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INDUKCIJA APOPTOZE JEDAN OD MEHANIZAMA CITOTOKSICNOSTI
ANTIPROLIFERATIVNOG EFEKTA HIPERICINA

APOPTOSIS INDUCTION AS ONE OF THE MEHANISMS OF CYTOTOXIXITY
AND ANTIPROLIFERATIVE ACTION OF HYPERICIN

Tatjana Sokolovi¢ (1), Milica Lazovi¢ (2), Dusan Puri¢ (3), Viada Cekié (4)

(1) PLIVA TEVA, BEOGRAD, (2) INSTITUT ZE REHABILITACIJU BEOGRAD, (4) INTEGRISANE
STUDIJE FARMACIJE, MEDICINSKI FAKULTET U KRAGUJEVCU, (4) HEMOFARM AD, BEOGRAD

Sazetak: Zivot, rast i razvoj visecéelijskog organizma zavisi od njegove sposobnosti da, sa jedne strane,
stvara nove ¢elije procesom Celijske proliferacije i uniStava stare procesom programirane Celijske smrti. Rast
tkiva, bilo da je ono normalno ili maligno, odreden je kvantitativnim odnosom izmedu nivoa ¢elijske proli-
feracije i nivoa Celijske smrti. Apoptoza je programirana éelijska smrt koja se odlikuje specificnim funkciona-
Inim promenama koje su u korelaciji sa morfoloskim promenama u jedru i citoplazmi. Kranji rezultat tih prome-
na je stvaranje apoptoti¢nih telasaca, pri ¢emu je intergritet ¢elijske membrane ofuvan. O¢uvanost mitohondrija
je jos jedno obelezje apoptoze. Mitohondrije ne bubre i ne gube svoju funkciju, tacnije funkcionalno su aktivne u
apoptoticnim telascima. Jednom inicirana programirana smrt ¢elije (PCD) uslovljava pokretanje kaskade bio-
hemijskih reakcija, ¢iji je krajnji rezultat degradacija i fragmentacija genomske DNK. Glavni nosioci u bio-
hemijskim reakcijama su proteaze (kaspaze) i nukleaze. Mnoge studije ukazuju na antiproliferativne efekte ak-
tivnih principa nekih biljaka iz grupe flavonoida, flavona, hiperozida i drugih. Hipericin, fotosenzitivno, lipo-
solubilno diantronsko jedinjenje Hypericum perforatum (kantarion) je jedan od aktivnih principa biljaka, ¢ija su
antiproliferativna i fotocitotoksi¢na dejstva predmet mnogih in vitro i in vivo istrazivanja. Kompleksan proces
antiproliferativog dejstva hipericina rezultat je indukcije apoptoze, nastale aktivacijom vise biohemijskih me-
hanizama koji uklju¢uju inhibiciju protein kinaze C, smanjenje ekspresije Bcl-2 gena i/ili promenu oksidativhog
statusa.

Kljucéne re¢i:  celijska proliferacija, hipericin, apopotoza

Summary: Life, growth and development of a multicellular organism depends on its ability to create new
cells through the process of cell proliferation and destroy the old ones through the process of programmed cell
death. The growth of tissue, whether it is normal or malignant, is determined by the quantitative relation between
the rate of cell proliferation and the rate of cell death. Apoptosis is programmed cell death that is characterized
by specific functional changes that are correlated with morphological changes in the nucleus and cytoplasm. The
ultimate result of these changes is to create apoptotic bodies with preserved cell membrane integrity. The integri-
ty of mitochondria is another hallmark of apoptosis. Mitochondria do not swell, and do not lose their function,
namely they are functionally active in apoptotic small bodies. Once initiated programmed cell death (PCD) caus-
es a cascade of biochemical reactions which eventually results in degradation and fragmentation of genomic
DNA. The main carriers in biochemical reactions are proteases (caspases) and nuclease. Numerous studies point
to the antiproliferative effects of active ingredients of some plants from the group of flavonoides, flavones, hy-
peroside and others. Hypericin - photosensitive, liposulubile perihinone derivate of Hypricum perforatum (St.
John” Wort) is one of the active ingredients of plants the antiproliferative and fotocytotoxicity effects of which
have been subject of numerous in vitro and in vivo studies. The complexity of antproliferative effects induced by
hypericin is the result of apoptosis induction and includes many biochemical mechanisms such as protein kinase
C inhibition, suppression of Bcl-2 expression and/or change of oxidative status.

