testom

Sve tri grupe tretirane cisplatinom pokazuju statisticki znaCajno smanjenje
proliferacije ¢elija u odnosu na kontrolnu grupu na nivou p<0.001, pcp1<0.001, pcp2<0.001 i
Pcps<0.001. Kod grupa tretiranih 5-fluorouracilom statisticka znacajnost je pronadena izmedu
kontrolne grupe i grupe 2 na nivou p<0.001, pry2<0.001, dok je kod grupa 1 i 3 statisticka
znacajnost utvrdena na nivou p<0.01, pry1=0.003 i pry3=0.001.

Na Grafikonu 2. prikazan je MTT test u kulturi Hela celija inkubiranih razliCitim

koncentracijama afa-lipoinske kiseline u odnosu na kontrolnu grupu.
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Grafikon 2. Proliferacija Hela éelija u kulturi inkubiranih sa afa-lipoinskom kiselinom u odnosu na kontrolu
merane MTT testom

Utvrdeno je statisticki znac¢ajno smanjenje proliferacije Celija u kulturi u grupama 1 i

2 nanivou p<0.01, paLa1=0.001 i paLa2=0.004, au grupi 3 nanivou p<0.001, pa.a3<0.001.
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Proliferacija Hela celija u kulturi inkubiranih sa alfa-lipoinskom kiselinom i
kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom u odnosu na kontrolu merane MTT testom

prikazane su na Grafikonu 3.
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Grafikon 3. Proliferacija Hela ¢elija u kulturi inkubiranih sa alfa-lipoinskom kiselinom i kombinacije sa
cisplatinom i 5-fluorouracilom u odnosu na kontrolu merane MTT testom
U kombinaciji afalipoinska kiselina i cisplatin su u odnosu na kontrolnu grupu
pokazali statistiCki zna€ajno smanjenje u grupama 1 i 3 na nivou p<0.001, paLa-cp1<0.001 i
PaLa-cp3<0.001, au grupi 2 nanivou p<0.01, paia-cp2=0.001.

Kombinacija afa-lipoinske kiseline i 5-fluorouracila je u odnosu na kontrolnu grupu
pokazali statistiCki znaCajno smanjenje proliferacije Celija u sve tri grupe i to na nivou
p<0.001 u grupi 3, paLa-Fu3<0.001, a na nivou p<0.01 u grupama 1 i 2, paLa-ru1=0.003 i
PaLA-Fu2=0.005.

Proliferacija Hela celija u kulturi inkubiranih sa ketoprofenom i kombinacije sa
cisplatinom i 5-fluorouracilom u odnosu na kontrolu merane MTT testom prikazani su na
Grafikonu 4 .
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Grafikon 4. Proliferacija Hela ¢elija u kulturi inkubiranih sa ketoprofenomi kombinacije sa cisplatinomi 5-
fluorouracilom u odnosu na kontrolu merane MTT testom
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Anaizom rezultata nakon tretirananja Hela celija ketoprofenom utvrdeno je
statistiCki znaCajno smanjenje proliferacije Celija u grupama 1 i 2 na nivou p<0.001,
pKT1<0.00i pKT2<O-OO]—-

U kombinaciji ketoprofen i cisplatin su u odnosu na kontrolnu grupu pokazali
statistiCki znaCajno smanjenje proliferacije u sve tri grupe na nivou p<0.001, pxT-cp1<0.001,
PkT-cp2<0.001 i pxT-cp3<0.001. Kombinacija ketoprofena i 5-fluorouracila je u odnosu na
kontrolnu grupu pokazala statisticku znaCajno smanjenje samo u grupi 2 na nivou p<0.01,
pxT-Fu2=0.007, dok u grupama 1 i 3 statistiCki znaCajna razlika nije pronadena, pxr-ru1=0.066

i pKT.Fug:O.877.

Proliferacija Hela Celija u kulturi inkubiranih sa meloksikamom i kombinacije sa
cisplatinom i 5-fluorouracilom u odnosu na kontrolu merane MTT testomprikazani su na
Grafikonu 5.
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Grafikon 5. Proliferacija Hela ¢elija u kulturi inkubiranih sa meloksikamom i kombinacije sa cisplatinom i 5-
fluorouracilom u odnosu na kontrolu merane MTT testom

Kod grupa tretiranih melokskamom u tri razliCite koncentracije nije pronadena
statisticka znacajno smanjenje izmedu grupe 1 i kotrolne grupe, puwk1=0.409, dok se grupe 2
i 3 statisticki razlikuju u odnosu na kontrolu na nivou p<0.001, puk2<0.001 i puk3<0.001.

Sve tri grupe tretirane kombinacijom meloksikama i cisplatina pokazuju statisticki

znaCajno smanjenje proliferacije ¢elija u odnosu na kontrolnu grupu na nivou p<0.001,

PmK-cP1 <0.001, pMK_cp2<0.001i pMK—CP3<O-001-
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Meloksikam u kombinaciji sa 5-fluorouracilom pokazao je statistiCki znaCajno
smanjenje izmedu grupa 1 i 2 u odnosu na kotrolnu grupu na nivou p<0.01, puvk-ru1 =0.001 i
Puk-ru2 =0.007, dok se grupa 3 statisticki razlikuje u odnosu na kontrolu na nivou p<0.001,
Pvk-Fu3<0.001.

4.1.2. Proliferacija ¢elija karcinoma kolona u prisustvu alfa-lipoinske kiseline,

ketoprofena i meloksikama

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati ispitivanja cisplatina i 5-
fluorouracila u tri razliCite koncentracije na proliferaciju Celija u kulturi Caco-2 cCelija u

odnosu na kontrolnu grupu (Grafikon 6.).
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Grafikon 6. Proliferacija Caco ¢éelija u kulturi inkubiranih sa sa cisplatinom i 5-fluorouracilom u odnosu na
kontrolu merane MTT testom

U grupama tretiranim cisplatinom utvrdena je statistiCki znaCajno smanjenje u
odnosu na kontrolnu grupu izmedu grupe 1 na nivou p<0.05, pcp1=0.010 i grupe 3 na nivou

p<0.001, pcp3<0.001, dok grupa 2 nije pokazala statistiCki znaCajno smanjenje, pcp,=0.071.

Kod grupa tretiranih 5-fluorouracilom utvrdena je statisticki znaajno smanjenje u
odnosu na kontrolnu grupu izmedu grupa 3 i kontrolne grupe nanivou p<0.01, pry3=0.007, dok

izmedu grupa 1 i 2 statistiCki znaCajna razlika nije pronadena pry1=0.282 i pry2=0.284.
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Na Grafikonu 7. prikazana je proliferacija Caco Celija u kulturi inkubiranih sa alfa-
lipoinskom kiselinom i kombinacije sa cisplatiom i 5-fluorouracilom u odnosu na kontrolu

merane MTT testom.
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Grafikon 7. Proliferacija Caco Celija u kulturi inkubiranih sa alfa-lipoinskom kiselinomi kombinacije sa
cisplatiom i 5-fluorouracilom u odnosu na kontrolu merane MTT testom
Utvrdeno je statisticki znacajno smanjenje proliferacije ¢elija u kulturi izmedu grupa

2i 3 nanivou p<0.001, paLa2<0.001 i para3<0.001 u odnosu na kontrolnu grupu.

U kombinaciji afa-lipoinske kiselina i cisplatina u odnosu na kontrolnu grupu
pokazali su statisticki znaCajno smanjenje proliferacije izmedu grupa 3 na nivou p<0.001,
PaLa-cp3<0.001 i grupi 2 na nivou p<0.05, paLa-cr2=0.013, dok u grupi 1 statistiCki znacajna
razlika nije pronadena, pa.a-cp1=0.088.

Alfalipoinska kiselina u kombinaciji sa 5-fluorouracilom u odnosu na kontrolnu
grupu je pokazala statistiCki znac¢ajno smanjenje proliferacije ¢elija izmedu grupa 3 nanivou
p<0.001 i grupe 2 na nivou p<0.01 u odnosu na kontrolnu grupu, dok u grupi 1 statisticki

znaCajno smanjenje nije pronadeno, paLa-ru1=0.711.

Proliferacija Caco Celija u kulturi inkubiranih sa ketoprofenom i kombinacije sa
cisplatinom i 5-fluorouracilom u odnosu na kontrolu merane MTT testom prikazani su na
Grafikonu 8.
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Grafikon 8. Proliferacija Caco Celija u kulturi inkubiranih sa ketoprofenom i kombinacije sa cisplatinomi 5-
fluorouracilom u odnosu na kontrolu merane MTT testom

U grupama tretiranim ketoprofenom utvrdena je statisticki znaCajno smanjenje u
odnosu na kontrolnu grupu izmedu kontrone grupe i grupa 1 i 2, nanivou p<0.05, pxt1=0.017

i pk12=0.021, dok grupa 3 nije pokazala statistiCki znaCajnu razliku, pxT3=0.456.

U kombinaciji ketoprofen i cisplatin su u odnosu na kontrolnu grupu pokazali
statistiCki zna€ajno smanjenje samo izmedu grupi 3 na nivou p<0.001, pkr-cps<0.001 u
odnosu na kontolnu grupu, dok u grupama 1 i 2 statisticki znaCajno smanjenje nije

pronadeno, pxT-cp1=0.831 i pxT-cp2=0.679.

Kombinacija ketoprofen i 5-fluorouracil je u odnosu na kontrolnu grupu pokazala
statisticki znaCajno smanjenje samo izmedu kontrole i grupe 3 na nivou p<0.001,
PkT-Fu3<0.001, dok u grupama 1 i 2 statistiCki znaCajno smanjenje nije pronadeno,
PrT-Fu=0.592 i pkT-FU2=0.104.

Na Grafikonu 9. prikazane je proliferacija Caco ¢elija u kulturi inkubiranih sa
meloksikamom i kombinacijom sa cisplatinom i 5-fluorouracilom u odnosu na kontrolu
merane MTT testom
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Grafikon 9. Proliferacija Caco €elija u kulturi inkubiranih sa meloksikamom i kombinacijom sa cisplatinom i 5-
fluorouracilom u odnosu na kontrolu merane MTT testom
Kod grupa tretiranih meloksikamom sve tri grupe su pokazale statisticki znaCajno
smanjenje u odnosu na kotrolnu grupu na nivou p<0.001, pwk1<0.001, pmk2<0.001 i
pMK3<O-001-

Kombinacija meloksikama i cisplatina pokazala je statistiCki znaCajno smanjenje
izmedu svih grupa u odnosu na kontrolnu grupu na nivou p<0.001, pwmk-cpr<0.001,
Pvk-cp2<0.001 i pmk-cps<0.001.

Meloksikam u kombinaciji sa 5-fluorouracilom dao je statistiCki znacajno smanjenje

izmedu grupa 2 i 3 u odnosu na kotrolnu grupu na nivou p<0.001, pwmk-Fu2<0.001 i
Pvk-Fu3<0.001.

4.2. Kvantitativna ekspresija NF-kB u kulturi karcinoma kolona,
cerviksa i primarne kulture mononuklearnih celija periferne krvi

nakon inkubacije ispitivanih supstanci

U sledeCim poglavljima prikazani rezultati kvantitativne ekspresije NF-xB u cilju
ispitivanja efekata afalipoinske kiseline, ketoprofena, meloksikama i kombinacija
ispitivanih supstanci sa cisplatinom ili 5-fluorouracilom u kulturama Celija karcinoma kolona,
cerviksa
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4.2.1. Kvantitativha ekspresija NF-kB nakon inkubacije sa alfa-lipoinskom

kiselinom u kulturi ¢elija karcinoma cerviksa

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati ispitivanja kvantitativne
ekspresije NF-xB nakon inkubacije sa razliCitim koncentracijama cisplatina i 5-fluorouracila

na Caco-2 Celije u kulturi u odnosu na kontrolnu grupu (Grafikon 10).
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Grafikon 10. Kvantitativna ekspresija NF-xB nakon ipligbacijesacisplatinomi 5-fluorouracilom u kulturi Hela
celija

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati ispitivanja dejstva cisplatina u tri
razli¢ite koncentracije na Hela celije u odnosu na kontrolnu grupu. U grupama koje su
tretirane cisplatinom utvrdena je statistiCki znacajna razlika izmedu svih grupa u odnosu na
kontrolnu grupu, kod grupa 1 i 2 na nivou p<0.01, pcp1=0.004 i pcp=0.002, a kod grupe 3 na
nivou p<0.001, pcps<0.001. Jednofaktorskom analizom varijanse istrazena je statistiCka
znacajnost izmedu grupa CP1, CP2 i CP3. Utvrdena je statistiCki znaCajna razlika na nivou
p<0.05, pcp=0.025. Naknadna poredenja pomocu Tukejevog HSD testa pokazuju da se
srednja vrednost grupe CP1 razlikuje od grupe CPl (pcp1-3=0.026), dok srednja vrednost
grupe CP2 ne pokazuje statisticki znaCajne razlike u odnosu na ostale dve grupe.

Kod grupa tretiranih 5-fluorouracilom nije pronadena statisticki znaCajna razlika
izmedu grupa 1 i 2 u odnosu na kontrolnu grupu, pry1=0.158 i pry2=0.802, Cak je u grupi 3
dodlo i do statisticki znaCajnog povecanja na nivou p<0.05, pru3=0.012.

Izmedu samih grupa tretiranih 5-fluorouracilom ne postoji statistiCki znacajna
razlika, pry=0.283.
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Kvantitativna ekspresija NF-kB nakon inkubacije sa razlicitim koncentracijama alfa-
lipoinske kisline i kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom u kulturi Hela celija

prikazana je na Grafikonu 11.
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Grafikon 11. Kvantitativna ekspresija NF-kB nakon inkubacije sa afa-lipoinskom kiselinom i kombinacije sa
cisplatinom i 5-fluorouracilom u kulturi Hela éelija

U grupi 1 nije pronadena statisticki znacajna razlika pa.a1=0.477, kao ni u grupi 2,
PaLa2=0.8, dok je u grupi 3 pronadena statisticka znaCajnost na nivou papa3<0.001.
Jednofaktorskom analizom varijanse istrazena je statistiCka znacajnost izmedu grupa ALAL,
ALA2 i ALA3. Utvrdena je statistiCki znaCajna razlika na nivou p<0.001. Naknadna
poredenja pomocu Tukejevog HSD testa pokazuju da se srednja vrednost grupe ALA3
razlikuje od grupa AL1A i ALA2 (paLa1-3<0.001 i paLa2-3<0.001), dok srednje vrednosti
grupa ALAL i ALAZ2 ne pokazuju statistiCki znaCajne razlike.

4.2.2. Kvantitativha ekspresija NF-kB nakon inkubacije sa alfa-lipoinskom

kiselinom u kulturi ¢elija karcinoma kolona

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati ispitivanja kvantitativne
ekspresije NF-«B nakon inkubacije sa racliCitim koncentracijama cisplatina i 5-fluorouracila

na Caco-2 Celije u kulturi u odnosu na kontrolnu grupu (Grafikon 12).
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Grafikon 12. Kvantitativna ekspresija NF-xB nakon inkubacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom u kulturi
Caco-2 celija
U grupama koje su inkubirane cisplatinom nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika
izmedu grupe 1 i kontrolne grupe, kod grupe 2 u odnosu na kontrolu znaCajnost je na nivou
p<0.05, pcr=0.040, a kod grupe 3 na nivou p<0.01, pcps=0.002. Kod grupa tretiranih 5-
fluorouracilom statisticka znacCajnost je pronadena samo izmedu kontrolne grupe i grupe 2 na

nivou p<0.05, pry2=0.024, dok kod grupa 1 i 3 statistiCka znaCajnost nije utvrdena.

Na Grafikonu 13. pokazane su vrednosti kvantitativne ekspresije NF-xB nakon
inkubacije Caco-2 celija sa alfa-lipoinskom kiselinom i kombinacije sa cisplatinom i 5-

fluorouracilom u razlicitim koncentracijama.
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Grafikon 13. Kvantitativna ekspresija NF-xB nakon inkubacije sa afa-lipoinskom kiselinom i kombinacije sa
cisplatinom i 5-fluorouracilom u kulturi Caco-2 ¢elija
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U grupi 1 je pronadena statistiCki znaCajna razlika na nivou paia1<0.05,
paLa1=0.025, grupa 2 nije pokazala znaCajnu razliku, paLa2=0.097, dok je u grupi 3

pronadena statisticka znaCajnost na nivou p<0.01, pa.a3<0.008.

Kombinacija alfa-lipoinske kiseline i cisplatina je u odnosu na kontrolnu grupu
pokazala statisticku znaCajnost samo u grupi 3 na nivou p<0.01, paLa-cr3=0.001, dok u
grupama 1 i 2 statisticki znaCajna razlika nije pronadena. Jednofaktorskom analizom
varijanse istrazena je statistiCka znacajnost izmedu grupa ALACPL, ALACP2 i ALACP3.
Utvrdena je statistiCki znacajna razlika na nivou p<0.01, paia-ce =0.009. Naknadna poredenja
pomocéu Tukeyevog HSD testa pokazuju da se srednja vrednost grupe ALACPL razlikuje od
grupe ALACP3 (paLa-cr1-3=0.007), dok srednja vrednost grupe ALACP2 ne pokazuje

statistiCki znaCajne razlike u odnosu na ostale dve grupe.

Kombinacija alfa-lipoinske kiseline i 5-fluorouracila je u odnosu na kontrolnu grupu
pokazala statisticku znaCajnost samo u grupi 3 na nivou p<0.001, paLa-ru3<0.001, dok kod
grupa 1 i 2 statistiCcki znaCajna razlika nije pronadena. Jednofaktorskom analizom varijanse
istrazena je statistiCka znacajnost izmedu grupa ALAFU1, ALAFU2 i ALAFU3. Utvrdena je
statistiCki zna€ajna razlika na nivou p<0.01 pa_a-ru=0.003. Naknadna poredenja pomocu
Tukeyevog HSD testa pokazuju da se srednja vrednost grupe ALA-FU3 razlikuje od grupa
ALAFUL (paLa-ru1-3=0.003), i ALAFU2 (paLa-Fu2-3=0.008), dok srednje vrednosti grupa
ALAFULi ALAFUZ2 ne pokazuju medusobno statisticki znaCajnu razliku.

4.2.3. Kvantitativha ekspresija NF-kB nakon inkubacije sa alfa-lipoinskom

kiselinom u primarnoj kulturi mononuklearnih ¢elija periferne krvi

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati kvantitativne ekspresije NF-«xB
nakon inkubacije sa raz€liCitim koncentracijama alfa-lipoinske kiseline u kulturi
mononuklearnih Celija periferne krvi u odnosu na kontrolnu grupu. Ni jedna od grupa nije

pokazala statistiCku znacCajnost u odnosu na kotrolnu grupu.

Na Grafikonu 14. prikazane su vrednosti kvantitativne ekspresije NF-xB nakon

inkubacije mononuklearnih Celija periferne krvi sarazliCitim koncentracijama cisplatina.
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Grafikon 14. Kvantitativna ekspresije NF-kB nakon inkubacije mononuklearnih ¢elija periferne krvi sa
cisplatinom

U grupama koje su tretirane cisplatinom utvrdena je statistiCki znaCajna razlika
izmedu grupe 2 u odnosu na kontrolnu grupu na nivou p<0.05, pcr=0.036, a kod grupe 3 na
nivou p<0.01, pcpz=0.002, dok grupa 1 nije pokazala statisticki znaCajnu razliku. Kod grupa
tretiranih 5-fluorouracilom u tri razliite koncentracije nijedna od grupa nije pokazala
statisticku znaCajnost u odnosu na kotrolnu grupu, pry1=0.224, pry2=0.233 i pruyz=0.096.
Vrednosti kvantitativne ekspresije NF-xB nakon inkubacije mononuklearnih ¢elija periferne
krvi sarazliCitim koncentracijama afa-lipoinske kiseline i cisplatina nije pokazala statisticku
znacajnost ni u jednoj od grupa u odnosu na kotrolnu grupu, paia-ce1 =0.659, paLa-cr2=0.151

i PaLA-cp3 =0.059.

Na Grafikonu 15. prikazane su vrednosti kvantitativne ekspresije NF-kB nakon
inkubacije mononuklearnih Celija periferne krvi sa razli¢itim koncentracijama alfa-lipoinske

kisdinei 5-fluorouracila.
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Grafikon 15. Kvantitativna ekspresije NF-kB nakon inkubacije mononuklearnih ¢elija periferne krvi sa alfa-
lipoinskom kiselinom i 5-fluorouracilom
Kombinacija afalipoinske kiseline i 5-fluorouracila nije pokazala statistiCku
znaCajnost u grupi 1 u odnosu na kotrolnu grupu, paLa-ru1=0.792, dok se grupe 2 i 3

statisticki razlikuju u odnosu na kontrolu na nivou p<0.05, paia-ru2=0.029 i paLa-ru3=0.010.

4.2.4. Kvantitativha ekspresija NF-kB nakon inkubacije sa ketoprofenom u

kulturi ¢elija karcinoma cerviksa

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati ispitivanja kvantitativne
ekspresije NF-kB nakon inkubacije sa tri racliCite koncentracije ketoprofena i kombinacije sa
cisplatinom i 5-fluorouracilom u kulturi Hela ¢elija u odnosu na kontrolnu grupu. Rezultati su
prikazani u procentima (%) u odnosu na kontrolu (Grafikon 16.).
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Grafikon 16. Kvantitativna ekspresija NF-kB nakon inkubacije Hela éelija sa ketoprofenom i kombinacijom sa
cisplatinom i 5-fluorouracilom

Vrednosti  kvantitativne ekspresije NF-xB u kulturi Hela celije tretiranih
ketoprofenom nisu pokazale statistiCki znaCajnu razliku u odnosu na kontrolu pxT1=0.241.
U kombinaciji ketoprofen i cisplatin su u odnosu na kontrolnu grupu pokazali

statisticku znaCajnost samo u grupi 3 na nivou p<0.05, pxT.cp3=0.032, dok u grupama 1i 2

statistiCki znaCajna razlika nije pronadena, pxt-cp1=0.641 i px1-cp2=0.656.



