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Ispitivanje mehanizma antitumorskog delovanja derivata

antrahinona in vitro

Rezime

Prirodni antrahinoni, vazna klasa hinonskih jedinjenja, se mogu naéi u velikom
broju visih biljaka, mahovinama, liSajevima kao i drugim organizmima. Ova hinolna
jedinjenja poseduju laksativno, antibioti¢ko, antiinflamatorno i antipireticko kao i
antiviralno dejstvo, a njihov potencijal u tretmanu kancera, i inhibiciji proliferacije i
novih terapeutika. Njihov mehanizam dejstva podrazumeva uceS$¢e u metabolickim
procesima, oksidativnoj fosforilaciji, interkalalaciju u DNK i RNK molekule, inhibiciju
telomeraze i topoizomeraze Il. Najpoznatija podgrupa ove klase jedinjenja su antraciklini,
antrahinonski antibiotici. Antraciklini kao S$to su doksorubicin i daunorubicin imaju

izuzetno Siroku primenu u terapiji kancera, mada su izuzetno kardiotoksi¢ni.

Tiosemikarbazoni predstavljaju grupu iminskih derivata koji sadrze atom sumpora u
svom molekulu, i odlikuje ih izuzetna sposobnost helacije jona metala. Odlikuje ih

antiviralno, antibakterijsko, antifungalno, kao i citotoksi¢no i antiproliferativno dejstvo.

Halkoni su prekursori flavonoida i izoflavonoida, grupa jedinjenja sa velikim
terapeutskim potencijalom, i prisutni su u prirodnim izvorima kao §to su voce, zacinsko
bilje i ¢ajevi. Za njih je utvrdeno da poseduju antioksidativni, antibakterijski, antimalarijski,

antiviralni, antihiperglikemijski i antitumorski efekat.

Cilj ovog projekta je ispitivanje grupe od trinaest novosintetisanih derivata
antrahinona, i analiza njihovih molekularnih mehanizama. Ova jedinjenja su dizajnirana sa
ciljem da im se poboljSa aktivnost 1 specificnost u odnosu na prirodne derivate koji su
trenutno u upotrebi. Devet jedinjenja ove grupe predstavljaju antrahinonske

tiosemikarbazone, dok su ¢etiri halkonski antrahinoni.

Prvi korak u istrazivanju je predstavljalo odredivanje potencijalnog antitumorskog

dejstva derivata antrahinona prema sedam malignih ¢elijskih linija poreklom iz razliitih



tipova kancera. Selektivnost u nivou toksi¢nog dejstva odredena je uz pomoc

eksperimenata na uspostavljenoj liniji normalnih humanih ¢elija.

Dalje istrazivanje se fokusiralo na rasvetljavanje molekularnih mehanizama
delovanja ispitivanih supstanci. Morfoloske promene na tretiranim ¢elijama Su posmatrane
primenom fluorescentnog mikroskopa, uz pomo¢ akridin oranz/etidijum bromid smeSe, i na
ovaj nacin se odredivao i tip celijske smrti (apoptoza i/ili nekroza) koju indukuju ova
jedinjenja. Analizirana je distribucija malignih i normalnih celija po fazama celijskog
ciklusa nakon tretmana ispitivanim supstancama uz pomo¢ proto¢ne citometrije, odredivane
su ciljne kaspaze preko kojih ispitivana jedinjenja ostvaruju apoptotski efekat, a utvrden je i
antimetastatski potencijal ovih jedinjenja, odnosno da li antrahinonski derivati inhibiraju
matriksne metaloproteinaze, koriS¢enjem zelatinske zimografije. Anti-angiogenetski
potencijal i anti-invazivni potencijal ispitivanih jedinjenja je bio odreden uz pomo¢ Tube

formation assay i Wound-healing assay.

