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1. UvOD



1.1. Oksidacijski stres i nastanak tumora

Sve vise istrazivanja pokazuje da visoke razine reaktivnih kisikovih vrsta (RKV)
izazivaju oSte¢enja DNA i genomsku nestabilnost, koji dovode do reprogramiranja stanicnog
metabolizma 1 u konacnici do gubitka kontrole stani¢nog ciklusa. Na ovaj na¢in podrzava se
kontinuirani rast i proliferacija, glavno obiljezje tumorskih stanica 2. Otkriveno je da tumorske
stanice koriste veliku koli¢inu glukoze i pri tome proizvode velike koli¢ine mlije¢ne kiseline
¢ak 1 pri normalnim koncentracijama kisika (normoksija). Taj fenomen pretvorbe glukoze u
mlije¢nu kiselinu u prisustvu kisika poznat je kao Warburgov efekt ili aerobna glikoliza °.
Pokazalo se da su energijom bogati spojevi, nastali u glikolizi, povezani s aktivnim
onkogenima (RAS, myc) i inaktivnim tumor supresor genima (p53) ¢ija promjena u stanicama
u prvom redu izaziva nekotroliranu proliferaciju i inhibiciju apoptoze 2. Iako se u pocetku
smatralo da je aerobna glikoliza rezultat prilagodbe na okoli§ u prekarcinogenim lezijama,
njena prisutnost u primarnim i metastatskim stanicama raka ¢ak i u uvjetima normoksije
upucuje na to da upravo aerobna glikoliza osigurava jaki selektivni rast kojeg prati progresija
raka. Time se sugerira da je stjecanje takvog glikolitickog fenotipa preduvjet za invazivni rast

tumora i njegovu progresiju *.

1.2. Mitohondriji i oksidacijski stres

Mitohondriji su organeli stanice koji se nalaze u svim aerobnim organizmima.
Sudjeluju u regulaciji vaznih stani¢nih procesa kao §to su apoptoza, stani¢ni metabolizam i
odrzavanje razine kalcija °. Tijekom procesa stani¢nog disanja (oksidacijske fosforilacije),
elektroni se prenose uz pomoc¢ transportnog lanca elektrona (ETC) kako bi stvorili
transmembranski elektrokemijski gradijent protona. Nastali gradijent koristi se za proizvodnju
ATP-a pomoc¢u enzima ATP-sintaze. Odrzavanje normalnog mitohondrijskog
transmembranskog potencijala je od presudne vaznosti za zivot stanice. Slabljenje
mitohondrijske funkcije, osim §to smanjuje sposobnost mitohondrija za stvaranje ATP-a,
pojacava proizvodnju reaktivnih kisikovih vrsta (RKV), kao §to su superoksidni anion Oy,
vodikov peroksid H20: i hidroksil radikal OH™ . Pri niskim koncentracijama RKV sudjeluju
u fizioloskim stani¢nim procesima prijenosa signala i regulaciji stani¢nog ciklusa, a pri visokim

koncentracijama dovode do oSteéenja lipida, proteina i nukleinskih kiselina "8, Osim $to



nastaju u normalnim metabolickim procesima, RKV mogu biti produkti oksidacijskog stresa
uzrokovanog povec¢anom koncentracijom kisika u stanici. Povecane koncentracije kisika
posljedica su povecanog parcijalnog tlaka kisika pri atmosferskom tlaku Kkoji uzrokuje
hiperoksiju (pO2 > 95%) °. Dugotrajno izlaganje organizma hiperoksiji uzrokuje oksidacijski
stres, stanja naruSenog balansa izmedu stvaranja RK'V-a i mehanizma antioksidacijske obrane
u stanici. Oksidacijski stres jedan je od glavnih ¢imbenika koji uzrokuju kroni¢ne upalne

procese, degenerativne bolesti, pojavu tumora, kao i proces starenja °.

1.3. Sirtuini

Sirtuini (Sirt) su visoko o¢uvana obitelj proteina koja ima vaznu ulogu u regulaciji
procesa starenja u nizim organizmima, dok je njihova uloga u visih organizama znatno slabije
istrazena. Sirtuini djeluju kao NAD™-ovisne protein deacetilaze koje reguliraju razinu
acetilacije proteina i aktivnost transkripcijskih faktora i histona. Nadalje, sudjeluju u regulaciji
stani¢énog metabolizma, stresa i posreduju u signalnim putevima odgovornima za prezivljenje
stanica. Da bi sirtuini mogli uc¢inkovito deacetilirati i time aktivirati proteine, potreban je
nikotinamid adenin dinukleotid (NAD+) kao kofaktor u reakciji deacetilacije. Povezanost
izmedu NAD*, NADH i aktivnosti sirtuina ukazuje na to da sirtuini mogu sluziti kao

pokazatelji energetskog statusa 1112,

U sisavaca je pronadeno sedam razli¢itih gena koji kodiraju za sirtuin proteine (Sirt 1-
7) s dobro oCuvanim katalitickim domenama. IstraZivanja su pokazala da sirtuini kod sisavaca
imaju jasnu lokalizaciju u stanici. Sirt-1, 6 i 7 su nuklearni proteini, iako se frakcije Sirt-1 mogu
naci 1 u citosolu. Sirt-2 se pretezito nalazi u citosolu, a neka istraZzivanja pokazuju da se u
odredenim situacijama nalazi u jezgri. Sirt-3, 4 i 5 lokalizirani su samo u mitohondriju *2.
Istrazivanja funkcije mitohondrijskog sirtuina Sirt-3 postala su iznimno atraktivna zbog

njegovog utjecaja na produljenje Zivotnog vijeka Govijeka 3.

Gen sirt3 covjeka nalazi se na 11p15.5 kromosomu i kodira za mitohondrijski protein
Sirt-3. Duzi, enzimatski inaktivni oblici Sirt-3 (44 kDa) unose se u mitohondrij N-terminalnim
slijedom za unos u mitohondrij (MLS). Tijekom unosa dolazi do proteolitickog uklanjaja MLS
Sto rezultira katalitickom aktivacijom kracih oblika Sirt-3 (28 kDa), koji su sposobni aktivirati
ciljne mitohondrijske proteine 4. Sirt-3 je glavna mitohondrijska deacetilaza, a ukoliko nije

prisutna u stanici, dolazi do hiperacetilacije mitohondrijskih proteina $to dovodi do slabljenja

2



funkcije mitohondrija. Brojna istrazivanja ukazuju na to da Sirt-3 utjeCe na signalne puteve u
mitohondriju ukljuéujuéi proizvodnju ATP-a, mitohondrijski stres i metaboli¢ku oksidaciju *°.
Sirt-3 ucinkovito odrzava ravnotezu izmedu pretvorbe stani¢ne energije i nepozeljnih
nuspojava mitohondrijskih procesa kao §to je nastanak RKV-a, tako §to izravno deacetilira i
aktivira glavni antioksidacijski enzim u mitohondriju, superoksid dismutazu 2 (SOD2)>%¢,
Aktivnost Sirt-3 smanjuje se starenjem, u uvjetima prehrane bogate masno¢ama, te u stanjima
poput dijabetesa ', a povecava se kao odgovor na kalorijsku restrikciju ili tijekom vjezbanja
11 Premda u uvjetima homeostaze Sirt-3 ne igra znac¢ajnu ulogu, postoje brojni dokazi o

njegovoj kljuénoj ulozi u regulaciji stani¢nog odgovora na stres, kao i u procesu starenja '

1.4. Povezanost Sirt-3 i tumora

Noviji podaci iz literature ukazuju na povezanost Sirt-3 i progresije tumora, te je
dokazano da Sirt-3 moze djelovati i kao onkogen i kao tumor supresor 8. S jedne strane, Sirt-
3 je Cuvar stanicne homeostaze i ima ulogu tumor supresora, pa gubitak funkcije Sirt-3
doprinosi razvoju agresivnijeg fenotipa kod nekih tumora %%, S druge strane, ¢injenice da Sirt-
3 djeluje na mitohondrijske enzime ukljucene u aktivaciju oksidativnih puteva, i da RKV imaju
glavnu ulogu u progresiji tumora, upucuju na djelovanje Sirt-3 kao onkogena. Stoga je sasvim
opravdano pretpostaviti da prekomjerna ekspresija Sirt-3 moze odrzati poveéanu razinu RKV-

a za odrzavanje proliferacije i agresivnog fenotipa, ¢ime se poti¢e karcinogeneza 2.

Neovisno o tome §to tumorske stanice ¢esto Zive u hipoksiénim uvjetima 22, njihovo
opskrbljivanje krvlju , rast i prezivljenje ovisi o njihovoj opskrbi kisikom i hranjivim tvarima.
Stoga je za ocekivati da ¢e povecana koncentracija kisika (hiperoksija) djelovati kao promotor
razvoja tumora. Medutim, neki radovi ukazuju na inhibiciju rasta tumorskih stanica u sisavaca
nakon tretmana hiperoksijom 2 sto ukazuje da hiperoksija moze inhibirati rast i proliferaciju

tumorskih stanica. Sukladno tome, u ovom radu istrazivali smo dva parametra:

e Utjecaj hiperoksije na proliferaciju, prezivljenje, rast i vitalnost, te mitohondrijsku

funkciju stanica raka dojke MCF-7

e Ulogu ekspresije Sirt-3 u regulaciji proliferacije, prezivljenja, rasta i vitalnosti, te

mitohondrijske funkcije stanica raka dojke MCF-7 nakon izlaganja hiperoksiji



2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA



U ovom radu ispitali smo ucinak hiperoksije i Sirt-3 na proliferaciju, prezivljenje, rast i
vitalnost, te oksidacijski/antioksidacijski status i mitohondrijsku funkciju stanica raka dojke
MCF-7. Do sada je pokazano da hiperoksija i Sirt-3 zasebno mogu imati inhibitorsko
djelovanje na progresiju tumora, ali nije pokazano njihovo medudjelovanje kao ni moguca

kombinirana upotreba ova dva ¢imbenika u terapeutske svrhe.

Op¢i cilj ovog rada bio je odrediti utjecaj Sirt-3 i hiperoksije na stanice MCF-7. lako se
dugo sumnjalo da povecana koncentracija kisika ima promotorski uc¢inak na razvoj raka, danas
je ustanovljeno da ¢isti kisik ima inhibitorni uc¢inak na tumorske stanicene ovisno o tome §to
povecana koncentracija RKV-a nastala izlaganjem hiperoksicnim uvjetima podrzava
kontinuirani rast i proliferaciju 2. Danas se izlaganje ¢istom kisiku (hiperoksija) koristi kao
metoda u lije¢enju zloéudnih oboljenja ?*. Do sada se pokazala kao vrlo uspjesna, medutim
to¢an mehanizam djelovanja hiperoksije na stanice raka jos uvijek nije poznat. Jedan od ciljeva
ovog rada je stoga bio odrediti utjecaj hiperoksije na proliferaciju, prezivljenje, rast i vitalnost,

te mitohondrijsku funkciju u stanicama MCF-7.

Specifi¢ni cilj rada bio je, u istom modelu stanica MCF-7, odrediti utjecaj ekspresije Sirt-
3 na metabolizam, sposobnost metastaziranja i poticanja angiogeneze. U tu svrhu koristili smo
suvremene molekularne, biokemijske i mikroskopske metode. Obzirom da stanice MCF-7
eksprimiraju vrlo malu koli¢inu sirt-3, istrazili smo utjecaj njegove pojacane ekspresije.
Klonovi stanica stabilno transficiranih plazmidom koji sadrzi gen za sirt-3 podvrgnuti su
hiperoksiji kako bi se utvrdilo ima li sirt-3 zastitni u¢inak na rast tumorskih stanica. S obzirom
da se Sirt-3 nalazi u mitohondrijima istrazena je ukljucenost mitohondrija u te procese s
posebnim naglaskom na moguce reprogramiranje stanica na oksidacijsku fosforilaciju. Ispitan
je i ucinak djelovanja ekspresije sirt-3 u stanicama raka na njihov metastatski potencijal, te na
¢imbenike angiogeneze S ciljem procjene agresivnosti stanica MCF-7 prije i nakon tretmana
hiperoksijom. U tu svrhu odredena je ekspresija mRNA i proteina nekih ¢imbenika uklju¢enih

u razvoj raka.



3. MATERIJALI | METODE



3.1. Kultura stanica in vitro

U ovom istrazivanju koriStena je stani¢na linije raka dojke MCF-7 (engl. Human
Caucasian breast adenocarcinoma (Cat.no.. ECACC 86012803, Public Health, England)).
Stanice MCF-7 su adherentne epitelne stanice osjetljive na estrogen. Stanice su uzgajane u
tekucoj hranjivoj podlozi DMEM (engl. Dulbecco’s modified Eagle's medium) uz dodatak 10%
seruma fetusa goveda (engl. Fetal bovine serum, FBS), 2 mM L-glutamina (Sigma Aldrich,
SAD), 1x neesencijalnih aminokiselina (EuroClone, Italija) i antibiotika GA-1000 koji sadrzi
30 mg/mL gentamicina i 15 pg/m Lamfotericina (Lonza, SAD). Stanice su rasle u sterilnim
plasticnim posudama za uzgoj kulture stanica u inkubatoru pri 37°C, vlaznoj atmosferi i

prisustvu 5% COs..

