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1. UVOD

Unato¢ znatnom napretku moderne medicine, ljekoviti pripravci iz biljnih 1
Zivotinjskih vrsta i dalje ¢ine veliki doprinos zdravstvu u smislu prevencije i lije€enja brojnih
oboljenja (Harvey, 1988, 2000). Mnogi nacini lije€enja koji se posljednjih godina cesto
primjenjuju u zapadnim zemljama dolaze iz Azije, a njihova popularnost sve viSe raste
(Parekh 1 sur., 2009; Graziose 1 sur., 2010). Otrovi Zivotinja, posebice kukaca, odavno se
koriste u znanstvenim istraZzivanjima, a danas i kao osnova mnogih preparata 1 lijekova koji su
od velike koristi u medicini (Da Rocha i sur., 2001; Lewis i Garcia, 2003; Amin 1 sur., 2009;
Nobili i sur., 2009). Od brojnih prirodnih spojeva koji se koriste u orijentalnoj i alternativnoj
medicini, otrovi izolirani iz mnogih organizama svoju primjenu imaju ve¢ dugi niz godina, a
medu njima najznacajniji je otrov iz pcela roda Apis mellifera (Chang i Bliven, 1979; Eiseman
i sur., 1982; Lee i sur., 2005; Son i sur., 2007; OrSoli¢ i sur., 2010; OrSoli¢, 2012). Veliki broj
istrazivanja govori o pozitivhim svojstvima pcelinjega otrova koja ukljuuju njegova
radioprotektivna (Varanda and Tavares, 1998; Gajski 1 Garaj-Vrhovac, 2009), protumutagena
(Varanda i sur., 1999) i protuupalna svojstva (Nam i sur., 2003; Lee i sur., 2001), a poznato je
i njegovo blagotvorno djelovanje na bol (Kwon i sur., 2001a,b; Lee i sur., 2004; Baek i sur.,
2006).

U posljednjih nekoliko desetlje¢a sve je viSe oboljelih od raka te njihova smrtnost
postiZe sve vece razmjere stvarajuci na taj na¢in golemi zdravstveni, ali i ekonomski problem.
Sve veca pojavnost tumorskih oboljenja dovodi do potrebe stvaranja novih lijekova te novih
strategija u lijeCenju ove bolesti. Upravo zbog toga, prouCavanje tumora i istraZivanje
razli¢itth moguénosti njegova lijeCenja jedna je od glavnih zadaca suvremene znanosti
(Stewart 1 Kleihues, 2003; Gotay, 2010). Nastojanja suvremene medicine 1 znanosti u
pronalasku lijeka protiv ovakvih oboljenja nisu uspjela u potpunosti u svom naumu jer, iako
danas propisane terapije u vidu kirurS§kog zahvata, radioterapije i kemoterapije pomazu
bolesnicima u suzbijanju ove bolesti, rezultat je joS uvijek poguban za mnoge oboljele.
Upravo zbog toga u posljednjih nekoliko godina sve je veca upotreba alternativnih nacina
lije¢enja ovakvih oboljenja, a ona se ve¢inom temelje na koristenju prirodnih spojeva biljnog i
Zivotinjskog porijekla u terapiji protiv tumora (Mehta i Pezzuto, 2002; Guilford i Pezzuto,

2008; Mehta i sur., 2010; Cherniack, 2011).
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Otrovi iz razli¢itih Zivotinja, poput onih izoliranih iz zmija (Borkow i sur., 1992;
Feofanov 1 sur., 2005; Yang i sur., 2005; Debnath i sur., 2007), pauka (Van Den Berg i sur.,
2002; Nagaraju 1 sur., 2006; Gao i sur., 2007), Skorpiona (Soroceanu i sur., 1998; Wang i Ji,
2005; Das Gupta i sur., 2007), morskih jeZeva (Pettit i sur., 1981; Nishioka i sur., 2003) i
koralja (Schweitz i sur., 1985; Meunier i sur., 2000; Soletti i sur., 2008), posjeduju moguénost
ubijana tumorskih stanica. Suvremena medicinska znanost posljednjih godina pridaje sve vece
znaCenje 1 pcelinjim proizvodima, a posebice pcelinjem otrovu koji se koristi u razlicite
medicinske svrhe (Son i sur., 2007; Cherniack, 2010; OrSoli¢, 2012). Upotreba pcelinjih
proizvoda u sprjecavanju nastanka bolesti i njihova lijeCenja, iskazana je pojmom apiterapija.
Upotreba prirodnih proizvoda i njihovih aktivnih sastavnica u prevenciji i obradi kroni¢nih
bolesti zasnovana je na iskustvu prvenstveno tradicionalnog sustava medicinske prakse u
razli¢itim etnickim zajednicama kao i epidemioloSkim opaZanjima odnosa izmedu nacina
prehrane i bolesti (Radi¢, 2005; Orsoli¢, 2009a; Cherniack, 2010).

Interes za ljekovita svojstva pcelinjih proizvoda kao i protutumorski ucinak istih,
porastao je u zadnjih 30 godina gdje se suvremenim metodama istrazuje sastav pcelinjih
proizvoda zbog bioloSke ucinkovitosti na organizam, koja je poznata ve¢ tisu¢lje¢ima. Danas
je poznato viSe od 20000 vrsta pcela u svijetu (Slika 1), a interes ljudi uvelike je vezan za
medicinska svojstva pcelinjih proizvoda poput meda, pcelinjega voska, propolisa, peludi,
mati¢ne mlijeci te samog pcelinjega otrova (Radi¢, 2005; Salcido, 2008). U posljednjih
nekoliko godina sve je viSe istrazivanja koje govore o protutumorskim svojstvima pcelinjega
otrova i njegovih sastavnica. Uza sve to, novija istraZzivanja upucuju i na nekoliko
mehanizama toksi¢nosti ovoga prirodnog spoja na mnogim tumorskim stani¢nim linijama koji
ukljucuju promjene u stani¢nom ciklusu, uc¢inak na stani¢nu proliferaciju i preZivljenje te na
indukciju stani¢ne smrti u vidu apoptoze i nekroze (Liu i sur., 2002; Jang i sur., 2003; Nam i
sur., 2003; Orsoli¢ i1 Basi¢, 2003; Orsoli¢ 1 sur., 2003; Chen 1 sur., 2004; Hu i sur., 2006;
Moon i sur., 2006; Putz i sur., 2006; Chu i sur., 2007; Lee i sur., 2007; Ip i sur., 2008a, b; Liu
1 sur., 2008; Moon 1 sur., 2008; Tu 1 sur., 2008; OrSoli¢, 2009b; OrSoli¢ i sur., 2009; Wang 1
sur., 2009; Cho i sur., 2010; Huh i sur., 2010; Park i sur., 2010, 2011; Ip i sur., 2012; Jo i sur.,
2012; Orsoli¢, 2012).
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i (b)

Slika 1. Europska pcela Apis meliffera. Péele na prirodno izgradenom sacu (a) i pcela u
trenutku sakupljanja cvjetnog nektara (b) (slike preuzete sa internetske stranice
http://www.naturephoto-cz.eu).

1.1. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istraZivanja bio je utvrditi potencijalno protutumorsko djelovanje pcelinjega
otrova i njegove glavne sastavnice melitina na nizu tumorskih stani¢nih linija i njihovim
sublinijama otpornima na citostatike u svrhu odredivanja djelovanja pcelinjega otrova u
kombinaciji sa citostaticima te odredene mehanizme kojima ovaj kompleksan spoj djeluje na
stanice. Osim djelovanja pcelinjega otrova i melitina na tumorskim stani¢nim linijama, ispitan
je i njegov ucinak kod normalnih ne-tumorskih stanica u svrhu odredivanja potencijalno
Stetnog djelovanja ovoga spoja na normalne stanice. U pokusima ¢e se koristiti roditeljske
stani¢ne linije ljudskog karcinoma vrata grlica maternice HelLa i grkljana HEp-2 te njihove
sublinije stabilno otporne na cisplatinu HeLa CK 1 CK2, zatim stanicne linije ljudskog
glioblastoma A1235, adenokarcinoma kolona SW620, adenokarcinoma dojke MCF-7 te
ne-tumorske ljudske embrionske stani¢ne linije bubrega HEK-293 i normalni fibroblasti Hef.
Osim stani¢nih linija u kulturi, u pokusima ¢e se koristiti i ljudski limfociti iz periferne krvi
kao vrlo osjetljivi biomarkeri oSteCenja. Utjecaj pCelinjega otrova 1 melitina na stanicnoj
razini ispitivat ¢e se citogenetickim 1 molekularno bioloSkim metodama u svrhu dobivanja
podataka vezanih za citotoksi¢nost i genotoksi¢nost ovih spojeva te u svrhu dobivanja
podataka o tipu stani¢ne smrti koju uzrokuju. Dobiveni odgovori posluzit ¢e za bolje
razumijevanje mehanizama ukljuenih u stani¢ni odgovor uzrokovan obradom pcelinjim
otrovom 1 melitinom te razjasniti potencijalnu mogucnost upotrebe ovog kompleksnog spoja u

terapijske svrhe.
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2.1. Péelinji otrov

Pcelinji otrov je izluCevina zal¢anog sustava pcela radilica koji pcelama sluzi za
obranu pcelinje zajednice od neprijatelja te kao upozorenje na opasnost od napasnika.
Pretpostavlja se da pri pcelinjem ubodu lako hlapljivi dio otrova koji ispari, sluzi kao
svojevrsni alarm ostalim p&elama na prisutnost neprijatelja. Zal¢ani sustav péela radilica, u
kojem se nalazi sam otrov, smjeSten je u zatku pcela koji je sa jedne strane povezan sa
otrovnom zlijezdom koja izlucuje otrov, dok je sa druge strane povezan malim kanalom koji
vodi do Zalca (Slika 2). Otrovna Zlijezda proizvodi otrov koji se ulijeva u spremnik. Nekoliko
tjedana nakon metamorfoze pcela nosi najviSe otrova u spremniku. Dok leti i sakuplja nektar
koli¢ina otrova se postupno smanjuje. Pri ubodu péele iniciraju 50 pg do 140 pg otrova. Zalac
pcela se sastoji od dvije paralelne iglice koje imaju kukice za dublji prodor i dobro
zahvacanje. Kroz taj prostor se kroz kanal ispuSta otrov. Sam Zalac smjeSten je u abdomenu i
kukac ga ispusta kad namjerava ubosti. Nakon uboda, zbog grade Zalca, pcele nisu u
mogucénosti izvaditi ga te Zalac zajedno s Zal€anim sustavom i otrovnom Zlijezdom ostaje u
kozi kraljesnjaka. MiSi¢i koji tu strukturu drZe tada pucaju i pcela ugiba (Mebs, 2002;
Srebocan 1 Srebocan, 2002; Radi¢, 2005; Schmidt i Buchmann, 2005; Plavsi¢ 1 Zuntar, 2006;
Chen i Lariviere, 2010).

aort
Flijezda slinownica

zeludac  jedne komore

b
E gy
respiratomni

migié

gy
risi & krila

zaludat za med

tanko crijevo
rekturn

ofrovna
pl wredica

: J ganglija Zivea

(a) ' (b)

Slika 2. Grada pcele Apis mellifera (a) i Zalac pcele iz kojeg ispusta otrov (b). Pcelinji Zalac je
lagano nazubljen. Trut nema Zalac za razliku od matice i radilice. Zalac péelama sluzi za
obranu od prirodnih neprijatelja. Zalac se nalazi u straznjem dijelu péelinjega tijela (slike
preuzete sa internetskih stranica http://www.opg-cegrlj.hr i http://gorazdemedina.com).
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Pcelinji otrov kod sisavaca izaziva toksic¢ne u¢inke u cijelom organizmu, a posebno na
sr¢ano-Zilnom i Ziv€anom sustavu. Zbog svojeg raznovrsnog sastava otrov ima vrlo raznoliko
djelovanje na viSe organa. Po svom ucinku pcelinji otrov vrlo je slican otrovu zmija, no
kolic¢ina otrova koja se ispusta pri ubodu pcela mnogo je manja od one prilikom ugriza zmija.
Ubod pcelinjega otrova kod Zivotinja izaziva raspadanje krvnih stanica, smanjuje sposobnost
zgruSavanja krvi te povecava propusnost krvnih Zila Sto se ocCituje otokom 1 krvarenjem u
unutarnjim organima. Kod ljudi pcelinji otrov izaziva upalnu reakciju koja se ocituje pojavom
otoka, crvenilom i boli na mjestu uboda. Najopasniji su ubodi u usnu Supljinu, jezik ili o¢nu
jabucicu. Velika koli¢ina pcelinjega otrova moze djelovati i smrtonosno, a smrt nastaje uslijed
bronhijalnog grca kao posljedica paralize centra mozga zasluznog za disanje. P¢elinji otrov u
organizmu izaziva reakciju imunoloSkog sustava koja kod preosjetljivih osoba moze izazvati i
alergijske reakcije koje mogu biti vrlo opasne te takoder izazvati smrt (Srebocan i Srebocan,
2002; Radi¢, 2005; Przybilla i Ruéff, 2010; Brown i Tankersley, 2011; Rajendiran i sur.,
2012).

(a) (b)

Slika 3. Sakupljanje pcelinjega otrova uz pomo¢ uredaja koji je sastavljen od staklene ploce
ispod koje se nalaze Zice pod naponom struje. Uredaj se postavlja na ulazu u koSnicu. Pod
utjecajem strujnog napona, pcele luce otrov ubodom na stakalce s kojega se nakon suSenja
otrov struze (slike preuzete sa internetske stranice https://secure.entertainz.co.nz).

U znanstvene svrhe pcelinji otrov se sakuplja sa posebnim uredajem koji je sastavljen
od staklene ploce ispod koje se nalaze Zice pod niskim naponom struje od 18 V do 22 V
(Slika 3). Taj se uredaj postavlja na ulazu u koSnicu. Pod utjecajem strujnog napona,
iziritirane pcele luce svoj otrov ubodom na stakalce s kojega se nakon suSenja otrov struZe.
Pcelinji otrov gusta je tekucina karakteristicnog mirisa nalik na med i gorko kiselog okusa.
Liofilizirani otrov, odnosno otrov koji je osuSen bez tekuce faze, je lako hlapljivi, svijetlosivi

do sivkasto Zuti prah (Slika 4). Kao takav, pcelinji otrov ¢uva se u hermeticki zatvorenim
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posudama na — 20 °C prema preporuci proizvoda¢a (Eskridge i sur., 1981; Skenderov i

Ivanov, 1986; Srebocan i Srebocan, 2002; Radi¢, 2005).

(@) (b)

Slika 4. Pcelinji otrov u teku¢em obliku (a) i liofilizirani pcelinji otrov (b) (slike preuzete sa
internetskih stranica http://www.leominsterbeeman.com i http://www.supplierlist.com)

2.2. Sastav pcelinjega otrova

Glavna sastavnica pcelinjega otrova je voda koja ¢ini oko 88% otrova u cjelini. Ostali
suhi dio pcelinjega otrova sainjavanju peptidi melitin, apamin, sekapin, prokamin A 1 B,
adolapin, terciapin te peptid koji degranulira mastocite (Slika 5). Dominantni enzimi u
pcelinjem otrovu su fosfolipaza A, te u manjem omjeru fosfolipaza B, hijaluronidaza, kisela
fosfomonoesteraza, lizofosfolipaza te a-glukozidaza. Pcelinji otrov takoder se sastoji od
nekoliko fizioloski aktivnih amina 1 neuroprijenosnika (histamin, dopamin, noradrenalin;
Slika 6), Secera glukoze i1 fruktoze, fosfolipida, aminokiselina (aminomasla¢ne kiseline i
aminoizomaslacne kiseline) te veée koli¢ine mineralnih tvari (Tablica 1). Gotovo sve ove
sastavnice, koje su sadrzane u pcelinjem otrovu u odredenoj mjeri, imaju ucinke na brojne
staniCne sustave. Tri najzastupljenije peptidne komponente pcelinjega otrova su melitin,
apamin 1 peptid koji degranulira mastocite (Neuman i Haberman, 1954; Haberman, 1971,
1972; Gauldie i sur., 1976, 1978; Shipolini, 1984; Banks i Shipolini, 1986; Hider, 1988;
Palma, 2006; Son i sur., 2007; Chen i Lariviere, 2010).
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Slika 5. Strukture nekih od glavnih peptidnih sastavnica iz pcelinjega otrova: melitin (a),
apamin (b), peptid koji degranulira mastocite (c), sekapin (d) i terciapin (e) (slike preuzete sa
internetske stranice http://www.chemicalbook.com).
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Slika 6. Struktura fizioloski aktivnih amina iz pcelinjega otrova: histamin (a), dopamin (b) i
noradrenalin (c) (slike preuzete sa internetske stranice http://www.chemicalbook.com).
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Tablica 1. Analiza sastava pcelinjega otrova izrazena kao postotak suhe tvari pcelinjega
otrova nakon suSenja u kojem voda ¢ini 88% od ukupnog sastava izoliranog pcelinjega otrova
(Shipolini, 1984*; Dotimas i Hider, 1987%%*).

Enzimi Fosfolipaza Az 10,0 -12,0 10,0-12,0

Kisela 1,0
fosfomonoesteraza

a-glukozidaza 0,6

Apamin

i 3,0

1,0-3,0

Sekapin 05-2,0

i 0,5

Adolapin

i 1,0

Terciapin

i 0,1 0,1

Fizioloski aktivni Histamin 06-1,6 05-2,0
amini

Noradrenalin 0,1-0,7 0,1-05

a-aminokiseline 1,0

Fosfolipidi

2.2.1. Melitin

Melitin je glavna sastavnica pcelinjega otrova te glavni toksin koji sacinjava oko 50%
suhe tvari samoga otrova. Melitin je bazi¢ni peptid formule C;31H25N3303, koji se sastoji od
26 aminokiselina poznatog slijeda, a teZina mu iznosi 2847,5 Da. Njegov aminokiselinski
slijed je Gly-Ile-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-Pro-Ala-Leu-Ile-Ser-Trp-
Ile-Lys-Arg-Lys-Arg-Gln-Gln (Terwilliger i Eisenberg, 1982a,b; Terwilliger 1 sur., 1982).

Taj peptid je amfoterna molekula zbog specificnog rasporeda aminokiselina u lancu. Na
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N-terminalnom kraju (poloZaji od 1 do 20) nalaze se nepolarne, hidrofobne i neutralne
aminokiseline, dok se na C-terminalnom kraju (polozaji od 21 do 26) nalaze hidrofilne i
bazicne aminokiseline (Slika 7). Ovakav raspored aminokiselina melitinu daje amfipatska
svojstva. Melitin je prirodni detergent, visoke povrSinske i membranske napetosti. Iako se kao
monomer ili tetramer otapa u vodi, ovaj peptid se lako ugraduje u membrane tvoreci
tetramerne agregate kao pore za ione te na taj nacin dovodi do poremecaja u strukturi
fospolipidnog dvosloja. Melitinski tetrameri uzrokuju depolarizaciju Ziv€anih zavrSetaka te na
taj nacin uzrokuju bol (Lauterwein i sur., 1979; Brown i sur., 1980; Lauterwein 1 sur., 1980;
Lavialle i sur., 1980; Gevod i Birdi, 1984; Bechinger i Lohner, 2006). Melitin takoder
pojacava djelovanje fosfolipaze A, te i na taj nacin takoder djeluje na stanice (Lad i Shier,
1979; Shier, 1979). Svaki melitinski lanac sastoji se od dvije a-zavojnice te u konac¢nici ima
oblik savijenog Stapa (Slika 8). Melitin je tetramer u koncentraciji u kojoj se nalazi u vrecici s
otrovom kod pcela, dok se kao monomer javlja u minimalnoj koncentraciji potrebnoj za lizu
stanice (Terwilliger i Eisenberg, 1982a,b; Terwilliger i sur., 1982; Ladokhin i White, 1999).

Ove strukturne karakteristike melitina bi mogle imati vaznu ulogu u njegovoj citotoksi¢nosti.

Slika 7. Konformacija jednog melitinskog lanca iz tetramera. Svaki lanac melitina sastoji se
od dvije a-zavojnice koje sadrze 26 aminokiselinskih ostataka (slika preuzeta iz rada
Terwilliger i Eisenberg, 1982.)

10
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HYDROPHILIC
SIDECHAINS

# HYDROPHOBIC
SIDECHAIN

Slika 8. Trodimenzionalna struktura tetramernog melitina (slika preuzeta iz rada Terwilliger i
Eisenberg, 1982.)

Do danas je pokazano da je melitin toksi¢an za stanice hematopoetskog sustava koji
ukljucuje limfocite, timocite te eritrocite, a uocena je 1 njegova toksi¢nost prema crijevnim
stanicama (Tosteson 1 sur., 1985; Watala i Kowalczyk, 1990; Shaposhnikova i sur., 1997,
Pratt 1 sur., 2005; Maher i McClean, 2006; Lee i sur., 2007). Nadalje, melitin reagira i sa
brojnim metabolickim funkcijama stanice na nadin da remeti plazmatsku membranu te
uzrokuje promjene u enzimskom sustavu, dok se njegova liticka aktivnost dovodi u vezu sa
mogucnoscu ugradnje u fosfolipidni dvosloj stanicnih membrana (Vogel, 1981; Fletcher 1

Jiang, 1993; Raghuraman i Chattopadhyay, 2007).

2.2.2. Apamin

Apamin kao najmanji neurotoksin pcelinjega otrova bazicni je peptid formule
C79H,31N31024S4 koji se sastoji od 18 aminokiselina s dva disulfidna mosta Sto ¢ini strukturu
vrlo ¢vrstom, a tezina mu iznosi 2027,3 Da. Njegov aminokiselinski slijed je Cys-Asn-Cys-
Lys-Ala-Pro-Glu-Thr-Ala-Leu-Cys-Ala-Arg-Arg-Cys-Gln-GIn-His  (Haux 1 sur.,, 1967;
Hartter, 1980; Hider i Ragnarsson, 1980; Wemmer i Kallembach, 1982; Habermann, 1984).
Ovaj peptid uzrokuje neurotoksi¢ni ucinak u lednoj moZdini sisavaca te dovodi do
hiperaktivnosti i gréenja miSi¢a. Takoder, apamin je specifi¢an blokator kalijevih kanala

ovisnih o kalciju (Habermann, 1977; Banks 1 sur., 1979; Strong, 1990).

11
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2.2.3. Peptid koji degranulira mastocite

Peptid koji degranulira mastocite bazi¢ni je peptid od 22 aminokiseline formule
C110H192N40024S4 koji sadrzi dva disulfidna mosta, a teZina mu iznosi 2587,22 Da. Njegov
aminokiselinski slijed je Ile-Lys-Cys-Asn-Cys-Lys-Arg-His-Val-Ile-Lys-Pro-His-Ile-Cys-
Arg-Lys-Ile-Cys-Gly-Lys-Asn (Haux i sur., 1969; Hartter 1 Weber, 1975; Hartter, 1976, 1977;
Dotimas i sur., 1987; Buku i sur., 2004). Osnovna uloga mu je oslobadanje histamina iz
mastocita te inhibicija kalijevih kanala. Takoder, upravo ovaj peptid zasluZan je za oticanje i
bol nakon uboda te za alergijsku reakciju (Martin i Hartter, 1980; Ziai i sur., 1990; Sutton i
Gould, 1993; Buku, 1999; Buku i sur., 2001).

2.2.4. Ostali peptidi pcelinjega otrova

Ostali peptidi koje nalazimo u pcelinjem otrovu sadrZzani su u malom postotku i
njihova funkcija nije nam toliko poznata (Chen 1 Lariviere, 2010). Adolapin ¢ini oko 1%
ukupnog pcelinjega otrova te je =zabiljeZen njegov protuupalni 1 analgetski ucinak
(Shkenderov i Koburova, 1982; Koburova i sur., 1985). Sekapin ¢ini oko 0,5% ukupnog
pcelinjega otrova i sastoji se od 21 aminokiseline visokog prolinskog sastava sa jednim
disulfidnim mostom (Dotimas 1 sur., 1987; Palma, 2006). Terciapin ¢ini oko 0,1% ukupnog

otrova i sastoji se takoder od 21 aminokiseline sa jednim disulfidnim mostom (Miroshnikov i

sur., 1983; Palma, 20006).

2.2.5. Fosfolipaza A,

Fosfolipaza A, je najvazniji enzim u pcelinjem otrovu koji safinjava oko 10% suhe
tvari samoga otrova. Ovaj enzim katalizira hidrolizu fosfolipida, oslobadajuc¢i na taj nacin
nezasi¢ene masne kiseline te katalizira nastanak lipofosfoglicerida. Fosfolipaza A,, kao 1
njezini proizvodi hidrolize, lipofosfogliceridi (lizolecitin), djeluju takoder na bioloSke
membrane. Taj enzim u kombinaciji sa melitinom uzrokuje lizu stanicne membrane (hemoliza
eritrocita). Nezasi¢ene masne kiseline, proizvodi hidrolize tog enzima, preteca su za sintezu
upalnih medijatora (leukotriena i prostaglandina). Osim toga, ovaj je enzim najvazniji alergen
otrova pcela (Shipolini 1 sur., 1971; Denis i sur., 1992; Holander 1 sur., 1993; Dennis, 1994;
Ashagbley i sur., 1996; Nicolas i sur., 1997; Six i Dennis, 2000; Valentin i Lambeau, 2000;
Valencia Zavalla i sur., 2007).

12
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2.2.6. Ostali enzimi pcelinjega otrova

U manjem postotku u pcelinjem otrovu nalazimo jos i fosfolipazu B koja hidrolizira
lipofosfogliceride (Doery 1 Pearson, 1964; Haberman, 1972). Enzim hijaluronidaza
depolimerizira mukopolisaharide hijaluronske kiseline koji su vazni sastojci vezivnog tkiva, a
na taj se nacin ujedno stvaraju i otvori za ulazak otrova (Hider, 1988; Kreil, 1995; King 1

Spangfort, 2000; Chen i Lariviere, 2010).

2.3. Terapijska svojstva pcelinjega otrova

Korijeni apiterapije postavljeni su prije 6000 godina u staro egipatskoj medicini
(Slika 9). Stari Grei 1 Rimljani takoder su se sluzili brojnim pcelinjim proizvodima u
medicinske svrhe. Prvi pisani zapisi o koriStenju pcelinjega otrova kao ljekovitog sredstva
nadeni su u starim zapisima Hipokrata, Aristotela, Plinija i Galena. U 19. stolje¢u u ruskim i
austrijskim medicinskim c¢asopisima opisuje se lijeCenje bolnih zglobova, reumatizma,
neuralgija i sr¢anih bolova ubodima pcela (Karpozilos i Pavlidis, 2004; Radi¢, 2005; Hellner i
sur., 2008; Salcido, 2008). U narodnoj medicini, a posebice u orijentalnoj medicini, pcelinji
otrov se koristi kao reumatik, za ublazavanje bolova, sniZzenje krvnog tlaka 1 kolesterola u
krvi. Nadalje, pcelinji otrov koristio se protiv zaraznih bolesti, u lijeCenju raznih upala Zivaca
i akutnih upala krvnih Zila, za poboljSavanje opéeg tonusa, a nerijetko i za op¢u otpornost
organizma (Mizrahi i Lensky, 1997; Yoirish, 2001). Najstariji, odnosno u puckoj medicini i
jedini moguc¢i postupak lijeCenja pcelinjim otrovom, odnosio se na ubode pcela u oboljela
mjesta. Orijentalna medicina, osim direktnog uboda pcela, koristila je i metodu lijecenja
upalnih bolesti te kroni¢nih bolnih stanja ubodima pcela u akupunkturne tocke koja se naziva
apipunktura. Nakon razvijanja postupka dobivanja izoliranog pcelinjega otrova, terapijski
postupak se provodi potkoznim ubrizgavanjem otrova injekcijom u oboljela mjesta ili u

akupunkturne tocke (Radi¢, 2005; Son i sur., 2007; Hellner i sur., 2008).

13
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AT

Slika 9. Prikaz pcele u hramu u Karnaku. ,,Kad sunce zaplace po drugi put, i kada voda klizne
iz njegovih ociju, suze ¢e se pretvoriti u pcele” (iz egipatskih Magicnih tekstova). Egip¢ani su
vjerovali da su pcele suncevog podrijetla i da su rodene iz suza boga sunca Ra koje su padale
na zemlju. Faraon Donjeg Egipta nosio je titulu Vladar pcela. (slika preuzeta sa internetske
stranice http://www.flickr.com).

