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POPIS KRATICA:

Apaf-1 — (engl. apoptotic protease activating factor 1), faktor aktivacije proteaze u apoptozi
Bcl-2 — (engl. B-cell ymphoma 2); protein gena BCL-2

Bid — (engl. BH3-interacting domain death agonist); ¢lan Bcl-2 obitelji proteina koji

reguliraju permeabilnost mitohondrijske membrane

BRCA 1, BRCA2 — (engl. BReast CAncer gene); geni Cije su mutacije odgovorne za

nasljednu sklonost za rak dojke

CDK — (engl. cyclin-dependent kinases); kinaze ovisne o ciklinima

ced — (engl. cell death protease); kaspaze koje aktiviraju apoptozu

CIN — cervikalna intraepitelna neoplazija

DNA — (engl. deoxyribonucleic acid); deoksiribonukleinska kiselina

DMEM - (engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium); medij za uzgoj stanica

EGFR — (engl. epidermal growth factor receptor); receptor za epidermalni faktor rasta
EMA — (engl. European Medicines Agency); Europska agencija za lijekove

ERK — (engl. extracellular signal-regulated kinases); kinaza regulirana izvanstani¢nim

signalom

FBS — (engl. Fetal bovin serum); fetalni govedi serum

FDA — (engl. Food and Drug Administration); Americka uprava za hranu i lijekove
MAP-kinaza — (engl. mitogen-activated protein kinase); mitogenom aktivirana protein kinaza

MEK - (engl. mitogen-activated protein kinase kinase enzyme); enzim koji fosforilira protein

kinazu aktiviranu mitogenima

miRNA — (engl. microRNA): mala nekodiraju¢a RNK

mTOR — (engl. the mammalian target of rapamycin); meta rapamicina kod sisavaca
PARP — (engl. poly (ADP-ribose) polymerase); poli (ADP-riboza) polimeraza

PBS — (engl. phosphate-buffered saline); izotoni¢na otopina fosfatnog pufera s NaCl



P53 — gen za protein p53
p53 — tumor supresorski protein

Ras — (engl. rat sarcoma; protoonkogen); nazvan po otkri¢u transformirajué¢eg nacela virusa

Stakorskog sarkoma



1. UVOD



1.1. Rak

U patologiji raka razlikujemo benigne od malignih tumora. Tumor je svaka nenormalna
proliferacija stanica u tijelu koja moze biti benigna ili maligna. Benigni tumor ostaje na mjestu
na kojem je nastao i ne Siri se u okolna tkiva dok se maligni tumor moze prosiriti na susjedna
tkiva i ¢itav organizam preko krvozilnog ili limfatickog sustava. Pojam rak odnosi se samo na
zlo¢udne tumore. Slom regulacijskih mehanizama koji upravljaju ponasanjem normalne
stanice, kao §to su proliferacija, diferencijacija i prezivljavanje, dovodi do nastanka raka.
Postoji vise od stotinu vrsta raka koji se jako razlikuju po ponasanju i odgovoru na lije¢enje jer

rak mozZe nastati zbog poremecaja proliferacije bilo koje vrste stanica u tijelu (1).

Rak predstavlja skup razli¢itih bolesti koje se medusobno razlikuju prema svojoj
biologiji, etiologiji, klini¢koj slici i nacinu lijeCenja. Sve vrste raka nastaju od zdravih stanica
procesom koji nazivamo zlo¢udnom pretvorbom. Stanice zbog odredenih promjena izgube
sposobnost adekvatnog odgovaranja na brojne signale pri ¢emu posljedi¢no dolazi do
nekontrolirane diobe zlocudno preobrazenih stanica. Zlo¢udna pretvorba stanica uglavnom je
posljedica promjena koje nazivamo genske mutacije te stoga mozemo reci da je rak u osnovi

genska bolest (2).

Douglas Hanahan i Robert A. Weinberg pokusali su saZeti i pojednostaviti kompleksnu

sliku razlikovanja zdrave stanice od stanice raka. Predstavili su model s deset klju¢nih obiljezja:

a) samodostatnost s obzirom na signale rasta

b) neosjetljivost na signale koji inhibiraju rast

¢) neograni¢en potencijal umnazanja

d) tumorska angiogeneza

e) zaobilazenje apoptoze

f) poremecen metabolizam

g) sposobnost tkivne invazije 1 presadivanja

h) sposobnost izbjegavanja imunoloskog odgovora

1) genomska nestabilnost



J) upala

Tumorska progresija je proces kojim iz zdravoga tkiva u vise koraka nastaje rak. Osim
promjena u slijedu baza DNA, epigeneticke promjene kao Sto su modifikacije histona i
metilacija DNA povezane su s nastankom 1 progresijom raka. Takoder, ulogu u nastanku i

progresiji raka imaju miRNA 1 aktivnost telomeraza (2).



1.2. Onkogeni

Onkogeni su promijenjena inacica normalnih stani¢nih gena koji sudjeluju u regulaciji
stani¢ne proliferacije i diferencijacije, a nazivaju se protoonkogeni. Protoonkogeni sudjeluju u
prijenosu signala u stanici i svi su evolucijski dobro ocuvani. Ukljuceni su u prijenos signala
putovima kojima se stani¢ni rast, dioba, diferencijacija i prezivljenje uskladuju s uvjetima u
okoliSu stanice. Stanica iz okolisa prima signale u obliku malih molekula, ¢imbenika rasta, koje
se najéesée vezu za receptore na stani¢noj membrani. Time dolazi do aktivacije receptora i
prijenosa signala putem brojnih drugih molekula u stanici sve do transkripcijskih ¢imbenika
koji poticu ekspresiju gena. Prijenos signala unutar stanice Cesto se odvija fosforilacijom
proteina $to je iznimno znacajno jer se za mnoge protoonkogene pokazalo da su geni za tirozin-
kinaze, proteine koji mogu fosforilirati tirozinske ogranke drugih proteina. Ljudski genom ima

518 razlicitih gena za protein-kinaze, od kojih 90 ¢ine geni za tirozin-kinaze (3).

Aktivacija onkogena dogada se ako se protoonkogeni promijene na nacin da oni sami
ili njihovi proteinski produkti postanu aktivniji. Posljedi¢no dolazi do nekontroliranog rasta i
diobe stanice $to uzrokuje nastanak raka. Postoji nekoliko nacina kojima se onkogeni mogu
aktivirati, a neki od njih su mutacije u samom genu, posljedice genske amplifikacije (povecanje
broja kopije gena) ili posljedice kromosomske translokacije (kromosomski poremecaj u kojem
se dio kromosoma odlomi i premjesti na drugi kromosom) pri ¢emu uvijek dolazi do pojacane,

deregulirane aktivnosti odgovaraju¢eg onkoproteina (3).

