LEK. SIROV. God. XXXV Broj 35. Str. 89 — 101  Beograd 2015.

LEK. SIROV. Vol. XXXV No. 35. Pp.89—101  Belgrade 2015.
Originalni nauéni rad — Original scientific paper Rukopis primljen: 10.3.2015.
UDC: 615.324:593.4; 615.277 Prihvacen za publikovanje: 1.4.2015.

COBISS.SR-ID 220245004

IN VITRO ISPITIVANJE ANTITUMORSKE AKTIVNOSTI
EKSTRAKTA SUNDERA ACANTHELLA ACUTA

Tatjana Stanojkovié¢', Sanja Milovi¢?, Ivana Mati¢',
Nada Grozdanié', Zoran Kljaji¢®

!Institut za onkologiju i radiologiju Srbije, Pasterova 14, 11000 Beograd, Srbija
% Farmaceutski fakultet, Univerzitet u Beogradu, Vojvode Stepe 450, 11221 Beograd, Srbija
3 Institut za biologiju mora, Kotor, Dobrota, P. Fah 69 85330 Kotor, Crna Gora

IZVOD

Morski organizmi a sunderi posebno, predstavljaju znacajan izvor
novih jedinjenja sa dokazanim bioloskim, antiproliferativnim i
antitumorskim dejstvom. Sunder Acanthella acuta, poreklom iz
Jadranskog mora, Bokokotorski zaliv, sakupljen je sa prirodnog
lokaliteta i podvrgnut ekstrakciji radi ipitivanja antitumorskog
potencijala.  Citotoksi¢nost dobijenog dihlormetan/metanolnog
ekstrakta odredivana je na malignim c¢elijskim linijama HeLa
(adenokarcinom cerviksa): i LS174 (adenokarcinom debelog creva)
kao i na zdravim celijama MRC 5 (fetalnih fibroblasta pluca)
koris¢enjem kolorimetrijskog MTT testa. Ispitivani ekstrakt
Acanthella acuta ne pokazuje citotoksi¢no dejstvo prema normalnim
MRCS5 Celijama, dok je prema malignim celijama HeLa
(IC5=29.51+1.27ug/ml) i LS174 (1C5=9.92+0.54pg/ml) pokazan
znacajan citotoksi¢ni efekat. Takode, in vitro citotoksi¢na aktivnost
udruzena je sa znacajnom akumulacijom celija u subGl fazi
¢elijskog ciklusa uz opadanje procenta ¢elija u G2/M fazi, §to je
utvrdeno analizom ¢elijskog ciklusa na proto¢nom citometru.

Kljuéne redi:citotoksi¢nost, in vitro, HeLa, Acanthella acuta, ¢elijski ciklus.
UvVOD

Morski organizmi obuhvataju gotovo polovinu ukupnog biodiverziteta na
Zemlji, a morski ekosistem je verovatno najve¢i izvor supstanci koje mogu biti
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primenjene kao terapeutici.[1-3]. Sesilni morski beskicmenjaci kao Sto su sunderi,
plastasi i drugi, poseduju veliki broj bioloski aktivnih sekundarnih metabolita medu
nekoliko godina, otkriven je znaCajan broj novih metabolita sa farmakoloskim
osobinama poreklom iz morskih organizama a posebnu grupu ¢ine jedinjenja koja
imaju antitumorsko dejstvo. Najznacajnije grupe jedinjenja sa antikancerskim
dejstvom su alkaloidi, antrahinoni, benzotijazoli, makrolidi, peptidi, sfingolipidi,
steroidi, tanini, terpeni i terpenoidi [7-9]. Posebno bogat izvor strukturno novih
bioloski aktivnih sekundarnih metaboloita su morski sunderi koji se s pravom mogu
nazvati “hemijskim fabrikama” na stotine jedinstvenih jedinjenja. Sunderi su
jednostavni, visecelijski, sesilni beski¢menjaci bez pravih slojeva tkiva ili organa,
pokazuju citotoksicno dejstvo, inhibiraju proliferaciju malignih celija i potencijalni
su hemoterapeutici [10, 11]. Otkriveno je niz sekundarnih metabolite sundera koji su
mocni P-gp inhibitori i doprinose prevazilaZenju rezistentnosti (engl. multidrug-
resistant -MDR) [12]. Tako je pokazano da sifolenol A (sipholenol A) izolovan iz
sundera Callispongia siphonélla deluje kao dobar P-gp inhibitor u malignih ¢elija.
Naime, sifolenol A je povecavao citotoksi¢ni efekat paklitaksela, vinblastina i
kolhicina kod rezistentnih malignih ¢elija [13-15]. Jo$ jedan efikasan P-gp inhibitor
sterol acetat, Agosterol A, izolovan je iz morskog sundera Spongia sp. [16-18] kao i
kendarimid A izolovan iz sundjera Haliclona sp. Ciji je efekat ispitivana na
rezistentnoj KB-C2 malignoj ¢elijskoj liniji [19].