Ispitivana grupa novosintetisanih derivata antrahinona pokazuje izuzetno dobro
citotoksi¢no, kao i antiproliferativno dejstvo prema malignim celijskim linijama, a ova
jedinjenja su se pokazala i1 kao selektivna u odnosu na normalne transformisane Celijske
linije. Najvecu citotoksi¢nost ova grupa jedinjenja ispoljava prema malignoj ¢elijskoj liniji
poreklom od mijeloidne leukemije, a najrezistentnije su celije izolovane iz metastatskih
mesta poreklom od kancera dojke. Samo jedinjenje sa heksil grupom kao bo¢nim lancem
pokazuje izuzetno dobro dejstvo prema ovoj Celijskoj liniji. Mehanizam dejstva
antrahinonskih halkona podrazumeva indukciju G2/M zastoja u ¢elijskom ciklusu tretiranih
¢elija, a pokazano je da sva ispitivana jedinjenja izazivaju apoptozu u malignim ¢elijama in

vitro.

Takode, ispitivana jedinjenja su pokazala izuzetan potencijal spreCavanja metastaze,

neoangiogeneze, kao i inhibitorno dejstvo na potencijal migracije tretiranih malignih ¢elija.

Ova istrazivanja su pokazala da ¢lanovi grupe antrahinonskih halkona predstavljaju
veoma dobre kandidate za dalji razvoj i in vivo ispitivanja ovih jedinjenja u terapeutske
svrhe, dok se iz grupe antrahinonskih tiosemikarbazona posebno isticu jedinjenja 1 1 3, sa

fenil i heksil suptituentima.



Dobijeni rezultati pruzaju osnovu za dalja istrazivanja ovih grupa jedinjenja kao
potencijalnih hemoterapeutika sa veoma izrazenim citotoksicnim, antimetastatskim kao 1i

antineoangiogenetskim svojstvima.

Kljuéne reci: antrahinoni, tiosemikarbazoni, halkoni, maligne c¢elije, citotoksi¢nost,

Invazivnost, angiogeneza, in vitro
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An in vitro investigation of the mechanism of antitumor activity of
anthraquinone derivatives

Summary

Naturally occuring anthraquinones, an important class of quinone compounds, are
numerous in plants, moss, lichen and other organizms. These quinol compounds posses
laxative, antibiotic, antiinflamatory, antipyretic and antiviral properties, and their potential
for cancer treatment and inhibition of proliferation and metastasis of malignant cells is what
makes them one of the most interesting classes of compounds in cancer drug development
field. Their mechanism of action includes involvement in the metabolic processes,
oxidativve phosporylation, DNA and RNA intercalation and inhibition of telomerase and
topoisomerase 1. The most well-known compounds belonging to this class are
anthracyclines, anthraquinone antibiotics. Anthracyclines, such as doxorubicin and
daunorubicin, are widely used in treatment of cancer, even though they are highly

cardiotoxic.

Thiosemicarbazones are a class of imine derivatives which posses in their molecule
an atom of sulfur. They are characterized by an exceptional ability to chelate metal ions.
They have antiviral, antibacterial, antifungal and cytotoxic and antiproliferative activities.

Chalcones are flavonoid and isoflavonoid precursors, a class of compounds with a
significant therapeutic potential, and they can be found in natural sources like fruit, herbs
and teas. It was previously determined that they can have anti-oxidative, antibacterial,

antimalarial, antiviral, antihyperglycemic and antitumor effects.

The aim of this research is to investigate a group of thirteen newly synthesized
anthraquinone derivatives, and to analyze their mechanisms of action. These compounds
were designed in a way that aims for increased activity and specificity compared to the
currently used natural derivatives. Nine of the thirteen compounds are anthraquinone-
thiosemicarbazone derivatives, and another four belong to the subgroup of anthraquinone-

chalcones.



First step in this research was to determine potential for antitumor activity of the
tested anthraquinone derivatives on seven malignant cell lines, originated from different
cancer types. Selectivity in levels of cytotoxicity was determined using an established line

of normal human cells.

