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1. UVOD



1.1. KARCINOM

Novotvorine, neoplazme ili tumori izrazi su za patolosSke tvorbe koje nastaju kao
posljedica prekomjerne proliferacije abnormalnih stanica. Rast novotvorina je nesvrhovit,
autonoman, parazitarni, nepravilan i neorganiziran (1). U patologiji raka vazno je razlikovati
benigne (dobro¢udne) od malignih (zlo¢udnih) tumora (2). Benigni (dobro¢udni) tumori rastu
polagano i ostaju ograniceni na organ u kojem su nastali te se ne Sire po tijelu. Nakon
kompletnog uklanjanja, ovakvi tumori ne recidiviraju pa u vecini slucajeva imaju dobru
prognozu. Maligni (zloudni) tumori rastu mnogo brze od benignih tumora, razaraju normalno
tkivo organa u kojem su nastali te se Sire u okolna tkiva. Mogu se krvlju ili limfom proSiriti u
druge dijelove tijela odnosno metastazirati (gr¢. metastasis - promjena mjesta). Maligni tumori
ne mogu se u potpunosti kirurski ukloniti pa recidiviraju nakon operacije (1).

Tumori su uzrokovani interakcijom izmedu faktora okoliSa (karcinogeni) 1 individualne
(Cesto genetske) predispozicije (3). Nastanak raka je proces koji se sastoji od vise koraka i
ukljucuje mutacije i selekciju stanica sa sve ve¢im mogucnostima proliferacije, prezivljavanja,
Sirenja 1 metastaziranja (4). Douglas Hanahan i Robert A. Weinberg karakteristike raka
podijelili su u Sest glavnih grupa:

1. Stalni poticaj na stani¢nu proliferaciju
2. Izbjegavanje usporavanja proliferacije
3. Izbjegavanje apoptoze

4. Gubitak ogranicenja proliferacije

5. Razvoj novog krvotoka

6. Invazija, metastaziranje i kolonizacija udaljenih organa (Slika 1) (5)
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Preuzeto s: https://www.sciencedirect.com/science/article/p11/S0092867411001279%fig1

Datum pristupa: 7.9.2022.

1.2. MOLEKULARNA PATOLOGIJA TUMORA

Maligna promjena stanica povezana je s genskim promjenama. Najvaznije genske
promjene mogu se svrstati u Cetiri skupine: onkogeni, tumor-supresorski geni, geni koji

sudjeluju u apoptozi i geni koji sudjeluju u popravku DNA (6).

1.2.1.ONKOGENI

Karcinom nastaje zbog promjena u najvaznijim regulacijskim genima koji su odgovorni
za stanicnu proliferaciju, diferencijaciju i prezivljenje (7). Onkogeni su mutacije normalnih
stani¢nih gena koje nazivamo protoonkogeni. Protoonkogeni sudjeluju u regulaciji normalnog
stanicnog rasta i diobe (8, 6). Signali koje stanica prima iz okoli$a Cesto su u obliku molekula
¢imbenika rasta koji se veZzu na receptore stanicne membrane. Njihovo vezanje dovodi do
aktivacije drugih molekula i prijenosa signala sve do transkripcijskih ¢imbenika koji dovode do
ekspresije odredenih gena. Jedan od najce$¢ih nacina prijenosa signala je fosforilacija proteina
1 za brojne protoonkogene pokazano je da su geni tirozin-kinaze. Promjena protoonkogena u
onkogen naziva se aktivacijom onkogena. Aktivacijom onkogena dolazi do nekontroliranog

rasta i diobe stanice, $to uzrokuje rak (8).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867411001279#fig1

Onkogeni mogu nastati na vise nacina: tockastom mutacijom, genskom amplifikacijom

(povecanjem broja kopija gena) te translokacijom (Slika 2) (8,9).
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Slika 2. Mehanizmi pretvorbe protoonkogena u onkogen

Preuzeto s: https://biologyease.com/oncogenesproto-oncogenes-and-retroviral-oncogenes/

Datum pristupa: 14.9.2022.

Proteini koji nastaju od onkogena nazivaju se onkoproteinima (8). Nastali proteini mogu
biti: ¢imbenici rasta, receptori za ¢imbenike rasta, signalne molekule, molekule koje vezu DNA
1 regulatori mitotickog ciklusa (6). Svi mehanizmi pretvorbe protoonkogena u onkogen

posljedi¢no dovode do pojacane, neregulirane aktivnosti nastalog onkoproteina (8).


https://biologyease.com/oncogenesproto-oncogenes-and-retroviral-oncogenes/

1.2.2.TUMOR-SUPRESORSKI GENI

Tumor-supresorski geni su geni koji zaustavljaju rast tumorskih stanica (10). Gubitkom
ili inaktivacijom tih gena ili njihovih proteina moze do¢i do nastanka raka i to procesom
metilacije ili mutacije. Tumor-supresorski geni mogu imati razlic¢ite funkcije u stanici (11).
Dva najvaznija tumor-supresorska gena su RB-1 i TP53. RB-1 prvi je otkriveni tumor-
supresorski gen, a povezan je s retinoblastomom, rijetkim tumorom djec¢je dobi. Moze biti
nasljedan (40 %) ili sporadic¢an (60 %), a u oba slucaja dolazi do gubitka tj. inaktivacije obaju
alela gena RB-1 (10, 11).

