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1. UVOD



1.1. RAK

Rak, neoplazma ili novotvorina (gr¢. neos — nov, plasia — rast) opéeniti je pojam za
mnoge bolesti u kojih se abnormalne stanice dijele bez kontrole te su u stanju napasti zdravo
tkivo (1). Definicija neoplazme po engleskom patologu Sir Rupertu Willisu bila bi da je to
abnormalna masa tkiva, €iji rast prekoracuje i nije koordiniran s onim u normalnim tkivima,
nastavlja se na isti prekomjeran nacin i nakon prestanka podrazaja koji izazivaju rast (2).

Razlika rasta normalnih i tumorskih stanica je u: autonomiji (neovisnost o faktorima
rasta, regulatornim mehanizmima), prekomjernosti (ovaj viSak moze biti vidljiv i u samoj
veli¢ini izrasline), neorganiziranosti (strukture tumorskih tkiva se razlikuju od normalnih te ne
pristaju u opcu organizaciju organizma) (2).

Tumori mogu biti dobrocudni (benigni) te zlocudni (maligni). Zlocudnost ili malignost
tumora se odnosi na njegovo svojstvo da se Siri na okolne organe odnosno uniStavanje okolnog
tkiva. Na taj nacin se stvaraju metastaze putem limfnog ili krvozilnog sustava. Pri tom se
zadrzava vrsta tumora primarnog organa neovisno o odrediSnom organu. Prilikom rasta, stanice
tumora mogu pritiskati okolno tkivo ometajuéi njegovu funkciju te mu oduzimati hranjive tvari
tvoreci vlastitu opskrbu krvlju. Stanice tumora nastaju iz zdravih stanica te zadrZavaju njihov
mikroskopski 1 genetski izgled. Navedeno svojstvo omogucuje onkologu planiranje lijeenja
temeljem pracenja rasta stanica kao 1 napredovanje raka (1).

Prema istrazivanju provedenom u Kini, navedeni su neki od rizika koji pospjeSuju razvoj
raka. PuSenje je jedan od osnovnih rizika koji pospjeSuju razvoj preko 15 tumora. Fizicka
neaktivnost povezana je s rakom dojke, debelog crijeva, kao 1 pluca 1 jetre. Prehrana bogata
vlaknima i cjelovitim Zitaricama §titi od raka debelog crijeva, dok crveno meso moze uzrokovati
povecan rizik za istim. Konzumacija alkohola povecava rizik za nastanak 6 vrsta tumora. Neki
od klinic¢kih faktora rizika su viSak tjelesne masnoce, dijabetes i zarazne bolesti. Okolisni

¢imbenici su zagadenje zraka te profesionalna izlozenost (3).



1.1.1 GENETSKA OSNOVA RAZVOJA RAKA

Razvoj raka pocinje malignom transformacijom normalne stanice koja ukljucuje
ireverzibilnu promjenu svoje DNK. Genetske promjene koje izazivaju rak uklju¢uju normalne
gene ukljuene u replikaciju stanice i smrt. Cetiri vrste gena su tipiéno pogodene: 1. geni koji
kodiraju faktore rasta, receptore faktora rasta, signalne proteine ukljuc¢ene u stani¢nu diobu, 2.
geni koji reguliraju stani¢nu apoptozu, 3. geni koji pripadaju obitelji tumor supresorskih gena,
4. geni koji kodiraju enzime za popravak DNK (2).

Onkogeni su geni koji poticu razvoj tumorske stanice iz proonkogena. Postoje 4 osnovna
mehanizma pretvorbe: 1. tockasta mutacija - zamjena jedne baze na lancu DNK rezultira
pogresnim kodiranjem proteina (tockasta mutacija proteina ras prisutna je u ¢ak 30% poznatih
karcinoma kao S§to su karcinom pluca, debelog crijeva i gusterace), 2. amplifikacija gena -
povecanje broja kopija gena proonkogena, 3. kromosomske preraspodjele - translokacije i
delecije dijelova kromosoma mogu dovesti do jukstapozicije gena koji obi¢no nisu u
neposrednoj blizini, 4. insercijska mutageneza - oblik onkogeneze gdje dolazi do insercije

virusnog gena u DNK sisavca (2).

1.1.2 EPIDEMIOLOGIJA RAKA U HRVATSKOJ I EU

NajceSc¢e dijagnosticirana zlo¢udna bolest u EU je rak dojke (13,3%). Sljedec¢i je rak
debelog i1 zavrSnog crijeva (12,7%), rak prostate (12,5%) 1 rak pluca (11,9%). Najcesc¢i uzroci
smrti su rak plu¢a (20,4% svih slucajeva smrti od raka), a slijede rak debelog i zavr§nog crijeva
(12,4%), dojke (7,3%) 1 rak gusterace (7,1%). S obzirom na spol, od raka ceS¢e obolijevaju
muskarci (54%) nego Zene (46%). Takoder veca je smrtnost kod muSkaraca (56%). Kao §to je
1 poznato, CeS¢e obolijevaju starije osobe. Procjene za 2020. godinu otkrivaju da se 62%
procijenjenih novih dijagnoza i 76% procijenjenih smrti javlja u ljudi starijih od 65 godina (4).