Rezultatii

4.2.5. Kvantitativha ekspresija NF-kB nakon inkubacije sa ketoprofenom u

kulturi ¢elija karcinoma kolona

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati ispitivanja kvantitativne
ekspresije NF-kB nakon inkubacije sa razliCitim koncentracijama ketoprofena i kombinacije
cisplatina i 5-fluorouracila u kulturi Caco-2 celija u odnosu na kontrolnu grupu (Grafikon

17.). Rezultati su prikazani u procentima (%) u odnosu na kontrolu
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Grafikon 17. Kvantitativna ekspresija NF-kB nakon inkubacije sa ketoprofenom i kombinacije sa cisplatinom i
5-fluorouracilom u kulturi Caco-2 ¢elija
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Vrednosti  kvantitativne ekspresija NF-xB nakon inkubacije sa racli€itim
koncentracijama ketoprofena u kulturi Caco-2 Celija nisu pokazale statisticki znaCajnu razliku
u odnosu na kontrolu samo u grupi 2 na nivou p<0.05, pkr2=0.014, dok grupe 1 i 3 ne

pokazuju statistiCki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu.

U kombinaciji ketoprofen i cisplatin su u odnosu na kontrolnu grupu pokazali
statistiCku znaCajnost samo u grupi 2 na nivou p<0.05, px1-cr2=0.046, dok u grupama 1i 3
statistiCki znaCajna razlika nije pronadena, pxt-cp1=0.173 i px1-cp3=0.225.

Kombinacija ketoprofena i 5-fluorouracila nije pokazala statistiCku znacajnost u
odnosu na kotrolnu grupu ni u jednoj od grupa, pxT-ru1=0.904, pk1-Fu2=0.205 i pkT-Fu3=0.434.

4.2.6. Kvantitativha ekspresija NF-kB nakon inkubacije sa ketoprofenom u

primarnoj kulturi mononuklearnih ¢éelija periferne krvi

55




Rezultatii

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati kvantitativne ekspresije NF-«xB
nakon inkubacije sa raclicitim koncentracijama ketoprofena u kulturi mononuklearnih Celija

periferne krvi u odnosu na kontrolnu grupu.

Kod grupa tretiranih ketoprofenom u tri razlicite koncentracije nijedna od grupanije
pokazala statisticku znaCajnost u odnosu na kotrolnu grupu, pxrt1=0.784, pk12=0.296 i
pkT13=0.119 kao ni prilikom inkubacije mononuklearnih éelija periferne krvi sa kombinacijom
ketoprofenai cisplating, pxr-cp1 =0.606, px1-cp2 =0.249 i prr-cp3 =0.103.

Vrednosti kvantitativne ekspresije NF-xB nakon inkubacije mononuklearnih celija

periferne krvi sa kombinacijom ketoprofenai 5-fluorouracila prikazane su na Grafikonu 18.
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Grafikon 18. Kvantitativna ekspresija NF-kB nakon inkubacije mononuklearnih ¢elija periferne krvi sa
ketoprofenom i 5-fluorouracilom

Kombinacija ketoprofena i 5-fluorouracila nije pokazala statisticku znacajnost u
grupama 1 i 2 u odnosu na kotrolnu grupu, pxr-ru1=0.727 i pxT-ru2=0.686, dok se grupa 3

statistiCki razlikuju u odnosu na kontrolu na nivou p<0.001, pxt-ru3 <0.001.

4.2.7. Kvantitativha ekspresija NF-kB nakon inkubacije sa meloksikamom u

kulturi ¢elija karcinoma cerviksa

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati ispitivanja kvantitativne
ekspresije NF-kB nakon inkubacije sa tri razliCite koncentracije meloksikama i kombinacije
sacisplatinom i 5-fluorouracilom u kulturi Hela Celija u odnosu na kontrolnu grupu. Rezultati

su prikazani u procentima (%) u odnosu na kontrolu (Grafikon 19).
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Grafikon 19. Kvantitativna ekspresija NF-kB nakon inkubacije Hela éelija sa meloksikamom i kombinacije sa
cisplatinom i 5-fluorouracilom

Vrednosti kvantitativna ekspresija NF-«xB nakon inkubacije Hela celija sa razli¢itim
koncentracijama meloksikama u grupama 1 i 2 nisu pokazale statistiCki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolu puk1=0.723, puk2=0.454, dok se grupa 3 razlikuje u odnosu na kontrolu
na nivou p<0.01, pmk3=0.002.

U kombinaciji meloksikam i cisplatin su u odnosu na kontrolnu grupu pokazali
statistiCku znaCajnost u svim grupama i to na nivou p<0.05 grupe 1 i 3, pwk-cp=0.037,
Pmk-cps=0.016, agrupa2 nanivou p<0.001, pvk-cp2<0.001.

Kombinacija meloksikama i 5-fluorouracila pokazala je statisticku znaCajnost u
odnosu na kotrolnu grupu kod svih grupa i to kod grupa 1 i 2 na nivou p<0.01, pMK
FU1=0.007, pMK FU2=0.005, a kod grupe 3 na nivou p<0.05, pMK FU3=0.011.

4.2.8. Kvantitativha ekspresija NF-kB nakon inkubacije sa meloksikamom u

kulturi ¢elija karcinoma kolona

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati ispitivanja kvantitativne
ekspresije NF-kB nakon inkubacije sa razli¢itim koncentracijama meloksikama i kombinacije
sa cisplatinom i 5-fluorouracilom u kulturi Caco-2 Celija u odnosu na kontrolnu grupu
(Grafikon 20.).
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Grafikon 20. Kvantitativna ekspresija NF-kB nakon inkubacije sa mel oksikamom i kombinacije sa cisplatinom i
5-fluorouracilom u kulturi Caco-2 éelija

Vrednosti  kvantitativne ekspresije NF-xB  u kultiri Caco-2 cCelija tretiranih
meloksikamom pokazale su statistiCki znaCajnu razliku u odnosu na kontrolu u svim grupama

i to ugrupama 1 i 2 na nivou p<0.05, puvk1=0.038, puk2=0.022, a u grupi 3 na nivou
pMK3<O-001-

U kombinaciji meloksikam i cisplatin su u odnosu na kontrolnu grupu pokazali
statisticku znaCajnost u svim grupama i to na nivou p<0.01 grupe 1 i 2, puk-cp=0.001,

Pmk-cp2=0.001, a grupa 3 nanivou p<0.001, pumk-cps<0.001.

Kombinacija meloksikama i 5-fluorouracila pokazala je statisticku znaCajnost u
odnosu na kotrolnu grupu kod svih grupa i to kod grupa 1 i 2 na nivou p<0.01,

Pmk-Fu1=0.002, pmk-ru2=0.001, akod grupe 3 nanivou, puk-ruz<0.001.

4.2.9. Kvantitativha ekspresije NF-kB nakon inkubacije sa meloksikamom u

primarnoj kulturi mononuklearnih celija periferne krvi

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati kvantitativne ekspresije NF-xB
nakon inkubacije sa razliCitim koncentracijama meloksikama i kombinacije sa cisplatinom i
5-fluorouracilom u kulturi mononuklearnih Celija periferne krvi u odnosu na kontrolnu grupu
(Grafikon 21).
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Grafikon 21. Kvantitativna ekspresija NF-kB nakon inkubacije sa mel oksikamom i kombinacije sa cisplatinom i
5-fluorouracilom u kulturi mononuklearnih éelija periferne krvi
Kod grupa tretiranih meloksikamom u tri razli€ite koncentracije nije pronadena
statistiCka znaCajnost u grupama 1 i 2 u odnosu na kotrolnu grupu, pmk1=0.494 i pmk2=0.790,
dok se grupa 3 statisticki razlikuju u odnosu na kontrolu na nivou p<0.05, puk3=0.040.
Kombinacija meloksikama i cisplatina nije pokazala statistiCku znaCajnost ni u
jednoj od grupa u odnosu na kotrolnu grupu, puk-cp1 =0.978, pvk-cp2 =0.642 i puk-cps =0.821.
Meloksikam u kombinaciji sa 5-fluorouracilom nije dao statisticki znacajnu razliku u
grupama 1 i 2 u odnosu na kotrolnu grupu, puk-ruz =0.398 i puk-ru2 =0.075, dok se grupa 3
statistiCki razlikuju u odnosu na kontrolu na nivou p<0.05, puk-ru3=0.021.

4.3. Kvantitativha ekspresija Bcl-2, Bax proteina i odnosa Bcl-
2/Bax nakon inkubacije ispitivanih supstanci u kulturi karcinoma
kolona, cerviksa i primarne kulture mononuklearnih Ccelija

periferne krvi

U cilju ispitivanja efekata afalipoinske kiseline, ketoprofena, meloksikama i
kombinacija ispitivanih supstanci sa cisplatinom ili 5-fluorouracilom u kulturama celija
karcinoma kolona, cerviksa u slede¢im poglavljima prikazani rezultati kvantitativne

ekspresije kvantitativna ekspresijaBcl-2 i Bax proteina
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4.3.1. Kvantitativna ekspresija Bcl-2, Bax proteina i odnosa Bcl-2/Bax u kulturi

¢elija karcinoma cerviksa nakon inkubacije sa alfa-lipoinskom kiselinom

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati kvantitativne ekspresije Bcl-2
nakon inkubacije sa razliCitim koncentracijama cisplatina i 5-fluorouracila u kulturi Hela

¢elija u odnosu na kontrolnu grupu (Grafikon 22).
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Grafikon 22. Vrednosti kvantitativne ekspresije Bcl-2 u kulturi Hela éelija nakon inkubacije sa cisplatinom i 5-
fluorouracilom

Vrednosti Bcl-2 ekspresije u kulturi Hela Celija koje su tretirane cisplatinom u tri
razliCite koncentracije pokazale su statistiCki znaCajno smanjenje u sve tri grupe u odnosu na
kontrolu, i to, kod grupe 1 na nivou p<0.05, pcpy=0.013, u grupi 2 na nivou p<0.01, pcp,=0.005,
a kod grupe 3 na nivou p<0.001, pcps<0.001. Jednofaktorskom analizom varijanse uz
modifikaciju po VelCu istrazena je statistiCka znaCajnost izmedu grupa CP1, CP2 i CP3.
Utvrdena je statisticki znaCajna razlika na nivou p<0.01, pcp=0.001. Naknadna poredenja
pomocu Tukejevog HSD testa pokazuju da se srednja vrednost grupe CP3 razlikuje od grupa
CP1 (pcp1-3=0.001) i CP2 (pcpz-3=0.004), dok srednje vrednosti grupa 1 i 2 ne pokazuje
statisticki znaCajne razlike medusobno.

Kod grupa tretiranih 5-fluorouracilom u grupi 1 je pronadena statistiCki znaCajno
povecanje na nivou p<0.01, pry1 =0.002, u grupama 2 i 3 nije bilo statisti¢ki znacajne razlike
u odnosu na kontrolnu grupu, pru2=0.2, i pru3=0.802. Izmedu samih grupa tretiranih 5-

fluorouracilom ne postoji statistiCki znaCajna razlika.
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Rezulati ekspresije Bcl-2 nakon inkubacije Hela Celija sa alfa-lipoinskom kiselinom

i kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom prikazani su na Grafikonu 23.
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Grafikon 23. Vrednosti kvantitativne ekspresije Bcl-2 u kulturi Hela éelija nakon inkubacije sa alfa-lipoinskom
kiselinom i kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom

U Grupi 1 je pronadena statisticki znaCajno povecanje na nivou p<0.01,
paLa1=0.009, u grupi 2 nije bilo statisticki znaCajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu,
PaLa2=0.962, dok je u grupi 3 doslo do znaCajnog smanjenja pa.a3<0.001. Jednofaktorskom
analizom varijanse istrazena je statisticka znacCajnost izmedu grupa ALAL, ALA2 i ALA3.
Utvrdena je statistiCki znaCajna razlika na nivou p<0.001. Naknadna poredenja pomocu
Tukegevog HSD testa pokazuju da se srednja vrednost grupe ALA3 razlikuje od grupa AL1A
I ALA2 (paLa1-3<0.001 i paLa23<0.001), dok srednje vrednosti grupa ALAL1 i ALA2 ne
pokazuju statistiCki znacajne razlike.

Vrednosti ekspresije Bcl-2 nakon inkubacije Hela cCelija sa kombinacijom alfa-
lipoinske kiseline i cisplatina pokazale su statistiCki znaCajno smanjenje u sve tri grupe u
odnosu nakontrolu, i to, kod grupa 1i 2 nanivou p<0.05, pcp1=0.011 i pcp=0.014, akod grupe
3 na nivou p<0.01, pcpz=0.003. I1zmedu samih grupa tretiranih kombinacijom alfa-lipoinske
kiselinei cisplatina ne postoji statisticki znacajna razlika.

StatistiCka analiza je pokazala da je u kulturi Hela Celija inkubiranih sa kombinacijom
afalipoinske kiseline i 5-fluorouracila nije doslo do smanjenja u grupi 1, pry1=0.157, Cak je
u grupi 2 i 3 doSlo do statistiCki znaCajnog povecanja na nivou p<0.05, pru2=0.019 i
Pru3=0.043. lIzmedu samih grupa tretiranih kombinacijom alfalipoinske kiseline i

5-fluorouracilom ne postoji statisticki znacajna razlika, pa.a-ru=0.522.
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T-testom nezavisnih uzoraka uporedene su vrednosti kvantitativne ekspresije Bax
proteina u kulturi Hela Celija inkubiranih sa ciplatinom i 5-fluorouracilom u tri razlicite

koncentracije u odnosu na kontrolnu grupu (Grafikon 24.).
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Grafikon 24. Vrednost ekspresije Bax proteina nakon inkubacije Hela celija sa cisplatinom i 5-fluorouracilom

Vrednosti kvantitativne ekspresije Bax proteinu u kulturi Hela Celija inkubiranih sa
razli¢itim koncentracijama cisplatina pokazale su povecanje u sve tri grupe u odnosu na
kontrolu, ali kod grupe 1 to povecanje nije statisticki znacajno, pc,=0.139, u grupi 2 je
povecanje statistiCki znacajno na nivou p<0.01, pcp2=0.008, a kod grupe 3 na nivou p<0.001,
Pcr3<0.001. Jednofaktorskom analizom varijanse istrazena je statistiCka znacajnost izmedu
grupa CP1, CP2 i CP3. Utvrdena je statistiCki znacajna razlika na nivou p<0.05, pcp=0.040.
Naknadna poredenja pomocu Tukejevog HSD testa pokazuju da se srednja vrednost grupe
CP1 razlikuje od grupe CP3 (pcp1.3=0.033), dok srednja vrednost grupe CP2 ne pokazuje
statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na ostale grupe (pcp1-2=0.234, pcp,.3=0.439).

Hela Celije koje su tretirane 5-fluorouracilom u tri razlicite koncentracije pokazale su
povecanje u sve tri grupe u odnosu na kontrolu, ai kod grupa 1 i 2 to povecanje nije statisticki
znaCajno, pru1=0.729 i pru2=0.522, a kod grupe 3 pokazuje znaCajnost na nivou p<0.01,
Pru3=0.0009.

Jednofaktorskom analizom varijanse istrazena je statisticka znacajnost izmedu grupa
FU1, FU2 i FU3. Utvrdena je statistiCki znaCajna razlika na nivou p<0.05, pry=0.032.
Naknadna poredenja pomocu Tukejevog HSD testa pokazuju da se srednja vrednost grupe
FU1 razlikuje od grupe FU3 (pru1.3=0.032), dok srednja vrednost grupe FU2 ne pokazuje

statistiCki znaCajne razlike u odnosu na ostale grupe.
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Nivo ekspresije Bax proteina u grupi Hela celija tretiranih sa alfa-lipoinskom

kiselinom i kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom prikazan je na Grafikonu 25.
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Grafikon 25. Vrednosti kvantitativne ekspresije Bax proteinu u kulturi Hela ¢elija inkubiranih sa alfa-
lipoinskom kiselinom i kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom
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U grupi 1 tretianih afa-lipoinskom kiselinom nije pronadena statisticki znacajna
razlika, paLa1=0.285, dok u grupama 2 i 3 je doSlo do statistiCki znaCajnog povecanja u
odnosu na kontrolnu grupu i to kod grupe 2 na nivou p<0.05, paLa2=0.014, a kod grupe 3 na
nivou p<0.01, paLa3=0.007. Jednofaktorskom analizom varijanse istrazena je statistiCka
znaCajnost izmedu grupa ALAL, ALA2 i ALAS.

Utvrdena je statistiCki znaCajna razlika na nivou p<0.01 (p=0.002). Naknadna
poredenja pomocu Tukejevog HSD testa pokazuju da se srednja vrednost grupe ALAL
razlikuje od grupa ALA2 i ALA3 na nivou p<0.01 (paLa1-2=0.005 i paLa1-3=0.003), dok
srednje vrednosti grupa ALA2 i ALAS3 ne pokazuju statistiCki znaCajne razlike.

Hela Celije koje su tretirane kombinacijom alfa-lipoinske kiseline i cisplatina u tri
razliCite koncentracije pokazale su povecanje u sve tri grupe u odnosu na kontrolu. Sli¢no kao
i kod tretmana samim cisplatinom kod grupe 1 to povecanje nije statistiCki znacajno,
PaLa-cp1=0.098, u grupi 2 je povecanje statistiCki znacajno na nivou p<0.05, paLa-cr2=0.020, a
kod grupe 3 nanivou p<0.01, paLa-cp3=0.001.

Jednofaktorskom analizom varijanse istrazena je statisticka znacajnost izmedu grupa
ALACP1, ALACP2 i ALACP3. Utvrdena je statisticki znaCajna razlika na nivou p<0.01,
pcp=0.003. Naknadna poredenja pomoéu Tukejevog HSD testa pokazuju da se srednja
vrednost grupe ALACP3 razlikuje od grupa ALACPLl (paLa-cp1-3=0.002) i ALACP2
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(PaLa-cr2-3=0.043), dok srednje vrednosti grupa ALACP1 i ALACP2 ne pokazuju statisticki

znacajnu razliku medusobno.

Hela Celije kojima je dodata kombinacija alfa-lipoinske kiseline i 5-fluorouracila u
tri razliCite koncentracije pokazale su statisticki znacano povecanje u sve tri grupe u odnosu
na kontrolu na nivou p<0.01, paLa-ru1=0.008, paLa-Fu2=0.002, paLa-ru3=0.001. Izmedu samih
grupa tretiranih kombinacijom alfa-lipoinske kiseline i 5-fluorouracilom ne postoji statisticki
znaCajna razlika, paLa-ru=0.416.

U Tabdli 4. prikazan je odnos Bcl-2/Bax u kulturi Hela celija nakon inkubacije sa
razli¢itim koncentracijama alfa-lipoinske kiseline, ketoprofena i meloksikam i kombinacije
ispitivanih supstanci sa cisplatinom ili 5-fluorouracilom

Tabela4. Bcl-2/Bax odnos u kulturi Hela éelija

Grupal Grupa?2 Grupa3
Bcl2/Bax ALA 1.47 0.68 0.15
Bcl2/Bax CP 0.63 0.46 0.22
Bcl2/Bax FU 1.34 117 0.72
Bcl2/Bax ALA-CP 0.63 0.58 0.46
Bcl2/Bax ALA-FU 0.74 0.82 0.69
Bcl2/Bax KT 111 0.73 0.58
Bcl2/Bax KT-CP 1.05 0.75 0.71
Bcl2/Bax KT-FU 111 0.87 0.79
Bcl2/Bax MK 0.73 0.51 0.20
Bcl2/Bax MK-CP 0.39 0.29 0.29
Bcl2/Bax MK-FU 0.52 0.52 0.46

Analizom odnosa Bcl2/Bax protein zabelezeno je smanjenje ovog odnosa pri
inkubaciji Hela Celija najve¢im koncentracijama ispitivanih supstanci i njihovih kombinacija
sa konvencionalnim cistostaticima. Analizirani odnos bio je najnizi u grupi Hela celija
tretiranin samom alfa-lipoinskom kiselinom sa trendom dozno zavisnog opadanja odnosa
Bcl2/Bax. Sli¢an trend zabeleZzen je i prilikom analize odnosa Bcl2/Bax u grupi celija

inkubiranih najveCom koncentarijom meloksikama, samog ili u kombinaciji sa 5-
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fluorouracilom. U grupi Caco-2 Celija inkubiranih meloksikamom, najveci pad Bcl2/Bax
odnosa zabelezen je u grupi tretiranoj najmanjom koncetracijom meloksikama i 5-
fluorouracila, dok analiza rezultata upuéuje na porast Bcl/Bax odnosa u grupi Hela celija
inkubiranih sa ketoprofenom i njegovim kombinacijama.

4.3.2. Kvantitativna ekspresija Bcl-2, Bax proteina i odnosa Bcl-2/Bax u kulturi

¢elija karcinoma kolona nakon inkubacije sa alfa-lipoinskom kiselinom

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati kvantitativne ekspresije Bcl-2
nakon inkubacije sa razliitim koncentracijama cisplatina i 5-fluorouracila u kulturi Caco-2
¢elija u odnosu na kontrolnu grupu (Grafikon 26.). Rezultati su prikazivani kao procenat (%)

u odnosu na kontrolu.
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Grafikon 26. Vrednosti ekspresije Bcl-2 u kulturi Caco-2 ¢elija nakon inkubacije sa cisplatinomi 5-
fluorouracilom
Tretman cisplatinom pokazalo je statisticki zna€ajno smanjenje u grupi 1 u odnosu
na kontrolu na nivou p<0.05, pc,=0.042, u grupi 2 nije zabelezena statistiCki znacajna razlika,
pcr2=0.164, a kod grupe 3 je razlika u odnosu na kontrolu na nivou p<0.001, pcps<0.001.
Jednofaktorskom analizom varijanse uz modifikaciju po VelCu istrazena je statistiCka
znaCajnost izmedu grupa CP1, CP2 i CP3.

Utvrdena je statistiCki znaCajna razlika na nivou p<0.01, pcp=0.002. Naknadna
poredenja pomocu Tukejevog HSD testa pokazuju da se srednja vrednost grupe CP3 razlikuje
od grupa CP1 (pcp1-3=0.011) i CP2 (pcpe-3=0.002), dok srednje vrednosti grupa 1 i 2 ne

pokazuje statistiCki znaCajne razlike medusobno.
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Kod grupa tretiranih 5-fluorouracilom u sve tri grupe nije pronadena statisticki
znaCajna razlika, pry1=0.802, pry2=0.366, i prys=0.81. Izmedu samih grupa tretiranih 5-
fluorouracilom ne postoji statisticki zna€ajna razlika, pry=0.688.