Gen TP53 ima klju¢nu ulogu u nastanku brojnih tumora. Njegov proteinski produkt je
transkripcijski ¢imbenik p53. On djeluje na dva nacina: zaustavlja prelazak stanice iz G1-
faze u S-fazu stani¢nog ciklusa i aktivira popravak oste¢enja DNA te poti¢e apoptozu. Protein
TP53, djelujudi na stani¢ni ciklus, omoguéuje da se osteCena DNA popravi prije nego dode
do replikacije, a ako se ne moZe popraviti, stanica ulazi u apoptozu i umire. Ako gen 7P53
nedostaje ili je inaktivan, kontrola u stani¢nom ciklusu izostaje pa sve stanice, ukljucujuci i
stanice s oSteCenom DNA, ulaze u S-fazu i podijele se ¢ime se povecava vjerojatnost nastanka
tumora (Slika 3). Iz primjera gena TP53 moZe se zakljuciti kako nastanak raka moze biti
povezan s poremecajem apoptoze 1 poremecajem u kontroli stani¢nog ciklusa. Oba procesa
regulirana su djelovanjem brojnih gena (10, 11).

U stanicama raka veliki broj mutacija posljedica je genomske nestabilnosti koja nastaje
zbog poremecaja u razli¢itim mehanizmima popravka oStecenja stanicne DNA. Geni koji
sudjeluju u popravku osteCene DNA homolognom rekombinacijom su BRCA1 i BRCAZ2.
Ovi geni povezani su s nasljednim rakom dojke i jajnika. U stanicama raka geni BRCA1 i
BRCA2 su mutirani pa se stanice oslanjaju na druge mehanizme popravka oste¢enja DNA.
Inhibicijom tih mehanizama npr. PARP-inhibitorima (lijekovi olaparib i rucaparib) stanica

umire (11).



Normal p53 Mutated p53

DNA damage DNA damage
Cell cycle abnormalities Cell cycle abnormalities
Hypoxia Hypoxia

N !

Cell cycle » Apoptosis Cell cycle continues
arrest (programmed
cell death)
DNA repair l
Cell cycle Cells can become cancerous
restart
When cellular damage occurs. P53 Mutated p53 does not arrest the cell
arrests the cell cycle until the damage cycle. The damaged cell continues to
is repaired. If damage cannot be divide, which may result in cancer.

repaired, apoptosis occurs.

Slika 3. Funkcija normalnog i mutiranog gena 7P53
Preuzeto s:
https://bio.libretexts.org/Bookshelves/Introductory_and General Biology/Book%3A_General
_Biology_%28Boundless%29/10%3A_Cell Reproduction/10.04%3A_Cancer_and_the_Cell
Cycle/10.4B%3A_Tumor_Suppressor_Genes

Datum pristupa: 15.9.2022.
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1.3. EPIDEMIOLOGIJA KARCINOMA U HRVATSKOJ

Karcinomi su jedan od vodecih javnozdravstvenih problema suvremenog drustva. Na
razini Europske Unije najcesce dijagnosticirana zlocudna bolest je rak dojke, potom rak debelog
1 zavrSnog crijeva, rak prostate te rak pluca. Najc¢es¢i uzroci smrti su rak pluca, a slijede ga rak

debelog 1 zavrinog crijeva, rak dojke te rak gusterace (12).

Usporeduju¢i s drugim zemljama, Hrvatska je po ukupnoj incidenciji raka na razini
prosjeka zemalja Europske unije (15. ukupno) dok je po smrtnosti od raka na 5. mjestu ukupno.
Najces¢i novodijagnosticirani rak u Hrvatskoj 2020. godine bio je rak debelog i zavr$nog
crijeva (3706 slucajeva), zatim rak pluca (3235) i rak dojke (2894) (Slika 4). Najvec¢i uzrok
smrti bio je rak pluéa (2984), rak debelog i zavrSnog crijeva (2320) i rak dojke (832) (12).
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Slika 4. Incidencija raka u Hrvatskoj u 2020. godini

Preuzeto s: https://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-prevencija-nezaraznih-

bolesti/incidencija-i-mortalitet-od-raka-u-eu-27-zemljama-za-2020-godinu/

Datum pristupa 9.9.2022.
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1.4. KARCINOM JAJNIKA
1.4.1. EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA

Karcinom jajnika je prema ucestalosti tre¢i ginekoloski karcinom kod Zena u svijetu,
nakon karcinoma tijela 1 vrata maternice. Po smrtnosti nalazi se na drugom mjestu (13).
Otprilike polovica Zzena kojima je dijagnosticiran karcinom jajnika ima 63 godine ili vise (14).
Uglavnom pogada Zene u perimenopauzi i postmenopauzi. Vecu opasnost predstavljaju
neradanje, radanje u kasnijoj zivotnoj dobi ili kasnija menopauza. Osobna ili obiteljska
anamneza s rakom endometrija, dojke ili debelog crijeva takoder povecava opasnost od
obolijevanja (15). U nekim slu¢ajevima nastanak karcinoma povezan je s mutacijom gena
BRCA1 i BRCA2 (16). Potisnuta ovulacija je zastitni ¢imbenik, a takav zakljucak doneSen je
na temelju hipoteze o etiologiji nastanka ove bolesti. Jedna od hipoteza je neprekidna ovulacija.
Nakon svakog ovulacijskog ciklusa dolazi do stalnog popravka epitela ¢ime se povecava
vjerojatnost spontane mutacije stanica epitela jajnika i1 posljedicno nastanak zlocudnih
promjena (13).