Veliki broj radova opisuje brojne primjene pcelinjega otrova u terapijske svrhe od
kojih njegove razne sastavnice pokazuju Siroki spektar razlicitih djelovanja. Do danas su
zabiljeZena razliCita svojstva pcelinjega otrova poput onog da pcelinji otrov posjeduje
moguénost mijenjanja funkcije imunoloSkog sustava te povecavanja proizvodnje kortizola
(Vick 1 sur., 1972). Pcelinji otrov u organizmu izaziva reakciju imunoloskog sustava. Kod
preosjetljivih osoba ubodi pcela izazivaju alergijske reakcije koje mogu biti opasne po
zdravlje te na kraju zavrSiti i smréu. Tada organizam reagira stvaranjem antitijela
imunoglobulina E (IgE) pracenog jakom alergijskom reakcijom. Nasuprot, mnogi pcelari
postaju otporni na ubode pcela, a Sto je njihovo izlaganje ubodima duze, bol, otoci i crvenilo
na mjestu uboda znatno su manje izrazeni. Otpornost pcelara temelji se na stvaranju antitijela
imunoglobulina G (IgG) koji sprecava toksi¢no djelovanje pcelinjega otrova. ZadrZavanje
takvog imuniteta postiZe se opetovanim unosom otrova u organizam (Radi¢, 2005).
Sposobnost pcelinjega otrova da djeluje blagotvorno u lijeCenju artritisa i reume zasniva se

upravo na stimulaciji i povecanju proizvodnje kortizola u tijelu koje za pojavu ima i

14
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protuupalni u¢inak (Vick i Shipman, 1972). Brojna istraZivanja potvrdila su mehanizme
kojima pcelinji otrov i1 njegove sastavnice djeluju protuupalno 1 blagotvorno na artritis.
Snizavanje ekspresije ciklooksigenaze 2 (COX-2) i fosfolipaze A, te sniZavanje razine faktora
nekroze tumora alfa (TNF-a), interleukina 1 (IL-1), interleukina 6 (IL-6), dusikovog oksida i
slobodnih kisikovih radikala (ROS) jedni su od mehanizama kojima melitin, kao glavna
sastavnica pCelinjega otrova, djeluje blagotvorno na artritis (Murakami i sur., 1997; Pelletier 1
sur., 1998; Amin i sur., 1999; Yang i sur., 1999; Cernanec i sur., 2002). Adolapin takoder
posjeduje protuupalno svojstvo koje se ispoljava njegovom sposobnoSc¢u inhibicije sinteze
prostaglandina preko inhibicije ciklooksigenaze (Skhenderov i Koburova, 1982; Koburova i
sur., 1985). Apamin, kao specifi¢an blokator kalijevih kanala ovisnih o kalciju, posjeduje
mogucnost sprecavanja upale diSnih putova uslijed alergijske reakcije (Ichinose i sur., 1995).
Peptid koji degranulira mastocite takoder posjeduje i antialergijsko djelovanje inhibicijom
oslobadanja histamina iz mastocita koje je ovisno o njegovoj dozi (Buku i sur., 2001).
Nedavno je otkriveno da melitin inhibira DNA vezujucu aktivnost NF-kB, koji je kriti¢ni
transkripcijski faktor u regulaciji upalne genske ekspresije, inhibiraju¢i na taj nacin i
fosforilaciju IxkB S§to je kljuéna uloga za razumijevanje mehanizma protuupalnog i
blagotvornog djelovanja pcelinjega otrova i njegove glavne sastavnice melitina u borbi protiv
artritisa (Park i sur., 2004, 2007). Nadalje, poznato je da pcelinji otrov djeluje i na
ublazavanje boli te se kao takav takoder koristi u tradicionalnoj medicini. Pc¢elinji otrov
sastoji se od nekoliko biogenih amina kao Sto su histamin, serotonin 1 epinefrin koji
olakSavaju ziv€ani prijenos i cijeljenje kod brojnih Ziv€anih poremecaja. To daje mogucnost
pcelinjem otrovu da putuje uzduz ziv€anih putova do oStecenih dijelova na koje djeluje
blagotvorno 1 pomaze u njihovom popravku (Banks 1 sur., 1979; Shuba 1 Vladimirova, 1980).
Stimulacija akupunkturnih to¢aka takoder ima veliku ulogu u lije¢enju brojnih tegoba i bolova
pomocu pcelinjega otrova. Na taj nacin lijeCe se problemi poput bolova u unutarnjim
organima te bolova nastalih uslijed hiperplazije i degenerativnog artritisa. Brojni mehanizmi
su ukljuceni u ublazavanje bolova pcelinjim otrovom poput aktivacije opioidnih receptora i
a2-adrenergi¢nih receptora te aktivacije serotoninskih putova. Inhibicija c-Fos ekspresije u
lednoj mozdini putem akupunkture pcelinjim otrovom takoder je jedan od predloZenih
mehanizama za ublazavanje bolova pcelinjim otrovom (Kwon i sur., 2001b; ; Lee i sur., 2001;

Kim i sur., 2003, 2005; Kwon i sur., 2005; Baek i sur., 2006; Roh i sur., 2006).
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2.4. Protutumorsko djelovanje pcelinjega otrova i njegovih sastavnica

2.4.1. Protutumorsko djelovanje pcelinjega otrova

Danas se sve viSe istrazuje i protutumorski ucinak pcelinjega otrova. Protutumorski
ucinak se pripisuje melitinu, bazi¢nom polipeptidu koji ¢ini oko 50% suhe tvari pcelinjega
otrova. Medu prvima koji je zabiljeZio ucinak pcelinjega otrova na tumorskim stanicama bio
je Havas (1950). Nakon njega, Mufson i suradnici (1979) zabiljeZili su da melitin moZe proci
kroz fosfolipidni dvosloj te na taj nacin ispoliti svoju aktivnost. Veza izmedu melitina i
stanicne membrane rezultirala je poremecajem acilnih grupa fosfolipida, povecanjem
osjetljivosti fosfolipida na hidrolizu fosfolipazom te povecanjem sinteze prostaglandina iz
arahidonic¢ne kiseline koja se otpusta iz fosfolipida. McDonalds i suradnici (1979) takoder su
ispitivali protutumorsko svojstvo pcelinjega otrova u istrazivanju o smrtnosti u kojem je
sudjelovalo 580 pcelara. P¢elari su identificirani prema osmrtnicama koje su bile publicirane
u tri razlicita ¢asopisa ameriC¢ke pcelarske industrije u razdoblju izmedu 1949. i 1978. godine.
Putem osmrtnica je ustanovljen uzrok smrti medu pcelarima te je odnos uzroka smrti
usporeden sa uzrocima smrti tadaSnje op¢e populacije Amerikanaca. Istrazivanje je pokazalo
da je ucestalost smrtnosti od tumora u pcelara, koji su profesionalno bili izloZeni pcelinjem
otrovu tijekom svog radnog vijeka, nesto manja nego kod ostatka populacije, dok je smrtnost
od raka pluca bila znaCajno niZa naprama ostatku ne izloZzene populacije. Smrtnost od ostalih
bolesti bila je jednaka ostatku opée populacije. Ovi rezultati bili su medu prvima koji su
ukazivali na moguce protutumorsko djelovanje pcelinjega otrova. Nakon toga veliki broj
istrazivanja je pokazao protutumorsko svojstvo pcelinjega otrova, a posebice njegove glavne

sastavnice melitina.

2.4.2. Protutumorsko djelovanje melitina

Hait 1 suradnici (1985) prvi su pokazali inhibiraju¢i ucinak melitina u uvjetima
in vitro. Pokazali su da melitin, kao inhibitor kalmodulina, moZe inhibirati rast i klonogenu
sposobnost ljudskih stanica leukemije. Lee 1 Hait (1985) takoder su uocili inhibitorni u¢inak
melitina na rast stanica astrocitoma C6. Lazo i suradnici (1985) uocili su slican mehanizam
djelovanja melitina kao inhibitora kalmodulina na stanicama leukemije L1210. Takoder su
uocili da melitin pojacava toksi¢nost bleomicina u ljudskim granulocitnim makrofagima i

mati¢nim eritroidnim stani¢nim kolonijama (Lazo i sur., 1986). Hait i Lee (1985) su uocili da
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je citotoksi¢ni ucinak melitina proporcionalan antagonistickom ucinku kalmodulina. Ova
istrazivanja podupiru farmakolosku ulogu kalmodulina kao potencijalni unutarstani¢ni cilj
antiproliferacijskog djelovanja melitina.

Nadalje, Killion i Dunn (1986) pokazali su da su stanice leukemije 1210 osjetljivije na
djelovanje melitina od normalnih misjih stanica slezene DBA/2 i stanica koStane srzi. Razlog
tomu je Sto stanice koStane srzi imaju brojna vezuju¢a mjesta na membrani za ugljikohidrate,
a ta mjesta nestaju u odraslim stanicama slezene, dok ih gotovo i nema nakon neoplasti¢ne
promjene Sto bi moglo uciniti stanice tumora osjetljivijima na melitin. Zhu i suradnici (1991)
su uocili da melitin ne spreCava rast normalnih stanica u koncentraciji u kojoj sprecava
proliferaciju tumorskih stanica kao Sto su stanice plu¢nog tumora. Ovakve razlike u stanicnom
odgovoru ukazuju na razli¢ite aktivacije signalnih putova izmedu normalnih i tumorskih
stanica. Melitin se pokazao posebno djelotvoran kod onih stanica u kulturi koje eksprimiraju
visoku razinu ras onkogena (Sharma, 1992). Melitin takoder pojacava aktivaciju
fosfolipaze A, u ras onkogen transformiranim stanicama S§to rezultira njegovim selektivnim
uniStavanjem takvih stanica. Ovi rezultati ukazuju da bi pojacana aktivacija fosfolipaze A,

melitinom mogla biti cilj u citotoksi¢nosti melitina protiv tumorskih stanica (Son i sur., 2007).

2.4.3. Protutumorsko djelovanje fosfolipaze A,

Melitin uzrokuje pojacanu aktivaciju fosfolipazne A, aktivnosti te unos kalcija kod
ras transformiranih stanica Sto bi mogla biti osnova protutumorskog djelovanja ovog spoja
(Sharma, 1993). Nakon ovih saznanja veliki je broj istraZivanja doveo u vezu aktivnost
fosfolipaze A, sa citotoksi¢nim u¢inkom kojeg inducira melitin na cijelom nizu tumorskih
stanica (Hanada i sur., 1995; Arora i sur., 1996; Wu i sur., 1998; Saini i sur., 1999).
Aktivacija fosfolipaze A, mogla bi imati ulogu u citotoksi¢nosti tumorskih stanica kroz
nekoliko razliCitih stani¢nih promjena kao Sto su sinergisticko djelovanje fosfolipaze A, i
fosfatidilinozitol (3,4)-difosfata u indukciji stani€ne smrti (Putz 1 sur., 2006). Smrt
uzrokovana fosfolipazom A, i fosfatidilinozitol (3.4)-difosfatom dovodi se u vezu sa
naruSavanjem membranske cjelovitosti stanice, ukidanjem signalne transdukcije te stvaranjem
citotoksi¢nog lizo-fosfatidildinozitol (3,4)-difosfata. Takoder je pokazano da njihovo
zajednicko djelovanje dovodi do stvaranja tumorskog lizata koji pojaava dozrijevanje
ljudskih imunostimulatornih monocitno-dobivenih dendriti¢kih stanica. Takav tumorski lizat,
koji predstavlja sloZenu smjesu tumorskih antigena sa potencijalnom aktivno$c¢u, ima sve §to

je potrebno potencijalnom tumorskom cjepivu (Putz i sur., 2007).

17



LITERATURNI PREGLED

2.5. Mehanizmi protutumorskog djelovanja

Glavni problem u terapiji protiv tumora vezan je uz koncentraciju tvari koja se koristi,
a koja moze uzrokovati i ozbiljne nuspojave. Unos samog lijeka trebao bi stoga biti Sto bolji,
ali i specifi¢niji. Velika vecina litickih peptida koje proizvode kukci, a medu njima i peptidi
izolirani iz pcelinjega otrova, imaju amfipatsku strukturu koja se veze 1 ulaZze u negativno
nabijenu stanicnu membranu. Nasuprot normalnim stanicama koje imaju nizak membranski
potencijal, membrana tumorskih stanica ima visoki membranski potencijal (Holle i sur., 2003;
Moon i sur., 2006; Son i sur., 2007) stoga mnogi liticki peptidi selektivno remete
membransku strukturu tumorskih stanica u ve¢oj mjeri nego membranu normalnih stanica.
Melitin bi na taj nacin mogao imati korisnu ulogu u terapiji protiv tumora (Son 1 sur., 2007).
Gawronska 1 suradnici (2002) su na taj nacin uocili da je melitin toksi¢an za tumorske stanice
jajnika OVCAR-3 te da je njegova toksicnost ovisna o primijenjenoj dozi.

Apoptoza izazvana pcelinjim otrovom uocena je u uvjetima in vitro i in vivo. Liu i
suradnici (2002) uocili su da pcelinji otrov inhibira proliferaciju tumorskih stanica melanoma
K1735M2 u uvjetima in vitro te stanica melanoma B16 u in vivo uvjetima. Apoptoza uo€ena
kod K1735M2 stanica predstavljena je kao moguc¢i mehanizam djelovanja kojim pcelinji
otrov inhibira proliferaciju stanica te inducira diferencijaciju istih stanica u uvjetima in vitro.
Takoder je wuoCena apoptoza kod tumorskih stanica plu¢a NCI-H1229 inhibicijom
ciklooksigenaze 2 (COX-2) (Jang 1 sur., 2003) te kod stanica osteosarkoma U2 OS
povecanjem Fas ekspresije nakon obrade pcelinjim otrovom (Chen i sur., 2004). Holle i
suradnici (2003) uocili su da konjugat melitina i avidina ima jako citoliticko djelovanje kod
stanica sa visokom metaloproteinaznom aktivnoS¢u, kao Sto su stanice tumora prostate
DU 145 1 stanice tumora jajnika SK-OV-3. Nasuprot tome, citoliticka aktivnost istog
konjugata kod normalnih stanica koje imaju sniZenu metaloproteinaznu aktivnost u uvjetima
in vitro, bila je vrlo mala. U uvjetima in vivo, uoceno je zna¢ajno smanjenje tumora nakon
obrade konjugatom melitina i avidina u usporedbi sa neobradenim tumorom. Ova istraZivanja
takoder ukazuju na moguéu primjenu konjugata melitina i avidina u terapijske svrhe. Moon i
suradnici (2006) predlozili su molekularni mehanizam kojim p¢€elinji otrov uzrokuje apoptozu
u stanicama leukemije U937. Apoptoza je bila uzrokovana sniZzenom regulacijom ERK i Akt
signalnog puta. Nadalje, apoptoza inducirana pcelinjim otrovom bila je praena smanjenom
regulacijom Bcl-2, aktivacijom kaspaze-3 te cijepanjem poli(ADP-riboza)polimeraze (PARP).

Uz to, indukcija apoptoze bila je pracena i sniZzenom regulacijom inhibitornih proteina
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apoptoze (IAP proteini). PCelinji otrov takoder je aktivirao p38, MAPK i JNK te snizio
regulaciju ERK 1 Akt (Son i sur., 2007).

Ovi rezultati ukazuju da bi indukcija apoptoze mogla imati jednu od uloga u
protutumorskoj aktivnosti pcelinjega otrova i melitina, iako mehanizam koji stoji iza te
indukcije nije u potpunosti istrazen. Takoder je pokazana indukcija apoptoze u tumorskim
stanicama uz pomo¢ genske terapije sa melitinom (Li 1 sur., 2004). Kako mogucénost
koriStenja peptida iz pCelinjega otrova u protutumorskoj terapiji privlaci sve vecu pozornost
posljednjih godina, Hu i suradnici (2006) su takoder uocili da ti peptidi vrlo uspjeSno mogu
ubiti stanice karcinoma jetre SMMC-7721 u uvjetima in vitro i in vivo. Kao glavni
mehanizam inhibicije tumorskog rasta ovih peptida i u ovom slucaju se navodi stani¢na smrt
uzrokovana apoptotozom. OrSoli¢ 1 suradnici (2003) su uocili da intravenozna aplikacija
pcelinjega otrova znaajno smanjuje broj pluénih metastaza. Medutim, subkutani unos
pcelinjega otrova nije pokazao toliko dobar uc¢inak na metastaze ukazujuci i na ovisnost puta
unosa, ali i na blizinu djelovanja samoga otrova kod koriStenja u protutumorske svrhe.

Dosada$nja istrazivanja ukazuju da pcelinji otrov i njegova glavna sastavnica melitin
uzrokuju snazan toksi¢an ucinak kod razli¢itih tipova tumorskih stanica kao Sto su stanice
bubrega, pluca, jetre, prostate, mjehura, dojke i leukemijskih stanica, dok je taj u¢inak kod
normalnih stanica manje izraZzen (Son i sur., 2007; Orsoli¢, 2012). Predlozeni mehanizmi
djelovanja pcelinjega otrova 1 njegovih peptidnih sastavnica vezani su uz aktivaciju
fosfolipaze A,, kaspaza i metaloproteinaza koje uniStavaju stanice tumora (Holle 1 sur., 2003,
Moon i sur., 2006). Konjugacija melitina sa hormonskim receptorima te genska terapija sa
melitinom mogli bi biti korisni u buducoj terapiji nekih od tumora kao S$to su tumori prostate i
dojke (Li 1 sur., 2003, 2004; Ling 1 sur., 2004; Russell i1 sur., 2004). Sukladno tome, melitin
kao amfipatski protein mogao bi imati Zeljenu ulogu u terapijske svrhe. Taj je peptid posebno
aktivan protiv stanica u kulturi koje eksprimiraju visoki nivo ras onkogena (Sharma, 1992).
Nadalje, melitin povecava aktivnost fosfolipaze A, u ras onkogen-trasformiranim stanicama
Sto rezultira njihovim selektivnim uniStenjem, ukazuju¢i da bi takva hiperaktivacija
fosfolipaze A, melitinom mogla biti jedan od ciljeva citotoksicnosti ovog peptida protiv
tumorskih stanica (Son i sur., 2007). Rezultati istraZivanja prezentirani u ovom literaturnom
pregledu ukazuju na mogucnost primjene pcelinjega otrova i njegovih glavnih sastavnica
(melitina i fosfolipaze A;) u razvoju protutumorskih lijekova. Medutim, prije njihove moguce
klinicke primjene trebalo bi odrediti mehanizme njihovog djelovanja, nacin unoSenja, njihovu

to¢nu dozu te moguce nuspojave koje ovi spojevi mogu izazvati u normalnih stanicama.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Staniéni modeli

3.1.1. Tumorske i ne-tumorske stani¢ne linije u kulturi

U radu su koriStene stani¢ne linije ljudskog karcinoma vrata grlica maternice HeLa i
grkljana HEp-2 1 njihove sublinije stabilno otporne na citostatike HeLa CK 1 CK2, zatim
stanicne linije  ljudskog glioblastoma A1235, adenokarcinoma kolona SW620,
adenokarcinoma dojke MCF-7 te ne-tumorske ljudske embrionske stani¢ne linije bubrega
HEK-293 i normalni fibroblasti Hef (Slika 10). Sublinija HeLa CK otporna na cisplatinu,
dobivena je obradom HeLa stanica rastu¢om koncentracijom cisplatine tijekom 24 h (pocetna
koncentracija je bila 0,3 uM, a konac¢na koncentracija 2,4 uM) (Osmak i Eljuga, 1993).
Sublinijja CK2 dobivena je obradom stanica HEp-2 rastu¢om koncentracijom cisplatine
tijekom 24 h (pocetna koncentracija je bila 0,3 pM, dok je konacna koncentracija bila
2,4 uM) (Osmak i sur.,, 1993). Sve stani¢ne linije su rasle kao jednoslojna kultura u
Dulbeccovom minimalnom Eaglovom mediju (DMEM, GIBCO, Invitrogen Ltd., Paisley,
Velika Britanija) uz dodatak 10% tele¢eg seruma (HelLa, HeLa CK, HEp-2, CK2) ili uz
dodatak 10% fetalnog teleeg seruma (A1235, MCF-7, SW620, HEK-293, Hef) te uz
antibiotik (penicilin 1 streptomicin) u vlaznoj atmosferi pri 37 °C 1 5% CO,. Prilikom

rasadivanja stanica koristen je 0,25%-tni tripsin (GIBCO).

(a) (b)

Slika 10. Mikrofotografije stani¢nih linija ljudskog karcinoma vrata grli¢a maternice HeLa (a)
1 ljudskog glioblastoma A1235 (b). Stanice su slikane pod svjetlosnim mikroskopom
(Axiovert 35, Opton, Oberkochen, Njemacka), koriste¢i objektiv povec¢anja 40x. Oznaka na
slici pokazuje duZinu od 20 pm.
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3.1.2. Ljudski limfociti periferne krvi

Istrazivanja su provedena na uzorcima ljudskih limfocita periferne krvi zdravog
muskarca (Slika 11) kao osjetljivim pokazateljima stupnja izloZenosti (Bender i sur., 1988;
Carrano i Natarajan, 1988). Unazad Sest mjeseci davatelj krvi nije bio izloZen ioniziraju¢em
ili ne-ioniziraju¢em zracenju u dijagnosticke svrhe. Takoder, davatelj krvi nije bio cijepljen,
primao antibiotike i1 ostale lijekove u terapijske svrhe niti je bio izloZzen kemijskim
mutagenima. Venska krv je izvadena u heparinizirane spremnike (BD vacutainer, Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, SAD) volumena 10 ml nakon ¢ega su uzorci venske krvi
podijeljeni i koriSteni u daljnjim pokusima. Davatelj krvi bio je upoznat sa svrhom
istrazivanja te su mu bila objaSnjena nacela primjenjivanih metoda. Cjelokupna organizacija
istrazivanja, komunikacija sa davateljem krvi, uzorkovanje krvi, postupci pri rukovanju
uzorcima u laboratorijskim uvjetima te objavljivanje rezultata provedeno je u skladu sa
etickim nacelima i smjernicama. Puna krv je obradena i nasadena na hranjive podloge
(Chromosome kit P, Euroclone, Milano, Italija) te su ljudski limfociti periferne krvi
kultivirani na 37 °C i 5% CO; u atmosferi (Heraeus Heracell 240 incubator, Langenselbold,

Njemacka).

(@) i b)

Slika 11. Mikrofotografije ljudskih limfocita periferne krvi u krvnom razmazu (a) i izoliranih
ljudskih limfocita periferne krvi (b). Stanice su slikane pod fazno-kontrastnim mikroskopom
(Nikon Eclipse E400 POL, Tokyo, Japan), koriste¢i objektiv povecanja 40x. Oznaka na slici
pokazuje duzinu od 20 pm.
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3.2. P¢elinji otrov i melitin

U radu je koriSten liofilizirani pcelinji otrov (Sigma, St Louis, MO, SAD). Prije
svakog pokusa pcelinji otrov je otopljen u sterilnoj destiliranoj vodi (Alkaloid, Skopje,
Makedonija) na temperaturi od 25 °C. Otopljeni pcelinji otrov centrifugiran je na 12000 rpm u
trajanju od 10 min da bi se izdvojile netopljive komponente (OrSoli€ i sur., 2003). Otopljeni
pcelinji otrov je steriliziran provlacenjem kroz filter za sterilizaciju (Filter units, Sigma).
Tumorske i ne-tumorske stani¢ne linije u kulturi obradene su pcelinjim otrovom u finalnim
koncentracijama od 0,4 pg/ml do 200 pg/ml u razli¢itim vremenskim periodima. Otopina
pcelinjega otrova dodavana je u punu krv u finalnim koncentracijama od 0,1 pug/ml do
20 pg/ml, takoder u razli¢itim vremenskim periodima. U radu je koriSten i melitin (Sigma),
glavna sastavnica pcelinjega otrova. Liofilizirani melitin je otopljen prema uputama
proizvodaca i ¢uvan na — 20 °C. Tumorske i ne-tumorske stani¢ne linije u kulturi obradene su
melitinom u finalnim koncentracijama od 0,1 pg/ml do 50 pg/ml u razli¢itim vremenskim
periodima. Otopina melitina dodavana je u punu krv u finalnim koncentracijama od 0,1 pg/ml

do 10 pg/ml, takoder u razli¢itim vremenskim periodima.

3.3. Ostale kemikalije i antitijela

U svrhu izvodenja pokusa koriStene su, izmedu ostalog, sljede¢e kemikalije: 1,1,3,3-
tetrametoksipropan (TMP; Sigma St Louis, MO, SAD), 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolijev bromid (MTT; Sigma), 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoat (DTNB; Sigma), akridin-oranz
(Serva, Sigma), akrilamid (Serva), amonijev acetat (Kemika), amonijev persulfat (APS;
Serva), autoradiografski film (Fotokemika), bisakrilamid (Serva), citohalazin-B (Sigma),
cisplatina (cDDP; Sigma), Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva), destilirana voda
(Alkaloid, HZTM), dimetil-sulfoksid (DMSO; Kemika), EnzChek® Direct Phospholipase C
Assay Kit (Invitrogen), etanol (Kemika), etidij-bromid (Serva, Sigma), etilendiamin
tetraoctena kiselina (EDTA; Kemika, Sigma), Euroclone medij (Chromosome kit P), fiksir
(Fotokemika), fizioloSka otopina (HZTM), Fpg FLARE™ Assay Kit (Trevigen), Giemsa
(Merck, Sigma), glicerol (Merck), glicin (Serva), HEPES (GIBCO; Sigma), Histopaque
(Sigma), HR agaroza (Sigma), imerziono ulje za mikroskopiju (Kemika), kalij dihidrogen
fosfat (KH,PO4; Merk), LMP agaroza (Sigma, Trevigen), merkaptoetanol (Serva),
metafosforna kiselina (Sigma), metanol (Kemika), metanol HPLC cistoce (Kemika), N-acetil-

L-cistein (NAC; Sigma), natrij dodecil sulfat (SDS; Serva), natrij sarkozinat (Sigma),
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NaHPO, (Kemika), NMP agaroza (Sigma), nemasno mlijeko u prahu (Sirela), octena kiselina
(Kemika), ortofosforna kiselina (Sigma), penicilin (Sigma), PMSF (Sigma), Ponceau S
(Sigma), razvija¢ (Fotokemika), RPMI 1640 medij (Invitrogen), Serva Blue G (Serva),
spermin (Fluka), streptomicin (Sigma), TEMED (Serva), tiobarbituratna kiselina (TBA;
Sigma), Tris baza (Sigma), Tris-HCI (Serva), Triton X-100 (Sigma) Tween 20 (Fluka), voda
HPLC cistoce (Kemika), Western Blot Chemiluminescence Reagent Plus (PerkinElmer Life
Sciences). Standarde kemikalije za pripremu pufera bile su Kemikine. Kemikalije su nakon
pripreme ¢uvane prema uputama proizvodaca. Takoder su koriStena i antitijela: ERK2 (C-14),
ze€je poliklonalno antitijelo (Santa Cruz, CA, SAD; PARP (556362)), miSje monoklonalno
antitijelo (BD Pharmingen, NJ, SAD).

3.4. Utjecaj pcelinjega otrova i melitina na tumorske i ne-tumorske stani¢ne linije u

kulturi

3.4.1. Odredivanje prezivljenja stanica u kulturi MTT testom

Prezivljenje stanica nakon obrade pcelinjim otrovom i melitinom te cisplatinom
odredeno je MTT testom, kolorimetrijskom metodom koja se temelji na svojstvu stani¢nih
dehidrogenaza da reduciraju Zuti 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid
(MTT; Sigma) u ljubicasti formazan (Mickisch i sur., 1990). Stanice su nasadene na
mikrotitarske plogice s 96 bunari¢a (Falcon, Becton Dickinson) u koncentracijama 5x10
stanica za stanicne linije ljudskog glioblastoma A1235 te 2,5%10’ stanica za sve ostale linije u
180 pl medija/bunari¢u. Sljedec¢i dan medij je uklonjen te je zamijenjen svjeZim medijem u
kojem je otopljena odgovarajuca koncentracija pcelinjega otrova ili melitina (da bi se izbjegao
kontaktni ucinak pcelinjega otrova i melitina), pri ¢emu je svaka koncentracija ispitana u
triplikatu. Stanice su kontinuirano izlagane pcelinjem otrovu ili melitinu u razli¢itim
vremenskim periodima na 37 °C. Nakon obrade uklonjen je medij iz bunaric¢a te je u svaki
bunari¢ dodano 20 pg MTT boje/40 pul medija. Vazno je ukloniti sav medij jer se kod mrtvih
stanica, uslijed oSte¢enja plazmatske membrane, otpusta laktat-dehidrogenaza koja takoder
moze reducirati MTT boju i time pridonijeti ljubi€astom obojenju. Nakon inkubacije od 3 h
na 37 °C, nastali kristali formazana otopljeni su u dimetil sulfoksidu (170 pl/bunari¢u) uz
protresanje plogica 5 min na Vibromix 301EVT tresilici (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija) pri

600 rpm. Nakon toga je izmjerena apsorbancija pri 600 nm na spektrofotometrijskom citacu
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ploCica StatFax 2100 (Awareness Technology Inc, Palm City, FL, SAD). Izmjerena
apsorbancija proporcionalna je broju vijabilnih stanica. Relativno preZivljenje stanica nakon
obrade izraCunato je u odnosu na neizloZene kontrolne stanice, pri ¢emu je od dobivenih

apsorbancija prethodno oduzeta apsorbancija ,,slijepe probe* (bunari¢ bez stanica).

3.4.2. Odredivanje morfoloskih promjena stanica u kulturi i tipa stani¢ne smrti

U svrhu odredivanja morfoloskih promjena stanice su nakon obrade gledane pod
svjetlosnim mikroskopom, a za odredivanje tipa stani¢ne smrti stanice su istovremeno bojane
fluorescentnim interkaliraju¢im agensima etidij-bromidom i akridin-oranZzom. Kondenzirani
kromatin obojan etidij-bromidom te prisustvo apoptotskih tjeleSaca, ukazuju na stani¢nu smrt
apoptozom, dok ravnomjerno bojanje jezgre u crveno, bez vidljivih mjesta kondenzacije
kromatina i apoptotskih tjeleSaca, ukazuje na stanicnu smrt putem nekroze. Stanice su
nasadene u koncentracijama 2,5x10° za stani¢ne linije karcinoma vrata grli¢a maternice HeLa
i HeLa CK i 5x10° za stani¢ne linije ljudskog glioblastoma A1235 u plocice sa 24 bunarica
(Falcon). Sljede¢i dan medij je uklonjen te je zamijenjen svjeZim medijem u kojem je
otopljena odgovaraju¢a koncentracija pcelinjega otrova ili melitina. Stanice su obradene
pcelinjim otrovom ili melitinom u razli¢itim koncentracijama kroz period od 1 h na 37 °C.
Stanice su nakon obrade pregledane pod svjetlosnim mikroskopom (Axiovert 35, Opton,
Oberkochen, Njemacka) koriste¢i objektiv povecanja 40x da bi se utvrdile morfoloSke
promjene te su stanice zatim tripsinizirane i centrifugirane 10 min na 1500 rpm u centrifugi
(Labofuge 400, Heraeus, Langenselbold, Njemacka). Supernatant je odliven i stanice su
stavljene na led. Na predmetnicu je stavljeno 10 pl stani¢ne suspenzije u koju je pomijeSano
4 ul otopine akridin-oranza (15 pg/ml u PBS-u) i 4 pl otopine etidij-bromida (50 pg/ml u
PBS-u). Nakon stavljanja pokrovnice, uzorci su analizirani pod epifluorescencijskim
mikroskopom (Axiovert 35, Opton, Oberkochen, Njemacka) koriste¢i objektiv povecanja
100x s ekscitacijskim filterom (Acridin) od 490 nm, emisije od 526 nm 1 595 nm. Slike su
slikane kamerom (Pixera Prol50ES, San Jose, CA, SAD).

3.4.3. Izolacija ukupnih stani¢nih proteina

Stanice su nakon obrade tripsinizirane 1 centrifugirane 10 min na 1500 rpm u
centrifugi (Labofuge 400, Heraeus, Langenselbold, Njemacka). Supernatant je odliven i

stani¢ni talozi su jednokratno isprani hladnim PBS-om, nakon cega je dodano 50 pl
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lizirajuceg pufera (25 mM HEPES, pH 7,5, 150 mM NacCl, 1% Triton X-100, 10 mM MgCl,,
1 mM EDTA, 2% glicerol) s 1 mM PMSF-om dodanim neposredno prije upotrebe. Stanice su
ostavljene na ledu 15 min uz povremeno kratko mijeSanje na ,,vorteksu“, nakon Cega je
stanicni lizat centrifugiran 5 min na 13000 g pri 4 °C u centrifugi (Mikro-242, Tehtnica,
Zelezniki, Slovenija). Supernatanti sa ukupnim staniénim proteinima odvojeni su u nove
,,Eppendorf” epruvete. Nakon odredivanja koncentracije proteina Bradfordovom metodom,
dodan je 6x koncentrirani pufer za uzorke (0,375 M Tris-HCI, pH 6,8, 12% SDS, 30% (v/v)
glicerol, 12% (v/v) 2-merkaptoetanol, 0,2% bromfenol plavo). Ovako pripremljeni uzorci

¢uvani su na — 20 °C.

3.4.4. Odredivanje koncentracije proteina prema Bradford-u

Metoda za odredivanje proteina temelji se na pomaku maksimuma apsorbancije s
465 nm na 595 nm prilikom vezanja boje Coomasie brilijant plavo (CBB) na proteine u
kiseloj otopini (Bradford, 1976). Za odredivanje koncentracije proteina ovom metodom,
stani¢ni lizati su razrijedeni 10x u destiliranoj vodi (4 pl lizata + 36 ul H,O). Nakon toga je na
razrijedene lizate dodano po 200 ul Bradfordovog reagensa (100 mg CBB G-250, 50 ml 95%
EtOH, 100 ml 85% fosforne kiseline) te je unutar 10 min izmjerena apsorbancija pri 600 nm
na spektrofotometrijskom citau plocica (StatFax 2100, Awareness Technology Inc., Palm
City, FL, SAD). Koncentracije proteina u pojedinim uzorcima izra¢unate su prema bazdarnoj
krivulji dobivenoj mjerenjem apsorbancije albumina iz teleCeg seruma (BSA, 1 mg/ml u

re-H,0) u rasponu koncentracija 0,5 pg/ml do 5,0 pg/ml.

