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1. UvOoD



Ljudi su davno prepoznali blagotvorne i toksi¢ne u¢inke mnogobrojnih tvari, biljnoga i
zivotinjskog podrijetla. Krajem 17. stolje¢a pocele su se koristiti metode promatranja i
eksperimentiranja u istrazivanju uc¢inka tradicionalno koristenih lijekova. Medutim, tada nije
bilo moguée razumjeti mehanizme djelovanja lijekova zato $to nisu postojale metode za
procis¢avanje aktivnih tvari iz sirovoga materijala niti metode za ispitivanje hipoteza o prirodi
djelovanja lijekova. Krajem 18. i poc¢etkom 19. stoljeéa, napretkom kemije i fiziologije, pocele
su se razvijati metode eksperimentalne farmakologije koje su postavile temelje za
razumijevanje djelovanja lijekova na razini organa i tkiva. Paradoksalno, to vrijeme razvoja
farmakologije pra¢eno je raznim neznanstveno utemeljenim izjavama proizvodaca i prodavaca
lijekova. Precizno procjenjivanje terapeutskih tvrdnji bilo je moguce tek uvodenjem
kontroliranih klini¢kih studija, otprilike prije 60 godina. Posljednja tri desetljeca, razvojem
novih tehnika i ubrzanim prikupljanjem podataka, produbljeno je razumijevanje djelovanja

lijekova na stani¢noj i molekulskoj razini (Katzung, 2018).
1.1 Razvoj novog lijeka

Poznavanjem mehanizma djelovanja otvoren je put razvoju lijekova na temelju
identificiranja mete u organizmu te potom dizajniranja odgovarajuéeg lijeka. Postoji vise faza

u razvoju novoga lijeka, a cijeli proces je iznimno dugotrajan i skup proces (Patrick, 2013).
1.1.1 Odabir bolesti

Prvi je korak u razvoju novoga lijeka izabrati bolest za koju ¢e se razvijati novi lijek.
Logi¢no je odabrati bolest za koju jo§ ne postoji odgovarajuca terapija, ali proizvodaci moraju
uzeti u obzir i ekonomske faktore. S obzirom na velika ulaganja u istraZivanje i razvoj novih
lijekova, potrebno je osigurati i odgovarajucu financijsku dobit. Posljedi¢no, najveéi broj
istrazivanja usmjeren je na bolesti Ceste u razvijenom dijelu svijeta kao Sto su migrena,
depresija, ¢ir na Zelucu, pretilost, rak i kardiovaskularne bolesti, dok su istrazivanja tropskih
bolesti koje se pojavljuju u zemljama u razvoju malobrojna. Medutim, primijecen je povecan
broj istrazivanja za antimalarike zbog povecanog turizma u zemlje gdje je malarija raSirena
(Patrick, 2013).

1.1.2 Odabir mete lijeka

Sljedeci je korak identificirati odgovarajuéu metu lijeka. U veéini slu¢ajeva molekula
lijeka djeluje kao agonist ili kao antagonist sa specificnom ciljnom molekulom koja ima ulogu

2



u patofiziologiji bolesti. Ta ciljna molekula naziva se receptor. Agonisti svojim vezanjem
aktiviraju receptor te iniciraju prijenos signala koji ¢e potaknuti odredeni bioloski odgovor. Na
taj nacin djeluju neki lijekovi, ali i prirodni ligandi kao $to su hormoni i neurotransmiteri.
Suprotno, antagonisti inhibiraju receptor vezanjem na njega. Neki lijekovi djeluju kao
alostericki modulatori, vezuéi se na receptor na nekom drugom mjestu od mjesta vezanja
prirodnih liganda te imaju drugadiji bioloski uc¢inak (Katzung, 2018). Vazno je razumjeti koje
molekule 1 na koji nacin sudjeluju u patofiziologiji bolesti kako bi se moglo odrediti hoce 1i se
razvijati agonisti ili antagonisti. Primjera radi, agonisti serotoninskih receptora korisni su u
lijeCenju migrene, dok su antagonisti dopaminskih receptora korisni antidepresivi (Patrick,

2013).

Vecina receptora za klinicki znacajne lijekove su proteini. Vezanje lijekova na
proteinske receptore iskoriSteno je za njihovu identifikaciju i pro¢iséavanje iz tkiva te su prvo
pronadeni receptori prema lijekovima koji se na njih vezu. Napretkom molekularne biologije
omoguceno je identificiranje novih receptora strukturnom homologijom s ve¢ poznatim
receptorima. Tako je otkriveno da se vecina lijekova zapravo veze na visSe razlicitih receptora
te je zapo&eo razvoj selektivnijih lijekova (Katzung, 2018). Sto je lijek selektivniji prema svojoj

meti, manja je vjerojatnost da ¢e imati nezeljene ucinke (Patrick, 2013).

Otkriveni su i ,,orphan receptori®, receptori kojima trenutno nisu poznati prirodni
ligandi. Pronalaskom novih meta mogu se razvijati lijekovi s novim mehanizmom djelovanja,
a ,,orphan receptori“ su potencijalna meta za razvoj novih lijekova (Katzung, 2018). Kod
odredenih bolesti, kao $to je rak i infekcija HIV-om, moze biti korisno utjecati na vise razli¢itih
meta istovremeno. Kod takve kombinirane terapije, nedostatak je to Sto se koristi vise razli¢itih
lijekova, pa je novi cilj razvoj lijekova koji sami mogu djelovati selektivno na vise meta
(Patrick, 2013).

1.1.3 Potraga za spojem uzorom

Pristup razvoju vecine novih lijekova jest prvo otkriti spoj uzor pri ¢emu se provodi
screening bioloske aktivnosti velikog broja prirodnih produkata, pretrazuju se prethodno
sintetizirani spojevi ili knjiznice peptida, nukleinskih kiselina i ostalih organskih molekula. U
ovom se koraku Koriste razli¢iti bioloski testovi kojima je cilj odrediti aktivnost i selektivnost

lijeka, odnosno farmakoloski u¢inak (Katzung, 2018).



Mnogi lijekovi dobiveni su iz prirodnih izvora ili su razvijeni na temelju aktivne djelatne
tvari otkrivene u prirodnom izvoru. Aktivna djelatna tvar je spoj odgovoran za biolosku
aktivnost prirodnoga izvora. Veéina bioloski aktivnih prirodnih produkata sekundarni Su
metaboliti s kompleksnom strukturom i kiralnim centrima $to oteZzava njihovu sintezu, a
ekstrakcija iz prirodnoga izvora je spor, skup i neuc¢inkovit proces. 1z toga se razloga dizajniraju
jednostavniji analozi (Patrick, 2013).

Odabir odgovarajuceg bioloskoga testa iznimno je vazan za uspjesan razvoj lijeka. S
obzirom da se ispituje velik broj spojeva, testovi trebaju biti brzi, jednostavni i relevantni. U
ovoj fazi razvoja lijeka nije moguce istrazivanje na ljudima, pa se koriste metode in vitro (na
izoliranim stanicama, tkivima, enzimima ili receptorima) i in vivo (na Zivotinjama) (Patrick,
2013). U zadnje vrijeme in silico metode dobivaju na znacaju u razvoju novih lijekova (Wang
i sur, 2015).

In vitro metode

In vitro testovi ne provode se na zivim Zivotinjama nego se Koriste specifi¢na tkiva,
stanice ili enzimi. Ove se metode preferiraju u odnosu na in vivo metode jer su jeftinije,

jednostavnije za izvodenje, manje kontroverzne te mogu biti automatizirane.