Further research was focused on determination of the molecular mechanisms of
action of the investigated compounds. Changes in cell morphology after treatment with the
compounds were followed using fluorescence microscopy and ethidium bromide double
staining , and this helped to determine the cell death type (apoptosis and/or necrosis), that is
induced by these compounds. The effects of the investigated compounds on cell cycle
distribution of malignant and normal cells were determined using flow cytometry, which
was also used to determine the activity of caspase-3, -8 and -9 in the treated cells.
Antimetastatic potential, i.e. the potential to inhibit matrix metalloproteinases, of the
investigated compounds was investigated using gelatin zymography. Antiangiogenic and
anti/invasive potential of anhtraquinone derivatives was determined using Tube formation

assay and Wound-healing assay.

The investigated group of novel anhtraquinone derivatives shows very good
cytotoxic and antiproliferative activity toward malignant cell lines, but these compounds
also show significant selectivity compared to normal transformed cell lines. The most
sensitive cell line is malignant cell line originated from erythroleukemia, and the most
resistant cells were isolated from brain metastasis of breast cancer. The only compound that
had a significant effect on this cell line is a compound with hexyl group as a side chain in
the molecule. Mechanism of action of anthraquinones with chalcone substituents includes
inducement of G2/M arrest in the treated cells, and it was shown that all tested compounds

induce apoptosis in the malignant cells in vitro.

Moreover, the investigated compounds demonstrated a significant effect on
inhibition of metastasis and neoangiogenesis, and also inhibitory effects on migratory

potential of the treated malignant cells.

This research showed that compounds that belong to the group of chalcone
substituted anhtraquinones represent very good candidates for further development and in



vivo investigations of these compounds for use in therapy, while in the anthraquinone-
thiosemicarbazone group, compounds 1 and 3, containing phenyl and hexyl moieties,
respectively, are particularly noteworthy.

The obtained results provide the basis for further investigations of these classes of
compounds as potential therapeutics with a pronounced cytotoxic, antimetastatic and

antineoangiogenetic properties.

Key words: anthraquinones, thisemicarbazones, chalcons, malignant cells, cytotoxicity,
invasiveness, angiogenesis, in vitro

Scientific Field: Biology
Scientific Topic: Experimental Oncology

UDC Number: 615.015.11/.015.12 (043.3)
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Uvod

1.Uvod

1.1. Kancer — opsti pregled

Kancer predstavlja grupu bolesti za koju su karakteristicne nekontrolisane deobe
¢elije u odredenom delu organizma. Ova grupa bolesti je jedan od vodecih uzroka smrtnosti
u svetu, i prema podacima Svetske zdravstvene organizacije, samo u 2012. godini je od
razli¢itih tipova kancera umrlo 8,2 miliona ljudi, pri ¢emu je registrovano 14,1 miliona
novih slu¢ajeva kancera (GLOBOCAN, 2012). Prema ovoj studiji, globalno su najucestaliji

tipovi kancera rak pluéa i rak prostate kod muskaraca, kao i rak dojke kod Zena (Slika 1.1.).

Smatra se da je najmanje 30% slucajeva kancera moguce spreciti izbegavanjem
odredenih faktora rizika, medu kojima je najznacajniji upotreba duvana (Peto et al., 1994).
Neki od znacajnih faktora rizika su takode 1 gojaznost, za koju se smatra da je uzrok 15%
kancera jednjaka, debelog creva, kancera bubrega kao i materice. Takode, nezavisno od
gojaznosti, nedostatak ili smanjena fizicka aktivnost moZe uticati na pojavu raka dojke i
kolona (Colditz et al., 2012). Drugi uzroci mogu ukljucivati razli¢ite infektivne agense
(HPV — humani papiloma virus, Helicobacter pylori, virus hepatitisa B i C), upotrebu

alkohola, razli¢itih hormonskih preparata, i izlozenost kancerogenim supstancama (Colditz
et al., 2006).