U usporedbi s drugim zemljama (uporabom dobno-standardizirane stope incidencije i
mortaliteta), Hrvatska je po ukupnoj incidenciji raka na razini prosjeka EU-27 (15. ukupno; 14.
u muskaraca i 19. u Zena), dok smo po smrtnosti od raka na 5. mjestu ukupno (iza Slovacke,
Poljske, Cipra i Madarske); na 2. mjestu kod muSkaraca 1 7. kod Zena. Najcesc¢i
novodijagnosticirani rak u Hrvatskoj 2020. godine je rak debelog i zavrSnog crijeva (3 706
novih slu¢ajeva), zatim rak pluca (3 235) 1 rak dojke (2 894). Vode¢i zlo¢udni uzroci smrti su

rak pluca (2 984 smrti), rak debelog i zavrsnog crijeva (2 320) i rak dojke (832) (4,5).
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Slika 1. Najcesca sijela raka u Hrvatskoj, muskarci, 2020 (20).
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Slika 2. Najcesca sijela raka u Hrvatskoj, zene, 2020 (21).



1.2 KARCINOM GRLICA MATERNICE

1.2.1 ETIOLOGIJA I EPIDEMIOLOGIJA

Karcinom grliéa maternice karcinom je ploCastih stanica uzrokovan infekcijom
humanim papiloma virusom (HPV). Rani simptomi su obi¢no nespecifi¢ni dok se u naprednom
stadiju javlja postkoitalno krvarenje. Dijagnoza se postavlja biopsijom te Papanicolaou testom
poznatim kao Papa test (6). HPV je najceS¢a virusna infekcija reproduktivnog trakta. Vecéina
spolno aktivnih Zena i muSkaraca bit ¢e zarazena u nekom trenutku svog zivota, a neki se mogu
opetovano zaraziti. Vise od 90% zaraZene populacije na kraju se rijesi infekcije (7).

Prema dostupnim podatcima u 2020. godini ukupno je bilo oboljelih 604 000 Zena, a
342 000 smrtnih slucajeva (7). U Hrvatskoj je u 2019. godini bilo dijagnosticirano 268 oboljelih
te 126 umrlih. Za razliku od drugih karcinoma, javlja se nesSto ranije, odnosno jedna tre¢ina
oboljelih je mlada od 50 godina, a srednja dob Zena prilikom dijagnoze 57 godina. Kao i u

ostalim razvijenim zemljama, biljezi se pad incidencije, ali stopa smrtnosti ostaje stabilna.
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Slika 3. Trend incidencije 1 mortaliteta karcinoma grli¢a maternice u Hrvatskoj, 2001.-2020
(22).



1.2.2 PATOHISTOLOGIJA I KLASIFIKACIJA

Premaligne promjene ili displazija skvamoznih stanica u epitelu grlica maternice
zajednicki su poznate kao cervikalna intraepitelna neoplazija (CIN). CIN moze napredovati do
karcinoma in situ i invazivnog karcinoma ako se ne lijei u ranoj fazi ili ako HPV moze
deaktivirati stani¢ne funkcije domacina (8). Osoba kojoj je dijagnosticirana blaga displazija ili
CIN 1 (CIN niskog stupnja) moze se oporaviti od infekcije uz pomo¢ imunoloskog sustava
domacina (9). Epitelne stanice dobro su organizirane u normalnom tkivu grlica. Medutim, kod
CIN-a i karcinoma, stanice zarazene HPV-om postaju displasti¢ne. CIN 1, takoder poznat kao
CIN niskog stupnja, oznacava blagu displaziju gdje donja treéina epitela pokazuje displaziju.
Kada je zahvaceno dvije trecine epitela, to se oznac¢ava kao CIN 2 ili umjerena displazija. Teska
displazija (CIN 3) se ocjenjuje kada je zahvaceno vise od dvije tre¢ine pune debljine epitela.

Lezije CIN 2 1 CIN 3 zajedno se klasificiraju kao CIN visokog stupnja (10).

1.2.3 KLINICKA SLIKA I DIJAGNOSTIKA

Karcinom grli¢a maternice uglavnom nema simptoma ili su nespecifi¢ni sve do
uznapredovalog stadija. Neki od simptoma koji se mogu pojaviti su: promjene u vaginalnom
krvarenju ili iscjetku uklju€ujuéi krvarenje nakon spolnog odnosa, bol u donjem dijelu zdjelice
ili trbuha, bol prilikom spolnih odnosa (11).

Dijagnostika se sastoji od pregleda zdjelice. Tijekom ovog postupka, medicinski alat
koji se zove spekulum umece se u vaginalni otvor kako bi se stijenke prosirile, omogucujuci
lije¢niku ili medicinskoj sestri da pogledaju unutar vagine i grli¢a maternice radi bilo kakvih
abnormalnosti ili znakova karcinoma. Postupak cesto ukljucuje Papa test, koji ukljucuje njezno
brisanje povrSine vagine ili grlica maternice radi prikupljanja stanica. Te se stanice zatim
analiziraju u laboratoriju. Osim otkrivanja karcinoma, ovaj test takoder moZze otkriti prisutnost

HPV-a, koji je povezan s karcinomom grli¢a maternice (11).



