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POPIS KRATICA

2D dvodimenzijsko

3D trodimenzijsko

AMP adenozin-monofosfat

ATP adenozin-trifosfat

CQ klorokin-difosfat

DAPI 4',6-diamino-2-fenilindol

DMEM (engl. Dulbecco's Modifield Eagle Medium) medij

DMF dimetilformamid

DMSO dimetil-sulfoksid

DNA deoksiribonukleinska kiselina

dUTP deoksiuridin-trifosfat

EDTA etilendiaminetetraoctena kiselina

ELISA (engl. Enzyme-Linked Immunosorbrnt Assay) enzimski povezani imunosorpcijski test
FBS (engl. Fetal Bovine Serum) fetalni govedi serum

FDA fluorescein diacetat

HALMED Agencija za lijekove i medicinske proizvode

HTS (engl. high-throughput screening) visokoproto¢na pretrazivanja
HZJZ Hrvatski zavod za javno zdravstvo

LDH laktat-dehidrogenaza

M mol/dm®

MIC (engl. minimal inhibitory concentration) minimalna inhibitorna koncentracija
MQ meflokin-hidroklorid

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid)
NADH nikotinamid adenin dinukleotid

NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

PBS (engl. phosphate-buffered saline) fosfatni pufer

Pl propidijev jodid

PPi pirofosfat

RNA ribonukleinska kiselina

SCGE (engl. single cell gel electrophoresis) gel elektroforeza jedne stanice
SYBR Synergy Brands

TdT terminalna deoksinukleotidil-transferaza



TEA trietilamin
TRIS tris-(hidroksimetil)-aminometan

TUNEL (engl. terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling)



1. UVOD

1.1. Razvoj lijeka

Prvi korak u razvoju novoga lijeka jest odabir bolesti. Najvise se razvijaju lijekovi za
kroni¢ne bolesti poput migrene, depresije, ¢ira na zelucu, debljine, raka i kardiovaskularnih
bolesti. Sam proces je dugotrajan, moze trajati dulje od 15 godina, §to ovisi 0 raznim
¢imbenicima Koje treba imati na umu kod ispitivanja funkcionalnosti lijeka. Nakon odabira
bolesti, bitno je identificirati prikladne mete lijeka (Katzung, 2018.). To su najéesée geni,
RNA, razli¢iti funkcionalni proteini npr. receptori, enzimi, transportni proteini. Da bi se
mogla odabrati idealna meta, potrebno je poznavati patologiju i patofiziologiju odabrane
bolesti, odnosno molekularne mehanizme procesa koji se zbivaju u pozadini. Poznavanjem
toga lakSe se moze zakljuciti je 1i bolje npr. razvijati agoniste ili antagoniste odredenog
receptora ili primjerice inhibitore odredenih enzima. Razvojem genomike i proteomike
povecao se broj poznatih meta Sto znanstvenicima predstavlja izazov za otkrivanje spojeva
koji stupaju u interakciju s njima kako bi se odredila njihova funkcija i moguénost da postanu

nove potencijalne mete lijekova (Patrick, 2013.).

1.1.1. Insilico ispitivanja

Razvojem znanosti unaprijedena je i tehnologija kojom se pretrazuju nove molekule kao
potencijalni lijekovi. Samim time, povecava se broj molekula s obe¢avaju¢om aktivnoscu te
se ubrzava sam proces razvoja novog lijeka. Velik broj farmaceutskih tvrtki zna¢ajno ulaze u
razvoj kombinatorne kemije i visokoproto¢nih pretrazivanja (high-throughput screening,
HTS) (Verbanac i sur., 2005.). Kombinatorna kemija nova je tehnologija razvijena kako bi se
smanjili troSkovi i skratilo trajanje razvoja novoga lijeka. Koristi se za ispitivanje velikog
broja novih molekula. HTS je omogucio brzo i ucinkovito testiranje djelovanja novih
molekula na velik broj potencijalnih meta (Seneci i Miertus, 2000.). Automatizacijom HTS-a
omoguceno je testiranje stotine pa Cak i tisuée spojeva dnevno. lako je porastao broj
sintetiziranih i testiranih molekula, broj molekula s kojima bi se nastavio daljnji razvoj i dalje
je ostao mali. Poboljsanje ucinkovitosti HTS-a moze se posti¢i koristeci razlicite in silico
metode. In silico, odnosno racunalnim stimulacijama, mogu se otkriti potencijalne interakcije

izmedu molekula i izabranih meta. Metoda je relativno jeftina, $to je dodatna prednost (Leach
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I Hann, 2000.). Olaksava i ubrzava razvoj lijeka te omogucuje odabir samo molekula s
visokim potencijalom iskoristivosti u daljnjem istrazivanju. Prije bilo kakvog
eksperimentalnog istrazivanja, reprezentativni skup spojeva pretrazuje se in silico kako bi se
ogranicio samo na molekule koje potencijalno djeluju na ciljane makromolekule na Zeljeni
nacin i zeljenim afinitetom. Takvim pretrazivanjem, ograni¢en broj molekula odabire se za
bioloska ispitivanja (Kubinyi, 2003.).

Uspjesnost in silico pretrazivanja moze se izraziti kao istinito pozitivan omjer, lazno
pozitivan omjer te kao faktor obogacivanja (Waszkowycz i sur., 2001.). Nacin na koji ¢e se in
silico pretrazivanje provoditi ovisi 0 broju struktura, ali i 0 saznanjima o metama i ligandima.
In silico metode mogu se ugrubo podijeliti na dvodimenzijsko (2D) i trodimenzijsko (3D)
pretrazivanje strukturne sli¢nosti, odnosno molekularno i podatkovno modeliranje, grupiranje
farmakofora ovisno o ligandu ili meti i molekularno ,,docking and scoring® (Verbanac i sur.,
2005.) sto podrazumijeva ubacivanje malih molekula u strukturu makromolekularnih meta i
ocjenjivanje njihove potencijalne komplementarnosti (Kitchen i sur., 2004.). Navedene
metode cesto Se kombiniraju s ciljem povecanja ucinkovitost in silico pretrazivanja.
Ucinkovitost vec¢ine metoda ovisi o pripremi spojeva. U reprezentativnom setu svaka je
molekula zapisana u jedinstvenom, standardiziranom 2D obliku  (www.mol-
net.de/software/tautomer).

Razli¢ite ionske vrste, tautomerni oblici te stereoizomeri jedne molekule mogu imati
razli¢iti afinitet vezanja prema istoj ciljnoj molekuli. Stoga prije in silico metoda, spojevi
moraju biti prebaceni u ispravno ionizacijsko stanje, sve moguce tautomerne oblike (ili barem
energetski najprihvatljivije) te sve topoloski i stericki moguce ili samo najstabilnije
stereoizomere. Za svaku molekulu treba biti kreirana pouzdana 3D struktura. Rezultati
dobiveni metodom ,,docking and scoring ovise uvelike o kvaliteti 3D strukture ciljanih
molekula (Chen i sur., 2002.).

Da bi makromolekula bila izabrana kao terapijska meta treba biti prepoznata kao
terapijski cilj te predstavljena u specijaliziranoj bazi podataka. Takoder, moraju biti dostupne
strukture makromolekula dobivene pomoc¢u rendgenskih zraka, a metabolicki poremecaji
vezani uz proteinsku funkciju isto tako trebaju biti opisani. Ovisno o tipu tzv. docking
algoritma koji ¢e se koristiti, ovisi i sama priprema ciljne molekule. Osobita se pozornost
obraca na polozaj vodikovih atoma, izbjegavanje sudaranja atoma i ispravljanje orijentacije
aktivnih mjesta hidroksilnih grupa. Ponekad molekule vode koje se nalaze u aktivnom mjestu

utjecu na vezanje liganda pa treba obratiti paznju i na njih. Takoder, ioni metala mogu biti od


http://www.mol-net.de/software/tautomer
http://www.mol-net.de/software/tautomer

presudne vaznosti za funkcioniranje ciljanih molekula, stoga se i oni moraju uzeti u obzir
prilikom formiranja kompleksa izmedu ciljane molekule i liganda (Jones i sur., 1997.).

Ucinkovitost 3D virtualnog pretrazivanja ovisi o fleksibilnosti same strukture. lako je
vrlo bitna, fleksibilnost ciljane molekule je izrazito kompleksan problem i1 ne uzima se izricito
u obzir te se protein promatra kao rigidan. Koristi se njegova kristalna struktura (Verbanac i
sur., 2005.).

1.1.2. In vitro ispitivanja

In vitro ispitivanjima mogu se dobiti odredeni podaci koji bi se inace dobili testovima na
Zivim organizmima. Provode se na specifi¢nim tkivima, stanicama ili enzimima.