Ras-Raf-MEK-ERK put prijenosa signala ima vaznu ulogu u nastanku raka. Ras se
aktivira pomo¢u EGFR receptora i nekih drugih receptora nakon ¢ega dolazi do aktivacije
serin/treonin-kinaze Raf, koja aktivira MEK-kinazu. MEK-kinaza aktivira ERK kinazu, koja se
jos naziva 1 MAP-kinaza, pri Cemu se aktiviraju razliciti transkripcijski ¢imbenici 1 neki drugi
proteini (Slika 1.). U razli¢itim tipovima raka mutirane su razli¢ite komponente ovog signalnog
puta. Sorafenib, dabrafenib, trametinib, kobimetinib i vemurafenib su lijekovi koji djeluju
specificno na taj put signalnog prijenosa. Do rezistencije na terapiju cetuksimabom i
panitumumabom dolazi zbog mutacije gena RAS. Ciljna molekula lijekova temsirolimus 1
everolimus je protein mTOR do ¢ije aktivacije dovodi put prijenosa signala u koji je ukljucen
Ras. Razumijevanje uloge onkogena i puteva prijenosa signala u nastanku raka dovelo je do
razvoja ciljanih lijekova poput monoklonskih protutijela (trastuzumab, cetuksimab,

pertuzumab), inhibitora protein-kinaza (imatinib, erlotinib, ibrutinib) i mnogih drugih (3).
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Slika 1. Ras-Raf-MEK-ERK put prijenosa signala

Preuzeto s https://www.nature.com/articles/nrd4281

Datum preuzimanja: 3.9.2022.
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1.3. Tumor supresorski geni

Suprotno od onkogena, zlo¢udni potencijal tumor supresorskih gena posljedica je
njihove inaktivacije pri ¢emu dolazi do prestanka funkcioniranja nuznih koc¢nica u stanici koje
sprjecavaju diobu. Takoder, supresorski geni imaju ulogu u nadziranju izuzetno vaznog procesa

popravka oSte¢enja DNA (4).

Mutacije tumor supresorskih gena karakterizira potreba za inaktivacijom obaju alela da
bi se o¢itovao njihov ucinak. Inaktivacija tumor supresorskih gena moze se dogoditi mutacijom,
ali 1 epigeneticki, metilacijom njihovih promotora. Prvi otkriveni tumor supresorski gen je RB
koji je povezan s retinoblastomom, rakom mreZnice. Drugi vazan tumor supresorski gen nazvan
je p53 te je Cesto mutiran u razli¢itim tipovima raka u ljudi. Aktivirani p53 zaustavlja stanicu u
odredenoj fazi stani¢nog ciklusa i aktivira popravak nastalog oSte¢enja stani¢cne DNA prije nego
Sto se oSteCena DNA replicira. Ukoliko se oSte¢enja ne poprave, pS3 poti¢e programiranu
stani¢nu smrt stanice (Slika 2.). Vjerojatnost nastanka raka povecana je kada p53 nedostaje ili
je inaktiviran u stanici. Takoder, tumorska angiogeneza, kao i rezistencija na kemoterapiju 1
radioterapiju povezane su s inaktivacijom p53 u stanicama (5). Stanice koje nemaju p53, nakon
zracenja ili djelovanja nekih lijekova koji oSte¢uju DNA, ne umiru apoptozom. Taj izostanak
apoptoze nakon oSte¢enja DNA doprinosi otpornosti tumora na lijeCenje kemoterapijom.
Takoder, gubitak p53 moZe omesti apoptozu koja je uzrokovana pomanjkanjem kisika ili

faktora rasta (6).
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Preuzeto s: https://www.researchegate.net/figure/p53-canonical-and-non-canonical-

tumor-suppressor-roles-of-p53-p53-is-activated-by-a_figl 325657277

Datum preuzimanja: 3.9.2022.

Nastanak raka moze biti povezan i s poremecajem u regulaciji stanicnog ciklusa koji se
sastoji od Cetiriju faza. G1 fazu karakterizira pripremanje stanice za sintezu DNA, u S fazi DNA
se udvostrucuje, stanica se potom priprema za mitozu u fazi G2 te se kona¢no mitozom, u M
fazi, dijeli na dvije stanice kceri (Slika 3.). U kontrolnim to¢kama stani¢nog ciklusa, koji je vrlo
sloZzeno reguliran i pod utjecajem je razlicitih signala koji dolaze iz same stanice i njezinog
okoliSa, provjerava se moze li stanica u¢i u sljedecu fazu ciklusa. Stanice s oSte¢enom DNA ne
mogu pro¢i dalje kroz stani¢ni ciklus. OSteCena DNA karakterizira stanice raka za Ciju je
progresiju nuzno da se regulacija stani¢nog ciklusa poremeti. Ciklini, kinaze ovisne o ciklinima
(CDK) 1 inhibitori kinaza ovisnih o ciklinima imaju najvazniju ulogu u regulaciji stani¢nog
ciklusa (5). Poremecaj aktivnosti CDK, bilo putem aktivacije proteina koji poticu aktivnost
CDK ili inaktivacijom onkogenom induciranih putova starenja, ¢esta je pojava kod raznih vrsta
raka. Identificiranje 1 karakterizacija onih karcinoma koji zahtijevaju specificno djelovanje
CDK za proliferaciju omogucava razumijevanje mehanizama za upotrebu CDK selektivnih

inhibitora (7).


https://www.researchgate.net/figure/p53-canonical-and-non-canonical-tumor-suppressor-roles-of-p53-p53-is-activated-by-a_fig1_325657277
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Slika 3. Faze stani¢nog ciklusa

Preuzeto s: https://www.nature.com/articles/s41580-021-00404-3

Datum preuzimanja: 4.9.2022.

Kod raka su prisutne Ceste promjene u genima ukljuenima u regulaciju stani¢nog
ciklusa, stoga je vazno naglasiti znacaj kontrole stanicnog ciklusa za normalan rast,
diferencijaciju i diobu stanica. U regulaciji vaznu ulogu ima i tumor supresorski gen RB ¢ija je
uloga naruSena u vecini stanica razlicitih tipova raka, zbog mutacija u njemu samome ili
primjerice zbog pojacane ekspresije ciklina D. Palbociklib i ribociklib lijekovi su za rak koji su
izravno usmjereni na mehanizme regulacije stani¢nog ciklusa inhibiraju¢i CDK. Rak je manje
agresivan Sto su stanice raka diferenciranije, ali je u vecini tipova raka regulacija stani¢ne
diferencijacije djelomicno ili potpuno blokirana. Takoder, poremec¢eni su mehanizmi popravka
oStecenja stanicne DNA kojima se ispravljaju greSke nastale prilikom replikacije DNA ili zbog
djelovanja mutagena. Posljedicno dolazi do genomske nestabilnosti ¢ime se povecava
vjerojatnost da ¢e se u istoj stanici dogoditi viSe razli¢itih mutacija u klju¢nim onkogenima i
tumor supresorskim genima. U skupinu gena povezanih s o¢uvanjem genomske stabilnosti
ubrajaju se 1 tumor supresorski geni BRCA1 i BRCA2 koji su povezani s nasljednim rakom
jajnika 1 dojke. U slu¢aju mutacije spomenutih gena, koji sudjeluju u mehanizmu popravka
dvolan¢ane DNA, stanice raka oslanjaju se na alternativne mehanizme popravka DNA.