Ucestalost Smrtnost
1,241,601 (16.7%) 1,098,606 (23.6% M Pluca
2,056,943 (27.7%) 1,273,041 (27 4%) i M Prostata
Kolorektum
M Zeludac
1,111,888 (15.0%) 80,782 (2.0%) 307471 (6.6%) set
213,924 (2.9%) 115,384 (2.5%) :Be§|ka
217,643 (2.9%) 281212 (6.0% 4 373,631 (8.0%) Jednjak
323,008 (4.3%) 746,298 (10.0%) 123043 52 B‘VO; M NHL
330,380 (4 4%) ’ b — 468,931 (10.1%) M Bubreg
554,368 (7.5%) 631,293 (8.5%) 521,031 (11.2%) Ostali

Slika 1.1. Ucestalost i smrtnost od razli¢itih tipova kancera u svetu (Preuzeto sa

izmenama iz GLOBOCAN 2012)



Uvod

U svojim veoma uticajnim radovima iz 2000.a zatim iz 2011. godine, Hanahan i
Weinberg navode skup karakteristika koje su zajedni¢ke za sve maligne celije, i koje
omogucavaju c¢elijama kancera opstanak, rast i rasejavanje po organizmu (Hanahan i
Weinberg, 2000;Hanahan i Weinberg 2011). U osnovi pojave ovih osobina malignih ¢elija
stoje genomska nestabilnost date ¢elije koja omogucava nastanak razlicitih tipova mutacija,
kao 1 inflamacija premalignih i malignih lezija, pri ¢emu neke od karakteristika inflamacije

omogucuju ili pomaZzu nastanak ili propagaciju kancera.

Jedna od osnovnih karakteristika malignih ¢elija je njihova sposobnost proliferacije,
odnosno sticanje neograni¢enog replikativnog potencijala, Sto se jo$ naziva 1 imortalizacija.
Takode, uz ovu karakteristiku treba dodati da maligne celije odlikuje 1 smanjivanje ili
gubitak diferencijacije, odnosno gubljenje fenotipskih odlika tkiva iz kog su potekle, i ovo
predstavlja primarnu razliku izmedu malignih i benignih tumora (Floor et al., 2012). Ovaj
proces je zasnovan pre svega na izbegavanju dve kljune prepreke neograni¢enoj
proliferaciji, senesencije i apoptoze, kao 1 promenama u masineriji koja reguliSe progresiju
¢elije kroz ¢elijski ciklus, i to pre svega GO-G1 tranziciju ili tranziciju iz G1 faze u S fazu
¢elijskog ciklusa (Deshpande et al., 2005). Razli¢ite mutacione inaktivacije tumor
supresora, pre svega p53 i Rb gena, su jedan od osnovnih na¢ina izbegavanja apoptoze

malignih ¢elija.

Nakon sto maligne ¢elije steknu sposobnost neogranicene proliferacije i izbegavanja
apoptoze, potrebno je da sve ¢elije tumora imaju mogucnost pristupa dovoljnim koli¢inama
nutrijenata 1 kiseonika, da bi opstale i odrzale veliku sposobnost proliferacije.Takode,
moraju biti sposobne da odstrane i Stetne supstance nastale u metaboli¢kim procesima, kao i
ugljen dioksid. Da bi ovo bilo moguée, maligne ¢elije moraju razviti sposobnost indukcije
neoangiogeneze, i ovaj proces se naziva angiogenetski ,, prekida¢“. Tumorska indukcija
angiogeneze se veoma razlikuje od fizioloske angiogeneze, pre svega u vaskularnoj
strukturi (zidovi krvnih sudova su nepravilnog oblika, proSireni, porozni), izmenjenim
interakcijama pericita i endotelijalnih Celija, takode izmenjen je i protok krvi, koji je sporiji
nego u normalnoj vaskulaturi, a moze i da osciluje, povec¢anoj permeabilnosti zidova krvnih
sudova, kao 1 odloZzenoj maturaciji celija zbog produzenog vremena produkcije

angiogenetskih faktora (Bergers i Benjamin, 2003; Weis i Cheresh, 2005).