Interesantna grupa jedinjenja su i lamelarini, od kojih Lamelarin I izolovan
iz sundera Dendrilla cactos ispoljava izuzetno jau aktivnost u poredenju sa
verapamilom prema LoVo malignim ¢elijama rezistentnim na doksorubicin [20].
Takode, citotoksicno dejstvo ekstrakata sundera i njihovih sekundarnih metabolita
pokazano je i ispitivanjima na HeLa c¢elijama (Celije kancera cerviksa): HCT-116
¢elijama (kancer kolona) za sunder Hyrtios erecta [21]. Ekstrakt istog sundera,
Hyrtios erecta pokazao je zatim i na MCF-7 (kancer dojke): Hep-2 (kancer
laringsa) malignim ¢elijama veoma dobro citotoksi¢no dejstvo istovremeno, prema
normalnim Vero Celijama nije bilo znacajnog detektovanog efekta [22]. Medutim,
antikancerska svojstva sundera Acanthella acuta poreklom iz Jadranskog mora,
Bokokotorski zaliv, do sada nisu ispitivana, i ovo je prva studija sa podacima ove
vrste. Cilj ovog rada je ispitivanje antitumorskog dejstva ekstrakta sundjera
Acanthella acuta na malignim ¢elijama in vitro.

MATERIJAL I METODE
Priprema biljnog materijala
Sirovi uzorci Acanthella acuta (phylum Porifera) sakupljeni su iz

Jadranskog mora, Bokokotorski zaliv, u novembru 2012. godine. Nakon
sakupljanja, uzorci su oprani morskom vodom u cilju uklanjanja peska, sedimenta i
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morskih organizama. Uzorci sundera sortirani su u plasticne kese i zamrznuti.
Nakon odmrzavanja, svaki uzorak sundera je dobro ispran destilovanom vodom u
cilju uklanjanja soli i necisto¢a. Sirov biljni materijal je potom susen na vazduhu u
periodu od nedelju dana. Osus$eni uzorci sundera su spraSeni elektriénim mlinom i
odmah koris¢eni za dobijanje ekstrakata.

Priprema ekstrakta

Spraseni uzorci sundera su ekstrahovani procesom hladne maceracije u
trajanju od 48 h, uz periodi¢no mesanje. Kao sredstvo za ekstrakciju je koris¢ena
smeSa rastvaraca: dihlormetan/metanol (1:1). Odnos uzorka i sredstva za
ekstrakciju je bio 1:5 (m/V). Dobijeni tecni ekstrakti su filtrirani preko poroznog
celuloznog filtra i upareni na vakum uparivacu na 40 °C radi dobijanja suvih
ekstrakata.

Slika 1. Acanthella acuta
Picture 1. Acanthella acuta

Celijske linije
Antitumorsko dejstvo ekstrakta Acanthella acuta ispitivano je na slede¢im
humanim malignim ¢elijskim linijjama: HeLa (adenokarcinom cerviksa): i LS174
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(adenokarcinom debelog creva) kao i na zdravim celijama MRC 5 (fetalnih
fibroblasta pluc¢a).Sve pomenute Ccelijske linije su nabavljene od ustanove
American Type Culture Collection (Manasas, VA, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave).

