Viadana Susic¢

Optimizacija tretmana kurkuminom
inkapsuliranim u kompleks Zelatina i
arapske gume u odbrani melanoma
B16 od UV-A zracCenja

Kurkumin, pigment iz biljke Curcuma longa, jedan je od mnogobrojnih pig-
menata koji imaju ulogu u odbrani od UV zracenja. Medutim, pokazano je
da produkti nastali njegovom fotodegradacijom mogu dovesti do ostecenja
ili smrti Celija. BioraspoloZivost, fotostabilnost i termostabilnost kurkumina
se mogu produZiti inkapsulacijom u fotostabilne i netoksicne cestice, koje se
generalno koriste u svrhe dopremanja lekova u in vivo i in vitro sistemima.
Jedan od tih kompleksa jeste kompleks Zelatina i arapske gume. U ovom
istraZivanju, celije misjeg melanoma B16 su izlagane UV-A zracenju u cilju
utvrdivanja optimalne koncentracije ovih Cestica sa inkapsuliranim kur-
kuminom, koja bi dovela do zastite celija od UV zracenja i smanjila fotola-
bilnost kurkumina. Rezultati su pokazali da Cestice sa najvecom koncentra-
cijom kurkumina nisu uspele da sprece njegovu fotodegradaciju, te je pri
ovom tretmanu doslo do znacajnog pada vijabiliteta Celija u odnosu na
kontrolu. Nasuprot tome, tretman manjim koncentracijama inkapsuliranog
kurkumina pokazao se efikasnim u inhibiciji fotodegradacije kurkumina.
Prazne Cestice, ocekivano, ni pri vecim koncentracijama nisu ispoljile cito-
toksicno dejstvo, Stavise, moguce je da ispoljavaju citoprotektivno dejstvo,
buduci da je kod tretiranih Ccelija doslo do blagog smanjenja ekspresije
enzima katalaze, cija je ekspresija u korelaciji sa intenzitetom oksidativnog
stresa, u ovom slucaju izazvanog UV zracenjem.

Uvod

Glavni tipovi UV zracenja koji znatno utic¢u na vijabilnost éelija jesu
UV-C (100-280 nm), UV-B (280-315 nm) i UV-A (315-400 nm) (Spa-
cewx.com 2007). UV zracenje je izrazito Stetno za epitelne Celije, prvens-
tveno jer direktno oStecuje DNK, na nivou oba ili samo jednog lanca
molekula DNK. Zracenje mozZe dovesti do dvolanc¢anih prekida, pa i do
fragmentacije molekula DNK. UV-B i UV-C zracenje direktno oStecuju
DNK, a UV-A zracenje dovodi do osteéenja biomakromolekula posredno —
formiranjem reaktivnih vrsta kiseonika (Reactive Oxygen Species, ROS).
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To su relativno kratkoZivec¢i produkti koji indukuju oksidativni stres u
¢elijama, koji posledi¢no dovodi i do oksidativnih oStecenja azotnih baza u
molekulu DNK (Rastogi et al. 2010). Zbog nemoguénosti da se greSke na
DNK poprave usled njihovog prevelikog broja ili oSte¢enja reparativnih
mehanizama, dolazi ili do apoptoze ili do nekontrolisane proliferacije ¢elija
(neoplasti¢ne transformacije) (Who.int 2006). Neki od enzima koji
uklanjaju reaktivne vrste kiseonika u ¢elijama su superoksid dismutaza
(SOD), peroksidaze od kojih je najistaknutija glutation peroksidaza (GPx) i,
u ovom radu ispitivana, katalaza (Muller et al. 2007).