Kada su u pitanju mikrobioloska ispitivanja, mete su bakterijski mikroorganizmi kao §to
su Staphylococcus auresu, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Escherichia
coli, Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenzae itd. te gljivice poput Sacharomyces
cerevisiae, Candida species i dr. Poletno pretrazivanje novih spojeva provodi se na
odredenom skupu mikroorganizama. Time je omoguéeno otkrivanje osnovne aktivnosti te
djelovanje na rezistentnim organizmima koji nose razliite gene ze rezistenciju i ispoljavaju
rezistenciju razli¢itim mehanizmima. Sojevi se uzgajaju na Miller-Hintonovom agaru.
Izuzetak su sojevi Streptococus i Haemophilus koji se uzgajaju na krvnom i ¢okoladnom
agaru (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2000.). Minimalna inhibitorna
koncentracija (MIC) odreduje se metodom razrjedenja na mikrotitarskoj plo€ici osim za
Streptococus. Rezultati se ocitavaju vizualno, a minimalna se inhibitorna koncentracija
izrazava kao najniza koncentracija koja pokazuje 90 % inhibicije rasta (Wiegand i sur.,
2008.).

Citotoksicnost se takoder ispituje na stanicama. Ispitivanje citotoksi¢nosti omogucuje
otkrivanje potencionalne toksi¢nosti novih spojeva. Upravo je toksi¢nost potencijalnih novih
lijekova glavni razlog napustanja daljnjih istrazivanja tih molekula. Provodi se na stani¢nim
linijama kao $to su npr. THP-1, COS, Hep G-2, CHO, A549, COR-L23, itd (Slater, 2001.).
Ispitivanje se provodi na nacin da se stanice u fazi rasta tretiraju lijekom. Stanicama je
omoguceno razmnozavanje kako bi se mogle razlikovati odrzive stanice sposobne proliferirati
1 odrzive stanice koje nemaju tu sposobnost. Broj odrzivih stanica moze se odrediti pomoc¢u 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijevog bromida (MTT) koji mjeri mitohondrijsku

aktivnost sukcinat-dehidrogenaze zivih stanica. Sukcinat-dehidrogenaza kida tetrazolinski
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prsten i prevodi MTT u smedu boju. Koli¢ina nastalog MTT-formazan mjeri se
spektrofotometrijski na 490 nm (Mosmann, 1983.).

Spojevi mogu utjecati i na enzime kao $to su npr. kinaze, peptidaze, transferaze, ligaze.
Taj se utjecaj takoder moze mjeriti u HTS-u, a nadin detekcije ovisi 0 vrsti ispitivanja
namijenjenog za pojedini enzim. Mjerenjem apsorbancije, fluorescencije, luminiscencije i
fluorescentne polarizacije moZe se otkriti aktivnost enzima (Seethala, 2000.). Cesto koristena
metoda jest enzimski povezani imunosorpcijski test, ELISA metoda (engl. Enzyme-Linked
Immunosorbrnt Assay; ELISA). Test se provodi na mikrotitarskoj plocici pri cemu se jazice
oblazu supstratom. Dodatkom odredenog spoja dolazi do kompeticijske reakcije izmedu
supstrata i spoja za aktivno mjesto enzima. Tijekom te reakcije moze se odrediti specifi¢na
aktivnost enzima (Aydin, 2015.).

Razvoj genetickog inZenjerstva omogucio je dizajniranje mnogih in vitro testova.
Transkripcijsko profiliranje DNA predstavlja relativno novu tehniku analize ekspresije gena
(Walsh i Henderson, 2004.). Omogucuje pretrazivanje i pohranjivanje cijelog genoma na
jednom ¢ipu. Znanstvenici tako mogu dobiti bitne informacije o interakcijama ispitivanog
lijeka i velikog broja gena vaznih kod odredene bolesti. Tehnika takoder ima i veliku vaZznost
u medicini omogucéujué¢i molekularnu karakterizaciju bolesti, razvoj lijekova i procjenu
rezultata lijeCenja (Verbanac i sur., 2005.).

U ranoj fazi razvoja lijeka provodi se Amesov test. Amesov test jest test za otkrivanje
potencijalne mutagenosti i karcinogenosti. Provodi se na mutiranoj bakteriji Sallmonela
typhimurium koja ne moze sintetizirati aminokiselinu histidin. Za njen rast histidin treba biti
dodan u medij. Zbog male koli¢ine dodanog histidina, bakterija ubrzo prestaje s rastom 1
razmnoZzavanjem. Ukoliko kolonije bakterija nastave s rastom i razmnoZavanjem, to znaci da
je doSlo do mutacije u divlji tip. To ukazuje na mutagenost ispitivanog spoja (Barbezan i sur.,
2017.).

1.1.3. In vivo ispitivanja

Upotreba Zivotinjskih modela u istrazivanjima rezultirala je novim saznanjima o tome
kako potencijalni novi lijekovi utjeCu na Zivotinje i ljude. To je joS uvijek jedini nacin da se u
potpunosti procijeni ucinkovitost, farmakologija, farmakokinetika i sigurnost potencijalnog
lijeka prije pocetka klinickih ispitivanja na ljudima. Postoji velik broj zivotinjskih modela kao

Sto su misSevi, Stakori, zecevi, macke, psi, ribe koji se koriste u razvoju lijekova. Na njima se
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ispituje sigurnost, podnosljivost te farmakokineti¢ka svojstva (Gowder, 2013.).

Akutna toksi¢nost najc¢escée se ispituje na zenkama Stakora. Postupno se primjenjuju doze
od 5, 50, 300 1 2000 mg/kg. Pocetna doza odabire se na temelju prijasnjih opazanja. Ne smije
izazvati smrt ili jaki toksicni ucinak, ali uzrokuje pojavu nekih znakova toksicnosti. Sljedeca
skupina Zivotinja moze biti tretirana nizom, odnosno viSom dozom. Za svaku dozu koja se
ispituje obi¢no se koristi pet Zivotinja istog spola. Postupak se nastavlja dok se ne utvrdi
letalna doza, odnosno doza koja izaziva smrt ili doza koja uzrokuje evidentnu toksi¢nost.
Takoder, utvrduje se najvisSa doza kod koje nema toksi¢nih ucinaka te najniza doza koja
uzrokuje smrt.

Subkroni¢na toksi¢nost moze se odrediti metodom ponavljanih doza nakon S§to je
proveden test akutne toksi¢nosti 1 nakon §to su dobivene pocetne informacije o toksi¢nosti.
Ispitivanje traje 90 dana. Dobivaju se informacije o potencijalnim opasnostima koje se
javljaju pri ponovljenoj dugotrajnoj primjeni lijeka, informacije o ciljnim organima,
moguénosti akumulacije te se procjenjuje stupanj izlozenosti kod kojeg nema vidljivih $tetnih
uCinaka. IstraZivanje omogucéuje prepoznavanje spojeva koji pokazuju ucinak na
reproduktivne organe, neurotoksikoloski i imunoloski u¢inak. Najéesc¢e se koristi Stakor, ali
mogu i druge vrste glodavaca. Svaka visina doze mora se ispitati na najmanje 20 Zivotinja.

Kroni¢na se toksi¢nost ispituje na nacin da se ispitivani spoj primjenjuje svakodnevno
kroz ve¢i dio Zivotnog vijeka pokusne Zivotinje, a treba trajati najmanje 12 mjeseci. Zivotinje
se svakodnevno promatraju kako bi se otkrili znakovi toksi¢nosti. Preporuka je da se
ispitivanje vr$i na $takorima, iako se mogu koristiti i druge zivotinjske vrste. Svaka doza mora
se ispitati na najmanje 40 zivotinja, a ispituju se najmanje tri doze. Najniza doza ne bi trebala
pokazivati znakove toksi¢nosti za razliku od najvise doze.

Ispituje se 1 ucinak na reprodukciju. Paralelno se provode i kontrolna ispitivanja.
Kontrolna skupina Zivotinja je identi¢na ispitivanoj skupini, osim $to nije tretirana ispitivanim
lijekom. Gravidne pokusne Zivotinje tretiraju se ispitivanim lijekom te se promatra ucinak
lijeka na te Zivotinje kao i na organizam koji se razvija u maternici. Procjenjuje se uc¢inak na
majku, potencijalna smrt, strukturne abnormalnosti ili promijenjeni rast fetusa. Gravidne
zivotinje primaju lijek najmanje od implantacije do jednog dana prije dana planiranog
usmréivanja. Zivotinje se usmrte te se na njima vri carski rez. Pregledava se sadrzaj
maternice. Na plodu se traze vanjske anomalije te promjene na mekim tkivima i kosturu.
Ispitivanje se vrsi na Zenkama $takora ili kunica koje jo$ nisu imale potomstvo, njih oko 20.