U Hrvatskoj od karcinoma jajnika godi$nje obolijeva izmedu 400 1 500 Zena, a svake
godine umire preko 300 Zena. Kao i u drugim europskim zemljama, stopa incidencije karcinoma
jajnika je u padu, a to se pripisuje sve vecoj upotrebi oralnih kontraceptiva i smanjenoj upotrebi

hormonske nadomjesne terapije (13) (Slika 5).
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Slika 5. Trend incidencije 1 mortaliteta od raka jajnika u Hrvatskoj, 2001.-2020.

Preuzeto s: https://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-prevencija-nezaraznih-

bolesti/svietski-dan-borbe-protiv-raka-jajnika-2/

Datum pristupa: 9.9.2022.


https://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-prevencija-nezaraznih-bolesti/svjetski-dan-borbe-protiv-raka-jajnika-2/
https://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-prevencija-nezaraznih-bolesti/svjetski-dan-borbe-protiv-raka-jajnika-2/

1.4.2. PATOHISTOLOGIJA

Tumori jajnika se, prema strukturama iz kojih nastaju, mogu podijeliti u tri glavne
skupine: tumori pokrovnog epitela jajnika, tumore specijalizirane strome jajnika i tumore
spolnih stanica. U jajnicima se takoder mogu naci metastaze tumora drugih organa (17) (Slika
6). Razliciti tipovi tumora mogu se razlikovati po faktorima rizika, stanicama odakle potjecu,
molekularnom sastavu, klinickim znacajkama 1 lijeCenju (18). Tumor epitelnih stanica jajnika
je najceséi (oko 90 %), a on ukljucuje serozni, mucinozni, endometrioidni, svijetlostani¢ni te
tumor prijelaznog epitela (17, 18). Serozni karcinom je naj¢es¢i maligni tumor jajnika, a ¢eSci

je kod Zena koje nisu radale (19).

Table 1. Epidemiology of Ovarian Cancer Types'

Frequency of Mean age or age
Cell type ovarian cancer  Cancer histology range of diagnosis
Epithelial 65%-70% Serous adenocarcinoma 56 years
Mucinous adenocarcinoma 52 years
Endometrioid adenocarcinoma 50 years
Clear cell carcinoma 49-55 years
Carcinosarcoma (mixed) 66 years
Germ cell 15%-20% Dysgerminoma 10-30 years
Yolk sac tumor
(endodermal sinus)
Immature teratoma
Choriocarcinoma
Sex cord 5%-10% Granulosa cell-adult Perimenopause
stroma Granulosa cell-juvenile < 30 years
Sertoli-Leydig cell 25 years
Other < 5% Krukenberg tumor Variable
(metastasis) Brenner tumor
Metastasis

Slika 6. Klasifikacija tumora jajnika

Preuzeto s: https://www.contemporaryobgyn.net/view/clues-to-the-origins-of-ovarian-cancer

Datum pristupa: 16.9.2022.


https://www.contemporaryobgyn.net/view/clues-to-the-origins-of-ovarian-cancer

Tumori jajnika mogu se podijeliti i prema stupnju diferencijacije, odnosno stadiju
tumora. Najcesc¢e koristeni sustavi ocjenjivanja bili su oni koje je predlozila Medunarodna
federacija ginekologije i opstetricije (engl. International Federation of Gynaecology and
Obstetrics - FIGO), Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization -
WHO) i1 Ginekoloska onkoloska grupa (engl. Gynecologic Oncology Group - GOG) (20).

Prema FIGO klasifikaciji razlikujemo Cetiri klinicka stadija:
a) Stadij I — tumor ogranicen na jedan ili oba jajnika
b) Stadij II — tumor jajnika se proSirio 1 na organe zdjelice

¢) Stadij IIT — tumor jednog ili oba jajnika koji se proS$irio na peritoneum izvan zdjelice i/ili u

retroperitonealne limfne ¢vorove
d) Stadij IV — tumor koji ima udaljene metastaze (17).

1.4.3. KLINICKA SLIKA

Simptomi raka su nespecifini 1 pojavljuju se kasno pa se rak jajnika u oko 70 %
pacijentica otkriva u III i IV stadiju FIGO klasifikacije. Uglavnom se radi o nespecificnim
simptomima vezanim za gastrointestinalni 1 urinarni trakt kao S§to su nelagodnost u trbuhu,
napuhnutost, bol, ¢est poriv za mokrenjem. Kasnije se javljaju opca slabost, kaheksija, anemija,

bol u zdjelici (15, 21).
1.4.4. DIJAGNOSTIKA I LUECENJE

Tumor jajnika dijagnosticira se uzimanjem onkoloske anamneze 1 klini¢kim pregledom.
Prvi koraci u dijagnosticiranju tumora jajnika su ginekoloski pregled, bimanualna palpacija 1
ultrazvucni pregled. Odreduju se i tumorski biljezi Cal25, inhibin B, LDH, a-fetoprotein, f3-
HCG, androgen 1 kortizol. Potrebno je i pomo¢u MSCT-a odrediti proSirenost bolesti. To¢na
dijagnoza i stadij bolesti odreduje se iskljucivo patohistoloskim pregledom materijala (dio ili

Citav jajnik) (21).

Tumor jajnika lije¢i se kirurSkim zahvatom, kemoterapijom, imunoterapijom, PARP
inhibitorima te hormonskom terapijom. S obzirom na opce stanje pacijentice, ako bolest nije
jako uznapredovala (I, II i pocetni III stadij FIGO Kklasifikacije), lijeCenje se moZe zapoceti

kirurS§kim zahvatom nakon kojeg slijedi onkolosko lije¢enje. Radikalnim kirurSkim zahvatom
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cilj je ukloniti sve vidljive tumorske tvorbe u zdjelici i abdomenu kako bi se postiglo bolje

ukupno prezivljenje.