Da bi se ¢elije zastitile od Stetnih uticaja UV zracenja, koriste se mno-
gobrojni materijali i supstance medu kojima organska jedinjenja preteZno
apsorbuju UV zracenje (Chemistry LibreTexts 2017), a neorganska ga ref-
lektuju (Turner i Parisi 2009). Pigmenti su organska jedinjenja koja se sve
vise koriste kao komponente losiona i krema za suncanje. Izmedu ostalog,
vriena su istraZivanja o efikasnosti kurkumina (slika 1), pigmenta iz biljke
Curcuma longa 1 jednog od liposolubilnih karotenoida, u odbrani od UV
zracenja. Pokazano je da on ima antioksidativna, antiinflamatorna i anti-
mikrobna svojstva i pomaze u zarastanju rana, te se neretko stavlja u koz-
meticke preparate (Nguyen i Freidman 2013). Kurkumin je ukljucen u
regulaciju funkcije odredenih proteina u imunoloSkom odgovoru i
generalno u Celijskoj signalizaciji. Medutim, zbog polarnosti je prili¢no
nedostupan za unoSenje u celije. Pored toga, pokazano je da njegovom
relativno brzom fotodegradacijom nastaju raspadni produkti koji mogu
dovesti do ¢elijskih oStecenja, apoptoze ili nekroze éelije (Chopra et al.
2016).
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Kako bi se poboljsao efekat kurkumina, razvijene su formulacije u
kojima ¢e on biti inkapsuliran u biokompatibilne, biorazgradive i fotosta-
bilne Cestice. Uloga tih Cestica jeste da dovedu molekul do Zeljenog mesta i
da ga tu oslobode. Oslobadanje inkapsuliranog jedinjenja iz kapsule je
sporo, te se bioraspolozivost, ukljucujuci za ovaj projekat znacajnu foto- i
termostabilnost, produzava. Jedan tip primenjivanih Cestica za transport i
dopremanje lekova do ciljanih delova tela, a i na ¢elijskim kulturama, jesu
Cestice saCinjene od Zelatina i arapske gume (Qv ef al. 2011).

U ovom radu testirane su razlicite koncentracije Cestica od arapske
gume i Zelatina u kojima je inkapsuliran kurkumin, sa ciljem odredivanja
optimalnog tretmana za Celije.
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Slika 1.

Strukturna formula
kurkumina

Figure 1.

Curcumin structural
formula
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Materijal 1 metode

Radi utvrdivanja efikasnosti inkapsuliranog kurkumina u odbrani
¢elija od UV zracenja, sintetisane su cestice u kojima je kurkumin inkap-
suliran u smesu Zelatina i arapske gume. Celije su tretirane decimalnim
razblaZenjima rastvora Cestica sa kurkuminom, a potom UV zracenjem.
Ispitivana je vijabilnost ¢elija nakon tretmana MTT i SRB testom, kao i
relativna ekspresija proteina katalaze Western Blot metodom.

Celijska kultura. Eksperiment je raden na éelijskoj kulturi melanoma
B16, gajenoj u 96-well plocama (za MTT esej i SRB esej) i 6-well plo¢ama
(za Western Blot). Medijum koji je koriSéen bio je DMEM medijum sa 10%
fetalnog govedeg seruma (Fetal Bovine Serum, FBS). Celije su inkubirane
na 37°C, dok je vlaznost vazduha bila 95%, a koncentracija CO, 5%.

Inkapsulacija kurkumina u kompleks sa Zelatinom i arapskom
gumom. Odnos Zelatina (G) i arapske gume (GA) bio je 1:1. Napravljen je
rastvor G/GA u vodi koncentracije 1% (u zapreminskom odnosu), a potom
je dodat kurkumin u odnosu 1:1 kurkumin:G/GA. Vrednost pH podesena je
na 4.4. U vodenom kupatilu je pravljena emulzija tokom 30 minuta na 45°C
uz mesanje na 550 rpm. Nakon toga pH vrednost je podeSena na 7.0 i
dodata je mala koli¢ina glicerina, pa je sve meSano na 350 rpm tokom 30
minuta. Cestice su izbrojane na hemocitometru i izraunata je koncentracija
Cestica po mililitru rastvora. Isti postupak ponovljen je bez kurkumina i
takode su prebrojane Gestice. Cestica sa kurkuminom bilo je 2.75x10° mL™,
a praznih 1.87x10° mL™".

Tretmani Celija. Od rastvora sintetisanih praznih Cestica i Cestica sa
kurkuminom napravljena su decimalna razblazenja od 10, 100 i 1000 puta i
ona su kori¥¢ena kao tretmani Celija. Celije su nakon tretiranja odmah iz-
lagane UV zracenju bez prethodne inkubacije.