Rezultati kvantitativne ekspresije Bcl-2 nakon inkubacije sa razliCitim

koncentracijama afa-lipoinske kiseline i kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom u
kulturi Caco-2 ¢elijau odnosu nakontrolnu grupu prikazani su na Grafikonu 27.
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Grafikon 27. Vrednosti ekspresije Bcl-2 u kulturi Caco-2 éelija nakon inkubacije sa afa-lipoinskom kiselinom i
kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom

U grupi 1 nije pronadena statisticki znaCajna razlika u odnosu na kontrolu,
paLa1=0.386, u grupi 2 je statistiCka znaCajna razlika u odnosu na kontrolu na nivou p<0.05,
PaLa2=0.031, dok je u grupi 3 ta razlika na nivou paa3<0.001. Jednofaktorskom analizom
varijanse istrazena je statisticka znaCajnost izmedu grupa ALAL, ALA2 i ALA3. Utvrdena je
statistiCki znaCajna razlika na nivou p<0.01, pa a=0.001. Naknadna poredenja pomocu
Tukegevog HSD testa pokazuju da se srednja vrednost grupe ALA1 razlikuje od grupe ALA3
(paLa1-3=0.001), dok srednja vrednost grupe ALAZ2 ne pokazuju statisticki znacajne razlike u

odnosu nadruge grupe.

Rezultati kvantitativne ekspresije Bcl-2 u kulturi Caco-2 Celija koje su tretirane
kombinacijom alfa-lipoinske kiseline i cisplatina pokazali su statistiCki znaCajno smanjenje u
sve tri grupe u odnosu na kontrolu, i to, kod grupa 1 i 2 na nivou p<0.01, pcp1=0.003 i
pcr2=0.002, a kod grupe 3 na nivou pcps<0.001. Izmedu samih grupa tretiranih kombinacijom
afalipoinske kiseline i cisplatina ne postoji statistiCki znacajna razlika, paia-cp=0.082.

Uporedivanjem vrednosti kvantitativne ekspresije Bcl-2 u kulturi Caco-2 Celija koje

su tretirane kombinacijom alfa-lipoinske kiseline i 5-fluorouracila nije doslo do statistiCki
66




Rezultatii

znaCajnog smanjenja u grupi 2, pru2=0.0.68, dok je u grupama 1 i 3 doSlo do statisticki
znaCajnog smanjenja na nivou p<0.05, pru1=0.042 i prus=0.011. Izmedu samih grupa
tretiranih kombinacijom afa-lipoinske kiseline i 5-fluorouracilom ne postoji statisticki

znacajna razlika.

Vrednosti kvantitativne ekspresije Bax proteina u kulturi Caco-2 celija inkubiranih
sacisplatinom i 5-fluorouracilom prikazane su na Grafikonu 28.
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Grafikon 28. Vrednosti kvantitativne ekspresije Bax proteina u kulturi Caco-2 ¢elija inkubiranih sa cisplatinom i
5-fluorouracilom

Uporedivanjem vrednosti kvantitativne ekspresije Bax u kulturi Caco-2 Celija Celije
koje su tretirane cisplatinom u tri razliCite koncentracije nisu pokazale u odnosu na kontrolu
statistiCcki znaCajnu razliku u grupama 1 i 2, pce1=0.632 i pcp=0.579, a kod grupe 3 je
znaCajnost na nivou p<0.01, pcpz=0.009. Jednofaktorskom analizom varijanse istrazena je
statistiCka znaCajnost izmedu grupa CP1, CP2 i CP3. Utvrdena je statistiCki znaCajna razlika
na nivou p<0.05, pcp=0.032. Naknadna poredenja pomocu Tukejevog HSD testa pokazuju da
se srednja vrednost grupe CP1 razlikuje od grupe CP3 (pcp1-3=0.030), dok srednja vrednost
grupe CP2 ne pokazuje statistiCki znaCajne razlike u odnosu na ostale grupe.

U grupi 1i 2 Caco-2 celija tretiranim sa 5-fluorouracilom nije zabeleZena statisticki
znaCajne razlike u odnosu na kontrolu, pry1=0.935 i pry2=0.306, a kod grupe 3 pokazuju
znaCajnost na nivou p<0.01, pry3=0.003. Jednofaktorskom analizom varijanse istrazena je
statistiCka znaCajnost izmedu grupa FU1, FU2 i FU3. Utvrdena je statistiCki znacajna razlika
na nivou p<0.05, pry=0.032. Naknadna poredenja pomocu Tukejevog HSD testa pokazuju da
se srednja vrednost grupe FU1 razlikuje od grupe FU3, pru1-3=0.031, dok srednja vrednost
grupe FU2 ne pokazuje statistiCki znaCajne razlike u odnosu na ostale grupe.
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T-testom nezavisnih uzoraka uporedene su vrednosti kvantitativne ekspresije Bax
proteina u kulturi Caco-2 celija inkubiranih sa alfa-lipoinskom kiselinom u tri razliite
koncentracije u odnosu na kontrolnu grupu. Nije pronadena statistiCki znaCajna razlika ni u
jednoj od grupa, paLa1=0.882, paLa2=0.409 i paLa3=0.065. Izmedu samih grupa tretiranih

afalipoinskom kiselinom ne postoji statistiCki znaCajna razlika.

Vrednosti kvantitativne ekspresije Bax proteina u kulturi Caco-2 Celija tretiranih
afalipoinskom kiselinom i kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom prikazane su na
Grafikonu 29.
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Grafikon 29. Vrednosti kvantitativne ekspresije Bax proteina u kulturi Caco-2 éelija tretiranih alfa-lipoinskom
kiselinom i kombinacije sa cisplatinomi 5-fluorouracilom

Caco-2 Celije koje su tretirane kombinacijom alfa-lipoinske kiseline i cisplatinom
kod grupe 1 nisu pokazale statisti¢ki znaCajnu razliku, paLa-c,1=0.913, u grupi 2 je povecanje
statistiCki znaCajno na nivou p<0.05, paLa-cr2=0.030, a kod grupe 3 na nivou paa-cpz<0.001.
Jednofaktorskom analizom varijanse uz modifikaciju po VelCu istrazena je statistiCka
znaCajnost izmedu grupa ALACP1, ALACP2 i ALACP3. Utvrdena je statistiCki znaCajna
razlika na nivou p<0.05, pcp=0.021. Naknadna poredenja pomocu Tukejevog HSD testa
pokazuju da se srednja vrednost grupe ALACP1 razlikuje od grupa ALACP2
(PaLa-cP1-2=0.015) i ALACP3 (paLa-cp1-3=0.003), dok srednje vrednosti grupa ALACP2 i

ALACP3 ne pokazuju statisticki znacajnu razliku medusobno.

Caco-2 cCelije tretirane kombinacija afalipoinske kiseline i 5-fluorouracila kod
grupe 1 nisu pokazale statisticki znaCajnu razliku u odnosu na kontrolu, papa-ru1=0.528
(t=-0.65), kod grupe 2 znacajnost je na nivou p<0.05, para-ru2=0.037, akod grupe 3 nanivou
p<0.01, paLa-ru3=0.004, kada su vrednosti Bax proteina u pitanju. Izmedu samih grupa
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tretiranih kombinacijom afa-lipoinske kiseline i 5-fluorouracilom ne postoji statistiCki

znaCajna razlika, paLa-ru=0.195.

U Tabeli 3. prikazan je odnos Bcl-2/Bax u kulturi Caco-2 Celija nakon inkubacije sa
razlicitim koncentracijama alfa-lipoinske kiseline, ketoprofena i meloksikama i kombinacije

ispitivanih supstanci sa cisplatinom ili 5-fluorouracilom.

Tabela 3. Bcl-2/Bax odnos u kulturi Caco-2 Celija

Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3
Bcl2/Bax ALA 0.52 0.36 0.22
Bcl2/Bax CP 0.42 0.42 0.20
Bcl2/Bax FU 0.48 0.40 0.30
Bcl2/Bax ALA-CP 0.36 0.29 0.21
Bcl2/Bax ALA-FU 0.39 0.34 0.28
Bcl2/Bax KT 0.38 0.29 0.24
Bcl2/Bax KT-CP 0.42 0.30 0.27
Bcl2/Bax KT-FU 0.41 0.23 0.21
Bcl2/Bax MK 0.46 0.36 0.22
Bcl2/Bax MK-CP 0.35 0.34 0.24
Bcl2/Bax MK-FU 0.30 0.22 0.22

Analizom odnosa Bcl2/Bax protein zabelezeno je smanjenje ovog odnosa pri
inkubaciji Caco-2 celija najveéim koncentracijama ispitivanih supstanci i njihovih
kombinacija sa konvencionalnim cistostaticima. Analizirani odnos bio je nizi u grupi Caco-2
Celija tretiranih kombinacijom alfa-lipoinske kiseline i 5-fluorouracila u odnosu na sam
citostatik. Slican trend zabelezen je i prilikom analize odnosa Bcl2/Bax u grupi cCelija
inkubiranih  najvecom koncentarijom ketoprofena, samog ili u kombinaciji sa 5-
fluorouracilom. U grupi Caco-2 Celija inkubiranih meloksikamom, najveci pad Bcl2/Bax
odnosa zabelezen je u grupi tretiranoj najmanjom koncetracijom melokskama i 5-

fluorouracila.
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4.3.3. Kvantitativna ekspresija Bcl-2, Bax proteina i odnosa Bcl-2/Bax u kulturi

mononukleranih ¢elija periferne krvi nakon inkubacije sa alfa-lipoinskom

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati kvantitativne ekspresije Bcl-2
nakon inkubacije sa razliCitim koncentracijama alfa-lipoinske kiseline u kulturi
mononuklearnih Celija periferne krvi u odnosu na kontrolnu grupu. Ni jedna od grupa nije
pokazala statistiCku znacajnost u odnosu na kotrolnu grupu, paia1=0.498, paLa2=0.836 i
PaLaz=0.804.

U grupama koje su tretirane cisplatinom i fluorouracilom nijedna od grupa nije

pokazal a statisticki znaCajnu razliku u odnosu na kontrolu.

Kombinacija afa-lipoinske kiseline sa citostaticima u kulturi monocita nije pokazala

statistiCku znacajnost ni u jednoj od grupa u odnosu na kotrolnu grupu.

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati kvantitativne ekspresije Bax
proteina u kulturi mononuklearnih Celija periferne krvi inkubiranih sa razliCitim
koncentracijama afa-lipoinske. Ni jedna od grupa nije pokazala statisticku znacajnost u

odnosu na kotrolnu grupu.

Na Grafikonu 30. prikazane su vrednosti kvantitativne ekspresije Bax proteina u grupi

mononuklearnih ¢elija inkubiranih cisplatinom i 5-fluorouracilom.
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Grafikon 30. Vrednosti kvantitativne ekspresije Bax proteina u grupi mononuklearnih éelija inkubiranih
cisplatinom i 5-fluorouracilom
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U grupama koje su tretirane cisplatinom grupe 1 i 2 nisu pokazale statisticki znacajnu
razliku u odnosu na kontrolu, pcp;=0.433, pcp=0.639, dok se grupa 3 datisticki razlikuju u
odnosu na kontrolu na nivou p<0.01, pcpz=0.008 .

U grupama koje su tretirane 5-fluorouracilom grupe 1 i 2 nisu pokazale statisticki
znaCajnu razliku u odnosu na kontrolu, pry; =0.102 i pry2=0.128, dok se grupa 3 statisticki
razlikuju u odnosu na kontrolu na nivou p<0.05, pey3=0.033, dok kombinacija afa-lipoinske
kiseline sa citostaticima u kulturi monocita nije pokazala statisticku znacajnost ni u jednoj od

grupa u odnosu na kotrolnu grupu.

4.3.4. Kvantitativha ekspresija Bcl-2, Bax proteina i odnosa Bcl-2/Bax u kulturi

¢elija karcinoma cerviksa nakon inkubacije sa ketoprofenom

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati kvantitativne ekspresije Bcl-2
nakon inkubacije sa razliCitim koncentracijama ketoprofena u kulturi Hela ¢elija u odnosu na
kontrolnu grupu pri ¢emu nije zabeleZena znaCajna razlika u odnosu na kontrolu pgxr1=0.131,
pr72=0.572 i pr735=0.137.

Vrednosti kvantitativne ekspresije Bcl-2 u kulturi Hela éelija nakon inkubacije sa

kombinacijom ketoprofenai cisplatina prikazane su na Grafikonu 31.
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Grafikon 31. Vrednost kvantitativne ekspresije Bcl-2 u kulturi Hela ¢elija nakon inkubacije sa kombinacijom
ketoprofenai cisplatina

Kvantitativha ekspresija Bcl-2 u kulturi Hela Ccelija nakon inkubacije sa

kombinacijom ketoprofena i cisplatina je u odnosu na kontrolnu grupu pokazala statisticku
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znaCajnost u grupama 2 i 3 na nivou p<0.01, px1-cp2=0.005, pkT-cp3=0.003, dok u grupi 1

statistiCki znaCajna razlika nije pronadena, pkr-cp1=0.296.

U kulturi Hela Celija statistiCka anliza vrednosti kvantitativne ekspresije Bcl-2 nakon
inkubacije sa kombinaciom ketoprofenai 5-fluorouracila nije pokazala statisticku znacajnost

u odnosu na kotrolnu grupu kod svih grupa grupa u odnosu na kontrolu.

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati ispitivanja efekta ketoprofena u
tri razliCite koncentracije u kulturi Hela celija u odnosu na kontrolnu grupu na ekspresiju Bax
proteina (Grafikon 32).
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Grafikon 32. Vrednosti ekspresije Bax proteina u kulturi Hela inkubiranim ketoprofenom

Hela celije tretirane ketoprofenom su pokazale statistiCki znaajnu razliku u odnosu
na kontrolu samo u grupi 3 na nivou p<0.01, pxT3=0.002, dok kod grupa 1 i 2 statisticka

znacajnost nije pronadena.

U ispitivano] kombinaciji efekata ketoprofena i cisplatina, kao i ketoprofena i 5-
fluorouracila, nije zabelezena statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu grupu u svim

ispitivanim grupama.

4.3.5. Kvantitativna ekspresija Bcl-2, Bax proteina i odnosa Bcl-2/Bax u kulturi

¢elija karcinoma kolona nakon inkubacije sa ketoprofena

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati kvantitativne ekspresije Bcl-2
nakon inkubacije sa razliCitim koncentracijama ketoprofena i kombinacije sa cisplatinom i 5-
fluorouracilom u kulturi Caco-2 Celija u odnosu na kontrolnu grupu (Grafikon 33.). Rezultati

su prikazivani kao procenat (%) u odnosu na kontrolu.
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Grafikon 33. Vrednost kvantitativne ekspresije Bcl-2 u kulturi Caco-2 ¢elija nakon inkubacije sa ketoprofenom i
kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom

Vrednost ekspresije Bcl-2 u kulturi Caco-2 Celija tretiranih ketoprofenom su

pokazale statistiCki znaCajnu razliku u odnosu na kontrolu u grupama 2 i 3, pkr2=0.004 i

pkT13=0.004, dok u grupi 1 statistiCki znaCajna razlika nije pronadena px3=0.190.

Vrednosti Bcl-2 u kulturi Caco-2 Celija inkubiranih sa kombinacijom ketoprofena i
cisplatina su u odnosu na kontrolnu grupu pokazali statisticku znacajnost u grupi 2 na nivou
p<0.01, px1-cr2=0.007, u grupi 3 na nivou p<0.05, pkT.cpz=0.019, dok u grupi 1 statistiCki

znacajna razlika nije pronadena, pkr-cp1=0.186.

Vrednosti Bcl-2 u kulturi Caco-2 Celija inkubiranih sa kombinacijom ketoprofena i
cisplatin su u odnosu na kontrolnu grupu pokazale su statisticku znacajnost u grupi 2 na
nivou p<0.01, pxr-cp2=0.007, u grupi 3 na nivou p<0.05, pk1-cpz=0.019, dok u grupi 1
statistiCki znaCajna razlika nije pronadena.

Statisticka analiza kvantitativne ekspresije Bcl-2 Caco-2 Celija tretiranih
kombinacijom ketoprofena i 5-fluorouracila pokazala je znacajnost u odnosu na kotrolnu
grupu kod grupa 2 i 3 na nivou p<0.01, pxr-ru2=0.006 i pkT-Fu3=0.001, dok u grupi 1
statistiCki znaCajna razlika nije pronadena, pxr-ry1=0.807.

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati kvantitativne ekspresije Bax
proteina u kulturi Caco-2 Celija inkubiranih sa ketoprofenom u tri razliCite koncentracije i
kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom (Grafikon 34).

73




Rezultatii

144 15+ 135 94+ *p<ll 05
; 135.85*
s 127 9 g2 01
12587 ;
115539
1z0
10525
100
100
=
a0 Grupal
BGpal
59 OGrpa3
40
20
0 |
KT

ET+HZP ET+3-FUJ Fontrola

Grafikon 34. Vrednost kvantitativne ekspresije Bax proteina u kulturi Caco-2 éelija inkubiranih sa
ketoprofenom i kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom

Caco-2 cCelije tretirane ketoprofenom su pokazale statistiCki znaCajnu razliku u
odnosu na kontrolu u grupi 2 na nivou p<0.05, pkt2=0.019, u grupi 3 na nivou p<0.01,

pkT13=0.001, dok kod grupe 1 statistiCka znaCajnost nije pronadena, px11=0.673.

U kombinaciji ketoprofen i cisplatin su u odnosu na kontrolnu grupu pokazali
statistiCku znacajnost samo u grupi 3 na nivou p<0.05, pk1-cps=0.026, dok grupe 1i 2 ne

pokazuju statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu.

Kombinacija ketoprofena i 5-fluorouracila pokazala je statisticku znaCajnost u
odnosu na kotrolnu grupu kod grupa 2 i 3 na nivou p<0.05, pxt.ru2=0.018 i pxT.ru3=0.014,

dok kod grupe 1 statistiCka znacajnost nije pronadena, pxr-ru1=0.136.

4.3.6. Kvantitativna ekspresija Bcl-2, Bax proteina i odnosa Bcl-2/Bax u kulturi

mononukleranih ¢elija periferne krvi nakon inkubacije sa ketoprofenom

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati kvantitativne ekspresije Bcl-2
nakon inkubacije sa razlicitim koncentracijama ketoprofena u kulturi mononuklearnih celija
periferne krvi u odnosu na kontrolnu grupu. Rezultati su prikazivani kao procenat (%) u
odnosu na kontrolu.

Kod grupa tretiranih ketoprofenom u tri razliCite koncentracije nijedna od grupa nije

pokazala statistiCku znacCajnost u odnosu na kotrolnu grupu.

74




Rezultatii

Vrednosti kvantitativne ekspresije Bcl-2 u kulturi mononuklearnih Celija periferne
krvi inkubiranih kombinacijom ketoprofena sa cisplatinom i 5-fluorouracilom prikazane su na
Grafikonu 35.
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Grafikon 35. Vrednosti kvantitativne ekspresije Bcl-2 u kulturi mononuklearnih éelija periferne krvi inkubiranih
sa ketoprofenom i kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom

Vrednosti kvantitativne ekspresije Bcl-2 u kulturi mononuklearnih Celija periferne
krvi inkubiranih sa kombinacijom ketoprofena i cisplatina nije pokazala statisticku znacajnost
u grupama 1 i 2 u odnosu na kotrolnu grupu, pir-ce1 =0.947 i pkr-cr2=0.405, dok se grupa 3
statisticki razlikuju u odnosu na kontrolu na nivou p<0.05, pkr-cp3=0.016. Kombinacija
ketoprofenai 5-fluorouracila nije pokazala statistiCku znaCajnost u grupama 1 i 2 u odnosu na
kotrolnu grupu, dok se grupa 3 statisticki razlikuju u odnosu na kontrolu na nivou p<0.05,
pxT-ru3 =0.025. T-testom nezavisnih uzoraka uporedene su vrednosti kvantitativne ekspresije
Bax proteina u kulturi mononukleranih Celija periferne krvi inkubiranih sa ketoprofenom u tri
razliCite koncentracije u odnosu na kontrolnu grupu pri Cemu statisticka analiza nije pokazala
znacCajnost u nijednoj od grupa nije pokazala statistiCcku znacajnost u odnosu na kotrolnu
grupu.

Vrednosti ekspresije Bax proteina u mononuklearnim Celijama periferne Kkrvi

inkubiranim kombinacijom ketoprofenai cisplatina prikazana je na Grafikonu 36.
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Grafikon 36. Vrednosti kvantitativne ekspresije Bax proteina u kulturi mononuklearnih éelija periferne krvi
inkubiranih ketoprofenom i cisplatinom

Vrednosti ekspresije Bax proteina u mononuklearnim celijama periferne Kkrvi
inkubiranim kombinacijom ketoprofenai cisplatina nije pokazala statisticku znaCajnost u grupi
1 u odnosu na kotrolnu grupu, dok se grupe 2 i 3 gtatisticki razlikuju u odnosu na kontrolu na
nivou p<0.05, px1-cp2=0.040 i px-cps =0.020. Kombinacija ketoprofena i 5-fluorouracila nije
pokazala statistiCku znaCajnost ni u jednoj isptivanoj grupi minonuklearnih Celija periferne u
odnosu na kotrolnu grupu.

4.3.7. Kvantitativna ekspresija Bcl-2, Bax proteina i odnosa Bcl-2/Bax u kulturi

¢elija karcinoma cerviksa nakon inkubacije sa meloksikamom

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati kvantitativne ekspresije Bcl-2 u
kulturi Hela Ccelija nakon inkubacije sa razliCitim koncentracijama meloksikama i

kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom u odnosu na kontrolnu grupu (Grafikon 37).
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Grafikon 37. Vrednosti kvantitativne ekspresije Bcl-2 u kulturi Hela ¢elija nakon inkubacije sa meloksikamom i
kombinacijom sa cisplatinom i 5-fluorouracilom
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Vrednosti kvantitativne ekspresije Bcl-2 u kulturi Hela Celija nakon inkubacije sa
razli¢itim koncentracijama meloksikama nisu pokazale statisticki znacajnu razliku u odnosu

na kontrolu, dok se grupa 3 znacajno razlikuje od kontrole nanivou p<0.001, puk3<0.001.