U proSlosti je bio problem izolirati i procistiti dovoljne koli¢ine enzima koji bi se
koristili u ispitivanjima, ali danas je to rijeSeno geneti¢kim inzenjerstvom tako $to se klonira
gen za odredeni enzim u brzo-rastu¢oj stanici, poput kvasca ili bakterije (Patrick, 2013).
Posebno su pogodne prokariotske bakterije zbog svoje jednostavnosti i lakoc¢e kojom se mogu
razmnoZavati, a najviSe koriStena vrsta je Escherichia coli. Kvasci, kao najjednostavniji
eukarioti, korisni su za istrazivanje stani¢ne strukture i funkcije jedinstvene za eukariote.
Najistrazivaniji kvasac je Saccharomyces cerevisiae. Ipak, za razumijevanje slozenoga
ljudskog organizma, potrebne su ljudske stanice i stanice ostalih sisavaca izolirane u kulturi.
Pomocu kultiviranih stanica razjaSnjen je mehanizam replikacije DNA, ekspresije gena, sinteze
i dorade proteina i stani¢ne diobe kao i signalni mehanizmi koji kontroliraju stani¢ni rast i

diferencijaciju unutar organizma (Cooper i Hausman, 2010).

Kulture animalnih stanica nastaju usitnjavanjem tkiva tako da se dobije suspenzija
stanica koja se zatim stavlja u posudicu za kulturu s hranjivom podlogom. Vecina vrsta

animalnih stanica prihvacaju se za dno stani¢ne posudice i na njoj rastu. Hranjiva podloga za
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uzgoj animalnih stanica sadrzi sol, glukozu, razli¢ite aminokiseline i vitamine koje stanice ne
mogu same sintetizirati te serum kao izvor polipeptidnih faktora rasta, nuznih za stimulaciju

stani¢nih dioba (Cooper i Hausman, 2010).

Najcesce se koriste tumorske stanice i stanice zametka zbog sposobnosti brzog rasta.
Razlikuju se primarne stani¢ne kulture koje nisu modificirane, dobivaju se iz embrionalnog
tkiva i rastu dok ne prekriju povrSinu dna posudice u kojoj se nalaze, te transformirane stani¢ne
linije dobivene iz tumorskog tkiva (Patrick, 2013). Od primarnih se stani¢nih kultura mogu
dobiti sekundarne procesom presadivanja u razrijedenoj koncentraciji. Taj Se proces moze
ponavljati viSe puta, medutim, vecina primarnih stanica u kulturi ne moze beskonac¢no rasti.
Nasuprot tomu, tumorske i embrionalne mati¢ne stanice imaju sposobnost neogranicene

proliferacije tvoreci besmrtne stani¢ne linije (Cooper i Hausman, 2010).

Lijek, kada se ispituje in vitro testovima, za razliku od in vivo testova, ne dozivljava
tranformaciju odgovaraju¢im metaboli¢kim enzimima niti prelazi barijere Sto je posebno
korisno na pocetku razvoja lijeka. In vitro testovi koriste se kod istrazivanja afiniteta lijeka za
receptore, fizioloSkoga ucinka, kod ispitivanja u¢inka antibakterijskih lijekova, kao i kod
ispitivanja farmakokinetickih svojstava (Patrick, 2013). Primjerice, Caco-2 stani¢na linija
izolirana iz humanoga kolorektalnog adenokarcinoma koristi se u predvidanju apsorpcije u
tankom crijevu. U ranim fazama rasta Caco-2 stanice ostaju neidentificirane sa samo nekoliko
mikrovila. Pod odredenim uvjetima diferencijacijom nastaje polarizirani monosloj stanica
ucvrséen uskim spojevima (,,tight junction®) te brojnim mikrovilima na apikalnoj strani. Unato¢
tome $to potjecu od debeloga crijeva, Caco-2 stanice imaju ve¢inu morfoloskih i funkcionalnih
svojstva stanica tankoga crijeva ukljucuju¢i enzime disaharidazu i peptidazu te izraZzene
transportere karakteristi¢ne za enterocite (Pereira i sur., 2016). Mikrosomi i hepatociti izolirani
iz stanica jetre sadrZe citokrom P450 enzime te se mogu Koristiti za procjenu metabolizma
lijekova, kao i za identificiranje mogucih lijek-lijek interakcija. Razvijene su i umjetne
membrane kojima se istrazuje prolazenje lijekova kroz krvno-mozdanu barijeru (Patrick,
2013).

Kako bi se poboljsala ponovljivost, pouzdanost, vjerodostojnost i pravilna primjena
rezultata dobivenih in vitro metodama, sastavljene su smjernice o dobroj praksi za uzgoj
stani¢nih linija, GCCP (engl. Good Cell Culture Practice) (Aschner i sur., 2011).



In vivo metode

In vivo testovi ¢esto uklju¢uju induciranje odredenoga klinickog stanja kako bi zivotinja
razvila simptome bolesti. Potom se Zivotinja lijeci ispitivanim lijekom te se prati hoce li se
simptomi smanjiti. U ove se svrhe koriste i transgeni¢ne zivotinje kojima je genom modificiran.
Moguce je zamijeniti, primjerice, miSje gene s humanim genima. Na taj se nacin dobivaju
humani receptori ili enzimi kao mete u ispitivanjima. Takoder, moguce je i promijeniti gene
kako bi zivotinja postala osjetljivija na odredene bolesti kao $to je rak dojke, a potom ispitivati

koliko dobro lijekovi preveniraju bolest (Patrick, 2013).

Postoji nekoliko problema povezanih s in vivo testovima. Dugotrajni su, skupi i
uzrokuju patnju Zivotinja. Rezultati mogu zavarati i teSko ih je objasniti bez in vitro testova.
Uobicajeno, in vitro testovi sluze kako bi se odredilo stupa li lijek u interakciju s metom, a
potom se farmakokineticka svojstva odreduju in vivo testovima. Takoder, razlicite zivotinjske
vrste mogu davati razli¢ite rezultate. Jedan od najpoznatijih primjera je talidomid, koji ima

teratogen ucinak na zeCevima i ljudima, ali ne i na miSevima (Patrick, 2013).

Koristenje zivotinja u testiranjima pokusava se smanjiti, medutim, potpuna zamjena in
vitro metodama zahtijeva poznavanje i razumijevanje svih stani¢nih i molekulskih dogadaja i
puteva te to¢an mehanizam oslobadanja, apsorpcije, distribucije, biotransformacije i izlu¢ivanja
lijekova (engl. Liberation, absorption, distribution, metabolism and excretion, LADME).
Razvoj alternativnih metoda sve viSe napreduje, ali je potrebno dodatno usavrSavanje kako bi
bili prikladniji (Ukelis i sur., 2008; Stokes, 2015). Razmatranjem nacina kojima bi se izbjegla
razvijen je 3R princip $to oznacava smanjenje (engl. Reduction), zamjenu (engl. Replacement)
i poboljSanje (engl. Refinement) upotrebe eksperimentalnih zivotinja. Ovaj pristup potice
smanjenje broja Zivotinja koje se koriste u istraZzivanjima te zamjenu svjesnih Zivih Zivotinja
materijalom Kkoji nema osjetila ili ima manju mogucnost osjeta boli. Nadalje, poboljSanje
kvalitete zivota eksperimentalnih Zivotinja moze utjecati i na smanjene oscilacije u rezultatima
s obzirom da stres i bol uzrokuju hormonsku neravnotezu (Russell i Burch, 1959; Doke i
Dhawale, 2015).