1.2.4 LIJECENJE

Bolesnicama s karcinomom grli¢a maternice dostupne su razlicite vrste lijeCenja. Neki
tretmani su standardni (lijeCenje koje se trenutno koristi), a neki se testiraju u klini¢kim
ispitivanjima. Trenutno postoji 5 nacina pristupu lijecenja karcinoma grli¢a maternice. Ukoliko
se radi o in situ karcinomu, karcinom se tretira konizacijom, histerektomijom i zracenjem.
Konizacija je postupak kod kojeg se uklanja konusni dio tkiva. Histerektomija je operacija
uklanjanja maternice, ukljucujucéi i cerviks. Ukoliko se radi o IA stadiju mogu se vrsiti navedeni
postupci s dodanom modificiranom histerektomijom kojom se uklanjaju i limfni ¢vorovi.
Pacijenti sa stadijima IA2 do IB, koji zele sacuvati plodnost mogu biti kandidati za radikalnu
trahelektomiju. U ovom postupku uklanjaju se cerviks i lateralna parametralna tkiva, a tijelo
maternice 1 jajnici se zadrzavaju. Kriteriji za odabir ove vrste lijecenja su: Zelja za buduc¢om
trudno¢om, dob manja od 40 godina, stadij bolesti od IA2 do IB1 te lezija do 2 cm,
preoperativna magnetska rezonancija koja prikazuje rub od najdistalnijeg ruba tumora do
donjeg segmenta maternice, skvamozni, adenoskvamozni ili adenokarcinomski tipovi stanica.

Intrakavitarna terapija zraenjem je opcija lijeCenja kada je palijativno lijecenje
prikladno zbog drugih medicinskih stanja 1 za zene koje nisu kandidati za operaciju. Ako je
dubina invazije manja od 3 mm 1 nije zabiljeZena invazija kapilarnog limfnog prostora, a
ucestalost zahvacenosti limfnih ¢vorova je dovoljno niska, terapija vanjskim snopom zracenja

nije potrebna (12).

1.3. FOSFOLIPAZA C

1.3.1. FOSFOLIPAZA C

Fosfolipaza C (PLC) je bitan enzim u unutarstani¢énim kaskadama prijenosa signala.
PLC hidrolizira fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat (PIP2), generiraju¢i sekundarne pretvarace
signala ukljucujuéi inozitol 1,4,5-trifosfat (IP3) i diacilglicerol (DAG). IP3 povecava
unutarstani¢nu razinu kalcija vezanjem na IP3 receptore u endoplazmatskom retikulumu, a
DAG aktivira signalne kaskade povezane s protein kinazom C (PKC). U cijelom tijelu PLC je
povezan s kljuénim stani¢nim procesima kao Sto su proliferacija, diferencijacija, migracija i
prezivljavanje. Postoji ukupno 13 izoenzima PLC-a sisavaca, ukljucujuéi § (1-4), vy (1, 2), d (1,

3, 4), &, { 11n (1, 2), koji su klasificirani prema njihovoj razli¢itoj strukturi domene i



biokemijskim svojstvima. Svaki PLC izoenzim razli¢ito se izraZava medu tkivima i regulira

sloZene stani¢ne funkcije na nacin ovisan o tkivu (13).

Molecular

Weights o——
130-132  pLC-p1— PH

120-155kDa PLC-y — PH

88kDa

230kDa

70kDa PLC-T

115-125kDa PLC-m —PH
Slika 4. Strukture 6 razlicitih ¢lanova obitelji fosfolipaze C (PLC) (14).
1.3.2. CITOTOKSICNOST INHIBITORA PLC

Spojevi iz obitelji tienopiridina, sintetizirani kao mogu¢i inhibitori PLC pomocu
virtualnog probira visoke propusnosti (VHTS), pokazali su citotoksi¢no djelovanje na stanicama
raka prostate 1 linijama stanica trostruko negativnog karcinoma dojke (15,16). Neki od spojeva
iz ove obitelji koristit ¢e se 1 u ovom diplomskom radu kako bi se pokazala njihova

citotoksi¢nost na stanicama karcinoma grlica maternice.



2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj ovog istrazivanja odrediti je moguce citotoksi¢no djelovanje novosintetiziranih derivata
tienopiridina na stani¢ne linije humanog karcinoma grli¢a maternice mjereno MTT metodom.
Hipoteza o potencijalnom citotoksi¢nom djelovanju ispitivana je na stani¢nim linijama

karcinoma grli¢a maternice (SiHa 1 HeLa).

2.1. HIPOTEZA

Novosintetizirani tienopiridinski derivati imaju citotoksi¢no djelovanje na stanine

linije karcinoma grli¢a maternice SiHa 1 HeLa.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. STANICNE LINIJE

Mjerenje citotoksi¢ne aktivnosti tienopiridinskih derivata provodilo se in vitro na
humanim stani¢nim linijjama karcinoma grlica maternice (SiHa 1 HeLa). Karakteristike

navedenih linija navedene su u tablicama 1 i 2.