Ciljne, adherentne ¢elijske linije su odrzavane u kulturi u vidu monosloja u
kompletnom hranljivom medijumu. Kompletni hranljivi medijum predstavlja
RPMI 1640, pH 7.2, u koji se dodaje 10% serum fetalnog goveceta (FBS, engl.
fetal bovine serum): termicki inaktivisan tokom 30 minuta na 56°C, L-glutamin (3
mM): streptomicin (100 pg/ml): penicilin (100 IU/ml) i HEPES (25 mM). Celijske
kulture su gajene u inkubatoru na temperaturi od 37°C, u atmosferi vazduha
obogacenim 5% CO?2 i zasi¢enim vodenom parom.

Reagensi za odrzavanje celijskih kultura: RPMI 1640, DMEM, FBS, L-
glutamin i HEPES su proizvodi kompanije PAA (Pasching, Austrija). Antibiotici koji
su dodavani u medijum su nabavljeni od kompanije Galenika a.d. (Beograd, Srbija).

Tretman Celijskih linija

Ispitivani ekstrakt Acanthella acuta je najpre rastvoren u dimetil sulfoksidu
(DMSO): do stok koncentracije od 20mg/ml. Nakon toga, ekstrakt je u hranjivom
medijumu razblazen do odgovaraju¢ih radnih koncentracija. U testovima za
odredivanje celijskog prezivljavanja (MTT test) [23,24] koriS¢ene su mikrotitar
ploce sa 96 bunari¢a (Nunc, Nalgene, Danska). Celije su ravnomerno zasejavane u
odgvarajucoj gustini. Gustina HeLa celija je bila 2000 ¢elija po bunari¢u u 100pl
podloge, LS 174 ¢elija 7000 c¢elija po bunari¢u u 100ul podloge, a gustina MRC5
¢elija 5000 celija po bunaricu u 100ul podloge; kao slepa proba koris¢en je
hranljivi medijum. 24 ¢asa nakon zasejavanja celija, u bunarice sa malignim
¢elijama kao 1 u odgovarajuée slepe probe, dodato je po 50 ul pet razlicitih
koncentracija ispitivanog ekstrakta, a na kontrolne ¢elije i slepe probe, dodato je po
50 ul svezeg hranjivog medijuma. Finalne koncentracije ekstrakta primenjene na
ciljne éelije bile su: 100, 50, 25, 12.5, i 6.25 pg/ml. Celije su inkubirane 72h u CO2
inkubatoru na 37C°. Nakon inkubacije, u svaki bunari¢ je dodato po 20ul MTT
rastvora (SmgMTT/ml PBS): a 4h kasnije je dodato 100 pl rastvora 10% SDSa.
Sledec¢eg dana, absorbanca je merena na 570nm na ELISA ¢itacu. U eksperimentu
je pracen citotoksicni efekat ispitivanog ekstrakta odnosu na kontrolnu grupu
ciljnih éelija raslih u svezem medijumu. Celijsko preZivljavanje je izradunato tako
§to se absorbanca uzoraka sa tretiranim ¢elijama (At): oduzima od absorbance
uzoraka sa slepom probom, (As): pomnozi sa sto, i na kraju podeli sa absorbancom
kontrole, (AK-As).

S ) = (At-As) x 100 / (Ak-As)

ICso koncentracija se definiSe kao koncentracija agensa koja za 50 % inhibiSe
¢elijsko prezivljavanje u odnosu na netretiranu kontrolu.
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Morfoloske promene
Morfoloske promene nastale kao efekat dejstva ispitivanog ekstrakta na HeLa i
LS174 maligne ¢elije pracen je invertnim svetlosnim mikriskopom (Carl Zeiss).

Analiza faza Celijskog ciklusa

Dejstvo ekstrakta na promenu u distribuciji ciljnih HeLa ¢elija u pojedinim
fazama ¢elijskog ciklusa ispitano je analizom na protocnom citometru [25].