In silico metode

Najces¢i razlozi za neuspjeSan razvoj lijeka jesu loSa farmakokinetika lijeka i njegova
toksi¢nost. Stoga je vazno te parametre istraziti u ranoj fazi razvoja lijeka. U suvremeno
vrijeme, napretkom kombinatorne kemije i visokoproto¢nih pretrazivanja (engl. High
Throughput Screening, HTS), znacajno je porastao broj kemijskih spojeva za koje su potrebni
podaci o apsorpciji, distribuciji, metabolizmu, izlu¢ivanju (engl. Absorption, distribution,
metabolism and excretion, ADME) i toksi¢nosti. Kombinatorna kemija omogucuje sintezu
velikih serija blisko povezanih knjiZnica spojeva koristeéi istu kemijsku reakciju i odgovarajuéi
reagens. Zatim se iz takvih knjiznica spojeva visokoproto¢nim pretrazivanjem biraju
potencijalne molekule lijeka (Van de Waterbeemd i Gifford, 2003). Na taj se nacin automatski
testira veliki broj spojeva u odnosu na veliki broj meta te je bitno dobiti rezultate koji se
jednostavno detektiraju kao Sto su rast stanica, promjena boje zbog reakcije katalizirane
enzimom ili pomak radioaktivno ozna¢enog liganda od receptora (Patrick, 2013). Sve boljim
razumijevanjem odnosa strukture lijeka i njegovih ADME parametara, razvijeni su in silico
modeli koji predvidaju farmakokinetiku lijeka te povecavaju efikasnost HTS-a (Van de
Waterbeemd i Gifford, 2003).

In silico pretrazivanje, odnosno racunalne stimulacije, relativno su jeftina metoda
identificiranja potencijalnih interakcija izmedu molekula lijeka i izabranih meta (Verbanac i
sur., 2005). Postoje dvije vrste in silico modeliranja: molekulsko i podatkovno modeliranje.
Kod molekulskoga modeliranja potrebno je poznavati trodimenzionalnu strukturu proteina ili
se koristi model farmakofora kako bi se procijenio potencijal interakcije molekule i odredenoga
proteina. Podatkovno se modeliranje temelji na kvantitativnom odnosu strukture i aktivnosti
(engl. Quantitative Structure Activity Relationship, QSAR). Statistickim alatima pronalaze se
korelacije izmedu svojstva i niza molekulskih i strukturnih deskriptora. Deskriptori mogu biti
vezani uz eksperimentalnu kemiju poput veli¢ine molekula i opisivanja vodikovih veza, ali i uz
teorijsku kemiju poput topoloske i kvantne kemije. Dobri modeli predvidanja ovise o pravilnom
izboru matematickoga pristupa i molekulskih deskriptora te dovoljnom broju eksperimentalnih
podataka. U veéini slu¢ajeva baze podataka su ograni¢ene te je potrebno daljnje unaprjedenje

modela (Van de Waterbeemd i Gifford, 2003).



1.1.4 Optimiranje strukture lijeka

Kemijskim modifikacijama moguée je postici bolja farmakodinamicka i
farmakokineti¢ka svojstva spoja uzora (Katzung, 2018). Cilj je dobiti molekulu koja ima dobru
selektivnost i afinitet prema meti te minimalne nuspojave. Ne manje vazno je i moguénost

jednostavne sinteze te kemijska stabilnost lijeka.

Kod optimizacije strukture bitno je poznavati funkcionalne skupine i vrste
intermolekulskih veza. Uobicajena strategija podeSavanja interakcija vezanja lijeka jesu
varijacije lako dostupnih supstituenata. Primjerice, mogucée je maknuti ili zamijeniti alkilne
supstituente i mijenjati pozicije supstituenata na aromatskom prstenu. Proucava se kako
varijacija jednog supstituenta utjece na aktivnost spoja, medutim treba uzeti u obzir sinergisticki
utjecaj dva ili viSe supstituenata na aktivnost. Strategija optimizacije strukture je i dodavanje
funkcionalnih skupina ili supstituenta na postojecu strukturu radi dodatnih veznih interakcija s
metom. Ukoliko spoj ima dvije vazne skupine za vezanje spojene lancem, moguce je
skra¢ivanje ili produZenje lanca. Takoder, kod sinteze analoga moguce je 1 proSirenje ili
smanjivanje prstenova u strukturi. Cesto se originalni aromatski i heteroaromatski prstenovi
zamjene s prstenom drugacije velicine ili pozicije heteroatoma. Koriste se i izosteri te
bioizosteri. I1zosteri su skupine sli¢nih fizi¢kih i kemijskih svojstava, a bioizoster jest skupina
kojom se moZe zamijeniti druga skupina u strukturi lijeka bez utjecaja na biolosku aktivnost.
Primjerice, kod antagonista histamina, tiourea je vaZzna za vezanje, ali je i odgovorna za
nezeljene toksi¢ne uéinke. Zamjenom s bioizosterom, 0staje sposobnost vezanja na metu, a
izbjegnuti su problemi s toksi¢no§¢u. Pojednostavljenje molekule ¢esto je potrebno kod spojeva
uzora pronadenih u prirodnim izvorima te je moguce ukloniti funkcionalne skupine koje nisu
dio farmakofora. Uvodenjem krutih funkcionalnih skupina i prstenastih struktura mozemo

smanjiti broj mogucih konformacija molekule (Patrick, 2013).

Optimiziranjem hidrofilnih i hidrofobnih svojstava moguce je utjecati na topljivost,
apsorpciju, distribuciju, metabolizam i izlu¢ivanje lijeka. Jako hidrofilne molekule teSko
prolaze kroz stani¢ne membrane, sklonije su vezanju za proteine plazme, metabolickim
reakcijama konjugacije 1 brzom izlu¢ivanju. Jako hidrofobne molekule otapaju se u Cesticama
masti i slabo se apsorbiraju. Polarnost molekule moZe se mijenjati ovisno o polarnim i
hidrofobnim funkcionalnim skupinama. Mogu se dizajnirati lijekovi otporniji na metabolizam

uvodenjem sterickih Stitova i blokatora metabolizma, zaStitom osjetljivih funkcionalnih skupina



te uvodenjem metabolicki stabilniji skupina. Osjetljive funkcionalne skupine se mogu i maknuti

ukoliko nisu bitne za interakciju s metom ili se mogu premjestiti (Patrick, 2013).
1.1.5 Pretklinicka ispitivanja

Niti jedan lijek nije potpuno siguran, stoga je cilj pretklinickih pokusa procijeniti rizik
povezan s izloZzenosS¢u lijeku uzimajuci u obzir terapijske potrebe i vjerojatno trajanje upotrebe

lijeka (Katzung, 2018).

Akutna toksi¢nost odnosi se na Stetne ucinke koji se javljaju nakon primjene jednokratne
doze ispitivane tvari ili nakon nekoliko doza danih unutar 24 sata. Odreduje se maksimalna
doza pri kojoj nema toksi¢nog uc¢inka i minimalna smrtonosna doza odnosno najmanja doza
koja je dovela do smrti eksperimentalne zZivotinje. Takoder se odreduje i srednja smrtonosna
doza (LDso) koja oznacdava statisticki odredenu jednokratnu dozu lijeka za koju se o¢ekuje da

¢e kod 50 posto Zivotinja izazvati smrt.

Subkroni¢na toksi¢nost odreduje se pomocu ponavljanih doza u razdoblju od 90 dana.
Tim se ispitivanjima dobivaju podaci o zna¢ajnim toksi¢nim uéincima, utvrduju ciljni organi i
moguénost akumulacije te se procjenjuje razina izlozenosti kod koje nema vidljivih Stetnih

ucinaka izlaganja.

Kroni¢na toksi¢nost daje informacije o opasnostima po zdravlje tijekom dugotrajne
izlozenosti lijeku, a uobicajeno se ispituje 12 mjeseci. Pretklini¢ki pokusi ispituju i u¢inak na
reprodukeciju, ukljuc¢ujuéi utjecaj na funkciju spolnih organa, parenje, zacece, trudnocu, razvoj

zaceca i porod te karcinogeni i mutageni potencijal (OECD Guidelines, 2018).