Key words: cell proliferation, hipericin, apopotosis

uvoD ¢elijske smrti, zavisi prvenstveno od prirode sig-
Celijska smrt predstavlja proces koji je suprotan od nala, ta¢nije da li ¢e delovati faktori mitoze ili
mitoze, ali ono $to im je zajednicko, jeste kom- faktori smrti.
pleksnost koja podrazumeva i slozenost procesa Apoptoza je programirana celijska smrt koja se
njihove regulacije. Da li ¢e Celija uéi u proces mi- odlikuje pored obaveznih funkcionalnih promena i
toze ili proliferacije ili u proces programirane specificnim morfoloskim promenama koje su u
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korelaciji sa prethodnim. Specificne morfoloske
promene deSavaju se u jedru i citoplazmi kroz pro-
ces kondenzacije hromatina kao i povecanje gustine
jedra i citoplazme i konacne fragmentacije ¢elija u
apoptoticna telaSca, pri cemu je intergitet plazma
membrane ocuvan, §to je jedna od razlika u odnosu
na smrt celije procesom nekroze. Ono Sto apo-
poptozu razlikuje od nekroze, jeste o¢uvanost mito-
hondrija, koje ne bubre i ne gube svoju funkciju,
tacnije funkcionalno su aktivne u apoptoti¢nim te-
laScima. Jednom inicirana, programirana smrt celije
(PCD) uslovljava pokretanje kaskade biohemijskih
reakcija Ciji je krajnji rezultat degradacija i fra-
gmentacija genomske DNK. Glavni nosioci u bio-
hemijskim reakcijama su proteaze (kaspaze) i
nukleaze.

U patologiji savremenog Coveka posebno mesto
zauzimaju neoplastiéna oboljenja kod kojih zbog
nemoguénosti kauzalne terapije znacajnu primenu
ima hemioterapija. Mnoge studije ukazuju na anti-
proliferativne efekte aktivnih principa nekih bi-
ljaka iz grupe flavonoida, flavona, hiperozida i
drugih. Jedan od aktivnih principa biljaka, ¢ija su
modulatorna dejstva na ¢elijsku proliferaciju pred-
met znacajnog broja u in vitro i in vivo studija je
hipericin.

Hipericin

Hypericum perforatum L. (kantarion, bogorodi¢na
trava, gospino zelje, St. John’s Wort) pripada
familiji Hypericacae. Hypericum se odnosi na
lekovitost biljke, dok perforatum ukazuje na citav
niz svetlih, prozirnih tacaka koje se uocavaju na
listovima i predstavljalju Zlezde sa etarskim uljem.
Za mnoge sistemske efekte kantariona odgovoran je
hipericin.

Ekstrakt kanatariona se danas Koristi kao anti-
depresiv, ali i kod psihovegetativnih poremecaja,
anksioznosti i uznemirenosti. Dokazano je da
hipericin ovo dejstvo ostvaruje inhibicijom enzima
monoaminooksidaze:  monoaminooksidaze A
(MAO A) i monoaminooksidaze B (MAOB), a
ispitivanja in vitro na mitohondrijama izolovanim
iz mozga pacova pokazala su da je ovo dejstvo
posebno izrazeno prema MAOB [1]. Kao posledica
nagomilavanja biogenih amina u velikom mozgu
nastaje povecanje psihomotorne aktivnosti i sman-
jenje depresivnih misaonih sadrzaja, a posle veéih
doza hipomanija, $to je u eksperimentalnim studi-
jama sa hipericinom na Zivotinjama i potvrdeno [2].