Olaparib, rucaparib, talazoparib 1 niraparib lijekovi su odobreni od strane Europske agencije za


https://www.nature.com/articles/s41580-021-00404-3

lijekove (EMA) i Americke uprave za hranu 1 lijekove (FDA) te djeluju kao PARP-inhibitori
ometajuc¢i popravak DNA (5, 8) (Slika 4.).
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Slika 4. Princip djelovanja PARP-inhibitora
Preuzeto s: https://www.researchgate.net/figure/Effects-of-pharmacologic-PARP-
inhibition-in-B16F10-melanoma-cells-Schematic-model-on fig5 332904402

Datum preuzimanja: 4.9.2022.
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1.4. Apoptoza

Apoptoza je aktivni proces programirane stani¢ne smrti koji ima neizostavnu i
nezamjenjivu ulogu u fizioloskim i patoloskim stanjima. Anomalije u apoptozi povezuju se sa
Sirokim spektrom patoloskih stanja poput neurodegenerativnih bolesti, autoimunih bolesti, raka
1 drugih. Apoptoza je u ravnotezi sa stanicnom proliferacijom 1 sudjeluje u odrzavanju
konstantnog broja stanica u tijelu. Takoder, predstavlja i obrambeni mehanizam pomocu kojeg
se potencijalno opasne stanice, primjerice one s oste¢enjem DNA ili s mutacijama koje mogu
dovesti do nastanka karcinoma, uklanjaju. Proces apoptoze karakterizira fragmentacija DNA
zbog kidanja izmedu nukleosoma pri ¢emu se kromatin kondenzira, a jezgra se raspada u male
dijelove. Konac¢no, dolazi do raspadanja stanice u komadi¢e okruzene membranom koje
nazivamo apoptotiCkim tjeleScima. Apoptoticke stanice i fragmenti podlijezu fagocitozi
djelovanjem makrofaga i susjednih stanica koje ih prepoznaju (Slika 5.). Jedan od signala putem
kojeg se odvija prepoznavanje apoptotickih stanica je eksprimiranje fosfatidilserina na
stani¢noj povrsini, koji je u normalnim stanicama ograni¢en na unutarnji sloj stani¢ne
membrane. Ced-3 i ced-4 dva su gena nuzna za zbivanje apoptoze. Treci gen, ced-9 djeluje kao
negativni regulator apoptoze te ukoliko dode do njegove inakivacije zbog mutacije, stanice,
koje bi normalno prezivjele, umiru apoptozom. Ced-9 inhibira ced-4, a ced-4 potice ced-3.
Kaspaze su konacni izvrsSitelji apoptoze, a nastaju kodiranjem gena ced-3. Inhibitor DNAze,
koji je odgovoran za fragmentaciju jezgrine DNA, jedna je od klju¢nih meta kaspaza. Kaspaze
takoder kidaju jezgrine lamine pri ¢emu dolazi do fragmentacije jezgara, kidaju citoskeletne
proteine uzrokujuci raspad citoskeleta 1 dovode do fragmentacije Golgijevog aparata kidajuci
proteine Golgijevog matriksa. Signali koji uzrokuju apoptozu potic¢u aktivaciju inicijatorskih
kaspaza, koje onda kidaju 1 aktiviraju efektorske kaspaze zasluZzne za razgradnju ciljnih
stani¢nih proteina. Kaspaza-9 klju¢na je inicijatorska kaspaza u stanicama sisavaca. Aktivira se
vezanjem na Apaf-1 u kompleksu od viSe podjedinica nazvanom apoptosom. Za tvorbu ovog
kompleksa potreban je i citokrom c. Konacno, kad je kaspaza-9 aktivirana u apoptosomu, ona
kida 1 aktivira nizvodne efektorske kaspaze kao §to su kaspaza-3 1 kaspaza-7 Sto posljedicno

dovodi do stani¢ne smrti (9).
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Slika 5. Proces apoptoze

Preuzeto s: https://www.onlinebiologynotes.com/apoptosis-programmed-cell-death/

Datum preuzimanja: 4.9.2022.

Porodica Bcl-2 ukljucena je u regulaciju programirane stani¢ne smrti, a sastoji se od
proapoptotickih i antiapoptotickih ¢lanova, dakle moze poticati ili kociti apoptozu. Bel-2 jedan
je od antiapoptotickih ¢lanova porodice koji sprjeava apoptozu. Nasuprot tome, proapoptotski
¢lanovi porodice kao $to su Bax 1 Bak aktiviraju kaspaze i induciraju apoptozu. Stoga, Bcl-2
obitelj proteina, medusobnom regulacijom, djeluje kao kriti¢na tocka odluke o zZivotu i smrti

stanice unutar puta apoptoze (10).
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Slika 6. Uloga porodice Bcl-2 proteina

Preuzeto s: https://www.researcheate.net/ficure/BCL-2-family-proteins-regulate-

mitochondria-mediated-intrinsic-apoptosis-pathway_figl 343723575

Datum preuzimanja: 4.9.2022.
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1.5. Rak grli¢a maternice

Rak grli¢a maternice Cetvrti je najc¢es¢i rak kod Zena. Infekcija humanim papiloma
virusom (HPV) najvazniji je ¢imbenik u nastanku ove bolesti. Virusni onkoproteini, najcesce
E6 1 E7, odgovorni su za pocetne promjene u epitelnim stanicama. Oni inaktiviraju dva glavna
tumor supresora, p53 1 RB ¢ime se ometaju mehanizmi popravka DNA 1 apoptoza, Sto dovodi
do brze stani¢ne proliferacije i progresije raka (11). Postoji preko 100 tipova HPV virusa, od
kojih najve¢i rizik za razvoj zlo¢udne bolesti predstavljaju HPV 16 i 18. Redovitim
ginekoloskim pregledima koji uklju¢uju PAPA-test moguca je prevencija razvoja zlo¢udnih
promjena jer se na vrijeme mogu uociti promjene u tkivu i provesti adekvatno lijeCenje (12).
PAPA-test koristi se za probir i rano otkrivanje premalignih i malignih promjena grlica
maternice. Pregledom stanica tkiva moze se utvrditi prisutnost upalnih i abnormalnih promjena
u strukturi 1 izgledu stanica (tzv. promjene stanica CIN I, II ili III) (13). Moguce rjesenje
problema raka grli¢a maternice je i cijepljenje Zena protiv HPV-a. Danas postoji nekoliko vrsta
cjepiva kojima su uglavnom obuhvaceni tipovi 6, 11, 16 i 18. Djelotvornost cjepiva najveca je

kada se primijeni u Zena prije stupanja u spolne odnose (12).

Predinvazivni tumori i rani invazivni rak nemaju simptome te se otkrivaju iskljucivo
ginekoloSkim pregledom i1 PAPA-testom. Invazivni rak grli¢a maternice karakterizira
nepravilno vaginalno krvarenje kao prvi simptom, te potom, u uznapredovalim stadijima, dolazi
do pojave jaceg iscjetka neugodnog mirisa. Bol u maloj zdjelici, hidronefroza 1 posljedi¢na
uremija, otekline nogu 1 anemija neke su od posljedica Sirenja bolesti. Bolest se moZe proSiriti
u rektum 1 dovesti do opstrukcije, proljeva ili krvi u stolici. Kod metastatske bolesti, presadnice
se najceS¢e nalaze u paraaortalnim limfnim ¢vorovima, jetri, kostima 1 plué¢ima. Osim
prethodno spomenutog PAPA-testa, kolposkopija moze pomo¢i u postavljanju dijagnoze ranog
stadija invazivnog raka (14). Kolposkopija je dijagnosticki test poZeljan kada rezultati testova

ukazuju na vjerojatnost pronalaska CIN III vecu od 4% (15).