UV zracenje. Koris¢ena je UVA lampa snage 8 W i talasne duZine
366 nm. Celije su odmah po tretmanu stavljene u inkubator obloZen alumi-
nijumskom folijom zajedno sa lampom i zrac¢ene tokom 1.5 h. Ovaj period
je odabran zato Sto je u pilot eksperimentima radenim sa netretiranim ¢e-
lijama tokom intervala od 1, 4, 7 1 10 sati ustanovljeno da ¢elije imaju
jednake izmene morfologije (videti odeljak Rezultati i diskusija). Nakon
zracenja inkubirane su 12 sati, jer se u ovom intervalu desavaju sve pro-
mene Celijske strukture koje se deSavaju nakon zracenja (Who.int 2006) i
nakon toga su podvrgavane testovima.

Odredivanje vijabilnost celija MTT esejom. 1z 96-well ploca ener-
gi¢no je odliven medijum i u svaki bunari¢ dodato je po 100 pL rastvora
MTT boje (20 mg MTT reagensa u 40 mL medijuma). Celije su u toj plo¢i
inkubirane 3 sata na 37°C. Taj medijum sa bojom ponovo je odliven i do-
dato je po 100 pL rastvora za rastvaranje kristala formazana (168 pL 35%
HCI u 40 mL izopropanola). Celije su ponovo inkubirane tokom 10 minuta
na sobnoj temperaturi i ocitana je apsorbanca na 450 i 620 nm na ELISA
Readeru, pa je pri racunanju vijabilnost i standardne devijacije odredivana
srednja vrednost ova dva snimanja.

382 ¢ PETNICKE SVESKE 76

DEO 1l



Odredivanje vijabilnost éelija SRB esejom. U 96-well ploce sipano
je po 25 pL rastvora trihlorosiréetne kiseline (4.5 g trihlorosiréetne kiseline
u 9 mL hladne destilovane vode iz frizidera) bez odlivanja medijuma. To je
inkubirano 1 sat u frizideru na 4°C. Potom su bunarici pet puta isprani
PBS-om sa po 200 pL po bunaricu. Ploca je ispraznjena i u nju dodato po
50 pL. SRB boje (60 mg SRB boje u 15 mL 1% siréetne kiseline ¢uvane na
4°C) po bunaricu i to je inkubirano 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon
toga je pet puta isprano sa po 200 uL 1% siréetne kiseline po bunari¢u. Na
kraju je ploca ponovo ispraznjena i na dnu svakog bunariéa su bile vidljive
ljubicaste grupe celija. Bunari¢i su napunjeni sa po 100 uL TRIS-a i nakon
5 minuta je ocitana apsorbanca na 450 i 620 nm na ELISA Readeru, gde je,
kao i kod MTT eseja, kasnije odredivana srednja vrednost oba merenja.

Odredivanje proteinske ekspresije enzima katalaze Western Blot
metodom. Ispraznjene su 6-well ploce i isprane sa po 1 mL PBS-a po bu-
naricu, nakon ¢ega je i on uklonjen. Sipano je po 1 mL pufera za liziranje u
svaki bunarié, nakon ¢ega su skrejperom sastrugane celije sa dna bunarica.
Dobijena celijska suspenzija je stavljena u zasebne Eppendorf tube koje su
potom odlagane su na led. Uzeto je po 10 pL svakog uzorka i stavljeno u
nove Eppendorf tube zajedno sa po 10 puL pufera za uzorke (koriscen je 2x
pufer: 50 uL. 0.5 M Tris-HCI pH 6.8, 80 uL glicerola, 80 uL 10% SDS,
40 pL 2-merkaptoetanola, 20 pL. 1% bromfenol-plavog u 530 pL destilo-
vane vode). Te nove Eppendorf tube odnete su na kuvanje u termo Sejkeru
na 95°C bez obrtanja tokom 10 minuta, nakon ¢ega su odnete na mini
centrifugu. Potom su polako naneti svi uzorci (po 20 pL) na gel i pustena je
proteinska SDS elektroforeza. Proteini iz ¢elija su razdvojeni, prebaceni su
na PVDF membranu (idudi od negativne ka pozitivnoj elektrodi stavljeni su
sunder, Whatman filter papir, gel, membrana, ponovo Whatman papir i
sunder, a struja je i§la od negativne ka pozitivnoj elektrodi). Membrane su
inkubirane sa primarnim antitelima (zecje anti-katalaza) tokom noéi. Mem-
brane su potom inkubirane sa sekundarnim antitelima (kozje anti-zecje)
tokom dva sata na sobnoj temperaturi. Sistemom za detekciju pri kome
luminol reaguje sa vodonik-peroksidom, proteinske trake su vizuelizovane
na filmovima tacno na mestima na kojima su bile na membrani.