Hela ¢elije (3 x 105 ¢elija) su gajene u hranjivom medijumu u six well
plejtu tokom 24 h inkubacije u CO, inkubatoru. Nakon toga, adherentne ¢elije su u
eksponencijalnoj fazi rasta izlozene dejstvu ekstrakta u koncentraciji od ICs
odredenom kori¢enjem MTT testa Celije su inkubirane u CO2 inkubatoru na 37
°C, u hranjivom medijumu sa ili bez ispitivanog ekstrakta, kontinuirano, 24 h, 48 h
i 72 h. Nakon svake tacke inkubacije, celije su posmatrane pod svetlosnim
mikroskopom, prikupljene u epruvetu i po potrebi tripsinizirane, a zatim
centrifugirane na 2000 rpm, 10 min. Talog ¢elija je resuspendovan i ispran u
fosfstnom puferu (PBS)-u.

Talog analiziranih ¢elija, (dobijen iz predhodnog ispiranja) resuspendovan
jeu 200 ul PBS-a i fiksiran sa 2 ml ledenog 70 % etanola uz meSanje na vorteksu.
Celije se inkubiraju u etanolu i na ledu minimalno 30 min, a tako pripremljeni
uzorci mogu se cuvati nedelju dana pre bojenja i analize na proto¢nom citometru.
Nakon fiksacije, ¢elije se joS jednom ispiraju u PBS-u, supernatant se odlije, a talog
resuspenduje u 800ul PBS-a. Zatim se uzorci inkubiraju 30 min na 37 °C u
prisustvu 100 pl rastvora RNaze A (koncentracije 1mg / ml). Na kraju, nakon
tretmana RNazom A, u uzorak se dodaje 100 pl rastvora propidijum jodida (PI)
koncentracije 400 pg/ml. Obojena suspenzija celija, predhodno promuckana na
vorteksu, analizira se na proto¢nom citometru. Analiza ¢elijskog ciklusa i DNK
sadrzaja uradena je na protocnom citometru (Becton Dickinson FAC-Scan flow
cytometer, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA): a DNK histogram je analiziran
koris¢enjem CellQuestR softvera, za mimum 10000 ¢elija po uzorku.

REZULTATI I DISKUSIJA

In vitro citotoksi¢na aktivnost ekstrakta sundera Acanthella acuta

Ispitana je citotoksi¢na aktivnost ekstrakta Acanthella acuta prema ciljnim
malignim ¢elijama (HeLa i LS174 ¢elije) kao i prema normalnim MRCS5 celijama
in vitro. Rezultati ovih eksperimenata su prikazani u Tabeli 1., kao ICso vrednosti
(koncentracija ekstrakta koja dovodi do smanjenja prezivljavanja malignih celija za
50 %) odredene MTT testom pri kontinuiranom dejstvu ekstrakta nakon 72 h
inkubacije.
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Tabela 1. Citotoksi¢ni efekat ekstrakta Acanthella acutana HeLa, LS174 i MRCS5 ¢elije
Table 1. Cytotoxic effects of Acanthella acuta extract on HeLa, LS174 and MRC-5 cells

Ekstrakt*

Extract* HeLa LS174 MRC-5
ICso(ng/ml)

Acanthella acuta 29.51+1.27 9.9240.54 >200

* Koncentracija ispitivanog ekstrakta koji dovodi do 50 % smanjenja prezivljavanja HeLa,
LS174 i MRC-5 ¢elija ( izraZen kao ICsy, pg/ml + S.D.) Acanthella acuta ekstrakt je
inkubiran sa ¢elijama tokom 72 h.

* Concentrations of examined extract that induced a 50 % decrease in HeLa, LS174 and
MRC-5 cell survival (expressed as ICsy, pg/ml + S.D.). Acanthella acuta extract was
incubated with cells for 72 h.

Testirani ekstrakt je ispoljio selektivino dozno-zavisno citotoksi¢no dejstvo
prema malignim Celijskim linijjama. Efekat na prezivljavanje ciljnih ¢elija koje su
tretirane ispitivanim ekstraktom predstavljen je na Slici 2.

—y— L5174
140 -
—f— Hela
120 4 _ —te— MRC5
. -
J - o
r
== 100 :1 -
2, =
=
]
2 80 -
=
®
t=1 60 -
o
=
2 40 4
20 A
0 T
o 50 10 150
koncentracija ekstrakta (pg?ml)

Slika 2.Grafik prezivljavanja ciljnih malignih ¢elija (%) u funkciji koncentracije
ekstrakta Acanthella acuta (ug/ml).