3.1.1. SiHa

Tablica 1. Karakteristike stani¢ne linije karcinoma grli¢a maternice SiHa (23).

Organizam: Homo sapiens, ¢ovjek
Tkivo: Maternica, cerviks
Morfologija: Epitelna

Bolest: Karcinom plocastih stanica
Uvjeti Cuvanja: Parna faza tekuéeg dusika
Tip rasta: Adherentan

Dob: 55 godina

Spol: Zenski

Etnicitet: Azijatkninja

Slika 5. Morfologija SiHa stanica (24).
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3.1.2. Hela

Tablica 2. Karakteristike stani¢ne linije karcinoma grli¢a maternice HeLa (25).

Organizam: Homo sapiens, Covjek
Tkivo: Maternica, cerviks
Morfologija: Epitelna

Bolest: Adenokarcinom

Uvjeti Cuvanja:

Parna faza tekuceg dusika

Tip rasta: Adherentan
Dob: 31

Spol: Zenski
Etnicitet: Crnkinja

ATCC Number: CCL-2
Designation:

Hela

Scale Bar = 100um

High Density Scale Bar = 100pm

Slika 6. Morfologija HeLa stanica (26).

3.2. TEST CITOTOKSICNE AKTIVNOSTI (MTT METODA)

Stanice na kojima se vrsi testiranje kupljene su od tvrtke ATCC. Da bi se ispitivanje
moglo provesti, treba odraditi pripremu stanica na nacin na koji tvrtka preporucuje. Rast stanica
se odvija u vlaznoj atmosferi s 5% COz na 37°C, u Dulbeccovom modificiranom Eagleovom

mediju (DMEM Euroclone, Milano, Italija) koji sadrzi 4,5 g/L glukoze, 10% fetalnog govedeg
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seruma (FBS) 1 1% antibiotika (Penicilin Streptomycin, EuroClone, Milano, Italija). Stanice
preko no¢i adheriraju na povrSinu podloge. Odvajanje od podloge postize se ispiranjem
puferiranom otopinom fosfatnih soli (PBS, engl. phosphate buffer saline) te dodatkom tripsina,
proteolitickog enzima koji ih odvaja od podloge i omogucuje presadnju na novu podlogu.
Nakon toga se stanice broje Biirk-Tiirkovom komoricom. 10 ul stanica se pomijesa s
90 ul Trypan Blue boje. Bojanje ovom bojom omoguduje razlikovanje mrtvih stanica koje ¢e
se obojati tamno plavo i zivih stanica koje se nece obojati zbog ocuvanosti njihove stani¢ne
membrane. U komoricu se prenese pripremljena suspenzija te se stanice broje pod
mikroskopom. Formula za konacan zbroj je N x 10 x 10* stanica/ml (N = broj Zivih stanica u
kvadrati¢u, 10 = faktor razrjedenja, 10* = volumen komorice). Vaznost brojanja stanica je u
tome da se jednaki broj stanica prenese u svih 96 jazica u tri replikata te ostavi preko no¢i kako

bi se vezale za podlogu.

— oz ozt

1em

Slika 7. Biirk-Tiirkova komorica (27).

Stanice su tretirane spojevima tieno[2,3-b]piridina (inhibitori 5, 6, 8 1 9) u koncentraciji
od 0,05, 0,2, 0,5, 1, 2,5, 51 10 pumol/L u mediju (u triplikatu) te su ostavljene u inkubatoru na
4, 24, 48 1 72 h. Zatim je provedeno ispitivanje citotoksi¢nosti pomo¢u MTT-a [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijev bromid] na nacin da su nakon tretmana spojevima
stanice inkubirane s 0,5 g MTT/L na 37°C 2 sata. Nakon toga je medij uklonjen 1 dodan
dimetilsulfoksid (DMSO) te inkubiran jo§ 10 minuta na 37°C uz treskanje. Stupanj stvaranja
formazana, pokazatelja Zivih i metabolicki aktivnih stanica, mjeren je fotometrijski na 570 nm
pomocu spektrofotometra (HiPo MPP-96, Biosan, Riga, Latvija). Podaci su izracunati u odnosu

na netretiranu kontrolu (100% medij) iz tri neovisna mjerenja.
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Slika 8. Obojenje HeLa stanica dodavanjem DMSO-a nakon 48 h izlaganja
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Upotrebljeni su sljedeci derivati tienopiridina nazvani inhibitor 5, 6, 8 1 9.

0 oy H
P
g Y
N ’ N
Ho N/

Slika 9. Inhibitor 5 (3-amino-N-(3-chloro-2-methylphenyl)-5-ox0-5,6,7,8-
tetrahydrothieno[2,3-b]quinoline-2-carboxamide) (28).