Ako je u pitanju uznapredovali stadij bolesti (III stupanj), prvo se krece s
neoadjuvantnom kemoterapijom kako bi se smanjila tumorska masa prije kirurSkog zahvata

21).

Nakon kirurSkog zahvata zapocinje se kemoterapija ili kemoimunoterapija. Rak jajnika
je tumor koji ima 80 %-tnu razinu odgovora na terapiju sa spojevima platine pa zlatni standard
lijeCenja raka jajnika predstavljaju upravo spojevi platine (cisplatin, karboplatin) i taksana
(paklitaksel). Ova kombinacija predstavlja prvolinijsku terapiju koja se daje u trotjednim ili
tjednim intervalima u Sest do osam ciklusa. Uz ovu terapiju ili kasnije, u terapiji odrZavanja,
moze se davati bevacizumab jer takva kombinacija dovodi do produljenja vremena do povrata
bolesti (21). Bevacizumab je rekombinantno humanizirano monoklonsko protutijelo koje se
veze na VEGF (krvoZilni endotelni faktor rasta) 1 sprjecava njegovo vezanje za receptor. VEGF
poti¢e angiogenezu, a prekomjerno je izrazen u epitelnim karcinomima jajnika (22). Ako se
bolest vrati u intervalu kra¢em od Sest mjeseci od posljednjeg ciklusa prvolinijske terapije,
govori se o platina-rezistentnom recidivu, a ako se bolest vrati nakon Sest mjeseci od
posljednjeg ciklusa, govori se o platina-osjetljivom recidivu. Ako pacijentica s platina-
osjetljivim recidivom ima mutaciju BRCAI ili BRCA2 gena potrebno je lije¢enje PARP-
inhibitorom (21). PARP enzim je kljucan u popravku oSteCene DNA. KoriStenjem PARP-
inhibitora (olaparib, rucaparib, niraparib)u BRCA mutiranim tumorskim stanicama
istovremeno se ciljaju dva puta popravka DNA 1 to rezultira dubokom citotoksi¢noS¢u za
tumorske stanice (23). Za neoperabilne ili metastatske oblike raka jajnika koristi se
imunoterapija koriste¢i lijekove pembrolizumab 1 dostarlimab. Hormonska terapija
(tamoksifen, letrozol, anastrozol, eksemestan) moze se koristiti u lije¢enju seroznih tumora ako

se ponovno pojave (24).
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Pacijentice lijeCene od raka jajnika moraju redovito raditi kontrole kod ginekologa 1
klinickog onkologa. Ako se sumnja na povrat bolesti, potrebno je napraviti i radioloske i
laboratorijske pretrage. U prvoj godini pracenja, kontrole je potrebno raditi svaka tri mjeseca,

u drugoj godini svaka cetiri, a nakon toga dvaput godisnje (21).
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1.5. TIENOPIRIDINSKI DERIVATI

Fosfolipaza C-y (PLC) je potencijalna ciljna molekula za terapiju karcinoma jer regulira
pokretljivost i proliferaciju stanica (25). Aktivirani PLC izoenzimi medusobno su povezani s
nekoliko putova kao sto je put PI3K/Akt/mTOR , RAS/RAF/MAPK/ERK put i JAK/STAT put

koji su glavni regulatori rasta i proliferacije u stanicama raka (Slika 7) (26).

Djelotvornost tieno[2,3-b]piridina otkrivena je na osnovu racunalnog modeliranja metodom
vHTS (engl. virtual high throughput screen). Istrazivanje u¢inka 3-amino-5-okso-N-naftifil-
5,6,7,8-tetrahidrotieno[2,3-b]kinolin-2-karboksamida na stanice karcinoma dojke iz stani¢ne
linije MDA-MB-321 te na stanice karcinoma prostate iz stani¢ne linije Du-145 pokazalo je
citotoksi¢nost tog spoja. Primjena tieno[2,3-b] piridina uzrokovalo je ograni¢enje rasta stanica
raka, promjene u izgledu plazma membrane, povecanje populacije stanica u G2/M fazi
stani¢nog ciklusa 1 smanjenje pokretljivosti. Ovi ucinci vise su u skladu s inhibicijom izoformi
PLC-61 i PLC-82, $to ih ¢ini najvjerojatnijim ciljem za ovu klasu spojeva, medutim, vrlo je

moguce da su pogodeni i drugi biomolekularni ciljevi (27).

Cancer cell proliferation Cancer cell migration
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Slika 7. Djelovanje fosfolipaze C

Melanoma
and others

Preuzeto s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7177890/

Datum pristupa: 11.9.2022.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



Cilj ovog istrazivanja utvrditi je potencijalno citotoksi¢no djelovanje tienopiridinskih
derivata na stani¢noj liniji humanog karcinoma jajnika mjereno MTT metodom. Citotoksi¢nost

tienopiridinskih derivata ispitivana je na stani¢noj liniji SKOV-3.
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2.1. HIPOTEZA

Tienopiridinski derivati pokazuju citotoksi¢no djelovanje na stani¢nu liniju SKOV-3

humanog karcinoma jajnika.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. STANICNA LINIJA

U istrazivanju je koriStena stani¢na linija SKOV-3. To su stanice epitelne morfologije

izolirane iz jajnika 64-godiSnje bjelkinje s rakom jajnika. Karakteristike SKOV-3 linije

prikazane su u Tablici 1.