3.2. Transfekcija stanica u kulturi plazmidnom DNA

Za transfekciju je koriSten plazmid pcDNA3.1+Flag-Sirt-3 koji sadrzi gen za Sirt-3
oznacen s Flag (Flag-Sirt-3, Cat.No. 13814) nabavljen preko neprofitne banke plazmida
Addgene (Cat.No. 13814) (dobiveno na dar od dr. Grbesa, Institut Ruder Boskovi¢). Ovaj
plazmid osim toga sadrzi gen za otpornost na ampicilin za selekciju u bakteriji, te gen za
otpornost na neomicin za selekciju stanica u kulturi. Kao kontrola koristen je pcDNA3.1+
plazmid. Plazmidi su nakon umnazanja u bakteriji DH50 procis¢eni pomocu PureYieldTM
Plasmid Midiprep System (Promega, USA) prema uputama proizvodaca. Koncentracija
dobivenog plazmida odredena je na instrumentu za mjerenje koncentracije nukleinskih kiselina
Qubit (TermoFisher Scientific, SAD), a odsutnost degradacije provjerena je elektroforezom u
1% agaroznom gelu. Za transfekciju plazmida pcDNA3.1+ Flag-Sirt-3 u stanice MCF-7
koriSten je Lipofectamine 2000 reagens (TermoFisher Scientific, SAD). Dan prije transfekcije,
150 000 stanica nasadeno je u plo¢icu za uzgoj kulture stanica s 24 bunaric¢a u hranjivoj podlozi
DMEM-FCS. Sljede¢i dan su stanice transficirane pomocu Lipofectamine 2000 prema
uputama proizvodaca i ostavljene u inkubatoru 24 sata. Stanicama je zatim zamijenjena
hranjiva podloga svjezom, ostavljene su u svjiezem DMEM-FCS jos 48 sati, rasadene i uzgajane
dalje u selektivnoj podlozi sa Geneticinom (200 puL/mL G418, Sigma Aldrich, USA).
Ekspresija Flag-Sirt-3 u izdvojenim klonovima provjerena je RT-gPCR metodom kako bismo

potvrdili stabilnu ugradnju Flag-sirt-3 gena u stanice.



3.3. Metode za odredivanje ekspresije gena

3.3.1. Izolacija RNA (TRIzol Reagent)

Nakon tretmana hiperoksijom stanice su isprane ledenim PBS puferom, te je na stanice
dodan 1 mL trizola (TRIzol Reagent, Life technologies, USA) i lizat je resuspendiran nekoliko
puta. Stanice su zatim inkubirane 5 minuta na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je dodano 200
uL kloroforma (Kemika, Hrvatska). Stanice su inkubirane 5 minuta na ledu, centrifugirane pri
12000 g 15 minuta pri 4°C, nakon ¢ega su dobivene tri faze. Gornja vodena faza u kojoj se
nalazi RNA pazljivo je odvojena, te joj je dodan isti volumen izopropanola (Kemika,
Hrvatska). Otopina je nekoliko puta lagano promijesana, inkubirana 10 minuta na sobnoj
temperaturi i centrifugirana 10 minuta pri 12000 g i 4°C. Supernatant je dekantiran, na talog je
dodan 1 mL etanola 75% (Kemika, Hrvatska) te su uzorci promije$ani i centrifugirani 5 minuta
pri 7500 g i 4°C. Ovaj postupak ispiranja 75%-tnim etanolom ponovljen je jo$ jednom, nakon
cega je supernatant dekantiran. Nakon 10 minuta suSenja na zraku, talog je otopljen u 20 pL
qH20 tretirane DEPC-om (Sigma Aldrich, SAD). Koncentracija i kvaliteta (Cistoéa) RNA
izmjerena je na uredaju NanoDrop (ThermoFisher Scientific, USA) koji iz omjera apsorbancije
260/280 odreduje Cistocu izolirane RNA (omjer treba biti oko 2.0). Kvaliteta RNA dodatno je
provjerena elektroforezom na 1% agaraznom gelu (1 g/100 mL 1x TAE pufera) 20 minuta na
80V. Po zavrsetku elektroforeze gel je stavljen na 10 minuta u etidij bromid (Sigma Aldrich,

SAD) i slikan na instrumentu UVITEC (UVltec Limited, UK).

3.3.2. Reverzna transkripcija

Izolirana RNA prevedena je u cDNA reverznom transkripcijom u kona¢nom volumenu
10 uL. Na 1 pg RNA dodan je 1 pL 1 U/uL deoksiribonukleaze (DNAze) (Life technologies,
SAD), 1 ul 10x pufera za DNAzu (Life technologies, SAD) i gH20 do kona¢nog volumena.
Nakon inkubacije 15 minuta pri sobnoj temperaturi dodan je 1 uLL 25 mM EDTA (pH 8.0;
Invitrogen, SAD) kako bi se inhibirala DNAza te su uzorci inkubirani 10 minuta pri 65°C.
Potom su uzorci stavljeni u led i u svaki je dodan 1 pl 10x pocetnica oligo d(T)18 i 1 pul 100
mM dNTP-a, te su inkubirani 5 minuta pri 94°C. Zatim je dodano 4 pl 5x First-Strand Buffera
(Life technologies, SAD), 2 ul 0,1 M DTTa (Life technologies, SAD) i 1 ul 20 U/uL
ribonukleaznog inhibitora (Life technologies, SAD). Nakon inkubiranja 2 minute pri 94°C, u
uzorke je dodan po 1 pL 200 U/uL reverzne transkriptaze, te je uslijedila reakcija reverzne

transkripcije pri 42°C tijekom 90 minuta. Cjelokupni produkt reakcije (cDNA) razrijeden je s
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gH20 do ukupnog volumena od 100 uL i spremljen pri -20°C. Tako dobivena cDNA koristena

je kao kalup u lan¢anoj reakciji polimerazom (PCR analiza).

3.3.3. Real-time PCR analiza

Real-time PCR (gPCR) proveden je na ABI 7300 Real Time PCR System-u (Applied
Biosystems) koristenjem komparativne CT (AACT) metode opisane u protokolu Tagman®
Gene Expression Assay Protocol (Applied Biosystems) za odredivanje razine ekspresije gena
sirt-3, a prema uputama proizvodaca. Reakcije su se odvijale u ukupnom volumenu od 20 pL
koriStenjem 10 plL reagensa TagMan® Gene Expression Master Mix reagent (Applied
Biosiystems, USA), 50 ng cDNA kao kalupa, 1 pl 20x odgovarajucih pocetnica (Tablica 1),
te qH20 do kona¢nog volumena. Uzorci su naneSeni u triplikatu. Relativna razina ekspresije

gena izratunata je koristenjem 222" metode.

Tablica 1. Podetnice koristene za real-time PCR analizu

Gen ID Velic¢ina produkta (bp)
beta-aktin Hs99999903 m1l 171

sirt-3 Hs00953477_m1 83

vegf-a Hs00900058 m1 81

sod2 Hs01553554_m1 69

mmp2 Hs01548733_m1l 84

mt-nd1 Hs02596873_s1 143

esr-1 Hs01046816_m1 65



3.4. Metode za odredivanje ekspresije proteina

3.4.1. 1zolacija proteina iz stanica

Nakon tretmana hiperoksijom stanice su isprane hladnim sterilnim PBS-om,
tripsinizirane te potom centrifugirane 5 minuta pri 300 g i 4°C. Dobiveni talog resuspendiran
je u 50 uL RIPA pufera (Radioimmunoprecipitation Assay buffer) (TermoFisher Scientific,
SAD) s inhibitorima proteaza (Roche, USA). Stanice su premjeStene u mikroepruvete i
razbijene ultrazvukom pomocu ultrazvucéne sonde veli¢ine 1 mm (1 ciklus, 80 amplituda)
(Labsonic® M, B. Braun Biotech International, Sartorius group, SAD). Nakon toga lizat
stanica je centrifugiran 20 minuta pri 16000 g i 4°C, a iz dobivenog supernatanta izmjerena je

koncentracija proteina BCA metodom (engl. Bicinchoninic acid protein assay).

3.4.2. Odredivanje koncentracije proteina BCA metodom

Za odredivanje proteina BCA metodom koriStena je mikrotitarska ploCica s 96
bunari¢a. U bunariée je naneseno 25 puL odgovarajuceg standarda otopine albumina iz govedeg
seruma, 1 puL uzorka proteina razrijedenog s 24 uL. PBS-a i 25 puL PBS-a kao slijepe probe. U
svaki bunari¢ dodano je 200 uL otopine za odredivanje proteina (BCA Protein Assay Kit,
TermoFisher Scientific, SAD) razrijedenog u omjeru 1:50. Uzorci su inkubirani 30 minuta pri
37°C. Nakon inkubacije, apsorbancija je izmjerena pri valno duljini A=570 nm na ELISA ¢itacu
(LabSystem Multiskan MS, Artisan Technology group, SAD). Na temelju podataka dobivenih
za otopine proteina albumina razli¢itih koncentracija izradena je bazdarna krivulja pomocu

koje je odredena koncentracija proteina u pojedinim uzorcima.

3.4.3. Elektroforeza u denaturirajucem gelu poliakrilamida

Proteini su, ovisno o veliCini, razdvojeni u 10% ili 12% denaturirajuéem gelu
poliakrilamida (SDS-PAGE, engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis).
Gel se sastoji od dva dijela puferirana pri razli¢itom pH: 10% donji gel (pH 8.8) za razdvajanje

(Tablica 2) i 4% gornji gel (pH 6.8) za sabijanje uzoraka (Tablica 3).



Tablica 2. Sastav smjese za donji gel
Sastojak
4xTris HCI
H20
Akrilamid (Sigma Aldrich, USA)
APS (Sigma Aldrich, USA)

TEMED (Sigma Aldrich, USA)

Volumen (mL)
3,75

7,5

0,00375

0,15

0,015

Elektroforeza je tekla pod naponom 100 V u 10% puferu za elektroforezu (30 g/L Tris-HClI,

144 ¢/L glicin, 10 g/L SDS, pH=8,5) dok proteini nisu dosli do dna gela, $to je odredeno

pracenjem standarda molekularne tezine proteina Precision Plus ProteinTM Standards Dual

Color (BIO-RAD, SAD).

Tablica 3. Sastav smjese za gornji gel
Sastojak
4xTris HCI
H20
Akrilamid (Sigma Aldrich, USA)
APS (Sigma Aldrich, USA)

TEMED (Sigma Aldrich, USA)

Volumen (mL)
1,25

3,25

0,5

0,025

0,005



3.4.4. Prijenos proteina s poliakrilamidnog gela na PVDF membranu

Nakon razdvajanja proteina denaturiraju¢om elektroforezom u gelu poliakrilamida,
proteini su s gela preneSeni na odgovaraju¢u membranu. KoriStena je PVDF membrana
(Immun-Blot PVDF Membrane For Protein Blotting, BIO-RAD, USA), veli¢ine pora 0,2 pm.
Prijenos je tekao pri konstantnoj jakosti struje od 350 mA (90 minuta) uz pufer za prijenos
(0,025 M Tris-HCl, 0,192 M glicin, 20% metanol, pH=8,5). Za prijenos proteina koristen je
sustav Mini Trans-Blot Module (BIO-RAD, SAD).