U kombinaciji meloksikam i cisplatin su u odnosu na kontrolnu grupu pokazali
statistiCku znaCajnost u grupama 2 i 3 na nivou p<0.01, puk-cp2=0.001, pmk-cpz=0.002, dok u
grupi 1 statistiCki znaCajna razlika nije pronadena, pmk-cp1=0.091.

Kombinacija meloksikama i 5-fluorouracila nije pokazala statisticku znaCajnost u

odnosu na kotrolnu grupu kod svih analiziranih grupa.

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati kvantitativne ekspresije Bax
proteina u kulturi Hela Celija nakon inkubacije sa razli¢itim koncentracijama meloksikama i

kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom u odnosu na kontrolnu grupu (Grafikon 38).
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Grafikon 38. Vrednosti kvantitativne ekspresije Bax u kulturi Hela ¢elija nakon inkubacije sa meloksikamom i
kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom

Hela Celije tretirane meloksikamom pokazale su statisticki znacajnu razliku u odnosu
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na kontrolu u sve tri grupei to u grupi 1 na nivou p<0.01, puk1=0.001, dok kod grupa2i 3 je

to nanivou p<0.001, puwk2<0.001, puk3<0.001.

U kombinaciji meloksikam i cisplatin su u odnosu na kontrolnu grupu pokazali
statistiCku znacCajnost u grupi 1 i 3 na nivou p<0.001, pvk-cp1<0.001 i pumk-cps<0.001, dok jeu
grupi 2 statistiCki znaCajna razlika zabelezena na nivou p <0.01 i puk-cps=0.001. Kombinacija
meloksikama i 5-fluorouracila je pokazala statistiCku znacajnost u odnosu na kotrolnu grupu

kod svih grupa na nivou p<0.01, pvk-ru1=0.007, pumk-ru2=0.007, pmk-ru3=0.001.
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4.3.8. Kvantitativna ekspresija Bcl-2, Bax proteina i odnosa Bcl-2/Bax u kulturi

¢elija karcinoma kolona nakon inkubacije sa meloksikamom

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati kvantitativne ekspresije Bcl-2 u
kulturi Caco-2 Celije nakon inkubacije sa razliCitim koncentracijama meloksikama i

kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom (Grafikon 39.).
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Grafikon 39. Kvantitativna ekspresija Bcl-2 u kulturi Caco-2 éelija nakon inkubacije sa meloksikamom i
kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom

Statistickom analizom kvantitativne ekspresije Bcl-2 u kulturi Caco-2 Celije nakon
inkubacije sa razliCitim koncentracijama meloksikama u grupama 1 i 2 nije pronadena
statistiCki znaCajna razlika u odnosu na kontrolu, dok se grupa 3 znacajno razlikuje od
kontrole nanivou pyk3<0.001.

Analiza vrednosti ekspresije Bcl-2 u grupi tretiranoj meloksikamom i cisplatinom u
odnosu na kontrolnu grupu pokazana je statistiCka znaCajnost u grupi 3 na nivou p<0.05,
Pvk-cp3=0.040, dok u grupama 1 i 2 statistiCki znaCajna razlika nije pronadena, pmk-cp1=0.269
i pmk-cp2=0.568.

Kombinacija meloksikama i1 5-fluorouracila pokazala je statisticku znaCajnost u
odnosu na kotrolnu grupu kod grupa 2 i 3 na nivou p<0.01, pxt-ru2=0.002, px1-ru3=0.003,
dok u grupi 1 statisticki znaCajna razlika nije pronadena.

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su vrednosti ekspresije Bax proteina u kulturi
Caco-2 Celija inkubiranim sa meloksikamom u tri razliCite koncentracije i kombinacije sa

cispltainom i 5-fluorouracilom (Grafikon 40.).
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Grafikon 40. Kvantitativna ekspresija Bax proteina u kulturi Caco-2 ¢elija nakon inkubacije sa meloksikamom i
kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom

Caco-2 celije tretirane meloksikamom pokazale su statistiCki znaCajnu razliku u
odnosu na kontrolu u grupi 2 na nivou p<0.05, puk2=0.025, dok kod grupa 1 i 3 statisticki
znacajna razlika nije pronadena.

U kombinaciji meloksikam i cisplatin su u odnosu na kontrolnu grupu pokazali
statisticku znacajnost kod svih grupa i to u grupi 1 na nivou p<0.05, puk-cp1<0.040, kod
grupe 2 nanivou p<0.01, pvk-cps=0.005, dok je u grupi 3 pmk-cps<0.001.

Kombinacija meloksikama 1 5-fluorouracila pokazala je statisticku znaCajnost u
odnosu na kotrolnu grupu kod grupe 2 na nivou p<0.05, puk-ru2=0.030, kod grupe 3 na nivou

p<0.01, puk-ru3=0.003, dok u grupi 1 statistiCka znacajnost nije pronadena, pwk-ru1=0.361.

4.3.9. Kvantitativha ekspresija Bcl-2, i Bax proteina i odnosa Bcl-2/Bax u

kulturi mononukleranih ¢elija periferne krvi nakon inkubacije sa meloksikamom

T-testom nezavisnih uzoraka uporedeni su rezultati kvantitativne ekspresije Bcl-2
nakon inkubacije sa razliCitim koncentracijama meloksikama u kulturi mononuklearnih Celija
periferne krvi u odnosu na kontrolnu grupu.

Kod grupa tretiranih meloksskamom u tri razliCite koncentracije nije pronadena
znaCajnost ni u jednoj od grupa u odnosu na kotrolnu grupu, pmki=0.775, pmk2=0.896 i
pvk3=0.373.

Kombinacija meloksikama i cisplatina nije pokazala statisticku znaCajnost ni u jednoj

od grupa u odnosu na kotrolnhu grupu.
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Na Grafikonu 41. prikazane su vrednosti ekspresije Bcl-2 u kulturi mononuklearnih

Celija periferne krvi nakon inkubacije sa meloksikamom i 5-fluorouracilom.
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Grafikon 41. Vrednosti ekspresije Bcl-2 u kulturi mononuklearnih celija periferne krvi nakon inkubacije sa
meloksikamom i 5-fluorouracilom
Meloksikam u kombinaciji sa 5-fluorouracilom nije dao statisticki znacajnu razliku u
grupama 1 i 2 u odnosu na kotrolnu grupu, pmk-rui =0.999 i pmk-ru2=0.876, dok se grupa 3
statistiCki razlikuju u odnosu na kontrolu na nivou p<0.05, pwk-ru3=0.015. Kod grupa
tretiranih meloksikamom, kao i kombinacijom meloksikama i cisplatina u tri razliCite

koncentracije nije pronadena znacajnost ni u jednoj od grupa u odnosu na kotrolnu grupu.

Na Grafikonu 42. prikazane su vrednosti ekspresije Bax proteina u kulturi
mononukleranih Celija periferne krvi inkubiranih kombinacijom meloksikama i 5-

fluorouracila.
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Grafikon 42. Vrednosti ekspresije Bax proteina u kulturi mononukleranih ¢elija periferne krvi inkubiranih
kombinacijom meloksikamai 5-fluorouracila
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Meloksikam u kombinaciji sa 5-fluorouracilom nije dao statisticki znacajnu razliku u
grupi 1 u odnosu na kotrolu, puk-ru1 =0.529, dok se grupe 2 i 3 statisticki razlikuju u odnosu

nakontrolu na nivou p<0.05, pyk-ruz2 =0.047 i puk-ruz=0.046.

U Tabeli 5. prikazan je odnos Bcl-2/Bax u kulturi mononuklearnih Celija periferne
krvi nakon inkubacije sa razliCitim koncentracijama alfa-lipoinske kiseline, ketoprofena i
meloksikam i kombinacije ispitivanih supstanci sa cisplatinom ili 5-fluorouracilom .

Tabela 5. Bcl-2/Bax odnos u kulturi mononuklearnih celija periferne krvi

Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3
Bcl2/Bax ALA 1.09 0.86 0.88
Bcl2/Bax CP 0.83 0.79 0.68
Bcl2/Bax FU 0.73 0.74 0.68
Bcl2/Bax ALA-CP 0.91 0.95 0.69
Bcl2/Bax ALA-FU 0.89 0.73 0.71
Bcl2/Bax KT 1.02 0.93 0.72
Bcl2/Bax KT-CP 0.84 0.72 0.56
Bcl2/Bax KT-FU 0.83 0.95 0.63
Bcl2/Bax MK 1.23 0.85 0.71
Bcl2/Bax MK-CP 0.90 0.80 0.85
Bcl2/Bax MK-FU 0.84 0.77 0.54

Analizom odnosa Bcl2/Bax protein zabeleZzeno je smanjenje ovog odnosa pri
inkubaciji mononuklearnih celija periferne krvi najveim koncentracijama ispitivanih
supstanci i njihovih kombinacija sa konvencionalnim cistostaticima. Analizirani odnos bio je
najnizi u grupi mononuklearnih Celija periferne krvi tretiranih kombinacijom ketoprofena i

cisplatina u najviSim koncentarcijama.
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5. DISKUSIJA

5.1. ZnacCaj apoptoze u razvoju karcinoma kolona i cerviksa

Otkric¢e programirane Celijske smrti je jedan od kljucnih dogadaja koji su doprineli
boljem razumevanju biologije delije i znaCajno je uticao na istrazivanja u oblasti
biomedicinskih nauka, posebno u domenu eksperimentalne onkologije. Razumevanje
ucesnika i signalnih puteva koji su ukljuceni u fenomen programirane Celijske smrti je od
velikig znaCaja za savremenu terapiju maligniteta. Mnogi geni su ukljuCeni u procese
aktivacije i/ili inhibicije apoptoze. Efekat aktivacije ovih gena rezultuje supresiji ili progresiji
karcinoma (179).

Apoptoza je jedan od glavnih mehanizma celijske smrti kao odgovor na terapiju
karcinoma. 1zmene osetljivosti na apoptozu doprinose razvoju novih terapijskih agenasa u
cilju poboljSanja otpornosti na konvencionalni citostatski tretman. Defekti u procesu
apoptoze karakteristika su Celija karcinoma. Izmenjeni apoptotiCki odgovor Celija karcinoma
povezanai su sarezistencijom na primenjnu citostatsku terapiju (115).

Veliki broj stimulusa i stanja u organizmu, bilo fizioloSkih ili patoloskih, mogu
dovesti do apoptoze. Apoptozu moze uzrokovati i nedostatak meducelijskih signala. Veéini
Celija potrebna je stalna stimulacija ili kontakt s povrSinom na kojoj rastu, a narocito je vazna
uloga citokina, faktorarastai pojedinih hormona (180).

Danas se smatra da su poremecaji u apoptotickim putevima znacCajni u patogenezi
karcinoma kolona i cerviksa. Jedna od znaCajnih karakteristika malignih ¢elija je
prezivljavanje Celije sa oSteCenjem DNK i nakupljanje novonastalih mutacija. Zdrave Celije
imaju sposobnost prepoznavanja i brzog popravka oStecenjem mesta DNK, a aktivacijom
apoptoze spreCavaju deobu celije. Nakupljanje celija karcinoma moZe biti posledica
aktivacije onkogena, inaktivacije tumor supresor gena, mutacije gena koji reguliraju apoptozu

ili poremecaja u popravljanju DNK (60).
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5.1.1. Uloga alfa-lipoinske kiseline u proliferaciji i indukciji apoptoze celija

karcinoma kolona i cerviksa

Alfalipoinska kiselina je prirodni, ditiolni antioksidans sintetisan iz oktanske
kiseline. ALA je vazan kofaktor za mitohondrijalnu a-keto dehidrogenazu, ostvarujuci na taj
nacin vaznu ulogu u mitohondrijalnom energetskom metabolizmu. Pored proseca sinteze u
organizmu ALA se moze u organizam uneti putem hrane ili dijetetskih suplemenata. U
humanom organizmi ALA se sintetie de novo iz masnih kiselinai cisteina ai u vrlo malim
koliCinima pa je neophodno da se unosi iz spoljasnjih izvora (181). Izvori ALA su namernice
zivotinjskog porekla (crveno meso, jetra, bubrezi) dok je u manjem procentu zastupljena u
zelenom vodu i povréu (182).

U literaturi je ALA predstavljena kao potentan bioloski antioksidans i detoksikacioni
agens. Farmakoterapijski aspekti ALA baziraju se na uceS¢u ovog antioksidansa u razlicitim
antiinflamatornim signalnim putevima, zato ALA pronalazi svoja indikaciona podrucja u
terapiji  kardiovaskularnih, kognitivninh i neuromuskularnin  defekata. Potencijalna
biohemijska i terapijska uloga ALA unete oralnim putem uslovljena je stepenom
bioraspoloZivosti, akumulacije u tkivima i metaboliCkim procesima kojima podleze
(183,184).

Alfalipoinska kiselina se karakteriSe jedinstvenim antioksidativnim sposobnostima
jer i endogno sintetisana i egzogeni oblik aktivno ucestvuju u hvatanju sobodnih radikala u
oksidovanoj i/ili redukovanoj formi. ALA je rastvorljiva i u vodi i u mastima pa zato moze
obavljati antioksidativhu ulogu na nivou citozola, plazma membrane, serumskih i
lipoproteina (185). Poznato je da ALA Stiti mitohondrije od oksidativnog stresa i da
povecavaju Zivotni vek, funkcionalne genomske Karakteristike kao i strukturni integritet
mitohondrija (186).

Rezultati sprovedenog istrazivanja pokazuju da postoji statistiCki znaCajno smanjenje
proliferacije celija u kulturi Hela celija inkubiranih alfa-lipoinskom kiselinom u svim
ispitivanim grupama u odnosu na kontrolu (p<0.01, p<0.001). Najizrazeniji efekat zabelezen
je u grupi Celija inkubiranih najvecom koncentracijom alfa-lipoinske kiseline. U kombinaciji
afalipoinske kisleine i cisplatina, primecen je dozno zavisan efekat (p<0.01, p<0.001), dok
je efekat kombinacije afa-lipoinske kiseline i 5-fluorouracila najizrazeniji u grupi koja je
inkubirana najvecom koncentracijom cisplatina (p<0.001) (Grafikon 3.).
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U sprovedenom istrazivanju zabelezen je izrazit efekat alfa-lipoinske kiseline na
proliferaciju Caco-2 Celija. Pronadena je statistiCki znaCajno smanjenje u grupama
inkubiranim sa srednjom i najveéom koncentracijom ovog antioksidansa, uz primetan trend
izrazite dozne zavisnosti (p<0.001).

Efekat afa-lipoinske kiseline u kombinaciji sa cisplatinom je dovodi do statisticki
znaCajanog smnjenja proliferacije Celija izmedu grupa 2 i 3, uz primetno potenciranje
delovanja cisplatina u svim ispitivanim koncentracijama (p<0.001, p<0.05). Kadaje u pitanju
kombinacija sa 5-fluorouracilom, rezultati pokazuju statiststiCki znacajno smanjenje izmedu
grupali 2 (p<0.01, p<0.001) i kontrolne grupe, uz potenciranje efekta 5-fluorouracila, koji je
prva terpijska linija u leCenju karcinoma kolona (Grafikon 7.).

Literaturni podaci pokazuju da afa-lipoinska kiselina deluje kao antiapoptoticki agens
u razlicitim Celijskim kulturama, prevenirajuci oksidantima indukovanu celijsku smrt, dok
indukuje apoptozu u Celijama karcinoma (187).

ALA pokazuje antiproliferativni efekat i inhibira rast kolon karcinom celija u in vitro
uslovima Sto je u skladu sa rezultatima sprovedenog istrazivanja (188,189), dok nema
literaturnih podataka o efektu afa-lipoinske kiseline na Celije karcinoma cerviksa kao ni o
potencirajuem efektu ALA sa konvencionalnim citostaticima koji su pokazani u
sprobedenom istraZzivanju. Takode dostupni su podaci koji govore o signifikantnoj inhibiciji
proliferacije ¢elija karcinoma dojke (190).

Pack i sar. pokazali su da tretman Jurkat i CCRF-CEM humanih T limfoma celija sa
0.001-4 mmol/L ALA dovode do dozno zavisne inhibicije DNK replikacije i Celijske
proliferacije (191) dok su Parker i sar. pokazalili da 10-30 umol/LALA inhibira rast Celija
melanoma (192).

Antiproliferativni efekat ALA zabeleZen je u B16F10 Celijama melanoma i Celijama
karcimoma ovarijuma (193), dok antiprolferativan efekat nije zabelezen u humanim
netransformisanim Celijma (191,194). IstraZivanja pokazuju da ALA vrSi indukciju apoptoze
u razlicitim celijskim linijama karcinoma. ALA dovodi do indukcije apoptoze u Celijama
hepatoma (FaO, HepG2) potvrdujuci vaznu ulogu ovog antioksidansa u mogucim i vaznim

molekularnim dogadajima maligno transformisanih Celija (187).
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5.1.2. Uloga ketoprofena i meloksikama u proliferaciji i indukciji apoptoze

¢elija karcinoma kolona i cerviksa

ViSestepena priroda nastanka kolorektalne i cervikalne neoplazije upucuje na
Cinjenicu da specifi¢ni pristupi mogu imati vaznu ulogu u razvoju i invaziji ovih karcinoma.
Nekoliko vaznih faktora usko su povezani sa patogenezom nastanka i razvoja karcinoma
kolona i cerviksa ukljucujuéi: izmenjenu aktivnost NF-kB, izmenjenu ekspresiju COX-1 i
COX-2 kao i promene u odnosima proapoptotickih i antiapoptotickih proteina. Odrzavanje
kontiuniteta u istrazivanjima na nivou Klinicke onkologije i farmakologije je teznja ka
otkrivanju novih agenasa, prirodnog ili sintetskog porekla, koji bi svoj potencijani
mehanizam del ovanjainhibicijom nekog od pomenutih molekularnih mehanizama (195).

COX-1 i COX-2 vrse konverziju arahidonske kiseline do prostaglanidina G2
(PGG2), koji se reakcijama subsekventne peroksidacije prevode u PGH2 omogucéavajuci, na
taj nacCin, formiranje bioloski znaCajnih prostanoida. Produkti ovih signalnih molekula
striktno su regulisani stepenom ekspresije COX-2 kao i Katalitickim kapacitetom obe
ciklooksigenazne izoforme (196). lako obe izoforme umaju komparabilne Km vrednosti za
arahidonate, COX-2 se aktivira pri mnogo manjim koncentzracijama nego COX-1 (197).
Neselektivni antiinflamatorni lekovi inhibirgju obe ciklooksigenazne forme, COX-1 putem
procesa ireverzibilne acetilacije i COX-2 procesom kompetitivne inhibicije. In vitro esgji
pokazuju da postoji Sirok rang u selektivnosti NSAID prema ciklooksigenaznim formama
kada pojedini Clanovi pokazuju visok stepen selektivnosti prema COX-1 (ibuprofen,
flurbiprofen), dok koksibi pokazuju visok stepen selektivnosti prema COX-2 izoformi (198).
DosadaSnja istrazivanja upucuju da su antiinflamatorni efekti i antitumorski potencijal
NSAID zapravo posledica selektivne inhibicije COX-2 izoforme dok su nezZeljena dejstva ove
grupe lekova povezana sa stepenom ekspresije konstitutivne COX-1 iziforme (199).

COX-1 i COX-2 katalizuju korake koji ograniCavaju metabolicku konverziju
arahidonske kiseline do prostaglansina (PG) koji su ukljuCeni u razliCite patoloSke procese.
Posebna paznja poklanja se PGE2 koji je medijator proinflamatornih i tumor promovisucih
efekata COX enzima. 15-prostaglandih dehidrogenaza (15-PGDH) ucestvuje u katalitiCkoj
degradaciji PGE2 (200). NSAIL dovode do inhibicije COX enzima utiCuéi na metabolizam
prostaglandina, Sto rezultuje antiinflamatornim i antitumorskim efektom ovih lekova.
Istrazivanja sprovedena poslednjih godina upucCuju na postojanje nekoliko drugih

mehanizama koji su nezavisni od COX inhibicije (201).
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Tretiranje Celija razliCitih Celijskih linija NSAIL lekovima dovodi do obustave G1
faze Celijskog Ciklusa zbog smanjene ekspresije ciklina A, B i D (202). Smatra se da je jedino
objasnjenje blokade celijskog ciklusa u ovom slu€aju posledica inhibicije protein kinaze B
(PKB/AKkt) i da je ovaj tip blokade i/ili odlaganja celijskog ciklusa nezavisan od COX-2
inhibicije (203). Pored inhibicije COX enzima, NSAIL dovode do stimulacije 15-PGHD kao i
ekspresije NSAIL-aktiviranog gena (NAG-1). NAG-1 je clan TGF-B superfamilije i njegova
ekspresija je redukovana od strane PGE,. Povecana ekspresija COX-2 u Celijama karcinoma
kolona pracena je smanjenom ekspresijom NAG-1. Sa druge strane NSAIL su odgovorni za
za inhibiciju PPAR-8 gena koji je normano regulisan od strane APC (Adenomatous
Polyposis Coli) (204), a dovode do inhibicije NF-xB, Jak3/Stat3 signalnih puteva i do
nishodne regulacije proinflamatornih citokina do nivoa koji omogucavaju inhibiciju
inflamacijei karcinogeneze (205).

Analizom rezultata sprovedenog istrazivanja u kulturi Hela Ccelija tretiranih
razlicitim koncentarcijama ketoprofena utvrdeno je statistiCki znaCajno smanjenje
proliferacije Celija u grupama 1 i 2 (p<0.001). Prilikom inkubacije Hela Ccelija sa
kombinacijom ketoprofena i cisplatina zabelezena je statistiCka znaCajnost u sve tri ispitivane
grupe (p<0.001), dok je u kobinaciji sa 5-fluorouracilom znaCajnost pronadena samo u
srednjoj ispitivanoj koncentraciji (p<0.01) (Grafikon 4.). U sprovedenom istraZivanju,
analazom rezultata MTT testa nakon inkubacije Hela celija sa meloksikamom i kombinacije
sa konvencionalnim citostaticima, zabelezena je statistiCki znacajan efekat meloksikama na
proliferaciju Celija u grupama inkubiranih srednjom i najve¢om dozom ovog nesteroidnog
antiinflamatornog leka (p<0.001). U kombinaciji sa cisplatinom pronaden je dozno zavisan
efekat koji je bio najizrazeniji u grupi 3 (p<0.001). Efekat meloksikama u kombinaciji sa 5-
fluorouracilom pokazao je statisticki zna¢ajno smanjenje proliferaciju Hela éelija izmedu
svih ispitivanim grupama grupama (p<0.01, p<0.001) u odnosu na kontrolnu grupu (Grafikon
5.).