Ova faza u razvoju lijeka ima brojne nedostatke: ispitivanje toksi¢nosti dug je i skup
proces, potreban je veliki broj zivotinja kako bi se prikupilo validirane podatke, ekstrapolacija
terapijskog 1 toksi¢nog ucinka s zivotinja na ljude moze biti pogresna te je statisticki mala

vjerojatnost uo¢avanja rijetkih Stetnih dogadaja (Katzung, 2018).
1.1.6 Klinicke studije

Lijek koji pokazuje bolji Zeljeni u¢inak na zivotinjskim modelima u odnosu na postojece
lijekove, ima prihvatljivu farmakokinetiku, malo metabolita, razumno poluvrijeme Zivota te
nema ozbiljnijih nuspojava prelazi na klini¢ka ispitivanja. Mnogobrojni lijekovi koji su imali

obecavajuci potencijal ne produ ovu fazu.



Prva faza klinickih ispitivanja ukljucuje zdrave dobrovoljce te je cilj procijeniti
sigurnost lijeka, njegovu farmakokinetiku i utvrditi dozu lijeka. Testiraju se razli¢ite doze lijeka
kako bi odredili dozu koja se moze tolerirati. Uobi¢ajeno, poCetna doza je jedna desetina
najvece sigurne doze koriStene kod Zivotinja racunano po kilogramu. Postepeno se doza
povecéava sve dok se ne primijete blage nuspojave. Kako bi se izbjegle potencijalne interakcije,
tijekom studije, dobrovoljci ne uzimaju druge lijekove, kofein, alkohol niti cigarete. Ispituje se

1 utjecaj hrane na apsorpciju lijeka te se utvrduje nacin uzimanja lijeka.

Rana druga faza klini¢kih ispitivanja provodi se na ograni¢enom broju ispitanika kako
bi se testirala terapijska u¢inkovitost. Kasnija faza ukljucuje veéi broj ispitanika te se provodi
kao dvostruko slijepa, placebo kontrolirana studija. Ispitanici su podijeljeni u dvije skupine gdje
jedna skupina dobiva lijek, a druga placebo. U dvostruko slijepoj studiji, niti doktori, niti
ispitanici ne znaju primjenjuje li se lijek ili placebo. Odreduje se i najefikasniji rezim doziranja.

Koristenje placeba je, u nekim slucajevima, neeticki te se koriste postojeci lijekovi kao zamjena.

Treca faza klini¢kih ispitivanja provodi se jednako kao i druga faza, ali na puno ve¢em
broju ispitanika. U ovoj se fazi utvrduje ucinkovitost lijeka i kona¢no optimizira doza.
Podijeljena je na fazu a i b te ukoliko lijek prode fazu a, moze biti registriran. Faza b provodi

se nakon registracije usporedujuci lijek s ve¢ postoje¢im lijekovima za istu indikaciju.

U cetvrtoj fazi klinickih ispitivanja, lijek je na trziStu i moze se propisivati, medutim, i
dalje se prati u¢inkovitost i moguca pojava rijetkih ili neo¢ekivanih nuspojava. S obzirom da
podatci prikupljeni tijekom pred-marketinske faze razvoja lijeka (pretklinicka i klinicka
ispitivanja) ne mogu predvidjeti sve nuspojave koje se mogu pojaviti nakon §to lijek dode u
promet, ova faza nikada ne zavrsava (Patrick, 2013). Sumnje na nuspojave lijekova u Republici
Hrvatskoj trebaju se u pisanom obliku prijaviti Agenciji za lijekove i medicinske proizvode
(HALMED), a u slucaju cjepiva i Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo. Sumnju na nuspojavu
lijeka obvezni su prijaviti: zdravstveni radnici koji dolaze u doticaj s pacijentom/korisnikom
lijeka, proizvodac lijeka, nositelj odobrenja za stavljanje lijeka u promet, nositelj odobrenja za
paralelni uvoz, uvoznik, veleprodaja te zdravstveni radnik koji sudjeluje u klinickom ispitivanju

u svojstvu ispitivaca (www.halmed.hr).

Uz klini¢ke studije vezani su brojni eticki problemi. Primjerice, upitno je treba li
ukljuciti u ispitivanja nesvjesne i psihi¢ki bolesne osobe koje ne mogu dati voljni pristanak, a
mozda bi imali koristi od istrazivanoga lijeka. Veéina se ispitivanja ne provodi na djeci, pa se
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prilikom propisivanja lijekova samo modificira doza za odrasle na temelju tjelesne tezine.
Medutim, djeca nisu male odrasle osobe, farmakodinamicka i farmakokineti¢ka svojstva lijeka

mogu se bitno razlikovati u odnosu na odrasle osobe (Patrick, 2013).
1.1.7 Registracija

Farmaceutske kompanije koje razviju novi lijek dobiju patentno pravo na proizvodnju i
prodaju toga lijeka tijekom odredenoga razdoblja kako bi mogli vratiti uloZen novac i zaraditi
za nova istraZzivanja. Patentno pravo ne odnosi se samo na strukturu novoga lijeka nego i na
strukturu postojecega lijeka s razli¢itim kiralnim centrom ili ako se postojeci lijek proizvede u

obliku nove soli ili je poboljSana formulacija (Patrick, 2013).

Odobrenje za stavljanje lijeka u promet moze se dati samo za lijek za koji je temeljem
stru¢no-znanstvene ocjene dokumentacije o lijeku utvrdeno da je lijek odgovarajuce
farmaceutske kakvoce te da je korist njegove primjene veca od rizika. U Republici Hrvatskoj u
prometu moZe biti samo onaj lijek koji ima odobrenje za stavljanje u promet dano od
HALMED-a ili Europske komisije (EK) swwww.halmed.hr).

1.2 Citotoksi¢nost

Citotoksicnost je sposobnost neke tvari da inducira stani¢nu smrt, & moze se o€itovati
kao nekroza stanica ukoliko stanice izgube integritet membrane, moze dovesti do smanjene
vijabilnosti stanica te stanice prestaju aktivno rasti i dijeliti se ili moze aktivirati genetski
program kontrolirane stani¢ne smrti, apoptozu (Eisenbrand i sur., 2002). Zbog svoga brzog
rasta, dostupnosti, jednostavnosti i dobro definiranih uvjeta, stani¢ne linije predstavljaju
relevantnu alternativu zZivotinjskim modelima te se naSiroko koriste u istrazivanjima. Razvojem
tehnologije 1 znanosti sve se manje koriste radioaktivne i komplicirane metode, a sve je veci
fokus na razvoju jednostavnih homogenih metoda koje mogu biti automatizirane, pa su tako
razvijene metode koje mogu myjeriti razliCite krajnje tocke (engl. endpoint) kao biljege
vijabilnosti stanica, citotoksi¢nosti i apoptoze (Riss i Moravec, 2004). Metode se temelje na
ispitivanjima propusnosti membrane, mitohondrijske funkcije, promjena u morfologiji stanica
i promjena u replikaciji stanica. Promjene u propusnosti membrane mogu se mjeriti bojenjem
(tripansko plavilo), pra¢enjem unutarstani¢nih enzima poput laktat-dehidrogenaze (LDH),
mjerenjem oslobodenih proteina ozna¢enih kromom (**Cr) ili pomoéu radioaktivnih nukleotida.
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Promjene u morfologiji stanica, membransko preslagivanje, fragmentacija DNA, aktivacija
kaspaza, oslobadanje citokroma c i ostalo pridonose procjenjivanju apoptotickog ucéinka tvari
(Eisenbrand i sur., 2002). Postoji velik broj razli¢itih metoda koje ispituju citotoksi¢nost, a
izbor metode ovisi o stani¢nim linijama, financijskim moguénostima te dostupnim uredajima.
Najcesce koristene metode za detekciju mrtvih stanica temelje se na izgubljenom integritetu
staniéne membrane te obuhvacéaju mjerenje sadrzaja koji je izaSao iz citoplazme u medij ili

mjere tvar koja prolazi kompromitiranu stani¢cnu membranu (Riss i sur., 2019).