Test karcinogenosti provodi se na nacin da se ispitivane zivotinje tretiraju lijekom svaki

dan ve¢i dio njihovoga zivotnog vijeka. Zivotinje se svakodnevno promatraju, za vrijeme i
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nakon §to budu izlozene ispitivanoj tvari, s ciljem otkrivanja znakova toksi¢nosti, prvenstveno
karcinoma. Biljezi se vrijeme pojavljivanja karcinoma, lokalizacija, dimenzije, izgled i
progresija tumora koji je moze vidjeti okom ili opipati. Ispitivanje se provodi na glodavcima
ili neglodavcima, njih najmanje 100 za svaku dozu. Na Stakorima traje 24 mjeseca, a na
miSevima i hrécima 18 mjeseci. Paralelno se provode i kontrolna ispitivanja. Kontrolna
skupina zivotinja je identi¢na ispitivanoj skupini, osim §to nije tretirana ispitivanim lijekom.
Sto se tie farmakokinetike, ispituje se apsorpcija, distribucija, metabolizam i
izluCivanje. Brzina i stupanj apsorpcije mogu se odrediti s obzirom na koli¢inu lijeka u
tjelesnim izlucevinama kao Sto su mokraéa, izmet, zu¢, usporedbom koli¢ine lijeka koja se
izlu¢i putem bubrega kod ispitivane i kontrolne skupine ili odredivanjem povrsine ispod
krivulje ispitivanog lijeka uz usporedbu s referentnom skupinom. Do kvalitativnih podataka o
raspodjeli dolazi se tehnikama autoradiografije, dok je za kvantitativne podatke Zivotinje
potrebno usmrtiti u razli¢ito vrijeme nakon izlaganja lijeku te odrediti koncentraciju i koli¢inu
lijeka u tkivima i organima. Intenzitet i nacin metabolizma odreduju se analizom bioloskih
uzoraka. Kod istrazivanja izluéivanja, skuplja se mokraca, izmet ili izdahnuti zrak. Koli¢ina
lijeka u tim izluCevinama se mjeri dok se ne izlu¢i 95 % primijenje doze (www.oecd-

ilibrary.org).

1.1.4. Klinicka ispitivanja

Ukoliko lijek ima Zzeljeni ucinak na Zzivotinjskim testovima, bolji je od postojecih
lijekova, ima prihvatljivu farmakokinetiku, malo metabolita, prihvatljivo ty, i ukoliko nema
ozbiljnih nuspojava (nakon in silico, in vitro i in vivo ispitivanja), slijede klinicka ispitivanja.
Provode se zbog znacajnih razlika u djelovanju lijekova na zivotinje i Covjeka. Velika je i
razlika u farmakokinetici lijeka u Zivotinjskom organizmu 1 u ljudskom organizmu (Patrick,
2013.). Klinic¢ka ispitivanja prekidaju se ukoliko se pokaze da lijek nema Zeljenu aktivnost ili
nije siguran, odnosno izaziva ozbiljne nuspojave (Hughes i sur., 2011.).

U prvoj se fazi klinicki pokusi provode na malim grupama, 100-300 zdravih
dobrovoljaca. Svrha je provjeriti sigurnost lijeka, odnoso potencijalne nuspojave,
farmakokineticka svojstva, podnosljivost, tj. utvrduje se doza. Administracijama razliCitih
doza lijeka ispitanicima, utvrduje se raspon sigurnih i efikasnih doza lijeka. Pocetna doza
iznosi jednu desetinu najvece sigurne doze (po kg) koja je koriStena u Zivotinjskim pokusima.

Doza se postupno povecava dok se ne primijete blage nuspojave. Tako se odreduje najvisa
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podnosljiva doza. Broj ispitanika moze varirati. Za svaku dozu 6-12 ispitanika prima aktivnu
supstanciju, a 2-4 placebo. Kako bi se izbjegle potencijalne interakcije, ispitanici ne smiju
uzimati lijekove, kofein, alkohol ni cigarete. Ispituje se i utjecaj hrane na apsorpciju lijeka
kako bi se utvrdilo kada uzimati lijek ovisno o hrani (nataste, uz jelo ili neovisno o obroku).
Farmakokineticka ispitivanja prate apsorpciju, distribuciju i izlu€ivanje lijeka. U tu svrhu
koristi se radioaktivno oznacen lijek primijenjen na 4-8 ispitanika. Tijekom prve faze
klini¢kih ispitivanja, sigurnost nije uvijek najbolje ispitana, a nuspojave mogu, ali i ne moraju
biti posljedica uzimanja lijeka. Medutim, ukoliko se primjeti i dokaze da je neka ozbiljna
nuspojava uzrokovana lijekom, klinicka se ispitivanja prekidaju.

U drugoj fazi studije se provode na odabranoj skupini bolesnika i obi¢no traje oko dvije
godine. Ispituje se ucinak na bolest, odnosno terapijska vrijednost lijeka, kratkorocna
toksicnost, farmakokinetika, najbolji na¢in doziranja te se utvrduju dnevne i pojedinacne
doze. Faza Il dijeli se na inicijalnu fazu i kasnije studije. Inicijalna faza (lla) provodi se na
ograni¢enom broju pacijenata. Svrha joj je utvrditi ima li lijek terapijsku vrijednost te ima li
nekih ocitih nuspojava. Ukoliko je uc¢inak vidljiv, a pojavnost nuspojava neznatna, klinicki se
pokusi nastavljaju. Kasnije studije (IIb) ukljucuju veéi broj pacijenata. Provode se kao
dvostruko slijepe randomizirane placebo kontrolirane studije. Pacijenti su podijeljeni u 2
skupine, od kojih jedna prima lijek, a druga placebo. U slijepoj studiji samo pacijent ne zna
prima li lijek ili placebo, dok u duplo slijepoj studiji niti lije¢nik niti pacijent ne znaju
primjenjuje li se lijek ili placebo. Krajnja tocka (endpoint) koristi se za objektivno mjerenje
ucinka lijeka. Uobicajene krajnje tocke ukljucuju jaku toksicnost, ublazavanje simptoma i
poboljsanje kvalitete Zivota.

Prije zavrSetka faze II, moZe se zapoceti faza III klinickih ispitivanja. Obi¢no traje oko
tri godine, a provode se jednaka ispitivanja kao i u fazi II samo na vecoj grupi pacijenata.
Pacijenti koji uzimaju lijek usporeduju se s onima koji uzimaju placebo ili neki
konvencionalni lijek. Konvencionalni lijek ili lijek-pomo¢ moze se dati pacijentima koji
uzimaju placebo jer bi kod odredenih stanja bilo neeti¢no pacijente lije€iti samo placebom.
Faza III takoder je podijeljena na fazu Illa i IIIb. U fazi Illa utvrduje se je li lijek stvarno
ucinkovit ili su njegovi ucinci posljedica placebo ucinka te se provodi i kona¢no optimiranje
doza. Lijek se moze registrirati ukoliko uspjesno prode kroz fazu Illa. U fazi IIIb lijek se
usporeduje s drugim lijekovima koji se koriste za istu indikaciju. Provodi se nakon uspjesne
registracije, ali prije odobrenja za stavljanje lijeka u promet.

Faza IV klinic¢kih ispitivanja provodi se nakon stavljanja lijeka na trziste. Ispituje se

ucinkovitost lijeka te se mogu otkriti rijetke ili neoc¢ekivane nuspojave tako da ova faza nikad
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ne zavrSava. Pojedine nuspojave mogu se javiti godinama nakon uvodenja lijeka na trziSte
(Patrick, 2013.).

Sve nuspojave na lijekove prijavljuju se u pisanom obliku odgovaraju¢em tijelu, u
Republici Hrvatskoj to je Agencija za lijekove i medicinske proizvode (HALMED). Ukoliko
se radi o cjepivima, u Republici Hrvatskoj nuspojave je potrebno prijaviti i Hrvatskom zavodu
za javno zdrvstvo (HZJZ). Nuspojave, kao i svaku sumnju na nuspojavu, duzni su prijaviti
zdravstveni djelatnici koji su u kontaktu s korisnikom lijeka, proizvodac¢ lijeka, nositelj
odobrenja za stavljanje lijeka u promet, nositelj odobrenja za paralelni uvoz, uvoznik i
veleprodaja. Ukoliko se radi o ozbiljnim nuspojavama, zdravstveni djelatnik koji sudjeluje u
klinickom ispitivanju kao ispitiva¢, duzan je nuspojave prijaviti narucitelju klinickog
ispitivanja i HALMED-u (www.halmed.hr).