Apoptoza — programirana Celijska smrt

Zivot i rast éelija je interakcija kompleksnih
procesa koji ukljucuju ¢elisku duplikaciju, ¢éelisku
smrt, tj. procese koji su precizno regulisani. Celije

ulaze u ¢elijski ciklus i sledstvenu sintezu DNK kao
reakciju na eksterne faktore, ukljucujuci faktore
rasta i faktore adhezije. Tranzicija celije kroz faze
¢elijskog ciklusa je regulisana aktivnoséu ciklin-
zavisnih kinaza (cdk) i njihovih inhibitora (cki).
Radovima Kerra i saradnika 1971. i 1972. se po
prvi put obelodanjuje postojanje sasvim razli¢itog
oblika smrti ¢elije, nazvanog ,programirana smrt*
ili ,,samoubistvo Celije”, koji bi odgovarao fizi-
oloskoj smrti i koji je dobio naziv apoptoza, za
razliku od nekroze, koja predstavlja patolosku smrt
[3].

Apoptoza je proces koji se pokrece uticajima
znathno manjeg intenziteta nego kod nekroze, ali
dovoljnim da posredstvom indukcije ,,signala smr-
ti“ sama celija pokrene seriju kaskadnih reakcija
koje vode njenom uniStenju [4]. Pri tome u procesu
ucestvuje svaka Celija ponaosob, i to aktivnim pro-
cesom, zbog Cega je uveden naziv “samoubistvo
¢elije. Izraz apoptoza i programirana Celijska smrt
se Cesto upotrebljavaju kao sinonimi, premda apop-
toza podrazumeva i programiranu smrt Celije, ali i
odredene morfoloske promene, dok svaka pro-
gramirana smrt ne mora imati obelezje apoptoze

[5].

Funkcionalne promene u apoptozi

Svaka ¢elija koja je zapocela apoptozu prolazi kroz
tri funkcionalno razli¢ite faze: fazu inicijacije, fazu
aktivacije (efektorna faza) i fazu degradacije. Po-
jedini istraziva¢i apoptozi pridodaju i fazu fag-
ocitoze kao poslednju, sve do definitivne degradaci-
je makromolekula i struktura ovako umrle Celije
[6]. Faza inicijacije zapocinje delovanjem apop-
toti¢kih signala okoline - fizickih faktora (toplota,
radijacija), hemijskih faktora (toksini, neki lekovi) i
bioloskih faktora (virusi, bakterijski toksini,
onkogeni, slobodni radikali, supresori tumora).
Informacija se potom prenosi u éeliju, tako §to se
serijom enzimskih reakcija, aktivira unutra$nji
genetski kodirani program smrti. U inhibitore apop-
toze spadaju fizioloski i farmakoloski agensi i vi-
talni geni. NajznaCajniji medu njima su: faktori
rasta, ekstracelularni matriks, CD-40, androgeni i
estrogeni, Zn®*, promotori tumora i inhibitori
cistein-proteaze [7]. S obzirom na to da je farma-
koloski uticaj mogu¢ u oba smera, tj. u indukciji i
inhibiciji apoptoze, trasirane su nove smernice u
sintezi lekova [8].

Morfoloske promene u apoptozi

Osnovne morfoloske promene u toku apoptoze
desavaju se u jedru i citoplazmi. One se odvijaju u
tri faze. U prvoj fazi dolazi do kondenzacije hro-
matina u polumesecasta telaSca na periferiji jedra,
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dezintegracije jedra i redukcije njegove veli¢ine.
Elektronmikrosopski su potvrdene sledece pro-
mene: sakupljanje ukupnog celiskog volumena,
porast gustine celije, zbijanje Celijskih organela i
Sirenje EPR-a, dok su mitohondrije ostale ugla-
vnom morfoloski nepromenjene.

U drugoj fazi dolazi do bubrenja i deobe i jedra i
citoplazme i stvaranja mnogih apoptotickih telasca.
Ona mogu biti preuzeta na povrsini epitela ili fag-
ocitovana od strane susednih ¢elija ili makrofaga. U
tre¢oj fazi dolazi do progresivne degeneracije pre-
ostalog jedra i citoplazmatskih struktura [5].

Genska kontrola apoptoze

U kontroli apoptoze ucestvuje ve¢i broj gena.
Najbolje prouceni model je kontrola ovog procesa
kod crva (nematodes) Caenorabdites elegans, zbog
¢ega Su ovi geni nazvani ced-geni [9].