Metoda bojenja tripanskim plavilom koristi se za odredivanje broja zivih stanica
prisutnih u stani¢noj kulturi. Boja ulazi u citoplazmu stanice, no Zive stanice imaju membranske
pumpe kojima tu boju izbacuju, a mrtve stanice nemaju, stoga mrtve stanice akumuliraju boju
te ih pod mikroskopom vidimo plavo obojane, a Zive stanice ostaju neobojane. Obojane (mrtve)
stanice se ne uzimaju u obzir kod brojanja stanica za presadivanje (Strober, 2001). Postoji velik
broj boja, primjerice propidijev jodid i GelRed 10, koje ulaze u stanicu i veZu se za nukleinsku
Kiselinu te se koriste za bojenje stanica koje se potom detektiraju mikroskopskim metodama ili

proto¢nom citometrijom (Riss i sur., 2019).

Najcesci ispitivani biljeg kojeg oslobadaju oste¢ene stanice u medij je citoplazmatski
enzim LDH. Nalazi se u svim stanicama te katalizira proces pretvorbe piruvata u laktat tijekom
kojeg NAD* prelazi u NADH. Aktivnost LDH-a mjeri se kao oksidacija NADH u NAD" ili se
NAD*reducirau NADH, a on se dalje koristi za redukciju mnogih molekula koje imaju obojeni,
fluorescenti ili luminiscenti produkt. Koncentracija produkta u linearnoj je korelaciji s
koncentracijom LDH-a u kulturi stanica odnosno s brojem mrtvih ili o$te¢enih stanica (Decker
i Lohmann-Matthes,1988; Kumar i sur., 2018; Riss i sur., 2019).

Brzi kolorimetrijski testovi temeljeni na tetrazolijevoj soli jesu testovi za procjenu
vijabilnosti stanica koji mjere metaboli¢ku sposobnost stanica u kulturi. Koriste se MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolijev bromid) i MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolijeva sol). Dechidrogenaze metabolicki
aktivnih stanica stvaraju redukcijske ekvivalente (NADH, NADPH) te dolazi do redukcije Zuto
obojenoga tetrazolija u ljubic¢asti formazanski produkt (Slika 1). Nakon smrti, stanice brzo gube
sposobnost redukcije tetrazolija stoga je intenzitet ljubicaste boje formazana proporcionalan

broju zivih stanica u kulturi (Mosmann, 1983). Kod MTS testa, za razliku od MTT testa, nastaje
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u vodi topljivi formazan zbog prisutnosti fenazin metosulfata, intermedijarnog akceptora

elektrona koji prenosi elektrone s NADH i reducira tetrazolij (www.pediaa.com).
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Slika 1. Redukcija tetrazolijeve soli u formazanski produkt (preuzeto s:
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mts-assay)

Slican testovima temeljenim na redukciji tetrazolija jest test redukcije resazurina u

fluorescenti produkt resorufin (Riss i Moravec, 2004).

Metabolicka aktivnost moze se mjeriti i bioluminiscentnim adenozin-trifosfat (ATP)
testom. Bioluminiscencija je poseban oblik kemiluminescencije, a okarakterizirana je kao
proces kataliziran enzimima luciferaza, dok su supstrati emisije fotona luciferini. ATP kao
glavni prijenosnik metabolicke energije, dobar je indikator vijabilnosti stanica (Fan i Wood,
2007). ATP je nukleotid, ester adenina i riboze te njegovom hidrolizom, pri ¢emu nastaju
fosfatne skupine, dolazi do otpusStanja energije. Nakon stani¢ne smrti, prvo prestaje sinteza
ATP-a te koncentracija unutarstanicnog ATP-a trenutacno pada. Osim bioluminiscentnim
testom, koncentracija ATP-a moze se odrediti enzimskim, spektroskopskim, radioaktivnim ili
kromatografskim metodama, medutim, bioluminiscentni ATP test najosjetljiviji je, najbrzi i
najselektivniji (Lomakina i sur., 2015). Metoda se temelji na reakciji supstrata luciferina koji u
prisutnosti Kisika, magnezijevih iona i ATP-a prelazi u oksiluciferin uz nastajanje adenozin-
monofosfata (AMP) i pirofosfata. Oksiluciferin prelaskom iz pobudenoga u osnovno stanje
emitira energiju te je intezitet emitirane energije proporcionalan koncentraciji ATP-a (Shama i
Malik, 2013).
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1.3 Itakonska kiselina

OH
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O

Slika 2. Kemijska struktura itakonske kiseline (preuzeto s:
https://sh.wikipedia.org/wiki/ltakonska_kiselina)

Itakonska kiselina jest dikarboksilna kiselina s egzometilenskim dijelom konjugiranim
s karboksilnom kiselinom (Slika 2). Spojevi s itakonskom jezgrom prirodni su spojevi izolirani
iz razli¢itih vrsta liSajeva 1 gljivica. Primjerice, cetomeli¢na kiselina, metabolicki produkt liSaja
Chaetomella, poznata je kao snazan inhibitor farnezil-transferaze i korisna je u razvoju lijekova
protiv raka (Gibbs i sur., 1993). Itakonat je i metabolit specifi¢an za makrofage te posreduje
antimikrobne funkcije u makrofagu inhibiraju¢i izocitratnu-liazu, jedan od enzima
bakterijskoga mehanizma prezivljavanja (Cordes i sur., 2015). Dokazano je i sudjelovanje

itakonske kiseline u regulaciji peritonealnih tumora (Weiss i sur., 2018).

Reaktivna a-metilenska skupina omogucuje povezivanje ili polimerizaciju (Zerkowski i
Solaiman, 2014) te su sintetizirani mnogobrojni polimeri i kopolimeri itakonske kiseline.
Spojevi s izlozenim nezasi¢enim B-ugljicima smatrani su najboljim supstratima za Michaelovu
adiciju. Michaelove akceptorske skupine odgovorne su za kovalentno vezanje lijeka na
cisteinski ostatak specificnog proteina §to je kljuéno strukturno obiljezje mnogih
protutumorskih i antivirusnih lijekova (Perkovi¢ 1 sur., 2020). Inhibitori receptora
epidermalnog faktora rasta - tirozin-kinaza (EGFR-TKI), poput afatiniba, neratiniba i
osimertiniba kovalentno se veZu na cisteinski ostatatk na poloZaju 797 receptora (Minari i sur.,
2016), dok etakrilna kiselina inhibira NKCC2 (Na-K-2Cl kotransporter) u uzlaznom dijelu

Henleove petlje i makule dense, takoder inhibira izoenzime glutation-S-transferaze
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prekomjerno izrazene u tumorskim tkivima te smanjuje otpornost na kemoterapiju (Somberg i
Molnar, 2009).

1.4 Rak

U stanicama raka nema temeljnih regulacijskin  mehanizama proliferacije,
diferencijacije i prezivljavanja kao kod normalne stanice te stanice raka nekontrolirano rastu i
dijele se. Gubitak kontrole rasta nastaje zbog nakupljanja poremecaja razlicitih stani¢nih
regulacijskih sustava. Bilo koja vrsta stanica u tijelu moze postati stanica raka te posljedi¢no
postoji viSe od stotinu vrsta raka koji se razlikuju po ponasanju i odgovoru na lijecenje. Tumor
je izraz za svaku nenormalnu proliferaciju stanica u tijelu te moze biti dobro¢udni (benigni) ili
zlo¢udni (maligni). Za razliku od zlo¢udnog tumora koji se moze proSiriti na susjedna tkiva i
¢itavo tijelo preko krvozilnog ili limfatickog sustava, dobro¢udni tumor ostaje ograni¢en na
mjesto na kojem je nastao. Prema vrsti stanica iz kojih nastaju tumori se dijele na karcinome
koji obuhvacaju epitelne stanice, sarkome odnosno solidne tumore vezivnih tkiva te leukemije
i limfome. Leukemija i limfomi nastaju iz krvotvornih stanica i iz stanica imunosnog sustava

(Cooper i Hausman, 2010).