U Zena s rakom grli¢a maternice obvezno je uraditi MR zdjelice te u slu¢aju na sumnju
invazije mokra¢nog mjehura ili rektuma napraviti cistoskopiju ili rektoskopiju. Prepoznavanje
moguce tumorom izazvane opstrukcije protoka mokrace radi se intravenskom urografijom.
Navedene testove 1 dijagnostiku potrebno je nadopuniti nalazima kompletne krvne slike,

diferencijalne krvne slike, biokemijskim pretragama krvi te klirensom kreatinina (14).
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Tablica 1. FIGO Kklasifikacija raka grlica maternice (16).

Stadij 0 tumor in situ

Stadij I rak grli¢a maternice ogranic¢en na grli¢
maternice

Stadij I a mikroskopski vidljiva lezija ograni¢ena na
grli¢ maternice

Stadij [ al stromalna invazija 3 mm i manje (prodor u
dubinu) i promjer lezije 7 mm i manje
(horizontalno Sirenje)

Stadij [ a2 stromalna invazija ve¢a od 3 mm, a manja
od 5 mm i1 promjer lezije ve¢i od 7 mm

Stadij I b klini¢ki vidljiva lezija ograni¢ena na grli¢
maternice

Stadij [ bl klini¢ki vidljiva lezija velika 4 cm i manje u
najvecoj dimenziji

Stadij I b2 klinicki vidljiva lezija veca od 4 cm u
najvecoj dimenziji

Stadij II rak grli¢a maternice $iri se izvan grlica
maternice, ali ne do zdjeli¢nih kostiju ni
donje tre¢ine rodnice

Stadij Il a bez klinickog zahvacanja parametrija

Stadij IT al

klinicki vidljiva lezija velika 4 cm 1 manje u
najvecoj dimenziji

Stadij I a2

klinicki vidljiva lezija veca od 4 cm u
najvecoj dimenziji

Stadij I1 b

klinicki zahvaceni parametriji

Stadij 111

rak grli¢a maternice Siri se do zdjeli¢nih
kostiju i/ili zahvaca donju tre¢inu rodnice
1/ili pak uzrokuje hidronefrozu ili zatajenje
rada bubrega

Stadij III a

rak grli¢a maternice zahvaca donju trecinu
rodnice, ali bez Sirenja do zdjeli¢ne stjenke

Stadij I b

rak grli¢a maternice $iri se do zdjeli¢ne
stjenke 1/ili uzrokuje hidronefrozu ili
afunkciju bubrega

Stadij IV rak grli¢a maternice Siri se na susjedne
organe i/ili postoje udaljene presadnice

Stadij IV a Sirenje na sluznicu mokra¢noga mjehura ili
rektuma

Stadij IV b postojanje udaljenih presadnica
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1.6. Terapija raka grlica maternice

Lijecenje raka grli¢a maternice savjetuje se za pojedinacni slu¢aj i ovisi o stadiju bolesti
1 opcem zdravlju osobe. Danas postoji nekoliko moguénosti lijeCenja koje ukljucuju kirurSko
lijecCenje, radioterapiju, kemoterapiju te, najnovije, biolosku terapiju ili kombinaciju navedenih.
U Zena koje su u ranoj fazi bolesti cilj je izlijeciti rak, medutim, ukoliko izljecenje nije moguce,
cilj je kontrolirati rak te se nastoji osigurati maksimalno kvalitetan Zivot bez simptoma bolesti
uz ograniCavanje rasta i Sirenja karcinoma. Planiranje lije¢enja temelji se na sveobuhvatnom i
preciznom razumijevanju prognostickih i prediktivnih ¢imbenika za onkoloski ishod, kvalitetu
zivota 1 morbiditet. Maksimalna veliCina tumora, zahvacenost limfnih ¢vorova i prisutnost
udaljenih metastaza neki su od prognostickih ¢imbenika koje je potrebno uzeti u obzir.
LijecCenje raka grli¢a maternice znatno je napredovalo, ali, unato¢ tome, vrlo uznapredovali

slucajevi bolesti nisu izljecivi (17).

Metastatski rak grlica maternice neizljeciv je te se lije¢i kemoterapijom baziranoj na
cisplatini uz dodatak paklitaksela, topotekana, gemcitabina ili ifosfamida. Kombinirana
imunoterapija osigurava produljenje ukupnog prezivljavanja s 13 na 17 mjeseci pa se danas

pacijenticama, uz polikemoterapiju, dodaje i bevacizumab (18).
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1.7. Epidemiologija raka grlica maternice u svijetu

Karcinom grli¢a maternice se prema svojoj pojavnosti, gledaju¢i globalno, nalazi na 4.
mjestu kod zena diljem svijeta te ¢ini 6,5% svih slucajeva raka po ucestalosti i 7,7% po
smrtnosti (19). Procijenjeno je 604 000 novih slucajeva u 2020., od ¢ega 342 000 smrtnih
slucajeva diljem svijeta u 2020.. Rak grlica maternice najc¢eSc¢e je dijagnosticiran rak u 23
zemlje 1 vodeci je uzrok smrti od raka u 36 zemalja od kojih se velika vecina nalazi u
supsaharskoj Africi, Melaneziji, Juznoj Americi i jugoistocnoj Aziji (Slika 7.). Malavi, drzava
u isto¢noj Africi ima najveéu svjetsku incidenciju i stopu mortaliteta (20). Otprilike 90%
smrtnih ishoda je u zemljama s niskim stupnjem razvoja. U razvijenijim zemljama, postoje
programi koji omogucuju djevoj€icama cijepljenje protiv HPV-a, a Zenama odlazak na redovite
preglede te odgovarajuce lijecenje. Visoka stopa smrtnosti od raka grlica maternice na globalnoj

razini mogla bi se smanjiti u¢inkovitim intervencijama u razli¢itim fazama zivota (21).

Cervix uteri

Malawi
Eastern Africa |

{ Malawi
Southern Africa
Middle Africa
Melanesia

Western Africa
South-Eastern Asia
South America

South Central Asia
Eastern Europe
Central America
Caribbean
Micronesia/Polynesia
Eastern Asia
Northern Europe
Southern Europe
Western Europe
Northern Africa
Northern America
lAustralia/New Zealand
Western Asia

Age-standardized (W) rate per 100,000

incidence | Vortality
Slika 7. Dobno standardizirane stope incidencije 1 mortaliteta raka grlica maternice u 2020.