Slika 10. Inhibitor 6 (3-amino-N-(naphthalen-1-yl)-5-0x0-5,6,7,8-tetrahydrothieno[2,3-
b]quinoline-2-carboxamide) (29).
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Slika 11. Inhibitor 8 ((E)-3-amino-5-(3-(3-bromophenyl)acryloyl)-N-(3-chloro-2-
methylphenyl)-6-methylthieno[2,3-b]pyridine-2-carboxamide)

Cl
2 3
1
4
8 5

Slika 12. Inhibitor 9 ((E)-3-amino-5-(3-(3-bromophenyl)-1-hydroxyallyl)-N-(3-chloro-2-
methylphenyl)-6-methylthieno[2,3-b]pyridine-2-carboxamide)
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4.REZULTATI
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Pomoc¢u MTT testa odredena je aktivnost HeLa 1 SiHa stanica nakon Sto su dodani

inhibitori 5, 6, 8 1 9 u usporedbi s kontrolnim stanicama gdje je dodan samo medij. U sljede¢im

tablicama su prikazane aktivnosti nakon 4, 24, 48 i 72 h pri koncentracijama od 0,05, 0,2, 0,5,

1,2,5,5110 pmol/L.

4.1. HeLa STANICE

-

o

o
1

% of metabolically active cells
[3,]
o

Inhibitor 5

IC50 (uM) 0,8241

Slika 13. Citotoksi¢na aktivnost inhibitora 5 na HeLa stani¢noj liniji

0,2449

(IC50=koncentracija derivata koja 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).

Tretiranje HeLa stanica inhibitorom 5 pokazalo je znacajne rezultate nakon 48 1 72 h

inkubacije. Pri 4 h rezultat je vidljiv samo pri koncentraciji od 5 pmol/L gdje je aktivnost stanica

smanjena na oko 80%. Stanicama tretiranima inhibitorom 5 u koncentraciji od 0,05 pmol/L
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smanjena je aktivnost na 70 do 60%, proporcionalno povecanju trajanja izlaganja. Pri tretmanu
inhibitorom 5 u koncentraciji od 0,2 pmol/L, aktivnost se smanjuje na ¢ak ispod 50%, kada se
stanice izlazu 72 h. Izlaganje stanica 4 h inhibitoru 5 u koncentraciji od 0,5 pmol/L ne uzrokuje
znacajan pad aktivnosti, ali nakon 48 h ta brojka pada na 50% te do ¢ak 40% nakon inkubacije
od 72 h. Sli¢an trend pada aktivnosti ponavlja se pri koncentracijama 1, 2,5, 51 10 umol/L.
Najniza aktivnost je uocena pri koncentracijama 2,5 i 5 umol/L nakon 72 h izlaganja kada iznosi
oko 25%. IC50 pri 4 1 24 h nije moguce odrediti dok je pri 48 h 0,8241, a pri 72 h 0,2449 pumol/L
(slika 11).

HelLa

Tof. 1t 7 : 2 lﬁf : M 48nh
KL B RN ,2n
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3 & DO 3 3 3

(Q\) Q\) Q\) QO QO QO >
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-

o

o
1

% of metabolically active cells
(3,
o

Inhibitor 6

IC50 (UM)

Slika 14. Citotoksi¢na aktivnost inhibitora 6 na HeLa stani¢noj liniji
(IC50=koncentracija derivata koja 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).

Znacajno smanjenje aktivnosti uoceno je pri koncentraciji 0,2, 0,5 1 10 umol/L kada su

stanice izlozene 48 h. Smanjenje je na oko 75 do 80%. Primjetan je trend pada aktivnosti koji
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doseze vrhunac nakon 48 h izlaganja dok se nakon 72 h aktivnost ne smanjuje nego ponovo

raste. IC50 nije moguce odrediti ni za jedno vrijeme inkubacije (slika 14).
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Slika 15. Citotoksi¢no djelovanje inhibitora 8 na HeLa stani¢noj liniji
(IC50=koncentracija derivata koja 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).

Znacajno smanjenje aktivnosti uoceno je ve¢ pri 0,05, 0,2, 0,5 te 1 pmol/L te je ono oko
70% nakon 48 h izlaganja. Pri koncentraciji 2,5 pmol/L, aktivnost znac¢ajno pada ve¢ nakon 24
h te je najniza nakon 48 h inkubacije kada iznosi 50-ak %. Pri koncentracijama 51 10 umol/L
vidljiv je sli¢an pad. Aktivnost stanica nakon 24 h pada na pola pocetne, a nakon 48 h ona
iznosi oko 25%. Konacno, nakon 72h aktivnost stanica pada jo$ znacajnije na oko 20%. IC50
pri 4 h nije moguce odrediti, nakon 24 h on je 6,296, zatim nakon 48 h je 2,1368 te 72 h 2,115
umol/L (slika 15).
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Inhibitor 9
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Slika 16. Citotoksi¢no aktivnost inhibitora 9 na HeLa stani¢noj liniji
(IC50=koncentracija derivata koja 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).