Za sudjelovanje u prve tri faze klinickih ispitivanja nuZan je pristanak pacijenta. Unato¢
tome, pacijenti ¢esto nisu dovoljno informirani o samim ispitivanjima kako bi sami mogli
prosuditi korist tih studija pa cesto moze do¢i do etickih problema. Problem su i djeca.
Njihovo se sudjelovanje u klinickim ispitivanjima izbjegava. Smatra ih se umanjenim
odraslim osobama prilikom doziranja lijeka, iako to dakako nisu. Doza za odrasle prera¢unava
se s obzirom na tjelesnu masu djeteta, no farmakokineticki i farmakodinamski profil lijeka

znacajno se razlikuje kod odraslih i djece (Patrick, 2013.).

1.2. Citotoksiénost

Citotoksicnost je moguénost neke tvari da inducira stani¢nu smrt. Moze se utvrditi
promatranjem morfoloSkih promjena stanice, promjena u strukturi i integritetu stani¢ne
membrane, metabolicke aktivnosti stanice ili analizom DNA (Frey, 1995.; Riss i Moravec,
2004.).

Morfoloske promjene mogu se promatrati svjetlosnim, fluorescentnim ili elektronskim
mikroskopom. Jedna od najranijih metoda ispitivanja viabilnosti ukljucuje boju tripansko
plavilo (trypan blue). Zive stanice imaju netaknutu staniénu membranu pa uz pomo¢ pumpi
izbacuju boju natrag u medustani¢ni prostor van. S druge strane, u mrtve stanice boja ulazi i
boji ih plavo jer membrana viSe nije u moguénosti kontrolirati prolaz makromolekula. U
suspenziji stanica, stanice ne smiju biti u nakupinama kako bi se mogle promatrati pomocu
svjetlosnog mikroskopa. Hoechst 33342 je boja koja ulazi u stanicu i preferirano se veze na

andenin-timin podru¢ja u DNA. Pobudena ultraljubiCastom svjetlo§¢u emitira plavu
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fluorescenciju na 460-490 nm koja je moze promatrati pod fluorescentnim mikroskopom.
Hoechst 33342 koristi se za specificno bojanje jezgara zive stanice i tkiva. Metoda je
relativno neosjetljiva na pH 5-10, ali je osjetljiva na promjenu temperature i ionske jakosti,
gasSenje fluorescencije dvovalentnim kationima ili kationima teSkih metala (Atale i sur.,
2014.).

Pomocu FDA/PI mogu se uociti promjene u strukturi i integritetu stanicne membrane.
Fluorescein diacetat (FDA) ulazi u stanice i prelazi u zeleni fluorescentni metabolit
fluorescein. Stanicu boji zeleno. Suprotno tome, propidijev jodid (PI) ne prolazi kroz
membranu zivih stanica ve¢ samo mrtvih pri ¢emu se interkalira u dvostruku DNA uzvojnicu
i boji ju crveno (Jones i Senft, 1984.). Fosfatidilserin, pokazatelj apoptoze, kod Zivih stanica
nalazi se s unutarnje strane plazmatske membrane, a tijekom rane apoptoze prelazi na vanjsku
stranu te se na njega moze vezati stanicni protein aneksin V (Vermes i sur., 2005.). Jo$ jedna
Uobi¢ajena metoda za odredivanje citotoksicnosti temelji se na mjerenju aktivnosti
citoplazmatskih enzima koji oslobadaju ostecene stanice. Laktat-dehidrogenaza (LDH)
stabilan je citoplazmatski enzim Kkoji se nalazi u svim stanicama. Brzo se oslobada u
supernatant stani¢ne kulture kada je plazmatska membrana oste¢ena. Aktivnost LDH-a moze
se lako kvantificirati koristenjem NADH dobivenog tijekom pretvorbe laktata u piruvat. Npr.
NADH moze reducirati zutu tetrazolijevu sol u crveni formazan. Koli¢ina formazana izravno
je proporcionalna koli¢ini LDH u kulturi, koja je izravno proporcionalna broju mrtvih ili
oStecenih stanica (Kumar i sur., 2018.).

U stani¢noj kulturi prva i najcesce koriStena tetrazolijeva sol za mjerenje promjena u
metabolickoj aktivnosti je MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid)
(Stoddart, 2011.). Zbog svojih lipofilnih bo¢nih skupina i pozitivhog neto naboja MTT je u
stanju pro¢i stanicnu membranu. Reduciran je u Zivim stanicama mitohondrijskim ili
plazmatskim enzimima poput oksidoreduktaza, dehidrogenaza, oksidaza i peroksidaza
koriste¢t NADH, NADPH, sukcinat ili piruvat kao donor elektrona pri ¢emu nastaje u vodi
netopljiv formazan. Osim enzimskih reakcija postoje i razli¢ite neenzimske reakcije sa
redukcijskim molekulama poput askorbinske kiseline, glutationa ili koenzima A koji mogu
reagirati s MTT-om formiraju¢i formazan. Kolicina formazana, koja je proporcionalna broju

zivih stanica, mjeri se spektrofotometrijski (Prébst i sur., 2017.).
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Promjene u metabolickoj aktivnosti mogu se mjeriti i detekcijom i odredivanjem
koncentracije adenozin-trifosfata (ATP) bioluminiscencijski. Pokazano je da je sadrzaj
unutarstani¢nog ATP-a proporcionalan koncentraciji stanica u suspenziji. ATP je nukleotid,
derivat adenina i riboze. Glavni je prijenosnik energije u stanicama svih Zivih organizama.
Hidroliza ATP-a, kod koje dolazi do kidanja jedne ili dvije fosfatne skupine, pracena je
oslobadanjem energije. Unutarstani¢ni sadrzaj ATP-a glavni je pokazatelj odrzivosti stanica.
Nakon stani¢ne smrti, prvo se zaustavlja sinteza ATP-a stoga sadrzaj unutarstanicnog ATP-a
naglo pada na nultu vrijednost (Lomakina i sur., 2015.). Koncentracija ATP-a mozZe se
odrediti pomocu ispitivanja bioluminiscentnim testom. ATP je potreban sastojak u reakciji

kataliziranoj enzimom luciferazom:

D-luciferin + O, + ATP + Mg®* - oksiluciferin + AMP + PPi + hv

Prema ovoj shemi, organski supstrat (luciferin) brzo se oksidira kisikom u prisutnosti ATP-a i
magnezijevih iona u oksiluciferin uz istovremeno stvaranje pirofosfata (PPi) i AMP-a. U
pocetku je oksiluciferin u pobudenom stanju. Prelaskom u osnovno stanje emitira energiju.
Intenzitet emitirane energije proporcionalan je koncentraciji ATP-a i mjeri se luminimetrom
(Shama i Malik, 2013.).

TUNEL (engl. terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling),
DNA ljestve i komet test koriste se za otkrivanje apoptotskih stanica kod kojih dolazi do
razgradnje DNA (Suman i sur., 2011.). Jedno od biokemijskih obiljezja apoptoze jest
stvaranje slobodnih 3-hidroksilnih terminalnih skupina DNA kidanjem kromatina u
pojedinac¢ne oligonukleosome ili u vise fragmenata oligonuleosoma. TUNEL test koristi to
svojstvo oznacavajuci izlozene terminale skupine DNA te omogucavajuci tako vizualizaciju
jezgara koje sadrze fragmentiranu DNA. TUNEL bojenje koristi sposobnost terminalne
deoksinukleotidil-transferaze (TdT) da ugradi oznaceni dUTP na slobodnu 3-hidroksilni