3.4.5. Analiza proteina metodom Western blot

Nakon prijenosa proteina membrana je uz lagano mijesanje ispirana 10 minuta u PBS-
u te je odredena ucinkovitost prijenosa i kontrola nanoSenja proteina koristenjem boje Amido
black 10B (Merck Millipore, USA). Membrana je inkubirana 30 sekundi u otopini za bojanje
(0,1% (m/V) Amido black 10B, 20% metanol, 2% octena kiselina, dH20), odbojana u otopini
za odbojavanje (45% metanol, 7% octena kiselina, dH>0) 2 puta po 30 minuta i isprana u
ReH-0 kako bi se uklonila octena kiselina. Zatim je membrana inkubirana 2 puta po 15 minuta
u TN puferu (50 mM Tris, 150 mM NaCl, dH20). Kako bi se sprijec¢ilo nespecifi¢no vezanje,
membrana je inkubirana u otopini za blokiranje (5% mlijeko u prahu u TN puferu) 1 sat pri
37°C. Nakon toga je uslijedilo vezanje primarnog protutijela inkubacijom membrane u otopini
odgovaraju¢eg primarnog protutijela pri 4°C preko noc¢i (Tablica 4). Prije primjene
sekundarnog protutijela membrana je isprana 2 puta po 15 minuta u TNT puferu (50 mM Tris,
150 mM NaCl, 0,1% Triton-X, dH20). U otopini sekundarnog protutijela membrana je
inkubirana 1 sat na sobnoj temperaturi uz mijesanje. Sekundarno protutijelo je porijeklom iz
kunica, a konjugirano je s peroksidazom hrena (HRP, engl. horseradish peroxidase). Nakon
inkubacije membrane u otopini sekundarnog protutijela, membrana je isprana 2 puta po 15
minuta u TNT puferu. Za detekciju signala membrana je inkubirana tijekom 1 minute u
luminiscentnom supstratu ECL (PerkinElmer, SAD, Pierce, SAD) pripremljenom mijeSanjem
otopina A i B u omjeru 1:1. Nakon toga membrana je prekrivena prozirnom plasti¢nom folijjom
i signal reakcije kemiluminiscencije izmjeren je pomocu uredaja UVITEC (UVltec Limited,
UK).
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Tablica 4. Primarna i sekundarna protutijela koriStena u Western blot analizi

3 Razrjedenje (u otopini
Protutijelo Proizvodac Domacin o
za blokiranje)

Monoklonsko  Cell Signaling

Zec 1:400

anti-Sirt-3 Technology, USA
Poliklonsko Santa Cruz

] ) Zec 1:500
anti-LDH Biotehnology, USA
Poliklonsko

Abcam, UK Zec 1:1000

anti-SOD2
Monoklonsko Santa Cruz

_ ) Mis 1:500
anti-ERa, Biotehnology, USA
Sekundarno Amersham

. . L Magarac  1:2000
anti-rabbit IgG  Biosciences, UK

Sekundarno Santa Cruz
_ ) Govedo 1:2000
anti-mouse IgG  Biotehnology, USA

3.5. Metoda za odredivanje vijabilnosti stanica — MTT test

Tetrazolijeva sol MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijev bromid] se
Koristi za ispitivanje proliferacije i citotoksiénosti, tj. vijabilosti stanica 2. Metaboli¢kom
redukcijom MTT-a (blijedo-Zuti supstrat) nastaje formazan (intenzivno tamno-plavo obojeni
krajnji produkt). Test je proveden u mikrotitarskoj plo€ici s 96 bunari¢a u koje je dan prije
tretmana nasadeno 7000 stanica. Nakon tretmana hiperoksijom, uklonjena je hranjiva podloga
sa stanica, dodano je 40 ul 1x MTT-a te su stanice inkubirane 4 sata u inkubatoru. Nakon
inkubacije u svaki bunari¢ je dodano po 160 pL DMSO (dimetilsulfoksid) i stanice su
inkubirane 20 minuta uz lagano mijeSanje. Apsorbancija je izmjerena pri valnoj duljini A=570

nm na ELISA c¢itacu (LabSystem Multiskan MS, Artisan Technology group, SAD).
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3.6. Metoda za odredivanje preZivljenja stanica — CFA (test formiranja kolonija)

Metoda bojenja kolonija stanica bojom Giemsa koristi se za odredivanje prezivljenja
stanica nakon tretmana citostatikom ili zracenjem. Obzirom da se ovaj test temelji na
sposobnosti pojedinacne stanice da stvori koloniju, isti je pogodan za odredivanje stupnja
malignosti stanica?®. U Petrijeve zdjelice za uzgoj kulture stanica od 6 cm nasadeno je po 2000
stanica u 5 mL DMEM-FCS, stanice su inkubirane preko no¢i te su idué¢i dan stavljene u
hiperoksiju. Nakon tretmana svim stanicama (normoksija/hiperoksija) promijenjena je hranjiva
podloga te su Petrijeve zdjelice inkubirane 14 dana dok nisu izrasle golim okom vidljive
kolonije stanica. Kolonije stanica isprane su 1x PBS-om, fiksirane 10 minuta u 100%-tnom
metanolu i suSene 30 minuta pri sobnoj temperaturi. Zatim su bojane Giemsa bojom tijekom
30 minuta te isprane vodom i suSene. Kolonije su izbrojane i preZivljenje stanica je odredeno

u odnosu na kontrolni uzorak u kojem stanice nisu bile izlozene hiperoksiji.

3.7. Metoda za odredivanje karbonilacije proteina

U Petrijeve zdjelice za uzgoj kulture stanica od 6 cm nasadeno je po 750 000 stanica u
5 mL DMEM-FCS hranjive podloge, stanice su inkubirane preko no¢i te su idu¢i dan stavljene
u hiperoksiju. Nakon tretmana stanice su tripsinizirane, isprane 1x PBS-om i centrifugirane pri
1400 g 5 minuta. Talog je resuspendiran u 100 uL PBS-a u kojem se nalazi inhibitor proteaza.
Stanice su razbijene ultrazvukom (4x15 sekundi), te je tako dobiveni stani¢ni lizat centrifugiran
pri 10000 g 10 minuta. Supernatant je odvojen, na njega dodana ,,smola‘“ za uklanjanje lipida
(Sigma Aldrich, SAD) i nakon toga je inkubiran 1 sat. Uzorci su zatim centrifugirani 20 minuta
pri 15700 g, te je supernatant odvojen i na njega dodano 10% streptomicin sulfata (Sigma
Aldrich, SAD). Uslijedila je inkubacija uzoraka 15 minuta na sobnoj temperaturi, te
centrifugiranje 10 minuta na 6000 g. Supernatant je odvojen i alikvot od 10 pL iskoristen za
odredivanje koli¢ine proteina BCA metodom. Potom je na Maxisorb well (Sigma Aldrich,
SAD) mikrotitarsku plo¢icu s 96 bunari¢a nanesen 1 pug proteina po uzorku u tehnickom
duplikatu. Na ploc¢icu su nanesena 1 dva nasumicna uzorka za oksidaciju Zeljezom kao kontrola
metode. Proteini su inkubirani preko no¢i pri 4°C kako bi se adsorbirali na ploc¢icu. Sljedeci

dan su uzorci za oksidaciju zeljezom isprani puferom za ispiranje I (Tablica 5) i dodano je 150
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uL oksidacijske otopine (Tablica 5), te inkubirano 1 sat. Nakon inkubacije svi uzorci su isprani
puferom za ispiranje I, dodano je 200 uL DNPH otopine (Tablica 5) te su inkubirani 45 minuta
pri sobnoj temperaturi. Uzorci su potom isprani puferom za ispiranje 1l (Tablica 5) i |, te je
dodano 250 puL pufera za blokiranje (Tablica 5) uz inkubaciju od 90 minuta na termomikseru
pri 25°C uz lagano mijeSanje. Nakon inkubacije slijedilo je ispiranje puferom za ispiranje I11
(Tablica 4) te je dodano 100 pL primarnog protutijela (Rabbit anti-DNP primary antibody,
D9656, Sigma Aldrich, SAD). Primarno protutijelo inkubirano je 120 minuta na termomikseru
pri 25°C uz lagano mijesanje. Nakon inkubacije uzorci su isprani puferom za ispiranje 111 te je
dodano 100 uL HRP-obiljezenog sekundarnog protutijela usmjerenog protiv zecjih
imunoglobulina (Goat anti-rabbit secondary antibody conjugated to HRP, Jackson
ImmunoResearch, SAD) uz inkubaciju od 1 sat na termomikseru pri 25°C. Uzorci su isprani
puferom za ispiranje III te je na uzorke dodano 100 uL TMB (3,3”,5,5’-Tetrametilbenzidine)
(ThermoFisher Scientific, SAD) uz inkubaciju tijekom 10 minuta, nakon ¢ega je dodano 100
uL stop otopine (0,3M H2SO4). Apsorbancija je izmjerena na ELISA ¢itacu (LabSystem
Multiskan MS, Artisan Technology group, SAD), na valnoj duljini A=450nm.

Tablica 4. Sastav otopina za Elisu

Otopina Sastav

Pufer za ispiranje | 1x PBS

Pufer za ispiranje 11 1x PBS + 96% EtOH (50:50)

Pufer za ispiranje 111 1x PBS + 0.1% Tween

Pufer za blokiranje 0.5 g mlijeka u 10 ml pufera za ispiranje 11
Oksidacijska otopina 25 mM Hepes + 25 mM CgH7NaOg + 0.1 mM FeCls
DNPH otopina 0.02g DNPHuU1ml TCA
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3.8. Metoda za odredivanje lipidne peroksidacije

U Petrijeve zdjelice za uzgoj kulture stanica od 6 cm nasadeno je po 750 000 stanica u
5 mL DMEM-FCS hranjive podloge, stanice su inkubirane preko no¢i te su idu¢i dan stavljene
u hiperoksiju. Nakon tretmana stanice su isprane 1x PBS-om, tripsinizirane i nakon toga
centrifugirane 4 minute pri 300 g. Talog je ispran 1x PBS-om, ponovno centrifugiran i
resuspendiran u 100 pL 1x PBS-a. Alikvot od 10 pL iskoristen je za odredivanje koliCine
proteina BCA metodom, a alikvot od 40 pL u duplikatu je razbijen ultrazvukom (3x10
sekundi). Na 40 pL uzorka dodano je po 40 uL 2% SDS (Sigma Aldrich, SAD), uzorci su
vorteksirani i inkubirani 5 minuta pri sobnoj temperaturi. Po 100 uL TBA dodano je na uzorke
uz lagano vorteksiranje nakon ¢ega slijedi inkubacija 1 sat na termomikseru (95°C). Uzorci su
potom ohladeni u ledu i centrifugirani 15 minuta pri 800 g. Nakon centrifugiranja uzorci su
zagrijani par minuta pri 37°C kako bi se sprije€ila kristalizacija uzoraka. Po 50 uL uzorka
naneseno je na mikrotitarsku ploc¢icu s 96 bunari¢a u tehnickom duplikatu te je izmjerena
apsorbancija na ELISA c¢itac¢u (LabSystem Multiskan MS, Artisan Technology group, SAD),

na valnoj duljini A=532 nm.

3.9. FACS analiza — mjerenje mitohondrijskog membranskog potencijala, mitohondrijske

mase i unutarstani¢nih RKV-a

Za odredivanje mitohondrijskog membranskog potencijala (AY) koriStena je cijanin
kationska boja DiOC6(3) (3.,3-diheksiloksakarbacijanin jodid, Enzo Life Science, SAD) koja
se akumulira u matriksu mitohondrija i ovisna je o A¥ ?. Za mjerenje mase mitohondrija
koristena je boja NAO (10-N-nonyl acridine orange, Invitrogen, SAD) koja se specifi¢no veze
na kardiolipin, fosfolipid prisutan samo u mitohondrijskoj unutarnjoj membrani 2’. Za mjerenje
unutarstani¢nih RKV-a koristena je boja H2DCFDA (2',7'-dichlorofluorescein diacetate,
Sigma, SAD) koja se prilikom oksidacije pretvara u fluorescentni DCF (2',7'-
dichlorofluorescein)?®. Stanice u suspenziji (300 000 stanica/uzorak) su inkubirane 30 minuta
u mraku pri 37°C s odgovaraju¢om bojom u PBS-u (40 nM DiOC6(3), 50 nM NAO, 5 uM
H2DCFDA). Nakon inkubacije stanice su isprane 1x PBS-om i resuspendirane u 200 puL PBS-
a, te su analizirane proto¢nim citometrom (FACSCalibur flow cytometer, BD Biosciences,
SAD) u FL1 kanalu. Za isklju¢ivanje mrtvih stanica koristen je propidij jodid (10 uM) koji je

dodan u suspenziju stanica neposredno prije analize i pra¢en u FL3 kanalu. Kao negativna
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kontrola koriStene su stanice tretirane s 1x PBS-om. Prilikom analize sakupljeno je minimalno

10000 dogadaja. Sakupljeni podaci analizirani su u programu FCS Express version 3.

3.10. Imunofluorescencija i konfoklana mikroskopija

3.10.1. Imunofluorescencija

U svaki od 24 bunari¢a ploc€ice za uzgoj kulture stanica stavljeno je stakalce na koje je
dodano 300 pL seruma. Nakon 2 sata nasadeno je 7000 stanica po stakalcu te su inkubirane 72
sata kako bi se prihvatile na stakalca, a zatim 44 sata u uvjetima hiperoksije. Nakon tretmana
stanice su isprane 1x PBS-om i na njih je dodan 200 nM MitoTracker Deep red (TermoFisher
Scientific, SAD) pripremljen u hranjivoj podlozi DMEM-FCS. Stanice su inkubirane 45
minuta u inkubatoru u mraku. Nakon inkubacije stanice su isprane 2 puta 1x PBS-om i fiksirane
2%-tnim PFA u PBS-u 15 minuta u inkubatoru. Uslijedila je permeabilizacija stanica s 0.1%
tritonom u PBS-u tijekom 10 minuta u inkubatoru u mraku. Stanice su isprane 3 puta s 1x PBS-
om i inkubirane 10 minuta na sobnoj temperaturi s 1% BSA u PBS-u. Zatim je na stanice
dodano primarno protutijelo anti-Sirt-3 (razrjedenje 1:100, Santa Cruz Biotechnology, SAD) i
inkubirano 3 sata u vlaznoj komori na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon ispiranja 3 puta s 1x
PBS-om stavljeno je sekundarno protutijelo FITC GaM (Goat anti-Mouse 1gG (H+L)
Secondary Antibody, Proteintech, SAD) i inkubirano 1 sat u vlaZznoj komori na sobnoj
temperaturi u mraku. Nakon inkubacije stanice su isprane 1x PBS-om i na njih je dodano 100
ul DAPI boje (4,6-diamidino-2-fenilindol, Sigma Aldrich, SAD) za bojanje jezgara, te su
stanice inkubirane 2 minute na sobnoj temperaturi. Stanice su potom isprane 1x PBS-om i

pohranjene u mediju za uklapanje pri 4°C do analize na konfokalnom mikroskopu.