3.4.5. Razdvajanje proteina SDS-elektroforezom u poliakrilamidnom gelu

SDS elektroforezom (engl. SDS polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)
proteini se u poliakrilamidnom gelu razdvajaju na temelju razlike u njihovoj molekularnoj
masi (Laemmli, 1970). Za izradu poliakrilamidnog gela koriSten je vertikalni sustav za
izlijevanje gela (Hoefer Mighty Small dual gel caster, Hoefer Scientific Instruments,
Holliston, MA, SAD). Gel za sabijanje uvijek je bio jednake gustoée (5% mjeSavine
akrilamida 1 bisakrilamida (30%) 0,125 M Tris-HCI pH 6,8, 0,05% amonijev persulfat,
0,0625% TEMED, u re-H,0), dok je za razdvajanje proteina koriSten 12,5 %-tni gel (12,5%
mjeSavine akrilamida i bisakrilamida (30%), 0,375 M Tris-HCI pH 8,8, 0,035% amonijev

persulfat, 0,5% TEMED, u re-H;0), ovisno o veli¢ini analiziranog proteina. Prije nanoSenja
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na gel uzorci su denaturirani zagrijavanjem u termobloku (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
na 95 °C tijekom 5 min te potom kratko centrifugirani. Elektroforeza je radena u puferu za
elektroforezu (0,025 M Tris, pH 8,3, 0,192 M glicin, 0,1% SDS), na vertikalnom sustavu
(Mighty Small II SE 250/SE 260, Hoefer Scientific Instruments, Holliston, MA, SAD), pri
konstantnoj struji od 30 mA. Kao standard za odredivanje molekularnih masa razdvojenih

proteina koriSten je Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas, Vilnius, Litva).

3.4.6. Western blot metoda

Razdvojeni proteini preneseni su na nitroceluloznu membranu veli¢ine pora 0,22 pm
(Schleicher & Schuell, Dassel, Njemacka) u Towbin puferu (25 mM, 192 mM glicin, 20%
metanol, pH 8,3) pomoc¢u aparata za prijenos proteina u elektricnom polju (Mighty Small
Transpher, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Svedska) pri konstantnoj struji od
400 mA u vremenu od 1 h. Nakon prijenosa proteina, gel je obojan sa Coomassie Brilliant
Blue G-250 (50% metanol, 10% Hac, 0,1% CBB), a membrana je obojana s Ponceau S (0,2%
Ponceau S, 3% trikloroctena kiselina) kako bi se provjerila u€inkovitost prijenosa. Membrana
je potom odbojana u de-H,O te je ,,blokirana“ na 4 °C preko no¢i u 5% nemasnom mlijeku u
PBS-T puferu (80 mM Na,HPO,, 20 mM NaHPO, x H,O, 100 mM NaCl, pH 7.5, 0,1%
Tween 20). Membrana je kratko isprana PBS-T puferom 1 nakon toga inkubirana s primarnim
antitijelom razrijedenim u 0,5% nemasnom mlijeku u TBS-T puferu (20 mM Tris, 137 mM
NaCl, 3,8 mM HCI, 0,1% Tween 20) 1 h na sobnoj temperaturi uz mijeSanje. Ponovljeno je
ispiranje PBS-T puferom (2x kratko, 1x15 min, 2x5 min), te je membrana inkubirana s
odgovaraju¢im sekundarnim antitijelom razrijedenim u 0,5% nemasnom mlijeku u TBS-T
puferu u trajanju 1 h na sobnoj temperaturu uz mijeSanje. Nakon toga, membrana je isprana
PBS-T puferom (2x kratko, 1x15 min, 4x5 min), a signal specificnog proteina odreden je
pomocu kita za kemiluminiscenciju (Western Blot Chemiluminescence Reagent Plus,
PerkinElmer Life Sciences, Waltham, MA, SAD). Prema uputama proizvodaca, s membrane
je uklonjen suviSak PBS-T pufera, a membrana je potom 1 min inkubirana s reagensom,
zamotana u celofan i stavljena u kazetu za razvijanje filma. U tamnoj komori na membranu je
polozen autoradiografski film (RF4, Fotokemika-Kodak, Samobor, Hrvatska). Nakon
ekspozicije, film je uronjen u razvijac, ispran u vodi nakon pojave signala i potom prebacen u

fiksir te ponovno ispran u vodi i osusen.
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3.5. Utjecaj pcelinjega otrova i melitina na ljudske limfocite iz periferne krvi

3.5.1. Odredivanje preZivljena limfocita fluorescencijskom mikroskopijom

Prezivljenje limfocita nakon obrade pcelinjim otrovom i melitinom odredeno je
istovremenim bojanjem fluorescentnim interkaliraju¢im agensima etidij-bromidom 1
akridin-oranZzom. Etidij-bromid je polarna molekula koja ne prolazi kroz plazmatsku
membranu Zivih stanica pa se na taj nain moZe interkalirati samo u DNA molekulu mrtvih
stanica uslijed ¢ega daje crvenu fluorescenciju. Akridin-oranZ ulazi i u Zive i u mrtve stanice
te nakon interkalacije u DNA molekulu daje zelenu fluorescenciju. Nakon obrade pune krvi
razli¢itim koncentracijama pcelinjega otrova u razli¢itim vremenskim trajanjima, limfociti su
izolirani iz pune krvi koriste¢i modificiranu Ficoll-Histopaque metodu centrifugiranja
(Singh, 2000a). Ljudski limfociti periferne krvi centrifugirani su u gradijentu gustoce uz
pomo¢ Histopaque (Sigma) na 4500 rpm u trajanju od 3 min (Heraeus Biofuge Pico, Heraeus
Instruments, DJB Labcare Ltd., Newport Pagnell, UK). Nakon centrifugiranja odvojen je
bijeli prsten u kojem se nalaze limfociti te su isprani sa RPMI 1640 medijem (Invitrogen,
Carlsbad, CA, SAD) i centrifugirani na 4500 rpm u trajanju od 3 min. Talog u kojem se
nalaze limfociti koriSten je za odredivanje prezivljenja stanica. Postotak prezivljenja odreden
je diferencijalnim bojanjem limfocita uz pomoc¢ etidij-bromida 1 akridin-oranza (Duke 1
Cohen, 1992). Ukupno 100 stanica izbrojano je u pojedinom vidnom polju, a za svaki uzorak
obradeno je po nekoliko vidnih polja. Uzorci su analizirani pod fluorescencijskim
mikroskopom (Olympus AX-70, Tokyo, Japan) koriste¢i objektiv povecanja 40x s
ekscitacijskim filterom (Acridin) od 490 nm, emisije od 530 nm 1 605 nm. Stanice su
klasificirane prema sljede¢im obiljeZjima: Zive stanice sa funkcionalnom membranom i
ravnomjernim zelenim obojenjem te mrtve stanice sa ravnhomjernim crvenim obojenjem

jezgre.

3.5.2. Odredivanje morfoloskih promjena limfocita fazno-kontrastnom mikroskopijom

Morfoloske promjene na limfocitima, nakon obrade pcelinjim otrovom i melitinom,
utvrdene su promatranjem stanica fazno-kontrastnim mikroskopom. Nakon obrade pune krvi
razli¢itim koncentracijama pcelinjega otrova 1 melitina u razli¢itim vremenskim trajanjima,
limfociti su izolirani iz pune krvi koriste¢i modificiranu Ficoll-Histopaque metodu

centrifugiranja (Singh, 2000a). Ljudski limfociti periferne krvi centrifugirani su u gradijentu
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gustoc¢e uz pomo¢ Histopaque (Sigma) na 4500 rpm u trajanju od 3 min (Heraeus Biofuge
Pico). Nakon centrifugiranja, odvojen je bijeli prsten u kojem se nalaze limfociti te su isprani
sa RPMI 1640 medijem (Invitrogen) i centrifugirani na 4500 rpm u trajanju od 3 min. Talog u
kojem se nalaze limfociti koriSten je za utvrdivanje morfoloskih promjena na stanicama.
Stanice su promatrane na predmetnim stakalcima (Biognost, Zagreb, Hrvatska) pod fazno-
kontrastnim mikroskopom (Nikon Eclipse E400 POL, Tokyo, Japan), koriste¢i objektiv

povecanja 40x.

3.5.3. Odredivanje tipa stani¢ne smrti limfocita testom stani¢ne difuzije

U svrhu odredivanja tipa stani¢ne smrti u vidu apoptoze i nekroze te za utvrdivanje
njihovog udjela nakon obrade pcelinjim otrovom, ljudski limfociti periferne krvi podvrgnuti
su testu stani¢ne difuzije. Ova metoda koristi se za procjenu stupnja apoptoze i nekroze po
principu da stanice imaju brojna mjesta osjetljiva na luzine te da ta mjesta, jednom izloZena
alkalnim uvjetima, otpustaju fragmente molekule DNA male molekularne mase. Metoda se
temelji na morfoloSkim promjenama koje se uocavaju pod fluorescencijskim mikroskopom
nakon bojanja preparata fluorescentnim interkaliraju¢im agensom etidij-bromidom. Jezgra
Zivih stanica ravnomjerno fluorescira i okruglog je oblika, a za razliku od nje jezgre stanica u
apoptozi vrlo intenzivno fluoresciraju u samoj sredini, lateralno je obojenje slabije, dok se
nekroza o€ituje u povecanju jezgre koja nalikuje na oblak te je slabije ograniCena. Test
stani¢ne difuzije proveden je prema protokolu Singh (2005). Na bruSena predmetna stakalca
(Surgipath, Richmond, IL, SAD) stavljena je 1%-tna NMP agaroza (Sigma) koja je nakon
10 min hladenja sastrugana sa predmetnih stakalaca. Zatim su predmetna stakalca presvucena
sa 0,6%-tnom NMP agarozom (Sigma). Nakon hladenja, novi sloj 0,5%-tne HR agaroze
visoke rezolucije (Sigma) sa 5 pl pune krvi postavljen je na predmetna stakalca. Nakon
10 min hladenja na ledu nanesen je posljednji sloj 2%-tne HR agaroze koji je prekriven
pokrovnim stakalcem i ohladen. Uzorci su nakon toga uronjeni u svjeze pripremljenu i
ohladenu otopinu za lizu u trajanju od 1 h (2.5 M NaCl, 100 mM Na,EDTA, 10 mM
Tris-HCI, 1% natrij sarkonizat sa svjeze dodanim 1% Triton X-100 (Sigma) i 10% DMSO
(Kemika), pH 10) za lizu stanica i odmatanje molekule DNA. Nakon postupka lize, preparati
su uronjeni u pufer za denaturaciju koji se sastoji od tri razliCite otopine. Preparati se
denaturiraju u periodu od 10 min (0,3 M NaOH, 0,2% DMSOQO) zatim u periodu od 15 min
(10 mM amonij-acetat, 96% EtOH) te na kraju u periodu od 30 min (5 mM spermin (Fluka,
St Louis, MO, SAD), 75% EtOH) na sobnoj temperaturi. Nakon postupka denaturacije,
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preparati su bojani etidij-bromidom, isprani pomocu Tris-HCl i prekriveni pokrovnim
stakalcem (Biognost, Zagreb, Hrvatska). Ukupno 1000 stanica je pregledano po pojedinom
uzorku. Stanice su promatrane na predmetnim stakalcima pod fluorescencijskim
mikroskopom (Zeiss, Oberkochen, Njemacka), koriste¢i objektiv povecanja 25x s
ekscitacijskim filterom (EtBr) od 515 nm do 560 nm, emisije od 600 nm. Zive stanice su, od

stanica u apoptozi 1 nekrozi, razlikovane prema kriterijima preuzetih iz Singh (2000b, 2003).

3.5.4. Odredivanje kromosomskih ostecenja u limfocitima mikronukleus testom

Mikronukleus test jedan je od standardnih testova koji se Kkoristi za procjenu
genotoksicnosti 1 citotoksic¢nosti na stani¢noj razini, a podjednako je osjetljiv u otkrivanju
oStecenja diobenog vretena i1 kromosomskih aberacija. Mikronukleusi su samostalne
kromatinske strukture koje su u potpunosti odvojene od jezgre i posjeduju vlastitu membranu.
Oni potjecu od acentricnih kromosomskih fragmenata ili Citavih kromosoma zaostalih u
anafazi. Prisutnost mikronukleusa pokazatelj je postojanja aberacija nastalih u prethodnoj
diobi stanice te se oni koriste kao mjera strukturnih i numerickih aberacija kromosoma
izazvanih u stanicama (Fenech, 2000, Kirsch-Volders i sur., 2003; Fenech, 2007; Samanta i
Dey, 2012). Osim mikronukleusa, ovom metodom moguce je otkriti i ucestalost pojavljivanja
nukleoplazmatskih mostova 1 jezgrinith pupova. Nukleoplazmatski mostovi nastaju kao
posljedica nastanka dicentri¢nih kromosoma, u kojima su centromere povucene na suprotne
polove stanice, dok jezgrini pupovi nastaju kao posljedica amplifikacije gena, koja rezultira
izbacivanjem amplificirane regije u jezgreni pup (Umegaki i Fenech, 2000; Fenech i sur.,
2003; Fenech, 2006). Za odredivanje kromosomskih oStec¢enja, nakon obrade pcelinjim
otrovom 1 melitinom, primijenjen je standardni protokol za izvedbu mikronukleus testa na
uzorcima pune krvi u kojem su stani¢ne kulture uzgajane u uvjetima in vitro tijekom 72 h, a
radi sprecavanja diobe citoplazme 44 h dodan je citohalazin-B (Sigma) u koncentraciji od
6 pg/ml (Fenech 1 Morley, 1985; Fenech, 2007). Limfociti su rasli na 37 °C u vlaznoj
atmosferi s 5% CO, (Heraeus Hera Cell 240 inkubator, Langenselbold, Njemacka) u mediju
(Euroclone, Chromosome kit P, Milano, Italija). Nakon zavrSetka kultiviranja, pristupilo se
izradi mikroskopskih preparata u skladu sa standardnim protokolom uz manje prilagodbe.
Postupak je ukljucivao viSekratno centrifugiranje (8 do 10 min na 800 rpm; Hettich
Rotofix 32A Zentrifugen, DJB Labcare Ltd., Newport Pagnell, UK), ispiranje i obradu taloga
te njegovo fiksiranje smjesom 3:1 (v/v) metanola i ledene octene kiseline (Kemika).

ProciSc¢eni talog limfocita resuspendiran je u svjeZem fiksativu te nakapan na predmetna
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stakalca (Biognost). Dobiveni su preparati osuSeni na zraku i obojeni 10%-tnom vodenom
otopinom citoloSke boje Giemsa (Merck, Darmstadt, Njemacka). Preparati su analizirani pod
svjetlosnim mikroskopom (Olympus CX41, Tokyo, Japan), koriste¢i objektiv povecanja 40x.
U uzorcima obradenima pcelinjim otrovom pregledano je po 500 binuklearnih limfocita, dok
je u uzorcima obradenima melitinom pregledano po 1000 binuklearnih limfocita u kojima je
utvrdena raspodjela i ukupni broj mikronukleusa, nukleoplazmatskih mostova i jezgrinih
pupova. Parametri mikronukleus testa su determinirani u skladu s propisanim Kkriterijima

HUMN projekta (Fenech i sur., 2003; Fenech, 2010).

3.5.5. Mjerenje koli¢ine oSte¢enja molekule DNA u limfocitima pomoc¢u komet testa

Komet test ili mikrogel elektroforeza vrlo je djelotvorna tehnika za procjenu oStecenja
i popravka molekule DNA na razini pojedina¢nih stanica. U ovoj tehnici pojedinacne se
stanice najprije uklapaju u agarozni ,sendvi¢“ gel te se zatim liziraju citoplazma i
membranske strukture, pri cemu se oslobada ukupna stanicna DNA. Ta se DNA denaturira u
luZnatom ili neutralnom puferu za detekciju jednolancanih i dvolancanih lomova i podvrgava
elektroforezi. Zbog velike molekularne mase najvec¢i dio molekule DNA ne moZe putovati
kroz pore gela. Putovati mogu samo fragmenti DNA nastali jednolan¢anim ili dvolan¢anim
lomovima te se na taj nain fragmenti, nastali lomovima u molekuli DNA, razdvajaju prema
veli¢ini. Nakon bojanja fluorescencijskim interkaliraju¢im agensima, pod mikroskopom su
vidljivi obrasci putovanja fragmenata u gelu koji nalikuju na komete (Klaude i sur., 1996;
Collins i sur., 1997a,b; Singh, 2000; Kumaravel i sur., 2009). Danas se koriste brojne izvedbe
komet testa: komet test u neutralnim ili alkalnim uvjetima za detekciju jednolanCanih i
dvolan¢anih lomova, mjesta osjetljivih na luZine te ukriZenog povezivanja izmedu molekula
DNA-DNA i DNA-proteini, komet-FISH metoda te brojne enzimske modifikacije komet testa
koje ukljucuju enzime kao sto su Fpg, ENDO III i hOGG1 za detekciju oksidativnih oSte¢enja
molekule DNA (Collins i sur., 1997a,b; Merk 1 sur., 2000; Speit 1 sur., 2003; Collins, 2009;
Glei i sur., 2009; Shaposhnikov i sur., 2009). Analiza kometa vrsi se pod fluorescencijskim
mikroskopom. Svakom pojedinaénom kometu mjeri se duZzina repa, postotak DNA u repu i
izraCunava repni moment. DuZina repa predstavlja udaljenost na koju su fragmenti molekule
DNA otputovali iz jezgre te je proporcionalna oSteCenju DNA 1 duZini odlomljenih
fragmenata. Postotak DNA mjeri se pomocu posebnog racunalnog programa za analizu slike,
dok se repni moment izraCunava na osnovu podataka o duZini repa i postotku DNA u repu

(Singh i sur., 1988; Fairbairn i sur., 1995; Kumaravel i sur., 2009).
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3.5.5.1. Alkalni komet test

Za mjerenje stupnja ukupnih oSte¢enja molekule DNA, nakon obrade pcelinjim
otrovom i melitinom, koristili smo alkalnu verziju komet testa (Singh i sur., 1988). Na
brusena predmetna stakalca (Surgipath) nanosena je 1%-tna NMP agaroza (Sigma) koja je
nakon polimerizacije uklonjena sa stakalca. Mikropipetom je na stakalce nanesen sloj
0,6% NMP agaroze (Sigma), koja je zatim prekrivena pokrovnicom (Biognost) 1 ostavljena na
ledu 10 min. Nakon polimerizacije i skidanja pokrovnica, stavljen je novi sloj 0,5% LMP
agaroze (Sigma) pomijeSane sa 5 pl uzorka pune krvi. Nakon 10 min polimeriziranja na ledu,
sloj je prekriven sa novim slojem 0,5% LMP agaroze (Sigma) i opet drzan na ledu 10 min.
Nakon polimerizacije skinuta je pokrovnica, a preparati su uronjeni u svjeze pripremljenu i
ohladenu otopinu za lizu (2,5 M NaCl, 100 mM Na,EDTA, 10mM Tris-HCI, 1% natrij
sarkonizat (Sigma), pH 10. Neposredno prije same lize u pufer se dodaju 1% Triton X-100
(Sigma) i 10% DMSO (Kemika)) koji omogucavaju liziranje stanica. Preparati su u puferu za
lizu drZzani preko noc¢i te su zbog osjetljivosti tehnike bili zaStieni od svijetla. Nakon lize,
preparati su prebaceni u pufer za denaturaciju (300 mM NaOH, 1 mM Na,EDTA, pH 13) koji
je takoder bio pripremljen neposredno prije i ohladen. Proces denaturacije trajao je 20 min,
takoder zasti¢en od svijetla u kojem dolazi do odmatanja molekule DNA. Nakon denaturacije,
preparati su preseljeni u kadicu za horizontalnu elektroforezu (Horizon 11-14 Agarose Gel
Electrophoresis Apparatus, Life technologies, Gibco BRL, Carlsbad, CA, SAD).
Elektroforeza je provedena u istom puferu kao i denaturacija, pri jakosti struje od 300 mA i
naponu od 25 V (Electrophoresis Power Supply, Life technologies, Gibco BRL, Carlsbad,
CA, SAD), a trajala je 20 min. Nakon elektroforeze, preparati su ispirani tri puta po S min u
neutralizacijskom puferu. Nakon zadnjeg ispiranja, preparati su obojani s etidij-bromidom
(20 pg/ml) u trajanju od 10 min. Obojani gelovi kratko su ispirani u Tris-HCI puferu (0,4 M
Tris-HCI, pH 7,5) i pokriveni pokrovnicom. Radi stabilizacije boje preparati su prije pocetka

analize drzani u mraku najmanje 15 min.

3.5.5.2. Fpg-modificirani komet test

Za mjerenje stupnja oksidiranih oSte¢enja molekule DNA nakon obrade pcelinjim
otrovom 1 melitinom koristili smo Fpg (formamido-pirimidin-DNA-glikozilaza)-modificiranu
verziju komet testa koja je izvedena pomocu ,,Fpg FLARE™ Assay Kit*“ (Trevigen Inc.,

Gaithersburg, MD, SAD) uz odredene modifikacije. Postupak pripreme stakalaca za
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modificirani komet jednak je kao i priprema stakalaca za alkani komet test, no za uklapanje
stanica koriStena je LMP agaroza iz navedenog kita (koja je guS¢a od klasicne LMP agaroze
te na taj na¢in omogucava bolje odvajanje fragmenata molekule DNA nastalih djelovanjem
Fpg enzima). Nakon 10 min polimeriziranja na ledu, sloj je prekriven sa novim slojem
0,5% LMP agaroze (Trevigen) i opet drZzan na ledu 10 min. Nakon polimerizacije skinuta je
pokrovnica, a preparati su uronjeni u ohladenu otopinu za lizu (Trevigen) koja omogucava
liziranje stanice. Preparati su u puferu za lizu drZani preko no¢i te su zbog osjetljivosti tehnike
bili zasti¢eni od svijetla. Nakon lize preparati se uranjaju u FLARE™ pufer za ispiranje, tri
puta po 15 min nakon Cega se preparati obraduju 30 min u posudi sa vlaZzZnom atmosferom na
37 °C sa Fpg enzimom (1:500 u REC puferu za razrjedivanje (Trevigen). Kontrolna stakalca
obraduju se samo sa REC puferom za razrjedivanje enzima (Trevigen). Fpg enzim prepoznaje
sljedeca oStecenja u molekuli DNA: 1. forma otvorenog prstena 7-metilgvanin, ukljucujuci i
2,6-diamino-4-hidroksi-5-N-metilformamidopirimidin i 4,6-diamino-5-formamidopirimidin,
koji su letalne lezije, 2. 8-oksogvanin, izrazito mutageno oSte¢enje i najvazniji bioloski
supstrat Fpg enzima, 3. 5-hidroksicitozin 1 5-hidroksiuracil, 4. aflatoksin-vezani imidazol
otvoreni prsten gvanina te 5. imidazolni prsten otvoren na N-2-aminofluorencentnom-C®-
gvaninu. Nakon lize, preparati su prebaceni u pufer za denaturaciju (0,3 M NaOH, 1 mM
Na,EDTA, pH 12,1) koji je bio pripremljen neposredno prije i ohladen. Proces denaturacije
trajao je 40 min, takoder zaStiCen od svijetla u kojem dolazi do odmatanja molekule DNA.
Nakon denaturacije, preparati su preseljeni u kadicu za horizontalnu elektroforezu (Horizon
11-14 Agarose Gel Electrophoresis Apparatus). Elektroforeza je provedena u istom puferu
kao i1 denaturacija, pri jakosti struje od 300 mA i naponu od 25 V (Electrophoresis Power
Supply), a trajala je 20 min. Nakon elektroforeze, preparati su ispirani tri puta po 5 min u
neutralizacijskom puferu. Nakon zadnjeg ispiranja, preparati su obojani sa etidij-bromidom
(20 pg/ml) u trajanju od 10 min. Obojani gelovi kratko su ispirani u Tris-HCI puferu (0,4 M
Tris-HCI, pH 7,5) i pokriveni pokrovnicom. Radi stabilizacije boje preparati su prije pocetka

analize drzani u mraku najmanje 15 min.

3.5.5.3. Analiza preparata

Analiza preparata provedena je pomocu fluorescencijskog mikroskopa (Zeiss,
Oberkochen, Njemacka), koristeci objektiv povecanja 25x s ekscitacijskim filterom (EtBr) od
515 nm do 560 nm, emisije od 600 nm koji je kamerom (COHU CCD Camera, San Diego,

CA, SAD) povezan sa sistemom za analizu slike (Comet Assay II, Perceptive Instruments
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Ltd., Haverhill, Suffolk, UK). Za svaki uzorak izmjereno je po 100 nasumi¢no izabranih
kometa. Automatizirani sistem za analizu slike koriSten je za snimanje slika sa mikroskopa,
raCunanje integriranog profila intenziteta za svaku stanicu, procjenu komponenata stani¢nih
kometa i evaluaciju dosega deriviranih parametara. Kometi su snimani na konstantnoj dubini
gela, izbjegavajuci pritom rubove gela, mrtve stanice i komete bez jasno definirane glave. Za
kvantifikaciju koli¢ine oSte¢enja molekule DNA uzet je parametar postotka DNA u repu

kometa (intenzitet repa).

3.5.6. Mjerenje oksidativnog stresa u limfocitima nakon obrade pcelinjim otrovom i

melitinom

Oksidacijski stres je posljedica neravnoteZe nastajanja 1 uklanjanja reaktivnih
kisikovih spojeva (ROS engl. reactive oxygen species). ROS-ovi su visoko reaktivni spojevi
kisika koji djeluju na okolne molekule kao jaki oksidansi. Oni se dijele na radikale i
neradikale. Oksidativni radikali su kratkoZivu¢i spojevi koji sadrze jedan nespareni elektron u
vanjskoj elektronskoj ljusci atoma, Sto ih €ini izuzetno reaktivnim prema ostalim spojevima
kako bi sparili taj elektron. Stvaranje ROS-ova, bilo iz endogenih ili egzogenih izvora, dovodi
membranski lipidi 1 molekula DNA. Do koje vrste oSte¢enja ¢e doci ovisi o vrsti ROS-ova,
njihovoj reaktivnosti, vremenu trajanja, te mjestu njihova nastanka (Kohen i Nyska, 2002;
Cepelak i Dodig, 2003). ROS-ovi mogu otetiti DNA na bazama i Seéeru §to dovodi do
degradacije dusi¢nih baza, lomova i mutacija. Peroksidacija baza odvija se naj¢es¢e na timinu
1 guaninu, dok su adenin 1 citozin manje osjetljivi na oksidacijski stres. Oksidacijski stres
proteina dovodi do modifikacije aminokiselina, fragmentacije peptidnog lanca, povecane
osjetljivosti na proteolitiCke enzime i formiranje novih reaktivnih grupa. To dovodi do
gubitka fluidnosti stani¢cnih membrana, inaktivacije membranskih enzima, ubrzane proteolize,
starenja, poremecaja prijenosa signala u stanici, malignih procesa 1 smrti stanice (Halliwell 1
Gutteridge, 1989; Dean i sur., 1997; Cepelak 1 Dodig, 2003; Dotan i sur., 2004; Waris i
Ahsan, 2006; Circu i Aw, 2010; Kryston i sur., 2011).

3.5.6.1. Odredivanje koncentracije proteina prema Bradford-u

Odredivanje ukupnih proteina temelji se na vezanju boje Coomassie briljant plavo

(CBB) na proteine Sto dovodi do povecanja maksimuma apsorpcije (Bradford, 1976).
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Reakcija se odvija pri kiselom pH pri ¢emu se boja u otopini protonira te ima crvenu boju, a
vezanjem na proteine postaje anion, mijenja boju u plavu te dolazi do metakromatskog
odgovora. Nakon obrade limfocita pcelinjim otrovom i melitinom, uzorak pune krvi
prethodno je hidroliziran kako bi doSlo do pucanja stani¢nih membrana tako da je u 800 ul
pune krvi dodano 3,1 ml destilirane vode nakon Cega su uzorci kratko promijesani. Nakon
toga, 20 pl hidrolizata pune krvi razrijedeno je s 2 ml fizioloSke otopine (Natrii chloridi
infundibile, HZTM). U daljnji postupak uzeto je 40 ul tako razrijedenog uzorka u koji je
potom dodano 40 ul mravlje kiseline i 2 ml boje. Svaki uzorak napravljen je u triplikatu.
Epruvete s uzorcima su promijeSane i ostavljene 10 min kako bi doSlo do reakcije vezanja
boje na proteine. Intenzitet nastale boje (apsorbancija) izmjeren je na UV/Vis
spektrofotometru (Cecil 9000, Cecil Instruments Ltd., Cambridge, UK) pri 595 nm 1 22 °C
prema slijepoj probi koja je umjesto uzorka sadrzavala 40 pl de-H,O. Koncentracije proteina
u pojedinim uzorcima izraCunate su prema baZdarnoj krivulji dobivenoj mjerenjem
apsorbancije standarda poznate koncentracije koji su pripremljeni razrjedivanjem albumina iz

teleceg seruma (BSA, 1 mg/ml u re-H,0).

3.5.6.2. Odredivanje koncentracije glutationa (GSH)

Glutation (GSH) je najzastupljeniji unutarstani¢ni tiol kojeg nalazimo u gotovo svakoj
eukariotskoj stanici. Veci dio stanicnog GSH prisutan je u citosolu, dok se ostatak nalazi u
mitohondrijima i endoplazmatskom retikulumu. GSH se sintetizira iz glutamata, cisteina i
glicina djelovanjem citosolnih enzima i energije iz ATP-a u y-glutamil ciklusu u stanicama
svih organa. U organizmu GSH djeluje kao reducens i antioksidans u razli¢itim biokemijskim
reakcijama, sluzi kao izvor cisteina, Stiti stanice od lipidne peroksidacije (LPO engl. lipid
peroxidation), vrSi detoksikaciju endogenih i1 egzogenih tvari te sudjeluje u stanicnoj
proliferaciji 1 razvoju, a njegova se koncentracija smanjuje izlaganjem oksidativnom stresu.
Takoder, GSH je neophodan za sintezu proteina i nukleinskih kiselina, odrZzavanje enzima u
njihovoj aktivnoj formi te za odrZavanje stanicne membrane (Swiergosz-Kowalewska i sur.,
2006; Ballatori i sur., 2009). GSH je takoder bitna komponenta enzimatskih sustava koja
sadrzi oksidaze 1 reduktaze. Visoki redoks potencijal GSH pripisuje se —SH skupini cisteina.
U reduciranom obliku tiolna skupina cisteina donira elektron ROS-ovima te sama postaje
reaktivna, a u reakciji s drugom reaktivnom molekulom GSH stvara glutation disulfid
(GSSG). Glutation-reduktaza omogucuje regeneraciju GSH iz nastalog GSSG gdje se kao
izvor elektrona koristi NADPH.
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GSSG + NADPH + H" — NADP" + 2 GSH

GSH-peroksidaza koristi se oksidacijom GSH za uklanjanje vodikovog peroksida nastalog u

citosolu djelovanjem superoksid dismutaze (SOD) (Valencia i sur., 2001a,b).
2 GSH + HzOz — GSSG +2 HQO

Postupak odredivanja koncentracije GSH temelji se na reakciji —SH skupine GSH i
5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoata (DTNB). DTNB poznat je i kao Ellmanov reagens, a koristi se
pri kolorimetrijskom odredivanju tiolnih (-SH) skupina u bioloSkim uzorcima. DTNB
uzrokuje oksidaciju GSH pri ¢emu dolazi do stvaranja vece koliine 2-nitro-5-tiobenzoatne
kiseline (TNB) i1 male koli¢ine glutation disulfida (Slika 12). TNB je Zuto obojani proizvod
koji se mjeri spektrofotometrijski, a na temelju cCega indirektno dobivamo podatak o

koncentraciji GSH (Eyer i sur., 2003).

NO
,(I . R-SH NO,
HDDED/S-S COOH  ————— 2 Q + R-SS-R

oM COOH
DTHE THE

Slika 12. Reakcija 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoata (DTNB) s tiolnom skupinom spoja.