terminalnu skupinu genomske DNA (Darzynkiewicz, 2008.). Vizualizacija se moze provesti
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pomoc¢u imunohistokemijskih tehnika. Kinetika obojenja TUNEL testa ovisi o koncentraciji
reagensa, fiksacija tkiva, opsegu proteolize i pristupacnosti pukotina DNA koje se razlikuju
ovisno o vrsti tkiva. Tehniku je vazno standardizirati koristeci presjeke tkiva tretirane s DNA
kao pozitivnu kontrolu i bez tretiranja TdT-om kao negativna kontrola kako bi se izbjegli
lazno pozitivni ili negativni rezultati (Kyrylkova i sur., 2012.). Komet test ili gel elektroforeza
jedne stanice (engl. single cell gel electrophoresis, SCGE) jest brza metoda koja se koristi za
otkrivanje oStecenja DNA. Nakon razdvajanja DNA na agaroznom gel baze nalikuju na
komet. Komet test koristi se za analizu jednolancane i dvolancane DNA (Olive i Banath,
2006.). Alkalni uvjeti pri pH 10 ili viSem omogucuju otkrivanje jednolan¢anih DNA lomova.
Alkalni pH prekida neskladne interakcije izmedu dusi¢nih baza u DNA tako da DNA lanci
postanu odvojeni. Neutralni pH (~7) prikladan je za otkrivanje lomova dvolan¢ane DNA jer
se odvajanje DNA lanaca ne dogada kod neutralnog pH (Olive i sur., 1993.). Postupak analize
kometa sastoji se od fiksacije stanice koja se analizira na predmetno stakalce, lize stanice i
elektroforeze na agaroznom gelu. Na kraju se DNA oboji i vizualizira (Majtnerova i Rousar,
2018.). Za bojenje DNA moze se koristiti etil-bromid, Pl, 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI),
akridin narancasto (Rydberg i Johnson, 1978.) ili Synergy Brands (SYBR) (Kim i sur., 2012.).
Ukoliko je doslo do prekida DNA, komet se opaza na gelu. Komet se sastoji od glave i repa
koji predstavljaju razliCite strukture DNA. Glava sadrzi jezgru S makromolekulama i
nefragmentiranom DNA, a rep se pretezno sastoji od jednolan¢ane DNA. Velicina rep
proporcionalna je razini ostecenja DNA (Olive i sur., 1993.). Tijekom apoptoze DNA se moze
pokidati na fragmente koji na gelu daju sliku ljestava (Elmore, 2007.). Prvo se kultivirane
stanice liziraju. Za lizu stanica koriste se puferi koji sadrze tris-(hidroksimetil)-aminometan
(TRIS) i etilendiaminetetraoctenu kiselinu (EDTA) s natrijevim kloridom. Dimetil-sulfoksid
(DMSO) se takoder moze koristiti za lizu stanica. Zatim se izolira fragmentirana genomska
DNA ekstrakcijom s fenolom i kloroform ili ekstrakcijom fenolom, kloroformom i
izoamilnim alkoholom. Digestija kontaminiraju¢e RNA vrsi se pomo¢u RNaze A. Nakon
izolacije 1 prociS¢avanja DNA slijedi elektroforeza. Negativno nabijeni fragmenti DNA
odvajaju se na agaroznom gelu pod utjecajem elekticnog polja, pri cemu DNA migrira prema
anodi. Na kraju se fragmenti DNA boje i vizualiziraju. Za vizualizaciju koriste se
fluorescentne boje poput etidijevog bromida koji je jak mutagen, pa je sigurnija i ekoloski

prihvatljivija alternativa SYBR-Safe (Majtnerova i Rousar, 2018.).
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1.3. Tumori

Karcinom je jedan od najveéih zdravstvenih problema danasnjice. Najcesce se javlja
karcinom dojke, prostate, kolonorektalni karcinom ili karcinom plu¢a koji je ujedno i
najsmrtonosniji (Zugazagoitia i sur., 2016.). Tumori su patoloske tvorevine koje nastaju
uslijed prekomjerne proliferacije abnormalnih stanica. Rast tumora je nesvrhovit, autonoman,
parazitarni, nepravilan 1 neorganiziran. Naj¢eS¢a je podjela na dobroc¢udne i zlocudne.
Dobroc¢udni ili benigni tumori ne ugrozajavu bitno zdravlje, rastu polagano, ograniceni su na
organ u kojem je tumor nastao te im je klinicki ishod uglavnom povoljan. Zlo¢udni ili maligni
tumori rastu puno brze pri ¢emu razaraju tkivo organa u kojem nastaju Sire¢i se u okolna
tkiva. Maligne transformacije stanica povezane su s genskim promjenama, a ukljucuju
onkogene, tumorske supresorske gene, gene koji sudjeluju u apoptozi i gene koji sudjeluju u
popravku DNA (Damjanov i sur., 2018.). Geni koji upravljaju kontrolom rasta i
diferencijacijom tumorskih stanica nazivaju se protoonkogeni, a prelaze u onkogene uslijed
tockastih mutacija, prekomjernog izraZzavanja, translokacijom i insercijom virusnog gena.
Delecijom ili prestankom normalnog funkcioniranja uslijed mutacije tumorskih supresorskih
gena, od kojih su najvazniji RB-1 i TP53, takoder moze do¢i do neoplasticne pretvorbe
stanica (Hanahan i Weinberg, 2011.). Apoptoza, poznata i kao programirana stani¢na smrt,
glavni je mehanizam odrZavanja homeostaze izmedu starih stanica i1 novostvorenih stanica.
SloZen je to proces u kojem sudjeluju brojni geni, a njihove mutacije mogu dovesti do
nastanka tumora (Wong, 2011.). DNA je izlozena djelovanju razli¢itih toksi¢nih kemikalija,
slobodnih radikala ili fizickih utjecaja koji mogu dovesti do njenog osSte¢enja. Vrlo je bitno
popraviti ta oStecenja prije diobe DNA kako se oSte¢ena DNA ne bi prenijela na novostvorene
stanice. Za to su zaduzeni DNA popravljacki enzimi koji takoder mogu mutirati i tako
pridonijeti nastanku i razvoju tumora (Jeggo i sur., 2016.).

Glavne karakteristike malignih tumora su: stalan poticaj na stani¢nu proliferaciju,
izbjegavanje apoptoze, gubitak ograni¢enja proliferacije, neoangiogeneza, invazija,
metastaziranje i Kkolonizacija udaljenih organa, promjene u stanicnom energetskom

metabolizmu te izbjegavanje imunosnog nadzora (Damjanov i sur., 2018.).
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1.4. Kemoterapija

LijeCenje tumora vrlo je kompleksno. Najvazniji nacini lijeCenja obuhvacaju kirursko
odstranjivanje, zraCenje, kemoterapiju, imunoterapiju, hormonsku terapiju ili ciljanu terapiju.
Kako bi se u¢inkovitost lije¢enja poboljsala, metode se ¢esto kombiniraju (MrSi¢-Krmpoti¢ i
sur., 2004.).

Kemoterapija predstavlja lijeCenje lijekovima koji se nazivaju citostatici. Ovisno o
mehanizmu djelovanja razlikujemo alkiliraju¢a sredstva (ciklofosfamid, karmustin, spojevi
platine), antimetabolite (5-fluorouracil, metotreksat), prirodne spojeve (vinblastin, taksani,
irinotekan) i ostale spojeve (erlotinib, bevacizumab). Koriste se i antibiotici poput
antraciklina, bleomicina, mitomicina (Mutschler i Derendorf, 1995.). Mete citostatika jesu
brzo proliferirajuce stanice tumora, ali i zdrave stanice koje se intenzivno dijele. Zbog njihove
neselektivnosti javljaju se nuspojave poput smanjene proizvodnje krvnih stanica, mucnina,
povracanje, mukozitis 1 alopecija. Kemoterapija se najcesce primjenjuje intravenski ili oralno.
Lijekovi zbog takvog nacina primjene djeluju sistemski. Uske su terapijske Sirine. Doze
pojedinog kemoterapeutika koje bi znacajno djelovale na tumor izazivaju jake nuspojave,
stoga se Cesto primijenjuje kombinirana kemoterapija. Kombinirana kemoterapija
podrazumijeva primjenu vise lijekova u razli¢itim dozama tijekom razdoblja lijecenja. Zbog
jakih nuspojava, smanjene kvalitete zivota 1 ponavljajuce terapije sve ¢eS¢e primijenjuje se
ciljana terapija (Katzung, 2018.).

Ciljana terapija prvenstveno djeluje na tumorske stanice na nacin da blokira specifi¢ne
molekule unutar tumorske stanice te tako usporava ili zaustavlja rast raka. Uzrokuje manje
nuspojava od konvencionalne kemoterapije (Saini i sur., 2012.). No ciljni lijekovi nisu
pokazali znacajan napredak u lijecenju te je klasicna kemoterapija i dalje najc¢eS¢i oblik
lijeCenja (Katzung, 2018.). S ciljem povecanja u¢inkovitosti, sintetiziraju se novi potencijalni

citostatici medu koje spadaju i derivati lipoicne kiseline.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Razvoj lijeka dug je, slozen i skup proces. In silico ispitivanjima svakodnevno se ispituje
velik broj novih molekula s potencijalnim ljekovitim djelovanjem. Nakon probira prikladnih
molekula slijedi optimizacija molekula u svrhu poboljSanja farmakokinetike 1
farmakodinamike. In vitro ispitivanjima, medu koje ubrajamo i test citotoksi¢nosti, mogu se
dobiti klju¢ni podaci o kojima ¢e ovisiti daljnji tijek ispitivanja, odnosno hoce li se nastaviti s
ispitivanjima ili ¢e ona biti prekinuta. Rak je nakon kardiovaskularnih bolesti drugi najces¢i
uzrok smrti u razvijenom svijetu. Postojeca terapija Cesto nije dovoljno ucinkovita ni
selektivna pa se traZze nove strategije lijeCenja, odnosno ucinkovitiji protutumorski lijekovi.
Glavni cilj koriStenja citostatika je uniStavanje isklju¢ivo zlo¢udnih stanica. Ukoliko se u
ranim fazama razvoja lijeka, odnosno in vitro ispitivanjima citotoksi¢nosti, pokaze da lijek
nije toksiCan za tumorske stanice, ispitivanja se obustavljaju jer to znaci da ne djeluje na
zeljeni nacin.