Do sada je poznato ukupno 13 gena, koji kod ovog
crva vr§e modulaciju programirane smrti (Slika).
Ostali geni determiSu proces fagocitoze i, kona¢no,
degradacije DNK [10]. Potvrdeno je da je ced-3 gen
slican interleukin 1B konvertuju¢éem enzimu (ICE),
koji moze izazvati apoptozu u kulturi fibroblasta
[11]. Kod sisara su poznate inetrakcije mnogih
poznatih faktora sa analognom funkcijom-humani
Bcl-2 blokira apoptozu Caenorrabditid elegansa, te
predstavlja analog gena ced-9. Inhibiciju apoptoze
vr$e i drugi proteini iz iste grupe-Bcl-XL i Mcl—1,
c-myc i p53 su, pak, antionkogeni koji mogu stimu-
lisati apoptozu [12], ali i uvesti u reparaciju, Sto
govori u prilog jedinstvu procesa proliferacije i
destrukcije. Antiapopti¢no dejstvo imaju i ostali
¢lanovi porodice onkogena Bcl-2, Mcl-1, NR-13,
Al, Bcl-w, Bax, Bak, s tim da poslednja dva takode
mogu delovati i proapoptoticki [12].

Enzimi koji uéestvuju u apoptozi

Jednom inicirana programirana smrt ¢elije (PCD)
uslovljava pokretanje kaskade biohemijskih reakci-
ja, €iji je kranji rezultat ireverzibilna degradacija i
fragmentacija genomske DNK. Glavni nosioci u
biohemijskim reakcijama su proteaze i nukleaze
koje katalizuju reakcije koje imaju kritiénu ulogu za
ulazak ¢elije u PCD [13].

Biohemijski put u toku ¢elijske smrti ostvaruje se
kroz dva procesa: spoljaSnjeg ,.extrising™ i unu-
trasnjeg ,.intrising*, koji deluju preko receptora
smirti ili procesa koji su locirani u mitohondrijama.
Apoptoza moze biti indukovana smanjenjem pri-
sustva antiapoptoticnih stimulatora, gubitka nor-
malne strukture mitohondrija i oslobadanjem cito-
hroma c ili ligand vezujucih receptora smrti. Na
ovaj nacin dolazi do aktivacije efektornih kaspaza u
mitohondrijama [13].

www.tmg.org.rs

Bez obzira na specificnost stimulusa apoptoze, ona
uvek ima za posledicu aktivaciju kaspaza, koje Cine
familiju cistein proteaza, a koje u normalnim uslo-
vima u ¢eliji postoje u obliku inaktivnih prekursora
[13]. Njihovom aktivacijom u apoptozi dolazi do
selektivnog cepanja velikog broja target proteina,
pri ¢emu imaju vaznu ulogu u inicijaciji efektorne
faze u kojoj su glavni medijatori. Do sada je pot-
vrdeno 14 kaspaza kod sisara koje su podeljene u tri
grupe [14]. Prvu grupu ¢ine kaspaze odgovorne za
produkciju citokina, dok kaspaze druge i trece
grupe imaju direktnu ulogu u apoptozi. U celoj
familiji izdvajaju se kaspaza 8, 9 i 10 kao inicijalne,
a kaspaze 3 i 6 kao efektorne kaspaze. Aktivacijom
efektornih kaspaza dolazi do cepanja citozolarnih i
jedarnih supstanci, u ¢emu aktivnu ulogu imaju i
enzimi odgovorni za razgradnju DNK [14]

Upravo razgradnja nuklearne DNK u nukleozomal-
nim jedinicama je jedna od najznacajnijih biohemij-
skih karakteristika celijske smrti apoptozom. Ot-
kriveno je i opisano nekoliko razli¢itih molekula
koji mogu da imaju endonukleaznu aktivnost.
Nukleaza koje uéestvuju u razgradnji DNK su DN-
aza | konstitutivno ispoljavaju svoju aktivnost u
tkivima koja su sa predispozicijom za apoptozu.
DN-aze Il, katjon nezavisne, sa optimalnom pH 5
definisane kao kisele DN-aze. Jedinstveno je pri-
hva¢eno misljenje da kaspaze i kaspaza zavisne
nuklaze imaju kljuénu ulogu u apoptozi. U svemu
tome je interesentna hipoteza o univerzalnoj ulozi
nekih proteina u apoptozi koji vrSe dvojaku
funkciju - inhibiraju proteolizu i $tite normalnu
strukturu i funkciju celije ili, sa druge strane,
potpomazu cepanje proteina i hromatina u apoptozi,
u uslovima kada se oslobode inhibitora [14].