Klju¢ne promjene koje nastaju u stanicama tijekom zlo¢udne preobrazbe jesu:
odrZavanje signala za diobu stanica, izbjegavanje supresije rasta, izbjegavanje stani¢ne smrti,
replikacijska besmrtnost, poticanje angiogeneze, poticanje invazije |1 metastaziranja,
promijenjena regulacija stani¢noga metabolizma, nestabilnost genoma i mutacije, izbjegavanje

imunosnoga sustava i upala koja potice tumorigenezu (Hanahan i Weinberg, 2011).

Genske promjene koje dovode do razvoja raka obuhvacaju aktivaciju stani¢nih
onkogena i inaktivaciju tumorskih supresorskih gena. Nije dovoljna jedna genska promjena vec¢
je to proces koji ukljuuje viSe uzastopnih promjena. Onkogeni kodiraju proteine Koji
kontroliraju proliferaciju i apoptozu stanica, a mogu se aktivirati to¢kastim mutacijama,
translokacijom, duplikacijom i delecijom gena odnosno kromosomskim promjenama te
amplifikacijom gena odgovaraju¢ih protonkogena (Croce, 2008). Primjerice, u kroni¢noj
mijeloi¢noj leukemiji Philadelphia kromosom nastaje translokacijom abl (Abelson murine

leukemia) protoonkogena s 9. na 22. kromosom. Posljedi¢no dolazi do fuzije abl s genom bcr
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te nastaje fuzijski Bcr/Abl protein koji dovodi do poremecaja regulacije aktivnosti Abl

proteinske tirozinske kinaze i transformacije stanica (Drexler i sur., 1998).

Tumorski supresorski geni imaju ulogu u rastu stanica, proliferaciji stanica,
mehanizmima popravka DNA 1 ostalim kljunim stani¢nim signalnim funkcijama poput
indukcije apoptoze. Oni inhibiraju mitogene signalne putove, inhibiraju napredovanje
stani¢noga ciklusa i angiogenezu, inhibiraju invaziju i metastaze, stabiliziraju genom, faktori
su u popravku DNA te induciraju apoptozu. Gubitak funkcije tumorskih supresorskih gena
otkriveno je u mnogim vrstama raka ukljucujuci rak jajnika, pluca, glave i vrata, gusterace,
maternice, dojke, mjehura te debelog crijeva (Joyce i sur., 2020). BRCAL i BRCAZ2 jesu primjeri
poznatih tumorskih supresorskih gena ¢ije mutacije znacajno povecavaju vjerojatnost razvoja
odredenih epitelnih zlo¢udnih bolesti, posebice raka dojke i jajnika (Casaubon i sur., 2020).
Akutna mijeloi¢na leukemija povezana je s nasljednom mutacijom u CEBPA genu. CEBPA gen
kodira stvaranje CCAAT vezajucega a-proteina, transkripcijskoga faktora te se vjeruje da

djeluje kao tumorski supresor (https://medlineplus.gov).

Pravovremeno otkric¢e raka uvelike pridonosi uspjesnom lije¢enju. Mogucnosti lijeCenja
obuhvacaju kirurSko uklanjanje tumora, zracenje, kemoterapiju, fototerapiju, imunoterapiju te,
u novije vrijeme, ciljano lije¢enje pametnim lijekovima. Adjuvantna kemoterapija primjenjuje
se nakon kirurSkoga odstranjivanja primarnoga tumora, dok se neoadjuvanta kemoterapija
primjenjuje prije kako bi se smanjila veli¢ina tumora te povecala vjerojatnost uspjesnog
lijeCenja. Lijekovi koji se primjenjuju u kemoterapiji su citostatici te hormonska terapija.
Citostatike, ovisno o mehanizmu djelovanja, dijelimo na lijekove koji djeluju na nukleinske
Kiseline, antimetabolite, lijekove koji djeluju na strukturne proteine, inhibitore signalnih puteva
te inhibitore razli¢itih enzima. Njihov najveéi nedostatak je Sto ne oSteCuju samo tumorske
stanice, ve¢ i normalne stanice uzrokujuci brojne nuspojave. Danas se strateSki razvijaju
lijekovi usmjereni protiv meta specifi¢nih za tumore ili koji su pretjerano eksprimirani u njima,
poput protein-kinaza za epidermalni faktor rasta, Bcr-Abl kinaze i kinaze povezane s

angiogenezom (Cooper i Hausman, 2010; Corrie, 2008; Katzung, 2018).
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Broj osoba oboljelih od malignih bolesti u stalnom je porastu te je to drugi najces¢i
uzrok smrti, nakon sréano-krvoZilnih bolesti. Medutim, danas se rak smatra kroni¢nom bole$¢u
te postoji stalna potreba za razvojem novih, uéinkovitijih i selektivnijih citostatika. Razvoj
lijeka je dugotrajan i skup proces te ukljucuje brojne in vitro, in vivo i in silico metode
ispitivanja. Test citotoksi¢nosti spada u in vitro metode te je kljucan u razvoju potencijalnih
citostatika. Ukoliko lijek pokaze toksi¢an u¢inak u in vitro postupku na stanicama, korelacijom

se moze pretpostaviti i toksi¢nost in vivo.

Cilj ovoga diplomskog rada jest ispitati citotoksi¢nost spojeva sintetiziranih na Zavodu
za farmaceutsku kemiju Farmaceutsko-biokemijskoga fakulteta Sveudilista u Zagrebu na
stanicama akutne monocitne leukemije THP-1. Sintetizirani spojevi derivati su itakonske
kiseline, fluoroanilina, piridina, indola, klorokina i meflokina. Itakonska kiselina bitan je dio
strukture nekih protutumorskih lijekova. Antimalarici klorokin i meflokin imaju protutumorski
potencijal. Takoder, aromatski prstenovi fluoroanilin, piridin i indol prisutni su u strukturi
mnogih citostatika kao Sto su sorafenib, imatinib te sunitinib (Perkovi¢ i sur., 2020;
Verbaanderd i sur., 2017).
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3.1 Testirani spojevi

KoriSteni su spojevi sintetizirani pod vodstvom prof. dr. sc. Branke Zorc te suradnika

Perkovi¢ 1., Beus M., Schols D., Persoons L., Uzelac L., Kralj M na Zavodu za Farmaceutsku

kemiju Farmaceutsko-biokemijskoga fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Ispitano je ukupno 10
derivata itakonske kiseline, oznacenih kao V1, V2, V3, V4, V6, V8, V9, MI3, MI5, MI7 te
kinolonski antimalarici klorokin-difosfat (CQ) i meflokin-hidroklorid (MQ) (Perkovié i sur.,

2020).
Tablica 1. Pregled koriStenih spojeva
V1 metil 3-[(4-fluorofenil)
(R=p-F) karbamonil)]but-3-enoat
V2 metil 3-{[3- trifluorometil)
(R=m-CF3) ’ i fenil]karbamonil}but-3-
M
H—'@/ o™ enoat
[
V3 = © metil 3-{[4-trifluorometil)
(R=p-CF3) fenil]karbamonil}but-3-
enoat
V4 (R=H) . - metil 3-[(piridin-3-il)
R M
\@’ o™ karbamonil)]but-3-enoat
-~ O
M
V6 (n=1) Ny 5 metil 3-{[(piridin-3-il)
@HH WJ\/U\D,, metil]karbamonil}but-3-
" o enoat
V8 metil-3-{[2-(5-metoksi-

-0
o
i
D/
HN o

1H-indol-3-il)etil]
karbamonil}but-3-enoat
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V9

MI3

MI5

MI7

Klorokin
difosfat

Meflokin
hidroklorid

« HCI

(2E)-N'-[2-(5-metoksi-1H-
indol-2-il)etil]-2-metilbut-

2-endiamid

metil-3-({4-[(6-
metoksikinolin-8-
il)amino]pentil}karbamoil)

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-
ilJamino}butil)karbamoil]

but-3-enoat

4-N-(7-klorkinolin-4-il)-1-
N,1-N-dietilpentan-1,4-
diamin difosfat

[2,8-
bis(trifluorometil)kinolin-
4-il]-piperidn-2-ilmetanol
hidroklorid
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3.2 Stanic¢ne linije

U ispitivanju je koriStena THP-1 stani¢na linija dobivena iz American Type Culture
Collection (ATCC) banke stanica (TI1B-202).