Cilj ovog in vitro ispitivanja bio je ispitati citotoksi¢nost derivata itakonske kiseline,
klorokin-difosfata i meflokin-hidroklorida kao potencijalnih citostatika na stanicama

hepatocelularnog karcinoma HepG2.

14



3. MATERIJALI i METODE

Spojevi koriSteni u radu derivati su itakonske kiseline. Itakonska Kkiselina je
dikarboksilna kiselina kod koje je jedna karbonilna skupina konjugirana s egzometilenskom
skupinom. Spojevi s itakonskom jezgrom su prirodni spojevi izolirani iz razli¢itih vrsta
lisajeva i gljivica. Tako je npr. cetomeli¢na kiselina, metabolic¢ki produkt lisaja Chaetomella,
poznata kao snazan inhibitor farnezil-transferaze te se moze iskoristiti u razvoju lijekova
protiv raka (Gibbs i sur., 1993.). Itakonska kiselina je prirodni spoj s Michael-akceptorskom
skupinom koja je odgovorna za kovalentno vezanje lijeka na cisteinski ostatak specificnog
proteina, a to je klju¢no strukturno obiljeZje nekih protutumorskih i antivirusnih lijekova
(Verbanac i sur., 2019.). Alfa-metilenska skupina itakonske kiseline je vrlo reaktivna te
omogucuje povezivanje itakonskih jedinica u polimere (Zerkowski i Solaiman, 2014.). U
sklopu istrazivanja prof. dr. sc. Branke Zorc te suradnica Ivane Perkovi¢ i Maje Beus
sintetizirani su derivati itakonske kiseline V1, V2, V3, V4, V6, V8, V9, MI3, MI5 i MI7 u
kojima je jedna karboksilna skupina itakonske kiseline esterificirana, a druga amidirana

razli¢itim aminima s benzenskim, kinolinskim ili indolskim prstenom (Shema 3.1.).

H R
N
N No/
R_
| 0 TEA, DCM
V1R =p-F
V2R = m-CF3
V3R = p-CFg
TEA, DCM
| \ O
~ o}
N
V4
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Shema 3.1. Sinteza konjugata itakonske kiseline

Za sintezu amido-esterskih konjugata VV1-V4 koristeni su kiselinski klorid monometil-itakonat

i odgovaraju¢i amin (Zorc i sur., 2019.). Za pripravu derivata V1-V3 upotrebljeni su 4-

fluoroanilin, 3-(trifluorometil)anilin odnosno 4-(trifluorometil)anilin, a za pripravu spoja V4

3-aminopiridin. Kao polazni spojevi za sintezu konjugata V6, V8, MI3, MI5 i MI7 koristeni

su monometil-itakonat i odgovaraju¢i amin, a njihova kondenzacija je provedena pomocu

HATU/DIEA. Konjugat V6 dobiven je iz 3-pikolilamina, a V8 iz 5-metoksitriptamina.

Konjugati MI13, MI5 i MI7 derivati su poznatih antimalarijskih lijekova s kinolinskom
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strukturom primakina (MI3), klorokina (MI5) i meflokina (MI17). Naime, razliciti
antimalarici pokazuju izravnu ili posrednu aktivnost protiv tumorskih stanica te se kao takvi
koriste u brojim klinickim ispitivanjima protiv razli¢itih vrsta karcinoma. Mogu se koristiti
sami ili u kombinaciji s uobi¢ajenim protutumorskim lijekovima (Zorc i sur., 2019.).
Simetri¢ni monodimer V9 s dva amidoindolska ostatka pripremljen je iz itakonske kiseline i

2-(5-metoksi-1H-indol-3-il)etan-1-amina.

CHa
CH, -
HM JH‘H«WN ~~CHa
I I
] j . 2H4PO,
I "N

Slika 3.1. Strukturna formula klorokin-difosfata

- HCI

Slika 3.2. Strukturna formula meflokin-hidroklorida
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Spoj

V1

V2

V3

V4

V6

V8

V9

MI3

MIS

MI7

CQ

MQ

Tablica 3.1. Pregled spojeva koriStenih u radu

kemijsko ime

metil-3-[(4-fluorofenil)
karbamonil)]but-3-enoat
metil-3-{[3-trifluorometil)fenil]
karbamonil}but-3-enoat
metil-3-{[4-trifluorometil)fenil]
karbamonil}but-3-enoat
metil-3-[(piridin-3-il)
karbamonil)]but-3-enoat
metil-3-{[(piridin-3-il)
metillkarbamonil}but-3-enoat
metil-3-{[2-(5-metoksi-1H-indol-3-
il)etillkarbamonil}but-3-enoat
(2E)-N'-[2-(5-metoksi-1H-indol-2-
il)etil]-2-metilbut-2-endiamid
metil-3-({4-[(6-metoksikinolin-8-

ilJamino]pentiltkarbamoil)but-3-
enoat

etil-3-({4-[(7-klorokinolin-4-il)
amino]butil}karbamoil)but-3-enoat
metil-3-[(4-{[2,8-bis
(trifluorometil)kinolin-4-il]
amino}butil)karbamoil]but-3-enoat
(7-klor-4-(4-dietilamino-1-
metilbutilamino)kinolin difosfat
[2,8-bis(trifluorometil)kinolin-4-il]
-piperidin-2-il-metanol hidroklorid

3.1. HepG2 stani¢na linija

molekulska
formula

C12H12FNO3

C12H12F3NO3

C12H12F3NO3

C11H12N203

C12H14N203

C17H20N204

C17H30N4O4

C21H27N304

C19H22CIN303

C21H21FsN303

C18H32CIN3OgP,

C17H17CIFgN2O

Mr

237,23

287,24

287,24

220,23

234,26

316,36

474,56

385,46

375,85

477,40

515,86

414,77

m (mg)

2,6

2,37

2,38

4,6

3,1

6,98

4,98

3,45

4,56

5,09

8,64

1,14

HepG2 stani¢na linija predstavlja in vitro model humanog hepatocelulanog karcinoma.

NajceS¢e je koriStena stanina linija u farmakotoksikoloSkim ispitivanjima. Stanice su

adherentne, rastu prihvacene za podlogu, i visokoproliferativne. Imaju sposobnost sinteze i
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izlu€ivanja proteina plazme, razgradnje kolesterola i triglicerida, sinteze Zuc¢nih kiselina i
glikogena. Stanice predstavljaju in vitro model ljudskih hepatocita, a najvec¢i nedostatak im je
njihova ograni¢ena ekspresija enzima i transportera (Donato i sur., 2014.). Uzgojene su u
DMEM mediju uz dodatak fetalnog govedeg seruma (engl. Fetal Bovine Serum, FBS) 10 %-

tne koncentracije u inkubatoru na 37 °C u atmosferi 5 % CO..

3.2. Uzgoj i presadivanje stanica

HepG2 stanice uzgajaju se u Dulbecco's Modifield Eagle Medium (DMEM)/F12 mediju,
Sigma-Aldrich (D8437, RNBC9916) u inkubaturu 1Q-650 na temperaturi 37 °C uz 5 % CO; i
90 % vlaznosti. Presaduju se u komori za sterilni rad, Thermo scientific, Msc-advantage, na
nacin da se medij dekantira. Stanice se isperu sa 10 mL slane EDTA otopine (EDTA (1 mM),
0,3 g, NaCl (150 mM), 8,7 g) koja se izvuce pipetom van. Zatim se dodaju 2 mL tripsin-
EDTA otopine, Sigma-Aldrich (T3924, SLBH5917). Tripsin zbog svoje proteazne aktivnosti
omogucuje odvajanje stanica od stanica i odvajanje stanica od podloge na kojoj rastu.
Uspjesnost odvajanja stanica provjerava se pod svjetlosnim mikroskopom. Stanice se prenesu
u epruveticu (falkonica). Boca se ispere s malo medija koji se takoder skuplja u epruvetu koji
se stavlja u centrifugu, Centrifuge 5810 R, Eppendorf. Stanice se centrifugiraju 8 minuta na
300 g. Nakon toga se supernatant dekantira, a stanice se resuspendiraju u 10 mL medija.
Zeljeni broj stanica resuspendiran u 10 mL medija se stavlja u bocu za uzgoj stanica, 175 cm?,
Greiner Bio-One GmbH, koja se inkubira. Za odrzavanje stani¢nih linija stanice se presaduju

2-3 puta na tjedan. Stanice koristene u pokusu presadivane su 7 puta.