Uocena je znacajna citotoksicnost inhibitora 9 ve¢ pri najmanjoj koncentraciji. Nakon
48 h izlaganja inhibitoru, smanjenje aktivnosti stanica je na 75%. Pri koncentraciji 0,2 1 0,5
umol/L to se takoder ponavlja s tim da nakon 72 h izlaganja postoji smanjenje aktivnosti, ali
ono je nesto manje nego nakon 48 h. Pri koncentraciji 1 i 2,5 umol/L smanjenje aktivnosti je
znacajno samo nakon 48 h te je ona na oko 75%. Kad je rije¢ o koncentraciji 5 pmol/L, znacajno
smanjenje je uoceno ve¢ nakon 4 h te je ono na oko 80%. Produljenjem vremena inkubacije
smanjuje se i aktivnost te je ona nakon 72 h na samo 50 %. Najvece smanjenje aktivnosti stanica
je pri 10 pmol/L. Nakon 24 h ono je nesto vece od 50%, nakon 48 je oko 40% te nakon 72 h
oko 25%. IC50 za 4 1 24 h nije moguce odrediti, za 48 h iznosi 3,621, a za 72 h 5,105 pmol/L
(slika 16).
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4.2. SiHa STANICE
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Slika 17. Citotoksi¢na aktivnost inhibitora 5 na SiHa stani¢noj liniji
(IC50=koncentracija derivata koja 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).

Znacajno smanjenje aktivnosti stanica pri koncentracijama 0,05, 0,2, 0,5 i 1 pmol/L
se pojavljuje nakon 72 h izlaganja inhibitoru 5 na oko 70%. Pri koncentracija 2,5, 5110 pmol/L
smanjenje aktivnosti s viemenom inkubacije se ponavlja. Nakon 24 h izlaganja ovom inhibitoru
ona je na 80%, nakon 48 h je na 70%, a nakon 72 h je najniZa i iznosi oko 60%. IC50 za 4, 24
148 h nije moguce odrediti. Nakon 72 h izlaganja je 6,104 umol/L (slika 17).
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Slika 18. Citotoksic¢na aktivnost inihibitora 6 na SiHa stani¢noj liniji
(IC50=koncentracija derivata koja 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).
Kod svih koncentracija aktivnost stanica izloZzenih ovim inhibitorom nije smanjena na

ispod 75%. Najvece smanjenje aktivnosti je kod najvece koncentracije 10 pmol/L nakon 72 h

izlaganja. Shodno tome, IC50 za sva vremena nije moguce odrediti (slika 18).
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Slika 19. Citotoksi¢na aktivnost inhibitora 8§ na SiHa stani¢noj liniji
(IC50=koncentracija derivata koja 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).

Kod koncentracije inhibitora 8 0,05 1 0,2 pumol/L smanjenje aktivnosti stanica nakon
svakog od vremena izlaganja je sli€no te ono iznosi oko 75% pocetne. Pri koncentraciji 0,5 1
1 pmol/L znacajno smanjenje aktivnosti je prisutno nakon 4 i 48 h izlaganja te aktivnost iznosi
oko 70%. Nakon 48 h inkubacije pri koncentraciji inhibitora 2,5 pmol/L aktivnost stanica iznosi
samo 50-ak% pocetne dok je nakon ostalih vremena izlaganja takoder sniZzena 30 do 40%. Kod
koncentracija 5 1 20 pumol/L postoji izrazeno smanjenje aktivnosti nakon 48 1 72 h izlaganja
ovom inhibtoru. Tada je ono oko 40% pocetne aktivnosti. Nakon 4 i 24 h izlaganja ono je isto
tako sniZeno, ali neSto manje, na oko 80%. IC50 za 4 i 24 h nije moguce odrediti, a za 48 h ono

iznosi 2,769 te za 72h 4,122 pmol/L (slika 19).

26



SiHa 0 24n

T B 48n
100 1 x
a b 72h
b ¢ c b b
b b
r c c
c c
i c T (1:- ¢
- c
T
501
0-
N N N D D

o

% of metabolically active cells

S S S
S ® N S S S K K
N Q° N Q° N a9 % O
Inhibitor 9
1IC50 (uM) 5,88

Slika 20. Citotoksi¢na aktivnost inhibitora 9 na SiHa stani¢noj liniji
(IC50=koncentracija derivata koja 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).

Smanjenje aktivnosti nakon izlaganja inhibitoru 9 nije zabiljezeno kod koncentracije
0,05 pmol/L, ¢ak se pojavljuje blagi porast nakon 24 h. Pri koncentraciji 0,2 umol/L biljezi se
pad aktivnosti na 80-ak%o nakon 24, 48 i 72 h izlaganja. Sli¢no smanjenje uoceno je i pri
koncentraciji 0,5 pmol/L, s naglaskom da je nakon 72 h aktivnost nesto viSe smanjena. Kod
koncentracije 1 umol/L, aktivnost je najznacajnije smanjena nakon 72 h izlaganja ovom
inhibitoru na 60%. Pri koncentraciji 5 pmol/L pad aktivnosti je neSto blazi dok je pri
koncentraciji 10 umol/L nakon 48 i 72 h pad najizraZeniji te je on na oko 50% pocetne
aktivnosti. IC50 za 4,24 1 48 h nije moguce odrediti, a za 72 h ona iznosi 5,88 umol/L (slika
20).
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5. RASPRAVA
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Tumor je naziv za abnormalnu nakupinu tkiva. Ona moze biti maligna, zlocudna ili
kancerogena, odnosno benigna, dobro¢udna ili nekancerogena. Samo maligni tumori napadaju
okolna tkiva i metastaziraju (18). Rak, neoplazma ili novotvorina je op¢eniti pojam za mnoge
bolesti kod kojih se abnormalne stanice dijele bez kontrole te su u stanju napasti zdravo tkivo.
Rak je uobicajeni narodni naziv za sve zlo¢udne tumore. DanaSnje spoznaje ukazuju da ne
postoji jedinstvena bolest, nego veliki broja razlicitih bolesti pa razlikujemo vise od 100