Statisticka obrada. Za obradu podataka kori$¢ena je analiza varijanse
sa Dunnettovim naknadnim testom za utvrdivanje razlike izmedu eksperi-
mentalnih i kontrolne grupe.

Rezultati 1 diskusija

Pracenje promene morfologije ¢elija pod uticajem UV-A
zracenja

U pilot eksperimentima u kojima je odredivano optimalno vreme
zraCenja koje dovodi do velikog smanjenja vijabilnosti ¢elija, o¢ekivano je
da ¢e UV-A zraCenje izazvati povecani broj slobodnih radikala u ¢eliji koji
¢e ostecivati DNK. Samim tim, o€ekivano je da duze zracenje dovodi do
geneze vise slobodnih radikala, shodno tome vise oste¢enja molekula DNK
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Slika 2. Zive ¢elije, zalepljene za podlogu
(bela strelica), ostale ¢elije su mrtve (crna
strelica). Uvecanje na mikroskopu je 20
puta.

Figure 2. Viable cells, attached to the
substrate (white arrow), the rest are the
non-viable cells (black arrow). The
magnification on the microscope is
20-power magnification.

Slika 3. Celije sa promenjenom
morfologijom usled UV-A zracenja.
Usled promene morfologije one su
nepravilnog oblika, neravnih membrana i
poseduju specifi¢ne citoplazmati¢ne
izraStaje. Uvecanje na mikroskopu je 20
puta.

Figure 3. Cells with modified
morphology caused by UV-A radiation.
Because of changes in morphology, they
have irregular shapes, ragged membranes
and characteristic cytoplasmic extensions.
The magnification on the microscope is
20-power magnification.

i apoptoze Celija naposletku (slika 2). Medutim, nakon zracenja u trajanju
od 1, 4, 71 10 sati, u sva tri sluc¢aja éelije su bile Zive, ali se nisu delile i
imale su potpuno promenjenu morfologiju (slika 3). Vijabilnost tih celija
potvrden je vitalnim bojenjem Tripan plavom bojom, koja boji samo mrtve
éelije. Njihova sprecena ili smanjena proliferacija konstatovana je posma-
tranjem na svetlosnom mikroskopu, gde je pri svakom posmatranju iz-
brojan isti broj ¢elija.
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Odredivanje vijabilnosti ¢elija MTT esejom 1 SRB esejom

Pri tretmanu Celija najve¢om koncentracijom cestica sa kurkuminom
pokazan je znacajan pad vijabilnosti u odnosu na kontrolu (slika 4). To
ukazuje na prisustvo nekog citotoksi¢nog agensa u datom kompleksu. S
obzirom na to da iz navedenih rezultata MTT eseja i SRB eseja pre i posle
zraCenja (slike 4 i 5) prazne Cestice nisu pokazale citotoksi¢ni efekat, pro-
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Slika 4. Vijabilnost ¢elija utvrdena MTT esejom pre zracenja (a) i nakon zracenja (b); kontrola (1), ¢elije sa
PBS-om (2), tretman praznim ¢esticama, redom 10, 100 i 1000 puta razblazenje (3, 4 i 5), tretman Cesticama
sa kurkuminom, redom 10, 100 i 1000 puta razblazenje (6, 7 i 8).