Picture 2. Survival of malignant cells (%) as a function of the concentration of the
extract Acanthella acuta (mg / ml).
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Dobijeni rezultati pokazuju da ekstrakt sundera Acanthella acuta pokazuje
znacajnu citotoksiénu aktivnost prema testiranim malignim c¢elijama in vitro.
Nasuprot, ispitivani ekstrakt nije pokazao citotoksicno dejstvo prema normalnim
MRCS5 ¢elijama (ICso > 200 pg/ml). Ukoliko se posmatra osetljivost malignih
¢elijskih linija na citotoksicno dejstvo ekstrakta, potrebno je da se istakne da su
LS174 ¢elije adenokarcinoma debelog creva bile znacajno, i do tri puta osetljivije
na citotoksi¢nost ekstrakta u odnosu na osetljivost humanih ¢elija adenokarcinoma
cerviksa HeLa celija. Dobijeni rezultati su u skladu sa do sada publikovanim
podacima. Naime, u poslednjih desetak godina raste broj publikacija koje se odnose
na ispitivanje citotoksicnog efekta ekstrakata i izolovanih jedinjenja poreklom iz
sundera. Tako, pokazana je znacajna citotoksicnost metanolnog i dihlarmetanolnog
ekstrakta sundera Neopetrosia prema HeLa ¢elijama [26].

A B

Slika 3. Svetlosna mikroskopija HeLa i LS174 ¢elija inkubiranih 72h u prisustvu ili
odsustvu 100pg/ml ekstrakta: A) kontrola HeLa; B) A. acuta tretman HeLa celija;
C) kontrola LS174; D) A. acuta tretman LS174 celija (uvecanje 12.5X, 1.6X,
6.3/0.2).

Figure3. Light microscopy of HeLa cells incubated LS174 and 72h in the presence
of or absence of 100 mg / ml of extract: A) HeLa control; B) A. acuta treatment of
HeLa cells; C) control LS174; D) A. acuta treatment LS174 cells (magnification
12.5X, 1.6X, 6.3/0.2).
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Slika 4. Efekat ekstrakta Acanthella acuta na distribuciju ¢elijskog ciklusa. HeLa
¢elije su inkubirane 24 h, 48 h 1 72 h u prisustvu ili odsustvu ekstrakta (ICso pg/ml)
i pripremljene za analizu faza celijskog ciklusa proto¢nim citometrom.

Figure 4. The effect of the extract Acanthella acuta on the distribution of the cell
cycle. HeLa cells were incubated for 24, 48 and 72 h in the presence or absence of
the extract (ICso pg/ml) and prepared to analyze the phase of cell cycle flow
cytometry.
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Isto tako, heksanski i etil acetatni ekstrakti sundera Jaspis diastra
ispoljavaju citotoksi¢no dejstvo prema Hela celijama, indukujuéi apoptozu Sto je
pokazano proto¢nom citometrijom [27]. Takode, jedna ranija studija [28], bavi se
ispitivanjem citototsi¢nog dejstva 22 vrste sundera poreklom sa obala Brazila na
malignim HL-60, HCT-8, MDAMB435, i SF-295 ¢elijama. Pokazano je da sunderi
Agelas clathrodes, Agelas sp., Dictyonella sp., Hyattella intestinalis, Aplysina
muricyana, Amphimedon compressa, Geodia corticostylifera i Monanchora
arbuscula ispoljavaju od umerene do veoma znacajne citotoksi¢ne aktivnosti (ICsg
u rangu od 85.46 do 1.56 pg/ml).