razli¢itih vrsta rakova (19).

Karcinom grli¢a maternice Cetvrti je najcesci rak kod zena u svijetu i uzrokuje vise od
300 000 smrtnih slucajeva u svijetu. Uzro¢nik karcinoma grli¢a maternice je perzistentna
infekcija visokorizi¢nim podtipovima humanog papiloma virusa. Karcinom grli¢a maternice je
bolest koja se uvelike moze sprijeciti, a rano otkrivanje povezano je sa znacajno poboljSanim
stopama prezivljavanja. Doista, u zemljama s visokim dohotkom s uspostavljenim programima

cijepljenja i probira to je rijetka bolest (17).

U ovom istraZivanju koriStena su 4 novo-sintetizirana tienopiridinska derivata: 3-amino-
N-(3-chloro-2-methylphenyl)-5-0x0-5,6,7,8-tetrahydrothieno[2,3-b]quinoline-2-carboxamide
nazvan inhibitor 5, 3-amino-N-(naphthalen-1-yl)-5-0x0-5,6,7,8-tetrahydrothieno[2,3-b]
quinoline-2-carboxamide nazvan inhibitor 6, ((E)-3-amino-5-(3-(3-bromophenyl)acryloyl)-N-
(3-chloro-2-methylphenyl)-6-methylthieno[2,3-b]pyridine-2-carboxamide nazvan inhibitor 8
te(E)-3-amino-5-(3-(3-bromophenyl)-1-hydroxyallyl)-N-(3-chloro-2-methylphenyl)-6-
methylthieno[2,3-b]pyridine-2-carboxamide nazvan inhibitor 9. Ispitivana je njihovo moguce
citotoksi¢no djelovanje na HelLa 1 SiHa stani¢ne linije MTT metodom. Stanice su izlagane
razli¢itim koncentracijama inhibitora (0,05, 0,2, 0,5, 1, 2,5, 51 10 pmol/L ) tijekom 4, 24, 48 1
72 h inkubacije.

Na obje stani¢ne linije uofena je znacajna citotoksi¢na aktivnost. Svi inhibitori, s
iznimkom inhibitora 6, pokazali su znacajan utjecaj na smanjenje aktivnosti. Ovisno o stani¢noj
liniji razlikovao se najucinkovitiji inhibitor. Za HeLa stani¢nu liniju najucinkovitiji je bio
inhibitor 5. IC50 vrijednost je iznosila 0,2449 umol/L nakon 72 h izlaganja. Za SiHa stanice
najudinkovitiji je inhibitor 8. IC50 iznosi 2,764 umol/L nakon 48 h inkubacije. Sto su ove
vrijednosti IC50 nize, lijek bolje djeluje na stanice raka bez Stetnog djelovanja na vlastiti

organizam i pojave nuspojava.

Prethodne studije pokazale su da derivati tieno[2,3-b]piridina pokazuju citotoksi¢nost

ovisnu o dozi i vremenu (15). Zbog svog ucinka na smanjenje postotka matic¢nih stanica raka i
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broja mamosfera, te utjecaja na ekspresiju nekoliko glikosfingolipida, moze se zakljuciti da
novo-sintetizirani tienopiridinski derivat (3-amino-N-(3-kloro-2-metilfenil)-5-okso-5,6,7,8-
tetrahidrotieno[2,3-b]kinolin-2-karboksamid) ukazuje na moguénost da se ostvari kao
potencijalni novi lijek za trostruko negativnu terapiju raka dojke (15). Takoder, joS jedan
tienopiridinski ~ derivat  (3-amino-5-okso-N-naftil-5,6,7,8-tetrahidrotieno[2,3-b]kinolin-2-

karboksamid), pokazao je citotoksi¢nu aktivnost na stanicama raka dojke i prostate (16).

Iz navedenih rezultata potvrdena je hipoteza te cilj ostvaren o citotoksicnom djelovanju
novo-sintetiziranih tienopiridinskih derivata. Dokazano je smanjenje metabolicke aktivnosti
ovisno o koncentraciji ispitivanih uzoraka kao i o vremenu izlaganja. Navedeni spojevi svakako
imaju potencijal za nova istrazivanja u svrhu lije¢enja karcinoma grli¢a maternice kao i ostalih
bolesti. Prisutna su i odredena ogranicenja studije kao §to su mnogobrojna istraZivanja koja je

potrebno dodatno napraviti kako bi se rezultati potvrdili te iskoristili u praksi.
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6. ZAKLJUCAK
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II.