Figure 4. Cell viability before irradiation determined by MTT assay (a), and after irradiation (b); control (1),

cells with PBS (2), treatment with empty particles, 10-fold, 100-fold and 1000-fold dilutions, respectively (3,
4 and 5), treatment with particles with curcumin 10-fold, 100-fold and 1000-fold dilutions, respectively (6, 7
and 8).
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Slika 5. Vijabilnost ¢elija utvrdena SRB esejom pre zracenja (a) i nakon zrac¢enja (b); kontrola (1), ¢elije sa
PBS-om (2), tretman praznim ¢esticama, redom 10, 100 i 1000 puta razblazenje (3, 4 i 5), tretman Cesticama
sa kurkuminom, redom 10, 100 i 1000 puta razblazenje (6, 7 i 8).

Figure 5. Cell viability before irradiation determined by SRB assay (a), and after irradiation (b); control (1),
cells with PBS (2), treatment with empty particles, 10-fold, 100-fold and 1000-fold dilutions, respectively (3,
4 and 5), treatment with particles with curcumin 10-fold, 100-fold and 1000-fold dilutions, respectively (6, 7
and 8).
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izilazi da je glavni uzrok celijskih oStecenja neki od raspadnih produkata
kurkumina, nastao fotodegradacijom. Cestice od arapske gume i Zelatina
nisu uspele da sprece fotodegradaciju kurkumina pri visokim koncentra-
cijama kurkumina, te su njegovi raspadni produkti doveli do zna¢ajnog
pada vijabilnost ¢elija. Interesantno, tretman manjim koncentracijama
cestica sa kurkuminom nije doveo do pada vijabilnosti ¢elija nakon zracenja.
Ovakav rezultat ukazuje na postojanje optimalnog odnosa koncentracije
kurkumina i Cestica od Zelatina i arapske gume, pri kome se inhibira foto-
degradacija kurkumina.

Odredivanje proteinske ekspresije katalaze Western Blot
metodom

Western Blot je raden sa ciljem da se odredi relativna koli¢ina enzima
koji su zasluzni za neutralisanje reaktivnih vrsta kiseonika u ¢elijama. Pri
formiranju traka proteina na filmu, uoceno je da ne postoji traka na mestu
na kome je nanet uzorak celija tretiranih najve¢om koncentracijom cestica
sa kurkuminom (slika 6). Uoceno je blago smanjenje ekspresije katalaze
kod ¢elija tretiranih praznim cesticama u odnosu na Celije tretirane inkap-
suliranim kurkuminom i u odnosu na kontrolu (slika 7). Smanjena ekspre-
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Slika 6. Slika proteinskih traka katalaze
na filmu. Sleva na desno: kontrola,
tretmani praznim cesticama (10, 100 i
1000 puta razblazenje) i tretmani
Cesticama sa kurkuminom (10, 100 i 1000
puta razblaZenje).

Figure 6. Image of catalase protein strips
on a film. From left to right: the control,
treatments with empty particles (10-fold,
100-fold and 1000-fold dilution), and
treatments with curcumin particles
(10-fold, 100-fold and 1000-fold dilution)

Slika 7. Relativna proteinska ekspresija
katalaze, utvrdena Western Blotom;
kontrola (1), tretman praznim Cesticama,
redom 10, 100 i 1000 puta razblazenje (2,
3 i4), tretman Cesticama sa kurkuminom,
redom 100 i 1000 puta razblazenje (51 6).

Figure 7. Relative catalase expression,
determined by Western Blot; control (1),
treatment with empty particles, 10-fold,
100-fold and 1000-fold dilutions,
respectively (2, 3 and 4), treatment with
curcumin particles, 100-fold and 1000-fold
dilutions, respectively (5 and 6).
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sija katalaze moZe posredno ukazivati na smanjenu potrebu za uklanjanjem
slobodnih radikala, odnosno smanjeno formiranje slobodnih radikala u
¢eliji. Kako UV zracenje dovodi do geneze reaktivnih kiseoni¢nih vrsta,
moZe se zakljuditi da prazne Cestice apsorbuju deo UV zradenja ¢ime
smanjuju genezu slobodnih radikala i posledi¢no dovode do smanjenja eks-
presije enzima katalaze. Potencijalno, na taj nacin Cestice od Zelatina i arap-
ske gume mogu obezbediti zastitu od UV zracenja.