Rezultati sprovedenog istrazivanja u kulturi Caco-2 Celija inkubiranih ketoprofenom
i kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom pokazuju da postoji znaCajno smanjenje
proliferacije u grupama 1 i 2 (p<0.05). U kombinaciji ketoprofen i cisplatin su u odnosu na
kontrolnu grupu pokazali statistiCki znaCajno smanjenje samo u grupi Celija tretiranih
najvecom koncentarcijom predvidene kombinacije isptivanih supstanci (p<0.001). Sli¢an
trend zabeleZen je i pri inkubaciji Caco-2 celija najveCom koncentracijom ketoprofena i 5-

fluorouracila (p<0.001) (Grrafikon 8.). Analizom dobijenih rezultata M TT testa u obavljenom
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istrazivanju u grupi Caco-2 Celija inkubiranih meloksikamom i kombinacije sa
konvencionalnim citostaticima, utvrdena je statistiCki znaCajno smanjenje u sve tri ispitivane
odnosu na kotrolnu (p<0.001). Kombinacija meloksikama i cisplatina pokazala je izrazito
statistiCki znaCajno smanjenje proliferacije u svim grupama u odnosu na kotrolnu grupu
(p<0.001), dok je efekat meloksikama u kombinaciji sa 5-fluorouracilom na proliferaciju
Celija Caco-2 Celija pokazao znaCajnost pri upotrebi srednje i najvece koncentracije ispitivane
kombinacije (p<0.001) (Grafikon 9).

Zenhg 1 sar. zabelezeli su sinergistiCki efekat nimesulida u toku paralelne
administracije sa citotoksicnim hemoterapeuticima u toku terapije karcinoma pluca (206).
Selektivni COX-2 inhibitori mogu potencijalno povecati osetljivost Celije karcinoma na
delovanje konvencijalnih citostatika, smanjenjem 1Csy za skoro 70% (207). Entezari i sar.
potvrdili su ulogu koksiba u indukciji apoptoze celija karcinoma kolona (208).

Pojacana ekspresija obe ciklooksigenazne forme u Celijama karcinoma cerviksa svih
stepena i stadijuma bolesti (209) potvrduje ulogu ovog enzima u patogenezi cervikalne
displazije. Istrazivanje koje su sproveli Sales i sar. potvrduje antiakancersku aktivnost NSAIL
koja se objaSnjava redukcijom sinteze PGE u celijama sa povecanom ekspresijom COX-2,
nishodno reguliSuci procese prezivljavanja i metastaziranja Celija karcinoma cerviksa (210).
COX-1 izoforma je konstitutivno eksprimirana u normalnim celijama gastrointestinalne
mukoze i odgovorna je za fizioloSke procese u mukozi. COX-2 je konstitutivho eksprimirana
u humanom tkivu bubrega i mozga dok je ekspresija ove ciklooksigenazne forme u mnogim
tkivima povecana u toku inlamacije i neoplasti¢nih transformacija (211).

NSAIL mogu da ostvare antikancerogeni efekat u razliCitim tipovima celije putem
indukcije apoptoze (201). Apoptoza, moze biti indukovana putem aktivacije receptora smrti u
okviru unutrasnjeg apoptotickog puta Sto posledi¢no dovodi do oslobadanja citohroma c iz
mitohondrija. Rezultati istraZzivanja potvrduju ulogu aktivacije unutraSnjeg puta u indukciji
apoptoze Celija karcinoma nakon tretmana celekoksibom koji je bio praten smanjenjem
ekspresije antiapoptotickih proteina Bcl-2, Bcl-xI i Mcl-1 i povecanjem ekspresije
proapoptotickog Bad proteina, brzim oslobadanjem citohroma ¢ i aktivacijom Apaf-1,
kaspaza 3, 81 9 (212).

NSAIL mogu dovesti do indukcije apoptoze razli¢itim molekularnim mehanizmima
ukljuCujuci: formiranje ceramidnih kanala i naknadno otpustanje proapoptotickih proteina
(213), inhibicijom Ca** ATP-aze §to poslediéno dovodi do poveéanja intracelularnog

kalcijuma (214), indukcija 15-lipooksigenaze i povecana produkcijom proapoptotockih
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molekula (215) i/ili promena u ekspresiji gena, NAG-1, koji je ukljucen u razvoju i progresiji
karcinoma (216). Na kraju, povecCana ekspresija COX-2 izoforme, moze dovesti do inhibicije
angiogeneze i redukcije daljeg rastai razvoja karcinoma (217).

Postoji malo literaturnih podataka koji potvrduju ulogu NSAIL u prevenciji i terapiji
karcinoma cerviksa. Jedina kohortna studija potvrdila je nepostojanje rizika od pojave
cervikalnog karcinoima prilikom dugotraine upotrebe NSAIL (218). Uloga NSAIL u
hemoprevenciji karcinoma je objasnjena i potvrdena in vitro i in vivo rezultatima, ali kliniCka
primena ovih lekova kao hemopreventivnih agenasa je delom ograni¢na zbog postojanja
velikog broja nedoumica vezanih za optimalni rezim doziranja, duzinu trajanja terapije i
nepotpuno objasnjenih mehanizama delovanja u prevenciji i kontoli napredovanja kracinoma.
In vitro istrazivanja pratila su antiproliferativni efekat neselektivnih antiinflamatornih lekova
ukljuCujuci: acetilsalicilnu kiselinu, sulindak, sulindak sulfid, indometacin, naproksen i
pirokskam (219). Rezultati ovih studija su kontraverzni. Shiff i sar. su pokazali
antiproliferativnu aktivnost sulindaka i sulindak-sulfida na celije HT-29 linije (220). Dalja
istrazivanja koje su sproveli Goldberg i Qiao potvrdila su antiproliferativnu aktivnost
acetilsalicilne kiseline, indometacina, naproksena, piroksikama kao i selektivnih COX
inhibitora na Celije karcinoma kolona u in vitro uslovima (221,222). Pored mehanizama
povezanih sa inhibicijom COX-a, NSAIL mogu ostvariti antikancerogeni potencijal i COX
nezavisnim mehanizmima. To je potkrepljeno istrazivanjima koje su sproveli Grosh i Tegeder
(202,223) u kojima je pokazano da antiproliferativnu aktivnost pokazuju i doze NSAIL koje
su mnogo puta vece od onih koje su neophodne za inhibiciju COX-2 izoforme kao i da su
NSAIL efikasni lekovi u prevenciji karcinoma kod kojih COX-2 izoforma nije eksprimirana
(224).

Nema dostupnih literaturnih podataka sa kojima bi se mogli uporediti dobijeni
rezultati efekata ketoprofena i meloksikama na proliferaciju Celija u kulturi ¢elija karcinoma
kolonai cerviksa. Pretpostavlja se da je mehanizam antiproliferativne sposobnosti ispitivanih
nesteroidnih antiinflamatornih lekova, kao i sinergistiCkog efekta sa cisplatinom i 5-
fluorouracilom  slican ostalim c¢lanovima ove velike farmakoloske grupe lekova,
omogucavajuci na taj naCin ketoprofenu i meloksikamu da udu u borbu prezivljavanja celija

karcinom kolonai cerviksa (219-224).
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5.2. ZnacCaj transkripcionog faktora NF-kB u razvoju i terapiji

karcinoma kolona i cerviksa

Kada je aktiviran, NF-xB dovodi do povecana prezivljavanja Celija karcinoma
utiCu¢i na proces Celijske transformacije, metastaziranja, invazije, proliferacije,
hemorezistencije, radiorezistencijei inflamacije (225). Aktivnost NF-kB nije uslovljena samo
razli¢itim oblicima fosforilacije ve¢ i dinami¢nim i kompleksnim protein-protein
interakcijama koje su generisane sistemom povratne sprege. Pored veoma dobro definisanih
interakcija izmedu razliCitih Clanova NF-«xB familije vazno je napomenuti interakcije sa
inhibitorinim molekulima (IkBa, IkBB, IkBeg). Mreza proteina koji potencijalno mogu
interagovati sa NF-«B je veoma kompleksna i Siroka. Kada je prisutan akutni inflamacioni
proces, negativna povratna sprega rezultira inaktivacijom NF-xB dok hronic¢na inflamacija
Salje takve stimuluse koji mogu da nadmaSe inhibitornu povratnu spregu dovodeci do
konstitutivno povisene aktivnosti NF-kB (226).

Karcinomi sa konstitutivnom NF-kB aktivno$¢éu pokazuju poveéanu rezistenciju na
hemoterapiju. Ovaj transkripcioni faktor moze biti odgovoran za blokiranje efekata i
smanjenje efikasnosti hemoterapije i zracenja kod celija karcinoma kolona i cerviksa.
Neophodno je napomenuti da NF-kB moze biti odgovoran za ekspresiju P-glikoproteina. U
pojedinim karcinomima, Ccelije izloZzene zraCenju ili citostatskom tretmanu pokazuju
povecanu ekspresiju ovog transkripcionog faktora. Sa druge strane, inhibicija NF-xB dovodi
do poboljSanja u citostatskom tretmanu i zraCnoj terapiji maligiteta. Aktivacija NF-xB je
rezultat viSestepenog signalnog puta Cije aktivne komponente deluju na razliCite tacke ovog
signalnog procesa. Pojedini antiinflamatorni lekovi mogu inhibirati NF-xB ometanjem
aktivnosti IKK jedinica (227). Nair i sar. pokazuju da poveéanje jedarnog NF-«B i p-65-p50
aktivnost udruzeno je sa progresijom cervikalnog karcinoma (228).

Da li ¢e NF-«xB ubrzati ili inhibirati apoptozu zavisi od tipa Celije i vrste signala koji
do cCelije stize. Kod velikog broja celija karcinoma, NF-kB je perzistentno aktivan Sto
rezultuje konstitutivnom aktivacijom signalnih kinaza ili mutacijom inaktivne IkB
subjedinice. Perzistentna aktivacija NF-xB moZe dovesti do razvoja rezistencije na

primenjeni citostatski rezim ili zraCnu terapiju (223).
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Generalno je prihva¢eno da je NF-kB aktivacija odgovorna za razvoj rezistencije
Celija na apoptozu. NF-kB promovise Celijski rast regulacijum ekspresije nekoliko gena koji
su ukljuceni u macineriju Celijskog ciklusa kao Sto su : ciklini (D1, D2, D3 i E), c-myc i c-
myb. Ekspresija cikina D1 posredovana ovim transkripcionim faktorom je osnovni korak u

nastanku i razvoju karcinoma (229).

5.2.1. Promene nivoa transkripcionog faktora NF-kB u celijama karcinoma

kolona i cerviksa tretiranim alfa-lipoinskom kiselinom

Promene u intracelijskom tiol redoks statusu i strukturi proteina signalnih molekula
moze rezultovati alteracijom aktivnosti transkripcionih faktora. Alfa-lipoinska kiselina moze
uCestvovati u procesu oksidacije sulfhidrilnih grupe ili da omoguci formiranje meSovitih
disulfida u molekulima proteina Sto rezultuje promenama u tiol redoks status signalnih
molekula. NF-xB je redoks osetljiv transkripcioni faktor. Ovaj faktor igra vrlo vaznu ulogu u
ekspresiji razliCitih gena koji su ukljuceni u proces inflamacije i apoptoze velikog broja
Celijskih tipova (230).

U sprovedenom istrazivanju, analizom dobijenih rezultata efekta alfa-lipoinske
kiseline na kvantitativnu ekspresiju transkripcionog faktora kB, zabelezen je statisticki
znacajan pad nivoa ekspresije NF-kB nakon inkubacije Hela ¢elija najvecom koncentracijom
afalipoinske kiseline (p<0.001). Kombinacija afa-lipoinske kiseline kako sa cisplatinom
tako i sa 5-fluorouracilom pokazala je statisticku znacajnost u odnosu na kotrolnu grupu u
ispitivanim grupama bez primetne koncentracijske zavisnosti (p<0.01) (Grafikon 11.).

Rezultati sprovedenog istraZzivanja u grupama Caco-2 cCelija inkubiranih alfa-
lipoinskom kiselinom pokazuju statisticki znaCajno smanjenje nivoa ekspresije NF-xB u
grupama 1 i 3 u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.05, p<0.01). Kombinacija afa-lipoinske
kiseline sa cisplatinom i 5-fluorouracilom je u odnosu na kontrolnu grupu pokazal a statistiCku
znaCajnost samo pri inkubiranju Caco-2 Celija najvecom koncentracijom ispitivanih
kombinacija (p<0.01, p<0.001) (Grafikon 13).

Alfalipoinska kiselina dovodi do nishodne regulacije NF-«xB u monocitima kod
pacijenata obolelih od dijabetesa (231) i potentan je inhibitor NF-xB aktivnosti u T Celijama
prekursorima osteoklastnih Celija (232,233). ZabeleZeni su pozitivni efekti ALA na inhibiciju
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NF-xB kod celija karcinoma ovarijuma i epitelnim Celijama aorte (234), dok inicijalni uticaji
inhibicije NF-kB pomocu ALA mogu imati prednosti u procesima koji su praceni
disregulacijom aktivnosti redoks osetljivih transkripcionih faktora (235). Vig-Vargai sar. su
u svom istraZivanju pokazali da tretiranje misjih i humanih maligno transformisanih Celija sa
ALA dovodi do inhibicije NF-xB aktivnosti (193). Pokazano je da ALA dovodi do
signifikantne deplecije kod TNF-a indukovane kaspazne aktivacije (236), povecava
aktivaciju kaspaze-3 povezane sa DNK fragnentacijom HT-29 ¢elija humanog karcinoma
kolona (197).

Antiinflamatorne karakteristike ALA bazirgju se na antioksidativnim karakteristikama
ovog hemopreventivhog agensa. Oksidativni stres je u pozitivnoj korelaciji sa aktivacijom
NF-xB i posledicnom ekspresijom velikog broja gena ukljucenih u procese inflamacije i
endotelne migracije Celija (237). U skladu sa ovim cinjenicama ALA je prouCavana zbog
svojih antioksidativnih ukarakteristika u procesu inflamacije posredovane citokinima (162).
U istrazivanju koje su sproveli Guerriero i sar. pokazano je da ALA dovodi do smanjena
proinflamatornih citokina kao Sto su TNF-a, IL-1pB i IL-8 i do poveéanja antiinflamatornih
citokina (IL-10). Smanjenje nivoa TNF-a usko je povezano na sa dozno zavisnom ulogom
ALA na aktivnost NF-xB i posledicnom blokadom progresije HCC Ccelija (238). Ovakav
efekat ALA sugerira na potencijalno ulogu ovog antioksidansa u blokadi antiinflamatornih
stimulusa ¢elija karcinoma.

Vecina hemopreventivnih  agenasa ostvaruju intezivnu antiinflamatornu i
antioksidativnu aktivnost ostvarujuéi na taj nacin vaznu ulogu u epigenetskom razvoju
karcinoma (239). ALA ucestvuje u suprimiranju inflamatornog odgovora inhibicijom
molekularnih signalnih puteva koji se aktivairaju proinflamatornim citokinima kao Sto je
TNF-a.. TNF-a je kljucni aktivator NF-xB puta, koji posreduje u inflamatornom odgovoru i
reguliSe ekspresiju vaznih inflamatornih medijatora NF-kxB takode aktivira gene koji
ucestvuju u procesu inflamacije, kao $to su COX-2 i NO sintatetaza (193).

ALA inhibira aktivnost NF-kB pomocu antioksidans-nezavisnog putai IkK-zavisnim
mehanizmima (240), dok su Erlggman i sar. pokazali da ALA dovodi do inhibicije TNF-o i
da nema efekta na aktivnost NF-xB u Caco-2 Celijama $to je suprotno sa rezultatima
dobijenim u sprovedenom istrazivanju (241). Rezultati drugih istrazivanja pokazuju aktivnu
ulogu ALA u terapiji razli¢itih maligniteta, ali nema literaturnih podataka sa kojima bi mogli
da se uporede dobijeni rezultati efekat alfa-lipoinske kiseline na kvantitativnu ekspresiju
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transkripcionog faktoraxB u kulturi Celija karcinoma cerviksa, kao i njen potencijalni
sinergisticki efekat u kombinaciji sa cisplatinom i 5-fluorouracilom u kulturi Caco-2 i Hela
Celija (193,197).

5.2.2. Promene nivoa transkripcionog faktora NF-kB u cdcelijama karcinoma

kolona i cerviksa tretiranim ketoprofenom i meloksikamom

ViSestepena priroda nastanka kolorektalne i cervikalne neoplazije upucuje na
¢injenicu da specifini pristupi mogu imati vaznu ulogu u razvoju i invaziji ovih karcinoma.
Nekoliko vaznih faktora usko su povezani sa patogenezom nastanka i razvoja karcinoma
kolona i cerviksa ukljuujuci: izmenjenu aktivnost NF-kB, izmenjenu ekspresiju COX1 i
COX2 kao i promene u odnosima proapoptotickih i antiapoptotiCkih proteina. Odrzavanje
kontiuniteta u istrazivanjima na nivou Klinicke onkologije i farmakologije je teznja ka
otkrivanju novih agenasa, prirodnog ili sintetskog porekla, koji bi svoj potencijani
mehanizam delovanjainhibicijom nekog od pomenutih molekularnih mehanizama (242).

NSAIL dovode do inhibicije COX enzima utiCuci na metabolizam prostaglandina sto
rezultuje antiinflamatornim i antitumorskim efektom ovih Iekova. Pored inhibicije COX
enzima, NSAIL dovode do stimulacije 15-PGHD kao i ekspresije NSAIL-aktiviranog gena
(NAG-1). NAG-1 je Clan TGF-B superfamilije i njegova ekspresija je redukovana od strane
PGE,. Povecana ekspresija COX-2 u Celijama karcinoma kolona pracena je smanjenom
ekspresijom NAG-1. Sa druge strane NSAIL su odgovorni za za inhibiciju PPAR-6 genakoji
je normano regulisan od strane APC (204), a dovode do inhibicije NF-kB, Jak3/Stat3
signanih puteva i do nishodne regulacije proinflamatornih citokina do nivoa koji
omogucavaju inhibiciju inflamacije i karcinogeneze (205).

Pojaana COX-2 aktivacija udruzena je sa poveCanim malignim potencijalom u
osnovi jerezultat NF-kB aktivacije (138) jer je NF-kB centralni medijator imunog odgovora
tumorskih Celija koji indukuje ekspresiju faktora rasta i angiogenetskih faktora udruZenih sa
indukcijom i progresijom karcinoma (243).

Aspirin, indometacin i sulindak dovode do degradacije IkxBa i nuklearne translokacije
NF-kB u kolorektalnim neoplazijama (244,245). Istrazivanje koje su su sproveli Hanif i sar.
pokazalo je da natrijum-dlicilat i aspirin dovode do inhibicije aktivacije NF-kB prostaglandin
nezavisnim putem u Celijama karcinoma kolona (246), dok su Luiz i sar. potvrdili inhibitorni
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potencijaln NSAIL prema ovom transkripcionom faktoru kada je karcinom ovarijuma u
pitanju (247). Poslednjih godina poseban akcenat se stavlja na antitumorsku aktivnost NSAIL
ciklooksigenaza-nezavisnim putem sa osvtrom na molekularne mete ove grupe lekova
uklju€ujuci inhibiciju NF-kB (248). U istrazivanju koje su sproveli Mladenova i sar. pokazali
su dozno zavisnu inhibiciju NF-xB nakon tretiranja Celija karcinoma kolona sulindak
sulfidom (249).

Receptori tirozin-kinaza i receptori faktora rasta imaju klju¢nu ulogu u prenosu
informacija iz spoljasnjosti Celije u citoplazmu i jedro. Signalna kaskada posreduje u
inicijaciji, regulaciji i sprovodenju veoma vaznih Celijskih funkcija i procesa, kao 5to su
diferencijacija, rast i prezivljavanje/programirana smrt Celije. Brady i saradnici su u svom
istrazivanju potvrdilii znaCaj c-Src (protionkogeni produkt tirozin kinaze) u inhibiciji NF-kB
aspirinom i drugim NSAIL (250).

Veliki broj literaturnih podataka upucuje na znaCaj primene NSAIL u terapiji i
prevenciji karcinoma. DosadaSnja istraZivanja najpreciznije opravdavaju primenu pojedinih
Clanova ove grupe lekova (acetilsalicilna Kkiselina, sulindak, indometacin) u terapiji
karcinoma kolona (251), dok je upotreba ketoprofena na polju karcinoma kolona i cerviksa
Jo$ uvek nedovoljno istrazena (252). Ketoprofen je antiinflamatorni lek koji svoj terapijski
efekat ostvaruje neselektivnom inhibicijom COX-1 i COX-2 izoenzima. IstraZivanja upucuju
na Cinjenicu da je kod karcinoma cerviksa prisutna pojacana ekspresija obe ciklooksigenazne
izoforme (253), dok je kod karcinoma kolona poveéana ekspresija samo COX-2 (21).