THP-1 je stani¢na linija akutne monocitne leukemije originalno izolirana iz periferne
krvi jednogodisSnjega muskog djeteta. THP-1 stanice uzgajaju Se u suspenziji, rastu pojedina¢no
ili u manjim skupinama i nisu adherentne. Promjera su 12 - 14 um, a vrijeme udvostru¢avanja
im je otprilike 60 - 70 sati. Imaju umjerene kolic¢ine bazofilne citoplazme koja sadrzi male
azurofilne granule i nekoliko vakuola. Jezgre stanica uvucene su i nepravilnoga oblika. Stani¢na
linija akutne monocitne leukemije pozitivna je na prisutnost o-naftil butirat esteraza,
proizvodnju lizozima, fagocitnu aktivnost i sposobnost obnavljanja odgovora T-limfocita
(Tsuchiya i sur.,1980). Iako ih obiljezava prakticki besmrtan Zivotni ciklus, stabilan fenotip i
jednostavnost koristenja, njihov je nedostatak smanjena metabolicka aktivnost u odnosu na

monocite iz periferne krvi ¢ovjeka (Bosshart i Heinzelmann, 2016).
3.3 Reagensi

Tablica 2. KoriSteni reagensi

Otopina antibiotika i antimikotika Sigma-Aldrich
(A5955, 096M4759V)

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Promega
Proliferation Assay (G3580,

0000360412)

Dimetil sulfoksid (DMSQO) (D5879, Sigma-Aldrich
99H0020)

RPMI 1640 medij (R7388, RNBB6311) Sigma-Aldrich
Fetalni govedi serum (FBS) (R7524, Sigma-Aldrich
126K3398)
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Fosfatni pufer PBS (engl. Phosphate Za 200 mL pufera: otopiti 8,00 g NaCl,

buffered saline) 1,38 g Na2HPO4, 0,29 g KH2PO4, 0,19 ¢
KCl1u 200 mL ultra ¢iste vode (miliQ
H20), promijesati, otopinu filtrirati i
prilagoditi pH s NaOH

Staurosporin (S4400, 120K4017)

Tripansko plavilo

3.4 Laboratorijski uredaji i oprema

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Tablica 3. Laboratorijski uredaji i oprema

Boce za uzgoj stanica, 175 cm?

Centrifuga

Plasti¢ne epruvetice

Inkubator s kontroliranom atmosferom COz,
Kivete

Komora za sterilni rad, MSC-ADVANTAGE
Invertni mikroskop, Axio Vert S100
Neubauerova komorica za brojanje stanica
Mikropipete (obi¢ne i multikanalne)

Plocice s 96 jazica, Cell Culture Plate with Lid,
SIAL0596

SpectraMax i3x

Greiner Bio-One GmbH
Centrifuge 5810R Eppendorf
Eppendorf

Jouan 19650

Thermo Fisher Scientific
Zeiss
ImProved Neubauer MillScience
Ranin

Sigma-Aldrich

Molecular Devices
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3.5 Uzgoj stani¢nih kultura

THP-1 stanice uzgajane su u hranjivom mediju za rast RPMI 1640 u kojega su dodani
10 % fetalni govedi serum (FBS) te 1 % suspenzija antibiotika i antimikotika. Stanice su
presadivane u komori za sterilni rad, 5to ukljucuje centrifugiranje stani¢ne suspenzije (300 g, 8
minuta), nakon Cega je supernatant odliven te talog stanica resuspendiran u odgovarajucoj
koli¢ini hranjivog medija. Tako pripravljena stani¢na suspenzija stavljena je u bocu za uzgoj
stanica te inkubirana u CO2 inkubatoru pri odgovaraju¢im uvjetima atmosfere (95 % zraka, 5
% CO2, 90 % vlaznosti) i temperature (37 °C). Za odrzavanje stani¢nih linija stanice Su

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

3.6 Odredivanje broja stanica bojanjem tripanskim plavilom

Pomijesano je 10 pL suspenzije stanica te 90 pL 0,4 % otopine tripanskog plavila u
PBS-u. Alikvot od 10 pL pripremljene otopine naneSen je na Neubauerovu komoricu za
brojanje. Brojenjem stanica u predvidenim komorama te mnoZenjem dobivene srednje
vrijednosti s indeksom plocice (10000) i razrjedenjem (10x) utvrden je broj stanica u 1mL
suspenzije. Stanice su izbrojene u 3 kvadranta ukljucujuci stanice na lijevom i gornjem kutu, a

iskljucujuci stanice na desnom i donjem kutu (Slika 3).

Fifi

i
B

e

Slika 3. Neubauerova komorica za brojanje stanica (preuzeto s:

https://www.sigmaaldrich.com)
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3.7 Odredivanje citotoksi¢nosti MTS testom

THP-1 stanice su nasadene na plocice s 96 jazica, u koncentraciji od 35 000 stanica po
jazici. Stanice su tretirane prethodno pripremljenim otopinama sintetskih spojeva u
koncentracijama 100 uM, 10 uM, 1 uM, 100 nM, 10 nM, 1 nM, 100 pM i 10 pM. Kao kontrolni
spoj u testu je koriSten staurosporin u koncentracijskom rasponu od 10 uM do 1 pM. Kao
negativna kontrola koriSten je stani¢ni medij, a kao pozitivna kontrola suspenzija stanica. Kao
kontrola koristen je i DMSO, otapalo u kojem su otopljeni spojevi, buduéi da je u visokim
koncentracijama i sam toksi¢an. Sve je radeno u duplikatu. Plo¢e su inkubirane preko noéi na

37 °C u atmosferi s 5 % COx.

Nakon dodatka MTS supstrata, plo¢e su inkubirane 6 sati na 37 °C u atmosferi s 5 %
CO2. Koncentracija formazana, koja je proporcionalna broju Zivih stanica, izmjerena je

spektrofotometrijski na 490 nm pomocu UV-Vis spektrofotometra.
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U ovom istrazivanju kultura stanica akutne monocitne leukemije THP-1 tretirana je s
ukupno 13 sintetskih spojeva: 10 derivata itakonske kiseline, klorokin-difosfatom, meflokin-
hidrokloridom i staurosporinom.

Itakonska kiselina, fluoroanilin, piridin i indol koriSteni su u sintezi novih spojeva zato
Sto su se pokazali kao bitan farmakofor u strukturi mnogih citostatika. Klorokin-difosfat i
meflokin-hidroklorid su kinolonski antimalarici. S obzirom da razli¢iti antimalarici pokazuju
izravnu ili posrednu aktivnost protiv tumorskih stanica, koriste se u brojnim klinickim
ispitivanjima protiv razli¢itih vrsta tumora. Mogu se koristiti sami ili u kombinaciji s
konvecionalnim protutumorskim lijekovima (Choi i sur., 2016). Staurosporin je inhibitor

proteinskih kinaza te se koristi u istrazivanjima kao usporedni standard indukcije stani¢ne smrti.

Citotoksi¢nost sintetskih spojeva ispitivana je na THP-1 stani¢noj liniji nakon 24 sata
inkubacije u CO2 inkubatoru pri 37 °C i 5 % CO2, te 95% vlaznosti, a preZivljavanje stanica
odredeno je MTS testom (Slike 4, 51 6).