3.3. Brojanje stanica

Kako bi odredio broj i vijabilnost stanica, stanice se prethodno oboje bojom triptan
plavo, 0,4 % otopina u PBS, na nacin da se 10 uL stanica pomijesa s 90 puL boje koja oboji
mrtve stanice 1 omogucava brojanje Zivih stanica koje nisu obojane jer pomoc¢u membranskih
pumpi aktivno izbacuju boju iz citoplazme. 10 pL te suspenzije se nanese na Neubauerovu

komoricu za brojanje stanica, ImProved Neubauer MillScience.
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Slika 3.3. Shematski prikaz Neunebauerove komorice i princip brojanja stanica

Stanice se broje pomo¢u mikroskopa, Zeiss, Axiovert $100, u 3 kvadranta povriine 1 mm?

paze¢i pritom da su ukljucene stanice koje se nalaze na lijevom 1 gornjem rubu dok
isklju¢ujemo stanice koje se nalaze na desnom i donjem rubu. Broj stanica ra¢una se prema
formuli:
ukupan broj stanica u 3 velika kvadrata x 10 x 10 000 = broj stanica/mL
3
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HepG2 stanice nasadene su na plocice s 96 jazica, Sigma-Aldrich, Cell Culture Plate with
Lid, SIAL0596. Za tretiranje koristeno je 35 000 stanica po jazici. Stanice karcinoma se
tretiraju sa prethodno pripremljenim otopinama sintetskih spojeva u koncentracijama 100 uM,
50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6 uM, 3 uM, 1,5 uM i 0,8 uM. Kao negativna kontrola koristi se
medij (DMEM), a kao pozitivna kontrola suspenzija stanica. Kao kontrola koristi se i DMSO,
otapalo u kojem su otopljeni spojevi, buduéi da je u visokim koncentracijama i sam toksican.

Radi se u duplikatu. Plo¢e se inkubiraju preko noc¢i na 37 °C u atmosferi 5 % CO,.

3.4. Test citotoksi¢ne aktivnosti

Zivot i proliferacija stanica odredena je mjerenjem stani¢nog metabolizma koriste¢i
MMT metodu. MTT je prah Zute boje koji se pripremi otapanjem u fosfatnom puferu (PBS).
Metabolicki aktivne stanice pretvaraju MTT u ljubicasto obojen spoj formazan dok odumrle
stanice nemaju sposobnost pretvorbe MTT-a. Mehanizam pretvorbe MTT-a vjerojatno
ukljucuje reakciju s NADH-om koji prenosi elektorne do MTT-a (Sylvester, 2011). Nakon
dodatka MTT-a, plo¢e se inkubiraju 1 sat na 37 °C u atmosferi 5 % CO,. Koli¢ina formazana,
koja je vjerojatno proporcionalna broju zivih stanica, mjeri se spektrofotometrijski na 490 nm

na UV-Vis spektrofotometru SpectraMax i3.
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4. REZULTATI

U ovom istrazivanju koristena je kultura stanica hepatocita humanog karcinoma jetre
HepG2, koja je tretirana s 13 sintetskih spojeva: 10 derivata itakonske kiseline, klorokin-
difosfatom, meflokin-hidrokloridom i staurosporinom u koncentracijama 100, 50, 25, 12,5, 6,
3, 1,51 0,8 uM. Staurosporin, inhibitor protein kinaza, Cesto se koristi u istrazivanjima kao
standardni agens koji inducira sani¢nu smrt. Ispitivala se citotoksi¢nost tih sintetskih spojeva
nakon 24 sata inkubacije u vlaznoj atmosferi pri 37 °C i 5 % CO,. PreZivljavanje stanica

odredeno je pomoc¢u MTT testa.

Slika 4.1. Mikrotitarska plo€ica s obojenim medijem za spektrofotometrijsku

analizu spojeva V1, V2, V3, V4, V6
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Slika 4.2. Mikrotitarska plocica s obojenim medijem za spektrofotometrijsku
analizu spojeva V8, V9, MI3, MI5, MI7

Slika 4.3. Mikrotitarska ploc¢ica s obojenim medijem za spektrofotometrijsku
analizu spojeva CQ, MQ, S
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Rezultati dobiveni ispitivanjem anilinskih derivata prikazani su na Grafovima 4.1., 4.2. 1 4.3.
Radi lakse usporedbe citotoksi¢nosti, u Tablici 4.1. navedene su njihove ICsq vrijednosti koje
predstavljaju koncentraciju spoja koja ubija 50 % ispitivanih stanica.
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Graf 4.1. Postotak prezivjelih stanica ovisno o koncentraciji spoja V1
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Graf 4.2. Postotak prezivjelih stanica ovisno o koncentraciji spoja V2
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Graf 4.3. Postotak prezivjelih stanica ovisno o koncentraciji spoja V3

Tablica 4.1. Citotoksi¢na aktivnost spojeva V1, V2 i V3 ispitana na kulturi stanica hepatocita

humanog karcinoma jetre HepG2

Spoj ICs0 (M)
V1 11,39
V2 8,97
V3 10,88

Rezultati dobiveni ispitivanjem piridinskih derivata prikazani su na Grafovima 4.4. i1 4.5.,a u
Tablici 4.2. prikazane su njihove 1Csq vrijednosti.
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Graf 4.4. Postotak prezivjelih stanica ovisno o koncentraciji spoja V4
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Graf 4.5. Postotak prezivjelih stanica ovisno o koncentraciji spoja V6

Tablica 4.2. Citotoksi¢na aktivnost spojeva V4 i V6 ispitana na kulturi stanica hepatocita

humanog karcinoma jetre HepG2

Spoj ICs0 (uM)
V4 2,16
V6 16,92
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Rezultati dobiveni ispitivanjem indolskih derivata prikazani su na Grafovima 4.6. i 4.7., a u
Tablici 4.3. prikazane su njihove 1Cs vrijednosti.
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Graf 4.6. Postotak prezivjelih stanica ovisno o koncentraciji spoja V8
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Graf 4.7. Postotak prezivjelih stanica ovisno o koncentraciji spoja V9

Tablica 4.3. Citotoksi¢na aktivnost spojeva V8 i V9 ispitana na kulturi stanica hepatocita

humanog karcinoma jetre HepG2

Spoj ICs0 (uM)
V8 17,67
V9 >100
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Rezultati dobiveni ispitivanjem kinolinskih derivata prikazani su na Grafovima 4.8, 4.9., 4.10
14.11. a u Tablici 4.4. prikazane su njihove 1Csq vrijednosti.
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Graf 4.8. Postotak prezivjelih stanica ovisno o koncentraciji spoja M13
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Graf 4.9. Postotak prezivjelih stanica ovisno o koncentraciji spoja MI15
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Graf 4.10. Postotak prezivjelih stanica ovisno 0 koncentraciji spoja M17
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Graf 4.11. Postotak prezivjelih stanica ovisno o koncentraciji spoja CQ

Tablica 4.4. Citotoksi¢na aktivnost spojeva MI3, MI5, MI7 i CQ ispitana na kulturi stanica

hepatocita humanog karcinoma jetre HepG2

Spoj
MI3
MI5
MI7

CcQ

1Cso (uM)
17,67
17,3
9,95
>100
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Rezultati dobiveni ispitivanjem meflokin-hidroklorida i staurosporina prikazani su na

Grafovima 4.12. 1 4.13., a u Tablici 4.6. prikazane su njihove ICsq vrijednosti.
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Graf 4.12. Postotak prezivjelih stanica ovisno o koncentraciji spoja MQ
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Graf 4.13. Postotak prezivjelih stanica ovisno o koncentraciji staurosporina

Tablica 4.5. Citotoksi¢na aktivnost spojeva MQ i staurosporina ispitana na kulturi stanica

hepatocita humanog karcinoma jetre HepG2

Spoj ICs0 (uM)
MQ 13,81
Staurosporin 11,98
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Tablica 4.6. Citotoksi¢na aktivnost spojeva ispitana na kulturi stanica hepatocita

humanog karcinoma jetre HepG2

Spoj 1Cs0 (uM)
V1 11,39
V2 8,97
V3 10,88
V4 2,16
V6 16,92
V8 17,67
V9 >100
MI3 17,67
MI5 17,3
MI7 9,95
cQ >100
MQ 13,81

Staurosporin 11,98



5. RASPRAVA

Rak kao jedan od najvecih javnozdravstvenih problema danaSnjice drugi je najcesci
uzrok smrti (www.who.int). Cimbenici rizika za nastanak malignih oboljenja su dob, rasa,
spol, socioekonomski status i geografski smjestaj. Broj oboljelih osoba u stalnom je porastu,
Sto je rezultat povecanog ocekivanja trajanja zivota i ve¢eg broja osoba koje dostizu godine
zivota u kojima se maligne bolesti ¢eS¢e pojavljuju (Stubblefield i O'Dell, 2009.). Unutar
tumora nastaju brojne promjene te zbog toga postoje¢a kemoterapija Cesto nije dovoljno
uc¢inkovita. Do malignih transformacija moze do¢i uslijed aktivacije protoonkogen i nastanka
onkogena koji poticu stani¢ni rast u tumorskim stanicama. Uzrok nastanka tumora moze biti i
smanjena aktivnost tumorsupresorskih gena, od kojih su najvazniji RB-1 i TP53. Uslijed
mutacija DNA popravljackih enzima, oSteCenja DNA mogu se prenijeti na novostvorene
stanice i tako doprinijeti nastanku i razvoju tumora. Rastu tumora doprinose i promjene u
putevima programirane stani¢ne smrti koja je zaduzena u odrzavanju homeostaze izmedu
starih stanica i novostvorenih stanica (Damjanov i sur., 2018.).