3.10.2. Konfokalna mikroskopija

Uzorci dobiveni metodom imunofluorescencije analizirani su pomoc¢u konfokalnog
mikroskopa tj. sekvencijalnim skeniranjem na Leica TCS SP8 X laser skenirajuéem
mikroskopu, opremljenom s HC PL APO CS2 63%/1.40 imerzijskim objektivom 1 laserom
bijele svjetlosti (Leica Microsystems). Valne duljine ekscitacije i emisije koriStenih za
detekciju iznose: 405 nm i 420-477 nm za DAPI, 490 nm i 500-600 nm za FITC, 644 nm i 667-
780 nm za Deep red.
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3.11. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka napravljena je u programu R v2.15.3 (CRAN, http://cran.r-
project.org) i RStudio for Windows, v 0.97 (http://www.rstudio.com/) programima. Rezultati

svih metoda obradeni su koriStenjem parametarskih ili neparametarskih metoda ovisno o broju
uzoraka, njihovoj raspodjeli i veli¢ini. Prije svih obrada, uzorci su ispitani za normalitet
raspodjele Shapiro-Wilk testom. U slu¢aju normalne raspodjele uzoraka, parametarski testovi
napravljeni su pomocu jednosmjerne ANOVA analize uz post-hoc Tukey test za medusobno
usporedivanje viSe od dvije skupine uzoraka. Ukoliko podaci nisu ulazili u normalnu
raspodjelu, provedene su neparametarske analize: neparametrijska Kruskal-Wallis ANOVA uz
Mann-Whitney U test za odredivanje razlike izmedu dvije grupe. Svi testovi provedeni su uz

razinu znacajnosti od 5% (p<0.05).
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4. REZULTATI



4.1. Karakterizacija klonova

Kako bi se utvrdio ucinak stabilne ekspresije proteina Sirt-3 na karakteristike MCF-7
stanica u uvjetima normoksije i hiperoksije, u ovom radu koristen je plazmid pcDNA3.1.+
Flag-Sirt-3 s Flag-oznacenim Sirt-3 (6618 pb) izoliran iz bakterija, koji je zatim transfekcijom
unesen u MCF-7 stanice. Kao kontrola koristene su MCF-7 stanice bez ugradenog plazmida,
za koje se prethodno utvrdilo da imaju vrlo slabu endogenu gensku i proteinsku ekspresiju Sirt-
3. Ova je skupina stanica definirana kao klon ko. Kao negativna kontrola za plazmid Flag-Sirt-
3, koristene su MCF-7 stanice s ugradenim praznim plazmidom (pcDNA3.1.+ vektor) koje su
takoder imale vrlo slabu ekspresiju Sirt-3. Ova je skupina stanica definirana kao klon ki. Zatim
su kreirana dva razli¢ita klona MCF-7 stanica koji su definirani obzirom na razli¢itu razinu
ekspresije Sirt-3 proteina: k2 klonovi su MCF-7 stanice s nisko eksprimiranom razinom Sirt-3
proteina, dok su ks klonovi MCF-7 stanice s visoko eksprimiranom razinom Sirt-3 proteina.
Kako bi se potvrdilo da odabrani klonovi imaju razli¢itu razinu ekspresije, koristen je RT-

gPCR i western blot analiza.

4.2. Utjecaj hiperoksije na ekspresiju Sirt-3

Rezultati RT-qPCR analize pokazali su u normoksiji znac¢ajno povecanu ekspresiju
gena sirt-3 u klonovima k2 i ks u odnosu na kontrole ko i ki (jednosmjerna ANOVA: F=210.5,
p<0.001). Znacajni porast od 28.6 puta zamijecen je u klonu k> i 30.4 puta u klonu ks (post-hoc
Tukey test: *°p<0.001), u odnosu na kontrolu ko, koja je definirana kao jedan. Klon ki imao je
istu razinu ekspresije mMRNA u odnosu na klon ko (1.5 puta u odnosu na ko, p=n.s.). Isto tako,
u hiperoksiji su klonovi k2 i ks imali znacajno viSu razinu ekspresije mRNA obzirom na
kontrolu (jednosmjerna ANOVA: F=378.73, p<0.001) gdje je klon k> imao porast od 20 puta,
a klon ks porast od 40 puta u odnosu na kontrolne klonove ko i ki (post-hoc Tukey test:
©dp<0.001, k2 i ks vs. ko i k1) (Slika 1A). Western blot analiza pokazala je da koli¢ina proteina
u klonovima k2 i ks prati porast koli¢ine mRNA u istim klonovima, u odnosu na klonove ko i
k1 (jednosmjerna ANOVA, F=125.75, p<0.001). Klonovi k2 i k3 su u normoksi¢nim uvjetima
pokazali znacajan porast ekspresije proteina Sirt-3 u odnosu na kontrolne klonove ko i k1 (post-
hoc Tukey test: #°p<0.001). U hiperoksiji je ekspresija proteina bila jos izraZenija u klonovima
k2 1 k3 u odnosu na kontrolne klonove ko i k1 (jednosmjerna ANOVA, F=2043.7, p<0.001, post-
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hoc Tukey test: ©9p<0.001). Osim toga, klon ks je pokazao znagajno veéu ekspresiju proteina
u odnosu na klon k2 u uvjetima normoksije (Studentov t-test: ““p<0.001, k2 vs. k) i hiperoksije
(Studentov t-test: ““p<0.001, k2 vs. ks). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D.
Pokusi su napravljeni najmanje tri puta, a na slici je prikazan reprezentativan graficki prikaz

(Slika 1B) kao i reprezentativan prikaz membrane (Slika 1C).
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Slika 1. Karakterizacija klonova stanica MCF-7 i ekspresija Sirt-3 u normoksiji i
hiperoksiji. RT-gPCR analiza genske ekspresije sirt-3 u klonovima ko, ki, k2 i k3. Normoksija:
abp<0.001, k2 i k3 vs. ko i k1. Hiperoksija: ©9p<0.001, k2 i k3 vs. ko i k1. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost promjene ekspresije + S.E. Pokus je ponovljen najmanje tri puta, a na
slici su prikazani reprezentativni rezultati (1A). Western blot analiza proteinske ekspresije
klonova ko, k1, k2 i ks u normoksiji i hiperoksiji. Normoksija: *°p<0.001, ks i k2 vs. ko i K.
Hiperoksija: ©9p<0.001, ks i kz vs. ko i k1. Studentov t-test: ***p<0.001, k2 vs. ks normoksija;
***n<0.001, k2 vs. ks hiperoksija (1B). Reprezentativni prikaz gela western blot analize
ekspresije Sirt-3 proteina. Amidoblack je koriSten za normalizaciju signala (1C).

4.3. Konfokalna analiza stanic¢ne lokalizacije i inteziteta fluorescencijskog signala za Sirt-3

i mitohondrije unutar MCF-7 stanicne linije u normoksiji i hiperoksiji

Lokalizacija Sirt-3 unutar stanice kao i inteziteti fluorescencijskih signala analizirani
su metodom imunofluorescencije uz koristenje konfokalnog mikroskopa. U normoksiji smo
potvrdili poveéanje intenziteta fluorescencijskog signala za Sirt-3 kod klonova k2 i kz u odnosu
na kontrole Ko i k1, pri ¢emu klon ks pokazuje najveci porast u intezitetu signala (jednosmjerna
ANOVA: F=111.75, p<0.001; post-hoc Tukey: 3p<0.05, k2 vs. ki; ¢9p<0.001, k2 vs. ko, ki,
k3). U hiperoksiji je intenzitet signala bio povecan kod klonova k2 i k3 u odnosu na kontrole ko
i k1, s time da klon ks ima najvisi intezitet signala (jednosmjerna ANOVA; F=122.33, p<0.001;
post-hoc Tukey: ™p<0.001, ko vs. ki, ko; ®"9p<0.001, ks vs. ke, ki, ko). Isto tako, analiza je
potvrdila da je u hiperoksiji doslo do povecanja intenziteta signala za Sirt-3 kod klonova Kk i
ks u odnosu na pripadajuce grupe u normoksiji (Studentov t-test: k2, p<0.001; ks p<0.05
normoksija vs. hiperoksija) (Slika 2A). Analizom inteziteta fluorescencijskog signala smo
zatim utvrdili utjecaj Sirt-3 i tretmana hiperoksije na promjene u mitohondrijima pomocu boje
Mitotracker Deep red, koja specifi¢no boji mitohondrije (Slika 2B). Rezultati pokazuju da nije
bilo promjena u intenzitetu signala za mitohondrije kod klonova k2 i k3 u odnosu na kontrolne
klonove u normoksiji. U hiperoksiji je taj intenzitet neSto veci, premda razlika nije znacajna
zbog velikih varijacija izmedu uzoraka, iako postoji trend u smanjenju signala za mitohondrije
kod klona ks u odnosu na ostale klonove u hiperoksiji. Takoder nije dokazana povezanost
izmedu Sirt-3 i mitohondrija u normoksiji (Pearsonov koeficijent korelacije: p=0.105, p=0.303)
kao ni u hiperoksiji (Pearsonov koeficijent korelacije: p=-0.106, p=0.27). Konfokalna analiza
je takoder pokazala da se signal za Sirt-3 i signal za mitohondrije preklapa kod svih klonova,
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neovisno o tretmanu, $to pokazuje da je Sirt-3 unutar stanice lokaliziran u mitohondrijima
(Slika 2C, 2D).
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Slika 2A. Grafic¢ki prikaz intenziteta signala imunofluorescencije mjeren konfokalnom
mikroskopijom za Sirt-3 u normoksiji i hiperoksiji. Lokalizacija Sirt-3 unutar stanice
odredena je metodom imunofluorescencije kod klonova Ko, ki1, k2 i ks u normoksiji i hiperoksiji.
Normoksija: 2p<0.05, k2 vs. ki; ®©9p<0.001, k2 vs. ko, k1, ks. Hiperoksija: "p<0.001, k2 vs. ki,
Ko; ®"9p<0.001, ks vs. ka, k1, ko. Studentov t-test: k2, p<0.001; ks, p<0.05 normoksija vs.
hiperoksija. Pokusi su napravljeni najmanje tri puta, a na slici je prikazan reprezentativan
rezultat.
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Slika 2B. Grafi¢ki prikaz inteziteta signala imunofluorescencije mjerene konfokalnom
mikroskopijom. Lokalizacija ~ mitohondrija ~ unutar  stanice odredena  je
imunofluorescencijskom analizom kod klonova ko, k1, k2 1 k3 u normoksiji i hiperoksiji bojom
Mitotracker Deep red koja specificno boji mitohondrije.
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Slika 2C. Imunofluorescencijska analiza stani¢ne lokalizacije Sirt-3 u klonovima ko, ki,
k2 i ks u normoksiji. Sirt-3 je detektiran uz pomoc¢ protutitijela vezanog na FITC (Sirt-3-FITC,
zelena boja). Lokalizacija mitohondrija je detektirana bojom Mitotracker Deep red
(MITOTRACKER, crvena boja). Na preklopljenim slikama (OVERLAY) vidi se potpuno
preklapanje signala za Sirt-3 (zeleno) s mitohondrijskim signalom (crveno) u klonovima ko i
ks. Jezgre su obojene u plavo uz pomo¢ boje DAPI. Mjerilo iznosi 15 pm.
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Slika 2D. Imunofluorescencijska analiza stani¢ne lokalizacije Sirt-3 u klonovima ko, ki,
k2 i ksu hiperoksiji. Sirt-3 je detektiran uz pomo¢ protutijela vezanog na FITC (SIRT3-FITC,
zelena boja). Lokalizacija mitohondrija je detektirana bojom Mitotracker Deep red
(MITOTRACKER, crvena boja). Na preklopljenim slikama (OVERLAY) vidi se potpuno
preklapanje signala za Sirt-3 (zeleno) s mitohondrijskim signalom (crveno) u klonovima ko i
ks. Jezgre su obojene u plavo uz pomo¢ boje DAPI. Mjerilo iznosi 15 pm.
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4.4. Utjecaj Sirt-3 na vijabilnost MCF-7 staniéne linije u normoksiji i hiperoksiji