Zakljucak

Rezultati testova vijabilnosti pokazuju da najveca koncentracija
Cestica sa kurkuminom izaziva znaCajan pad vijabilnosti Celija tretiranih
UV zracenjem. Iz toga se moZe zakljuciti da je povecana citotoksi¢nost tog
tretmana potencijalno izazvana nesprecenom degradacijom kurkumina.
Takode, ukoliko se uporede uticaji razli¢itih koncentracija Cestica sa kur-
kuminom na smanjenje pada vijabilnosti, primecuje se da je najmanja
koncentracija u odnosu na kontrolu u tome znacajno efikasna, dok najveca
koncentracija izaziva znacajan pad vijabilnosti. Iz ovoga se moze zakljuciti
da je tretman potencijalno efikasan, ali da ga je neophodno dalje optimi-
zovati.

Za sintezu Cestica je koriSéen protokol u kome su Zelatin i arapska
guma u optimalnom odnosu i na optimalnim temperaturama za lutein, ksan-
tofil, koji je u njih inkapsuliran (Qv et al. 2011). Imajuéi to u vidu, trebalo
bi odrediti optimalni odnos Zelatina i arapske gume i optimalnu temperaturu
za inkapsulaciju kurkumina u Cestice, jer efikasnost inkapsulacije moze
drasti¢no da varira i kod jedinjenja koja imaju relativno sli¢na fizicka i
hemijska svojstva. Zelatin i arapska guma mogu i sa drugim supstancama
da grade Cestice, kao na primer sa proteinom surutke (Weinbreck et al.
2004). S obzirom na to da se kompatibilnost supstance koja treba da se
inkapsulira sa materijalom u kapsuli ogleda prevashodno u polarnosti,
trebalo bi ispitati koliko efikasno Zelatin i arapska guma sa drugim sup-
stancama mogu da grade Cestice. Kada se odredi sastav Cestica za najefi-
kasniju inkapsulaciju, treba varirati koncentracije tih Cestica u tretmanima
¢elija zbog drasti¢nih razlika u dobijenim rezultatima u ovom eksperi-
mentu.

Takode, potrebno je dalje istraziti mutacije do kojih je dovelo UV-A
zracenje ove talasne duZine i jacine i zasto su se ¢elije bas na taj nacin
promenile. IstraZivanje se mozZe razviti i u smeru otkrivanja interakcija
celija sa Cesticama. Sistemi za ciljano dopremanje lekova u obliku mikro-
Cestica ili nanocestica fukcioniSu tako $to u telu pri interakciji sa odredenim
ligandima koji su specifi¢ni za ¢elije odredenog tkiva (Lamprecht et al.
2001). Samim tim se zaStita od zra¢enja ne mora zasnivati samo na me-
hanickoj, ve¢ se moze modulisati ¢elijski metabolizam i samim tim odgovor
epidermisa na zracenje.
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Viladana Susic¢

Optimization of Treatment with Curcumin Encapsulated
in Gelatin/Gum Arabic Complexes as a Defense of the
B16 Melanoma from the UV-A Radiation

Curcumin, a pigment from the plant Curcuma longa, is one of the
many pigments that play a role in the defense against UV radiation.
Howver, it has been shown that the products resulting from its photo-
degradation can lead to cell damage or cell death. The bioavailability,
photostability, and thermostability of curcumin can be prolonged by an en-
capsulation into photostable and non-toxic particles, which are generally
used for a drug delivery in the in vivo and in vitro systems. One of these
complexes is the complex of gelatin and gum arabic. In this study, the cells
of mouse melanoma B16 were exposed to the UV-A radiation in order to
determine the optimum concentration of these particles with encapsulated
curcumin, which would lead to the protection of the cells from the UV radi-
ation and reduce the photolability of curcumin. The results showed that the
particles with the highest concentration of curcumin did not prevent its
photodegradation, and therefore this treatment led to a significant decrease
in cell viability compared to the control group. By contrast, the treatment
with lower concentrations of encapsulated curcumin has been shown to be
effective in inhibiting the curcumin photodegradation. Empty particles, as
expected, did not exhibit a cytotoxic effect even at higher concentrations.
Moreover, it is possible to exhibit cytoprotective effects, since the treated
cells have mildly reduced the expression of catalase enzymes, the expres-
sion of which in principle correlates with the intensity of oxidative stress, in
this case caused by UV radiation. @
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