Nakon obrade limfocita pcelinjim otrovom i melitinom, uzorak pune krvi je
hidroliziran tako da je u 800 ul pune krvi dodano 3,1 ml destilirane vode nakon ¢ega su uzorci
kratko promijeSani. U daljnji postupak uzeto je 3,5 ml hidrolizata kojemu je dodan jednak
volumen 1% metafosforne kiseline (MPA). Dodatkom MPA doSlo je do taloZenja proteina
¢ime su uklonjeni svi proteini, ukljuujuci i one proteine koji imaju tiolnu skupinu, a koji bi
reagirali sa DTNB-om i tako ometali reakciju dajuc¢i lazno pozitivne rezultate. Epruvete sa
uzorcima su kratko promijeSane i centrifugirane 10 min na 3500 g kako bi se talog bolje
odvojio (MPW 223e, MPW Medical Instruments, VarSava, Poljska). U 500 ul supernatanta
uzorka dodano je 300 ul fosfatnog pufera (pH 7,4) i 50 ul DTNB-a (1 mM). Uzorci su radeni
u triplikatu. Epruvete su kratko promijeSane, a intenzitet nastale boje (apsorbancija) izmjeren
je pri 412 nm na 25 °C prema slijepoj probi na spektrofotometru (Cecil 9000, Cecil
Instruments Ltd., Cambridge, UK). Koncentracija GSH u nepoznatom uzorku odredena je

pomocu ekstincijskog koeficijenta (¢) koji je za GSH re-evaluiran i utvrden da pri 412 nm i
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25 °C iznosi 14,15x10° M'em™ (Eyer i sur., 2003). U radun su uzeta u obzir razrjedenja
uzorka pri hidrolizi pune krvi i u reakciji s kiselinom. Rezultati su potom izrazeni u

pmol/g proteina.
3.5.6.3. Odredivanje koncentracije malondialdehida (MDA)

Malondialdehid (MDA) nastaje kao proizvod lipidne peroksidacije. MDA je reaktivan
spoj 1 moZe nastaviti lananu reakciju oksidacijskog oSte¢enja te se stoga koristi kao
biomarker u mjerenju razine oksidacijskog stresa u organizmu (Esterbauer, 1990; Esterbauer i
sur., 1991; Esterbauer, 1993; Del Rio i sur., 2005). MDA je organski spoj kemijske formule
CH,(CHO); 1 u organizmu prevladava njegova enolna forma. Kao reaktivni elektrofil, MDA
stvara kovalentne adukte s proteinima i molekulom DNA te se zbog toga smatra mutagenim.
LPO je najviSe proucavani proces oksidacijskog stresa. Stani¢ni fosfolipidi nalaze se na
mjestima gdje se stvaraju ROS-ovi §to ih ¢ini lakim endogenim ciljevima. LPO dovodi do
lancane reakcije u kojoj se stvaraju lipidni peroksidi. Lipidni peroksidi ulaze u jezgru gdje
stupaju u reakciju sa Zeljezo (IT) ionima (Fe®*) pri ¢emu nastaje alkoksilni radikal koji napada
molekulu DNA. Kao rezultat oksidacijskog oSte¢enja membrana, u stanicama se povecava
koncentracija kalcijevih iona (Ca”") koji takoder ulaze u jezgru gdje mogu aktivirati nukleaze
koje uzrokuju lomove lanaca molekule DNA (Fraga 1 Tapple, 1988; McConkey 1 sur., 1989;
Marnett, 2002; Dotan i sur., 2004; Nair i sur., 2007). Proizvodi LPO djeluju kao drugi glasnici
slobodnih radikala. Za razliku od ROS-ova, aldehidi imaju duZe vrijeme poluZivota pa se
putem krvi mogu proSiriti s mjesta svog nastanka i napadati ciljeve koji su prilicno udaljeni
od mjesta pocetnog dogadaja u kojem su nastali slobodni radikali (Martinez-Blasco i

sur., 1998).

U J— T

H

Slika 13. Reakcija tiobarbituratne kiseline (TBA) s malondialdehidom (MDA) i stvaranje
MDA-TBA; kompleksa.
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Metoda koja se koristi za odredivanje MDA zasniva se na reakciji tiobarbituratne kiseline
(TBA) 1 MDA (Slika 13). MDA u kiselim uvjetima reagira sa TBA u omjeru 1:2 (v/v) pri
¢emu nastaje crveni pigment ¢ija se apsorbancija mjeri pri 532 nm. Metoda je jednostavna ali
nije specificna jer i druge tvari poput ugljikohidrata i aminokiselina reagiraju sa TBA.
Specificnost metode postize se upotrebom tekucinskog kromatografa visoke djelotvornosti
(HPLC engl. high-performance liquid chromatography) koji omogucava odvajanje kompleksa
MDA-(TBA); od ostalih komponenti u smjesi koje takoder apsorbiraju svjetlost pri 532 nm
(Esterbauer, 1996).

Koncentracija MDA u uzorcima krvi, nakon obrade pcelinjim otrovom i melitinom,
mjerena je prema metodi Drury i suradnika (1997). Puna krv je takoder, kao i za GSH,
prethodno hidrolizirana, potom su proteini istaloZzeni s 1% MPA te je uzorak centrifugiran.
U 50 pl supernatanta pune krvi dodano je 400 ul H3PO4 (0.1%) 1 100 ul TBA (0.6%). Uzorci
su promijesani i stavljeni 30 min u termo-block prethodno zagrijan na 90 °C. Uzorci su radeni
u duplikatu. Uz svaku seriju uzoraka napravljena je slijepa proba i serija standarda u
koncentraciji 30,35 uM, 15,175 uM, 6,07 uM, 3,035 uM, 11,5175 uM, 0,6070 uM,
0,3035 uM, (standardi su priredeni razrjedivanjem otopine mati¢ne otopine MDA
koncentracije 6,07x10~ mol/ml u destiliranoj vodi). Nakon zagrijavanja epruvete su stavljene
na led kako bi se reakcija prekinula. Koncentracija MDA-(TBA), kompleksa odredena je
pomocu HPLC s fluorescentnim detektorom (fluorescentni detektor u odnosu na
UV/Vis detektor dodatno povecava specifi¢nost i osjetljivost metode; Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan). Valne duljine fluorescentnog detektora bile su podeSene na Aex= 527 nm i
Aem=551 nm, a komponente su razdvojene na analiti¢koj koloni dimenzija 125,0x4,0 mm s
predkolonom 4,0x4,0 mm 1 veli¢inom punila 5 pm (LiChrospher RP-18, Merck, Darmstadt,
Njemacka). Kao mobilna faza koristen je 50 mM KH,PO, (pripremljen u vodi HPLC cistoce)
i pomijesan s metanolom HPLC ¢isto¢e u omjeru 60:40. Tako pripremljenoj mobilnoj fazi pH
je podeSen na 6,8. Otopina je profiltrirana i stavljena u ultrazvucnu kupelj (Sonis 4,
Iskra Pio d.o.o0., Sentjernej, Slovenija) kako bi se uklonio viiak otopljenog zraka koji bi
ostetio kolonu. Protok mobilne faze je podeSen na 1 ml/min. Ukupna analiza je trajala 10 min
za svaki uzorak, a vrijeme zadrzavanja MDA na analitickoj koloni bilo je 2,5 min.
Koncentracija MDA u nepoznatom uzorku izraCunata je pomocu bazdarnog dijagrama
standarda poznate koncentracije i izraZena je u pmol/de. Rezultati su potom izraZeni u

nmol/g proteina.
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3.5.7. Mjerenje aktivnosti enzima fosfolipaze C (PLC)

Fosfolipaza C (PLC) je klasa enzima koji cijepaju fosfolipide neposredno ispred
fosfatne grupe. Ovaj enzim ima vaznu ulogu u stani¢noj fiziologiji te u mnogim signalnim
putovima vezanima za apoptozu i stani¢no preZivljenje. PLC katalizira reakciju cijepanja
fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfata (PIP,) u diacil glicerol (DAG) 1 inozitol 1,4,5-trifosfat (IP5).
U tom procesu DAG ostaje vezan za membranu, dok se IP; otpuSta u citosol. IP; se na
membrani endoplazmatskog retikuluma veze za specifiCne kalcijske kanale i1 otvara ih te
dolazi do izlaska Ca™ iz endoplazmatskog retikuluma u citoplazmu, tj. do porasta
citoplazmatske koncentracije Ca' $to uzrokuje kaskadu intracelularnih reakcija.
DAG zajedno s Ca™" aktivira protein kinazu C koja fosforilira stani¢ne proteine i na taj nacin
dovodi do promjena u stani¢noj aktivnosti (Wahl i Carpenter, 1991; Heinz i sur., 1998;
Carpenter i Ji, 1999; Rebecchi i Pentyala, 2000; Zhao i sur., 2004, Ochocka i sur., 2008).

Za mjerenje aktivnosti PLC nakon obrade melitinom koristili smo EnzChek® Direct
Phospholipase C Assay Kit (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) uz odredene
modifikacije koji omogucuje jednostavno odredivanje aktivnosti fosfatidilkolin-specifi¢ne
PLC. Navedeni test koristi kao supstrat glicerofosfoetanolamin s bojom oznacenim
sn-2 acil lancem. Cijepanje molekule supstrata pomoc¢u PLC oslobada bojom oznacen
diacilglicerol koji proizvodi pozitivni fluorescencijski signal, a koji se moZe kontinuirano
mjeriti pomocu fluorescencijskog ¢itaca mikrotitarskih plocica te na taj nacin daje indirektan
podatak o koncentraciji PLC. Proizvod reakcije ima ekscitacijski (Aex) i emisijski (Aem)
maksimum na valnoj duljini 509 nm, odnosno 516 nm. Nepoznata aktivnost PLC u uzorcima
odreduje se pomocu standardne krivulje dobivene mjerenjem fluorescencije otopina standarda
s poznatim aktivnostima PLC dobivene iz vrste Bacillus cereus.

Za potrebe odredivanja PLC pripremili smo otopinu PLC supstrata dodavanjem 100 ul
DMSO-a u PLC supstrat, koji je osigurao proizvodac kita. Dobivena Zuto-narancasta otopina
supstrata pohranjena je na sobnoj temperaturi i zaSticena od svjetla. Radna otopina PLC
supstrata pripremljena je dodavanjem 40 ul lecitina i 100 pl otopine PLC supstrata u 9,86 ml
razrijedenog reakcijskog pufera. Mati¢na otopina standarda PLC iz vrste Bacillus cereus
pripremljena je dodavanjem 200 pl razrijedenog reakcijskog pufera u standardnu otopinu PLC
koja se nalazila u kitu. Pripremljena otopina imala je aktivnosti 40 U/ml te je razrijedena jos
40x reakcijskim puferom do konacne aktivnosti 1 U/ml. Razrjedenjem standardne otopine
PLC kataliticke aktivnosti 1 U/ml pripremljeni su standardi u rasponu aktivnosti PLC od

0,008 U/ml do 1 U/ml, a koje smo koristili prilikom mjerenja.
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Na pocetku su u zatamnjene plocice sa 96 bunari¢a uneseni standardi i to u triplikatu.
Takoder je ukljucena i slijepa proba (sadrzavala je samo reagense i supstrat, aktivnost
PLC= 0 U/ml) koja je takoder nanoSena u triplikatu. U preostale bunari¢e dodano je po 100 ul
prethodno hemolizirane pune krvi s de- H,O (1:1) te potom razrijedene 100x s razrijedenim
reakcijskim puferom, pri ¢emu su svi uzorci nanoSeni u mikrotitarsku plocicu u triplikatu.
U bunarice sa standardnim otopinama, odnosno uzorcima razrijedene krvi, dodano je 100 pl
radne otopine PLC supstrata te je ukupni volumen u bunari¢ima bio 200 ul. Nakon toga,
mikrotitarska plocica zasti¢ena je od svjetla te inkubirana tijekom 24 h na sobnoj temperaturi.
Nakon inkubacije izmjerena je fluorescencija uzoraka i standardnih otopina na valnoj duljini
ekscitacije 490 nm i emisije 520 nm pomocu citata mikrotitarskih ploc¢ica (Tecan Infinite
M200 PRO, Tecan Group Ltd., Minnedorf, Svicarska). Na temelju dobivenih vrijednosti
intenziteta fluorescencije standardnih otopina PLC iz vrste Bacillus cereus, izradena je
standardna krivulja ovisnosti intenziteta fluorescencije otopina o aktivnosti PLC (Slika 14).
Pomoc¢u dobivene jednadzbe bazdarnog pravca za pocetni linearni dio standardne krivulje

izraCunate su aktivnosti PLC u ispitivanim uzorcima te izraZzene u U/ml.

1,000

800 A

600 -

400 A

Fluorescencija

200

0 50 100 150

0] 100 200 300 400 500
Aktivhost PLC (mU/mL)

Slika 14. Graficki prikaz ovisnosti intenziteta fluorescencije o aktivnosti fosfolipaze C (PLC).
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3.6. Statisticka obrada podataka

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost *+ standardna devijacija (SD) ili
standardna pogreska (SE). Statisticka znacajnost rezultata stanicnog preZivljenja, dobivenih
MTT testom i istovremenim bojanjem fluorescentnim interkaliraju¢im agensima etidij-
bromidom 1 akridin-oranZom, nakon obrade tumorskih i ne-tumorskih stani¢nih linija u kulturi
1 ljudskih limfocita pcelinjim otrovom i1 melitinom izraCunata je pomocu Student 7-testa. Za
analizu postotka DNA u repu kao parametra komet testa koriSten je program Statistica 5.0
(StatSoft, Tulsa, OK, SAD). Za svaki pojedini uzorak izraCunata je srednja vrijednost, a
usporedbe izmedu uzoraka napravljene su na logaritamski pretvorenim podacima pomocu
ANOVA programa. Post-hoc analiza razlika napravljena je pomocu Scheffé testa. Parametri
mikronukleus testa (broj mikronukleusa, nukleoplazmatskih mostova i jezgrinih pupova)
obradeni su y’-testom. Statistitka znalajnost rezultata koncentracija glutationa,
malondialdehida i aktivnosti fosfolipaze C usporedena je takoder Student ¢-testom. U svim

navedenim analizama razina statisticke znaCajnosti postavljena je na P<0,05.
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4. REZULTATI

Utjecaj pCelinjega otrova i melitina ispitan je na razli¢itim tumorskim stani¢nim
linijama u kulturi da bi se utvrdilo potencijalno protutumorsko svojstvo pcelinjega otrova u
cjelini, ali i njegove glavne proteinske sastavnice melitina. U radu su koriStene stani¢ne linije
ljudskog karcinoma vrata grli¢a maternice HeL.a 1 grkljana HEp-2 i njihove sublinije stabilno
otporne na citostatike HeLLa CK 1 CK2, zatim stani¢ne linije ljudskog glioblastoma A1235,
adenokarcinoma kolona SW620 1 adenokarcinoma dojke MCF-7. Sublinije HeLa CK 1 CK2
otporne na cisplatinu, dobivene su obradom Hela i HEp-2 stanica rastu¢om koncentracijom
cisplatine (Osmak, 1992; Osmak i Eljuga, 1993; Osmak i sur., 1993). Osim na tumorskim
stani¢nim linijama, u¢inak pcelinjega otrova i melitina ispitan je i na ne-tumorskim stanicama
u svrhu dobivanja podataka vezanih za toksi¢nost ovih spojeva na normalnim stanicama. U
radu su paralelno koriStene ne-tumorske ljudske embrionske stani¢ne linije bubrega HEK-293
i normalni fibroblasti Hef te ljudski limfociti periferne krvi kao osjetljivi pokazatelji stupnja

1zloZenosti razli€itim fizikalnim i kemijskim toksikantima.

4.1. Utjecaj pcelinjega otrova i melitina na tumorske i ne-tumorske stani¢ne linije u

kulturi

4.1.1. Uc¢inak pcelinjega otrova i melitina na preZivljenje stanica

Rezultati MTT testa na razli¢itim tumorskim 1 ne-tumorskim stani¢nim linijama
ukazuju na citotoksi¢nost ovog spoja. Pcelinji otrov pokazao se toksi¢nim za sve stani¢ne
linije i njegova je citotoksicnost bila ovisna o dozi (Slika 15 i 16). Citotoksi¢nost pcelinjega
otrova takoder je ovisna i o tipu stanica, no iako se prema rezultatima MTT testa na pojedinim
vrijedi samo za stani¢ne linije koje su rasle u istom mediju (ili uz dodatak 10% teleceg seruma
ili uz dodatak 10% fetalnog teleceg seruma). Ispitivanjem toksicnosti pcelinjega otrova na
istom tipu stanica (HelLa i Hep-2) koje su nasadene u razliitom mediju, opazilo se da
toksi¢nost pcelinjega otrova ovisi o vrsti seruma. Stanice koje su rasle u mediju sa dodatkom
10% telec¢eg seruma pokazale su veci stupanj citotoksi¢nosti na pcelinji otrov od istih stanica

koje su rasle u mediju sa dodatkom 10% fetalnog teleceg seruma (Slika 17).
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Ako gledamo ovisnost djelovanja pcelinjega otrova izmedu stanica koje su rasle u
mediju sa dodatkom 10% teleceg seruma, Hef 1 HEK-293 ne-tumorske stanice pokazale su
najvecu rezistenciju prema pcelinjem otrovu. Takoder, niZze koncentracije pcelinjega otrova
djelovale su stimulativno na pojedine stani¢ne linije (HeLa, CK2, SW620, Hef).

Melitin se takoder pokazao toksicnim za sve tipove stani¢nih linija te je i njegova
citotoksi¢nost bila ovisna o dozi (Slike 18 i 19). Citotoksi¢nost melitina takoder je ovisna i o
tipu stanica, no iako se prema rezultatima MTT testa na pojedinim stani¢nim linijama ¢ini da
je dio stani¢nih linija osjetljiviji na melitin kao $to je bio slucaj sa pcelinjim otrovom, to
opazanje opet vrijedi samo za stani¢ne linije koje su rasle u istom mediju (ili uz dodatak 10%
teleceg seruma ili uz dodatak 10% fetalnog teleCeg seruma). I u slucaju sa melitinom, Hef i
HEK-293 ne-tumorske stani¢ne linije pokazale su najvecu rezistenciju prema melitinu te je
ona bila jednaka u oba tipa stani¢nih linija.

Kada se usporedi citotoksi¢nost pCelinjega otrova i melitina, razlika u ICsy vrijednosti
nakon obrade melitinom izmedu najosjetljivijih te najrezistentnijih stani¢nih linija je mnogo
manja nego ona uocena nakon obrade pcelinjim otrovom te iznosi oko 10x za pcelinji otrov
naprama 4x nakon obrade melitinom (Tablica 2). U oba slucaja, A1235 stanice pokazuju
najvecu osjetljivost, dok su najrezistentnije stanice HEK-293. Nadalje, razlike u osjetljivosti
izmedu ne-tumorskih stani¢nih linija (HEK-293 i Hef) prema pcelinjem otrovu gotovo nestaju
nakon obrade tih stanica melitinom. Ovi rezultati ukazuju da postoje razlike u osjetljivosti na

pcelinji otrov i1 melitin kod razli¢itih stani¢nih linija.
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Slika 15. Graficki prikaz stani¢nog preZivljenja u stanicama u kulturi nakon obrade pcelinjim
otrovom (stani¢ne linije ljudskog karcinoma vrata grlica maternice HeLa 1 grkljana HEp-2 i
njihove sublinije stabilno otporne na cisplatinu HeLLa CK i CK2). Stanice su nasadene u
plo¢ice sa 96 bunarica te je nakon 24 h u kulturu dodan pcelinji otrov u razli¢itim
koncentracijama (0,4 pg/ml do 200 pg/ml). CitotoksiCnost je odredena pomocu
spektrofotometrijskog MTT testa nakon 72 h obrade pcelinjim otrovom. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + SD.
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Slika 16. Graficki prikaz stani¢nog preZivljenja u stanicama u kulturi nakon obrade pcelinjim
otrovom (stani¢ne linije ljudskog glioblastoma A1235, adenokarcinoma kolona SW620,
adenokarcinoma dojke MCF-7 te ne-tumorske ljudske embrionske stani¢ne linije bubrega
HEK-293 i normalni fibroblasti Hef). Stanice su nasadene u ploCice sa 96 bunarica te je nakon
24 h u kulturu dodan pcelinji otrov u razli¢itim koncentracijama (0,4 pg/ml do 200 pg/ml).
Citotoksi¢nost je odredena pomocu spektrofotometrijskog MTT testa nakon 72 h obrade
pcelinjim otrovom. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD.
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Slika 17. Razlika u osjetljivosti HeLa (a) i HEp-2 (b) stanica obradenih pcelinjim otrovom s
obzirom na vrstu seruma. Stanice su nasadene u plocCice sa 96 bunari¢a u mediju uz dodatak
10% teleceg seruma (Tes) 1 uz dodatak 10% fetalnog teleceg seruma (Fes) te je nakon 24 h u
kulturu dodan pcelinji otrov u koncentraciji od 50 pg/ml. Citotoksi¢nost je odredena pomocu
spektrofotometrijskog MTT testa nakon 1 h obrade pcelinjim otrovom. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost + SD.

47



REZULTATI

. 160 -

2

()

‘= 120 4

2

E

W 80

S

o

S 40 -

= —e—Hela

]

s —a—Hela CK

w 0 T T T T
0 0,1 0,3 1 3 10 25 50

Melitin (pg/ml)

__ 160+

2

()

‘= 120 4

2

E

o 80

=

o

o

S 40 -

‘= —e—HEp-2

]

4= —m—CK2

w 0 T T T T T T 1
0 0,1 0,3 1 3 10 25 50

Melitin (ug/ml)

Slika 18. Graficki prikaz stani¢nog preZivljenja u stanicama u kulturi nakon obrade melitinom
(stani¢ne linije ljudskog karcinoma vrata grlica maternice HeLa i grkljana HEp-2 i1 njihove
sublinije stabilno otporne na cisplatinu HeLLa CK i CK2). Stanice su nasadene u plocice sa 96
bunaric¢a te je nakon 24 h u kulturu dodan melitin u razli¢itim koncentracijama (0,1 pg/ml do
50 pg/ml). Citotoksicnost je odredena pomocu spektrofotometrijskog MTT testa nakon 72 h
obrade melitinom. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD.
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Slika 19. Graficki prikaz stani¢nog preZivljenja u stanicama u kulturi nakon obrade melitinom
(stanicne linije ljudskog glioblastoma A1235, adenokarcinoma kolona SW620,
adenokarcinoma dojke MCF-7 te ne-tumorske ljudske embrionske stani¢ne linije bubrega
HEK-293 i normalni fibroblasti Hef). Stanice su nasadene u plocice sa 96 bunarica te je nakon
24 h u kulturu dodan melitin u razli¢itim koncentracijama (0,1 pg/ml do 50 pg/ml).
Citotoksi¢nost je odredena pomocu spektrofotometrijskog MTT testa nakon 72 h obrade
melitinom. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD.
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Tablica 2. Prezivljenje stanica obradenih sa pcelinjim otrovom i melitinom izraZeno kao
vrijednost ICsy (ICso vrijednost je ona koncentracija koja smanjuje preZivljenje izloZenih
stanica za 50%).

Tip stanica ICso vrijednost (pg/ml)
Péelinji otrov  Melitin

Hela 76,40 18,61
HelLa CK 73,20 6,34
HEp-2 74,76 17,97
CK2 93,70 17,67
MCF-7 25,50 8,15
SWe620 24,85 13,07
A1235 23,84 8,28
HEK-293 >200,00 23,68
Hef 95,94 27,84

Stani¢ne linije ljudskog karcinoma vrata grlica maternice HeLa i grkljana HEp-2 i1 njihove
sublinije stabilno otporne na citostatike HeLa CK 1 CK2, stani¢ne linije ljudskog glioblastoma
A1235, adenokarcinoma kolona SW620, adenokarcinoma dojke MCF-7 te ne-tumorske
ljudske embrionske stani¢ne linije bubrega HEK-293 1 normalni fibroblasti Hef.

4.1.2. Ucinak pcCelinjega otrova 1 melitina na morfologiju stanica

Za procjenu ucinka pcelinjega otrova 1 melitina na tumorskim stanicama izabrane su
tri stani¢ne linije; Hela i njezina sublinija otporna na cisplatinu HeLLa CK te A1235 stanice.
Sve tri staniCne linije pokazale su sliCan uzorak u morfologiji nakon obrade pcelinjim
otrovom (Slike 20, 21 i 22). Stanice su bile zaokruZene i granulirane, a kod vecih
koncentracija pcelinjega otrova doslo je do njihovog smanjivanja te na kraju do odljepljivanja
od podloge. Nasuprot tome, ovakve odlike nisu primije¢ene u kontrolnim stanicama.
Zabiljezene promjene inducirane su ubrzo nakon dodavanja pcelinjega otrova (unutar jednog
sata). Kada su stanice obradene melitinom, zabiljeZen je jednak ucinak kod sva tri tipa
stanic¢nih linija kao i nakon obrade pcelinjim otrovom, no doza melitina koja je potrebna da bi
se postigao isti ucinak je bila mnogo manja (Slike 23, 24 i 25). ZabiljeZzene promjene takoder

su inducirane ubrzo nakon dodavanja melitina (unutar jednog sata).
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4.1.3 Odredivanje tipa stani¢ne smrti nakon obrade pcelinjim otrovom i melitinom

Rezultati prezivljenja stanica dobiveni MTT testom mogu odraZavati zastoj u
stani¢nom ciklusu (citostaticni ucinak) ili pojavu stani¢ne smrti (citotoksi¢ni ucinak). Za
odredivanje stani¢ne smrti nakon obrade pcelinjim otrovom i melitinom izabrane su takoder
tri stani¢ne linije, HeLa 1 njezina sublinija otporna na cisplatinu HeLa CK te A1235 stanice.
S obzirom da su promjene u morfologiji stanica pod svjetlosnim mikroskopom bile inducirane
vrlo brzo nakon obrade pcelinjim otrovom i melitinom te su upucivale na tip stanine smrti
nekrozom, u sljede¢em su koraku stanice nakon obrade pcelinjim otrovom i melitinom
obojane etidij-bromidom i akridin-oranZzom kako bi se prema morfologiji jezgre utvrdilo o
kojem tipu stani¢ne smrti se radi. Stanice su vrlo brzo nakon obrade pcelinjim otrovom
ukazivale na morfologiju karakteristicnu za tip stani¢ne smrti nekrozom (Slike 26, 27 1 28).
Jezgre obradenih stanica su zbog propusnosti plazmatske membrane te ulaska etidij-bromida u
stanicu i njegove interkalacije u molekulu DNA, bile ravhomjerno crveno obojane $to ukazuje
na izostanak kondenzacije kromatina tipian za apoptozu. Jednak rezultat dobiven je i nakon
obrade stani¢nih linija melitinom (Slike 29, 30 1 31), no kao 1 kod ispitivanja promjena u
morfologiji stanica, mnogo manja koncentracija melitina je bila potrebna da bi se postigao isti

ucinak kao i nakon obrade pcelinjim otrovom.
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Slika 20. Mikrofotografije promjena u stani¢noj morfologiji kod linije ljudskog karcinoma
vrata grlica maternice HeLLa nakon obrade pcelinjim otrovom. Stanice su obradene pcelinjim
otrovom u trajanju od 1 h. Na slikama su prikazane intaktne stanice iz kontrolnog uzorka (a) i
stanice obradene cisplatinom (cDDP) (b). Obrada cDDP predstavlja kontrolu apoptotske
smrti. PCelinji otrov uzrokovao je morfoloSke promjene u stanicama u koncentracijama od
50 pg/ml (c), 60 pg/ml (d), 70 pg/ml (e) i 80 pg/ml (f). Stanice su slikane pod svjetlosnim
mikroskopom (Axiovert 35, Opton, Oberkochen, Njemacka), koriste¢i objektiv povecanja
40x. Oznaka na slici pokazuje duZinu od 20 pm.