Tablica 1. Prikaz karakteristika stani¢ne linije SKOV-3

Organizam Homo sapiens, ¢ovjek
Tkivo Jajnik
Format proizvoda Smrznuto

Morfologija Epitelna stanica
Tip rasta Adherentan
Bolest Adenokarcinom
Dob 64

Spol Zena

Etnicitet Bijela rasa

Preuzeto s: file:///C:/Users/andre/Downloads/HTB-77%20Product%20Sheet%20-%20SK -

OV-3%20[SKOV-3%3B%20SKOV3].pdf Datum pristupa: 12.9.2022.
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file:///C:/Users/andre/Downloads/HTB-77%20Product%20Sheet%20-%20SK-OV-3%20%5bSKOV-3;%20SKOV3%5d.pdf
file:///C:/Users/andre/Downloads/HTB-77%20Product%20Sheet%20-%20SK-OV-3%20%5bSKOV-3;%20SKOV3%5d.pdf

ATCC Number: HTB-77 ™
Designation:  SK-OV-3 [SKOV-3]

L 1, N\ = b o A
Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100um

Slika 8. Stani¢na linija SKOV-3

Preuzeto s: https://www.atcc.org/products/htb-77#detailed-product-images

Datum pristupa: 12.9.2022.
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3.2. POSTUPAK

3.2.1. PRIPREMA STANICA

Stani¢na linjja SKOV-3 nakon odmrzavanja uzgojena je u McCoy's 5SA mediju u
inkubatoru na 37°C uz 5 % CO2 1 100 %-tnu vlaznost. U medij se dodaje i fetalni govedi serum
(FBS) te otopina antibiotika. Tako pripremljene stanice ostave se u petrijevoj zdjelici preko
no¢i kako bi se stanice uhvatile za podlogu. Stanice koje su se adherirale za podlogu isperu se
PBS-om (fosfatni pufer) kako bi se uklonio medij. Nakon toga, stanice se tretiraju tripsinom jer
je to enzim koji cijepa peptidne veze omogucujuci odvajanje stanica od njihove podloge i

presadivanje.
3.2.2. ODREDIVANIJE BROJA STANICA

Broj stanica odreduje se pomocu Biirker - Tiirkove komorice (Slika 9). Prethodno
pripremljene stanice pomijesaju se s Trypan Blue bojom koja omogucuje razlikovanje zivih i
mrtvih stanica pod mikroskopom. Mrtve stanice obojene su plavo jer imaju osSte¢enu
membranu, a Zive stanice ostaju neobojene jer imaju ofuvanu membranu. Broje se samo Zive
stanice tj. one koje nisu obojene. U komoricu se prenese pripremljena suspenzija stanica i boje
1 potom se zive stanice broje unutar 5 kvadrati¢a (Slika 10). Ukupan broj stanica odredi se
prema formuli: N x 10 x 10* stanica/mL gdje N predstavlja broj zivih stanica prebrojen u

komorici, 10 predstavlja faktor razrjedenja, a 10* volumen komorice.

Slika 9. Biirker — Turkova komorica

Preuzeto s: https://in.vwr.com/store/product/2991822/counting-chambers-burker

Datum pristupa: 12.9.2022.
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Slika 10. Komorica za brojanje stanica

Preuzeto s: https://www.fishersci.se/shop/products/buerker-tuerk-counting-chambers-
2/10297390

Datum pristupa: 12.9.2022.

3.2.3. TRETIRANIJE STANICA TIENOPIRIDINSKIM DERIVATIMA

Nakon postupka brojanja stanica, jednak broj stanica prenese se na Cetiri ploce s 96
jazica i ostavi preko no¢i kako bi se stanice vezale za podlogu. Nakon toga, stanice se tretiraju
spojevima tieno[2,3-b]piridina (Inhibitori 5, 6, 8 1 9) u koncentraciji od 0,05; 0,2; 0,5, 1; 2,5; 5
1 10 pmol/L (svaki nanesen u triplikatu) i ostave se u inkubatoru na 4, 24, 48 1 72 sata. Prve tri

te posljednjih devet jazica ne sadrZe inhibitore pa one predstavljaju kontrolu.
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Slika 11. Inhibitor 5

3-amino-N-(3-kloro-2-metilfenil)-5-okso-5,6,7,8-tetrahidrotieno[ 2,3-b]kinolin-2-karboksamid

Preuzeto s: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1387536#section=3D-Conformer
Datum pristupa: 13.9.2022.

Slika 12. Inhibitor 6
3-amino-N-(naftalen-1-il)-5-okso-5,6,7,8-tetrahidrotieno[ 2,3-b]kinolin-2-karboksamid

Preuzeto s: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1420003#section=2D-Structure

Datum pristupa: 13.9.2022.
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Slika 13. Inhibitor 8
(E)-3-amino-5-(3-(3-bromofenill)akriloil)-N-(3-kloro-2-metilfenil )-6-metiltieno[2,3-
b]piridin-2-karboksamid

o
£

Slika 14. Inhibitor 9
(E)-3-amino-5-(3-(3-bromofenil)-1-hidroksialil)-N-(3-kloro-2-metilfenil )-6-metiltieno[2,3-
b]piridin-2-karboksamid
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3.2.4. MTT METODA

MTT je kolorimetrijska metoda kojom se mjeri prezivljenje i proliferacija stanica. MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) upotrebljava se za mjerenje
stanicnog metabolizma, a temelji se na redukciji Zuto obojenog tetrazolina u ljubicasto obojen
spoj formazan. Samo zive, metabolic¢ki aktivne stanice stvaraju ljubicasto obojenje, a mrtve
stanice gube tu sposobnost.