Hipericin i éelijska proliferacija

Antiproliferativna svojstva i citotoksi¢nost hiperi-
cina dokazana su na mnogim celijskim linijama
[15,16].

Vandenbogaerde i saradnici (1997.) dokazali su da
je citotoksicnost hipericina na HeLa celijama u
nanomolarnoj koncentaraciji u direktnoj korelaciji
sa fotosenzibilizacijom. To je reprezentativni pri-
mer fotocitotoksi¢nosti, a mehanizam kojim hiperi-
cin ostvaruje ovo dejstvo je inhibicija protein
kinaze C [17].

Novija istrazivanja sve viSe potvrduju znacajno
mesto hipericina u apoptozi, ¢ime se otvara
mogucénost njegove primene u terapiji nekih tumora
[18, 19]. Fox i saradnici ispitivali su antiprolifera-
tivnu aktivnost fotoaktivnog hipericina na normal-
ne, transformisane i maligne T-limfocite, kao i
moguénosti njegove primene u terapiji limfoproli-
ferativnih bolesti koze [20]. Dokazano je da je



33

TIMOCKI
MEDICINSKI

Vol 38 (2013) br.1

GEAS*NCIK

Pregled literature

indukcija apoptoze jedan od mehanizama kojim
hipericin inhibira proliferaciju T-éelija. Potvrden je
dozno zavisni inhibitorni efekat na rast ¢elija pitui-
tarnog adenoma, §to on ostvaruje inhibicijom pro-
tein kinaze C (PKC) [21]. Weller i saradnici (1997.)
su potvrdili da hipericin indukuje apoptozu na
sedam celijskih linijja humanog malignog glioma,
uz dozno vremensku zavisnost i fotostimulaciju
[15]. Medutim, ova indukcija apoptoze iskljucuje
kao uzrok inhibiciju sinteze RNK i proteina, a ci-
totoksi¢nost hipericina ne dovodi u korelaciju sa
inhibicijom protein kinaze C, niti indukuje faktor
tumorske nekroze a (TNF o) i CD 95 liganda.

U prilog jashom uc¢e$¢u enzima odgovornih za
razgradnju  nukleinskih  kiselina u  procesu
degradacije i sledstvenog usmerenja celije u pro-
gramiranu smrt, ukazuju rezultati istraZivanja mo-
dulatorni efekti hipericina na aktivnost enzima
odgovornih za metabolizam nukleinskih kiselina,
DNA-ze i RNA-ze, u in vivo uslovima u dozno-
zavisnom dizajnu u uslovima nestimulisane i stimu-
lisane proliferacije na modelu 2/3 resekcije jetre
[22]. Ta¢nije, u uslovima nestimulisane proliferaci-
je zabeleZen je porast aktivnosti DNA-ze | i RNA-
ze 1 koji je u dinami¢kom odnosu sa koli¢inom
DNK i RNK [22]. Aktivnost kisele DNA-ze |1 prati
aktivnost alkalne DNA-ze | pri dozi koja je tera-
pijska za ispitivani preparat ¢iji je aktivni princip
hipericin, dok je smanjena aktivnost ovog enzima u
znac¢ajno viSim dozama od terapijske (10 puta)
rezultat pomeranja pH celije u pravcu alkalizacije
uslovljene uticajem hipericina. U uslovima stimuli-
sane proliferacije viSestruko aktivacija DNA-za |
aktivnosti ima signifikantan upliv na koli¢inu novo-
sintetisane DNK [22]. ZnaCajno manja aktivnost
DNA-ze li u uslovima stimulisane proliferacije u
odnosu na kontrolu potvrda je efekta alkalizacije
koja se javlja u uslovima proliferacije tkiva.