Kako bismo odredili utjecaj ekspresije Sirt-3 na vijabilnost stanica u normoksiji i
hiperoksiji, proveli smo MTT test na klonovima ko, ki, k2 i k3 u uvjetima normoksije i
hiperoksije. Rezultati MTT testa pokazali su da klonovi u normoksiji pokazuju trend povecanja
metaboli¢ke aktivnosti ovisno o ekspresiji Sirt-3, pri ¢emu klon k3 ima najveéu metabolicku
aktivnost, u odnosu na kontrole (jednosmjerna ANOVA: F=3.48, p<0.05; post-hoc Tukey test:
4p<0.05, k3 vs. ko), dok se metabolic¢ka aktivnost izmedu klonova u hiperoksiji ne razlikuje.
Osim toga, uocen je manji, ali znacajan pad u metabolickoj aktivnosti klonova u hiperoksiji s
obzirom na odgovarajuce klonove u normoksiji za 10%, neovisno o ekspresiji Sirt-3 (Studentov

t-test: ***p<0.001; **p<0.01, normoksija vs. hiperoksija) (Slika 3).
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Slika 3. Odredivanje metabolicke aktivnosti stanica MTT testom. Metabolicka aktivnost
ko, ki1, ka2 1 ks klonova u uvjetima normoksije i hiperoksije. Normoksija: p<0.05, k3 vs. Ko.
Studentov t-test: ***p<0.001; **p<0.01, normoksija vs. hiperoksija. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost + S.D. Pokus je ponovljen najmanje tri puta, a na slici su prikazani
reprezentativni rezultati.
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4.5. Utjecaj Sirt-3 na sposobnost prefivijenja MCF-T Stani¢ne linije u normoksiji i
hiperoksiji (test formiranja kolonija)

Test formiranja kolonija (engl. colony formation assay) koristio se kako bismo odredili
utjecaj ekspresije Sirt-3 na sposobnost prezivljenja klonova ko, K1, ko i ks u normoksiji i
hiperoksiji. Rezultati su pokazali da u normoksiji ekspresija Sirt-3 nije imala ucinka na
sposobnost formiranja kolonija. Hiperoksija je drastiéno smanjila sposobnost stvaranja
kolonija u odnosu na normoksi¢ne uvjete, i to neovisno o prisutnosti Sirt-3 (90% smanjenja u
usporedbi s pripadaju¢im klonovima u normoksiji) (Studentov t-test: ***p<0.001, ki i k2
normoksija vs. hiperoksija; *p<0.05, ks normoksija vs. hiperoksija). Premda je klon ks pokazao
gotovo dvostruko veci postotak proliferacije u odnosu na kontrolni Klon Ko u hiperoksiji, zbog
velike varijabilnosti klonova razlika nije statisticki zna¢ajna. Ovi rezultati upucuju na zakljuc¢ak
da hiperoksija ima jaki inhibicijski u€inak na sposobnost formiranja kolonija, bez obzira na

ekspresiju Sirt-3 (Slika 4).
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Slika 4. Utjecaj ekspresije Sirt-3 na sposobnost preZivljenja ko, ki, k2 i ks klonova u
uvjetima normoksije i hiperoksije. Studentov t-test: ***k; (p<0.001), ***k, (p<0.001) i *ks3
(p<0.05) normoksija vs. hiperoksija. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D. Pokus
je ponovljen najmanje tri puta, a na slici su prikazani reprezentativni rezultati.

4.6. Utjecaj Sirt-3 na lipidnu peroksidaciju (LPO) u stanicama MCF-7 u normoksiji i
hiperoksiji

Metoda lipidne peroksidacije (LPO) koriStena je u ovom radu kako bi se odredilo
oksidacijsko oSte¢enje membrane na klonovima ko, Ki, k2 i ks u uvjetima normoksije i
hiperoksije. Rezultati pokazuju povecanje lipidne peroksidacije u normoksiji kod klonova k> i
ks u odnosu na kontrole ko i ki, pri ¢emu klon ks pokazuje najvece poveéanje oksidacijskog
oStec¢enja lipida u odnosu na kontrolu ki (jednosmjerna ANOVA: F=20.611, p<0.01; post-hoc
Tukey test: 2p<0.05, k2 vs. ko; °p<0.01, ks vs. ko; °p<0.05, ks vs. ki). U hiperoksiji LPO
uglavnom nema promjene izmedu klonova, osim klona ks, koji pokazuje znacajno povecanje u
odnosu na kontrole ko i ki (jednosmjerna ANOVA: F=11.67, p<0.05; post-hoc Tukey test:
90<0.05, ks Vvs. ko; ®p<0.05, ks vs. ki). Klon ki nije pokazao razliku u LPO obzirom na
hiperoksiju, dok su klonovi k2 i ks u normoksiji imali znac¢ajno povecano oksidacijsko oStecenje
lipida u odnosu na pripadajuce klonove u hiperoksiji (Studentov t-test: ko (*p<0.05), ko
(**p<0.01); ks (*p<0.05) normoksija vs. hiperoksija), za razliku od klona ko koji ima znac¢ajno

vecu LPO u hiperoksiji u odnosu na normoksiju (Studentov t-test: p<0.05) (Slika 5).
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Slika 5. Odredivanje razine lipidne peroksidacije klonova stanica MCF-7 u normoksiji i
hiperoksiji. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = S.D. Pokus je ponovljen najmanje
tri puta, a na slici su prikazani reprezentativni rezultati. Normoksija: 2p<0.05, k2 vs. ko; °p<0.01,
ks vs. ko; °p<0.05, k3 vs. k1. Hiperoksija: p<0.05, k3 vs. Ko, ki; Studentov t-test: ko (*p<0.05),
k2 (**p<0.01) i ks (*p<0.05) normoksija vs. hiperoksija.

4.7. Utjecaj Sirt-3 na oksidacijska ostec¢enja proteina (karbonilacija) u stanicama MCF-7 u
normoksiji i hiperoksiji

Kako bismo odredili oksidacijsko oStecenje proteina u ovisnosti o ekspresiji Sirt-3 u
uvjetima normoksije i hiperoksije, odredili smo stupanj karbonilacije proteina u svim
klonovima. Rezultati su pokazali da kontrolni klon ko pokazuje povecanje oksidacijskog
oSte¢enja u hiperoksiji u odnosu na odgovarajué¢i klon u normoksiji (Studentov t-test: Ko,

“p<0.001, normoksija vs. hiperoksija), dok medu klonovima ki, kz i ks nije bilo promjene u

oksidacijskom oste¢enju proteina, bez obzira na hiperoksiju i ekspresiju Sirt-3 (Slika 6).
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Slika 6. Utjecaj Sirt-3 na oksidacijska oStecenja proteina u stanicama MCF-7 u
normoksiji i hiperoksiji. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = S.D. Pokus je
ponovljen najmanje tri puta, a na slici su prikazani reprezentativni rezultati. Studentov t-test:
***n<0.001, ko normoksija vs. hiperoksija.

4.8. Utjecaj Sirt-3 na relativnu ekspresiju vegf-a, mmp2 sod-2, mt-nd1 i esr-1 gena u MCF-

7 stani¢noj liniji u normoksiji i hiperoksiji

Kako bismo odredili utjecaj stabilno eksprimiranog Sirt-3 na promjene u relativnoj
ekspresiji gena koji sudjeluju u procesima stanicne proliferacije, angiogeneze, mitohondrijske
funkcionalnosti i antioksidacijske zastite, u normoksi¢nim uvjetima i nakon izlaganja
hiperoksiji, odredili smo relativnu promjenu ekspresije sljede¢ih gena: vegf-a, mmp-2, sod-2,
mt-ndl i esr-1 u odnosu na odgovarajué¢e kontrolne skupine. Rezultati RT-gPCR analize
pokazali su potpuno odsustvo ekspresije mRNA za mmp-2 koji kodira za matriks
metaloproteinazu 2. Promjena u ekspresiji vegf-a gena u normoksiji bila je znacajno povecana
kod klona k koji je imao najveéi porast u odnosu na kontrolni klon ko, dok klon ks ima trend
u povecanju no razlika nije statisticki znacajna (jednosmjerna ANOVA: F=13.057, p<0.05;
post-hoc Tukey test: 2p<0.05, k2 vs. ko; °p<0.05, k2 vs. k1). U hiperoksiji svi klonovi pokazuju
znacajan pad u ekspresiji MRNA za vegf u odnosu na kontrolu, pri ¢emu klon ks pokazuje
najveci pad u odnosu na kontrole ko i k1, ali i u odnosnu na klon kz (jednosmjerna ANOVA:
F=21.581, p<0.01; post-hoc Tukey's test: °p<0.05, k3 vs. ko; 9p<0.05, k3 vs. ki; ®p<0.05, ks Vs.
ko) (Slika 7A).
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Slika 7A. Utjecaj Sirt-3 na relativnu ekspresiju gena vegf-a u normoksiji i hiperoksiji.
Rezultati su prikazani kao promjena ekspresije gena + standardna pogreska (S.E.) Promjena u
ekspresiji izradunata je koriste¢i metodu 24T i B-aktin kao endogenu kontrolu. Rezultati su
normalizirani u odnosu na klon ko. Pokus je ponovljen najmanje tri puta, a na slici su prikazani
reprezentativni rezultati. Normoksija: 2p<0.05, k2 vs. Ko; °p<0.05, ko vs. ki. Hiperoksija:
p<0.05, ks vs. ko; 9p<0.05, k3 vs. ki; ®p<0.05, k3 Vs. k.

Kako bismo odredili utjecaj ekspresije Sirt-3 na ekspresiju mMRNA najvaznijeg
mitohondrijskog ,,hvataca“ radikala sod-2 u normoksiji i hiperoksiji, odredili smo ekspresiju
sod-2 mRNA i pokazali da u normoksiji nema promjene (jednosmjerna ANOVA: F=2.87,
p=n.s.). Medutim, u hiperoksiji postoji statisticki znacajan pad u ekspresiji sod-2 gena kod
klona ks u odnosu na kontrole ko i ki, ali i u odnosu na klon k> (jednosmjerna ANOVA:
F=90.487, p<0.001; post-hoc Tukey test: **p<0.001, ks vs. ko, k1, k2) (Slika 7B).
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Slika 7B. Utjecaj Sirt-3 na relativnu ekspresiju gena sod-2 u u normoksiji i hiperoksiji.
Rezultati su prikazani kao promjena ekspresije gena + standardna pogreska (S.E.) Promjena u
ekspresiji izraunata je koriste¢i metodu 24T i B-aktin kao endogenu kontrolu. Rezultati su
normalizirani u odnosu na klon ko. Pokus je ponovljen najmanje tri puta, a na slici su prikazani
reprezentativni rezultati. Hiperoksija: #*°p<0.001, k3 vs. ko, ki1, K.

Kako bismo odredili utjecaj ekspresije Sirt-3 na mitohondrijsku funkciju u uvjetima
normoksije i hiperoksije, RT-qPCR analizom odredili smo ekspresiju gena mt-ND1 koji se
nalazi na mtDNA. Gen mt-ND1 kodira za kompleks | respiratornog lanca, koji je njegov
esencijalni dio. Rezultati pokazuju trend u povecanju ekspresije mt-ND1 mRNA kod klonova
k2 i ks u odnosu na kontrole ko i ki, pri ¢emu klon ks u normoksiji pokazuje najvece povecanje
u genskoj ekspresiji u odnosu na kontrolu (jednosmjerna ANOVA: F=7.11, p<0.05; post-hoc
Tukey test: p<0.05, k3 vs. Ko). U hiperoksiji uoc¢avamo pad u ekspresiji kod klona k3 u odnosu
na kontrolu ko i u odnosu na klon kz (jednosmjerna ANOVA: F=18.93, p<0.01; post-hoc Tukey
test: Pp<0.05, ks vs. ki; ©p<0.01, ks vs. k2) (Slika 7C).
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Slika 7C. Utjecaj Sirt-3 na relativnu ekspresiju gena mt-ND1 u u normoksiji i hiperoksiji.
Rezultati su prikazani kao promjena ekspresije gena + standardna pogreska (S.E.) Promjena u
ekspresiji izraunata je koriste¢i metodu 24T i B-aktin kao endogenu kontrolu. Rezultati su
normalizirani u odnosu na klon ko. Pokus je ponovljen najmanje tri puta, a na slici su prikazani
reprezentativni rezultati. Normoksija: 2p<0.05, ks vs. ko. Hiperoksija: °p<0.05, ks vs. Ki;
°p<0.01, k3 vs. ka.