Nakon tretiranja stanica s inhibitorima 5, 6, 8 1 9, stanicama se doda MTT i inkubiraju
se na 37°C 2 sata. Nakon toga, medij se ukloni, doda se DMSO (dimetilsulfoksid), inkubiraju
se na 37°C 10 minuta uz treskanje te nastaje ljubicasto obojenje. Intenzitet nastalog obojenja
odreduje se spektrofotometrijski, mjerenjem apsorbancije na valnoj duljini od 570 nm. Koli¢ina
nastalog formazana, odnosno intenzitet obojenja, proporcionalan je broju zivih stanica.

Citotoksic¢na aktivnost koristenih tienopiridinskih derivata na karcinomskim stanicama
jajnika iskazuje se omjerom apsorbancije tretiranih stanica i apsorbancije stanica koje nisu

tretirane (kontrola).

Slika 15. Ljubicasto obojenje nakon dodavanja DMSO
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3.2.5. STATISTICKA ANALIZA REZULTATA

Dobiveni rezultati analizirani su statisticCkim programom GraphPad Prism 7.0 (San

Diego, CA, SAD) sa statistickom znacajnos¢u P<0,05. Rezultati su prikazani graficki.
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4. REZULTATI



4.1. INHIBITOR 5

SK-OV-3
I i 4h
. 8 I I I 24n
’ ! Bl z8nh
: g 72h

% of metabolically active cells

fb

Inhibitor 5

IC50 (uM) 5,464 1,501

Slika 16. Citotoksi¢nost inhibitora 5 na SKOV-3 stani¢nu liniju raka jajnika
(IC50-koncentracija derivata koji inhibira rast stanica za 50 %; ND-ne moze se odrediti;

statisticki znacajna razlika; a-P<0,05, b-P<0,01, c-P<0,001)

Inhibitor 5 pokazuje znacajnu citotoksi¢nost ve¢ nakon 24 sata inkubacije i to u
koncentraciji od 0,20 umol/L gdje se postotak metabolicki aktivnih stanica smanji na oko 80
%. Povecanjem koncentracije inhibitora ne povecava se citotoksi¢ni u€inak u svim uvjetima.
IC50 pri 4 1 24 sata inkubacije ne moZze se odrediti, dok pri 48h iznosi 5,464 umol/L, a pri 72h
1,501 pumol/L. Maksimalna citotoksi¢nost postignuta je nakon 72h inkubacije pri ¢emu je

postotak metabolicki aktivnih stanica pao na oko 45 %.
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4.2. INHIBITOR 6
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Slika 17. Citotoksi¢nost inhibitora 6 na SKOV-3 stani¢nu liniju raka jajnika
(IC50-koncentracija derivata koji inhibira rast stanica za 50 %; ND-ne moze se odrediti;

statisticki znacajna razlika; a-P<0,05, b-P<0,01, c-P<0,001)
IC50 ne moze se odrediti tj. u niti jednom slucaju nije doslo do smanjenja postotka

metaboli¢ki aktivnih stanica za 50 % 1 viSe. Najveca citotoksi¢nost zabiljeZzena je pri

koncentraciji od 0,20 pmol/L nakon inkubacije od 24 sata, a iznosila je oko 70 %.
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4.3. INHIBITOR 8

SK-0OV-3
] i 4n
1001 -
2 : T ob I | I l b I 24n
) ] - b a b
© . I > @ °l 1a : T : BN 48nh
o b B -] T
2 % 8 8 LI : 72h
B b5 b

s : ; i » b, ol
> i o ] | T = :
© = b ] b = I o 2 N
o
= 5011 = B ] ] o a
° > b ] % ] g c
= : : i : o e
s : b i ] i >
E = x ] : o ]
b o -:-: ] B 2
° : 2 i i :
2 ] & g E 8 ]

o i -] -]

QQ\&* g“'\&\ Q\,\&* g“'\&\ Q\,\“ QQ\&*
N & ) N ) N N
o o N N° a %* K
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IC50 (uM) 8,276 5,6 4,093

Slika 18. Citotoksi¢nost inhibitora 8 na SKOV-3 stani¢nu liniju raka jajnika

(IC50-koncentracija derivata koji inhibira rast stanica za 50 %; ND-ne moze se odrediti;

statisticki znacajna razlika; a-P<0,05, b-P<0,01, c-P<0,001)

Znacajna citotoksi¢na aktivnost pokazana je nakon 24 sata inkubacije, pri koncentraciji
od 0,05 umol/L, a iznosila je oko 70 %. IC50 je nakon inkubacije od 24h iznosio 8,276 umol/L,
nakon 48h 5,68 umol/L, a nakon 72h 4,093 umol/L. IC50 nakon 4h inkubacije nije se mogao
odrediti. Pri koncentraciji od 51 10 pmol/L postotak metabolicki aktivnih stanica se smanjuje
proporcionalno povecanju vremena inkubacije, osim pri inkubaciji od 4h. Najveca
citotoksi¢nost postignuta je pri koncentraciji od 5 umol/L, nakon inkubacije od 72h, a iznosila

oko 40 %.
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4.4. INHIBITOR 9
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Slika 19. Citotoksi¢nost inhibitora 9 na SKOV-3 stani¢nu liniju karcinoma jajnika