Preuzeto s: https://acsjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.3322/caac.21660

Datum preuzimanja: 5.9.2022.
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1.8. Epidemiologija raka grlica maternice u Hrvatskoj

Posljednjih se nekoliko desetlje¢a broj oboljelih od raka grlica maternice u Hrvatskoj
smanjuje, dok je mortalitet stabilan (Slika 8.). Prema posljednjim dostupnim podacima
Hrvatskog registra za rak, u 2018. godini zabiljezena su 274 nova slucaja, Sto ¢ini 2% ukupnog
broja sluCajeva raka kod Zena. Prilikom dijagnoze prosjec¢na dob bila je 55,6 godina. Iste godine
od raka grlica maternice umrlo je 125 Zena. Prema podacima zadnje medunarodne studije o
prezivljenju od raka (CONCORD-3) Hrvatska se nalazi na 20. mjestu od 28 europskih zemalja,
s petogodisnjim prezivljenjem od 63,2% za Zene kojima je dijagnosticiran rak grli¢a maternice

izmedu 2010. 1 2014. godine (19).
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Slika 8. Incidencija 1 mortalitet oboljelih od raka grlica maternice u Hrvatskoj u periodu od
2008. do 2019. godine

Preuzeto s: https://www.hzjz.hr/aktualnosti/epidemiologija-raka-vrata-maternice/

Datum preuzimanja: 4.9.2022.
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1.9. Tienopiridinski derivati

Tieno[2,3-b]piridini su antiproliferativni agensi protiv niza tumorskih stani¢nih linija
(Slika 9.). In vitro ispitivanja pokazala su aktivnost potentnih analoga protiv nekoliko stani¢nih
linija raka dojke. Istrazivanje je pokazalo da je djelovanje tieno[2,3-b]piridinskog derivata na
stanice karcinoma dojke iz stani¢ne linije MDA-MB-231 induciralo inhibiciju rasta G2/M faze
stani¢nog ciklusa i zaustavljanje ciklusa u G2 fazi ¢ime je smanjena proliferacija stanica.
Derivati tieno[2,3-b]piridina stupaju u interakciju s izoformama fosfolipaze C, koji zauzvrat
utjeCu na stani¢nu dinamiku tubulina-f izazivajuc¢i zaustavljanje stani¢nog ciklusa u G2 fazi.
Takoder, kombinacija derivata s paklitakselom, inhibitorom tubulina, pokazala je visok stupanj
sinergije, dok su kombinacije s doksorubicinom (inhibitor topoizomeraze II) i kamptotecinom

(inhibitor topoizomeraze I) pokazale samo aditivne ucinke (22).

1.R=0,Xy=H, X, =ClI

* % DR=0,%=H X, =8Br
3.R=0, X;=H, X, =0Me
4. R=0, X;=Me, X, =Cl
5. R =0, g - naphtyl

6. R=H/OH, X,=H, X, =ClI
Slika 9. Strukture tieno[2,3-b]piridinskih derivata

Preuzeto s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4785615/

Datum preuzimanja: 5.9.2022.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



2.1. Cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja je dokazati apoptotsko djelovanje tieno[2,3-b]piridinskog derivata (E)-3-
amino-5-(3-(3-bromfenil)akriloil)-N-(3-kloro-2-metilfenil )-6-metiltieno[2,3-b]piridin-2-

karboksamida (inhibitor 8) na stanice humanog karcinoma grli¢a maternice.

Ucinak inhibitora 8 na apoptozu ispitivat ¢e se na stanicama karcinoma grli¢a maternice SiHa

1 Hela.
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2.2. Hipoteza

Novosintetizirani tieno[2,3-b]piridinski spoj (inhibitor 8) pokazat ¢e kemoterapijsku moc
zapazenu povecanom stopom apoptoze djelovanjem na ispitivane stanice stani¢nih linija SiHa

1 HeLa.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. Stanicne linije

U tablicama su prikazani osnovni podaci o stani¢nim linijama HelLa i SiHa na kojima su
provedena in vitro ispitivanja procesa apoptoze djelovanjem tieno[2,3-b]piridinskog derivata,

inhibitora 8.

3.1.1. HeLa

Tablica 2. Karakteristike stani¢ne linije HeLa

Preuzeto s: https://www.atcc.org/products/ccl-2

Datum preuzimanja: 5.9.2022.

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek

Tip stanica

epitelne stanice

Morfologija Epitelna

Tkivo maternica, cerviks
Bolest Adenokarcinom
Dob 31 godina

Spol Zenski

Etnicitet crna rasa
Primjena 3D kultura stanica,

bioproizvodnja

Format proizvoda

Smrznuto

Uvjeti ¢Cuvanja

parna faza tekuceg
dusSika

22


https://www.atcc.org/products/ccl-2

ATCC Number: CCL-2
Designation:  Hela

High Density

Slika 10. Stanice karcinomske linije HeLa

Preuzeto s: https://www.atcc.org/products/ccl-2

Datum preuzimanja: 5.9.2022.

3.2.2. SiHa

Tablica 3. Karakteristike stani¢ne linije SiHa

Preuzeto s: https://www.atcc.org/products/htb-35

Datum preuzimanja: 5.9.2022.

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek

Tip stanica epitelne stanice

Morfologija Epitelna

Tkivo maternica, cerviks

Bolest karcinom plocastih
stanica

Dob 55 godina

Spol Zenski

Etnicitet Azijski

Primjena 3D kultura stanica,

istrazivanje raka,
istrazivanje zaraznih
bolesti, istrazivanje
spolno prenosivih
bolesti
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Format proizvoda Smrznuto

Uvjeti ¢uvanja parna faza tekuceg
dusika

Slika 11. Stanice karcinomske linije SiHa

Preuzeto s: https://www.researchgate.net/figure/Morphology-of-SiHa-cells-a-before-

treatment-and-b-d-after-incubated-with fig5 225977369

Datum preuzimanja: 5.9.2022.
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3.2. Test apoptoze

Struktura novosintetiziranog inhibitora 8 dobivena je ra¢unalnim modeliranjem
(Slika 12.). Odredivanje koncentracije inhibitora 8, kojim su tretirane ispitivane stanice za

ispitivanje apoptotskog djelovanja, odredilo se koristenjem MTT metode.

Cl

Slika 12. Struktura tieno[2,3-b]piridinskog derivata (£)-3-amino-5-(3-(3-bromfenil)akriloil)-
N-(3-kloro-2-metilfenil)-6-metiltieno[ 2,3-b]piridin-2-karboksamida

MTT (3-(4, 5-dimetiltiazolid-2)-2,5-difeniltetrazolin bromid) test je kolorimetrijski test
kojim se mjeri metaboli¢ka aktivnost u Zivim stanicama. Temeljno nacelo testa temelji se na
redukeciji, u vodi topljive, zuto obojene tetrazolijeve soli u ljubicaste kristale formazana koji
nisu topljivi u vodi. Odumrle stanice gube sposobnost pretvorbe MTT-a u formazan, stoga
isklju¢ivo metabolicki aktivne stanice vrse pretvorbu. Koli¢ina produkta formazana u izravnoj
je korelaciji s postotkom Zivih stanica, a kvantificira se mjerenjem apsorbancije pomocu

spektrofotometra (23).

Mjerenjem apsorbancije stanica koje su tretirane, u odnosu na one koje nisu tretirane
tieno[2,3-b]piridinskim derivatima, dobijamo uvid u citotoksicnost koristenih spojeva.
U ovom istrazivanju, za test apoptoze Hela i SiHa stanica, upotrijebljena koncentracija
inhibitora 8 je 2,138 uM za HeLa, a 2,769 uM za SiHa stanice. Potrebna koncentracija dobivena

je razrjedivanjem inhibitora 8 izotoni¢nim fosfatnim puferom, PBS-om.