Uvod

Neoangiogeneza je proces u kome se mogu prepoznati Cetiri osnovna koraka. Prvi
korak je lokalna lezija bazalne membrane, za kojom sledi migracija endotelijalnih ¢elija
aktiviranih angiogenetskim faktorima. Treci korak predstavlja proliferacija i stabilizacija
endotelijalnih ¢elija, a Cetvrti da angiogenteski faktori dalje deluju na maturaciju ¢éelija.
Ovaj proces je regulisan uz pomo¢ aktivirajucih i inhibitornih faktora, kao i interakcijama
sa razli¢itim tipovima ¢elija koje formiraju mikrosredinu tumora (Weis i Cheresh, 2011), a
indukcija angiogeneze u tumorima zavisi od toga koliko je ravnoteza izmedu pro- i anti-
angiogenetskih faktora poremecena u korist indukcije angiogeneze (Nishida et al., 2006).
Signalni molekul VEGF (vaskularni endotelijalni faktor rasta) ima kljuénu ulogu u
indukciji angiogeneze (Welti et al., 2013) 1 utvrdeno je da je familija ovih proteina i

njihovih receptora prisutna u velikom broju kancera (Salven et al., 1998).

Diseminacija tumorskih ¢éelija po organizmu, van primarnog mesta tumora, 0dnosno
sposobnost invazije okolnog tkiva i stvaranje distalnih metastaza, predstavlja jos jednu
karakteristiku maligne celije. Kod 90% pacijenata, smrt izazvana solidnim tumorom je
direktna posledica metastaza. Klinicka ispitivanja su pokazala da pojedini tumori imaju
sklonost da metastaziraju u specificne organe, u zavisnosti od fenotipa tumora (Gupta et al.,
2006; Talmadge i Fidler, 2010). Takode, nemaju sve ¢elije jednog solidnog tumora
sposobnost da metastaziraju u distalna tkiva, i smatra se da kapacitet diseminacije moze biti

karakteristika koja zavisi od porekla ¢elijske linije od koje je tumor nastao (Nguyen et al.,
2009).

Proces metastaziranja je podeljen u nekoliko diskretnih koraka, gde u pocetku
dolazi do gubitka ¢elijske adhezije, lokalne invazije tumorskih ¢elija u tkiva koja okruzuju
tumorsku masu, intravazacije u lumen krvnih sudova, gde je neophodno da tumorske ¢elije
prezive u cirkulaciji pre nego Sto dospeju do distalnog tkiva gde napustaju lumen krvnog
suda. Ako nakon ekstravazacije iz krvnog suda ove ¢elije imaju sposobnost da se adaptiraju
na novu sredinu i prezive u njoj, u ciljnom organu ¢e prvo formirati mikrometastaze, a
zatim, nakon potpune adaptacije na uslove mikrosredine, ponovo dobijaju moguénost
neograni¢ene proliferacije, ¢ime se na mestu formiranih mikrometastaza sada stvaraju
klinicki uo€ljive makrometastaze. Ovaj poslednji korak se jo§ naziva 1 metastatska

kolonizacija (Gupta et al., 2006; Valastyan i Weinberg, 2011; Nguyen et al., 2009).



Uvod

Geni i funkcije koje reguliSu ove korake mogu biti podeljeni na gene koji pripadaju
fazi inicijacije metastaze, progresije metastaze i metastatske virulencije (geni Kkoji
omogucavaju metastatsku kolonizaciju i prezivljavanje ¢elija u distalnom organu). Promene
do kojih mora da dode uklju¢uju smanjenu adhezivnost éelija u odnosu na normalne ¢elije,
promene u citoskeletu, interakcije ¢elija i1 ekstraéelijskog matriksa, lokalnu proteolizu, kao i
druge (Nguyen et al., 2009; Gupta et al., 2006). Jedan od najbitnijih procesa kroz koji
prolaze celije karcinoma je epitelijalno-mezenhimalna tranzicija (EMT), process kojim
epitelijalne Celije gube Celijsku polarizaciju i stiCu migratorna svojstva mezenhimalnih stem
¢elija. EMT je regulisan grupom transkripcionih faktora, od kojih su neki Slug, Snail,
Twist, ZEB, 1 oni dovode do smanjenja ekspresije epitelijalnih markera 1 povecanja
ekspresije mezenhimalnih markera (Valastyan i Weinberg, 2011; Thiery et al., 2009).
Takode, ove ¢elije moraju biti sposobne da proteoliticki naruse bazalnu membranu, i ovo se
dogada uz pomo¢ ekstracelularnih proteinaza, kao S§to su matriksne metaloproteinaze
(MMP).Ovo je familija cink-zavisnih endopeptidaza, koje su sposobne da degraduju
razliite komponente ekstracelularnog matriksa, i klju¢ni korak u njihovoj aktivaciji je
konverzija zimogena u aktivni proteoliticki enzim. Zelatinaze (MMP-2 i MMP-9) su
proteoliticki enzimi ove familije koji omogucuju celijama da razgrade Zelatin u gradivne
blokove. MMP-2 je jedna od metaloproteinaza koje se najcesc¢e koriste kao markeri
malignog fenotipa (Gupta et al. 2006;Kessenbrock et al., 2010; Chaudhary et al., 2013).