Rezultati sprovednog istrazivanja pokazuju postojanje statisticki zna€ajno smanjenje
nivoa kvantitativne ekspresije NF-kB nakon inkubacije sa najvecom koncentracijom
ketoprofena i cisplatina u kulturi Celija karcinoma cerviksa (p<0.05). Prilikom inkubacije
Hela celija sa kombinacijom ketoprofena i 5-fluorouracila, statistiCka znaCajnost je
zabeleZena u svim ispitivanim grupama, ali je bila najizrazenija prilikom inkubacije Celija sa
na manjom ispitivanom koncentracijom (p<0.001) (Grafikon 16.). Najjaci inhibitorni efekat
na aktivnost transkripcionog faktora kB zapravo ostvaruju kombinacije najnizih doza
ketoprofena i 5-fluorouracila. To jasno potvrduje sinergistiCki potencijal ovih lekova i
potencijalno dozno zavisno smanjenje neZeljenih efekata citostatskog tretmana. Potenciranje
efekta nestandardnog citostatika izlaganjem celija delovanju kombinovane terapije sa
ketoprofenom moze se objasniti visokim stepenom rezistencije kancerskih ¢elija na
standardne citostatske tretmane kao i neselktivnom inhibicijom obe ciklooksigenazne forme u

karcinomu cerviksa (255).
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U sprovedenom istrazivanju, nakon analiziranja vrednosti kvantitativne ekspresije
NF-xB nakon inkubacije sa racli¢itim koncentracijama ketoprofena u kulturi Caco-2 Celija,
statistiCki znaCajna razlika u odnosu na kontrolu zabeleZzena je samo u grupi 2 (p<0.05). U
kombinaciji ketoprofena i cisplatina, u odnosu na kontrolnu grupu, zabelezena je statisticka
znaCajnost samo u grupi Celija inkubiranih sa srednjim koncentracijama ispitivane
kombinacije (p<0.05) (Grafikon 17.). Caco-2 Celijslka linija pokazuje drugaciji i znacajno
dlabiji odgovor nainhibiciju NF-kB nakon mono-tretmana ketoprofenom ili u kombinaciji sa
citostaticima. Pored rezistencije Celija na primenjeni citostatik moraju se uzeti u obzir i
potencijino uceSCe ostalih mitohondrijalnin markera apoptoze kao i znaCaj ekspresije i
inhibicije ciklooksigenaze u razvoju i progresiji karcinoma (256).

U sprovedenom istraZivanju, nakon analize vrednosti kvantitativne ekspresije NF-xB
nakon inkubacije Hela celija sa razliCitim koncentracijama meloksikama, zabeleZena je
statisticki znaCajna razlika pri inkubacij sa najvecom koncetracijom meloksikama (p<0.01). U
kombinaciji meloksikama i cisplatina u odnosu na kontrolnu grupu pokazana je statisticka
znaCajnost u svim grupama, koja je bila najizraZzenija u grupi Hela celija inkubiranih
srednjom koncentracijom ispitivane kombinacije kombinacije (p<0.001). Efekat kombinacije
meloksikama i 5-fluorouracila na ekspresiju transkripcionog faktora kB pokazao je statisticki
znacCajnu razliku u svim ispitivanim grupama Hela celija (p<0.05, p<0.01) (Grafikon 19.).

Rezultati sprovedenog istrazivanja efekta meloksikama na nivo ekspresije NF-xB u
kulturi Caco-2 Celija pokazale su statistiCki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu u svim
grupama, sa najizrazenijim efektom prilikom inkubacije sa najve¢om isptivanom
koncentracijom meloksikama (p<0.001). U kombinaciji meloksikamai cisplatina u odnosu na
kontrolnu grupu pokazali su statistiCku znaCajnost u svim grupama sa primetnim dozno
zavisnim trendom (p<0.01, p<0.001). Efekat kombinacije meloksikama i 5-fluorouracila na
nivo ekspresije transkripcionog faktora kB pokazo je statisticku znacCajnost u svim grupama
(p<0.01, p<0.001), potencirajuci na taj nacin efekat 5-fluorouracila koje se ne koristi kao prva
linijaterapije karcioma cerviksa (Grafikon 20).

Nema dovoljno literaturnih podataka sa kojimabi mogli da se uporede rezultati efekta
ketoprofena i meloksikama na nivo ekspresije NF-xB u kulturi éelija karcinoma kolona i
cerviksa. Veruje se da je mehanizam inhibicije ovog transkripcionog faktora nakon

inkubacije sa razliCitim koncentracijama nesteroidnih antiinflamatornih lekova koris¢enih u
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istraZzivanju rezultat usko povezanih Cinioca neohodnih za nastank i progresiju karcinoma:
inhibicije NF-xB i blokade ekspresije enzima ciklooksigenaze.

Literaturni podaci potvrduju uzrocno-posledicnu vezu izmedu inflamacije i
karcinogeneze zbog pojaCane ekspresije COX-2. COX-2 aktivira mnoge procese koji su
kljutni u karcinogenezi, Cinei je na taj naCin atraktivnim terapijkim ciljem. Ova
ciklooksigenazna forma ucestvuje u metabolizmu ksenobiotika, angiogenezi, apoptozi,
inflamaciji, procesima imunosupresije (254). Obzirom da su apoptoza i heoangiogeneza
blisko povezani sa rezistencijom na hemoterapiju i radioterapiju smatara se da poveéana

ekspresija COX-2 moze biti prediktivni marker hemorezistencije karcinoma (169).

5.3. ZnacCaj ekspresije Bcl-2 i Bax u razvoju i terapiji karcinoma

kolona i cerviksa

Apoptoza se odvija kroz dva glavna puta, spoljasnji i unutrasnji put. Spoljasnji ili
citoplazmatski put aktivira se preko Fas receptora smrti, ¢lanova faktora nekroze tumora.
Unutrasnji ili mitohondrijalni put se zasniva na oslobadanju citohroma c¢ iz mitohondrija
nakon delovanja stimulusa. Oba puta konvergiraju do konacnog, uobiCajenog puta koji
podrazumeva aktivaciju kaspaza, a kao finalni rezultat ovih puteva deSava se smrt Celije.
Spoljasnji i unutrasnji put su medusobno povezani i promene na jednom putu znaSajno se
mogu odraziti na funkcionisanje drugog puta u toku procesa apoptoze Celije. Prekomerna
ekspresija Bcl-2 moze potencirati inhibiciju apoptoze posredovanu spoljasnjim putem dok sa
druge strane TNF-a moZe povecati ekspresiju NF-xB i stimulisati antiapoptotiCke Clanove
Bcl-2 familije (257).

Celije karcinoma sa defektom u mitohondrijalnoj propustljivosti (gubitak Bax i
povecana ekspresija Bcl-2) izbegavaju odgovor imunog sistematokom progresije karcinomai
limitirgju efikasnost hemio- i radioterapije. Neosetljivost na apoptoticke signale omogucava
prezivljavanje tumorske Celije nakon odvajanja od ekstracelularnog matriksa, opstanak u
vaskulaturi i stvaranje metastatskog depozita. Bcl-2 gen je multifunkcionalni protein Cija
povecana ekspresija kod pojedinih maligniteta remeti Celijski ciklus stvarajuci dugoZivece

Celije, Cime raste rizik od sekundarnih alteracija (258). Danas, postoji posebno interesovanje
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za sve faktore ukljuCene u proces programirane Celijske smrti, jer predstavljaju potencijalnu
metu u hemoprevenciji i leCenju karcinoma kolonai cerviksa (259).

Najvazniji regulatori unutraSnjeg puta je Bcl-2 familija proteina koja je pojacano
eksprimirana u velikom broju maligniteta. Poveceana ekspresija Bcl-2 proteina dovodi do
nastanka otpornisti na delovanje hemoterapeutika i radioterapije, dok se smanjena ekspresija
Bcl-2 moZe potencirati apoptoticki odgovor na antikancerske lekove. Smatra se da je jedan od
rezultata hemorezistencije na terapiju posledica povecane ekspresije Bcl-2 Sto posledi¢no
dovodi do akumulacije Celija u G fazi Celijskog ciklusa (260).

Uloga i znacCaj ekpresije Bcl-2 proteina su kontraverzni. PrognostiCku znaCaj ove
familije proteina povezan je sa velikim brojem karcinoma. PovecCana ekspresija Bcl-2
proteina korelira sa slabom prognozom kod pacijenata sa karcinom beSike (261) i prostate
(262). Zabelezena je pozitivna korelacija ekspresije Bcl-2 proteina sa boljom stopom
prezivljavanja kod pacijentkinja sa karcinomom dojke (263), dok nikakva povezanost nije
pronadena kod pacijenata sa karcinom laringsa (264). U skladu sa ulogom Bcl- 2 i Bax
proteina u progresiji karcinoma Apolinario i sar. su pronasli negativnu korelaciju ekspresije
ovih proteina i preZivljavanja pacijenata sa karcinom pluéa (265). Suprotno prethodnom
istrazivanju, uloga ekspresije Bcl-2 i Bax proteina bila je usko povezana sa boljom
prognozom kod pacijenata sa gastricnim malignitetima (266).

U zdravim celijama, Bax je protein koji se normalno nalazi kao monomer u
citoplazmi i slabo vezan za spoljasnju stranu mitohondrija (267). Kao odgovor na apoptoticki
stimulus, Bax menja svoju konformaciju i translocira se iz citoplazme u nitohondrije gde
podleze procesu oligomerizacije (268). C-terminani a-heliks igra kritiCnu ulogu u
subcelularnoj lokalizaciji Bax proteina. Strukturne analize pokazuju da ova region formira
hidrofobni dZzep pomo¢u BH1, BH2 i BH3 domena (269). Apoptoticki stimulusi dovode do
konformacionih promena na N-terminalnom kraju Bax proteina, jer antitela specificna za
jedan epitop na tom region vezuju se za Bax samo u celijama izloZzenim apoptotickom
stimulusu, $to nije sluCaj sa zdravim celijama. Proces oslobadanja N-terminalnog kraa i
izlaganje N-terminalnog epitopa procesu translokacije i agregacija molekula Bax proteina
istovremeno ili postepeno joS uvek nije u potpunosti razjasnjen. Smatra se da su ovi koraci
kritiCni za pokretanje apoptoze, osvréu€i se na Cinjenicu da zadrZzavanje Bax proteina u
citoplazmi predstavlja granicu protiv nenamerne aktivacije Celijske smrti. Poznato je da
dolazi do dimerizacje Bax-a u mitohondrijama nakon delovanja nekih stres signala, medutim

vrlo ¢esto su ovo samo pocetni koraci i nisu dovoljni da ubiju Celiju (270). Sa druge strane
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Bcl-2 protein je sposoban da spreci dimerizaciju Bax molekula ili translokaciju, potvrdujujuci
na taj naCin znaCaj odnosa Bcl-2/Bax proteina u regulaciji procesa apoptoze Celije (271).

Istrazivanje koji su sproveli Kokawa i sar. potvrdjuje pojacanu ekspresiju Bax (272).
Harima i sar. su zabelezili vaznost Bax i Bcl-2 ekspresije u odgovoru na zracnu terapiju
karcinoma cerviksa (273). Svi Clanovi Bcl-2 familije locirani su na spoljasnjoj membrani
mitohondrija i vrlo su vazni za odrZzavanje permeabilnosti mitohondrijalne membrane.
Ravnoteza izmedu Bcl-2 i Bax proteina je vrlo znaCajna za odredivanje apoptotickog
potencijala u ¢elijama gde je pojafana apoptoticka aktivnost udruzena sa niskim Bcl-2/Bax
odnosom (260).

5.3.1. Promene nivoa ekspresije Bcl-2 i Bax proteina u celijama karcinoma

kolona i cerviksa tretiranim alfa-lipoinskom kiselinom

Poremecena ravnoteZza nivoa antiapoptotickih i proapoptotickin c¢lanova Bcl-2
familije rezultuje neregulisanom apoptozom zbog pojaCane ekspresije antiapoptotickih
proteina ili smanjene ekspresije proapoptotickih proteina. Svaki defekt ili abnormalnost u
toku procesa apoptoze moZze biti od znaCaja kao novi strateski cilj u terapiji karcinoma.

Povecana ekspresija Bcl-2 gena primecena je u razli¢itim humanism karcinomima
ukljuCujuci karcinom kolona i cerviksa. Primecena je povezanost povecane ekspresije Bcl-2
genai endometrijalnih karcinomau in vitro istrazivanjima (274, 275). Tjalama i sar. pokazuju
jaku vezu izmedu ekspresije Bcl-2 proteina i sve ukupnog prezivljavanja od cervikalnog
karcinoma (276), dok su Harima i sar. dosli do zakljuCka da je bolja kontrola karcinoma u
toku zracne terapije pracena povecanom ekspresijom Bax proteina (277).

U sprovedenom istraZivanju rezultati smanjene ekspresije Bcl-2 u kulturi Hela Celija
pokazuju statisticki znaCajnu razliku prilikom inkubacije sa najmanjom (p<0.01) i najveCom
koncentracijom alfalipoinske kiseline (p<0.001). Vrednosti ekspresije Bcl-2 nakon
inkubacije Hela celija sa kombinacijom alfa-lipoinske kiseline i cisplatina pokazale su
statistiCki znaCajno smanjenje u sve tri grupe u odnosu na kontrolu (p<0.05, p<0.01).
StatistiCka analiza je pokazala da je u kulturi Hela Celija inkubiranih sa kombinacijom alfa-
lipoinske kiseline i 5 fluorouracila nije doslo do smanjenja u grupi 1, dok je u grupama2i 3

doslo do statisticki znaCajnog povecanja (p<0.05) (Grafikon 23.), $to se potencijalno moze
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objaniti Cinjenicom da 5-fluorouracil ne pripada grupi citostatika koji se koriste u terapiji
karcinoma cerviksa (253).

Rezultati istrazivanja efekta alfa-lipoinske kiseline na vrednosti ekspresije Bcl-2 u
kulturi Caco-2 celija pokazuju da statistiCki znaCajna razlika postoji prilikom inkubacije
Celija sa srednjom i najveCom koncentracijom (p<0.05, p<0.001). Rezultati kvantitativne
ekspresije Bcl-2 u kulturi Caco-2 Celija koje su tretirane kombinacijom alfa-lipoinske kiseline
I cisplatina pokazali su statistiCki znaCajno smanjenje u sve tri grupe u odnosu na kontrolu
(p<0.01, p<0.001). Uporedivanjem vrednosti kvantitativne ekspresije Bcl-2 u kulturi Caco-2
Celija koje su tretirane kombinacijom alfa-lipoinske kiseline i 5-fluorouracila nije doslo do
statistiCki znaCajnog smanjenja u grupi 2, dok je u grupama 1 i 3 doSlo do statistiCki
znacajnog smanjenja na nivou (p<0.05) (Grafikon 27.).

Tretiranje Celija karcinoma dojke sa alfa-lipoinskom kiselinom u koncentracijama od
500 pumol/L i viSe dovodi do signifikantnog smanjena ekspresije Bcl-2, dok je ekspresija Bax
bila signifikantno povecana u toku tretmana sa ALA 1000 umol/L. Odnos Bcl-2/Bax, koji je
uzet kao indeks Celijske apoptoze, je bio signifikantno redukovan u toku odgovora celija
karcinoma dojke na delovanje ALA 500 umol/L i viSe koncentracije. Rezultati sprovedenog
istrazivanja su u skladu sa literaturnim podacima iako su ispitivane koncentracije alfa-
lipoinske kiseline bile mnogo manje od koncentracija koriscenih u istraZivanju koje su
sproveli Na MH i sar. (190), ali nema literaturnih podataka koji bi mogli da se koriste za
uporedenje sa dobijenim rezultatima o sinergistickom efektu kombinacije alfa-lipoinske
kiseline sacisplatinom ili 5-fluorouracilom u kulturi Celija karcinomakolonai cerviksa.

Za razliku od normalnih ¢elija, Celije karcinoma prezivljavaju u specificnom redoks
okruzenju gde povecanje slobodnih radikala doprinosi suzbijanju celijske apoptoze. Dozio i
sar. su u svom istrazivanju pokazali da ALA indukuje apoptozu u éelijama karcinoma dojke,
MCEF-7. Molekularni mehanizam delovanja ALA ogleda se u ulozi ovog antioksidansa u PI3-
K/Akt signanom putu. ALA je svoje antioksidativni efekata ostvarila sakupljanjem
reaktivnih kiseonicnih radikala aktivno ucestvujuci u G1 fazi Celijskog ciklusa, specificnom
inhibicijom Akt puta i direktnim uticajem na Bcl2/Bax odnos (278). Kada se afa-lipoinska
kiselina doda medijumu Celijske kulture u in vitro uslovima, vrlo brzo ulazi u ¢éeliju i biva
redukovana od strane mitohondrijalnih i citozolnih enzima do dihidro-lipoinske kiseline
nakon Cega efluksnim mehanizmom biva izbaCena iz Celije u medijum (279).

Bcl-2 je kljucni regulator mitohondrijalnog puta apoptoze direktno utiCuci na

permeabilnost membrane mitohondrija. Istrazivenje koje su sproveli Moungjaroen i sar.
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pokazuje dozno i vremenski zavisan uticaj ALA na ekspresiju Bcl-2 proteina u Celijama
karcinoma pluca (280). Povecana ekspresija Bcl-2 dovodi do usporavanja celijskog rada, dok
izrazito povecane vrednosti Bcl-2 mogu promovisati Celijsku smrt, dok niske vrednosti
upucuju na inhibiciju apoptoze (281). Istrazivanja ukazuju na Cinjenicu da stepen ekspresije
Bcl-2 zavisi od agresivnosti i tumorske diferencijacije sa naznakom da ekspresija Bcl-2
proteina biva suprimirana u toku progresije tumora (282). Zato Bcl-2 moZe biti vaZan
prediktor u prognozi i progresiji karcinoma (283).

Nakon analize rezultata sprovedenog istrazivanja, vrednosti kvantitativne ekspresije
Bax proteinu u kulturi Hela celija inkubiranih sa razli¢itim koncentracijama alfa-lipoinske
kisleine, pokazali su da je u grupama 2 i 3 doSlo do statistiCki znaCajnog povecanja ovog
mitohondrijalnog markera u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.05, p<0.01). Hela ¢elije koje su
tretirane kombinacijom alfa-lipoinske kiseline i cisplatina u tri razliCite koncentracije
pokazale su povecanje u sve tri grupe u odnosu na kontrolu sa primetnim trendom
koncentracijske zavisnosti (p<0.05, p<0.01). Sli¢ni rezultati dobijeni su prilikom inkubacije
Celija karcinoma cerviksa sa kombinacijom alfa-lipoinske kiseline i 5-fluoruracila (p<0.01)
(Grafikon 25.).

Rezultati sprovedenog istrazivanja pokazali su razlike u statististickoj znacajnosti u
odnosu nivoa Bcl-2 i Bax proteina u kulturi Hela Ccelija inkubiranih sa razliCitim
koncentracijama ispitivanih supstanci. Analizom odnosa Bcl2/Bax protein zabelezeno je
smanjenje odnosa Bcl-2-Bax pri inkubaciji Hela Celija najve¢im koncentracijama ispitivanih
supstanci i njihovih kombinacija sa konvencionalnim cistostaticima. Analizirani odnos bio je
najnizi u grupi Hela cCelija tretiranih samom alfa-lipoinskom kiselinom sa trendom dozno
zavisnog opadanja odnosa Bcl2/Bax (Tabela 2.).

Oltvai i sar. svojim istraZzivanjem upucéuju na znacaj odnosa Bcl-2 i Bax proteina i
Celijskog opstanka nakon delovanja apoptotickih stimulusa. Oni opisuju da je povecana
ekspresija Bcl-2 proteina u pozitivnoj korelaciji sa prezivljavanjem Celije karcinoma dok
povecana ekspresija Bax i/ ili dominacija Bax homodimera Celije karcinoma uvodi u proces
apoptoze (124).

U sprovedenom istraZivanju, uporedivanjem vrednosti kvantitativne ekspresije Bax u
kulturi Caco-2 Celija cCelije koje su tretirane kombinacijom alfa-lipoinske kiseline i
cisplatinom, statisticki zna€ajna razlika u grupama 2 i 3 (p<0.05, p<0.001). Povecanje

ekspresije Bax proteina u kulturi Caco-2 Celija zabeleZzeno je prilikom inkubacije sa
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kombinacijom alfalipoinske kiseline i 5-fluorouracila srednje i najveCe koncentracije
(p<0.05, p<0.01) (Grafikon 29.).

Rezultati sprovedenog istrazivanja pokazali su razlike u statististickoj znaCajnosti u
odnosu nivoa Bcl-2 i Bax proteina u kulturi Caco-2 Celija inkubiranih sa razliCitim
koncentracijama ispitivanih supstanci. Analizom odnosa Bcl2/Bax protein zabeleZzeno je
smanjenje ovog odnosa pri inkubaciji Caco-2 Celija najve¢im koncentracijama ispitivanih
supstanci i njihovih kombinacija sa konvenciona nim cistostaticima. Analizirani odnos bio je
najnizi u grupi Caco-2 Celija tretiranih kombinacijom alfa-lipoinske kiseline i 5-fluorouracila
u odnosu na sam citostatik, ukazujuci na taj nacin na sinergisticki potencijal alfa-lipoinske

kiseline u kombinaciji saispitivanim citostatikom (Tabela 3).

5.3.2. Promene nivoa ekspresije Bcl-2 i Bax proteina u celijama karcinoma

kolona i cerviksa tretiranim ketoprofenom i meloksikamom

Uloga i funkcija proteinskih pripadnika Bcl-2 familije joS uvek nije kompletno
razjasnjena. Pojedini autori pretpostavljaju da pojaCana apoptoza usporava tumorski rast i da
je time znak dobre prognoze. Nasuprot tome, slaba apoptotiCka aktivnost je znak loSe
prognoze, jer stvara vecu tumorsku masu i omogucava nastanak sekundarnih genetskih
mutacija. PoveCana Bcl-2 genska ekspresija je u nekim radovima u korelaciji sa nizom
stopom prezivljavanja kod neuroendokrinih tumora pluca (atipicnog Kkarcinoida i
krupnocelijskog karcinoma) (284).

Promene u eksperesiji Bax proteina mogu da se odraze na nivo antiapoptotickog Bcl-2
protina i na taj naCin mogu da utiCu na stepen prezivljavanja Celija. Bax moZe biti vazan
medijator u toku indukcije Celijske smrti odgovarajuc¢im citostatickim lekovima (285).
NSAIL dovode do Bax zavisne apoptoze u celijama karcinoma kolona i to nishodnom
regulacijom Bax antagonista Bcl-X| proteina (286). U drugim modelima prikazana je
pojacana ekspresija ovog proapoptotiCkog proteina u kao odgovor na primnjeni lek.Ukoliko
ne dolazi do promena u nivou odnosa Bcl-2/Bax moze se smatrati da takav hemopreventivni
agens svoju apoptoti¢nu osetljivost ne ostvaruje preko Bax i Bcl-2 proteina (287).