Analiza promena u distribuciji faza éelijskog ciklusa

Analiziran je efekat ekstrakta na promene ¢elijskog ciklusa ciljnih malignih
¢elija. Efekat sundera Acanthella acuta pracen je nakon kontinuiranog tretmana
¢elija odgovaraju¢im koncentracijama ekstrakta. Na Slici 4. prikazana je
distribucija faza ¢elijskog ciklusa HeLa ¢elija nakon 24 h, 48 h i 72 h inkubacije pri
koncentraciji ICs, ispitivanog ekstrakta. Rezultati ovog eksperimenta su pokazali
da testirani ekstrakt primenjen pri koncentraciji ICsy dovodi do vremenski-zavisnog
povecanja procenta ciljnih HeLa ¢elija u subG1 fazi celijskog ciklusa. Ve¢ nakon
24 h dejstva dolazi do vidljivog povecanja procenta ciljnih HeLa celija u subGl
fazi ¢elijskog ciklusa u odnosu na procenat kontrolnog uzorka HeLa celija u subG1
fazi. Nakon 48 h i 72 h inkubacije analizirani ekstrakt i dalje snazno indukuje
nagomilavanje ¢elija u subG1 fazi ¢elijskog ciklusa i reciprocno opadanje ¢elija u
G2/M fazi u populaciji HelLa celja. Promene u distribuciji celijskog ciklusa,
ukazuju da ekstrakt Acanthella acuta indukuje apoptozu u ciljnim HeLa ¢elijama.
Nasi rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima; naime, pojedini sunderi
dovode do apoptotskih promena u distrubuciji celijskog ciklusa i znacajnog
nagomilavanja ¢elija u subG1 fazi [29,30].

ZAKLJUCAK

Uporednom analizom citotoksicnog efekata, morfoloskih promena i
¢elijskog ciklusa, sti¢e se uvid u antitumorsko dejstvo ekstrakta sundera Acanthella
acuta. ZakljuCujemo da analizirani ekstrakt pokazuje citotoksi¢ni efekat prema
ciljnim malignim ¢elijama. Takode, nasi rezultati potvrduju da ispitivani ekstrakt
poseduje znacajan antitumorski potencijal zahvaljuju¢i selektivnom i izrazenom
citotoksicnom i proapoptotskom dejstvu prema malignim ¢elijama u odnosu na
normalne celije, §to ga svrstava u red kandidata za dalja ispitivanja. Dalja
istrazivanja sundjera Acanthella acuta zahtevaju pre svega izolaciju do distih
jedinjenja, dalje rasvetljavanje i karakterizaciju jedinjenja koja su odgovorna za
biolosko dejstvo, a potom i preklinicke studije antitumorskog dejstva. Na kraju,
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verujemo da su sunderi svakako bogat izvor antikancerskih supstanci, a dobijeni
preliminarni podaci ukazuju na obecavajuéi potencijal sundera Acanthella acuta.
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SUMMARY

Seaweeds are an excellent source of compounds with biological
activity.Particularly interesting are the sponges, which suited in medicine reaches
into the distant past. The biological effects of extracts and new compounds from
sponges have been reported in numbers of scientific papers. Sponges produce a
plethora of chemical compounds with widely varying carbon skeletons, which have
been found to interfere with pathogenesis at many different points. Due to this,
sponges have the potential to provide future drugs against important diseases, such
as cancer. All of this makes them particularly interesting to examine the antitumor
activity. In this paper for the first time presented a data of investigations of
antitumor activity of extract of sponge Acanthella acuta, in vitro. Crude samples of
Acanthella acuta (phylum Porifera) were collected from the natural locality in
Adriatic Sea, the Bay of Kotor, and subjected to extraction. After that, we
examined the cytotoxicity and cell cycle distribution of dichloromethane/methanol
(1:1) extract of Acanthella acuta, on two human malignant cell lines, human cervix
carcinoma (HeLa)and human colon carcinoma (LS174): and also a normal fetal
lung fibroblast cell line (MRCS). The ICs values in the MTT assay in LS174 and
HeLa cells were ranged from 9.924+0.54 to 29.51+ug/ml. Moreover, cytotoxic
activity of Acanthella acuta extract on normal MRCS5 cells was not observed. Cell
cycle distribution was quantified by flow cytometry. In vitro antitumor activites
was accompained by an important subGl accumulation of Hela cells after
treatment of tested cell lines with extract.

Key words: HeLa cells, Acanthella acuta, cytotoxic activity, MTT assay, cell cycle.
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