Esr-1 (estrogen receptor alfa) je transkripcijski faktor kojeg aktivira estrogen i ima kljuc¢nu
ulogu u proliferaciji stanica, a njegova povecana ekspresija prisutna je u stanicama odredenih
tipova raka dojke, pa tako i u stanicama MCF-7 230 Analiza ekspresije mRNA za esr-1
pokazala je povisenu ekspresiju kod klona ks u odnosu na ostale klonove Ko, k1, k2 u normoksiji
(jednosmjerna ANOVA: F=14.13, p<0.05; post-hoc Tukey test: #*¢p<0.05, ks vs. ko, ki, k2).
Klonovi k1 i k2 ne pokazuju zna¢ajnu promjenu u ekspresiji u odnosu na kontrolu ko. Klonovi
k1, k2 1 k3 u hiperoksiji pokazuju znacajan pad ekspresije u odnosu na kontrolu ko (jednosmjerna
ANOVA: F=76.32, p<0.001; post-hoc Tukey test: **1p<0.001, ko vs. ki, ke, ks) (Slika 7D).
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Slika 7D. Utjecaj Sirt-3 na relativnu ekspresiju gena esr-1 u u normoksiji i hiperoksiji.
Rezultati su prikazani kao promjena ekspresije gena + standardna pogreska (S.E.) Promjena u
ekspresiji izraunata je koriste¢i metodu 24T i B-aktin kao endogenu kontrolu. Rezultati su
normalizirani u odnosu na klon ko. Pokus je ponovljen najmanje tri puta, a na slici su prikazani
reprezentativni rezultati. Normoksija: #*°p<0.05, ks vs. ko, k1, k2. Hiperoksija: ¢¢fp<0.001, ko
VS. k1, kz, Ks.

4.9. Utjecaj Sirt-3 na ekspresiju proteina Sod-2, ER-a i Ldh-A u MCF-7 stanic¢noj liniji u
normoksiji i hiperoksiji

Kako bismo odredili utjecaj stabilno eksprimiranog Sirt-3 na promjene u ekspresiji
proteina koji sudjeluju u procesima proliferacije stanica, aerobne glikolize, mitohondrijske
funkcionalnosti 1 antioksidacijske zaStite u normoksi¢nim uvjetima 1 nakon izlaganja
hiperoksiji, odredili smo ekspresiju proteina ER-o, Sod-2 i Ldh-A. Rezultati western blot
analize pokazuju da kontrola ko u normoksiji ima najvecu, a klon k3 najmanju ekspresiju ER-
a. lako izmedu ta dva klona u normoksiji postoji razlika u ekspresiji ER-a ona nije statisti¢ki
znacajna (jednosmjerna ANOVA: F=0.21, p=n.s.). U hiperoksiji je ekspresija ER-a znacajno
smanjena (jednosmjerna ANOVA: F=11.56, p<0.05), a najmanja je kod klona ks u odnosu na
kontrolne klonove ko i ki (post-hoc Tukey test: #°p<0.05, ks vs. ko, k1). U hiperoksiji klonovi
ko i ks pokazuju manju ekspresiju ER-o. u odnosu na odgovaraju¢e klonove u normoksiji
(Studentov t-test: ko **p<0.05 i k3 *p<0.05, normoksija vs. hiperoksija) (Slika 8A, 8B).
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Slika 8A, 8B. Utjecaj Sirt-3 na relativhu ekspresiju proteina ER-o u normoksiji i
hiperoksiji. Western blot analiza proteinske ekspresije klonova ko, ki, k2 i k3 u normoksiji i
hiperoksiji. Normoksija: p=n.s. Hiperoksija: *’p<0.05, ks vs. ko, ki. Studentov t-test: ko
(**p<0.05) i ks (*p<0.05), normoksija vs. hiperoksija (8A). Reprezentativni prikaz gela
western blot analize ekspresije ER-a proteina. Amidoblack je koristen za normalizaciju signala.
(8B).

kO k1 k2 k3

Proteinska ekspresija glavnog mitohondrijskog antioksidacijskog enzima superoksid
dismutaze 2 (Sod-2) u normoksiji pokazuje znacajan porast ekspresije Sod-2 (jednosmjerna
ANOVA: F=27.64, p<0.01), gdje klonovi k2 i ks imaju povecanu ekspresiju u odnosu na
kontrolne klonove ko i ki (post-hoc Tukey: 8p<0.01, k3 vs. ko, ki; °p<0.05, k2 vs. ko, ki). U
hiperoksiji najmanju ekspresiju Sod-2 ima klon ks u odnosu na ostale klonove (ANOVA:
F=18.56, p<0.01; post-hoc Tukey: °p<0.01, k1 vs. ko; 9p<0.05, ks vs. ko). Takoder je uocena
smanjena ekspresija Sod-2 proteina u hiperoksiji u odnosu na normoksiju (Studentov t-test: ki
(*p<0.05) i k3 (**p<0.05), normoksija vs. hiperoksija (Slika 8C, 8D).
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Slika 8C, 8D. Utjecaj Sirt-3 na relativnu ekspresiju proteina Sod-2 u u normoksiji i
hiperoksiji. Western blot analiza proteinske ekspresije klonova ko, ki, k2 i k3 u normoksiji i
hiperoksiji. Normoksija: 2p<0.01, k3 vs. ko, k1; °p<0.05, k2 vs. ko, k1. Hiperoksija: ©p<0.01, k1
vs. Ko; 9p<0.05, ks vs. ko. Studentov t-test: ki (*p<0.05) i ks (**p<0.05), normoksija Vs.
hiperoksija (8C). Reprezentativni prikaz gela western blot analize ekspresije Sod-2 proteina.
Amidoblack je koristen za normalizaciju signala (8D).

Ldh-A je kljucan enzim uklju¢en u Warburgov efekt koji katalizira pretvorbu piruvata u laktat.
lako klon ks pokazuje porast ekspresije Ldh-A u odnosu na kontrolne klonove ko i ki, razlika
nije statisti¢ki znacajna (jednosmjerna ANOVA: F=3.9, p=n.s.). U hiperoksiji dolazi do pada
ekspresije Ldh-A kod klonova ki, k2 i ks u odnosu na kontrolni klon ko. Najmanju ekspresiju
Ldh-A pokazuju klonovi kz i ks (jednosmjerna ANOVA: F=17.06, p<0.01; post-hoc Tukey:
p<0.05, k2 vs. ko; °p<0.01, k3 vs. ko). Kontrola ko u normoksiji pokazuje manju, dok klon ks
pokazuje vecu ekspresiju Ldh-A u odnosu na pripadajucée klonove u hiperoksiji (Studentov t-

test: ko p=0.05; ks (*p<0.05), normoksija vs. hiperoksija) (Slika 8E, 8F).
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Slika 8E, 8F. Utjecaj Sirt-3 na relativnu ekspresiju proteina Ldh-A u u normoksiji i
hiperoksiji. Western blot analiza proteinske ekspresije klonova Ko, k1, k2 i ks u normoksiji i
hiperoksiji. Normoksija: p=n.s. Hiperoksija: p<0.05, k2 vs. ko; °p<0.01, k3 vs. ko. Studentov t-
test: ko (p=0.05), normoksija vs. hiperoksija; ks (*p<0.05), normoksija vs. hiperoksija (8E).
Reprezentativni prikaz gela western blot analize ekspresije Ldh-A proteina. Amidoblack je
koristen za normalizaciju signala (8F).

4.10. Utjecaj Sirt-3 na broj mitohondrija, mitohondrijski potencijal i proizvodnju

unutarstanicnih RKV-a u MCF-7 stani¢noj liniji u normoksiji i hiperoksiji

Parametre mitohondrijske funkcije u klonovima ko, ki, k2 i k3 u normoksiji i hiperoksiji
pratili smo koriStenjem boje NAO, kojom se odreduje mitohondrijska masa, i boje DIOC6(3)
kojom se odreduje mitohondrijski membranski potencijal (MMP). Analiza rezultata pokazuje
pad mitohondrijske mase kod klona ki u odnosu na kontrolu ko i klon k2 (jednosmjerna
ANOVA: F=11.45, p<0.05; post-hoc Tukey: 2p<0.05, ki vs. ko; °p<0.05, ki vs. k). U
hiperoksiji je doslo do pada mase mitohondrija kod svih klonova, pri ¢emu klon k. pokazuje

najvecu, a klon k3 najmanju masu mitohondrija (jednosmjerna ANOVA: F= 97.15, p<0.001;

34



post-hoc Tukey: °p<0.001, Ko vs. ka; 9p<0.05, ko vs. ks; ©p<0.001, k2 vs. ki; 1p<0.001, k2 vs. k3).
Usporedbom klonova u normoksiji i hiperoksiji, zapazili smo da klonovi k2 i ks pokazuju
znacajno manju masu mitohondrija u hiperoksiji u usporedbi s pripadaju¢im klonovima u
normoksiji (Studentov t-test: ko (*p<0.05), normoksija vs. hiperoksija; ks (*p<0.05),
normoksija vs. hiperoksija) (Slika 9A).

A 140

120

100 T

80

*
c,d .
60 e ;
40
20 I
0

normoksija hiperoksija

NAO % intenziteta fluorescencije/k0
normoksija
o
o

Oko Okl @k2 mk3

Slika 9A. Utjecaj Sirt-3 na masu mitohondrija u MCF-7 stani¢noj liniji u normoksiji i
hiperoksiji. Odredivanje mase mitohondrija kod klonova ko, K1, k2 i k3 protoénom citometrijom
koriStenjem NAO boje. Pokus je ponovljen najmanje tri puta, a na slici su prikazani
reprezentativni rezultati. Normoksija: 2p<0.05, ki vs. ko; °p<0.05, ki vs. ko. Hiperoksija:
p<0.001, Ko vs. k; 9p<0.05, Ko vs. ks; ®p<0.001, k2 vs. k1; 'p<0.001, k2 vs. ks. Studentov t-test:
k2 (*p<0.05), normoksija vs. hiperoksija; ks (*p<0.05), normoksija vs. hiperoksija.

Rezultati odredivanja mitohondrijskog potencijala pokazuju da klonovi ko i ko u normoksiji
imaju vec¢i mitohondrijski potencijal u odnosu na klonove ki i k3 (jednosmjerna ANOVA:
F=19.64, p<0.01; post-hoc Tukey: *p<0.05, ko vs. ki, k3; ©p<0.05, k1 vs. kz; 9p<0.05, k> vs.
k3). U hiperoksiji je doslo do pada mitohondrijskog potencijala kod svih klonova. Klon k3
pokazuje najveci pad potencijala, dok klon k2 ima najveci potencijal u odnosu na kontrolu ko i
klonove ki i ks (jednosmjerna ANOVA: F=29.3, p< 0.05; post-hoc Tukey: °p<0.01, ko Vvs. ka:
"0<0.05, ki vs. ko; 9p<0.01, k2 vs. ks). Osim toga, klonovi Ko i k3 u hiperoksiji imaju znacajni
pad potencijala u odnosu na pripadajuce klonove u normoksiji (Studentov t-test: ko (*p<0.05),

normoksija vs. hiperoksija; ks (**p<0.01), normoksija vs. hiperoksija) (Slika 9B).
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Slika 9B. Utjecaj Sirt-3 na mitohondrijski potencijal u stanicama MCF-7 u normoksiji i
hiperoksiji. Odredivanje mitohondrijskog potencijala kod klonova ko, ki, k2 i k3 proto¢énom
citometrijom pomoc¢u DIOC6(3) boje. Pokus je ponovljen najmanje tri puta, a na slici su
prikazani reprezentativni rezultati. Normoksija: al'bp<0.05, Ko vs. K1, ks; p<0.05, k1 vs. kz;
9p<0.05, k2 vs. ks. Hiperoksija: ®p<0.01, ko vs. ks; 'p<0.05, ki vs. kz; 9p<0.01, k2 vs. k.
Studentov t-test: ko (*p<0.05), normoksija vs. hiperoksija; ks (**p<0.01), normoksija vs.
hiperoksija.