Stanice HeLa 1 SiHa ¢uvale su se u teku¢em dusSiku te su, nakon odmrzavanja, uzgajane
u DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) mediju na temperaturi od 37°C uz 5% CO2.
Medij sadrzava fetalni govedi serum (FBS), glukozu, aminokiseline i hranjive tvari. U mediju

je takoder prisutno i1 fenolno crvenilo pa kada medij promijeni boju u naranc¢asto-zutu treba ga
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promijeniti jer to ukazuje da su ga stanice prerasle. Nakon adherencije stanica na povrsinu,
uklanja se DMEM iz petrijeve zdjelice u kojoj su se stanice nalazile te dodaje tripsin. Cijepajuéi
peptidne veze, tripsin omogucéuje odvajanje stanica od podloge i1 njihovo presadivanje. Kako bi
presadili jednak broj stanica u jazice, potrebno je izbrojati stanice pod mikroskopom. Stanice
se mijesaju s bojom Trypan Blue, koja boja mrtve stanice, u omjeru 1:1. Zive stanice ostaju
prozirne pa ih je moguce izbrojati i presaditi na plo¢e sa 6 jazica u triplikatima. Nakon
presadivanja, stanicama se dodaje DMEM koji je ostavljen da djeluje 24 sata. Iduci dan isisan
je medij iz jazica te su stanice, koje su adherirane za dno, tretirane s inhibitorom 8 u
koncentraciji 2,138 uM (HeLa stanice), a 2,769 uM (SiHa stanice). U tri jaZice koje
predstavljaju kontrolu dodan je samo DMEM. Stanice su potom vra¢ene u inkubator na 48 sati.
Nakon perioda od 48 sati, medij se usiSe, stanice se odvajaju od podloge pomocu tripsina i
ispiru se fosfatnim puferom (PBS). Zatim se centrifugiraju i resuspendiraju u 100 pl pufera za
vezivanje. Stanicama se dodaje mix od 5 pl aneksin V-FITC (fluorescin izotiocijanat) i 10 ul
PI (propidij jodid) (FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit, BioLegend, San Diego, SAD).
Potom se stanice inkubiraju u mraku na sobnoj temperaturi, 15 minuta te se analiziraju
proto¢nim citometrom (BD Accuri C6, BD Biosciences). Postotak stanica koje su se nalazile u
apoptozi izrazava se kao broj pozitivnih stanica u ukupnom broju stanica, ¢ija je vrijednost

postavljena kao 100%.

U ranim stadijima apoptoze dolazi do translokacije fosfolipida fosfatidilserina s
unutarnje na vanjsku stranu membrane, ¢ime postaje izloZen na vanjskoj povrSini stanice.
Aneksin V je fosfolipid-vezujuci protein, s visokim afinitetom za fosfatidilserin, a za vezanje
je potreban kalcij (24). Propidij jodid (PI) naSiroko se koristi u kombinaciji s aneksinom V za
proucavanje apoptotskih stanica. PI se koristi ¢es¢e od ostalih nuklearnih boja zbog svoje
ekonomicnosti 1 stabilnosti te je dobar pokazatelj odrZivosti stanica. Sposobnost PI da ude u
stanicu ovisi o propusnosti membrane koja je intaktna u Zivim stanicama. U kasnim
apoptoticnim stanicama smanjuje se integritet membrana, dopuStaju¢i PI da prode kroz
membrane te pokaZe fluorescenciju (25). Bojanje stanica aneksinom V konjugiranim s FITC-
om i Pl omogucava razlikovanje zivih stanica koje ¢e imati kombinaciju aneksin V-/PI-, stanica
u ranoj apoptozi koje ¢e biti aneksin V+/PI-, dok ¢e stanice u kasnoj fazi apoptoze biti aneksin

V+/PI+.
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3.3. Proto¢na citometrija

Proto¢na citometrija kvantitativna je metoda kojom se mogu odrediti veliina i
granuliranost ispitivanih stanica. Omogucuje brzu viSeparametarsku analizu pojedinac¢nih
stanica u otopini. Proto¢ni citometri koriste lasere kao izvore svjetlosti za proizvodnju
rasprSenih 1 fluorescentnih svjetlosnih signala koje ocitavaju detektori. Ti svjetlosni signali
pretvaraju se u elektronicke signale koje racunalo analizira i zapisuje u podatkovnu datoteku
standardiziranog formata. Stani¢ne populacije mogu se analizirati i/ili prodistiti na temelju
njihovih karakteristika rasprSenja svjetlosti i/ili fluorescentnih karakteristika. U protocnoj
citometriji koriste se razliciti fluorescentni reagensi poput fluorescentno konjugiranih antitijela,
boja za odrZivost, boja za vezanje nukleinskih kiselina 1 drugi. Proto¢na citometrija mocan je
alat koji nalazi svoju primjenu u molekularnoj biologiji, imunologiji, biologiji raka i brojnim

drugim granama medicine (26).

Slika 13. Proto¢ni citometar BD Accuri C6

Preuzeto s: https://www.researchgate.net/figure/BD-Accuri-C6-flow-

cytometer figd 330465410

Datum preuzimanja: 5.9.2022.
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4. REZULTATI



4.1. HeLa

MTT testom odredena je koncentracija spoja kojom su se tretirale HeLa stanice za ispitivanje
apoptotskog djelovanja te je inhibitor 8 pokazao znacajniji citotoksi¢ni ucinak nakon 48 sati

inkubacije pri ¢emu je njegova koncentracija 2,138 pg/ml.

Tablica 4. Koncentracije inhibitora 8 dobivene MTT testom
4h 24h 48h 72h
IC50 (ng/ml) ND 6,296 2,138 2,115

Postotak karcinomskih stanica koje se nalaze u ranoj fazi apoptoze, a tretirane su inhibitorom
8 (28,70%) pokazao je statisticki znacajan porast u odnosu na stanice koje nisu tretirane

(18,88%); P =0,011.
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Slika 14. Djelovanje inhibitora 8 na ranu apoptozu stani¢ne linije HeLa u odnosu na kontrolu

a, P - vrijednost <0,05

Tablica S. Utjecaj inhibitora 8 na ranu apoptozu stani¢ne linije HeLa u odnosu na kontrolu

Rana apoptoza

Znacajno? P vrijednost Srednja vrjednost Srednja vrijednost
(prosjek) kontrole  (prosjek) inhibitor 8
Da. 0,011 18,88 28,70
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Postotak karcinomskih stanica koje se nalaze u kasnoj fazi apoptoze, a tretirane su inhibitorom
8 (1,74%) nije pokazao statisticki znacajan porast u odnosu na stanice koje nisu tretirane

(1,51%); P = 0,483.
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Slika 15. Djelovanje inhibitora 8 na kasnu apoptozu stani¢ne linije HeLa u odnosu na
kontrolu

Tablica 6. Utjecaj inhibitora 8 na kasnu apoptozu stani¢ne linije HeLa u odnosu na kontrolu

Kasna apoptoza

Znacajno? P vrijednost Srednja vrijednost Srednja vrijednost
(prosjek) kontrole  (prosjek) inhibitor 8
Ne. 0,483 1,51 1,74
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Ukupan postotak karcinomskih stanica koje se nalaze u ranoj i kasnoj fazi apoptoze, a tretirane

su inhibitorom 8 (30,45%) pokazao je statisticki znacajan porast u odnosu na stanice koje nisu
tretirane (20,39%); P = 0,006.
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Slika 16. Djelovanje inhibitora 8 na ranu i kasnu apoptozu stani¢ne linije HeL.a u odnosu na
kontrolu

b, P — vrijednost <0,01

Tablica 7. Utjecaj inhibitora 8 na ranu i kasnu apoptozu stani¢ne linije HeLa u odnosu na

kontrolu

Rana i kasna

apoptoza
Znacajno? P vrijednost Srednja vrijednost Srednja vrijednost
(prosjek) kontrole  (prosjek) inhibitor 8
Da. 0,006 20,39 30,45
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Tockasti dijagrami, dobiveni proto¢nim citometrom, prikazuju stanicne linije HeLa stanica koje
nisu tretirane inhibitorom 8 i one koje jesu (Slika 17.). 1z prikaza moZemo dobiti uvid u stanice

koje nisu u apoptozi, koje se nalaze u ranoj te one koje se nalaze u kasnoj fazi apoptoze.