52



REZULTATI

(a) (b)

(c) (d)

(e) ®)

Slika 21. Mikrofotografije promjena u stani¢noj morfologiji kod sublinije ljudskog karcinoma
vrata grlica maternice otporne na cisplatinu (cDDP) HelLa CK nakon obrade pcelinjim
otrovom. Stanice su obradene pcelinjim otrovom u trajanju od 1 h. Na slikama su prikazane
intaktne stanice iz kontrolnog uzorka (a) i stanice obradene cDDP (b). Obrada cDDP
predstavlja kontrolu apoptotske smrti. P&elinji otrov uzrokovao je morfoloSke promjene u
stanicama u koncentracijama od 50 pg/ml (c), 60 pg/ml (d), 70 pg/ml (e) i 80 pg/ml (f).
Stanice su slikane pod svjetlosnim mikroskopom (Axiovert 35, Opton, Oberkochen,
Njemacka), koristec¢i objektiv povecanja 40x. Oznaka na slici pokazuje duZinu od 20 pm.
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Slika 22. Mikrofotografije promjena u stani¢noj morfologiji kod linije ljudskog glioblastoma
A1235 nakon obrade pcelinjim otrovom. Stanice su obradene pcelinjim otrovom u trajanju od
1 h. Na slikama su prikazane intaktne stanice iz kontrolnog uzorka (a) i stanice obradene
cisplatinom (cDDP) (b). Obrada cDDP predstavlja kontrolu apoptotske smrti. Péelinji otrov
uzrokovao je morfoloSke promjene u stanicama u koncentracijama od 20 pg/ml (c),
30 pg/ml (d), 40 pg/ml (e) i 50 pg/ml (f). Stanice su slikane pod svjetlosnim mikroskopom
(Axiovert 35, Opton, Oberkochen, Njemacka), koriste¢i objektiv povecanja 40x. Oznaka na
slici pokazuje duZinu od 20 pm.
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Slika 23. Mikrofotografije promjena u stani¢noj morfologiji kod linije ljudskog karcinoma
vrata grlica maternice HelLa nakon obrade melitinom. Stanice su obradene melitinom u
trajanju od 1 h. Na slikama su prikazane intaktne stanice iz kontrolnog uzorka (a) i stanice
obradene cisplatinom (cDDP) (b). Obrada c¢cDDP predstavlja kontrolu apoptotske smrti.
Melitin je uzrokovao morfolo$ke promjene u stanicama u koncentracijama od 10 pg/ml (c),
15 pg/ml (d), 20 pg/ml (e) i 25 pg/ml (f). Stanice su slikane pod svjetlosnim mikroskopom
(Axiovert 35, Opton, Oberkochen, Njemacka), koriste¢i objektiv povecanja 40x. Oznaka na
slici pokazuje duZinu od 20 pm.
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Slika 24. Mikrofotografije promjena u stani¢noj morfologiji kod sublinije ljudskog karcinoma
vrata grlica maternice otporne na cisplatinu (cDDP) HeLa CK nakon obrade melitinom.
Stanice su obradene melitinom u trajanju od 1 h. Na slikama su prikazane intaktne stanice iz
kontrolnog uzorka (a) i stanice obradene cDDP (b). Obrada cDDP predstavlja kontrolu
apoptotske smrti. Melitin je uzrokovao morfoloSke promjene u stanicama u koncentracijama
od 10 pg/ml (c), 15 pg/ml (d), 20 pg/ml (e) i 25 pg/ml (f). Stanice su slikane pod svjetlosnim
mikroskopom (Axiovert 35, Opton, Oberkochen, Njemacka), koriste¢i objektiv povecanja
40x. Oznaka na slici pokazuje duZinu od 20 pm.
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Slika 25. Mikrofotografije promjena u stanicnoj morfologiji kod linije ljudskog glioblastoma
A1235 nakon obrade melitinom. Stanice su obradene melitinom u trajanju od 1 h. Na slikama
su prikazane intaktne stanice iz kontrolnog uzorka (a) i stanice obradene cisplatinom
(cDDP) (b). Obrada cDDP predstavlja kontrolu apoptotske smrti. Melitin je uzrokovao
morfoloske promjene u stanicama u koncentracijama od 7,5 pg/ml (c), 12,5 pug/ml (d),
15 pg/ml (e) i 20 pg/ml (f). Stanice su slikane pod svjetlosnim mikroskopom (Axiovert 35,
Opton, Oberkochen, Njemacka), koriste¢i objektiv povecanja 40x. Oznaka na slici pokazuje
duZzinu od 20 pm.
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Slika 26. Mikrofotografije odredivanja tipa stani¢ne smrti nakon obrade stani¢ne linije
ljudskog karcinoma vrata grlica maternice HeLa pcelinjim otrovom. Stanice su obradene
pcelinjim otrovom u trajanju od 1 h. Na slikama su prikazane kontrolne stanice (a) i stanice
obradene cisplatinom (cDDP) (b). Obrada cDDP predstavlja kontrolu apoptotske smrti.
Pcelinji otrov uzrokovao je nekrozu u stanicama u koncentracijama od 50 pg/ml (c),
60 pg/ml (d), 70 pg/ml (e) 1 80 pg/ml (f). Stanice su slikane pod fluorescencijskim
mikroskopom (Axiovert 35, Opton, Oberkochen, Njemacka), koriste¢i objektiv povecanja
100x s ekscitacijskim filterom od 490 nm, emisije od 526 nm i 595 nm. Oznaka na slici
pokazuje duzinu od 10 pum.
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Slika 27. Mikrofotografije odredivanja tipa stani¢ne smrti nakon obrade stani¢ne sublinije
ljudskog karcinoma vrata grlica maternice otporne na cisplatinu (cDDP) HeLLa CK pcelinjim
otrovom. Stanice su obradene pcelinjim otrovom u trajanju od 1 h. Na slikama su prikazane
kontrolne stanice (a) i stanice obradene cDDP (b). Obrada cDDP predstavlja kontrolu
apoptotske smrti. P¢elinji otrov uzrokovao je nekrozu u stanicama u koncentracijama od
50 pg/ml (c), 60 pg/ml (d), 70 pg/ml (e) 1 80 pg/ml (f). Stanice su slikane pod
fluorescencijskim mikroskopom (Axiovert 35, Opton, Oberkochen, Njemacka), koristec¢i
objektiv povecanja 100x s ekscitacijskim filterom od 490 nm, emisije od 526 nm i 595 nm.
Oznaka na slici pokazuje duZinu od 10 um.
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Slika 28. Mikrofotografije odredivanja tipa stani¢ne smrti nakon obrade stani¢ne linije
ljudskog glioblastoma A1235 pcelinjim otrovom. Stanice su obradene pcelinjim otrovom u
trajanju od 1 h. Na slikama su prikazane kontrolne stanice (a) i stanice obradene cisplatinom
(cDDP) (b). Obrada cDDP predstavlja kontrolu apoptotske smrti. Pcelinji otrov uzrokovao je
nekrozu u stanicama nakon obrade u koncentracijama od 20 pg/ml (c), 30 pg/ml (d),
40 pg/ml (e) i 50 pg/ml (f). Stanice su slikane pod fluorescencijskim mikroskopom
(Axiovert 35, Opton, Oberkochen, Njemacka), koriste¢i objektiv povecanja 100x s
ekscitacijskim filterom od 490 nm, emisije od 526 nm i 595 nm. Oznaka na slici pokazuje
duZinu od 10 pm.
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Slika 29. Mikrofotografije odredivanja tipa stani¢ne smrti nakon obrade stani¢ne sublinije
ljudskog karcinoma vrata grli¢a maternice HeLL.a melitinom. Stanice su obradene melitinom u
trajanju od 1 h. Na slikama su prikazane kontrolne stanice (a) i stanice obradene cisplatinom
(cDDP) (b). Obrada cDDP predstavlja kontrolu apoptotske smrti. Melitin je uzrokovao
nekrozu u stanicama u koncentracijama od 10 pug/ml (c), 15 ug/ml (d), 20 pg/ml (e) 1
25 pg/ml (f). Stanice su slikane pod fluorescencijskim mikroskopom (Axiovert 35, Opton,
Oberkochen, Njemacka), koristec¢i objektiv povecanja 100x s ekscitacijskim filterom od 490
nm, emisije od 526 nm i 595 nm. Oznaka na slici pokazuje duzinu od 10 um.
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Slika 30. Mikrofotografije odredivanja tipa stani¢ne smrti nakon obrade stani¢ne sublinije
ljudskog karcinoma vrata grlica maternice otporne na cisplatinu (cDDP) HeLa CK melitinom.
Stanice su obradene melitinom u trajanju od 1 h. Na slikama su prikazane kontrolne stanice
(a) 1 stanice obradene cDDP (b). Obrada cDDP predstavlja kontrolu apoptotske smrti. Melitin
je uzrokovao nekrozu u stanicama u koncentracijama od 10 pg/ml (c), 15 pg/ml (d),
20 pg/ml (e) i 25 pg/ml (f). Stanice su slikane pod fluorescencijskim mikroskopom
(Axiovert 35, Opton, Oberkochen, Njemacka), koriste¢i objektiv povecanja 100x s
ekscitacijskim filterom od 490 nm, emisije od 526 nm i 595 nm. Oznaka na slici pokazuje
duZinu od 10 pm.
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Slika 31. Mikrofotografije odredivanja tipa stani¢ne smrti nakon obrade stani¢ne linije
ljudskog glioblastoma A1235 melitinom. Stanice su obradene melitinom u trajanju od 1 h. Na
slikama su prikazane kontrolne stanice (a) i stanice obradene cisplatinom (cDDP) (b). Obrada
cDDP predstavlja kontrolu apoptotske smrti. Melitin je uzrokovao nekrozu u stanicama u
koncentracijama od 7,5 pg/ml (c), 12,5 pg/ml (d), 15 pg/ml (e) 1 20 pg/ml (f). Stanice su
slikane pod fluorescencijskim mikroskopom (Axiovert 35, Opton, Oberkochen, Njemacka),
koristec¢i objektiv povecanja 100x s ekscitacijskim filterom od 490 nm, emisije od 526 nm i
595 nm. Oznaka na slici pokazuje duZinu od 10 pm.
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U skladu sa rezultatima uocenima pod svjetlosnim i fluorescencijskim mikroskopom,
analiza cijepanja proteina poli(ADP-riboza) polimeraze (PARP) Western blot metodom, kao
tipicne karakteristike apoptoze, pokazala je da kod HeLa stani¢ne linije nakon obrade stanica
pcelinjim otrovom ne dolazi do cijepanja PARP proteina (Slika 32). Nasuprot tome, obrada
cisplatinom, koja je koristena kao kontrola apoptotske smrti, mikroskopski je ukazivala na tip
staniCne smrti apoptozom kod sva tri tipa ispitanih stanica, a nakon obrada HeLla stanica

cisplatinom doslo je 1 do cijepanja PARP proteina.

-
-
. Ponceau S
-
| | —
———_ ERK2
W path ot o 116 Da PARP

- i 85 DNa PARP
cbDP 0 10 20 40 50 Pcelinji otrov (ug/ml)

Slika 32. Odredivanje tipa stani¢ne smrti nakon obrade stani¢ne linije ljudskog karcinoma
vrata grlica maternice HeLa pcelinjim otrovom. Stanice su rasle u kulturi u vremenskom
periodu od 24 h nakon Cega su obradene razli¢itim koncentracijama pcelinjega otrova od
10 pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml 1 50 pg/ml u vremenskom periodu od 1 h. Nakon obrade
pcelinjim otrovom ispitano je cijepanje poli(ADP-riboza) polimeraze (PARP-a). Izolirani su
ukupni stani¢ni proteini koji su razdvojeni pomo¢u SDS-PAGE te su analizirani Western blot
metodom s odgovaraju¢im antitijelima. Membrana obojana s Ponceau S i ekspresija ERK2
proteina predstavljaju kontrolu jednakog nanoSenja uzorka. Obrada cisplatinom (cDDP)
koncentracije 20 uM tijekom 24 h predstavlja kontrolu apoptotske smrti. Prikazani su
reprezentativni rezultati iz tri neovisna pokusa.
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4.1.4. Ucinak pcelinjega otrova na djelovanje citostatika

Da bi se ispitao ucinak pcelinjega otrova na djelovanje cisplatine, stani¢ne linije
ljudskog karcinoma vrata grlica maternice HelLa i ljudskog karcinoma grkljana Hep-2
obradene su cisplatinom prema postupku opisanom u odlomku 3.1.1. ove doktorske
disertacije, nakon Cega su izolirane njihove sublinije HeLa CK 1 CK2 otporne na cisplatinu.
HelLa CK i1 CK2 linije pokazuju znacajnu otpornost na cisplatinu u odnosu na njihove

roditeljske linije.

4.1.4.1 Osjetljivost stanica na pcelinji otrov i njegovo djelovanje sa cisplatinom

Odabrane stani¢ne linije pokazale su se osjetljivima na djelovanje pcelinjega otrova u
visokim koncentracijama. PcCelinji otrov djelovao je citotoksi¢no na stanice ve¢ nakon 1 h
izlaganja Sto ukazuje na njegovo brzo djelovanje oSte¢ivanjem stani¢nih membrana vodeci
stanice u smrt nekrozom. Da bi smo ispitali utjecaj pcelinjega otrova na citotoksicnost
cisplatine, stanice su obradene pcelinjim otrovom u vremenu od 1 h nakon ¢ega je dodana
cisplatina uz daljnje prisustvo pcelinjega otrova. Obrada pcelinjim otrov djelovala je aditivno
na postojecu citotoksicnost cisplatine (Slike 33 i 34). Obje stani¢ne linije te njihove sublinije
otporne na ciplatinu pokazale su jednak ucinak obrade pcelinjim otrovom na citotoksi¢nost
cisplatine ukazujué¢i na aditivan uc¢inak. Takoder, razlika u otpornosti HelLa i HeLa CK te

Hep-2 i CK2 stanica na cisplatinu nije se promijenila uslijed obrade pcelinjim otrovom.
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Slika 33. Osjetljivost HeLa (a) i HeLa CK (b) stanica na obradu pcelinjim otrovom te na
cisplatinu (cDDP) uz obradu pcelinjim otrovom. Stanice su izloZene pcelinjem otrovom u
razli¢itim koncentracijama (30 pg/ml, 40 pg/ml, 50 ug/ml, i 60 pg/ml) u trajanju od 1 h nakon
Cega je dodana ekvitoksi¢na koncentracija cisplatine (0,74 ug/ml i 1,6 ug/ml za HelLa te
1,6 ug/ml i 3 pug/ml za HeLa CK). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD.
* Statisti¢ki znac¢ajno u odnosu na pripadajucu obradu cDDP (P<0.05).

66



REZULTATI

__ 120
2
2,
g 80
s @ P&elinji otrov
N m cDDP 0,44
S DDP 0,74
o 40- EC 0,
c
0
c
8
@ 9
0 30 40 50
Pcelinji otrov (ug/ml)
a)
__ 120
2
2
[
QD 80 * * R
> * o P&elinji otrov
N * * *  mcDDP 0,74
S
o
Ny m cDDP 1,6
c
0
c
8
®» 0
0 30 40 50
Pcelinji otrov (pg/ml)
(b)

Slika 34. Osjetljivost HEp-2 (a) i CK2 (b) stanica na obradu pcelinjim otrovom te na
cisplatinu (cDDP) uz obradu pcelinjim otrovom. Stanice su izloZene pcelinjem otrovom u
razli¢itim koncentracijama (30 pg/ml, 40 pg/ml, 50 pg/ml, i 60 pg/ml) u trajanju od 1 h nakon
cega je dodana ekvitoksicna koncentracija cisplatine (0,44 pg/ml 1 0,74 ng/ml za HEp-2 te
0,74 pg/ml i 1,6 pg/ml za CK2). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD.
* Statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na pripadajucu obradu cDDP (P<0.05).
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4.2. Utjecaj pcelinjega otrova i melitina na ljudske limfocite iz periferne krvi

4.2.1. Uc¢inak pcelinjega otrova i melitina na prezivljenje limfocita

Prezivljenje limfocita nakon obrade pcelinjim otrovom odredeno je na osnovu
razli¢itog bojanja. Zive stanice sa funkcionalnom membranom su ravnomjerno zeleno
obojene, dok mrtve stanice imaju ravnomjerno crveno obojenu jezgru (Slika 35). Rezultati
prezivljenja limfocita ukazuju na izrazito visok stupanj stani¢ne smrti uzrokovan obradom
pcelinjim otrovom u uvjetima in vitro. Stani¢no preZivljenje kod najviSe koncentracije
pcelinjega otrova smanjeno je za 22,86+1,14% nakon 1 h, za 51,21+0,58% nakon 6 h, za
70,00+1,14% nakon 24 h te je nakon 48 h zabiljeZen najveci pad preZivljena za 77,80+0,84%
(Slika 36). Rezultati takoder ukazuju da je stanicna smrt ovisna o koncentraciji otrova i
vremenu izlaganja sa najviSim postotkom stani¢ne smrti zabiljeZenim nakon 48 h kod

koncentracije od 20 pg/ml.

(a) (b)

Slika 35. Mikrofotografije stani¢nog prezivljenja u kontrolnim ljudskim limfocitima periferne
krvi (a) i nakon obrade ljudskih limfocita periferne krvi pcelinjim otrovom u koncentraciji od
10 pg/ml u vremenskom trajanju od 24 h (b) u uvjetima in vitro. Stanice su istovremeno
bojane fluorescentnim interkaliraju¢im agensima etidij-bromidom i akridin-oranZom. Stanice
su slikane pod fluorescencijskim mikroskopom (Olympus AX-70, Tokyo, Japan), koristeci
objektiv povecanja 40x s ekscitacijskim filterom od 490 nm, emisije od 530 nm i 605 nm.
Oznaka na slici pokazuje duZinu od 10 um.
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Slika 36. Graficki prikaz stani¢nog prezivljenja u ljudskim limfocitima periferne krvi nakon
obrade pcelinjim otrovom u uvjetima in vitro u razli¢itim koncentracijama (0,1 pg/ml do
20 pg/ml) i vremenskim periodima od 1 h, 6 h, 24 h i 48 h. Prezivljenje stanica je odredeno
istovremenim bojanjem fluorescentnim interkaliraju¢im agensima etidij-bromidom i akridin-
oranZzom pod fluorescencijskim mikroskopom (Olympus AX-70, Tokyo, Japan), koriste¢i
objektiv povecanja 40x s ekscitacijskim filterom od 490 nm, emisije od 530 nm i 605 nm.
U pojedinom vidnom polju izbrojano je 100 stanica, a za svaki uzorak obradeno je po
nekoliko vidnih polja. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost =+ SE.
* Statisticki znacajno u odnosu na pripadajucu kontrolu (P<0,05).

Sli¢ni rezultati dobiveni su i nakon obrade melitinom, ali je i ovdje koncentracija
potrebna za isti u€inak bila znatno manja (Slika 37). Stani¢no preZivljenje kod najviSe
koncentracije melitina smanjeno je za 22,98+10,17% nakon 4 h, dok je nakon 24 h zabiljeZen
najveci pad prezivljena za 55,43+11,83% (Slika 38). Rezultati takoder ukazuju da je stani¢na
smrt ovisna o koncentraciji melitina i vremenu izlaganja sa najvis§im postotkom stani¢ne smrti
zabiljeZenim nakon 24 h kod koncentracije od 10 pg/ml. Visoki postotak stani¢ne smrti koja
nastupa ve¢ nakon kratkog vremena ukazuje na degradaciju stanicne membrane nakon obrade

pcelinjim otrovom i melitinom.
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Slika 37. Mikrofotografije stanicnog preZivljenja u kontrolnim ljudskim limfocitima periferne
krvi (a) i nakon obrade ljudskih limfocita periferne krvi melitinom u koncentraciji od 5 pg/ml
u vremenskom trajanju od 24 h (b) u uvjetima in vitro. Stanice su istovremeno bojane
fluorescentnim interkaliraju¢im agensima etidij-bromidom 1 akridin-oranZom. Stanice su
slikane pod fluorescencijskim mikroskopom (Olympus AX-70, Tokyo, Japan), koristeci
objektiv povecanja 40x s ekscitacijskim filterom od 490 nm, emisije od 530 nm i 605 nm.
Oznaka na slici pokazuje duZinu od 10 um.
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Slika 38. Graficki prikaz stani¢nog preZivljenja u ljudskim limfocitima periferne krvi nakon
obrade melitinom u uvjetima in vitro u razli¢itim koncentracijama (0,1 pg/ml do 10 pg/ml) i
vremenskim periodima od 4 h i 24 h. PreZivljenje stanica je odredeno istovremenim bojanjem
fluorescentnim interkaliraju¢im agensima etidij-bromidom 1 akridin-oranZom pod
fluorescencijskim mikroskopom (Olympus AX-70, Tokyo, Japan), koriste¢i objektiv
povecanja 40x s ekscitacijskim filterom od 490 nm, emisije od 530 nm 1 605 nm.
U pojedinom vidnom polju izbrojano je 100 stanica, a za svaki uzorak obradeno je po
nekoliko vidnih polja. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost =+ SE.
* Statisti¢ki znac¢ajno u odnosu na pripadajucu kontrolu (P<0,05).
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4.2.2. U¢inak pcelinjega otrova i melitina na morfologiju stanica

Pcelinji otrov i melitin uzrokovali su morfoloSke promjene na limfocitima koje se
oCituju u promjenama na membranama koje nastupaju ubrzo nakon izlaganja (Slike 39 i 40).
Takoder, kod duZe izloZenosti, nastupila je granulacija cijelih stanica koja zavrSava kona¢nom
lizom stanica koja je nastupila kod vec¢ih koncentracija péelinjega otrova i melitina te duZih

vremenskih izlaganja.

(b)

(©) (d)

Slika 39. Mikrofotografije promjena u stani¢noj morfologiji u ljudskim limfocitima periferne
krvi nakon obrade pcelinjim otrovom. Ljudski limfociti periferne krvi izloZeni su pcelinjem
otrovu u vremenskom periodu od 1 h i 24 h u koncentracijama od 1 pg/ml i 10 pg/ml. Na
slikama je prikazana intaktna stanica iz kontrolnog uzorka (a). PCelinji otrov je uzrokovao
promjene na membrani (b) i granulaciju stanica (c) nakon Cega je doSlo i do liziranja
stanica (d). Stanice su slikane pod fazno-kontrastnim mikroskopom (Nikon Eclipse E400
POL, Tokyo, Japan), koriste¢i objektiv povecanja 40x. Oznaka na slici pokazuje duZinu
od 10 um.
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(c) (d)

Slika 40. Mikrofotografije promjena u stani¢noj morfologiji u ljudskim limfocitima periferne
krvi nakon obrade melitinom. Ljudski limfociti periferne krvi izloZeni su melitinu u
vremenskom periodu od 4 h i 24 h u koncentracijama od 1 pg/ml i 5 pg/ml. Na slikama je
prikazana intaktna stanica iz kontrolnog uzorka (a). Melitin je uzrokovao promjene na
membrani (b) i granulaciju stanica (c) nakon ¢ega je doslo i do liziranja stanica (d). Stanice su
slikane pod fazno-kontrastnim mikroskopom (Nikon Eclipse E400 POL, Tokyo, Japan),
koriste¢i objektiv povecanja 40x. Oznaka na slici pokazuje duZinu od 10 pm.

4.2.3. Odredivanje tipa stani¢ne smrti nakon obrade pcelinjim otrovom

Nakon obrade péelinjim otrovom, u rasponu koncentracija od 0,1 pg/ml do 20 pg/ml u
razli¢itim vremenskim periodima, pomocu testa stani¢ne difuzije na osnovu razlike u
morfologiji stanica utvrden je tip stani¢ne smrti u vidu apoptoze i nekroze (Slika 41). Obrada
pcelinjim otrovom dovela je do povecanja oba tipa stani¢ne smrti u odnosu na neizloZenu
kontrolu te je postotak apoptoze 1 nekroze bio ovisan i1 o koncentraciji pcelinjega otrova i o
vremenu izloZenosti (Slike 42 1 43). Vecina pregledanih stanica imala je izgled karakteristi¢an
za nekrozu te je taj tip stani¢ne smrti bio poviSen i u odnosu na tip stani¢ne smrti putem
apoptoze. Usporedujuci oba tipa stani¢ne smrti zakljucak je da je stanicna smrt uzrokovana

nekrozom osnovni tip stani¢ne smrti nakon obrade pcelinjim otrovom.

72



REZULTATI

(a)- (b)-

-

(©) (a) _

Slika 41. Mikrofotografije tipa stani¢ne smrti u ljudskim limfocitima periferne krvi u
agaroznom gelu prilikom izvedbe testa stani¢ne difuzije nakon obrade pcelinjim otrovom u
uvjetima in vitro. Slike prikazuju zivi limfocit iz neizloZzenog kontrolnog uzorka (a) te
limfocite iz uzoraka ozloZenih pcelinjem otrovu gdje je pcelinji otrov uzrokovao stani¢nu
smrt u vidu apoptoze (b,c) 1 nekroze u koncentraciji od 10 pg/ml u vremenskom periodu od
24 h (d). Stanice su bojane interkaliraju¢im agensom etidij-bromidom. Stanice su slikane pod
fluorescencijskim mikroskopom (Zeiss, Oberkochen, Njemacka), koriste¢i objektiv povecanja

25x s ekscitacijskim filterom od 515 nm do 560 nm, emisije od 600 nm. Oznaka na slici
pokazuje duzinu od 10 pum.
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Slika 42. Graficki prikaz udjela apoptoze i nekroze kao tipa stani¢ne smrti odreden testom
stanicne difuzije u ljudskim limfocitima periferne krvi nakon obrade pcelinjim otrovom u
uvjetima in vitro u razli¢itim koncentracijama (0,1 pg/ml do 20 pg/ml) i vremenskim
periodima od 1 h (a) i 6 h (b). Udio stanicne smrti odreden je bojanjem fluorescentnim
interkaliraju¢im agensom etidij-bromidom pod fluorescencijskim mikroskopom (Zeiss,
Oberkochen, Njemacka), koriste¢i objektiv povecanja 25x s ekscitacijskim filterom od 515
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nm do 560 nm, emisije od 600 nm.
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Slika 43. Graficki prikaz udjela apoptoze i nekroze kao tipa stani¢ne smrti odreden testom
stanicne difuzije u ljudskim limfocitima periferne krvi nakon obrade pcelinjim otrovom u
uvjetima in vitro u razli¢itim koncentracijama (0,1 pg/ml do 20 pg/ml) i vremenskim
periodima od 24 h (a) i 48 h (b). Udio stani¢ne smrti odreden je bojanjem fluorescentnim
interkaliraju¢im agensom etidij-bromidom pod fluorescencijskim mikroskopom (Zeiss,
Oberkochen, Njemacka), koriste¢i objektiv povecanja 25x s ekscitacijskim filterom od 515
nm do 560 nm, emisije od 600 nm.
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4.2.4. Indukcija mikronukleusa, nukleoplazmatskih mostova i jezgrinih pupova

Nakon obrade pcelinjim otrovom i melitinom, ispitali smo njihov utjecaj na
citogeneticka oStecenja stanica mikronukleus testom. U tu svrhu mjereni su razli¢iti parametri
mikronukleus testa poput samih mikronukleusa, nukleoplazmatskih mostova i jezgrinih
pupova kao pokazatelja kromosomskih oStecenja i malformacija diobenog vretena (Slike 44 i
45). Sva tri parametra pokazala su znacajan porast u odnosu na kontrolne uzorke i taj je porast
bio ovisan o koncentraciji pcelinjega otrova (Tablice 3, 4 1 5) i melitina (Tablice 6, 7 1 8) te
vremenu izlaganja. Od tri mjerena parametra, namece se zaklju¢ak da su ukupan broj

mikronukleusa i jezgrinih pupova najbolji pokazatelji izloZenosti pcelinjem otrovu i melitinu.

(a) — (b)

(c) s Rt @

Slika 44. Mikrofotografije preparata dobivenih mikronukleus (CBMN) testom. Binuklearni
ljudski limfocit periferne krvi u kontrolnom wuzorku (a), binuklearni limfocit sa
mikronukleusom (b), binuklerani limfocit sa nukleoplazmatskim mostom (c) i binuklearni
limfocit sa jezgrinim pupom (d) iz uzoraka izloZenih pcelinjem otrovu u koncentraciji od
10 pg/ml i vremenskom periodu od 24 h u uvjetima in vitro. Dobiveni su preparati osuSeni na
zraku 1 obojani 10%-tnom vodenom otopinom citoloske boje Giemsa. Stanice su slikane pod
svjetlosnim mikroskopom (Axiovert 200M, Gottingen, Germany) koriste¢i objektiv
povecanja 40x. Oznaka na slici pokazuje duZinu od 20 pm.
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(a) (b)

(¢ (d)

Slika 45. Mikrofotografije preparata dobivenih mikronukleus (CBMN) testom. Binuklearni
ljudski limfocit periferne krvi u kontrolnom wuzorku (a), binuklearni limfocit sa
mikronukleusom (b), binuklerani limfocit sa nukleoplazmatskim mostom (c) i binuklearni
limfocit sa jezgrinim pupom (d) iz uzoraka izloZenih melitinu u koncentraciji od 5 pg/ml 1
vremenskom periodu od 24 h u uvjetima in vitro. Dobiveni su preparati osuseni na zraku i
obojani 10%-tnom vodenom otopinom citoloske boje Giemsa. Stanice su slikane pod
svjetlosnim mikroskopom (Axiovert 200M, Goéttingen, Germany), Kkoriste¢i objektiv
povecanja 40x. Oznaka na slici pokazuje duZinu od 20 pm.
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Tablica 3. Ucestalost mikronukleusa (MNi) kao parametar mikronukleus (CBMN) testa u
ljudskim binuklearnim limfocitima periferne krvi nakon obrade pcelinjim otrovom u
razli¢itim koncentracijama (0,1 pg/ml do 20 pg/ml) i vremenskim periodima od 1 h, 6 h, 24 h
148 h. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SE.

1,33+0,33  0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,33+0,33

4,33+0,33  0,33+0,33 0,33+0,33 0,00+0,00 6,00+1,00

6,67+1,20* 1,67+0,33 1,33+0,33 0,00£0,00 14,00+2,52

11,33+0,33* 3,33+0,88* 1,67+0,33 0,67+0,67 25,67+2,85"

1,33+0,33  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,33+0,33

8,67+0,33"  2,33+0,33" 3,33+0,33" 0,33+0,33 24,67+2,33"

10,33+0,88 3,67+1,20* 2,33+0,67* 0,67+0,67 27,00+7,02

9,67£1,20* 3,33+0,33" 1,33+0,33 2,67+0,67* 31,00+3,21"

0 3,33+0,88  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00 3,33+0,88

0,5 13,67+0,67* 4,33+1,45* 1,33+0,33 0,67+0,67 29,00+7,09*

5 12,33+£0,88* 6,67+0,33" 1,67+0,33 0,67+0,33  33,33+3,28"

15 11,67+0,67* 3,67+0,67* 0,67+0,67 0,00+0,00 21,00+2,00"

0 1,67+0,67  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,67+0,67

0,5 13,67+1,20* 3,33+0,88* 2,33+0,67* 0,33+0,33 28,67+6,89"

5 16,67+0,33* 3,67+0,33" 0,00+0,00 0,67+0,67 26,67+3,28"

15 13,67+0,67* 5,33+0,33* 0,00£0,00 0,00+0,00 24,33+1,33"

* Statisti¢ki znacajno povecanje u odnosu na neizloZenu kontrolu (P<0,05).
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Tablica 4. Ucestalost nukleoplazmatskih mostova (NPBs) kao parametar mikronukleus
(CBMN) testa u ljudskim binuklearnim limfocitima periferne krvi nakon obrade pcelinjim
otrovom u razli¢itim koncentracijama (0,1 pg/ml do 20 ug/ml) i vremenskim periodima od
1 h, 6 h, 24 h 148 h. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SE.

0,00£0,00  0,00+0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

1,33+0,33  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,33+0,33

1,67+1,20  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,67+1,20

1,67+£0,33  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,67+0,33

0,00£0,00  0,00+0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

2,67+0,33*  0,00£0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 2,67+0,33"

4,67+1,20  0,33+0,33 0,00£0,00 0,00+0,00 5,33+0,88"

1,33£0,33  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,33+0,33

0 0,00+0,00  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

0,5 2,67+0,67*  0,00£0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 2,67+0,67

5 3,67+0,67*  0,00£0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 3,67+0,67*

15 3,67+0,67* 0,67+0,67 0,00£0,00 0,00£0,00 5,00+2,00*

0 0,00+0,00  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

0,5 1,33+0,88  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,33+0,88

5 3,33+£0,33*  0,33+0,33 0,00+0,00 0,00+0,00 4,00+1,00*

15 4,33+0,33*  0,00£0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 4,33+0,33"

* Statisti¢ki znacajno povecanje u odnosu na neizloZenu kontrolu (P<0,05).

7

\=}



REZULTATI

Tablica S. Ucestalost jezgrinih pupova (NBUDs) kao parametar mikronukleus (CBMN) testa
u ljudskim binuklearnim limfocitima periferne krvi nakon obrade pcelinjim otrovom u
razli¢itim koncentracijama (0,1 pg/ml do 20 pg/ml) i vremenskim periodima od 1 h, 6 h, 24 h
148 h. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SE.

0,00£0,00  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

5,67+1,20"  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 5,67+1,20

6,33£0,33*  0,67+0,33 0,00+0,00 0,00+0,00 7,67+0,88"

4,67+0,67* 1,33+0,33 0,00£0,00 0,00+0,00 7,33+1,33"

0,67+£0,67  0,00£0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,67+0,67

7,67+0,67*  0,67+0,67 0,00+0,00 0,00+0,00 8,33+0,67*

8,33+0,33*  0,33+0,33 0,33+0,33 0,00+0,00 10,00+1,00*

13,33+0,88* 1,67+0,67 0,67+0,67 0,00£0,00 18,67+2,33"

0 1,67£0,67  0,33+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 2,33+1,33

0,5 14,33+0,33* 1,33+0,33  0,00£0,00 0,00£0,00 17,00+1,00*

5 11,33+£0,33* 1,67+0,67* 0,33+0,33 0,00£0,00 19,67+2,67*

15 13,33+0,33* 7,67+0,33* 1,67+0,67 0,00£0,00 33,67+2,73"

0 1,33+£0,33  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,33+0,33

0,5 9,67+1,20"  4,33+0,33* 0,00+0,00 0,00+0,00 18,33+0,88"

5 17,33+£0,88* 4,67+0,67* 0,33+0,33 0,00£0,00 28,00+3,51*

15 11,67+0,67* 3,33+0,33* 1,33£0,33 0,00£0,00 22,67+1,45"

* Statisti¢ki znacajno povecanje u odnosu na neizloZenu kontrolu (P<0,05).
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Tablica 6. Ucestalost mikronukleusa (MNi) kao parametar mikronukleus (CBMN) testa u
ljudskim binuklearnim limfocitima periferne krvi nakon obrade melitinom u razlic¢itim
koncentracijama (0,1 pg/ml do 10 pg/ml) i vremenskim periodima od 1 h i 24 h. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + SE.

450£0,50  0,50+0,50 0,00+0,00 0,00+0,00 5,50+0,50

7,50£2,50  3,00+2,00 1,00+0,00 0,00+0,00 16,50+6,50"

6,50£0,50  3,50+1,50 3,00+0,00* 0,00+0,00 22,50+3,50"

2,00+0,00  0,50+0,50 0,00+0,00 0,00£0,00 3,00+1,00
0,5 7,00+£3,00* 2,50+0,50 1,00£1,00 0,00£0,00 15,00+7,00"

5 1,00+£3,00  5,00+0,00* 4,00£1,00* 0,00+0,00 32,00+6,00"

* Statisticki znacajno povecanje u odnosu na neizloZenu kontrolu (P<0,05)

Tablica 7. Ucestalost nukleoplazmatskih mostova (NPBs) kao parametar mikronukleus
(CBMN) testa u ljudskim limfocitima periferne krvi nakon obrade melitinom u razli¢itim
koncentracijama (0,1 pg/ml do 10 pg/ml) i vremenskim periodima od 1 h i 24 h. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + SE.