(IC50-koncentracija derivata koji inhibira rast stanica za 50 %; ND-ne moze se odrediti;

statisticki znacajna razlika; a-P<0,05, b-P<0,01, c-P<0,001)

Znacajna citotoksi¢na aktivnost pokazana je pri koncentraciji od 0,20 pmol/L, nakon
24h inkubacije, a iznosila je oko 80 %. IC50 ne moze se odrediti za inkubaciju od 4h 1 24h.
Nakon vremena inkubacije od 48h IC50 iznosio je 7,5 umol/L, a od 72h 2,374 umol/L. Najveci
postotak smanjenja metaboli¢ki aktivnih stanica postignut je pri koncentraciji od 1 pmol/L

nakon 72 sata inkubacije, a iznosi oko 45 %.
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5. RASPRAVA



Rak je naziv za skup razlicitih bolesti koje se medusobno razlikuju po svojoj etiologiji,
biologiji 1 klinickoj slici. Rak nastaje od zdravih stanica organizma procesom zlo¢udne
pretvorbe. Stanica gubi sposobnost adekvatnog odgovaranja na brojne signale pa dolazi do
nekontrolirane diobe zlocudnih stanica kojom nastaje nakupina takvih stanica koju nazivamo
rakom. Mozemo rec¢i da je rak u osnovi genska bolest jer su promjene, koje su odgovorne za
zlo¢udnu preobrazbu stanica, uglavnom genske mutacije. Proces nastanka raka je slozen,
dugotrajan i odigrava se u vise koraka (28). U 2020. godini u zemljama EU zabiljezeno je 2,7
milijuna novih sluc¢ajeva raka, a 1,3 milijuna slucajeva smrti. Hrvatska je po ukupnoj incidenciji
raka na razini prosjeka zemalja EU. Naj€eSce dijagnosticirana zlo¢udna bolest je rak dojke, a

najcesci uzrok smrti je rak pluca (12).

Karcinom jajnika je prema ucestalosti tre¢i ginekoloski karcinom kod Zena u svijetu, a
po smrtnosti se nalazi na drugom mjestu (13). Prema strukturama iz kojih nastaje, moze se
podijeliti na tumore epitela jajnika, tumore specijalizirane strome jajnika i tumore spolnih
stanica. Najces¢i je tumor epitelnih stanica (17, 18). Prema FIGO klasifikaciji postoje Cetiri
klinicka stadija tumora jajnika (17). Tumor jajnika lije¢i se kirurSkim zahvatom,

kemoterapijom, imunoterapijom i PARP-inhibitorima (21).

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi potencijalno citotoksi¢no djelovanje
tienopiridinskih derivata na stani¢nim linijjama humanog karcinoma jajnika. U prijasnjim
istrazivanjima dokazana je citotoksi¢nost tieno[2,3-b]piridina na stanice karcinoma dojke iz
stani¢ne linije MDA-MB-321 te na stanice karcinoma prostate iz stani¢ne linije Du-145. Ovi
spojevi inhibitori su fosfolipaze C, molekule koja regulira pokretljivost 1 proliferaciju stanica

Q7).

U ovom istrazivanju ispitivani spojevi tieno[2,3-b]piridina bili su inhibitor 5, 6,819, a
istrazivanje je provedeno na SKOV-3 stani¢noj liniji koriStenjem MTT metode. Svi koriSteni
spojevi pokazali su citotoksi¢nu aktivnost ovisnu o koncentraciji i vremenu inkubacije. Porast
koncentracije 1 vremena inkubacije ne prati nuzno 1 porast citotoksicnosti. Kod inhibitora 6
vrijednost IC50 nije se mogla odrediti te je taj spoj pokazao najmanju citotoksi¢nost. Kod svih
ostalih spojeva vrijednost IC50 mogla se odrediti nakon 48h i 72h. Nakon 4h inkubacije nijedan
spoj nije pokazao znacajnu citotoksic¢nost. Najvecu citotoksi¢nu aktivnost pokazao je inhibitor
8 pri koncentraciji od 5 pumol/L, nakon inkubacije od 72h gdje se postotak metabolicki aktivnih
stanica smanjio na oko 40 %. Takoder, vrijednosti IC50 izmjerene kod inhibitora 8 iznosile su

8,276 umol/L nakon inkubacije od 24h, 5,68 pumol/L nakon 48h, a 4,093 umol/L nakon 72h.
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Na temelju in vitro  dobivenih rezultata dokazano je citotoksi¢no djelovanje
tienopiridinskih derivata (inhibitor 5, 6, 8 1 9) na stani¢nu liniju SKOV-3 karcinoma jajnika.
Citotoksi¢na aktivnost (smanjenje postotka metabolicki aktivnih stanica) koriStenih spojeva
ovisi o koncentraciji i vremenu inkubacije. Tienopiridinski derivati pokazali su veliki potencijal
za dodatna in vitro 1 in vivo ispitivanja kojima bi se utvrdio mehanizam njihovog citotoksi¢nog

ucinka te potencijalno uvrStavanje u razvoj novih lijekova za lijeCenje karcinoma jajnika.
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6. ZAKLJUCAK



II.
II1.

IV.

VL
VIL

In vitro izlaganje stanica karcinoma jajnika (stani¢na linija SKOV-3) derivatima
tieno[2,3-b]piridina (inhibitor 5, 6, 8 1 9) dovodi do smanjenja metabolicki aktivnih
stanica.