Otpornost stanica raka na kemoterapiju glavni je razlog njene nedovoljne ucinkovitosti.
Stanice raka razvijaju visSestruke, slozene mehanizme za izbjegavanje lijekovima izazvane
citotoksi¢nosti (Rebucci i Michiels, 2013.). Kako bi se povecéala u¢inkovitost terapije, traze se
novi lijekovi 1 nove strategije lijeCenja. Sve ceS¢e se primijenjuje ciljana terapija usmjerena
prvenstveno na tumorske stanice. No ciljni lijekovi nisu pokazali znaCajan napredak u
lijecenju te je klasicna kemoterapija 1 dalje najceS¢i oblik lijeCenja lijecenja (Katzung,
2018.).

Cilj ovog rada bio je ispitati citototoksi¢nost novosintetiziranih derivata itakonske
kiseline koji bi se mogli koristiti kao potencij
alni citostatici. Itakonska kiselina kao Michaelov akceptor kovalentno se veze na cisteinske
ostatke specifi¢nih proteina. To svojstvo imaju tirozin kinazni inhibitori epidermalnog faktora
rasta (EGFR-TKI) afatinib, neratinib, osimertinib, ibrutinib koji se koriste u terapiji
karcinoma (Zorc i sur., 2019.). U ovom radu ispitana je citotoksi¢nost 10 derivata itakonske
kiseline, Kklorokin-difosfata, meflokin- hidroklorida i staurosporina koji se koristi kao
standard. Njihova citotoksi¢nost ispitana je na stanicama hepatocita humanog karcinom jetre
Hep(G2. Ova stani¢na linija izabrana je kao modelni sistem za testiranje novih spojeva jer je
jednostavna za obradu, zadrzava mnoge morfolske karakteristike parenhimskih stanica jetre te
sadrzi nekoliko enzima odgovornih za aktivaciju razli¢itih ksenobiotika (Senthilraja i

Kathiresan, 2015.).
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Rezultati pokazuju razliku u citotoksi¢nosti izmedu anilinskih derivata. Medu njima je
Od ispitivanih spojeva najtoksi¢niji je piridinski derivat V4. Spoj V6 u svojoj strukturi
takoder sadrzi piridinski prsten koji je od amidne skupine odvojen jednim ugljikovim atomom
1 samim time pokazuje smanjenu citotoksi¢nost. Spoj V8 sadrzi indolski prsten, kao i spoj V9
koji je simetri¢ni homodimer i kao takav ne pokazuje znacajnu toksi¢nost. Konjugat MI3
derivat je primakina te pokazuje znacajniji citotoksi¢ni uc¢inak od klorokin-difosfata. Amido-
esteri MI5 i MI7 derivati su klorokina, odnosno meflokina. Vec¢u aktivnost na ispitivanu
stani¢nu liniju karcinoma pokazao je MI15 s klorom na polozaju 7 kinolinskog prstena.

Na temelju dobivenih rezultata mozemo pretpostaviti kako bi spoj V4 mogao biti baza za

razvoj novog protutumorskog lijeka.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata dobivenih spektrofotometrijskim mjerenjem nastalog formazana kao
produkta u metaboli¢ki aktivnim, vijabilnim stanicama linije HepG2 koja je prethodno
tretirana s derivatima itakonske kiseline, klorokin-difosfatom, meflokin-hidrokloridom i
staurosporinom u koncentracijskom nizu od 8 razli¢itih koncentracija, mogu se donijeti

sljedeci zakljucci:

e Svi ispitivani spojevi toksi¢ni su u odredenim koncentracijama za stanice

hepatocelularnog karcinoma HepG2.

.....

e Spojevi V9 i klorokin ne pokazuju znacajnu toksi¢nost. Njihova ICsqiznosi 100 pM.
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8. SAZETAK

Razvoj lijekova slozen je proces. ZapoCinje probirom molekula pomocéu racunalnog
modeliranja ¢ime se izdvajaju molekule s potencijalnim ljekovitim djelovanjem. Slijede in
vitro ispitivanja koja se naj¢e$¢e provode na specifi¢nim tkivima ili stanicama. Od velike su
vaznosti jer ukoliko molekule ne pokazu zeljenu aktivnost, daljni razvoj molekule se
obustavlja, ne provode se in vivo i klinicka ispitivanja. Test citotoksi¢nosti spada u skupinu in
vitro ispitivanja i kljucan je u razvoju citostatika. Citostatici djeluju na nacin da ubijaju
tumorske stanice. Neselektivni su, odnosno toksicni i za zdrave stanice pa izazivaju teske
nuspojave. Smanjenjem doze citostatika, smanjuju se i nuspojave. Zbog nedovoljne
ucinkovitosti postojecih terapija tumora, znanstvenici su u potrazi za novim, ucinkovitijim
lijekovima.

Tema ovog diplomskog rada bila je ispitati citotoksi¢nost derivata itakonske kiseline kao
potencijalnih citostatika. Ispitivanje je provedeno na stanicama hepatocelularnog karcinoma
HepG2. Stanice su tretirane otopinom sintetskih spojeva u razli¢itim koncentracima (100 uM,
50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6 uM, 3 uM, 1,5 uM, 0,8 uM). Vijabilnost stanica odredena je
pomocu MTT testa u kojem metabolicki aktivne stanice pretvaraju MTT u ljubic¢asto obojen
spoj formazan, dok mrtve nemaju tu sposobnost. Koli¢ina nastalog formazana koja je
proporcionalna broju zivih stanica odredena je spektrofotometrijski. Radi lakSe usporedbe
citotoksic¢nosti, rezultati su prikazani u obliku ICsy vrijednosti. Svi ispitivani spojevi
citotoksi¢ni su za stanice hepatocelularnog karcinoma HepG2. Najucinkovitiji je spoj V4 koji
je toksi¢an ve¢ pri niskim koncentracijama. To saznanje je bitno jer bi se mogao primjenjivati

u niskim dozama ukoliko prode ostale faze razvoja.
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SUMMARY

Drug development is a complex process. It begins with the screening of molecules by
computer modeling, by which the molecules with potential therapeutic effects are isolated. It
is followed by in vitro experiments which are usually carried out on specific tissues or cells.
These experiments are of great importance because if the tested molecules do not show the
desired activity, further development of the molecules is halted and in vivo and clinical trials
are not performed. The cytotoxicity test, which is crucial in the development of cytostatics,
belongs to the group of in vitro studies. Cytostatics act by killing tumor cells. They are non-
selective, i.e. toxic to healthy cells and cause severe side effects. Therefore, by reducing the
dose of cytostatics, side effects are also reduced. Due to the lack of effectiveness of existing
tumor therapies, scientists are looking for new, more effective drugs.

The topic of this thesis was to test the cytotoxicity of itaconic acid derivatives as
potential cytostatics. The study was performed on hepatocellular carcinoma HepG2 cells.
Cells were treated with a solution of synthetic compounds in various concentrations (100 uM,
50 uM, 25 uM, 12.5 uM, 6 uM, 3 uM, 1.5 uM, 0.8 uM). Cell viability was determined by
using an MTT assay in which metabolically active cells convert MTT to a purple-colored
compound formazan, whereas the dead ones lack this ability. The amount of produced
formazan, which is proportional to the number of living cells, is determined
spectrophotometrically. To simplify cytotoxicity comparisons, the results are presented in the
form of 1Cso values. All test compounds were cytotoxic for hepatocellular carcinoma cells
HepG2. The most effective compound, toxic even at low concentrations, is V4. This finding is
important because if the compound passes other stages of the development, it could be

administered at low doses.
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