0,50+0,50  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,50+0,50

0,50+0,50  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,50+0,50

0,50+0,00  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,50+0,50

0,50£0,50  0,00+0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,50+0,50

24 0,5 2,00+£2,00  0,00£0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 2,00+2,00

5 2,50+0,50  0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 2,50+0,50

* Statisticki znac¢ajno povecanje u odnosu na neizloZenu kontrolu (P<0,05)
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Tablica 8. Ucestalost jezgrinih pupova (NBUDs) kao parametar mikronukleus (CBMN) testa
u ljudskim limfocitima periferne krvi nakon obrade melitinom u razli¢itim koncentracijama
(0,1 pug/ml do 10 pug/ml) i vremenskim periodima od 1 h i 24 h. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost + SE.

Vrijeme Koncentracija 1 NBUD 2NBUDs 3NBUDs 4NBUDs ) NBUDs
izlaganja (h)  (pg/ml)
0 3,50£0,50  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00 3,50+0,50
0,1 450£2,50 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 4,50+2,50
4 0,5 6,50£1,50  1,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 8,50+1,50
1 7,00£2,00  1,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 9,00+2,00*
5 8,50£0,50  1,50+0,50 0,00+0,00 0,00+0,00 11,50+1,50*
10 6,00£0,00  1,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 8,00+0,00
0 450+2,50 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 4,50+2,50
0,1 6,00£2,00  2,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 10,00£2,00
24 0,5 7,50£0,50  1,00+1,00 0,00+0,00 0,00+0,00 9,50+2,50
1 6,50£1,50  1,50+0,50 0,00+0,00 0,00+0,00 9,50+0,50
5 550£0,50  3,00+0,00* 0,00+£0,00 0,00+0,00 11,50+0,50*
10 9,00£#2,00  1,50+1,50 0,00+0,00 0,00+0,00 12,00+5,00*

* Statisticki znacajno povecanje u odnosu na neizloZzenu kontrolu (P<0,05)

4.2.5. Ucinak pcelinjega otrova i melitina na ukupna i oksidativna oSte¢enja molekule DNA

Nakon obrade pcelinjim otrovom 1 melitinom, ispitali smo nastanak oSte¢enja u
molekuli DNA u vidu jednolancanih 1 dvolancanih lomova te nastanak oksidativnih oStecenja
u molekuli DNA koriste¢i enzimsku modifikaciju standardnog komet testa upotrebom
Fpg enzima koji ovu tehniku c¢ini jo§ osjetljivijom posebice za detekciju oksidativnih
oStecenja nastalih uslijed izlaganja kemijskim ili fizikalnim agensima. Metoda se bazira na
obradi stanica s Fpg enzimom koji prepoznaje razna oksidativna oSte¢enja te na mjestima
takvih oStecenja cijepa molekulu DNA pri ¢emu nastaju fragmenti koji za vrijeme
elektroforeze putuju brze od nepocijepane molekule DNA te na taj nacin stvaraju strukture
nalik , kometima* (Slike 46 1 47). Parametar koji karakterizira komete, a koji je prikazan i u
ovom radu je % DNA u repu koji je proporcionalan oSte¢enju uzrokovanom u molekuli DNA.
Nakon statisti¢ke obrade podataka, uo€eno je da ve¢ nakon 1 h izlaganja limfocita pcelinjem
otrovu dolazi do znacajnih oSte¢enja u molekuli DNA koja su uocena standardnom alkalnom
verzijom ovog testa te da su ona ovisna o koncentraciji pcelinjega otrova te o vremenskom
izlaganju (Slike 48 1 49). Nakon primjene Fpg enzimske modifikacije komet testa za detekciju
oksidativnih oSte¢enja molekule DNA, takoder je uofen znaCajan porast % DNA u repu

kometa koji ukazuje da je nakon obrade pcelinjim otrovom doSlo uz ukupna oStecenja
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molekule DNA uocenih alkalnom verzijom ovog testa, 1 do oksidativnih oSte¢enja molekule
DNA (Slike 50 i 51). Nakon obrade melitinom, takoder je pokazano da dolazi do ukupnih i
oksidativnih oSte¢enja molekule DNA te da su oStecenja ovisna 1 o koncentraciji melitina i o
vremenskom izlaganju (Slike 52 i 53). Ovi rezultati takoder su pokazali ovisnost o dozi
pcelinjega otrova 1 melitina 1 vremenu izlaganja. Znacajnost rezultata dobivenih
Fpg-modificiranim komet testom veca je nego ona uocena primjenom standardnog alkalnog

komet testa ukazujuci da oSte¢enja u molekuli DNA nastaju zbog oksidacijskog stresa.

(a) - (b) -
(c) - (d) -

Slika 46. Mikrofotografije alkalnog 1 Fpg-modificiranog komet testa u kontrolnim ljudskim
limfocitima periferne krvi u agaroznom gelu (a,c) i nakon obrade ljudskih limfocita periferne
krvi pcelinjim otrovom u koncentraciji od 10 pg/ml u vremenskom periodu od 24 h (b,d) u
uvjetima in vitro. Stanice su bojane interkaliraju¢im agensom etidij-bromidom. Stanice su
slikane pod fluorescencijskim mikroskopom (Zeiss, Oberkochen, Njemacka), koristeci
objektiv povecanja 25x s ekscitacijskim filterom od 515 nm do 560 nm, emisije od 600 nm.
Oznaka na slici pokazuje duzinu od 20 um.
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Slika 47. Mikrofotografije alkalnog 1 Fpg-modificiranog komet testa u kontrolnim ljudskim
limfocitima periferne krvi u agaroznom gelu (a,c) i nakon obrade ljudskih limfocita periferne
krvi melitinom u koncentraciji od 5 pug/ml u vremenskom periodu od 24 h (b,d) u uvjetima in
vitro. Stanice su bojane interkaliraju¢im agensom etidij-bromidom. Stanice su slikane pod
fluorescencijskim mikroskopom (Zeiss, Oberkochen, Njemacka), koristec¢i objektiv povecanja

25x s ekscitacijskim filterom od 515 nm do 560 nm, emisije od 600 nm. Oznaka na slici
pokazuje duzinu od 20 um.
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Slika 48. Rezultati alkalnog komet testa (% DNA u repu) kao pokazatelji ukupnih ostecenja
molekule DNA nakon obrade pcelinjim otrovom u razli¢itim koncentracijama (0,1 pg/ml do
20 pg/ml) i vremenskim periodima od 1 h (a) i 6 h (b). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + SE. * Statisticki znaCajno povecanje u odnosu na neizloZenu kontrolu (P<0,05).
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Slika 49. Rezultati alkalnog komet testa (% DNA u repu) kao pokazatelji ukupnih ostecenja
molekule DNA nakon obrade pcelinjim otrovom u razli¢itim koncentracijama (0,1 pg/ml do
20 pg/ml) i vremenskim periodima od 24 h (a) i 48 h (b). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + SE. * Statisticki znac¢ajno povecanje u odnosu na neizloZenu kontrolu (P<0,05).
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Slika 50. Rezultati Fpg-modificiranog komet testa (% DNA u repu) kao pokazatelji
oksidativnih oStecenja molekule DNA nakon obrade pcelinjim otrovom u razli¢itim
koncentracijama (0,1 pug/ml do 20 pug/ml) i vremenskim periodima od 1 h (a) i 6 h (b).
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SE. * Statisti¢ki znacajno povecéanje u odnosu
na neizloZenu kontrolu (P<0,05), ® Statisticki znagajno povecanje u odnosu na pufersku

kontrolu (P<0,05).
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Slika 51. Rezultati Fpg-modificiranog komet testa (% DNA u repu) kao pokazatelji
oksidativnih oStecenja molekule DNA nakon obrade pcelinjim otrovom u razli¢itim
koncentracijama (0.1 ug/ml do 20 pg/ml) i vremenskim periodima od 24 h i 48 h. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + SE. * Statisticki znacajno povecanje u odnosu na
neizloZenu kontrolu (P<0,05), ® Statisti¢ki znagajno povecanje u odnosu na pufersku kontrolu

(P<0,05).
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Slika 52. Rezultati alkalnog komet testa (% DNA u repu) kao pokazatelji ukupnih ostecenja
molekule DNA nakon obrade melitinom u razli¢itim koncentracijama (0,1 pg/ml do
10 pg/ml) i vremenskim periodima od 4 h (a) i 24 h (b). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + SE. * Statisticki znaCajno povecanje u odnosu na neizloZenu kontrolu (P<0,05).
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Slika 53. Rezultati Fpg-modificiranog komet testa (% DNA u repu) kao pokazatelji
oksidativnih oStecenja molekule DNA nakon obrade melitinom u razli¢itim koncentracijama
(0,1 pg/ml do 10 pg/ml) i vremenskim periodima od 4 h (a) i 24 h (b). Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost + SE. * Statisti¢ki zna¢ajno povecanje u odnosu na neizloZzenu kontrolu
(P<0,05), ® Statisti¢ki zna¢ajno poveéanje u odnosu na pufersku kontrolu (P<0,05).
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Da bi se potvrdila uloga oksidativnog stresa u osSte¢enju molekule DNA nakon obrade
pcelinjim otrovom, uzorci pune krvi su prije obrade pcelinjim otrovom obradeni sa
antioksidansom N-acetil-L-cisteinom (NAC) kao izvorom cisteina za sintezu glutationa.
Uc¢inak NAC-a na oSteCenje molekule DNA uzrokovano pcelinjim otrovom ispitan je
alkalnim komet testom, dok je isti uc¢inak na oksidativna oSte¢enja molekule DNA ispitan
Fpg-modificiranom verzijom komet testa. Rezultati su pokazali da obrada NAC-om nije
uzrokovala oSte¢enja molekule DNA, Sto je i potvrdeno sa oba testa, dok je obrada sa
pcelinjim otrovom uzrokovala promjene u molekuli DNA, Sto je potvrdeno ve¢ i ranije.
Medutim, obrada stanica NAC-om prije obrade pcelinjim otrovom uspjela je sacuvati
molekulu DNA od oSte¢enja uzrokovanih pcelinjim otrovom S§to je pokazano alkalnim i
Fpg-modificiranim komet testom (Slike 54 1 55). Rezultati ukazuju da je NAC uspjesno

zastitio ljudske limfocite od ukupnih, ali i oksidativnih oSte¢enja molekule DNA.

4.2.6. Ucinak pcelinjega otrova i melitina na razinu glutationa (GSH) 1 malondialdehida

(MDA) kao pokazatelje oksidativnog stresa i lipidne peroksidacije

Kako je Fpg-modificirana verzija komet testa pokazala da su oStec¢enja molekule DNA
1 oksidativnog tipa, dalje je istrazena ukljuenost oksidativnog stresa u procese kojima
pcelinji otrov i melitin djeluju na stanice. Stanice se od oksidativnog stresa brane razli¢itim
mehanizmima, a jedan od tih mehanizama je i ne-enzimatska obrana koja ukljucuje spojeve
koji direktno vezu radikale poput glutationa (GSH). Obrada pcelinjim otrovom i melitinom
promijenila je razinu GSH u izloZenim uzorcima (Slike 56, 57 1 58). Iako niZe koncentracije
pcelinjega otrova 1 melitina nisu promijenile koncentraciju GSH u uzorcima, vise
koncentracije dovele su do znacajnog smanjivanja koncentracije GSH koja je, uz

koncentracijsku ovisnost, bila ovisna i o vremenu izlaganja pcelinjem otrovu i melitinu.
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Slika 54. Ucinak N-acetil-L-cisteina (NAC) na oSteCenje molekule DNA uzrokovano
pcelinjim otrovom. Puna krv je obradena NAC-om (20 mM) 1 h nakon ¢ega je dodan pcelinji
otrov (5 pug/ml) u vremenu od 1 h (a) i 24 h (b). OSteCenje molekule DNA mjereno je
alkalnim komet testom. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SE. * Statisti¢ki
znadajno povecanje u odnosu na neizlozenu kontrolu (P<0,05), " Statisticki znadajno
smanjenje u odnosu na izloZenost pcelinjem otrovu (P<0,05).
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Slika 55. Ucinak N-acetil-L-cisteina (NAC) na oSteCenje molekule DNA uzrokovano
pcelinjim otrovom. Puna krv je obradena NAC-om (20 mM) 1 h nakon ¢ega je dodan pcelinji
otrov (5 pug/ml) u vremenu od 1 h (a) i 24 h (b). OSteCenje molekule DNA mjereno je
Fpg-modificiranim komet testom. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SE.
“ Statisticki znaGajno povecanje u odnosu na neizlozenu kontrolu (P<0,05),  Statistiki
znacajno smanjenje u odnosu na izloZenost péelinjem otrovu (P<0,05), ¢ Statisticki znacajno

povecanje u odnosu na pufersku kontrolu (P<0,05).
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Inducirani ROS cCesto izaziva i lipidnu peroksidaciju membrana i stvaranje produkata
kao Sto su malondialdehid (MDA), koji nastaje u reakciji ROS-ova s viSestruko nezasi¢enim
masnim kiselinama. Rezultati su pokazali da razina MDA nakon obrade limfocita pcelinjim
otrovom i melitinom raste te je ovisna o koncentraciji pcelinjega otrova i melitina te o
vremenu izlaganja (Slike 59, 60 i 61). Stvaranje MDA ve¢ nakon 1 h i 4 h izloZenosti
pcelinjem otrovu i1 melitinu ukazuje da je ono posljedica djelovanja ROS-a, a ne zbog
moguceg kasnijeg nastanka MDA u procesima stani¢ne smrti.

Da bi se potvrdila uloga oksidativnog stresa u pogledu razine GSH i MDA nakon
obrade pcelinjim otrovom, uzorci pune krvi su takoder obradeni sa antioksidansom NAC-om.
Obrada NAC-om povisila je razinu GSH u izloZenim uzorcima, dok je pcelinji otrov snizio
razinu GSH nakon duzeg vremenskog izlaganja. Zajednicka obrada NCA-om i pcelinjim
otrovom takoder je povisila razinu GSH u uzorcima pune krvi, ali o¢ekivano taj je porast bio
manji nego onaj prilikom obrade uzoraka samo NAC-om (Slika 62). Kao §to je ve¢ i ranije
utvrdeno, obrada pcelinjim otrovom povisila je razinu MDA u izlozenim uzorcima, dok
obrada NAC-om nije imala ucinka na razinu MDA. Obrada NAC-om, prije obrade pcelinjim
otrovom, pokazala je protektivni u¢inak NAC-a §to je potvrdeno smanjivanjem koncentracije
MDA u odnosu na obradu samo pcelinjim otrovom (Slika 63).

Rezultati dobiveni alkalnim i1 Fpg-modificiranim komet testom nakon obrade
pcelinjim otrovom korelirani su sa rezultatima dobivenima za GSH 1 MDA. Linearna
regresijska analiza % DNA u repu alkalnog komet testa pokazala je signifikantnu pozitivnu
korelaciju sa rezultatima dobivenima za MDA (r = 0,545, P<0,05) i znacajnu negativnu
korelaciju sa rezultatima dobivenima za GSH (r = — 0,787, P<0,05). Linearna regresijska
analiza pokazala je takoder znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu % DNA u repu
Fpg-modificiranog komet testa i rezultata dobivenih za razinu MDA (r = 0,584, P<0,05), dok
je znacajna negativna korelacija uocena za % DNA u repu i rezultate dobivene mjerenjem
koncentracije GSH (r = - 0,712, P<0,05). Ovi rezultati dodatno ukazuju na ulogu

oksidativnog stresa u oSte¢enjima uzrokovanima pcelinjim otrovom.
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Slika 56. Koncentracija glutationa (GSH) u uzorcima pune krvi kao pokazatelja oksidativnog
stresa nakon obrade pcelinjim otrovom u razli¢itim koncentracijama (0,1 pg/ml do 20 pg/ml)
i vremenskim periodima od 1 h (a) i 6 h (b). Koncentracija GSH je odredena
spektrofotometrijski. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD. * Statisticki znacajno

smanjenje u odnosu na neizlozenu kontrolu (P<0,05).
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Slika 57. Koncentracija glutationa (GSH) u uzorcima pune krvi kao pokazatelja oksidativnog
stresa nakon obrade pcelinjim otrovom u razli¢itim koncentracijama (0,1 pg/ml do 20 pg/ml)
i vremenskim periodima od 24 h (a) i 48 h (b). Koncentracija GSH je odredena
spektrofotometrijski. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD. * Statisticki znacajno
smanjenje u odnosu na neizlozenu kontrolu (P<0,05).
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Slika 58. Koncentracija malondialdehida (MDA) u uzorcima pune krvi kao pokazatelja
lipidne peroksidacije nakon obrade pcelinjim otrovom u razliCitim koncentracijama
(0,1 pg/ml do 20 pg/ml) i vremenskim periodima od 1 h (a) i 6 h (b). Koncentracija MDA je
odredena pomocu tekucinskog kromatografa visoke djelotvornosti (HPLC). Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost = SD. * Statisticki znacajno povecanje u odnosu na
neizlozenu kontrolu (P<0,05).
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Slika 59. Koncentracija malondialdehida (MDA) u uzorcima pune krvi kao pokazatelja
lipidne peroksidacije nakon obrade pcelinjim otrovom u razliCitim koncentracijama
(0,1 pg/ml do 20 pg/ml) i vremenskim periodima od 24h (a) i 48 h (b). Koncentracija MDA je
odredena pomocu tekucinskog kromatografa visoke djelotvornosti (HPLC). Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost = SD. * Statisticki znacajno povecanje u odnosu na
neizlozenu kontrolu (P<0,05).
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Slika 60. Ucinak N-acetil-L-cisteina (NAC) na koncentraciju glutationa (GSH) u uzorcima
pune krvi kao pokazatelja oksidativnog stresa nakon obrade pcelinjim otrovom. Puna krv je
obradena NAC-om (20 mM) 1 h nakon ¢ega je dodan pcelinji otrov (5 pg/ml) u vremenu od
1 h (a) i 24 h (b). Koncentracija GSH je odredena spektrofotometrijski. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost = SD. * Statisti¢ki znacajno povecanje u odnosu na neizloZenu kontrolu
(P<0,05), © Statisticki znacajno povecanje u odnosu na izloZenost pcelinjem otrovu (P<0,05).
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Slika 61. Ucinak N-acetil-L-cisteina (NAC) na koncentraciju malondialdehida (MDA) u
uzorcima pune krvi kao pokazatelja lipidne peroksidacije nakon obrade pcelinjim otrovom.
Puna krv je obradena NAC-om (20 mM) 1 h nakon ¢ega je dodan pcelinji otrov (5 pg/ml) u
vremenu od 1 h (a) i 24 h (b). Koncentracija MDA je odredena pomocu tekucinskog
kromatografa visoke djelotvornosti (HPLC). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + SD. * Statisticki znacajno povecanje u odnosu na neizloZenu kontrolu (P<0,05),
® Statisti¢ki znagajno povecanje u odnosu na obradu NAC-om (P<0,05), © Statisti¢ki znacajno
smanjenje u odnosu na izloZenost péelinjem otrovu (P<0,05).
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Slika 62. Koncentracija glutationa (GSH) u uzorcima pune krvi kao pokazatelja oksidativnog
stresa nakon obrade melitinom u razli¢itim koncentracijama (0,1 pg/ml do 10 pg/ml) i
vremenskim periodima od 4 h i 24 h. Koncentracija GSH je odredena spektrofotometrijski.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = SD. * Statisticki znacajno smanjenje u odnosu
na neizlozZenu kontrolu (P<0,05).
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Slika 63. Koncentracija malondialdehida (MDA) u uzorcima pune krvi kao pokazatelja
lipidne peroksidacije nakon obrade melitinom u razli¢itim koncentracijama (0,1 pg/ml do
20 pg/ml) i vremenskim periodima od 4 h i 24 h. Koncentracija MDA je odredena pomocu
tekuc¢inskog kromatografa visoke djelotvornosti (HPLC). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + SD. * StatistiCki znacajno povecanje u odnosu na neizloZenu kontrolu (P<0,05).
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4.2.7. Uc¢inak melitina na aktivnosti enzima fosfolipaze C (PLC)
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Slika 64. Aktivnost enzima fosfolipaze C (PLC) u ljudskim limfocitima nakon obrade
melitinom u razli¢itim koncentracijama (0,1 pg/ml do 5 pg/ml) i vremenskim periodima
od 4 h i 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD. * Statisticki znacajno

povecanje u odnosu na neizloZenu kontrolu (P<0,05).
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Fosfolipaza C (PLC) je klasa enzima koji cijepaju fosfolipide neposredno ispred
fosfatne grupe. Ovaj enzim ima vaznu ulogu u stani¢noj fiziologiji te u mnogim signalnim
putovima vezanima za apoptozu i stani¢no preZivljenje. Da bi se ispitala moguénost direktne
aktivacije PLC melitinom, uzorci pune krvi su obradeni melitinom u koncentracijama od
0,1 pg/ml do 5 pg/ml u vremenskom trajanju od 4 h i 24 h. Rezultati su ukazali na povec¢anu

aktivnost enzima nakon obrade melitinom koja je bila ovisna o koncentraciji melitina

(Slika 64).
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5. RASPRAVA

Od davnina je poznato da mnogi prirodni spojevi, ljekovite trave pa ¢ak 1 zacini
posjeduju razli¢ita blagotvorna svojstva te su se koristili za lijeCenje mnogih bolesti,
ukljucujuci i tumorska oboljenja (Mehta i Pezzuto, 2002; Guilford i Pezzuto, 2008). Termin
kemoprevencija razvio se kasnih 1970. godina te je ukljuivao prevenciju tumora kemijskim
spojevima najceS¢e dobivenima iz biljaka. Podrucje kemoprevencije bavi se istraZivanjima
takvih spojeva u svrhu pronalaska njihove potencijalne djelotvornosti (Wattenberg, 1985).
Upotreba prirodnih spojeva kao kemopreventivnih agensa drasti¢no je porasla u posljednjih
nekoliko godina te je velik broj takvih spojeva ispitan na razliCitim modelnim sustavima.
Veliki broj takvih kemikalija 1 spojeva, koji su pruzili obecavajue rezultate u
eksperimentalnim sustavima, danas se ve¢ nalazi u pretklinickim istraZivanjima, dok se za
veliki broj kemikalija joS uvijek trazi toCan mehanizam djelovanja. Nadalje, brojna
istrazivanja su pokazala da takve kemikalije koriStene same ne pokazuju Zeljene rezultate, ali
da se njihovom kombinacijom sa postoje¢im kemoterapeuticima moZze do¢i do obecavajucih
rezultata te je ovo podrucje postalo posebice zanimljivo znanstvenoj zajednici (Young, 2006;
Dennis i sur., 2009; Mehta i sur., 2010).

Kukei i proizvodi koji se dobivaju iz njih koriste se od davnina u narodnoj medicini za
lijeCenje. Brojna istrazivanja dokazuju da bi upotreba proizvoda izoliranih iz kukaca, uz
konvencionalne nacine lijeCenja, mogla dati veliku korist kod suzbijanja brojnih teSko
izlje¢ivih bolesti. Neki od obecavaju¢ih nacina lijeCenja su se djelomi¢no ispitali i
eksperimentalno (Pemberton, 1999; Cherniack, 2010). Proizvodi koji se dobivaju od pcela,
poput meda, koristili su se za lijeCenje kroni¢nih i post-operacijskih rana te za lijeCenje
opeklina, a u brojnim slu¢ajevima pokazali su se jednako djelotvornima kao i neki standardni
medicinski pripravci. Med se u kombinaciji sa pcelinjim voskom uspjeSno koristi za lijecenje
nekolicine dermatoloskih poremecaja, ukljuujuci psorijazu, dermatitis, brojna gljivi¢na
koZzna oboljenja te za diskoloraciju koze. Maticna mlije¢ koristi se za lijeCenje
postmenopauzalnih simptoma, dok se propolis koristi u lijeenju Zelu€anih Cireva (Khalil,
2006; Viuda-Martos i sur., 2008; OrSoli¢, 2009a; Cherniack, 2010). Uza sve to, svoju
primjenu u tradicionalnoj medicini ima i pc€elinji otrov koji se koristi kao reumatik, za
ublazavanje bolova, sniZzenje krvnog tlaka i kolesterola u krvi. Nadalje, pCelinji otrov koristi
se protiv zaraznih bolesti, u lijeCenju raznih upala Zivaca i akutnih upala krvnih Zila, za
poboljSavanje opéeg tonusa, nerijetko i za opcu otpornost organizma (Kim, 1997; Cerrato,

1998; Liu i Tong, 2003; Ransome, 2004; Radi¢, 2005). Osim tradicionalne primjene
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pcelinjega otrova, suvremena znanost pocela se baviti i istraZivanjima s ciljem ispitivanja
potencijalnog protutumorskog djelovanja pcelinjega otrova, ali 1 njegovih sastavnica.
Sastavnice pcelinjega otrova koje se najvise koriste u istraZivanjima protutumorskih svojstava
su glavni protein pcelinjega otrova melitin, enzim fosfolipaza A, i mali peptid apamin (Son i
sur., 2007, Heinen i de Veiga, 2011; Or3oli¢, 2012).

Dosada$nja istrazivanja pokazala su da pcelinji otrov 1 njegove sastavnice uzrokuju
toksi¢an ucinak kod razlicitih tipova tumorskih stanica kao Sto su stanice bubrega, pluca,
jetre, prostate, mjehura, dojke i1 leukemijskih stanica iako detaljni mehanizmi njihova
djelovanja nisu u potpunosti razjasnjeni (Liu i sur., 2002; Jang i sur., 2003; Or3Soli¢ i Basi¢,
2003; Orsoli¢ 1 sur., 2003; Chen 1 sur., 2004; Hu i sur., 2006; Liu i sur., 2006; Moon i sur.,
2006; Putz 1 sur., 2006; Chu 1 sur., 2007; Lee i sur., 2007; Ip 1 sur., 2008a,b; Moon 1 sur.,
2008; Tu 1 sur., 2008; Orsoli¢, 2009b; Orsoli¢ i sur., 2009; Wang i sur., 2009; Park i sur.,
2010, 2011; Orsoli¢, 2012). Takoder, literaturni podaci vezani uz djelovanje pcelinjega otrova
i njegovih sastavnica na stani¢noj razini ukazuju na razliite i nerijetko kontradiktorne
mehanizme djelovanja ovog spoja.

Upravo zbog toga, cilj ovog istraZzivanja bio je utvrditi potencijalno protutumorsko
djelovanje pcelinjega otrova i njegove glavne sastavnice melitina na nizu tumorskih stani¢nih
linija te odredene mehanizme kojima ovaj kompleksan spoj djeluje na stanice. IstraZivanja su
takoder provedena na sublinijama koje su otporne na citostatike u svrhu odredivanja
djelovanja pcelinjega otrova u kombinaciji sa citostaticima. Osim djelovanja pcelinjega otrova
i melitina na tumorskim stani¢nim linijama, ispitan je i njihov ucinak kod normalnih
ne-tumorskih stanica u svrhu odredivanja potencijalno Stetnog djelovanja ovih spojeva na
normalne stanice. Rezultati istraZivanja u konacnici ¢e posluziti boljem razumijevanju
mehanizama ukljuenih u stani¢ni odgovor uzrokovan tretmanom pcelinjim otrovom i
melitinom te razjasniti potencijalnu moguénost upotrebe ovog kompleksnog spoja i njegove
glavne sastavnice u terapijske svrhe.

U istrazivanju se koristilo nekoliko tumorskih i ne-tumorskih stani¢nih linija. Od
tumorskih stani¢nih linija koriStene su roditeljske stani¢ne linije ljudskog karcinoma vrata
grlica maternice HeLa i ljudskog karcinoma grkljana HEp-2, zatim stani¢ne linije ljudskog
glioblastoma A1235, adenokarcinoma kolona SW620 i adenokarcinoma dojke MCF-7. Osim
roditeljskih stani¢nih linija ljudskog karcinoma vrata grlica maternice HeL.a 1 grkljana HEp-2,
takoder su koriStene i njihove sublinije stabilno otporne na citostatike HeLa CK i CK2. Ove
dvije linije razvijene su u Zavodu za molekularnu biologiju, Instituta Ruder Boskovi¢ u

Laboratoriju za genotoksi¢ne agense, a dobivene su obradom HelLa i HEp-2 stanica rastu¢om

106



RASPRAVA

koncentracijom cisplatine (Osmak, 1992; Osmak i Eljuga, 1993; Osmak i sur., 1993).
Sublinija HeLLa CK dobivena je iz stani¢ne linije ljudskog karcinoma vrata grli¢a maternice,
dok je sublinija CK2 dobivena obradom stani¢ne linije ljudskog karcinoma grkljana. Obje
stani¢ne linije otporne su na cisplatinu, pri ¢emu pokazuju klinicki relevantnu razinu
otpornosti (Boulikas i Vougiouka, 2003). Osim tumorskih stani¢nih linija u istrazivanje su
ukljuene 1 dvije ne-tumorske stani¢ne linije, ljudske embrionske stani¢ne linije bubrega
HEK-293 1 normalni fibroblasti Hef. Osim navedenih stani¢nih linija koje rastu u kulturi,
istrazivanja su provedena i1 na ljudskim limfocitima iz periferne krvi kao vrlo osjetljivim
biomarkerima oSte¢enja da bi se paralelno utvrdio ucinak pcelinjega otrova i melitina kod
tumorskih i normalnih ne-tumorskih stanica.

U svrhu utvrdivanja citotoksi¢nog ucinka pcelinjega otrova i melitina na stanice prvo
je odredena vijabilnost stanica nakon obrade pcelinjim otrovom i melitinom. U tu svrhu
koriStene su navedene tumorske stani¢ne linije. Stanice su izloZene 72 sata pcelinjem otrovu u
rasponu koncentracija od 0,4 pg/ml do 200 pg/ml te je vijabilnost stanica odredena
kolorimetrijskim MTT testom (Mickisch 1 sur., 1990). Rezultati su ukazali na citotoksi¢nost
0ovog spoja u uvjetima in vitro za sve stanicne linije te je uo¢ena ovisnost o dozi pcelinjega
otrova. Takoder je uocena razlika u osjetljivosti stanica na obradu pc¢elinjim otrovom, no iako
se prema rezultatima na pojedinim stani¢nim linijama ¢ini da je dio stani¢nih linija osjetljiviji
na pcelinji otrov, to opaZanje vrijedi samo za staniCne linije koje su rasle u mediju sa
dodatkom istog seruma (uz dodatak teleCeg seruma ili uz dodatak fetalnog teleCeg seruma).
Ovisnost toksi¢nosti pcelinjega otrova ovisno o mediju, utvrdilo se obradom Hela i Hep-2
stanica koje su rasle u mediju uz dodatak teleceg seruma ili uz dodatak fetalnog teleceg
seruma. Stanice koje su rasle u mediju sa dodatkom teleCeg seruma pokazale su veci stupanj
citotoksi¢nosti na pcelinji otrov od istih stanica koje su rasle u mediju sa dodatkom fetalnog
teleCeg seruma. Ova razlika u citotoksi¢nosti ovisno o tipu seruma ukazuje na mogucénost
interakcije sastavnica pcelinjega otrova sa proteinima iz seruma koji mogu dovesti ili do
aktivacije ili deaktivacije sastavnica prisutnih u péelinjem otrovu.