Produkciju unutarstani¢nih RK'V-a kod klonova Ko, k1, k2 i ks u normoksiji i hiperoksiji mjerili
smo proto¢nom citometrijom koriste¢i boju H2DCF-DA. Rezultati pokazuju postupno
povecanje RKV-a u normoksiji, pri ¢emu klon ks ima najvise RKV-a u odnosu na kontrolni
klon ko i klon k2 (jednosmjerna ANOVA: F=16.2, p<0.05; post-hoc Tukey: p<0.05, k3 vs. Ko,
k2). U hiperoksiji dolazi do postupnog pada koli¢ine RKV-a u citosolu, u ovisnosti o ekspresiji
Sirt-3. Kontrolni klonovi ko i k1 pokazuju najvecu koli¢inu RKV-a u odnosu na ostale klonove
u hiperoksiji, a klon ks najmanju koli¢inu RKV-a (jednosmjerna ANOVA: F=36.64, p<0.001;
post-hoc Tukey : °p<0.0, ko vs. k2, ks; $p<0.05, k1 vs. k2, k3). U hiperoksiji je doslo do poveéanja
koli¢ine RKV-a kod klonova ko i k2, dok je klon k3 imao zna¢ajno nizu proizvodnju RKV-a od
pripadajuceg klona u normoksiji (Studentov t-test: ko (**p<0.01), k1 p=n.s., ko (*p<0.05), ks
(*p<0.05), normoksija vs. hiperoksija) (slika 9C).
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Slika 9C. Utjecaj Sirt-3 na proizvodnju unutarstani¢nih RKV-a u MCF-7 stani¢noj liniji
u normoksiji i hiperoksiji. Proizvodnja unutarstani¢nih RKV-a kod klonova ko, k1, k2 i k3
odredena je proto¢nom citometrijom pomo¢u H2DCF-DA boje. Pokus je ponovljen najmanje
tri puta, a na slici su prikazani reprezentativni rezultati. Normoksija: ?p<0.05, k3 vs. ko, ko.
Hiperoksija: ®p<0.01, ko vs. k2, ks; p<0.05, ki vs. kz, ks. Studentov t-test: ko (**p<0.01), k1 (p=
n.s.), ko (*p<0.05), k3 (*p<0.05), normoksija vs. hiperoksija.
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5. RASPRAVA



Sirt-3 je glavna mitohondrijska deacetilaza metaboli¢kih i respiratornih enzima vaznih za
funkciju mitohondrija i kao takva sudjeluje u odrzavanju homeostaze RKV-a, te tako ¢uva
stanicu od oksidacijskih osteéenja 3. Sirt-3 deacetilira i aktivira komponente mitohondrijskog
respiratornog lanca povecavajuci na taj nacin efikasnost oksidacijske fosforilacije. Stoga je ova
mitohondrijska deacetilaza prepoznata kao jedan od glavnih proteina koji sudjeluje u
odrzavanju energetske homeostaze u stanicama 2. S obzirom na sve ve¢i broja podataka koji
ukazuju na dvojaku ulogu Sirt-3 kao onkogena ili tumor supresora u malignim oboljenjima 8,
pokazuje se potreba za definiranjem uloge Sirt-3 kao ¢uvara stani¢ne homeostaze ' u razvoju
tumora. Osim toga, vrlo se malo zna o mogué¢im faktorima koji utjeCu na aktivnost Sirt-3 u
tumorigenezi. Stoga smo odlucili istraziti ulogu Sirt-3 u stanicama raka dojke MCF-7 u

kombinaciji s hiperoksijom, koja se sve vise koristi u lije¢enju malignih oboljenja 24,

U ovom smo istrazivanju utvrdili da u uvjetima normoksije Sirt-3 djeluje kao onkogen, te
potice oksidacijski stres i neke druge faktore odgovorne za tumorski rast, dok kombinirani
ucinak hiperoksije i Sirt-3 umanjuje tumorske karakteristike MCF-7 stanica raka dojke. Ovaj
se ucinak vjerojatno ostvaruje putem reprogramiranja stani¢nog metabolizma s aerobne
glikolize na oksidacijsku fosforilaciju, a koja se deSava u mitohondrijima. Na taj nacin

tumorska stanica djelomi¢no gubi svoja agresivna obiljeZja.

Kako bismo bili u mogucnosti utvrditi mehanizam djelovanja Sirt-3 i hiperoksije na
karakteristike stanica MCF-7, najprije smo izdvojili stabilne klonove koji eksprimiraju Sirt-3
u razli¢itoj koli¢ini, a to smo utvrdili analizom ekspresije mMRNA i proteina. Nakon toga smo
ispitali da li je hiperoksija utjecala na obrazac ekspresije Sirt-3. Rezultati su pokazali povecanu
ekspresiju Sirt-3 u hiperoksiji, no samo kod klonova koji su imali stabilno eksprimiran Sirt-3.
Ono $§to je zanimljivo jest ¢injenica da je hiperoksija pojacala dozno-ovisni obrazac ekspresije
Sirt-3 u klonovima k2 i ks, dok kod kontrolnih klonova s niskom endogenom ekspresijom Sirt-
3 taj ucinak izostaje, a Sto je potvrdeno uz pomo¢ konfokalne analize. Naime, usporedbom
lokalizacije Sirt-3 u uvjetima normoksije i hiperoksije vidljivo je da stanice izloZene povecanoj
koncentraciji kisika ne pokazuju razliku u distribuciji Sirt-3 proteina, nego u intenzitetu signala
koji je veci obzirom na normoksiju. Povecani intenzitet signala ukazuje na povecanu koli¢inu
Sirt-3 proteina u stabilno eksprimiranim klonovima. Takvi rezultati upu¢uju na mogucu ulogu
hiperoksije kao aktivatora Sirt-3 proteina, koji u uvjetima hiperoksije djeluje kao
antioksidacijski faktor s ciljem smanjivanja RKV-a, pa tako i tumorskih karakteristika 2.

Mitohondrijska lokalizacija Sirt-3 je takoder potvrdena analizom konfokalnom
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mikroskopijom, koja je pokazala da se fluorescencijski signal za Sirt-3 unutar stanice potpuno

preklapa sa signalom za mitohondrije, §to je u skladu s ostalim podacima iz literature .

Nadalje, kako bismo definirali u¢inak hiperoksije i ekspresije Sirt-3 na oksidacijski status
stanica MCF-7 izmjerili smo oksidacijska ostecenja lipida i proteina u navedenim grupama.
Klonovi ki, k2 i ks nakon tretmana hiperoksijom ne pokazuju veca oksidacijska oStec¢enja
proteina u odnosu na normoksiju za razliku od kontrolnog klona ko, koji pokazuje obrnuto
ponasanje. Medutim, klon ko pokazuje veca ostecenja proteina nakon tretmana hiperoksijom u
odnosu na normoksiju. Ovaj rezultat ukazuje da je hiperoksija izazvala oksidacijski stres u
kontrolnom klonu ko. Medutim, odsustvo oSteenja u ostalim klonovima upuéuje na
antioksidativnu ulogu Sirt-3 u hiperoksiji. Lipidna peroksidacija je proces koji nastaje
djelovanjem RKV-a na lipide u membrani i koristi se kao marker oksidacijskog stresa . U
normoksiji klonovi pokazuju povecano oSte¢enje membranskih lipida koje je u pozitivnoj
korelaciji s ekspresijom Sirt-3, §to upuéuje na mogucnost da Sirt-3 u normoksiji ne sudjeluje u
smanjenju oksidacijskog oStecenja, nego upravo suprotno, Sirt-3 poveéava produkciju RKV-a.
Ova ¢injenica ukazuje na onkogeno djelovanje Sirt-3, obzirom da umjereno povecéana koli¢ina
RKV-a u tumorskim stanicama doprinosi povecanju metabolicke aktivnosti, te razvoju

tumorskog fenotipa, a povezana je s promjenama u ekspresiji Sirt-3 367,

U hiperoksiji opéenito dolazi do smanjenja oksidacijskog oSte¢enja membranskih lipida u
odnosu na pripadajuce klonove u normoksiji, premda je i1 dalje prisutan slab porast LPO
povezan s ekspresijom Sirt-3. Vec¢ je prije pokazano da Sirt-3 moze djelovati kao onkogen i
kao tumor supresor gen 8 ali nije pokazan uzrok, kao ni mehanizam njegovog dvojakog
djelovanja. Osim toga, vazno je spomenuti da hiperoksija u tom smislu igra klju¢nu ulogu, jer
je poznato da prevelika koncentracija RKV-ga, $to je znacajka hiperoksije, moze uzrokovati
stani¢no starenje, inhibiciju proliferacije, pa i smrt 3, Obzirom na pad oksidacijskog stresa i
smanjenje tumorskih znacajki klonova u hiperoksiji, a koje su ovisne o ekspresiji Sirt-3, ovi
rezultati pokazuju da smanjenje tumorskih znacajki klonova kz i ks u hiperoksiji uzrokuje
upravo kombinirani u¢inak hiperoksije i Sirt-3, koji u tom slucaju ima antioksidacijsku ulogu

iulogu ,,Cistaca* RKV-a 39

Medutim, u hiperoksiji se pokazalo da je i oksidacijski stres smanjen kod klonova koji
stabilno eksprimiraju Sirt-3, $to se vidi iz smanjene LPO u odnosu na klonove u normoksiji,

nepromijenjenog osteCenja proteina, i smanjenja citosolnih RKV-a u odnosu na kontrolne
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klonove bez Sirt-3. Ovi rezultati nedvosmisleno ukazuju da su smanjena oksidacijska oSte¢enja

posljedica dozno-ovisnog djelovanja Sirt-3 kao umanjivaca oksidacijskog stresa 3.

Proliferativni potencijal stanica MCF-7 odreden je i pomocu testa formiranja kolonija
(CFA). Obzirom da se ovaj test temelji na sposobnosti pojedinacne stanice da tvori koloniju,
isti je pogodan za odredivanje stupnja malignosti stanica %, Rezultati testa CFA pokazuju da
Sirt-3 nije imao utjecaja na proliferacijski potencijal klonova bez obzira na tretman. Medutim,
u hiperoksiji je doSlo da znacajnog pada proliferacijskog potencijala od 90% u odnosu na
klonove u normoksiji, §to je u skladu s ostalim rezultatima koji takoder upucuju na smanjeni
proliferacijski potencijal stanica raka nakon tretmana hiperoksijom 2. Ovaj rezultat ukazuje na
mogucnost koristenja hiperoksije za uspjesno lijeCenje malignih bolesti, kao $to se to koristi i

za neke druge bolesti %°.

Kako bismo potvrdili hipotezu dualne uloge Sirt-3 kao onkogena ili tumor supresora, a
koja je uvjetovana hiperoksijom, odredili smo neke od parametara angiogeneze i proliferacije,
a koji karakteriziraju stanice MCF-7 %, a to su vegf-a i esr-1. Vaskularni endotelni faktor rasta
(Vegf) jedan je od najvise istrazenih faktora diferencijacije i razvoja vaskularnog sustava. On
je visokospecifican i selektivni mitogen koji s jedne strane potice proliferaciju i migraciju
vaskularnih endotelnih stanica, a s druge inhibira apoptozu. Neophodan je za angiogenezu,
proces stvaranja krvnih zila, ¢ime promovira rast tumora. Pokazalo se da blokiranje Vegf
inhibira rast primarnog tumora i smanjuje njegov metastatski potencijal *?. U nasem smo
istrazivanju pokazali da su vegf-a i sirt-3 u normoksiji u pozitivnoj korelaciji: veca genska
ekspresija sirt-3 uzrokuje veéu gensku ekspresiju vegf-a. Povecani vegf-a karakteristika je rasta
tumora, odnosno ukazuje na njegov metastatski potencijal 3. Iz toga proizlazi jasan zaklju¢ak
da Sirt-3 u normoksiji djeluje kao onkogen i to na nacin da aktivira vegf-a, premda mehanizam
ove interakcije nismo istrazili u ovom radu. U hiperoksiji pak uo¢avamo negativnu korelaciju
izmedu genske ekspresije vegf-a i sirt-3, gdje je klon s najvise eksprimiranim sirt-3 pokazao
najmanju ekspresiju vegf-a, Sto ukazuje da veca eckspresija sirt-3 smanjuje metastatski

potencijal MCF-7 stanica, ali isklju¢ivo u uvjetima hiperoksije.

Estrogen 1 njegovi receptori imaju vaznu ulogu u malignoj progresiji raka dojke. Estrogen
receptor o (ER-a)) eksprimiran je u 70% pacijentica oboljelih od raka dojke i jedan je od glavnih
meta hormonskih terapija 4. Kao transkripcijski faktor, ER-a regulira transkripciju velikog
broja gena *°, a ima i klju¢nu ulogu u proliferaciji tumorskih stanica 6. Stanice MCF-7 ovisne

su o estrogenu i klasificiraju se kao ER/PR™ HER2". Od svih mogucih tipova raka dojke ovaj
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oblik je najéeséi, ali i najmanje agresivan, te dobro odgovara na terapije . Rezultati genske
ekspresije esr-1 pokazali su malo ali znacajno povecanje samo kod klona s najvecom
ekspresijom Sirt-3, koje nije bilo popraceno povecanjem na proteinskom nivou, pa stoga ne
mozemo tvrditi da je proliferativni potencijal stanica u naSem slu¢aju uvjetovan s ekspresijom
ER-a. S obzirom na rezultate, mozemo zakljuciti da ekspresija ER-a u normoksi¢nim uvjetima
nije dobar pokazatelj za proces proliferacije, nego da se isti vjerojatno odvija preko nekog
drugog signalnog puta, ili ukljucuje neke druge procese u stanici, kao $to je povecanje vegf-a,
te mitohondrijskih parametara (sod-2, unutarstani¢na produkcija RKV-a, te metabolicka

aktivnost stanica).