Vecina Celija kolorektalnih karcinoma pokazuje pad odnosa Bax/Bcl-2 protina $to
objasSnjava smanjeni odgovor na primenje hemopreventivne efekte NSAIL (286).

Karcinogeneza cervikalnog epitela je multifaktorijalni proces koji obuhvata niz genetskih,
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hormonskih i imunoloskih faktora udruZzenih sa HPV infekcijom (288). HPV infekcija,
pogotovo tipovima 16 i 18, usko je povezana sa razvojem karcinoma cerviksa. E6 protein se
produkuje delovanjem HPV 16 i 18 se vezuje za p53 proten. Kao posledica ovog procesa
kompleksiranja sa virusnim proteinima dolazi do menjanja funcije p53 gena Sto moze
uzrokovati malign transformaciju ili progresiju cervikalnog karcinoma. Tumor supresorski
gen p53 je transkripcionalni regulator Bax gena. Bax nije samo centralni efektor p53 vec je
vrlo vazan u apoptozi indukovanoj hemoterapeuticima (289). p53 je direktni transkripcioni
activator Bax gena, ali Bcl-2 ima sposobnost da blokira kako p53 zavisni tako i p53 nezavisni
put. ProucCavanje p53-Bax apoptoti¢nog puta je od velikog znaCaja u toku terapije karcinoma
cerviksa cisplatinom i drugim platinskim derivatima (290).

Kokowa i sar. su u svom istrazivanju pokazali poveéanu ekspresiju Bax, ali smanjenu
ekspresiju Bcl-2 proteina (272). Havima i sar. upucuju na znacaj Bax i Bcl-2 proteina kao
prognostickog markera u toku i posle zracCne terapije (273), dok su Waggoner i sar.
proucavali vezu izmedu ekspresije Bcl-2 proteina i p-53 i stepena maligniteta karcinoma
cerviksa. Njihovo istrazivanje pokazuje da se ekspresija p53 korelira sa stepenom maligiteta
dok se nivo Bcl-2 proteina smanjivao (291). Zergerolu i sar. su u svom istrazivanju pokazali
smanjenje ekspresije u odnosu na povecanje stepena maligniteta (292).

U sprovedenom istrazivanju, nakon analiziranja vrednosti ekspresije Bcl-2 proteina, u
kulturi Hela celija inkubiranih razliCitim koncentracijama ketoprofena, nije zabeleZena
statistiCki znaCajna razlika u ispitivanim grupama. Kvantitativna ekspresija Bcl-2 u kulturi
Hela celija nakon inkubacije sa kombinacijom ketoprofena i cisplatina je u odnosu na
kontrolnu grupu pokazala statisticku znacajnost u grupama 2 i 3 (p<0.01) (Grafikon 31).
Anliza vrednosti kvantitativne ekspresije Bcl-2 nakon inkubacije sa kombinacijom
ketoprofena i 5-fluorouracila nije pokazala statistiCku znaCajnost u odnosu na kotrolnu grupu
kod svih grupa grupa u odnosu na kontrolu.

Rezultati statisticke analize ekspresije Bcl-2 u kulturi Caco-2 Celija tretiranih
ketoprofenom su pokazale statistiCki znaCajnu razliku u odnosu na kontrolu u grupama
inkubiranim sa srednjom i najvecom ispitivanom koncentracijom ketoprofena (p<0.01).
Slican trend zabelezen je prilikom ispitivanja efekta kombinacije ketoprofena sa
konvencionalnim citostaticima u kulturi Caco-2 Celija na ekspresiju Bcl-2 proteina, gde je
statistiCki znaCajna razlika pronadena u grupama 2 i 3 (p<0.01) (Grafikon 33.).

Vrednosti kvantitativne ekspresije Bcl-2 u kulturi Hela celija nakon inkubacije sa

razli¢itim koncentracijama meloksikama pokazale su statisticki zna€ajnu razliku u odnosu na
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kontrolu samo pri inkubaciji sa najve¢om ispitivanom koncentracijom (p<0.001). U
kombinaciji meloksikama i cisplatina u odnosu na kontrolnu grupu zabelezeno je statisticki
znacajno smanjenje ekspresije Bcl-2 u grupama 2 i 3 (p<0.01) (Grafikon 37.).

Analizom kvantitativne ekspresije Bcl-2 u kulturi Caco-2 Celije nakon inkubacije sa
razlicitim koncentracijama meloksikama zabeleZzena je statisticki znaCajna razlika pri
inkubaciji sa najvecom isptivasnom koncentracijom (p<0.001). Vrednosti ekspresije Bcl-2 u
grupi tretiranoj meloksikamom i cisplatinom u odnosu na kontrolnu grupu pokazana je
statistiCka znacCajnost u grupi 3 (p<0.05), dok u grupama 1 i 2 statisticki znacajna razlika.
Kombinacija meloksikama i 5-fluorouracila pokazala je statistiCku znaCajnost u odnosu na
kotrolnu u grupama tretiranim srednjim i najvec¢im ispitivanim koncentracijama (p<0.01)
(Grafikon 39.).

Osnovna bioloska uloga Bcl-2 proteina je sposobnost njegovog vezivanja za Bax
protein i heterodimerizacijska inaktivacija njegovog proapoptotickog dejstva (293). Stepen
interakcije Bcl-2 i Bax proteina predmet je istrazivanja brojnih studija na razlicitim tkivima i
organima i u razlicitim patoloskim stanjima. Istrazivanja Wootipooma i sar. pokazala su da je
nivo koekspresije Bcl-2 i Bax proteina nezavisan prognostiCki parametar u leCenju
skvamoznog karcinoma cerviksa (294). Kod karcinoma mokracne beSike nivo odnosa u
ekspresiji Bcl-2 i Bax proteina predstavlja prognosticki parametar koji je u pozitivnoj
korelaciji sa klinickim odgovorom bolesnika na primenjenu antitumorsku terapiju (295). Kod
bolesnika sa akutnom nelimfoblastnom leukemijom povecana ekspresija i povisen nivo
odnosa Bcl-2/Bax proteina je negativan prognosticki parametar klinickog odgovora bolesnika
na primenjenu terapiju i u korelaciji je sa njihovim kraCim prezivljavanjem (296).

Rezultati obavljenog istraZivanja pokazuju da Hela celije tretirane ketoprofenom
ostvaruju statistiCki znacajno povecanje nivoa ekspresije Bax proteina u odnosu na kontrolu
samo u grupi inkubiranoj sa najvecom koncentracijom ketoprofena (p<0.01) (Grafikon 32.).

U sprovedenom istraZzivanju rezultati kvantitativne ekspresije Bax proteina u kulturi
Caco-2 cCelija inkubiranih sa ketoprofenom su pokazali statisticki znaCajnu razliku u odnosu
na kontrolu u grupi 2 i 3 (p<0.05, p<0.01). U kombinaciji ketoprofena i cisplatina u odnosu
na kontrolnu grupu su pokazali statistiCku znaCajnost samo u grupi Celija inkubiranih sa
najvecom koncentracijom cisplatina (p<0.05), dok je kombinacija ketoprofena i 5-
fluorouracila pokazala statisticku znacCajnost kod grupa 2 i 3 (p<0.05) u odnosu na kontrolnu
grupu (Grafikon 34).
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Hela Celije tretirane meloksikamom pokazale su statisticki znaCajnu razliku u odnosu
na povecanje nivoa ekspresije Bax proteina u sve tri grupe (p<0.01, p<0.001). U kombinaciji
meloksikama i cisplatina zabelezena je statistiCka znacajnost u Grupi 1 i 3 (p<0.001), dok jeu
Grupi 2 statisticki znaCajna razlika zabelezena (p <0.01). Kombinacija meloksikama i 5-
fluorouracila je pokazala statisticku znaCajno povecanje Bax proteina u odnosu na kotrolnu
grupu kod svih ispitivanih grupa (p<0.01) (Grafikon 38).

Caco-2 celije tretirane meloksikamom pokazale su statistiCki znaCajnu razliku u
odnosu na kontrolu u grupi inkubiranoj srednjom koncentracijom ispitivane kombinacije
(p<0.05).U kombinaciji meloksikam i cisplatin su u odnosu na kontrolnu grupu pokazali
statisticku znaCajnost u svim ispitivanim grupama u odnosu na kontrolu (p<0.05).
Kombinacija meloksikama i 5-fluorouracila pokazala je statisticku znaCajnost u odnosu na
kotrolnu grupu pri inkubaciji sa srednom (p<0.05) i najveCom ispitivanom koncentracijom
(p<0.01) (Grafikon 40).

Cory i sar. u svojim istraZivanjem pokazuju da antagonizovanje efekata
antiapoptotickih clanova Bcl-2 familije dovodi do supresije tumora (297). Relativni odnos
ekspresije Bcl-2 i Bax proteina odgovoran je za stimulaciju unutrasnjeg puta apoptoze.
Prekomerna ekspresija Bcl-2 proteina i ostalih antiapoptotickih proteina dovodi do inhibicije
Celijske smrti izazvane delovanjem razliCitih stimulusa ukljucujuci razliCite faktor rasta,
hipoksiju i oksidativni stres. Sposobnost antiapoptoti¢kih proteina da suprimiraju Celijski rast
¢ini ovu grupu proteina vrlo interesantnom u cilju poboljSanja antikancerske terapije, jer je
jasno da Ce efekat terapije biti direktno zavistan od odnosa Bcl-2/Bax proteina. Bcl-2 familija
proteina su vazan segment u procesu apoptoze jer su aktivno posreduju u nastanku i razvoju
hemorezistencije na primenjenu citostatsku terapiju (298). Aktivacija unutrasnjeg puta
apoptoze dovodi do promena u propustljivosti mitohondrijalne membrane, formiranja rupture
na spoljasnjoj membrane mitohondrija Sto za posledicu ima oslobadanje proapoptotickih
faktora i povecanje odnosa Bax/Bcl-2 odnosa (299).

Rezultati analize odnosa Bcl2/Bax najnize vrednosti zabelezene su prilikom
inkubacije Hela Celija meloksikamom. U grupi Caco-2 celija inkubiranih meloksikamom,
najveCi pad Bcl2/Bax odnosa zabeleZen je u grupi tretiranoj najmanjom koncetracijom
meloksikama i 5-fluorouracila, dok analiza rezultata upucuje na porast Bcl/Bax odnosa u
grupi inkubiranoj sa ketoprofenom i njegovim kombinacijama (Tabela 2.).

Sli¢an trend zabeleZen je i prilikom analize odnosa Bcl2/Bax u grupi Caco-2 celija.

Najnizi Bcl2-Bax odnos zabeleZzen je u grupama inkubiranih ketoprofenom, kao i
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kombinacije ketoprofena i 5-fluorouracila. Meloksikam je pokazao slicnu dinamiku efekata
kao i ketoprofen u kulturi Caco-2 Celija uz primetan dozno zavisan sinergizam sa 5-
fluorouracilom (Tabela 3).

Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima koji su potvrdeni Cinjenicom
da je za terapiju odredene vrste karcinoma vrlo bitan izbor citostatika, pa kada je karcinom
kolona u pitanju, ketoprofen i meloksikam potencirgju efekat 5-fluorourcila koji je
konvencionani citostatik za ovu vrstu maligniteta (253). Sa druge strane izrazito pozitivan
ucinak meloksikama na Bcl-2-Bax odnos moze biti rezultat ekspresije obe ciklooksigenazne
forme u Celijama karcinoma kolona (21).

U istrazivanju koje su sproveli Sturm i sar. pokazano je da je ekspresija Bax proteina
vazan prognostiCki parameter. ZabeleZeno je da pacijenati kolon karcinomom i pove¢anom
ekspresijom Bax proteina imaju bolju stopu prezivljavanja (300). Postoji nekoliko
istrazivanja koji ukljucuju razliCite vrste maligniteta potvrdujuci prognosticki znaCaj ovog
proapoptotickog proteina. Kod pacijenata sa karcinom dojke, smanjenje Bax ekspresije je
udruzeno sa smanjenim odgovorom na hemoterapiju i kraée prezivljavanje (301). Poveéana
ekspresija Bax proteina pozitivno korelira sa stepenom poboljSanja i remisije pacijentkinja sa
karcinom jginika (302).

Smanjenje ekspresije Bax proteina povezano je sa smanjenim opstankom Ccelije
karcinoma (303). Zato je pracenje funkcionalnosti i znaCaja Bax proteina od velike vaznosti u
terapiji karcinoma kolona i cerviksa. Bax protein indukuje apoptozu ostvarivanjem svoje
funkcije na nivou mitohondrija. Bax utiCe na kompleks pora odgovornih za propusljivost
mitohondrijalne membrane. Nesteroidni antiinflamatorni lekovi indukuju apoptozu u ¢elijama
karcinoma kolona Bax zavisnim putem, antagonizovanjem Bcl-XL (304).

PGE2 je proinflamatorni agens i predstavlja glavni proizvod prostaglandina u vecini
humanih karcinoma, ukljucujuci i karcinom kolona (305). PGE2 moZe dovesti do inhibicije
apoptoze indukcijom Bcl-2 protein i poveéavanjem aktivnosti NF-xB (306) koji su kljucni
regulatori antiapoptotickih puteva u Celiji karcinoma kolona i cerviksa. Zato je inhibicija
aktivnosti COX jedan od ciljnih tacki u cilju hemoprevencije karcnoma kolona i cerviksa.

U studiji koju su sproveli Ahmed i sar. pracen je antitumorski efekat ketoprofena u
¢elijama karcinoma pankreasa. Autori ovog istrazivanja su pokazali da nishodnu regulaciju
Bcl-2 proteina prilikom tretiranja Celija karcinoma pankreasa ketoprofenom u dozi od 60

umol/L, takode pokazan je antiproliferativan i proapoptotiCka aktivnost novosintetisanog
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derivata ketoprofena u Celijama karcinoma pankreasa kod kojih je zabelezena COX-2
aktivnost uz inhibiciju NF-xB (307).

5.4. Efekat alfa-lipoinske kiseline, ketoprofena i meloksikama na

primarnu kulturu mononuklearnih c¢elija periferne krvi

Toksicni efekat lekova koji se koriste u terapiji karcinoma je dobro poznat i znacajno
utiCe na postavljanje farmakoterapijskog plana u lecenju razlicitih malignih bolesti. Vecina
antineoplasticnih lekova su neselektivni u toku svog delovanja pa svoje efekte ostvaruju na
nivou Celija karcinoma i zdravih Celija veéine organa i tkiva. NajceS¢i neZeljeni efekti
citostatika ostvaruju se na nivou jetre, bubrega, srca, pluca, Celija krvi i imunog sistema
(308).

Leukociti ili bela krvna zrnca predstavljaju grupu uoblicenih krvnih elemenata veoma
bitnih za na$ imunolodki sistem. Nastaju u limfnim ¢vorovima i kostanoj srzi. Delujuci
zajedno obezbeduju odbranu organizma od tumora, bakterisjkih, virusnih i parazitnih
infekcija. Svi imaju sposobnost ameboidnog kretanja i fagocitoze koja im je razliCita i zavisi
od wvrste. Fagocitiraju nekrotiCne produkte, toksiCne materije, bakterije pa Cak i
neprepoznatljive materije iz samog organizma. Strana tela unose u svoju protoplazmu gde ih
razlazu fermentima ili ih taloZze u limfnim organima. KarakteriSe ih dijapedeza, sposobnost
prelaska iz kapilara u meducelijske prostore i tkiva.U krvi oveka ima oko 4-10 x 10”1 belih
krvnih zrnaca. Svi leukociti su osetljivi na mehaniCke i hemijske stimuluse pa Cak i na
neravnine krvog suda nastale usled kalcifikacije. Prema poreklu, obliku jedra i izgledu
citoplazme leukociti su podeljeni na granulocite (neutrofili, bazofili, eozinofili) i agranulocite
(monoaciti i lifociti) (309).

Mononuklearne Cdelije periferne krvi (eng. peripheral blood mononuclear cells,
PBMC) su populacija imunih Celija koja obuhvata limfocite, monocite i dendriticne Celije.
Zastupljenost frakcija ovih Celijskih populacija varira u okviru svake humane individue.
Mononuklearne Celije periferne krvi su kriticne komponente u imunom sistemu u borbi protiv
infekcije i procesa inflamacije. Limfociti su najbrojnija subpopulacija unutar PBMC i igraju
vaznu ulogu u adaptivnom imunom odgovoru dok su monociti vazne Celije urodenog imunog

odgovora (310).
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Pored benefita primene citostatika u terapiji karcinoma ovaj vid terapije moZe izazvati
ozbiljne hematoloske neZeljene efekte. Monociti i makrofagi, sami ili u saradnji sa drugim
¢elijama predstavljaju bitnu kariku u imunoloskom sistemu (311). Monociti imaju vrlo vaznu
ulogu u urodenom imunom odgovoru. U odgovoru na inflamtorni signal monociti se brzo
kre¢u do mesta inflamacije difernecirajuci se u makrofage koji obavljaju proces fagocitoze.
Monociti uCestvuju u borbi sa inficiranim celijama putem koji je posredovan antitelima.
Makrofagi su odgovorni za zaStitu tkiva od delovanja stranih supstanci i smatrgju se
dominantnim ¢elijama u toku procesa ateroskleroze (312).

Rezultati spovedenog istraZzivanja u primarnoj kulturi mononuklearnih Celija periferne
krvi, inkubiranih alfa-lipoinskomn kiselinom i kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom
na nivo ekspresije transkripcionog faktora kB, pokazali su postojanje statisticke znaCajnosti
samo u grupi Celija inkubiranih kombinacijom alfa-lipoinske kiseline i 5-fluorouracila i to u
grupama tretiranim srednjom i najve¢om koncentracijom ispitivanih kombinacija (p<0.05)
(Grafikon 15.). Kombinacija ketoprofena i 5-fluorouracila pokazala je statistiCku znacajnost
na smanjenje nivoa ekspresije NF-xB samo prilikom inkubacije primarne kulture
mononuklearnih celija periferne krvi sa najveCom koncentracijom ketoprofena i 5-
fluorouracila (p<0.001) (Grafikon 18). U sprovedenom istraZzivanju rezultati efekta
meloksikama i kombinacije sa cisplatinom i 5-fluorouracilom na smanjenje nivoa ekspresije
NF-kB, zabeleZeni su prilikom inkubacije Celija sa najve¢om koncentracijom meloksikama
(p<0.05), kao i u kombinaciji sa najve¢om koncentracijom 5-fluorouracila (p<0.05) (Grafikon
21.).

U sprovedenom istraZivanja postoji statisticki znaCajno povecanje nivoa Bax proteina
prilikom inkubacije primarne kulture mononuklernih celija periferne krvi sa najve¢om
koncentracijom cisplatina (p<0.01) i 5-fluorouracila (p<0.05) (Grafikon 30.), dok
kombinacija alfa-lipoinske kiseline sa citostaticima nije dovela do promena u ekspresiji Bax
proteinani u jednoj od grupa u odnosu na kotrolnu grupu. Vrednosti kvantitativne ekspresije
Bcl-2 u kulturi mononuklearnih Celija periferne krvi inkubiranih sa kombinacijom
ketoprofena i cisplatina ili 5-fluorouracila pokazali su statistiCku znacajnost u grupi Celija
primarne kulture inkubirane sa najvecim koncentracijama ispitivanih kombinacija (p<0.05)
(Grafikon 35.). Rezultati obavljenog istrazivanja pokazuju da vrednosti ekspresije Bax
proteina u mononuklearnim Celijama periferne krvi inkubiranim kombinacijom ketoprofena i
cisplatina nije pokazala statistiCku znaCajnost u grupi 1 u odnosu na kotrolnu grupu, dok se

Grupe 2 i 3 statistiCki razlikuju u odnosu na kontrolu na nivou (p<0.05). Kombinacija
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ketoprofena i 5-fluorouracila nije pokazala statisticku znacajnost ni u jednoj isptivanoj grupi
minonuklearnih cCelija periferne u odnosu na kotrolnu grupu (Grafikon 36.).

Analizom rezultata sprovedenog istrazivanja uporedene su vrednosti kvantitativne
ekspresije Bcl-2 nakon inkubacije sa razliCitim koncentracijama meloksikama u kulturi
mononuklearnih Celija periferne krvi u odnosu na kontrolnu grupu. Kod grupa tretiranih
meloksikamom u tri razliCite koncentracije nije pronadena znacajnost ni u jednoj od grupa u
odnosu na kotrolnu grupu. Kombinacija meloksikama i cisplatina nije dovela do statisticki
znacajnih izmena u nivou Bcl-2 ni u jednoj od grupa, dok je kombinacija meloksikam i 5-
fluorouracila pokazala statistiCki znaCajnu razliku u grupi inkubiranoj sa najvecom
koncentracijom ispitivane kombinacije (p<0.05) (Grafikon 41.). Rezultati istraZivanja
pokazuju da meloksikam u kombinaciji sa 5-fluorouracilom dovodi do statisticki znacajnog
poveCanja vrednosti Bax proteina prilikom inkubacije celija sa srednjom i najvecom
ispitivanom kombinacijom supstanci (p<0.05) (Grafikon 42.).

U sprovedenom istrazivanju analiziran je nivoa Bcl-2 i Bax proteina u primarnoj
kulturi mononukleranih Ccelija periferne krvi inkubiranih sa razliitim koncentracijama
ispitivanih supstanci. Analizom odnosa Bcl2/Bax protein zabelezeno je smanjenje ovog
odnosa pri inkubaciji mononuklearnih Celija periferne krvi najvecim koncentracijama
ispitivanih supstanci i njihovih kombinacija sa konvencionalnim cistostaticima. Analizirani
odnos bio je najnizi u grupi mononuklearnih éelija periferne krvi tretiranih kombinacijom
ketoprofena i cisplatina u najvisim koncentarcijama (Tabela 5).