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da dodatak seruma u stani¢ni medij moZe dovesti
do aktivacije ili deaktivacije pojedinih spojeva te na taj nacin uzrokovati povecanu ili
smanjenu citotoksi¢nost odredenog spoja prema stanicama koje rastu u kulturi sa dodatkom
seruma. U ovom istraZzivanju uoceno je da dodatak fetalnog teleCeg seruma umanjuje
citotoksi¢nost pcelinjega otrova ukazuju¢i na inhibitorni ucinak proteina iz seruma na
sastavnice pcelinjega otrova. Primjerice, inhibitorni u¢inak seruma na antitumorsku aktivnost

metotreksata uocen je tako kod ljudskih stanica leukemije K-562 (Kojima i sur., 2009). Autori

107



RASPRAVA

su zakljucili da je antitumorska aktivnost metotreksata smanjena dodatkom fetalnog teleceg
seruma u odnosu na medij bez dodatka seruma te je ona bila ovisna i o ,,Jotu* seruma. Nakon
provedenih analiza zakljuceno je da albumin koji se nalazi u serumu veZe na sebe metotreksat
tvore¢i komplekse sa njim i umanjujuéi na taj nacin njegovu citotoksi¢nost (Kojima i sur.,
2009). Smanjenje citotoksi¢nosti ovisno o dodatku seruma zabiljeZeno je takoder za azaserin
(Kojima 1 sur., 2009), amfotericin-B (Assem 1 sur., 1994), Zivin-klorid (Bohets 1 sur., 1994) i
karbonske nanocCestice (Zhua 1 sur., 2009) kod razli¢itih tipova stani¢nih linija. Ova
istrazivanja ukazuju da se treba uzeti u obzir koncentracija seruma kod usporedivanja
citotoksi¢nosti pojedinih spojeva iz razli€itih istrazivanja.

Ako gledamo ovisnost djelovanja pcelinjega otrova izmedu stanica koje su rasle u
mediju sa dodatkom teleceg seruma, Hef 1 HEK-293 ne-tumorske stanice pokazale su najvecu
rezistenciju prema pcelinjem otrovu. Takoder, niZe koncentracije pcelinjega otrova djelovale
su stimulativno na pojedine stani¢ne linije (HeLa, CK2, SW620, Hef). Ako gledamo ovisnost
djelovanja pcelinjega otrova kod roditeljskih HelLa i HEp-2 stanica i njihovih sublinija
otpornih na cisplatinu, uoCavamo da roditeljske linije pokazuju gotovo istu osjetljivost na
obradu pcelinjim otrovom. Nasuprot tome, kod njihovih rezistentnih linija opazamo drugaciju
osjetljivost prema obradi pcelinjim otrovom. HeLLa CK stanice pokazale su jacu osjetljivost u
odnosu na roditeljske stanice, dok CK2 stanice pokazuju vecu rezistentnost prema pcelinjem
otrovu. Ovakve se razlike mogu objasniti bioloSkim i genetickim varijacijama izmedu
istrazivanih stanica. Obrada limfocita periferne krvi takoder je pokazala toksi¢nost ovog spoja
u uvjetima in vitro. Ovdje je koriSten raspon koncentracija od 0,1 pg/ml do 20 pg/mlito u
razli¢itim vremenskim periodima. Osim ovisnosti o koncentraciji, pcelinji otrov pokazao je i
ovisnost o vremenu izlaganja te je najvec¢i pad vijabilnosti kod ljudskih limfocita zabiljezen
kod koncentracije pcelinjega otrova od 20 pg/ml i to u vremenu od 48 sati.

Citotoksicni ucinak pcelinjega otrova temelji se na ucincima melitina kao njegove
glavne sastavnice. Ovaj spoj dijeli mnoga amfipatska svojstva sa serijom sli¢nih peptida koji
su karakterizirani mogu¢nos¢u da naruSavaju cjelovitost staniénih membrana na nacin da
stvaraju lomove ili pore u membranskim strukturama. Rezultiraju¢i lomovi u lipidnom
dvosloju na taj nac¢in dovode do kolapsa transmembranskog elektrokemijskog gradijenta
(Bechinger, 1997; Bechinger i Lohner, 2006). U suprotnosti sa normalnim stanicama koje
imaju nizak membranski potencijal, membrane tumorskih stanica karakterizira visok
membranski potencijal §to omogucava mnogim litickim peptidima, poput melitina, da
selektivno uniStavaju membrane tumorskih stanica za razliku od membrana normalnih stanica

Sto bi mogao biti jedan od osnovnih mehanizama antitumorske aktivnosti pcelinjega otrova i
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melitina (Holle i sur., 2003; Moon i sur., 2006; Son i sur., 2007). Kolaps membranske
cjelovitosti potvrden je u ovom radu bojanjem stanica sa etidij-bromidom, bojom koja ulazi
samo u stanice koje imaju oSte¢enu membranu.

Vrlo brzo djelovanje pcelinjega otrova i melitina upucivalo je da do njegovog ucinka
dolazi ubrzo nakon obrade stanica te su stanice nakon obrade od samo 1 sata promatrane pod
svjetlosnim mikroskopom. U tu svrhu obradene su HeLLa i HeLa CK stanice te A1235 stanice
razli¢itim koncentracijama pcelinjega otrova 1 melitina te su nakon 1 sata izloZenosti gledane
morfoloSke promjene. Sve tri stani¢ne linije pokazale su sli€¢an uzorak u morfologiji nakon
obrade pcelinjim otrovom i melitinom. Stanice su bile zaokruZene i granulirane, kod vecih
koncentracija pcelinjega otrova i melitina dosSlo je do njihovog smanjivanja te na kraju do
odljepljivanja od podloge. Ovako brze promjene nakon obrade upucivale su da se radi o
nekrozi kao tipu stani¢ne smrti. Nasuprot tome, ovakve odlike nisu primije¢ene u kontrolnim
stanicama. Slicne promjene nakon obrade pcelinjim otrovom zapazili su Lee i sur. (2007).
U njihovom komparativnom istrazivanju kod normalnih ljudskih limfocita takoder su uocene
promjene na membrani stanica, dok je kod stanica leukemije doSlo do lize stanica nakon
izloZenosti u koncentracijama od 1 pg/ml i 5 pg/ml u trajanju od 24 sata. Autori su takoder
zakljucili da nije doSlo do aktivacije apoptotske maSinerije. Osim pcelinjim otrovom stanice
su obradene i cisplatinom kao pozitivnom kontrolom u smislu odredivanja morfoloskih
promjena. Razlika u morfologiji izmedu stanica obradenih pcelinjim otrovom i cisplatinom
upucivala je na potencijalno razli¢it tip stani¢ne smrti. Mikroskopskom analizom stanica
koStane srzi miSa nakon in vivo izloZenosti melitinu takoder je jasno uo¢ena nekroza (Ownby
i sur., 1997). Ove promjene bile su uocene ve¢ 30 minuta nakon obrade melitinom. Nakon
24 sata vecina stanica ukazivala je na tip stani¢ne smrti nekrozom. Iz literature je vidljivo da i
pcelinji otrov 1 melitin uzrokuju jake morfoloSke promjene na tumorskim, ali i na normalnim
ne-tumorskim stanicama Sto je zabiljeZeno na stanicama karcinoma dojke, pluca i jetre,
stanicama leukemije i melanoma, ljudskim limfocitima te gastrointestinalnim stanicama (Jang
1 sur., 2003; Hu 1 sur., 2006; Moon 1 sur., 2006; Lee i sur., 2007; Ip 1 sur., 2008a,b; Maher 1
McClean, 2008; Tu i sur., 2008).

S obzirom da su promjene u morfologiji stanica pod svjetlosnim mikroskopom bile
inducirane vrlo brzo nakon obrade pcelinjim otrovom i melitinom te su upucivale na tip
stani¢ne smrti nekrozom, stanice su nakon obrade pcelinjim otrovom 1 melitinom u razli¢itim
koncentracijama diferencijalno obojane etidij-bromidom i akridin-oranZzom kako bi se prema
morfologiji jezgre utvrdilo o kojem tipu stani¢ne smrti se to¢no radi. Stanice su vrlo brzo

nakon obrade ukazivale na morfologiju karakteristi¢nu za tip stani¢ne smrti nekrozom. Jezgre
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izloZenih stanica su, zbog propusnosti plazmatske membrane te ulaska etidij-bromida u
stanicu 1 njegove interkalacije u molekulu DNA, bile ravnomjerno crveno obojane Sto ukazuje
na izostanak kondenzacije kromatina tipi¢an za apoptozu. Ovdje su takoder stanice obradene
cisplatinom kao pozitivnom kontrolom apoptotske smrti. Razlika u morfologiji izmedu
stanica obradenih pcelinjim otrovom i cisplatinom upucivala je da pcelinji otrov uzrokuje
nekrozu, dok je obrada cisplatinom morfoloski jasno pokazivala apoptotski tip stani¢ne smrti.
Sukladno ovim zapaZanjima, melitin je uzrokovao nekrozu u gastrointestinalnim stanicama,
Sto je takoder bilo jasno vidljivo pod mikroskopom u istrazivanju Maher i McClean (2008),
dok je obrada vinkristinom u jednakim mikroskopskim uvjetima jasno pokazala apoptozu kao
tip stani¢ne smrti.

U skladu sa rezultatima uoCenima pod svjetlosnim i fluorescentnim mikroskopom,
analiza cijepanja proteina poli(ADP-riboza) polimeraze (PARP) Western blot metodom, kao
tipicne karakteristike apoptoze, pokazala je da kod HeLa stani¢ne linije, nakon obrade stanica
pcelinjim otrovom, ne dolazi do cijepanja PARP proteina. Nasuprot tome, obrada cisplatinom,
koja je koriStena kao kontrola apoptotske smrti, mikroskopski je ukazivala na tip stani¢ne
smrti apoptozom kod sva tri tipa ispitanih stanica, a nakon obrade Hel.a stanica cisplatinom
doslo je i do cijepanja PARP proteina. Kod limfocita periferne krvi u¢inak je bio vrlo sli¢an.
Pcelinji otrov i melitin i ovdje su uzrokovali morfoloske promjene koje se ocituju u
promjenama na membranama koje nastupaju ubrzo nakon obrade. Takoder, kod duze
izloZenosti nastupila je granulacija cijelih stanica koja zavrSava kona¢nom lizom stanica koja
je nastupila kod vec¢ih koncentracija pcelinjega otrova i melitina te duZih vremenskih
izlaganja. Tijekom mikroizolacije limfocita uocena je promjena u boji separacijskog medija
Sto upucuje na hemolizu eritrocita pod utjecajem pcelinjega otrova 1 melitina. Watala 1
Kowalczyk (1990) takoder su uocili potpunu lizu eritrocita nakon obrade pcelinjim otrovom i
to u koncentracijama od 2 pg/ml i 3 pg/ml. Slicne promjene na eritrocitima uocili su Tosteson
i suradnici (1985) nakon obrade eritrocita sa melitinom. Melitin je uzrokovao lizu eritrocita
koja je zabiljezena u prvih nekoliko minuta nakon obrade stanica. Kod limfocita pcelinji je
otrov doveo do povecanja oba tipa stanicne smrti, mjereno testom stani¢ne difuzije (Singh,
2005) u odnosu na kontrolne neizloZene stanice te je postotak apoptoze i nekroze bio ovisan i
o koncentraciji pcelinjega otrova i o vremenu izloZenosti. Vecina stanica imala je izgled
karakteristi¢an za nekrozu te je taj tip stani¢ne smrti bio poviSen i u odnosu na tip stani¢ne
smrti putem apoptoze. Usporedujuci oba tipa stani¢ne smrti, zakljucak je da je stani¢na smrt
uzrokovana nekrozom osnovni tip stani¢ne smrti uzrokovan obradom pcelinjim otrovom.

Nekrozu uzrokovanu melitinom takoder su uocili Shaposhnikova i suradnici (1997) u
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istrazivanju na timocitima iz Stakora. UocCeno je da koncentracije melitina ispod 5 pg/ml
djeluju stimuliraju¢e na timocite, dok vece koncentracije uzrokuju lizu stanica te stani¢nu
smrt putem primarne nekroze. Nadalje, niti jedna koncentracija melitina u timocitima Stakora
nije uzrokovala apoptozu.

U literaturi postoje oprecni podaci vezani uz tip stani¢ne smrti koju uzrokuju pcelinji
otrov 1 melitin. PCelinji otrov uzrokovao je apoptosku smrt u stanicama karcinoma dojke,
stanicama karcinoma pluca, stanicama karcinoma jetre, stanicama leukemije, stanicama
crijevnog karcinoma, fibroblastima, stanicama karcinoma prostate, stanicama karcinoma
mokra¢nog mjehura, miSi¢inim vaskularnim stanicama te u stanicama melanoma (Jang i sur.,
2003; Orsoli¢ i sur., 2003; Hong i sur., 2005; Hu i sur., 2006; Moon i sur., 2006; Son i sur.,
2006; Ip i sur., 2008a,b; Tu i sur., 2008, Park i sur., 2011; Ip i sur., 2012). IstraZivanja takoder
pokazuju da, osim apoptotske smrti, pcelinji otrov moZe uzrokovati i nekrozu $to je pokazano
na stanicama karcinoma dojke, stanicama karcinoma vrata grlica maternice, stanicama
glioblastoma i fibroblastima sli¢nim sinoviocitima (OrSoli¢ 1 Basi¢, 2003; Orsoli¢, 2009b;
Stuhlmeier i sur., 2007). Melitin kao glavna sastavnica takoder uzrokuje oba tipa stani¢ne
smrti. Apoptozom uzrokovana staniCna smrt uocCena je kod miSi¢inih stanica, stanica
leukemije, stanica karcinoma jetre i stanica osteosarkoma (Chen i sur., 2004; Li i sur., 2006;
Son 1 sur., 2006; Chu i sur., 2007; Moon i sur., 2008; Wang i sur., 2009). Nasuprot tome,
nekrozom izazvana stani¢na smrt uocena je u timocitima Stakora, stanicama koStane srZzi,
gastrointestinalnim stanicama, stanicama karcinoma dojke, stanicama vrata grlica maternice 1
stanicama glioblastoma, dok je smrt nalik nekrozi zabiljeZena u eritrocitima, limfoblastoidnim
stanicama, limfocitima te alveolarnim stanicama Stakora (Tosteson i sur., 1985; Duke i sur.,
1994; Findlay 1 sur., 1995; Sakamoto 1 sur., 1996; Ownby 1 sur., 1997; Shaposhnikova i sur.,
1997; Weston i sur., 1998; Pratt i sur., 2005; Maher i McClean, 2008). lako je i u ovom
istrazivanju pcelinji otrov u limfocitima nakon obrade uzrokovao apoptozu, $to se moglo
vidjeti na promijenjenoj morfologiji stanica u DNA difuzijskom testu, nekroza kao tip
staniCne smrti je dominirala. Slicne rezultate zabiljeZio je Stuhlmeier (2007) nakon obrade
stanica pcelinjim otrovom gdje je takoder dominatno uocen tip stani¢ne smrti u vidu nekroze.
Nadalje, Lee i suradnici (2007) takoder nisu uocili cijepanje kaspaze-9, kaspaze-3 niti
proteina poli(ADP-riboza) polimeraze (PARP) koji bi iSli u prilog tome da pcelinji otrov
uzrokuje apoptozu.

U literaturi je poznato da je melitin glavna sastavnica pcelinjega otrova koja sadrZzava
preko 50% suhe tvari pcelinjega otrova. Takoder, smatra se da je upravo ovaj peptid zasluzan

za glavninu toksi¢nosti samog otrova (Neuman i Haberman, 1954; Haberman, 1971, 1972).
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Da bi se potvrdila ova tvrdnja stanice su obradene melitinom te je ispitana njegova toksi¢nost.
Melitin se pokazao toksi¢nim za sve tipove stani¢nih linija te je 1 njegova citotoksicnost bila
ovisna o dozi. Kako je doza kojom se postigao isti u€inak bila manja nego ona potrebna za
citotoksi¢nost pcelinjega otrova, moZe se ustvrditi da je melitin glavna sastavnica pcelinjega
otrova koja je, izmedu ostalog, zasluzna i za toksi¢nost samoga otrova. Citotoksi¢nost
melitina takoder je ovisna i o tipu stanica, no iako se prema rezultatima na pojedinim
stani¢nim linijama ¢ini da je dio stani¢nih linija osjetljiviji na melitin, kao Sto je bio slucaj sa
pcelinjim otrovom, to opaZzanje opet vrijedi samo za stani¢ne linije koje su rasle u mediju sa
dodatkom istog seruma. I u slu¢aju sa melitinom, Hef i HEK-293 ne-tumorske stani¢ne linije
pokazale su najvecu rezistenciju prema melitinu te je ona bila jednaka u oba tipa stani¢nih
linjja. Usporedujuéi citotoksicnost pcelinjega otrova i melitina, razlika u ICsy nakon obrade
uocena nakon obrade pcelinjim otrovom. U oba slucaja, A1235 stanice pokazuju najvecu
osjetljivost, dok su najrezistentnije HEK-293. Nadalje, razlike u osjetljivosti izmedu
ne-tumorskih stani¢nih linija (HEK-293 1 Hef) prema pcelinjem otrovu gotovo nestaju nakon
obrade istih stanica melitinom. Ovi rezultati ukazuju da postoje razlike u osjetljivosti na
pcelinji otrov i melitin kod razli¢itih stani¢nih linija. Nakon obrade melitinom takoder je
zabiljezen jednak ucinak na morfologiju stanica, ali i na tip stani¢ne smrti i to kod sva tri tipa
stani¢nih linija kao 1 nakon obrade pcelinjim otrovom, no doza melitina koja je potrebna da bi
se postigao isti ucinak je bila mnogo manja. Sli¢na situacija uoCena je i nakon obrade
perifernih limfocita melitinom. Citotoksi¢nost melitina prema perifernim limfocitima takoder
je ovisila o dozi i duljini obrade. Iz navedenih rezultata moze se utvrditi da pcelinji otrov, ali i
melitin posjeduju citotoksi€ni ucinak prema tumorskim, ali 1 ne-tumorskim stani¢nim
linijjama.

Protutumorsko djelovanje pcelinjega otrova ovisno je o njegovoj glavnoj sastavnici
melitinu. Taj maleni peptid dijeli svoja amfipatska svojstva sa nizom peptida ¢ija je osnovna
karakteristika moguénost da mijenjaju svojstvo membrane 1 naruSavanju cjelovitost
membranskog lipidnog dvosloja na nacin da stvaraju defekte ili pore u samom dvosloju.
Ovakve promjene uocene su i u ovom istraZivanju gledaju¢i stanice pod svjetlosnim i
fazno-kontrastnim mikroskopom gdje je uofeno pucanje stanicne membrane te granulacija
samih stanica. Takve promjene u membranskom dvosloju dovode do kolapsa
transmemranskog elektrokemijskog gradijenta (Dawson 1 sur., 1978; Drake i Hider, 1979;
Dempsey, 1990; Bechinger, 1997; Bechinger i Lohner, 2006). U usporedbi sa normalnim

stanicama koje imaju nizak membranski potencijal, stanicna membrana tumorskih stanica ima
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visok membranski potencijal Sto omoguc¢ava mnogim litickim peptidima poput melitina da
selektivno naruSavaju membrane tumorskih stanica u vecoj mjeri nego membrane normalnih
stanica. Ovaj mehanizam mogao bi biti jedna od osnova protutumorskog djelovanja melitina,
ali 1 samog pcelinjega otrova (Holle 1 sur., 2003; Moon i sur., 2006; Son i sur., 2007).

Stani¢ni odgovor na djelovanje pcelinjega otrova i njegovih sastavnica ovisan je i o
stani¢nom tipu. Melitin pri jednakim koncentracijama djeluje toksi¢nije na stanice Sto ide u
prilog tome da je osnovna toksi¢na komponenta pcelinjega otrova upravo taj mali bazi¢ni
polipeptid. Takoder, osjetljivost stanica prema pcelinjem otrovu i melitinu je razlicita. To bi
se moglo objasniti ¢injenicom da iako je melitin glavna sastavnica samoga otrova, otrov u
sebi sadrzi i cijeli niz drugih malih peptida i enzima koji sudjeluju u toksi¢nosti na stani¢noj
razini te da sinergizam svih sastavnica odreduje osjetljivost pojedinih stanica na ovaj
kompleksan spoj (Neumann i Haberman, 1954; Haberman, 1971, 1972; Gauldie, 1976, 1978;
Hider, 1988; Stuhlmeier, 2007).

U ovom istrazivanju pokazano je da pcelinji otrov i melitin uzrokuju nekrozu kao
osnovni tip stani¢ne smrti Sto je potvrdeno diferencijalnim bojanjem etidij-bromidom i
akridin-oranZzom pod fluorescencijskim mikroskopom, DNA difuzijskim testom te Western
blot metodom. Ve¢ desetlje¢ima brojna istraZivanja pokusavaju razjasniti stani¢ne putove koji
reguliraju apoptozu omogucavajuci na taj nacin razvoj novih dijagnostic¢kih i terapeutskih
nacina u lijeCenju tumora 1 tek je nedavno nekroza kao tip stani¢ne smrti postala zanimljiva u
pogledu moguce terapije tumora (Amaravadi i Thomspon, 2007). Nekroza je nereverzibilni
upalni tip stanine smrti koji takoder moZe imati svoju ulogu u terapiji protiv tumora.
Nekroza se ¢esto spominje kao nepredvidivi oblik stani¢ne smrti koji se smatra nereguliranim
procesom unutar viSestanicnog organizma. Poremecaji u staniénoj membrani, koji su jedna od
glavnih karakteristika nekroze, dovode do izlijevanja unutarstani¢nih proteina koji na taj
nacin mogu aktivirati stani¢ni odgovor imunoloskog sustava na odredena osStecenja stanice
(Zeh 1 Lotze, 2005; Amaravadi i Thompson, 2007). Brzi upalni proces i aktivacija
imunoloskog sustava kao odgovor na oSteenje u suprotnosti su sa apoptotskim tipom
stani¢ne smrti u kojem se stanice polagano uklanjaju uz pomo¢ tkivnih makrofaga. Upravo
zbog toga nekroza se smatrala kao patoloSko stanje stani¢ne smrti koje nije fizioloSki
programirani proces. Unato¢ tome veliki broj novijih eksperimentalnih podataka ukazuju da
kao 1 u slu€aju apoptoze, mnogi specificni geni mogu regulirati procese vezane uz nekrozu,
ukazujuci da bi nekroza kao i apoptoza mogla biti regulirani proces koji se aktivira razli¢itim
specificnim fizioloSkim i patoloskim podrazajima (Festjens i sur., 2006; Amaravadi i

Thompson, 2007; Goldstein i Kroemer, 2007; Proskuryakov i Gabai, 2010). Navedena
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istrazivanja govore u prilog uklju¢ivanju nekroze kao jednog od mogucih nacdina smrti
tumorskih stanica koji bi svoju ulogu mogao imati i u terapijske svrhe.

Jedna od najvecih prepreka u uspjesnom lijeCenju tumora klasi¢nom kemoterapijom
povezana je sa razvijanjem rezistencije tumorskih stanica na postoje¢e kemoterapeutike za
vrijeme same kemoterapije. Upravo zbog toga je, osim samostalnog djelovanja pcelinjega
otrova na tumorske stanice, ispitano 1 njegovo djelovanje u kombinaciji sa cisplatinom. Jedan
od novijih trendova u lijeCenju tumora je 1 kombinacija postojecih citostatika sa
tradicionalnim ljekovitim pripravcima poput pcelinjega otrova. Cisplatina je danas jedan od
najznacajnijih i najucinkovitijih agenasa koji se koristi u lijeCenju Sirokog spektra tumorskih
oboljenja (Highley i Calvert, 2000). Citotoksi¢nost cisplatine temelji se na stvaranju DNA
platinskih adukata. Jedna od posljedica stvaranja takvih adukata je zastoj u stanicnom ciklusu
da bi se stanici omogucio popravak nastalih oStecenja. U slucaju neuspjeSnog popravka dolazi
do apoptoze koja se aktivira razli¢itim signalnim putovima u samoj stanici (Fink i Howell,
2000; Fuertes i sur., 2003). Rezistencija koja se moze javiti na obradu cisplatinom uvelike
moze smanjiti Zeljeni rezultat terapije kod pacijenata oboljelih od tumora. Rezistencija na
cisplatinu posljedica je razli¢itih dogadaja. Nekoliko razli¢itih mehanizama rezistentnosti na
cisplatinu mogu se pojaviti unutar samo jedne stani¢ne populacije. Mehanizmi ukljuceni u
rezistenciju na cisplatinu mogu biti smanjena akumulacija cisplatine, povecana detoksikacija
cisplatine, pojacano odstranjenje DNA platinskih adukata, mogucnost replikacije mimo
adukata te inhibicija apoptoze (Akiyama 1 sur., 1999; Jordan i Carmo-Fonseca, 2000; Siddik,
2003; Brozovi¢ i sur., 2004). Jedan od najznacajnijih faktora koji utjeCu na platinaciju
molekule DNA je promjena u unutarstani¢noj koncentraciji cisplatine. Smanjena akumulacija
cisplatine u stanicama rezistentnima na taj spoj naj¢esce je zamijecena, no mehanizmi koji
stoje iza toga joS uvijek nisu razjasnjeni. Smanjenje akumulacije moglo bi biti posljedica
smanjenog unosa cisplatine u stanicu, povecanog istjecanja cisplatine iz stanice ili oboje
(Zisowsky i sur., 2007).

Da bi se ispitao zajedni¢ki ucinak pcelinjega otrova 1 cisplatine, stanicne linije
ljudskog karcinoma vrata grlica maternice HelLa i ljudskog karcinoma grkljana HEp-2 te
njihove sublinije stabilno otporne na cisplatinu, HeLa CK i CK2 obradene su pcelinjim
otrovom u trajanju od jednog sata nakon Cega je dodana cisplatina uz daljnje prisustvo
pcelinjega otrova. Obrada pcelinjim otrov djelovala je aditivnho na postojecu citotoksi¢nost
cisplatine koja je bila jaCe izraZena u stani¢nim linijjama rezistentnima na cisplatinu. Obje
stani¢ne linije te njihove sublinije otporne na ciplatinu pokazale su jednak ucinak obrade

pcelinjim otrovom na citotoksi¢nost cisplatine ukazujuéi na aditivan ucinak. Takoder, razlika
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u otpornosti HeLLa i HeLLa CK te HEp-2 i CK2 stanica na ciplatinu nije se promijenila uslijed
obrade pcelinjim otrovom. Unato¢ tome Sto nije pokazan znacajniji sinergisticki ucinak
pcelinjega otrova i cisplatine, zabiljeZeni aditivni u¢inak ova dva spoja mogao bi biti koristan
sa stanoviSta smanjivanja doze cisplatine koja je potrebna za antitumorski ucinak, a sa sobom
donosi odredene negativne nuspojave. Moguc¢i mehanizam ovog djelovanja mogao bi biti
povecan unos cisplatine u stanicu 1 njezina pojacana akumulacija do koje dolazi zbog
stvaranja pora u membrani stanica koje uzrokuje melitin kao glavna sastavnica pcelinjega
otrova, posebice u stani¢nim linijama rezistentnima na cisplatinu. Iako detalji oko mehanizma
djelovanja pcelinjega otrova na cisplatinu jo$ nisu u potpunosti razjasSnjeni, inhibitorni u¢inak
na tumorske stanice je ocit. Kako je citotoksi¢nost cisplatine povecana uz dodatak novog
spoja, u ovom slucCaju pcelinjega otrova, kombinirana terapija ovakvog tipa mogla bi
nadvladati rezistenciju koja se javlja prema standardnoj kemoterapiji. UCinak pcelinjega
otrova 1 melitina na citostatike ve¢ je ranije zabiljeZen na stanicama leukemije L1210 i
stanicama karcinoma vrata grlica maternice HeLa te V79 stanicama kineskog hrcka (Lazo i
sur., 1985; OrSoli¢, 2009b). Uoceno je da se letalni ucinak bleomicina moze pojacati
dodatkom neletalne doze melitina i pcelinjega otrova. Takoder je pokazano da melitin i
pcelinji otrov inhibiraju popravak nastalih oStecenja te spre¢avaju oporavak molekule DNA u
stanicama obradenim bleomicinom. Nadalje, kao ostali mogu¢i mehanizmi inhibicije rasta
navode se apoptoza, nekroza 1 liza stanica (OrSoli¢, 2009b).

Nakon §to je utvrdeno da pcelinji otrov, ali i njegova glavna sastavnica melitin djeluju
citotoksi¢no na tumorske, ali i na ne-tumorske stanice ispitan je i odgovor normalnih stanica
na djelovanje pcelinjega otrova i melitina. U tu svrhu za daljnja istrazivanja koriSteni su
ljudski limfociti iz periferne krvi kao vrlo osjetljivi biomarkeri oSte¢enja uzrokovanih
razli¢itim toksikantima. I pcelinji otrov i melitin djelovali su citotoksi¢no na periferne
limfocite te je citotoksi¢nost bila ovisna o vremenu izlaganja i dozi pcelinjega otrova i
melitina. Kao i kod tumorskih stanica, morfoloske promjene na limfocitima su ukljucivale
promjene na membranama koje nastupaju ubrzo nakon obrade. Takoder, kod duZe izloZenosti
nastupila je granulacija cijelih stanica koja zavrSava kona¢nom lizom. Stani¢na smrt je
dominatno bila uzrokovana nekrozom iako je nakon obrade pcelinjim otrovom uocen odreden
postotak stanica u apoptozi.

U sljedec¢em koraku ispitan je utjecaj pcelinjega otrova i melitina na genom stanica
odnosno njihov utjecaj na oStecenje molekule DNA. U tu svrhu koriSten je alkalni komet test
koji sluzi za detekciju jednolan¢anih i dvolan€anih lomova u molekuli DNA (Collins, 2002,

2004; Collins i sur., 2008; McArt i sur., 2009). Pcelinji otrov i melitin znacajno su povisili
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postotak DNA u repu kometa (ali i ostale mjerene parametre alkalnog komet testa duljinu repa
1 repni moment; ovi podaci nisu prikazani u rezultatima). Rezultati dobiveni ovom tehnikom
ukazivali su na oStecenja molekule DNA nakon obrade pcelinjim otrovom, ali i melitinom.
Takoder je uoCeno da su oStecenja bila ovisna o dozi, ali i o vremenu izlaganja. OStecenje
molekule DNA zabiljezeno je i na tumorskim stanicama karcinoma dojke u rasponu
koncentracija od 2,5 ug/ml do 10,5 pg/ml, Sto odgovara koncentracijskom rasponu
koriStenom i u ovom radu. OStecenje molekule DNA u stanicama karcinoma dojke takoder je
bilo ovisno o dozi pcelinjega otrova (Ip 1 sur., 2008a). Komparativno istraZivanje na
stanicama leukemije HL-60 i normalnim ljudskim limfocitima ukazivalo je na oStecenje
genoma u koncentracijskom rasponu od 1 pug/ml do 10 pg/ml u oba tipa stanica, no to
oStecenje bilo je jace izraZeno u stanicama leukemije Sto ide u prilog razli¢itom djelovanju
pcelinjega otrova na razliCite tipove stanica (Lee i sur., 2007).