Citotoksi¢ni ucinak tieno[2,3-b]piridina ovisi o koncentraciji 1 vremenu inkubacije.
U nekim slucajevima citotoksi¢na aktivnost, odnosno smanjenje broja stanica raka,
nije proporcionalna povecanju koncentracije i vremena inkubacije.

U nekim slucajevima dolazi do blagog porasta metabolicki aktivnih stanica zbog
oporavka stanica.

Inhibitor 6 pokazao je najmanji citotoksi¢ni ucinak i vrijednost IC50 nije se mogla
odrediti.

Najveci citotoksi¢ni u¢inak pokazao je inhibitor 8 nakon 72h inkubacije.

Prema dobivenim rezultatima potvrdena je hipoteza ovog istrazivanja.
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8. SAZETAK



Cilj istrazivanja:

Cilj ovog istrazivanja utvrditi je potencijalno citotoksicno djelovanje derivata tieno[2,3-

b]piridina na stani¢noj liniji humanog karcinoma jajnika.
Materijali i metode:

Citotoksi¢nost spojeva tieno[2,3-b]piridina, odnosno inhibitora 5, 6, 8 1 9 ispitivana je na
SKOV-3 stani¢noj liniji koriStenjem MTT metode na temelju koje se odreduje postotak
metaboli¢ki aktivnih stanica. Uc€inak tieno[2,3-b]piridina ispitivan je u sedam razlicitih
koncentracija nakon 4, 24, 48 1 72 sata inkubacije. Djelotvornost ispitivanih spojeva odredena

je spektrofotometrijski pri valjnoj duljini od 570 nm.
Rezultati:

Rezultati su prikazani graficki u odnosu vremena inkubacije i postotka metabolicki aktivnih
stanica. Svi ispitivani spojevi pokazali su citotoksi¢nu aktivnost ovisnu o koncentraciji i
vremenu inkubacije. Citotoksi¢na aktivnost nije u svim slucajevima proporcionalna porastu
koncentracije inhibitora i vremena inkubacije. Inhibitor 6 pokazao je najmanju citotoksicnost.
Inhibitor 8 pokazao je najvecu citotoksi¢nost 1 to pri koncentraciji od 5 umol/L nakon
inkubacije od 72h gdje se postotak metabolicki aktivnih stanica smanjio na oko 40 %. Takoder,
vrijednosti IC50 izmjerene kod inhibitora 8 iznosile su 8,276 pmol/L nakon inkubacije od 24h,

5,68 umol/L nakon 48h, a 4,093 umol/L nakon 72h.
Zakljucak:

In vitro izlaganje stanica karcinoma jajnika derivatima tieno[2,3-b]piridina dovodi do
smanjenja broja Zivih stanica. Citotoksi¢ni ucinak ispitivanih spojeva ovisi o koncentraciji i
vremenu inkubacije. U nekim slucajevima citotoksi¢ni uc¢inak nije proporcionalan povecanju
koncentracije i vremena inkubacije jer dolazi do blagog porasta metabolicki aktivnih stanica
zbog oporavka stanica. Najslabiji citotoksi¢ni uc¢inak pokazao je inhibitor 6, a najjaci inhibitor
8. Dobivenim rezultatima potvrdena je hipoteza ovog istrazivanja. Potrebna su dodatna in vitro
1in vivo ispitivanja na Zivotinjama kako bi se utvrdio mehanizam njihovog citotoksi¢nog uc¢inka

1 potencijal za razvoj novih lijekova za lije¢enje karcinoma jajnika.
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9. SUMMARY



The aim of the research:

The aim of the research is to examine the potential cytotoxic effects of tieno[2,3-b]piridine

derivates on human ovarian cancer cells.
Materials and methods:

The cytotoxicity of thieno[2,3-b]pyridine compounds, i.e. inhibitors 5, 6, 8 and 9, was tested
on the SKOV-3 cell line using the MTT method, based on which the percentage of
metabolically active cells is determined. The effect of thieno[2,3-b]pyridine was examined in
seven different concentrations after 4, 24, 48 and 72 hours of incubation. The effectiveness of

the tested compounds was determined spectrophotometrically at a wavelength of 570 nm.
Results:

The results are presented graphically in relation to the incubation time and the percentage of
metabolically active cells. All tested compounds showed cytotoxic activity dependent on
concentration and incubation time. Cytotoxic activity is not in all cases proportional to the
increase in inhibitor concentration and incubation time. Inhibitor 6 showed the lowest
cytotoxicity. Inhibitor 8 showed the highest cytotoxicity at a concentration of 5 umol/L after
incubation for 72 hours, where the percentage of metabolically active cells decreased to about
40 %. Also, the IC50 values measured for inhibitor 8 were 8.276 pmol/L after 24h incubation,
5.68 umol/L after 48h, and 4.093 umol/L after 72h.

Conclusion:

In vitro exposure of ovarian cancer cells to thieno[2,3-b]pyridine derivatives leads to a decrease
in the number of live cells. The cytotoxic effect of the tested compounds depends on the
concentration and incubation time. In some cases, the cytotoxic effect is not proportional to the
increase in concentration and incubation time because there is a slight increase in metabolically
active cells due to cell recovery. The weakest cytotoxic effect was shown by inhibitor 6, and
the strongest by inhibitor 8. The obtained results confirmed the hypothesis of this research.
Additional in vitro and in vivo animal studies are needed to determine their cytotoxic effect and

the potential development of new drugs for the treatment of ovarian cancer.
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