Uloga mononuklearnih celija periferne krvi, u sprovedenom istrazivanju bazirana je
na kontroli efekata ispitivanih supstanci u cilju ispitivanja selektivnosti u toku delovanja,
analizom ekspresije mitohondrijalnih markera apoptoze. Rezultati obavljenog istrazivanja
ukazuju da, osim ocekivanih efekata ispitivanih citostatika, alfa-lipoinska kiselina, ketoprofen
I meloksikam nisu znaCajno uticali na ekspresiju transkripcionog faktora xB, Bcl-2 i Bax
proteina, potvrdujuéi na taj nacin selektivnost svog delovanja, prema Celijama karcinoma

kolonai cerviksau ispitivanim koncentracijama.
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5.5. Hemopreventivni potencijal alfa-lipoinske kiseline,

ketoprofena i meloksikama

Dosadasnja istrazivanja iz molekularne genetike i biologije karcinoma pruzaju nam
vazne informacije o genetskim faktorima i fundamentalnim biohemijskim putevima
karcinogeneze. Ovak tip saznanja omogucava nove terapijske mete i mogucnosti u cilju
otkria efikasnijih metoda u terapiji i prevenciji karcinoma. Hemoprevencija, jedna od
obeéavajucih strategija za prevenciju karcinoma, ima za cilj inhibiciju karcinogeneze
upotrebom jedinjenjaiz prirode ili sintetskih hemijskig agenasa (313).

Proces kontinuiranog otkrivanja novih hemopreventivnih agensa omogucava razvoj
strategija za poboljSanje i unapredenje trenutno dostupnih metoda za lecenje razliCitih tipova
maligniteta. UspeSan hemopreventivni agens bi trebao da pokazuje minimalnu toksicnost, a
znaCajnu stopu redukcije incidence i/ili progresije karcinoma (314). Veliki broj hemijskih
supstanci pokazuje obecavajue hemopreventivne karakteristike kod razli€itih tipova
karcinoma. Ovi agensi svoj mehanizam delovanja ostvaruju putem detoksifikacije
karcinogena, supresijom mutacija, inhibiranjem signalnih celijskih puteva i proliferacije ili
indukcijom procesa apoptoze (313).

Idealani hemopreventivni agens bi trebao da utiCe na kontrolu rasta preneoplasticnih
ili kanceroznih Celija modifikacijom izmnjenih i aberantnih signalnih puteva ili indukcijom
apoptoze. Karakteristike takvog agensa ukljuCuju selektivnost prema oStecenim il
transformisanim celijama, dobru bioraspoloZivost i vise od jednog mehanizma delovanja na
nivou signalnih Celijskih puteva. Nekoliko studija pokazalo je da prirodni produkti, pogotovo
sa antioksidativnim karakteristikama, pokazuju razliCiti stepen terapijskih benefita bez
izrazenih nezeljenih efekata u odnosu na ograni¢enja drugih hemioterapeutika (315).

Kljucno pitanje sa molekularnog aspekta kako za onkologe i kliniCke farmaceute, tako
i za same pacijente obolele od razli€itih tipova maligiteta jeste koji je to unutrasnji put
najzasluzniji za nastanak rezistencije i smanjeni odgovor na primenjeni farmakoterapijski
protokol (316). Urodena rezistencija na primenjeni prvi ciklus citostatske terapije
karakteristi¢na je za kracinome pluca, pankreasa i melanome, dok se steCeni tip rezistencije
na lekove prevashodno javlja kod pacijenata obolelik od karcinoma janika, dojke, kolona i
leukemija (317, 318). Postignit je veliki napredak u razumevanju uceSca cCelijskog odgovora

na nastanak i razvoj rezistencije citostatske terapije. Smatra se da ostvarena interakcija imedu
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leka i ciljnog mesta delovanja predstavlja susStinsku odrednicu nastanka rezistencije ili
smanjenog odgovora na primenjeni lek (319).

Istrazivanja iz oblasti terapije karcinoma pokazuju da kombinovani terapijski rezim
moZze omoguciti efikasniji i sigurniji tretman u odnosu na monoterapijski pristup (320).
Kombinovani rezim primene alfa-lipoinske kiseline, ketoprofena ili melokskama sa
konvencionalnim citostaticima ostvaruje veéi potencijal inhibicije NF-kB, smanjeni nivo
ekspresije Bcl-2 uz pojacanu ekspresiju proapototickog Bax proteina.

NF-xB ostvaruje antiapoptotiCke funkcije stimulacijom ekspresije inhibitornih
proteina apoptoze koji su ukljuceni u proces inhibicije kaspazne aktivnosti kao i ekspresije
Bcl-2 proteina, adaptivnih molekula i superoksid dismutaze (321), dok celije sa
konstitutivnom  aktivacijom NF-xB pokazuju visok stepen rezistencije na razliCite
hemoterapijske agense (322). Povezanost izmedu ekspresije NF-kB, nastanka karcinoma i
Celijske rezistencije na hemoterapijske agense €ine inhibiciju ovog transkripcionog faktora
vaznim terapijskim pristupom. Cusak i sar. su u svom istrazivanju pokazali da je inhibicija
NF-xB blisko povezana sa pojaCanim apoptotickim odgovorom na hemoterapiju (323).
Literaturni podaci pokazuju da je efkasnost terpije karcinoma kolona 5-fluorouracilom
znaCajno povecCana u toku paralelne administracije sa disulfiramom, upravo kao rezultat
inhibicije NF-xB (324). Ovakva zapaZanja ukazuju na to da NF-xB igra vaznu ulogu u
hemorezistenciji, omogucavajuci da inhibitori aktivnosti ovog transkripcionog faktora budu
ciljna mesta adjuvantne terapije karcinoma.

Delovanje ispitivanih citostatika na ¢elijsku proliferaciju moZe se smatrati oCekivanim
ukoliko uzmemo u obzir potencijal Celija karcinoma kolona za razvoj rezistencije na
delovanje 5-FU. Postoji nekoliko puteva koji mogu biti odgovorni za razvoj rezistencije na
delovanje 5-FU (325). Timidilat sintetaza(TS) uCestvuje u reakcjama metilacije deoksiuridin
monofosfata (dUMP) pomoéu 5,10-metilen tetrahidrofolata do sinteze deoksitimidin
monofosfata (dTMP). Zbog ove bitne uloge timidilat sintetaza moze biti ciljno mesto za
delovanje hemopreventivnih agenasa kao Sto je 5-FU | 5-fluorouracil deoksiriboza. Oba leka
se konvertuyju u 5-fluorodeoksiuridin  monofosfat (5FAUMP), nukleotid koji svoje
citotoksi¢no delovanje ostvaruje formiranjem stabilnog kompleksa sa timidilat sintetazom i
folatnim kofaktorom (5,10 metilen-tetrahidrofolatom). Mehanizmi rezistencije ukljucuju
povecanje intracelularnog nivoa timidilat sintetaze, postojanje mutiranih formi ovog enzima,

kao i nizak afinitet ka 5-FAdUMP ili folatnog kofaktora Sto kasnije moze rezultovati
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smanjenom aktivnoScu timidilat sintetaze (326, 327). Drugi put rezistencije moZe se objasniti
smanjenum transportom nukleozida ili nukleobaza u Celije putem nukleozid/nukleobaznih
transportera (328), dok pojedini autori smatrgju da p53 status i obnavljanje DNA defekata
mogu biti znaCajni uzroci razvoja rezistencije (329).

Konstitutivho povecanje koncentracije i indukcija NF-xB dokazana je u mnogim
tumorima, ukljucujuéi i karcinom kolona i cerviksa (330, 331). Indukcija NF-«xB dovodi do
razvoja rezistencije na hemioterapiju. Sa druge starne ustanovljeno je da NF-xB moze biti
prediktor ¢elijskog odgovora na dati citostatik. Podaci su oprecni, jer u nekim terapijama NF-
kB pozitivni tumori bolje odgovargju na terapiju u stanju uznapredovalog karcinoma kolona
(kod primene cetuximaba), dok drugi podaci pokazuju da NF-kB negativni tumori ispoljavau
vecu senzitivnost na terapiju. Kao tipi¢an inducibilni transkripcioni faktor, NF-xB se aktivira
u stanjima povecanog oksidativnog stresa i najjaCi je inducer primarnog inflamatornog
odgovora (332). Pokazana je konstitutivna indukcija NF-xB u stanjima pojacanog prisustva
mikroflore u mukozi i prisutne hroni¢ne inflamacije. Hronicna inflamacija je pogodno tle za
kancerogenezu, Sto ukazuje da epigenetski faktori mogu indukovati kancerogenu
diferencijaciju kolona, a prisustvo povecane koncentracije NF-xB u tumorskom tkivu
pogoduje metastaziranju (333). Ngverovatniji razlog kako kombinacija citostatika i afa
liponske kiseline ispoljava inhibitorni efekat na nivo NF-«B bi bila jaka antioksidativha
svojstva alf-liponske kiseline, koja time smanjuju inducibilni efekat. Ali Cinjenica da afa
liponska kislina data izolovano nije bila u stanju da kompletno suprimira sintezu i aktivaciju
NF-kB potvrdjuje da Celije karcinoma konstitutivno stvaraju NF-xB ne samo kao odgovor na
epigenetske faktore (oksidativni stres), ve¢ najverovatnije kao model svog preZivljavanja
(334). Efekat kombinacije citostatika i nesteroidnih antiinflamatornih lekova ispoljava
inhibitorni efekat na nivo NF-kB verovatno zbog kontrole aktivnosti ovog transkripcionog
faktora izmenjenom ekspresijom COX-2 (227).

Stoga je i objasnjivo da je kombinovano delovanje afalipoinske kiseline,
ketoprofena i meloksikama sa cisplatinom i 5-fluorouracilom rezultiralo pojacanim efektom
primenjenog citostatika. Uezsuka i sar. pokazuju da smanjenje NF-xB aktivnosti indukuje
apoptozu i smanjuje rezistenciju na 5-FU pa je sasvim jasno da pojaCana regulacija ovog
inducibilnog faktora direktno i indirektno povezana sa ¢elijskom proliferacijom i inhibicijom
apoptoze (335, 336). Ustanovljeno je da aktivisan NF-kB pozitivno deluje na Celijski rast,
dok inhibicija delovanja putem formiranja stabilnog kompleksa sa inhibitorom smanjuje i
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usporava kretanje tumorskih Celija iz G2 u S fazu Celijskog ciklusa (337). Rezultati dobijeni u
sprovedenoj studiji pokazuju da alfa-liponska kiselinai meloksikam deluje i u slucaju kada je
prisutna rezistencija na hemioterapiju, kao Sto je to sluCaj kod delovanja 5-FU na ispitivane
¢elije. To samo potvrduje podatak da je i u sluaju ovog tipa karcinoma prisutna konstitutivna
I epigenetska aktivacija NF-«xB.

ZnacCaj ekspresije Bcl-2 i Bax proteina u hemorezistenciji na citostatski tretman je
zabeleZzena kod pojedinih tipova maligniteta ukljucujuéi karcinom kolona i cerviksa (338,
339). Granci i sar. su u svom istrazivanju pokazali da koadministracija emulzije ribljeg ulja sa
standardnim agensima, 5-fluorouracilom, oksaliplatinom i irinotekanom, moze biti dobra
alternative u povecanju efikasnosti hemoterapijskih protokola uz aktivno uceS¢e Bax
zavisnog mitohondrijalnog puta (340), dok su Lo i sar. u istraZzivanju na Hela Celijama
potvrdili pozitivan efekat formononetina na citostatski efekat epirubicina. PojCana ekspresija
Bcl-2 spreCava apoptozu indukovanu vecdinom hemoterapijskih agenasa, ukljucujuci
alkilirajuCe agense i inhibitore topoizomeraze (341). Na osnovu uloge Bcl-2 proteina u
regulisanju permeabilizacije mitohondrijalne membrane i njihove Cesto modifikovane
ekspresije u mnogim karcinomima, Bcl-2 protein predstavlja legitimnu metu u procesu
indukcije apoptoze, bilo sami ili u saradnji sa odredenom terapijom. Naravno, primena
molekularnih markera bila bi opravdana samo onda kada postoji potvrSdena pojacana
eksprsija ovih proteina u Ccelijama karcinoma (317). Mnogobrojne strategije, na
molekularnom nivou, mogu biti odgovorne za efekat afa-lipoinske kiseline, ketoprofena i
meloksikama na inhibiranje aktivnosti Bcl-2 antiapoptoticke aktivnosti ili njegovu smanjenu
ekspresiju. Proteini koji sadrze samo BH3 domene izmaju vaznu ulogu u permeabilnoj moci
mitohondrijalne membrane, zato mali molekuli, takozvani BH3 mimetici, koji bi mogli da
interaguju sa ciljnim mestima na povrsini Bcl-2 molekula mogu igrati vaznu ulogu u
indukciji apoptoze (342), dok se povecena ekspresija Bax proteina potencijalno moze
objasniti modulacijom Bax zavisnog mitohondrijalnog puta (343).

Na osnovu analize rezultata obavljenog istraZzivanja moze se reCi da alfa-lipoinska
kiselina, ketoprofen i meloksikam zauzimaju znaCajno mesto u hemoprevenciji karcinoma
kolona i cerviksa delujuci na ekspresiju NF-xB, Bcl-2 i Bax, kao vaznih markera apoptoticke
mocCi Celije karcinoma kolona i cerviksa. Primecen je koncentracijski zavisan efekat
ispitivanih supstanci, pogotovo u kombinaciji sa citostaticima. Kada je komparacija
nesteroidnih antiiflamatornih lekova u pitanju, prednost bi mogla biti data meloksikamu,

najverovatnije zbog selektivnijeg profila delovanja premainhibiciji COX-2.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata sprovedenog istraZzivanja moze se zakljuciti sledece:

Alfa lipoinska-kiselina, ketoprofen i meloksikam, sami ili u kombinaciji sa
citostaticima, ostvaruju selektivno citotoksi¢no i/ili antiproliferativno delovanje na
Celije karcinoma kolona i cerviksa, uz primetan trend koncentracijske zavisnosti.
NajjaCi antiproliferativni efekat ostvarila je alfa-lipoinska kiselina u najvecoj
koncentraciji, sama i u kombinaciji sa cisplatinom, dok je efekat meloksikama bio

izraZeniji u odnosu na ketoprofen u kulturi Celija karcinoma kolona.

Alfa lipoinska-kiselina, ketoprofen i meloksikam, sami ili u kombinaciji sa
citostaticima, pokazuju inhibitorni efekat na nivo NF-xB u ¢elijama karcinoma kolona i
cerviksa u skladu sa bioloSkim Kkarakteristikama samih Cdelija. Efekat najveée
koncentracije afa-lipoinske kiseline i kombinacije sa cisplatinom na smanjenje
ekspresije NF-xB bio je najizraZeniji u kulturi Hela, dok je u kulturi Caco-2 Celija
kombinacija sa 5-FU ostvarila ngjintezivniju inhibiciju NF-xB. Efekat meloksikama bio
je izrazeniji u odnosu na ketoprofen, pogotovo u kulturi Caco-2 Celija, primenjen sam ili

u kombinaciji sa 5-fluorouracilom.

Alfalipoinska kiselina, ketoprofen i meloksikam, sami ili u kombinaciji sa
citostaticima, dovode do smanjenje ekspresije Bcl-2 i povecenja ekspresije Bax proteina
u celijama karcinoma kolona i cerviksa sa trendom koncentracijske zavisnosti.
Najizrazeniji efekat na smanjene ekspresije Bcl-2 proteina ostvarila je najveca
koncentracija afa-lipoinske kiseline u kulturi Hela celija, dok je efekat meloksikama u
odnosu na ketoprofen, bio izraZeniji u kulturi Caco-Celija. ZabelZen porast Bax proteina
u svim ispitivanim grupama pokazuje dozno zavisni efekat i sinegiju sa cisplatinomi 5-

fluorouracilom.
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Pored ocekivanih efekata ispitivanih citostatika, alfa-lipoinska kiselina, ketoprofen i
meloksikam nisu znaCajno uticali na ekspresiju NF-xB, Bcl-2 i Bax proteina u
primarnoj kulturi mononuklearnih celija periferne krvi, potvrdujuéi na taj nacin
selektivnost svog delovanja, prema éelijama karcinoma kolona i cerviksa u ispitivanim

koncentracijama.

Sprovedena studija ukazala je na izraziti hemopreventivni potencijal alfa-lipoinske
kiseline, ketoprofena i meloksikama na osnovu procene kvantitativne ekspresije NF-«B,
transkripcionog faktora ukljucenog u regulaciji gena koji utiCu na nivo apoptoze, Bcl-2 i
Bax u kulturama Celija karcinoma kolona i cerviksa. Efekat isptivanih supstanci bio je

izraZzeniji u kulturi Celija karcinoma kolona.

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se konstatovati da bi potvrdeni hemopreventivni
potencijali alfa-lipoinske kiseline, ketoprofena i meloksikama bili izuzetno znacajni
preparati za dalja in vivo preklinicka ispitivanja u cilju potenciranja efekata, uz
poseban osvrt na razvoj rezistencije i smanjenja nezeljenih efekata standardnih

citostatskih tretmana karcinoma kolonai cerviksa.
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Hpumaor 1.

H3JABA O AYTOPCTBY

MnjasbyjeM fia je JOKTOpCKA UCEPTalHja, MO HACI0BOM
. s —_ S N
Thcx  ~a RO m\ém OODCALMCRS (OBt IAMNR k3 S CI0R DO

QM&W\A}. NG;_;DQC\ 1 xeuu\’x’t’_c“-‘*\hgx'\-\ L e o B /lu et e A"f-
\N&,\u,\m vvs.\w,.m R As wﬁ?%\mt‘u N VATRO I'}cm,\)Q_,\c‘a

e PE3YNTAT CONCTBEHOT MCTPAKMBAYKOT paja,

e J1a TIpe/UIOKEeHA Jmccpraunja HH Y LeNHHH, HI Y [eTOBMMa, HHje Giia mpeoxena
sa jpobujame 6Gun0 Koje OMIIOME, NpeMa CTYQMjCKHM MporpaMHMa ApYTHX
BHCOKOIIKONCKHX YCTAHOBa,

e [acy pe3ynTaTH KOPEKTHO HABEACHH M

s 7a BMcaM KpIDHO/fa ayTopcKa IpaBa, HHTH amoynoTpeSHo/Ta HHTENEKTYAHY CBOjHHY
JIPYTHX JIALA.

YV Huury,

T N =L
AyTop aMcepTaugje: -v\G}(_‘i&"cCR OO QY\J« L\

INoTnHe goKTOpaHaa:
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Ipunor 2.

H3JABA O UICTOBETHOCTH IITAMITAHE M EJEKTPOHCKE BEP3UJE
JOKTOPCKE JIMCEPTAITHJE

HMe 1 npesHMe ayTopa: 15\6:@_*\(_3‘ Q‘M&.@eﬁcdzut\

_CryaujcKH 11poTpam: —ﬂ; #C Toxoouroenon A ‘
Lol Hwolo ()@éil- PO _¢u-&;l.\3“-ld42 s N%{Eg\m\um Oy s PRI TR -
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BRR] E

an e, O ORGSO

U Ay Tt 2k rE Mﬁ&‘;ég;‘_a' s 2 Dt
Hacnos pana. '\\M‘E\\ o a.':..r :c RLATANDY ‘:g}\ﬂ.- i \H'\‘M.‘.'sp\\:»—- o,
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UsjasmbyjeM fga je LiTaMmIaHa Beparja Moje AOKTOpPCKE nucepTalfje HCTOBETHA
eneKTPOHCKO] BEP3MjH, KOJy caM npefao/na 3a yHomewe Yy JnrnTaanu PeENoIHTOPHjYM
VunsepsuTera y Hunry.

Tozsospaeam fa ce objase MOjH JHYHH MOJalH, KO ji cy y BesH ca jobujamem
AKAJIEMCKOT 3Baiba IOKTOpA HayKa, Kao UITO CY HMe I NpE3UMe, TOIHHA K MECTO poljerma H
maTym onbpaHe paja, H TO Y KaTanory EubmioTexe, JIUCHTATHOM pEIOIMTOPH]YMY
VunpepanTeTa y Humly, kao 0y my6nuxaijama Y HHBEPIHTETA ¥ Humnry.

VY Humy,

P A ;
AyToOp [ICcepTalHje: k_RC:_'("L.Bn\C& O &W‘-C;%u V<

TloTrnMc JOKTOpanaa:
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Mpnmor 3.
H3JABA O KOPUIIRERY

OrnamfiyjeM YHupepsuteTcky OnOmMoTEKY ,Huxoma Tecna“ ma, y Jurntamuu
penoauTopujyM Yrupepsuteta y Huury, yrece MOjy IOKTOPCKY JIMCEPTALIH]Y, TTO/l HAC/IOBOM:

( — 3 - =

MG A owee cu\&xb MO CNLNCRE WIS ISR Ay x«euuﬁ&‘"‘u\*{aux

. t
(LMQMM:-\W e )H:'_’\._‘L(,K-.\Y)@'G)‘d*\\#{-u N -u:c\;-’i,\i;.u;v"\—\
{}.I.I._,\:)\-;At o T\f"r\l-‘»(:f‘ RC\\:-TS&*\QSM'» RO A “_{i_qiﬁiu: oo 3N diTRO rJ{\‘(M =N
K0ja je Moje ayTopeko Jiefo.

Jucepraunjy ca CBMAM [pHIO3HMA npefao/ia caM Y ENCKTPOHCKOM topmary,
MOTO/IHOM 32 TPajHO apXHBHPAILE.

Mojy HOKTOpCKY AHCEPTALM]Y, YHETY ¥ Juratansn PENO3HTOPHjYM YHHUBEP3HTETA Y
Hupry, MOTY KOPHCTHTH CBH KOjH nomTyjy oapendbe caipiane y opabpanoM THOY NHLICHIIE
Kpearusne sajenuuie (Creative Commons), 3a Kojy cam ce omty4Ho/na.

1. Ayrdpc‘rno
2. AYTOpCTED — HEKOMEPLH|aHO
@ . AyTopCTEO — HEKOMEpLHjaTHO — 63 mpepajie
4. AYTOPCTBO — HEKOMEpIHjIHO — JIETHTH MOJ HCTHM yciIoBAMa
5. Aytopeteo — Ges npepane
6. AyTOpCTBO — JIENHTH TOJ HCTHM YCIOBHMA

(Monimo 1a NOABYHETE caMo je/IHY Of mecT NOHYfje K THIEHI, KPATaK OMHG THLCHIN je ¥ HacTaBKY TEKCTa).

V Humy,

Woaase 1;1»)&@:\-\\‘:‘(“ =

AyTop AHCEpTalHje:

[MoTTiHe AOKTOpaHIA:
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