Oksidativni stres je citotoksicno stanje koje se javlja uslijed povecanog stvaranja
reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) ili smanjenja kapaciteta antioksidativnog sustava, a koje
rezultira oSteCenjem molekule DNA, proteina, ugljikohidrata i lipidnom peroksidacijom
(Sohal i Weindruch, 1996; Marlin i sur., 2004). U posljednjih nekoliko godina postalo je jasno
da visoke koncentracije ROS-ova mogu ostetiti osjetljive stani¢ne strukture poput molekule
DNA (Circu i Aw, 2010; Kryston i sur., 2011). Ostecenja vidljiva alkalnim komet testom
mogu biti 1 posljedica poCetka popravka oksidativnih oSte¢enja u molekuli DNA u vidu
apurinskih i apirimidinskih mjesta koja su u alkalnim uvjetima podloZzna lomovima (Collins,
2004). Uz alkalnu verziju komet testa istovremeno je napravljena i modificirana verzija komet
test u kojem se uz pomo¢ specificnog enzima formamido-pirimidin-DNA-glikozilazom (Fpg)
mogu uociti oksidativna oStecenja na molekuli DNA (Mgller, 2006; Collins, 2009). Parametri
Fpg-modificiranog komet testa takoder su bili znac¢ajno poviseni u odnosu na kontrolu, ali i na
obradu puferom u odnosu na obradu enzimom, ¢ime je pokazano da je nakon izlaganja
pcelinjem otrovu i melitinu doslo i do oksidativnih oSte¢enja molekule DNA te da ROS-ovi
mogu imati udjela u oSteCenju molekule DNA, ali 1 samih stanica uslijed izloZenosti
pcelinjem otrovu i melitinu

Daljnja genomska oSte¢enja ispitana su i uz pomo¢ mikronukleus testa, tehnike koja
pokazuje Siroki spektar kromoskomskih malformacija nakon izlaganja stanica odredenom
agensu (Fenech, 1993, 2000; Kirsch-Volders 1 sur., 2003; Fenech, 2006, 2007; Samanta 1 Dey,
2012). P¢elinji otrov, ali i melitin uzrokovali su niz genomskih oStec¢enja koja su takoder bila

ovisna o dozi i vremenu izlaganja. Rezultati su pokazali zna¢ajno povecanje svih parametara
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mikronukleus testa (mikronukleusa, nukleoplazmatskih mostova i jezgrinih pupova) nakon
obrade pcelinjim otrovom, dok je melitin uzrokovao znafajno povecanje u broju
mikronukleusa 1 jezgrenih pupova. Nukleoplazmatski mostovi mogu se koristiti kao mjera
dicentricnih kromosoma (¢ije su centromere povucene na suprotne polove tijekom stani¢ne
diobe) jer jednolanc¢ani i dvolan¢ani lomovi, kao i njihov pogresni popravak koji moze biti
induciran ROS-om, cCesto rezultiraju stvaranjem acentricnih i1 dicentricnih kromosoma.
Nadalje, acentricni kromosomi (koji dovode do stvaranja mikronukleusa) nastaju kao
nusproizvod stvaranja dicentriénih kromosoma (IAEA, 1986; Fenech i sur., 2003, 2011).
Upravo pojava nukleoplazmastkih mostova uo€ena nakon obrade pcelinjim otrovom mozZe se
povezati sa oksidativnim stresom (Umegaki i Fenech, 2000) ¢ija oSte¢enja su ve¢ ranije
uocena primjenom Fpg-modificiranog komet testa. U komparativnom istraZivanju na
stanicama leukemije HL-60 i normalnim ljudskim limfocitima nakon 72 sata izloZenosti
pcelinjem otrovu uoceno je znacajno povecanje mikronukleusa ovisno o dozi kod HL-60
leukemijskih stanica, ali taj je uc¢inak izostao kod normalnih ljudskim limfocita iako je
ucestalost mikronukleusa i ovdje bila neSto visa nego u kontrolnom uzorku (Lee i sur., 2007).
Doze pcelinjega otrova koriStene u ovom slu€aju bile su nesto niZe od doza koriStenih u ovom
istrazivanju te je mjerena samo ucestalost nastanka mikronukleusa, a ne i nukleoplazmatskih
mostova 1 pupova kao $to je to bio slucaj u ovom radu.

U stani¢nom odgovoru na oksidacijski stres sudjeluje nekoliko unutarstani¢nih
mehanizama inaktivacije ROS-ova (Kaur 1 Geetha, 2006). U ne-enzimatskom mehanizmu, u
kojem sudjeluju spojevi koji direktno na sebe vezu ROS, sudjeluje i glutation (Meister i
Anderson, 1983; Meister, 1994). Da bi se ispitao mehanizam oksidativnih oStecenja
uzrokovanih pcelinjim otrovom i1 melitinom u uzorcima pune krvi su nakon obrade mjerene
koncentracije glutationa 1 malondialdehida ¢ije se promjene smatraju biomarkerom
oksidacijskog stresa. Nakon obrade spektrofotometrijski je mjerena razina glutationa u
uzorcima pune krvi. Sam glutation je jedan od najznacajnijih unutarstani¢nih tiola koji je
prisutan u gotovoj svakoj eukariotskoj stanici. On se u stanicama nalazi u reduciranom obliku,
oksidiranom obliku ili vezan za proteine. U organizmu glutation djeluje kao antioksidans te
Stiti stanice od lipidne peroksidacije, djeluje kao detoksikant te sudjeluje u stani¢noj
proliferaciji i razvoju (Swiergosz-Kowalewska i sur., 2006; Ballatori i sur., 2009). Njegova
koncentracija smanjuje se izlaganjem vanjskim uzroc¢nicima stresa Sto je bio slucaj 1 nakon
obrade pcelinjim otrovom i melitinom gdje je zabiljeZzen pad koncentracije glutationa ovisno o
dozi pcelinjega otrova ili melitina te duZini trajanja izloZenosti. Ve¢ ranije je dokazano da pad

koncentracije glutationa dovodi do fragmentacije molekule DNA koja kasnije dovodi do
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stani¢ne smrti putem apoptoze ili nekroze (Higuchi, 2004) sto je bio sluc¢aj i u ovom radu
nakon obrade pcelinjim otrovom ili melitinom.

Paralelno uz koncentraciju glutationa mjerena je i koncentracija malondialdehida kao
jednog od prvih nusprodukata lipidne peroksidacije (Esterbauer, 1990, 1993; Esterbauer i sur.,
1991; Del Rio i sur., 2005). Nakon obrade pcelinjim otrovom i melitinom, u uzorcima je
uocen porast koncentracije malondialdehida koji je bio ovisan o dozi, ali 1 vremenu izlaganja
pcelinjem otrovu ili melitinu. Porast u koncentraciji malondialdehida zabiljezen je i u serumu
miSeva kojima je iniciran pcelinji otrov (Prado i sur., 2010). Nastali malondialdehid vrlo je
reaktivan spoj koji sudjeluje u reakciji oksidativnog ostecenja te je u ovom slucaju posluzio
kao marker za mjerenje razine lipidne peroksidacije i oksidativnog stresa nakon obrade
pcelinjim otrovom. Lipidna peroksidacija uzrokovana pcelinjim otrovom i melitinom takoder
je zabiljeZena u proksimalnim stanicama kanali¢a bubrega zeca PTC (Han i sur., 2002a,b).
Povecanje koncentracije malondialdehida, zabiljeZeno i u ovim pokusima, ide u prilog da
pcelinji otrov i melitin uzrokuju lipidnu peroksidaciju koja dovodi do oksidativnih oStec¢enja
koja su uoCena mjerenjem oStecenja molekule DNA Fpg-modificiranim komet testom. Sli¢na
zapazanja zabiljeZio je Stuhlmeier (2007) na mononuklearnim i polimorfonuklearnim
stanicama leukocita gdje je uoCeno stvaranje kisikovih radikala kao odgovor na obradu
pcelinjim otrovom. Tu i suradnici (2008) su takoder uocili porast ROS-ova u vidu
hidroksilnog radikala 1 vodikovog peroksida nakon obrade stanica ljudskog melanoma A2058
pcelinjim otrovom. Oslobadanje velike koli¢ine kisikovih radikala moglo bi na taj nacin
pridonijeti daljnjem oSte¢enju tkiva i1 stanica. Nadalje, velike koli¢ine kisikovih radikala
oslobodene kao odgovor na pcelinji otrov mogu dodatno pojacati negativan ucinak pcelinjega
otrova povecanim stvaranjem interleukina-8 (IL-8) ili aktivacijom kolagenaze (Weiss 1 sur.,
1985; Weiss, 1989; DeForge i sur., 1992; Hampton i sur., 1998). Ovi rezultati takoder su u
skladu sa ostalim rezultatima u kojima je pcelinji otrov doveo do stvaranja ROS-ova §to je
zabiljezeno na ljudskim stanicama karcinoma dojke MCF-7 (Ip i sur., 2008a), ljudskim
stanicama karcinoma vrata grlica maternice Ca Ski (Ip i sur., 2008b) i stanicama karcinoma
mokracnog mjehura TSGH-8301 (Ip i sur., 2012). Takoder je predloZeno da odredene
sastavnice pcelinjega otrova, kao i sam pcelinji otrov, koje dovode do stvaranja ROS-ova
kasnije mogu aktivirati obitelj gena p53 te na taj nacin dovesti do zastoja u stani¢nom ciklusu
1 apoptoze (Orsoli¢, 2012).

Poznato je da je glutation glavni unutarstani¢ni antioksidans koji ima razlicite bioloske
funkcije. Jedna od osnovnih funkcija mu je zaStita stanice od oksidativnih oStecenja

uzrokovanih ROS-om uz pomo¢ razliCitih enzimatskih i ne-enzimatskih reakcija (Meister i
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Anderson, 1983; Meister, 1994; Zhang i sur., 1999). Da bi se potvrdio utjecaj oksidativnog
stresa na oStecenje molekule DNA, uzorci pune krvi su obradeni sa N-acetil-L-cisteinom
(NAC), spojem koji poti¢e endogenu koli¢inu glutationa. NAC kao izmijenjeni oblik
aminokiseline cisteina ima ulogu u obrani od oksidativnog stresa. Osim Sto djeluje kao
prekursor u sintezi glutationa, poznato je da ovaj spoj moZe direktno vezati slobodne radikale
(Aruoma 1 sur., 1989; Cotgreave, 1997). Obrada NAC-om zastitila je stanice od oksidativnih
oStecenja Sto je uoceno mjerenjem oStecenja molekule DNA alkalnim 1 Fpg-modificiranim
komet testom. Ovi rezultati u skladu su sa istraZivanjima koja su takoder uocila protektivnu
ulogu NAC-a od oSte¢enja molekule DNA na razli¢itim tipovima stanica i sa razli¢itim
genotoksi¢nim spojevima (Zegurai sur., 2006; Hu i sur., 2008; Kalariya i sur., 2009).

Nadalje obrada NAC-om prije obrade pcelinjim otrovom sprijecila je promjene u
koncentraciji glutationa 1 malondialdehida koje su bile uzrokovane pcelinjim otrovom
ukazujuc¢i jo§ jednom da oksidativni stres ima ulogu u toksi¢nosti pcelinjega otrova. Sli¢an
ucinak zabiljezen je na stanicama proksimalnih kanali¢a bubrega zeca i na stanicama
melanoma A2058 gdje je obrada antioksidansom NAC-om, ali 1 nekim drugim
antioksidansima poput vitamina C 1 vitamina E znaajno zaStitila stanice od lipidne
peroksidacije i smrti S$to takoder ide u prilog da je stvaranje ROS-ova jedan od moguéih
mehanizama djelovanja pcelinjega otrova (Han i sur., 2002a; Tu i sur., 2008). U ovom
istrazivanju NAC je uspio povecati koncentraciju glutationa i smanjiti oksidativna oStecenja
lipida 1 molekule DNA ukazuju¢i da glutation 1 malondialdehid igraju vaznu ulogu u
toksi¢nosti uzrokovanoj pcelinjim otrovom. Nadalje, inhibitorni u¢inak NAC-a na ukupna i
oksidativna oSte¢enja molekule DNA ukazuju da glutation igra vaznu ulogu u ocuvanju
molekule DNA od genotoksic¢nosti péelinjega otrova.

Rezultati su takoder pokazali znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu postotka DNA u
repu alkalnog i Fpg-modificiranog komet testa sa koli¢inom izmjerenog malondialdehida i
znaCajnu negativnu korelaciju sa koli¢inom izmjerenog glutationa. Korelacija izmedu
ostecenja molekule DNA i koncentracije malondialdehida nije toliko iznenadujuca jer je
malondialdehid jedan od najvaznijih aldehidnih produkata lipidne peroksidacije. Ovaj
reaktivan spoj moZe oStetiti molekulu DNA stvaraju¢i sa njom DNA adukte te blokirajuci
sparivanje baza unutar molekule DNA (Esterbauer i sur., 1990; Del Rio i sur., 2005). Ovi
rezultati slaZu se sa poznatom pretpostavkom da proizvodi lipidne peroksidacije uzrokuju
oksidativna oSteCenja molekule DNA (Marnett, 2002, Winczura 1 sur., 2012). Na osnovu
korelacije izmedu povecanja koncentracije malondialdehida, smanjenja koncentracije

glutationa, ukupnih oStecenja i oksidativnih oStec¢enja molekule DNA moze se tvrditi da je za
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barem dio oStecenja uzrokovanih pcelinjim otrovom, ali i melitinom odgovaran oksidativni
stres.

Razliciti kemijski i fizikalni agensi dovode do stvaranja ROS-ova koji stanice mogu
dovesti u stanje oksidativnog stresa. Kada je razina oksidativnog stresa visoka, stani¢no
prezivljenje ovisi o moguénosti same stanice da se prilagodi na stres i pruzi mu otpor. Druga
varijanta je odlazak stanica u stani¢nu smrt uzrokovanu apoptozom (Finkel i Holbrook, 2000).
Jedan od mehanizama djelovanja pcelinjega otrova i1 melitina mogao bi biti preko
oksidativnog stresa $to je dokazano u ovom radu porastom lipidne peroksidacije, smanjenjem
antioksidativne aktivnosti te povecanjem oksidativnih oSte¢enja molekule DNA, no
mehanizam koji stoji iza te indukcije joS uvijek nije razjaSnjen. Jedan od pretpostavljenih
mehanizama ukljucuje aktivaciju fosfolipaze C, membranskog enzima koji katalizira hidrolizu
inozitol-fosfolipida za kojeg je dokazano da sudjeluje u modulaciji prezivljenja i smrti stanica
(Heinz 1 sur., 1998; Rebecchi i Pentyala, 2000) stoga je cilj bio utvrditi postoji li povezanost
lipidne peroksidacije, kao posljedice oksidativnog stresa, i aktivnosti fosfolipaze C. Dobiveni
rezultati ukazuju na povezanost lipidne peroksidacije i1 pojaCanje aktivnosti enzima
fosfolipaze C nakon obrade melitinom te se moZe zakljuciti kako melitin utjece na aktivnost
fosfolipaze C. Sukladno rezultatima dobivenima u ovom radu obrada melitinom uzrokovala je
aktivaciju fosfolipaze C u ljudskim keratinocitima HaCaT (Haase i sur., 1996) i u stanicama
jetre Stakora (Haber 1 sur., 1991). Osim fosfolipaze C, melitin moze aktivirati i druge enzime
poput G-proteina (Mahady 1 sur., 1998), protein kinaze C (Mau 1 Vilhardt, 1997), adenilat
ciklaze (Knowles i Farndale, 1988) i fosfolipaze D (Lee i sur., 1998; Liu i sur., 1998; Saini i
sur., 1999). Pretpostavlja se da se pojacana aktivnost fosfolipaze C javlja kao obrana stanice
od oksidativnog stresa uzrokovanog obradom melitinom. Uloga fosfolipaze C u stani¢noj
obrani od oksidacijskog stresa potvrdena je i ranije (Wang i sur., 2001; Bai i sur., 2002).
Takoder je utvrdeno da fosfolipaza C igra ulogu u programiranoj stani¢noj smrti putem
apoptoze (Miiller-Decker, 1989; Schiitze i sur., 1992; Halstead i sur., 1995; Machleidt i sur.,
1996; Bjgrkgy 1 sur., 1997; Li 1 sur., 1998). Apoptoza uzrokovana zmijskim otrovom nakon
obrade endotelnih stanica bila je uzrokovana pojacanom aktivacijom fosfolipaze C (Miao i
sur., 1997; Zhao i sur., 2004). Kako je nakon obrade pcelinjim otrovom uocen odreden
postotak stanica u apoptozi, ovaj tip stanicne smrti mogao bi biti povezan sa aktivacijom
fosfolipaze C, no zbog izrazitog litickog djelovanja sastavnica pcelinjega otrova, a posebice
melitina, vecina stani¢ne smrti karakterizirana je nekrozom.

Rezultati dobiveni na ljudskim limfocitima periferne krvi ukazuju da su pcelinji otrov i

melitin toksi¢ni i za normalne stanice. Do sada je ve¢ pokazano da pcelinji otrov ispoljava
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svoju toksicnost u in vitro uvjetima te izaziva bol Sto je pokazano u in vivo istraZivanjima
(Lee 1 sur., 2007). Toksicnost pcelinjega otrova ovisna je o njegovim sastavnicama kao $to su
melitin kojeg u pcelinjem otrovu ima oko 50%, zatim o fosfolipazi A, C¢ija aktivnost se
pojacava melitinom te o cijelom nizu drugih malih peptida poput apamina koju su zasluzni za
ucinke dobivene i u ovom radu. Ispitivanja medicinske primjene prirodnih spojeva koji se
dobivaju iz biljaka 1 Zivotinja sve su ¢eS¢a ne samo u orijentalnoj ve¢ i u zapadnoj medicini.
Veliki broj tih istrazivanja bavi se upravo djelovanjem otrova, a posebno pcelinjega otrova na
razli¢itim tumorskim stanicama. Veliki broj danas dostupnih istraZivanja ukazuje da bi ovaj
otrov. mogao imati primjenu u lijeCenju razli¢itih tumora, ali toan mehanizam
protutomorskog djelovanja ovoga kompleksnog spoja joS uvijek nije u potpunosti razjasnjen.
Neki od mehanizama pcelinjega otrova 1 melitina vezani su za aktivaciju fosfolipaze A,,
kaspaza 1 metaloproteinaza koje mogu unistiti stanice tumora (Holle 1 sur., 2003; Moon i sur.,
2006). Konjugacija melitina sa hormonskim receptorima i genska terapija sa melitinom mogle
bi biti korisne u daljnjem razvoju terapija pojedinih tumora (Li i sur., 2003, 2004; Ling i sur.,
2004; Russell i sur., 2004). Do sada je takoder zabiljeZen i inhibitorni u¢inak rekombinantnih
virusa koji nose gen za melitin prema tumorskim stanicama (Ling i sur., 2005) Sto bi takoder
mogao biti jedan od nacina suzbijanja tumora.

Melitin je posebno zanimljiv kandidat u terapiji tumora zbog svoje liticke aktivnosti
(Leuschner 1 Hansel, 2004; Papo i1 Shai, 2005; Giuliani i sur., 2007). No osim toksi¢nog
djelovanja pcelinjega otrova i melitina na tumorske stanice, zabiljeZeno je i njegovo toksi¢no
djelovanje na normalne stanice, iako je podataka o djelovanju pcelinjega otrova i melitina na
normalnim ne-tumorskim stanicama jako malo. Ovo istrazivanje pokazalo je da pcelinji otrov
1 melitin djeluju citotoksi€no na stanice tumora, ali i da je njihovo citotoksi¢no djelovanje
prema normalnim i ne-tumorskim stanicama takoder vrlo izraZeno $to ga s druge strane ne
¢ini toliko pogodnim kandidatom za razvijanje novih kemoterapeutskih lijekova. Ono Sto bi
moglo pomoc¢i u ovom slucaju je pronalazak specificnog nacina unosa melitina u Zeljene
stanice. Ugradnja melitina u nanocCestice koje posjeduju mogucnost unosa Zeljenih
koncentracija melitina u odredene stanice bio bi povoljan na¢in za suzbijanje tumora. (Soman
i sur., 2009; Pan i sur., 2011). Jo§ jedna mogucénost koja je prikazana i o ovom radu bila bi
kombinacijska terapija u kojoj se koristi neki od postoje¢ih citostatika u kombinaciji sa
pcelinjim otrovom ili melitinom, gdje bi sinergisticki ili aditivni u€inak dva agensa mogao
dati Zeljene rezultate u suzbijanju tumora, ali i dovesti do smanjivanja koncentracije
postojecih citostatika u terapiji Sto bi smanjilo neZeljene posljedice koje uzrokuje

kemoterapija kod brojnih pacijenata. Kako je kombinacijska terapija jedno od
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najprihvatljivijih rjeSenja, uzevsi u obzir rezultate dobivene ovim istrazivanjem, treba takoder
uzeti u obzir 1 toksi¢nost koju ovakva kombinacija moZe izazvati kod normalnih stanica u
kojima su pcelinji otrov i melitin takoder pokazali visoki stupanj toksi¢nosti. Zbog navedenih
razloga vazna su daljnja ispitivanja vezana uz mehanizme djelovanja pcelinjega otrova, ali i
njegovih sastavnica na razliitim tipovima stanica kako bi se utvrdilo njihovo povoljno
djelovanje koje bi se potencijalno moglo iskoristiti u antitumorske svrhe. Nadalje, potrebno je
utvrditi 1 to¢an nacin unosa i dozu pcelinjega otrova i melitina za potencijalnu terapijsku
primjenu, ali i nuspojave koje ovaj kompleksan spoj i njegove sastavnice mogu imati da bi se

istodobno izbjegao njihov negativan u¢inak kod normalnih stanica.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata ovog doktorskog rada izvedeni su sljedeci zakljucci:

1. Pcelinji otrov i melitin pokazali su se toksi¢nima za sve navedene tumorske stani¢ne
linije te je njihova toksicnost bila ovisna o koncentraciji oba navedena spoja.
Toksic¢nost je bila ovisna i o tipu ispitanih stanica, ali to vrijedi samo za stani¢ne linije
koje su rasle u istom mediju Sto ukazuje na mogucnost interakcije sastavnica
pcelinjega otrova sa proteinima iz seruma koji mogu dovesti ili do aktivacije ili

deaktivacije sastavnica prisutnih u pcelinjem otrovu.

2. Ne-tumorske stani¢ne linije pokazale su najvecu rezistenciju prema pcelinjem otrovu i
melitinu ukazujuci da pcelinji otrov i melitin djeluju jace na tumorske nego na ne-

tumorske stanic¢ne linije.

3. Stani¢na linija ljudskog karcinoma vrata grlica maternice HeLa CK stabilno otporna
na cisplatinu pokazala se osjetljivijom na obradu pcelinjim otrovom i melitinom u
odnosu na roditeljsku stani¢nu liniju, dok taj uc¢inak nije zabiljeZen kod stani¢ne linije
ljudskog karcinoma grkljana HEp-2 i njegove sublinije stabilno otporne na cisplatinu

CK2.

4. Obrada pcelinjim otrovom i melitinom uzrokovala je stanicnu smrt putem nekroze kod
tumorskih stani¢nih linija ljudskog karcinoma vrata grlica maternice HeLa 1 njihove
sublinije stabilno otporne na cisplatinu HeLa CK te kod stani¢ne linije ljudskog

glioblastoma A1235.

5. Nakon zajedni¢ke obrade HelLa i HeLa CK te HEp-2 i CK2 stanica sa pcelinjim
otrovom 1 kemoterapeutikom cisplatinom, pcelinji otrov je pokazao aditivan ucinak
koji bi mogao biti koristan u vidu smanjivanja doze cisplatine za vrijeme
kemoterapije. Takoder, razlika u otpornosti HelLa i HeLLa CK te HEp-2 i CK2 stanica

na cisplatinu nije se promijenila uslijed obrade pcelinjim otrovom.

6. Pcelinji otrov i melitin djelovali su citotoksi¢no 1 na ljudske limfocite iz periferne krvi

te je citotoksi¢nost bila ovisna o koncentraciji i vremenu trajanja izloZenosti.
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7.

10.

Obrada ljudskih limfocita pcelinjim otrovom uzrokovala je dominantno stani¢nu smrt

putem nekroze iako je zabiljeZen 1 udio stanica u apoptozi.

Pcelinji otrov 1 melitin djelovali su genotoksi¢no na ljudske limfocite iz periferne krvi
te je genotoksicnost bila ovisna o koncentraciji i vremenu trajanja izlozenosti. Osim
ukupnih genomskih oSte¢enja, zabiljeZena su i oksidativna oSte¢enja molekule DNA

nakon obrade pcelinjim otrovom 1 melitinom.

Smanjenje koncentracije glutationa i porast koncentracije malondialdehida uz
oSte¢enja molekule DNA, oksidativna oSte¢enja molekule DNA i porast aktivnosti
fosfolipaze C ukazuju da pcelinji otrov 1 melitin djeluju putem lipidne peroksidacije te
da je oksidativni stres barem djelomicno uklju¢en u mehanizam djelovanja ovih

spojeva.

Iako su se pcelinji otrov 1 melitin pokazali toksi¢nim kod svih ispitanih stanica ovi

rezultati idu u prilog upotrebe pcelinjega otrova i melitina u terapiji protiv tumora.
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A1235 stanice ljudskog glioblastoma

CCB engl. Coomasie briliand blue, Coomasie brilijant plavo

COX-2 engl. cyclooxygenase 2, ciklooksigenaza 2

DMEM Dulbeccov minimalni Eaglov medij

DTNB 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoat

ERK engl. extracellular signal requlated kinase, receptor za epidermalni faktor rasta

FPG engl. formamidopyrimidine DNA glycosylase, enzim formamidopirimidin DNA
likozilaza

GSSG engl. glutathione disulfide, glutation disulfid

HEK-293 embrionske staniéne linije bubrega

HEp-2 stanice ljudskog karcinoma grkljana

HPLC engl. high-performance liquid chromatography, teku¢inski kromatograf visoke
jelotvornosti

P3 engl. inositol 1,4,5-trisphosphate, inozitol 1,4,5-trifosfat

LPO engl. lipid peroxidation, lipidna peroksidacija

MCF-7 stanice adenokarcinoma dojke

MEL engl. melittin, melitin

MNi engl. micronucleus, mikronukleusi

MTT 3 bromid

-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromi

NBUD engl. nuclear bud, jezgreni pu

NMP engl. normal melting point agarose, agaraoza normalnog talista

PARP engl. poly (ADP-ribose) polymerase, poli (ADP-riboza) polimeraza

PHA engl. phytohaemagglutinin, fitohemaglutinin

PLA, engl. phospholipase A, fosfolipaza Az
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ROS engl. reactive oxygen species, reaktivni kisikovi spojevi

SDS-PAGE engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, natrij-dodecil sulfat
oliakrilamidna elektroforeza

SW620 stanice adenokarcinoma kolona

TBA tiobarbituratna kiselina

162



ZIVOTOPIS

9. ZIVOTOPIS

Goran Gajski roden je 31.08.1980. godine u Zagrebu. Osnovnu $kolu zavrsio je 1994.
godine, a Op¢u VII. Gimnaziju 1999. godine u Zagrebu. Iste godine upisao je Prirodoslovno-
matematicki fakultet u Zagrebu, smjer Molekularna biologija. Diplomirao je 2006. godine sa
diplomskim radom pod naslovom ,,Procjena citogenetickog ucinka atorvastatina na ljudskim
limfocitima u uvjetima in vitro*. Diplomski rad je izradio u Jedinici za mutagenezu, Instituta
za medicinska istrazivanja i medicinu rada pod vodstvom prof. dr. sc. Vere Garaj-Vrhovac.
Od 2007. godine zaposlen je u Jedinici za mutagenezu, Instituta za medicinska istrazivanja i
medicinu rada pod vodstvom prof. dr. sc. Vere Garaj-Vrhovac na projektu ,,Mutageni i
antimutageni u ekogenetickim istrazivanjima®. Takoder je ukljuen u rad na bilateralnom
projektu ,,In vitro istraZivanja citotoksi¢nog 1 genotoksicnog ucinka cijanobakterijskih
toksina* te u rad na Europskom FP7 projektu ,,CytoThreat - Fate and effects of cytostatic
pharmaceuticals in the environment and the identification of biomarkers for and improved
risk assessment on environmental exposure®. 2007. godine upisuje poslijediplomski studij na
Prirodoslovno-matematickom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. Tijekom dosadaSnjeg rada
proveo je nekoliko tjedana na studijskom boravku u laboratoriju dr. sc. Metke Filipi¢ Odjela
za Geneticku toksikologiju i biologiju raka na Nacionalnom institutu za biologiju u Ljubljani,
Slovenija te u laboratoriju dr. sc. Akos Horvith Odjela za akvakulturu na ,,Szent Istvdn“
fakultetu u Godolld, Madarska. Do sada je objavio 28 znanstvenih radova u CC Casopisima,
4 znanstvena rada u SCI cCasopisima i 3 znanstvena rada u drugim casopisima. Takoder je
objavio 5 kongresnih priopéenja u CC casopisu, 2 kongresna priopéenja u SCI Casopisima,
9 znanstvenih radova u zbornicima skupova, 38 sazetka u zbornicima skupova te 6 poglavlja u
knjigama. Sudjelovao je na nekoliko medunarodnih i domacih skupova i radionica sa 3 oralne
i 11 posterskih prezentacija te kao ¢lan organizacijskog odbora. Clan je nekoliko
medunarodnih i domacih znanstvenih drustava te dobitnik nekoliko nagrada za znanstvena

dostignuca.
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EMBO Young Scientists Forum, Zagreb, Hrvatska, 2009.

ASCEPT (Australasian Society of Clinical and Experimental Pharmacologists and
Toxicologist) 43rd Annual Scientific Meeting “The right of Medicines”, Sydney, New South
Wales, Australija, 2009.

EEMS (European Environmental Mutagen Society) 38th Annual Meeting “Environmental
Mutagens and Human Health”, Cavtat, Hrvatska, 2008.
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ZIVOTOPIS

12th International Congress of the International Radiation Protection Association
“Strengthening Radiation Protection Worldwide”, Buenos Aires, Argentina, 2008.

Znanstveni skup “Aktualna istraZivanja u za$titi zdravlja radnika 1 zdravstvenoj ekologiji®,
Zagreb, Hrvatska, 2008.

Scientific Symposium “50 Years of Molecular Biology in Croatia”, Zagreb, Hrvatska, 2008.

The 6th Princess Chulabhorn International Science Congress “The interface of chemistry and
biology in the ,,OMICS* era“, Bangkok, Tajland, 2007.

Second Congress of Croatian Scientists from the Homeland and Abroad, Split, Hrvatska,
2007.

Usavrsavanje:

Ist Cytothreat Workshop on The Effects of Residues of Cytostatics and Other
Pharmaceuticals on Non-Target Organisms, Napulj, Italija, 2012.

Eurotox Basic Toxicology Course, University of Belgrade, Faculty of Pharmacy, Belgrade,
Srbija, (2011).

Authorized STATISTICA Course, Systemcom, Zagreb, Hrvatska, (2011).

Cost Workshop CM0603 “Free Radicals in Chemical Biology”, Ruder Boskovi¢ Institute
Zagreb, Hrvatska, (2011)

School of Conservation Biology of the Croatian Biological Society, Ruder Boskovi¢ Institute,
Center for Marine Research, Rovinj, Hrvatska, (2008).

Collegium Ramazzini Satellite Workshop “Occupational and Environmental Health in the
Asia/Pacific Region”, Chullabhorn Research Institute, Bangkok, Tajland, (2007).

Nagrade:

GodiSnja nagrada Drustva sveuciliSnih nastavnika i drugih znanstvenika u Zagrebu mladim
znanstvenicima 1 umjetnicima u 2011. godini za znanstveni doprinos iz podrucja
biomedicinskih znanosti.

Nagrada Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada mladom znanstveniku s najve¢im
brojem znanstvenih radova objavljenih u 2011. godini u znanstvenim casopisima koji se
indeksiraju u CC, SCI-Expanded i/ili SSCI.

Nagrada Instituta za medicinska istraZivanja i medicinu rada za originalni znanstveni rad
objavljen u 2010. godini u Casopisu koji je najbolje svrstan u znanstvena podrucja iz baza
Science Edition 1 Social Science Edition JRC.

Nagrada Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada mladom znanstveniku s najve¢im

brojem znanstvenih radova objavljenih u 2009. godini u znanstvenim casopisima koji se
indeksiraju u CC, SCI-Expanded 1/ili SSCI.
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