S druge strane, ER-a se pokazao kao puno informativniji pokazatelj gore navedenih
parametara proliferacije u uvjetima hiperoksije, gdje je pokazan pad u ekspresiji ER-a, a $to je
u obrnutoj korelaciji s ekspresijom Sirt-3. Obzirom da klon s najve¢om ekspresijom Sirt-3 ima
najmanju ekspresiju ER-a u hiperoksiji, uz ostale dobivene parametre mozemo pretpostaviti da
u uvjetima hiperoksije Sirt-3 djeluje kao tumor supresor na nacin da utjeCe na smanjenje
ekspresije ER-a, jer su druga istrazivanja pokazala da inhibicija Sirt-1 aktivira ER-a, i na taj
naéin stimulira proliferativni potencijal stanica 8. Medutim, nema informacija o povezanosti
Sirt-3 i ER-0, stoga je ovo istrazivanje vazno u smislu rasvjetljavanja povezanosti ER-a, Sirt-

3 i mitohondrijske funkcije u lijeCenju malignih bolesti.

Nadalje, kako bismo odredili utjecaj Sirt-3 na metabolicki status stanica MCF-7 u
normoksiji i nakon tretmana hiperoksijom, mjerili smo ekspresiju proteina Ldh-A. Laktat
dehidrogenaza A (Ldh-A) katalizira pretvorbu piruvata u laktat §to ju ¢ini jednim od kljuénih
pokazatelja aerobne glikolize, glavnog obiljeZja tumorskih stanica *°. Takoder, smanjena
ekspresija Ldh-A smanjuje moguénost stani¢nog reprogramiranja u tumorski fenotip i inhibira
progresiju tumorskih stanica *°. U nasem radu pokazali smo da klonovi u normoksiji imaju
trend povecanja Ldh-A u ovisnosti o ekspresiji Sirt-3, $to ukazuje na moguc¢nost da su MCF-7
stanice u normoksiji u aerobnoj glikolizi. Tome u prilog govore i ostali podaci koji upucuju na
aerobnu glikolizu, kao $§to je povecana proizvodnja unutarstani¢nih RKV-a u normoksiji,
ovisna o ekspresiji Sirt-3, a dokazano je da povecana koncentracija H20. ¢ini glikolizu
povoljnijim procesom za ubrzanu stanicnu respiraciju tumorske stanice od oksidacijske

fosforilacije .

S druge strane, kod klonova u hiperoksiji dolazi do znac¢ajnog pada Ldh-A, pa tako klon s

najvecom ekspresijom Sirt-3 ima najmanje Ldh-A. Mogu¢i razlog smanjenja ekspresije Ldh-
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A u hiperoksiji je reprogramiranje stanica s aerobne glikolize na metabolizam oksidacijske
fosforilacije 1 samim tim efikasnije koriStenje kisika u metabolickim reakcijama. Osim toga,
snizenje RKV-a u klonovima u hiperoksiji pokazuje odsustvo aerobne glikolize i oksidacijskog

stresa, a samim tim i gubitak tumorskog fenotipa, na $to ukazuju i druga istrazivanja °2.

Postoje istrazivanja koja pokazuju da MCF-7 stanice vecinu energije u obliku ATP-a
dobivaju oksidacijskom fosforilacijom, dok aerobna glikoliza nije toliko zastupljena, $to
stanice ¢ini manje invazivnima od stanica drugih oblika raka dojke kao $to je ER/PR" HER2
(engl. triple negative) oblik raka dojke koji predstavlja najagresivniji tip s vrlo loSom
prognozom 3. S obzirom na to da je dokazano da su stanice raka koje koriste oksidacijsku
fosforilaciju manje agresivne >4, modifikacija metabolizma stanica raka s aerobne glikolize na
oksidacijsku fosforilaciju je potencijalno dobar model za terapiju. U naSem smo istrazivanju

kombinacijom hiperoksije i ekspresije Sirt-3 dobili upravo takav, manje agresivan fenotip.

Koli¢ina Sirt-3 moze pozitivno utjecati na vijabilnost stanica s obzirom na njegovu
lokalizaciju na unutarnjoj membrani i matriksu mitohondrija °°, koji sudjeluju u regulaciji
stani¢nog metabolizma i apoptozi °. Mi smo pokazali da je metaboli¢ka aktivnost klonova u
normoksiji u pozitivnoj korelaciji s proteinskom ekspresijom Sirt-3, §to znaci da veéa razina
ekspresije Sirt-3 pozitivno utjeCe na metabolizam stanica raka. Ovaj podatak takoder upucuje
na ulogu Sirt-3 kao onkogena u normoksi¢nim uvjetima, gdje njegova pojac¢ana ekspresija
poveéava metaboli¢ku aktivnost stanica, a §to je u skladu s drugim istrazivanjima 2>°°. S druge
strane, hiperoksija je izazvala mali, ali znacajni pad u metabolickoj aktivnosti stanica za oko

10% u odnosu na klonove u normoksiji, neovisno o povecanoj ekspresiji Sirt-3.

Ovaj podatak ukazuje na moguénost reprogramiranja stanicnog metabolizma s aerobne
glikolize na efikasniji nacin potro$nje energije, a to je oksidacijska fosforilacija u ovisnosti o
Sirt-3 ekspresiji u uvjetima hiperoksije. Kako bismo to ispitali, odredili smo parametre
mitohondrijske biogeneze, funkcionalnosti, i mitohondrijskog antioksidacijskog statusa.
Rezultati pokazuju da se masa mitohondrija u hiperoksiji smanjila, $to bi izravno mogla biti
posljedica S$tetnog djelovanja visoke koncentracije RKV-a na stanice u hiperoksiji °'.
Membranski potencijal je takoder pao, §to upuéuje na smanjeni metabolizam mitohondrija, a u
skladu je sa smanjenom metabolickom aktivnosti stanica. Smanjeni metabolizam djelomi¢no
je posljedica smanjene ekspresije mt-ndl koji kodira za kompleks | respiratornog lanca.
Medutim, iako je ocekivano da ¢e u hiperoksiji kolicina RKV-a biti ve¢a u odnosu na

normoksiju, odsustvo RKV-a kao i smanjena ekspresija glavnog antioksidacijskog enzima sod-
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2 upucuje na pad oksidacijskog stresa, a vezana je uz ekspresiju Sirt-3. Bez obzira Sto su masa
i potencijal mitohondrija u hiperoksiji smanjeni, mozemo pretpostaviti da je u pitanju poveéana
efikasnost cjelokupnog metabolickog aparata u smislu u¢inkovitijeg utroska energije, a koja je

uzrokovana djelovanja Sirt-3.

Ovi rezultati su u skladu s rezultatima drugih istrazivanja koja upu¢uju na dualnu ulogu
Sirt-3 kao onkogena i tumor supresora 8%, Novost ovog rada je to §to pokazuje da je Sirt-3
jedna od klju¢nih meta hiperoksije koja aktivira njegovo djelovanje kao tumor supresora, pa
tako Sirt-3 smanjuje oksidacijski stres, proliferaciju, invazivnost i metastatski potencijal
stanica raka dojke. Do sada jo$ nije pokazano da zajednicki u¢inak hiperoksije i Sirt-3 smanjuje

stupanj malignosti tumorskih stanica.

Glavno ograni¢enje s kojim smo se susreli u ovom radu proizlazi iz ¢injenice da su
tumorske stanice vrlo heterogene °°, pa s toga i ne ¢udi varijabilno ponasanje klonova sa
stabilno eksprimiranim plazmidom. Osim toga, varijacije u ponasanju klona ki mogu biti
uzrokovane nasumi¢nom ugradnjom praznog plazmida u bilo koji dio genoma stanice zbog
Cega takav klon ne predstavlja idealnu negativhu kontrolu. Sukladno tome, u daljnjim

istrazivanjima potrebno je razmotriti mogucnost adekvatnijeg sustava negativne kontrole.

Ovim smo istrazivanjem pokazali da Sirt-3 regulira viSe stani¢nih procesa kljucnih za
proliferaciju i metastaziranje tumorskih stanica, te da hiperoksija potice njegovo djelovanje kao
tumor supresora. Navedene karakteristike Cine ga potencijalnom terapeutskom metom u

kombinaciji s hiperoksijom u lije€enju malignih oboljenja.
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6. ZAKLJUCCI



1. Sirt-3 djeluje kao onkogen u uvjetima normoksije, te potice oksidacijski stres,

proliferaciju, invazivnost i metastatski potencijal stanica raka dojke MCF-7.

2. Sirt-3 djeluje kao tumor supresor u uvjetima hiperoksije tako da smanjuje oksidacijski

stres, proliferaciju, invazivnost i metastatski potencijal stanica raka dojke MCF-7.
3. Obzirom da Sirt-3 u kombinaciji s hiperoksijom smanjuje stupanj malignosti stanica

raka MCF-7, ove karakteristike Cine ga potencijalnom metom u kombinaciji s

hiperoksijom u lijeCenju malignih oboljenja.
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9. SAZETAK



Grazia Davidovi¢

Sirtuin 3 i hiperoksija: saveznici u borbi protiv tumora

Oksidacijski stres i visoke razine reaktivnih kisikovih vrsta (RKV) izazivaju osteCenja DNA i
genomsku nestabilnost, koje dovode do promjene stani¢nog metabolizma i u konacnici do
gubitka kontrole stani¢nog ciklusa. Takvi uvjeti podrzavaju stalni rast i proliferaciju, glavno
obiljezje tumorskih stanica. Iako se dugo raspravljalo o djelovanju Cistog kisika (hiperoksije)
kao promotoru malignih bolesti, danas se hiperoksija koristi kao rutinska trapija u lijeenju
upravo takvih oboljenja. Sirtuin 3 (Sirt-3) je glavna mitohondrijska deacetilaza koja u¢inkovito
sudjeluje u odrzavanju energetske homeostaze u stanicama. Nadalje, Sirt-3 ima ulogu
onkogena, ali i tumor supresora u tumorskim stanicama, no nije razja$njeno pod kojim uvjetima
dolazi do promjene njegovog djelovanja. U ovom istrazivanju ispitali smo djelovanje Sirt-3 na
proliferaciju, prezivljenje, rast i metabolicku aktivnost, te oksidacijski/antioksidacijski status i
mitohondrijske funkcije MCF-7 stanice raka dojke u normoksiji i nakon izlaganja hiperoksiji.
Utvrdili smo da u uvjetima normoksije Sirt-3 djeluje kao onkogen, te poti¢e oksidacijski stres
i neke druge faktore odgovorne za tumorski rast, dok u uvjetima hiperoksije Sirt-3 ima tumor
supresorsko djelovanje jer smanjuje tumorske karakteristike MCF-7 stanice raka dojke. Ovaj
se ucinak vjerojatno ostvaruje putem reprogramiranja stanicnog metabolizma s aerobne
glikolize na oksidacijsku fosforilaciju u mitohondrijima i na taj nacin tumorska stanica
djelomi¢no gubi svoja agresivna obiljezja. Ovim smo istrazivanjem pokazali da Sirt-3 regulira
viSe stani¢nih procesa kljucnih za proliferaciju 1 metastaziranje tumorskih stanica, te da
hiperoksija poti¢e njegovo djelovanje kao tumor supresora. Navedene karakteristike ¢ine ga
potencijalnom terapeutskom metom u kombinaciji s hiperoksijom u lijjecenju malignih

oboljenja.

Kljucne rijeci: hiperoksija, sirtuin 3, rak dojke, angiogeneza, proliferacija
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10. SUMMARY



Grazia Davidovi¢

Sirtuin 3 and hyperoxia: allies in the fight against tumors

Oxidative stress and high levels of reactive oxygen species (ROS) cause DNA damage and
genomic instability, which lead to changes in cell metabolism and ultimately loss of control of
the cell cycle. These conditions support continuous growth and proliferation, the main
characteristics of tumor cells. Although the role of pure oxygen (hyperoxia) as a promoter of
malignant diseases has long been debated, today hyperoxia is used as a routine therapy to treat
such diseases. Sirtuin-3 (Sirt-3) is the main mitochondrial deacetylase which effectively keeps
the cell in energetic homeostasis. In addition, Sirt-3 has a role as an oncogene, but also as a
tumor suppressor in tumor cells, and it is not clear which factors lead to the change in the
protein’s function. In this research project we investigated the effect of Sirt-3 on the
proliferation, survival, growth, metabolic activity, oxidant/antioxidant status, and
mitochondrial function of the breast cancer MCF-7 cells in normoxia and after treatment in
hyperoxia. We confirmed that in normoxic conditions, Sirt-3 functions as an oncogene, and
causes oxidative stress and other factors responsible for tumor growth. We also confirmed that
in hyperoxic conditions, Sirt-3 functions as a tumor suppressor because it decreases the tumor
cell characteristics usually present in breast cancer MCF-7 cells. This effect is most likely
realized by reprogramming the cell metabolism to utilize oxidative phosphorylation in the
mitochondria instead of anaerobic glycolysis, which causes tumor cells to partially lose their
aggressive characteristics. With our research we have shown that Sirt-3 regulates numerous
cell processes essential for the proliferation and metastasis of tumor cells, and that hyperoxia
encourages the tumor suppressor activity of Sirt-3. These characteristics make Sirt-3 a potential

therapeutic target in combination with hyperoxia to treat malignant diseases.

Keywords: hyperoxia, sirtuin 3, breast cancer, angiogenesis, proliferation
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