0
single [B03 Hela kont 1 fcs] singleTBpEt fel.a nng, 2 5]

single 74,45% Events 14492 single 53,94% bventsatda
) 4
1073 Pl+Annex V- 0,05% 1973 Pl+Annex V- 0,34%
= I i 63 .
T G : w10 0,
& 1073 Pl+Annex Y+ 0,34% 5 ] P|+Anne>g: +1,54%
';:T - : | I g T;‘; e : 25
& 107 = 1
3 E 3 1
€ 1947 E 1047
3 ] 3 ]
g_ 4 8.
T 10} 5 V+ 2,06% T 10%% \V+ 3,41%
04 Pl-Annex V- 97,56% 04 Pl-Annex V-94,71% -
o 102 104 0% 108 107 0 10° 104 10% 108 107
Annexin-V-FITC-HFL1-H Annexin-V-FITC-H FL1-H

Slika 17. A - tockasti dijagram stani¢ne linije HeLa koja nije tretirana inhibitorom 8

B - tockasti dijagram stani¢ne linije HeLa tretirane inhibitorom 8
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4.2. SiHa

MTT testom odredena je koncentracija spoja kojom su tretirane SiHa stanice za ispitivanje
apoptotskog djelovanja te je inhibitor 8 pokazao znacajniji citotoksi¢ni ucinak nakon 48 sati

inkubacije pri ¢emu je njegova koncentracija 2,769 pg/ml.

Tablica 8. Koncentracije inhibitora 8 dobivene MTT testom
4h 24h 48h 72h
IC50 (ng/ml) ND ND 2,769 4,122

Postotak karcinomskih stanica koje se nalaze u ranoj fazi apoptoze, a tretirane su inhibitorom
8 (86,17%) pokazao je statisticki iznimno znacajan porast u odnosu na stanice koje nisu

tretirane (14,62%); P = 0,0001.
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Slika 18. Djelovanje inhibitora 8 na ranu apoptozu stanic¢ne linije SiHa u odnosu na kontrolu

¢, P — vrijednost <0,001

Tablica 9. Utjecaj inhibitora 8 na ranu apoptozu stani¢ne linije SiHa u odnosu na kontrolu

Rana apoptoza

Znacajno? P vrijednost Srednja vrjednost Srednja vrijednost
(prosjek) kontrole  (prosjek) inhibitor 8
Da. 0,0001 14,62 86,17
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Postotak karcinomskih stanica koje se nalaze u kasnoj fazi apoptoze, a tretirane su inhibitorom
8 (5,33%) takoder je pokazao statisticki iznimno znacajan porast u odnosu na stanice koje nisu

tretirane (0,68%); P = 0,001.
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Slika 19. Djelovanje inhibitora 8 na kasnu apoptozu stani¢ne linije SiHa u odnosu na kontrolu

b, P — vrijednost <0,01

Tablica 10. Utjecaj inhibitora 8 na kasnu apoptozu stani¢ne linije SiHa u odnosu na kontrolu

Kasna apoptoza

Znacajno? P vrijednost Srednja vrjednost Srednja vrijednost
(prosjek) kontrole  (prosjek) inhibitor 8
Da. 0,001 0,68 5,33
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Ukupan postotak karcinomskih stanica koje se nalaze u ranoj i kasnoj fazi apoptoze, a tretirane
su inhibitorom 8 (91,51%) takoder je pokazao statisticki iznimno znacajan porast u odnosu na

stanice koje nisu tretirane (15,33%); P =0,0001.

SiHa
100 -
=
— 804
N
=]
2
o) 60 +
jo 3
©
S5 40
@
2
c
8 20+
(/2]
a T
2
O
&

Slika 20. Djelovanje inhibitora 8 na ranu i kasnu apoptozu stanic¢ne linije SiHa u odnosu na
kontrolu

¢, P — vrijednost <0,001

Tablica 11. Utjecaj inhibitora 8 na ranu i kasnu apoptozu stani¢ne linije SiHa u odnosu na
kontrolu

Rana i kasna apoptoza

Znacajno? P vrijednost Srednja vrjednost Srednja vrijednost
(prosjek) kontrole  (prosjek) inhibitor 8
Da. 0,0001 15,33 91,51
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Tockasti dijagrami, dobiveni proto¢nim citometrom, prikazuju stani¢ne linije SiHa stanica koje
nisu tretirane inhibitorom 8 i one koje jesu (Slika 21.). Iz prikaza mozemo dobiti uvid u stanice
koje nisu u apoptozi, koje se nalaze u ranoj te one koje se nalaze u kasnoj fazi apoptoze.
Primije¢ujemo znacajnu razliku u dijagramima tretiranih i1 netretiranih stanica te je jasno vidljiv
puno veci udio stanica koje se nalaze u apoptozi, a tretirane su inhibitorom 8, u odnosu na

netretirane stanice €iji je udio u apoptotskoj fazi manji.
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Slika 21. A - tockasti dijagram stanicne linije SiHa koja nije tretirana inhibitorom 8

B - tockasti dijagram stanic¢ne linije SiHa tretirane inhibitorom 8
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5. RASPRAVA



Rak je vodec¢i uzrok smrti i predstavlja znacajnu prepreku produljenju ocekivanog
zivotnog vijeka u svim zemljama svijeta. Diljem svijeta procjenjuje se da je u 2020. godini
zabiljezeno 19,3 milijjuna novih slucajeva raka i gotovo 10 milijjuna smrtnih slucajeva
uzrokovanih rakom. Rak dojke kod zena nadmasio je rak pluc¢a kao najcesce dijagnosticiran rak
s procijenjenih 2,3 milijuna (11,7%) novih slucajeva, dok je rak pluca ostao vodeci uzrok smrti
od raka s procijenjenih 1,8 (18%) milijuna smrti. Opéenito, teret incidencije i smrtnosti od raka
je u rapidnom porastu diljem svijeta. lako je puni opseg utjecaja pandemije COVID-19 u
razliitim regijama svijeta trenutacno nepoznat, kasnjenja u dijagnozi i lijeCenju raka povezana
su sa smanjenom dostupnoscu zdravstvenog sustava, ukljucujuéi obustavu probira. Ocekuje se
da ¢e navedeno dovesti do kratkorocnog pada incidencije raka, nakon ¢ega ¢e uslijediti porast

dijagnoza u uznapredovalom stadiju i smrtnosti od raka u nekim zemljama (20).