Sigurno je da hipericin poveéava citotoksi¢nost
velikog broja citostatika, ali to dejstvo je tkivno
specificno, tj. ne moze se objasniti jedinstvenim
mehanizmom. U prilog tome govore i istrazivanja
Vinay i saradnika (2006.) koja su opravdala ko-
riS¢enje hipericina kao adjuvatne terapije sa te-
mozolamidom u terapiji glioblastoma [23]. Hiperi-
cin svoje dejstvo ostvaruje inhibicijom protein
kinaze C. Tumorska regresija na Zzivotinjskom
modelu na tretmanu temozolamid i hipericin re-
zultat je dramati¢ne redukcije ekspresije Bel-2 i u
isto vreme znacajne indukcije apoptoze. Sva
navedena dejstva hipericina potvrdena su u uslo-
vima bez fotostimulacije [23].

Brojna istrazivanja govore u prilog primene Hiperi-
cin posredovane fotodinamske terapije kao potenci-
jalni  tretman malignih ali i nemalignih bolesti

(virusnih, gljivi¢nih, inflamatornih). Tako su Wang
i saradnici potvrdili da hipericin fotodinamska
terapija (HY PDT) inhibira rast humanih nazocelu-
larnih kancerskih ¢éelija CNE-2 i indukuje apoptozu
istih. Mehanizam kojim HY PDT deluje na celular-
nom nivou jeste povecanje broja ¢elija u S i G fazi
¢elijskog ciklusa, §to je u korelaciji sa uticajem na
DNK sintezu i replikaciju [24]. Isti autori su pot-
vrdili da HY PDT izaziva smrt CNE-2 ¢elija putem
kaspaza zavisne apoptoze, i to na nivou mitohondri-
ja (intrising signal), ali i kao extrising signalni put
koji podrazumeva TNF and FAS-ligand zavisni put
[24].

Antiproliferativno, tj. citotoksi¢no, dejstvo hiperi-
cina potvrdeno je i u uslovima kada on nije
fotostimulisan. Ovakav efekat hipericina moguce je
objasniti postojanjem slobodnog elektrona koji se
ponasa dvojako, kao akceptor ili donator. Otuda i
sam hipericin moze da ima dvojni oksidativni
efekat, da deluje kao prooksidans ili antioksidans.
Takode je potvrdeno da je oksidativni efekat hiperi-
cina funkcija njegove koncentracije, tj. aplikovane
doze [25].

Metodom hemiluminiscence dokazano je da je
hipericin antioksidans, tj. da inhibira stvaranje
slobodnih radikala [26] i deluje inhibitorno na ak-
tivnost glutation reduktaze [27]. Johnson i Pardini
(1998.) su ukazali na oSte¢enje mitohondrija kao
kriticni momenat za ispoljavanje fototoksi¢nosti
hipericina [27]. U prilog ovom stavu govori znaca-
jan porast aktivnosti enzima oksidativnog statusa
CuZn SOD, Mn SOD i katalaze posle fotoaktivacije
hipericina, a koji se oslobadaju iz osteéenih
mitohondrija. Inhibicija glutation reduktaze, tj.
izmena gluatation pula koja pomaze citotoksi¢nost
je jo§ jedan mehanizam kojim se mogu objasniti
antiproliferativna svojstva hipericina i znacaj kise-
onika u ispoljavanju njegovih fototoksi¢nih efekata
[27].

ZAKLJUCAK

Hipericin je fotosenzitivno, liposolubilno di-
antronsko jedinjenje koje se nalazi u kantarionu
(Hypericum perforatum), dobro je proucen sa
aspekta hemiijskih karakteristika, ali su dosta
proucavana i njegova farmakoloSka svojstva i kli-
nicka primena. FarmakoloSka dejstva hipericina
ukljucuju antidepresivno, antivirusno i baktericidno
dejstvo, odavno su poznata i primenjena u tradi-
cionalnoj narodnoj medicini.

Brojna istrazivanja na celijskim linijama in vitro
potvrdila su i dala znacajno mesto hipericina u
fotodinamskoj terapiji razli¢itih tumora (HY PDT).
Jo§ uvek mehanizam antitumorskog dejstva hi-
pericina nije dovoljno razjasnjen, ali se sigurnosé¢u
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