Slika 4. Mikrotitarska ploc¢ica s obojenim medijem za spektrofotometrijsku analizu spojeva

V1, V2, V3, V4, V6
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Slika 5. Mikrotitarska plo¢ica s obojenim medijem za spektrofotometrijsku analizu
spojeva V8, V9, MI3, MI5, MI7

Slika 6. Mikrotitarska plo€ica s obojenim medijem za spektrofotometrijsku analizu

spojeva klorokina (CQ), meflokina (MQ) i staurosporina (S).
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Rezultati ispitivanja su prikazani u Tablici 4. Citotoksi¢ni uéinak je izrazen kao 1Cso
vrijednost, odnosno kao koncentracija ispitivanoga spoja pri kojoj prezivljavanje stanica iznosi
50 %.

Tablica 4. Citotoksi¢na aktivnost spojeva ispitana na kulturi stanica akutne monocitne

leukemije THP-1

V1 4,11
V2 2,59
V3 2,52
V4 2,79
V6 3,17
V8 4,62
V9 62,5
MI3 18,07
MI5 1,99
MI7 34,09
CQ >100
MQ 19,17
staurosporin 0,4

Rezultati mjerenja citotoksi¢ne aktivnosti anilinskih derivata prikazani su na Grafovima
4.1, 4.2 i 4.3. Spoj V1 derivat je itakonske kiseline i fluoroanilina te pokazuje neSto manji
citotoksi¢ni u¢inak u odnosu na spojeve V2 i V3 koji su derivati itakonske kiseline i

trifluorometilanilina, a medusobno se razlikuju po polozaju trifluormetilne skupine.
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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
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Rezultati mjerenja citotoksi¢ne aktivnosti piridinskih derivata prikazani su na
Grafovima 4.414.5. Spoj V4 je derivat itakonske kiseline i piridina te je pokazao citotoksi¢nost
blisku spojevima V2 i V3. Iz dobivenih rezultata, moze se ocitati kako je produljenje alifatskog

lanca za jednu metilensku skupinu kod spoja V6, smanjilo citotoksi¢ni u¢inak.

V4

100

504

% control

T
12 10 B &

logic) [M]

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

Rezultati mjerenja citotoksi¢ne aktivnosti indolskih derivata prikazani su na Grafovima

4.6 1 4.7. Spojevi V8 i V9 su derivati itakonske kiseline i indola, no V9 sadrZi dvije molekule

indola u strukturi kao simetri¢ni homodimer te je u ovom ispitivanju pokazao znac¢ajno manju
citotoksi¢nost u odnosu na V8.
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Graf 4.7 Postotak preZivjelih stanica ovisno o koncentraciji spoja V9

Rezultati mjerenja citotoksi¢ne aktivnosti konjugata itakonske Kiseline i kinolinskih
derivata prikazani su na Grafovima 4.8, 4.9 i 4.10.
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Graf 4.8 Postotak prezivjelih stanica ovisno o koncentraciji spoja MI13

32



MiS

% control

S04

Az 0 8 B -4
logic) [M]

Graf 4.9 Postotak prezivjelih stanica ovisno o koncentraciji spoja MI5

MI7
1004 ]
- .
£
=
= 50
[ T T T T T
42 0 -8 5 -4 2
logle) [M]

Graf 4.10 Postotak preZivjelih stanica ovisno o koncentraciji spoja M17

Rezultati mjerenja citotoksi¢ne aktivnosti antimalarika klorokin-difosfata i meflokin-
hidroklorida prikazani su na Grafovima 4.11 1 4.12.
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Graf 4.11 Postotak prezivjelih stanica ovisno o koncentraciji spoja CQ
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Graf 4.12 Postotak prezivjelih stanica ovisno o koncentraciji spoja MQ

Konjugat itakonske kiseline i primakina, MI3 pokazao je odredeni citotoksi¢ni ucinak.
pokazuje drasti¢nu razliku u uc¢inku u odnosu na klorokin-difosfat. MI17 je konjugat itakonske

kiseline i meflokina te pokazuje odredenu citotoksi¢nost, no ne$to manju u usporedbi s
meflokin-hidrokloridom.

Rezultat mjerenja citotoksi¢ne aktivnosti standarda staurosporina prikazan je na Grafu
4.13. Usporedujuci sa staurosporinom, svi sintetski spojevi imaju ve¢u ICso vrijednost odnosno
pokazuju manju citotoksi¢nost. Kao novi protutomorski lijek s najvise potencijala moze se

razmatrati konjugat itakonske kiseline i klorokina, MI15. Znacajniju citotoksi¢nost pokazali su i
spojevi V2,V3,V4i V6, te V1i V8.
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Graf 4.13 Postotak prezivjelih stanica ovisno o koncentraciji staurosporina
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Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

v" Svi ispitivani spojevi u odredenim koncentracijama toksi¢ni su za stanice akutne

monocitne leukemije THP-1.

v Od ispitivanih suspstanci, najznac¢ajniju citotoksi¢nost pokazuje spoj MI5 ¢ija

ICso0 vrijednost iznosi 1,99 uM.

v Klorokin-difosfat ne pokazuje znacajni toksi¢ni ucinak te je njegova ICso

vrijednost ve¢a od 100 puM.

v Usporedbom s kontrolnim spojem, staurosporinom, kojemu je izmjerena 1Cso
vrijednost od 0,4 UM, citotoksi¢nost ispitivanih spojeva je manja, no daljnim
ispitivanjima i modifikacijama u strukturi moze se povecati njihov citotoksicni

uéinak.
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7. SAZETAK/SUMMARY

43



Razvoj novoga lijeka dugotrajan je i skup proces. Nakon Sto se izabere bolest za koju
¢e se razvijati novi lijek i identificira meta na koju ¢e lijek djelovati, razli¢itim bioloskim
testovima ispituje se farmakoloski ucinak molekula. Optimiranjem strukture molekule
poboljSavaju se njena farmakodinamicka i farmakokineticka svojstva. Tijekom razvoja lijeka
koriste se brojne in vitro, in vivo i in silico metode. Testovi citotoksi¢nosti korisni su alati u
otkrivanju potencijalnih citostatika. U tu svrhu, zbog jednostavnosti koristenja i lakoce
manipuliranja, ¢esto se koriste stani¢ne linije. Uslijed velikog broja oboljelih od malignih
bolesti i neadekvatne postojece terapije, postoji stalna potreba za razvojem ucinkovitijih i

selektivnijih citostatika.

U ovom su radu ispitani derivati itakonske Kiseline kao potencijalni citostatici.
Ispitivanje je provedeno na stanicama akutne monocitne leukemije THP-1. Nakon Sto su stanice
tretirane otopinom sintetskih spojeva u razliCitim koncentracijama, odredena je vijabilnost
stanica pomo¢u MTS testa. Rezultati su prikazani u obliku ICso vrijednosti. Svi ispitivani
spojevi pokazuju citotoksi¢ni uc¢inak na stanice, a najucinkovitiji je spoj MI5, konjugat

itakonske kiseline i klorokina.
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The development of a new drug is a time consuming and expensive process. Once the
disease for which the new drug will be developed is selected and the target on which the drug
will act is identified, the pharmacological effect of the molecules is examined by various
biological tests. Optimizing the drug structure improves the pharmacodynamic and
pharmacokinetic properties. Numerous in vitro, in vivo and in silico methods are used during
development. Cytotoxicity tests are useful tools in detecting potential cytostatics. These tests
use cell lines due to the simplicity and ease of manipulation. Considering the large number of
patients with malignant diseases and inadequate existing therapy, there is a constant need to

develop more effective and selective cytostatics.

This thesis analyzed itaconic acid derivatives as potential cytostatics. The study was
performed on acute monocyte leukemia THP-1 cells. After the cells were treated with a solution
of synthetic compounds at different concentrations, cell viability was determined by using the
MTS assay. The results are presented in the form of 1C50 values. All test compounds showed
cytotoxic effect on cells, with the most effective compound was MI5, a conjugate of itaconic

acid and chloroquine.
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