Prevencija zlofudne bolesti obuhvaca mjere koje sprjeCavaju nastanak raka te
otklanjanje uzro¢nih ¢imbenika zlo¢udne bolesti, primjerice prestanak pusenja i smanjenje
povecane konzumacije alkohola (27). Primjena PAPA-testa kao metode probira smanjuje
morbiditet 1 mortalitet od raka grlica maternice te se preporucuje svim spolno aktivnim Zenama

jednom godisnje (28).

Porodica antikancerogenih tieno[2,3-b]piridina dokazano je ucinkovita protiv mnogih
razli¢itih stani¢nih linija raka. Poznato je da tieno[2,3-b]piridini moduliraju aktivnost brojnih
molekularnih meta, ukljucujuéi receptore vezane za G proteine, receptore P2Y 12, fosfolipazu

C-31 i druge (29).

Predmet ovog istrazivanja je ucinak tieno[2,3-b]piridinskog derivata (£)-3-amino-5-(3-
(3-bromfenil)akriloil)-N-(3-kloro-2-metilfenil)-6-metiltieno[ 2,3-b]piridin-2-karboksamida
(inhibitor 8) na apoptozu ispitivanih stani¢nih linija HeLa 1 SiHa. MTT testom utvrdena je IC50
koncentracija tieno[2,3-b]piridinskog derivata kojom su kasnije tretirane stanice. 1C50
koncentracija inhibitora 8 iznosila je 2,138 uM za HelLa te 2,769 uM za SiHa stanice. Inhibitor
8 pokazao je statisticki znacajne rezultate u ranoj fazi apoptoze HeLa stanica (P=0,011), dok za
HeLa stanice koje su se nalazile u kasnoj fazi apoptoze nije pokazao znacajniji ucinak
(P=0,483). Takoder, inhibitor 8 pokazao je blagi, ali znacCajan porast gledaju¢i ukupno ranu i
kasnu apoptozu (P=0,006). Opcenito, u odnosu na kontrolne stanice, inhibitor 8§ pokazao je
bolju apoptotsku aktivnost na stani¢noj liniji SiHa u usporedbi sa stani¢nom linijom HeLa.

Utjecaj inhibitora 8 na ranu (P=0,0001), kasnu (P=0,001) te ukupno ranu i kasnu apoptozu
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(P=0,0001) SiHa stanica od velikog je statistickog znacaja. Povecanjem postotka apoptotskih
stanica stani¢nih linija HeLa i SiHa djelovanjem tieno[2,3-b]piridinskog derivata dokazan je
njegov ucinak. Ovim rezultatom potvrdena je glavna hipoteza i ostvaren cilj istrazivanja te je
pokazan veliki potencijal inhibitora 8, koji bi mogao predstavljati novi terapijski pristup u

lije¢enju karcinoma grli¢a maternice.
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6. ZAKLJUCAK



g)

In vitro izlaganja stanica karcinoma grlica maternice stanic¢nih linija HelLa i SiHa
tieno[2,3-b]piridinskom derivatu (inhibitor 8) dovode do smanjenja prezivljavanja
ispitivanih stanica.

Postotak HeLa stanica tretiranih inhibitorom 8 u ranoj fazi apoptoze veci je u odnosu na
kontrolne (netretirane) stanice.

Na HeLa stanice koje su se nalazile u kasnoj apoptotskoj fazi inhibitor 8 nije pokazao
znacajniji statisticki uc¢inak.

Postotak HeLa stanica tretiranih inhibitorom 8 u ranoj 1 kasnoj apoptozi ukupno,
statistiCki je znaCajan te je porastao u usporedbi s kontrolnim stanicama.

Apoptotsko djelovanje inhibitora 8 vece je na stani¢noj liniji SiHa nego HeLa.

Na SiHa stanicama koje su tretirane inhibitorom 8, a nalazile su se u ranoj apoptozi
pokazan je statisticki najznacajniji ucinak.

Postotak SiHa stanica u kasnoj apoptozi, kao 1 u ranoj i kasnoj apoptozi ukupno,

znacajno je porastao u odnosu na kontrolne stanice te je statisticki iznimno znacajan.
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8. SAZETAK



Cilj istrazivanja: Cilj istrazivanja bio je dokazati apoptotsko djelovanje tieno[2,3-
b]piridinskog derivata (£E)-3-amino-5-(3-(3-bromfenil)akriloil)-N-(3-kloro-2-metilfenil)-6-
metiltieno[2,3-b]piridin-2-karboksamida (inhibitor 8) na stanice humanog karcinoma grli¢a

maternice stanicnih linija HeLa i SiHa.

Materijali i metode: MTT testom provedeno je ispitivanje citotoksi¢nosti na stani¢nim
linijama HeLa i SiHa te je odredena potrebna koncentracija inhibitora 8 kojom je ispitivano
njegovo apoptotsko djelovanje. Apoptotski ucinak inhibitora 8 na stanicne linije HeLa i SiHa

pracen je proto¢nom citometrijom.

Rezultati: Prikazani su graficki kao postotak rane i1 kasne apoptoze i prezivjelih stanica.
Inhibitor 8 je inducirao ranu apoptozu kod obje ispitivane stani¢ne linije. Nije pokazao znacajan
ucinak na HeLa stanice u kasnoj apoptozi, dok je na SiHa stanice u ranoj apoptozi pokazan

najznacajniji u¢inak.

Zakljucci: In vitro izlaganje stanic¢nih linija humanog karcinoma grli¢a maternice, HeLa i SiHa,
tieno[2,3-b]piridinskom derivatu dovodi do povecanja postotka stanica u fazi apoptoze.
Tretiranje karcinomskih stanica tieno[2,3-b]piridinskim derivatom mogao bi predstavljati novi
terapijski pristup lijeCenja. Potrebna su daljnja in vitro i in vivo ispitivanja na zivotinjskim

modelima kako bi se potvrdilo djelovanje.
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9. SUMMARY



Diploma theises title: Apoptotic effect of thienopyridine derivative on human cervical

carcinoma cells

Objectives: The aim of the research was to prove the apoptotic action of the thieno[2,3-
b]pyridine derivative (E)-3-amino-5-(3-(3-bromophenyl)acryloyl)-N-(3-chloro-2-
methylphenyl)-6-methylthieno[2,3-b]pyridine-2-carboxamide (inhibitor 8) on human cervical

carcinoma cells of HeLa and SiHa cell lines.

Materials and methods: The MTT test was used to test cytotoxicity on HelLa and SiHa cell
lines, and the required concentration of inhibitor 8 was determined to test its apoptotic effect.
The apoptotic effect of inhibitor 8 on HelLa and SiHa cell lines was monitored by flow

cytometry.

Results: They are shown graphically as a percentage of early and late apoptosis and surviving
cells. It can be concluded that inhibitor 8 is effective on both tested cell lines in early apoptosis
and in early and late apoptosis overall. It did not show a significant effect on HeLa cells in late

apoptosis, while the most significant effect was shown on SiHa cells in early apoptosis.

Conclusions: /n vitro exposure of human cervical cancer cell lines, HeLa and SiHa, to a
thieno[2,3-b]pyridine derivative leads to an increase in the percentage of cells in the apoptotic
phase. Treatment of cancer cells with a thieno[2,3-b]pyridine derivative could represent a new
therapeutic approach. Further in vitro and in vivo studies with animal models are required to

confirm the effect.
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