I1I.

IV.

VL

In vitro izlaganje humanih stanica karcinoma grlica maternice (HeLa 1 SiHa) novo-
sintetiziranim tienopiridinskim derivatima (inhibitor 5, 6, 8 i 9) ima citotoksi¢no
djelovanje.

Svi inhibitori imaju aktivnost ovisnu o koncentraciji 1 vremenu izlaganja. Citotoksi¢nost
raste proporcionalno s koncentracijom inhibitora i vremenom inkubacije.

Djelovanje ispitivanih derivata sli¢no je za obje linije HeLa i SiHa. Kod svih inhibitora
uoceno citotoksi¢no djelovanje na obje linije.

Najucinkovitiji inhibitor za HeLa stanic¢nu liniju je inhibitor 5 kod kojeg je IC50 iznosio
0,2449 pmol/L.

Najucinkovitiji inhibitor za SiHa stani¢nu liniju je inhibitor 8 kod kojeg je IC50 iznosio
2,764 pmol/L.

Citotoksicno djelovanje tienpiridinskih derivata je potvrdeno za obje stani¢ne linije te
su potrebna daljnja ispitivanja i potvrda rezultata in vitro te u daljnjem radu in vivo

ispitivanja na zivotinjskim modelima.
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8. SAZETAK

37



Cilj istrazivanja:
Cilj istrazivanja bio je ispitati potencijalnu citotoksi¢nost novo-sintetiziranih tienopiridinskih
derivata na humanim stanicama karcinoma grli¢a maternice HeLa i SiHa. Pretpostavka je da ¢e

se metabolicka aktivnost stanica smanjiti nakon izlaganja derivatima u odnosu na kontrolnu

skupinu.

Materijali i metode:

Citotoksicnost se ispitala MTT metodom koja odreduje postotak metabolickih aktivnih stanica
nakon tretiranja tienopiridinskim derivatima (inhibitori 5, 6, 8 1 9). Derivati su pripremljeni u 7
razli¢itih koncentracija: 0,05, 0,2, 0,5, 1, 2,5 i 10 umol/L. Vrijeme izlaganja stanica
inhibitorima je bilo 4, 24, 48 1 72 h. Djelotvornost derivata mjerena je spektrofotometrijski na

570 nm.

Rezultati:

Inhibitori 5, 6, 8 1 9 su pokazali znacajno citotoksi¢no djelovanje na obje stani¢ne linije HeLa 1
SiHa. Citotoksi¢nost je ovisna o koncentraciji 1 vremenu izlaganja stanica. Najucinkovitiji
inhibitor za HeLa stani¢nu liniju je inhibitor 5. Inhibitor 8 je pokazao najve¢i utjecaj na

metabolicku aktivnost SiHa stani¢ne linije.

Zakljucci:

Ispitivanje citotoksi¢nosti novo-sintetitiziranih piridinskih derivata pokazalo je znacajnu
aktivnost svih derivata na obje stani¢ne linije. Rezultati su sli¢ni za HelLa 1 SiHa stanice.
Aktivnost je ovisna o koncentraciji i vremenu izlaganja stanica derivatima. Hipoteza ovog
istrazivanja je potvrdena, a cilj ostvaren. Potrebna su daljnja in vitro ispitivanja i potvrda

rezultata kao i in vivo istrazivanja na zivotinjama.
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9. SUMMARY
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Diploma thesistitle:

Cytotoxic effect of thienopyridine derivatives on human cervical cancer cells.

Objectives:

The aim of the research was to examine the potential cytotoxicity of newly synthesized
thienopyridine derivatives on HeLa and SiHa human cervical cancer cells. The assumption is
that the metabolic activity of the cells will decrease after exposure to the derivative compared

to the control group.

Materials and methods:

Cytotoxicity was tested by the MTT method, which determines the percentage of metabolically
active cells after treatment with thienopyridine derivatives (inhibitors 5, 6, 8 and 9). The
derivatives were prepared in 7 different concentrations: 0.05, 0.2, 0.5, 1, 2.5 and 10 pmol/L.
The time of exposure of cells to inhibitors was 4, 24, 48 and 72 h. The effectiveness of the

derivatives was measured spectrophotometrically at 570 nm.

Results:

Inhibitors 5, 6, 8 and 9 showed significant cytotoxic activity on both HeLa and SiHa cell lines.

Cytotoxicity depends on the concentration and time of exposure of the cells. The most effective

inhibitor for the HeLa cell line is inhibitor 5. Inhibitor 8 showed the greatest impact on the

metabolic activity of the SiHa cell line.

Conclusions:

Cytotoxicity testing of newly synthesized pyridine derivatives showed significant activity of all

derivatives on both cell lines. The results are similar for HeLa and SiHa cells. The activity

depends on the concentration and time of exposure of the cells to the derivatives. The hypothesis
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of this research was confirmed, and the objectivities achieved. Further in vitro tests and

confirmation of the results as well as in vivo animal studies are required
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