U poslednjih nekoliko godina veliku paznju u istrazivanjima kancera zauzima jedna
od novije otkrivenih karakteristika maligne celije, a to je reprogamiranje celijskog
metabolizma (Hanhanan i Weinberg 2011). Naime, primeéeno je da u malignim ¢elijama
dolazi do povecéanja glikolize, raste metabolizam amino kiselina i lipida, mitohondrijalna
biogeneza se takode uvecava, pentozno-fosfatni put je indukovan, i biosinteza
makromolekula ja na mnogo visem nivou nego u normalnim ¢elijama (Phan et al., 2014).
Otki¢e koje je prethodilo svim novijim su istrazivanja Otto Warburg-a od pre nekoliko
decenija, u kojima je otkriveno da maligne celije preferencijano koriste glikolizu kao nacin
¢elijske respiracije, ¢ak i kad je kiseonik dostupan u dovoljnim koli¢inama (Warburg,
1956a i 1956b).
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Kako je glikoliza mnogo manje efikasan proces od oksidativne respiracije, jedan od
nacina na koji maligne Celije prevazilaze problem obezbedivanja energije za metabolicke
procese i povecanu biosintezu je i poveéanjem broja glukoznih transportera, kao §to su
Glutl, Glut2, Glut3 i Glut4, kako bi veca koli¢ina molekula glukoze dospela u unutrasnjost
¢elije (Phan et al., 2014). Smatra se da su poznati onkogeni, kao §to su Ras, Myc i HIF-1aq,
odgovorni za indukciju procesa glikolize u malignim ¢elijama. Takode, inhibicija ili
inaktivacija tumor supresora igra veliku ulogu u reprogramiranju celijskog metabolizma.
Zna se da tumor supresor p53 inhibira transkripciju glukoznih transportera Glutl i Glut4, i
suprimira ekspresiju Glut3 (Kawauchi et al., 2008). Nakon $to je utvrdeno da je
deregulacija miRNK jedna od osobina ¢elija kancera, ispitana je i uloga ovih molekula u
¢elijskom metabolizmu malignih ¢elija, i po novijim istrazivanjima, smatra se da miRNK
ucestvuju i u izmenjenom ¢elijskom metabolizmu tako $to reguliSu ekspresiju proteina koji

direktno ili indirektno ucestvuju i uticu na metabolicku masineriju (Tomasetti et al., 2014).

Promene u ¢elijskom metabolizmu ¢elija kancera, koje su znacajne u odnosu na
normalne celije, su iskoriS¢ene za dizajn dijagnostickih procedura, pracenja razvoja

kancera, kao i odgovora kancera na terapiju (Kurhanewicz et al., 2011).

Druga karakteristika maligne c¢elije koja privla¢i sve viSe paznje u poslednjoj
deceniji je aktivno izbegavanje imunskog odgovora od strane kancer ¢elija, i to pre svega
odgovora CD8+ i NK ¢elija. U ovom procesima se pretpostavlja da TGF-B (transformisuci
faktor rasta B) igra veoma bitnu ulogu, suprimiraju¢i imuni sistem, i inhibiraju¢i nadzor

imunog sistema (Hanahan i Weinberg 2011; Yang et al., 2010).
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1.2. Razvoj antitumorskih lekova

U prethodnih nekoliko decenija, iako je doslo do poboljSanja u tretmanu kancera i
mnogi novi terapeutici su razvijeni, prosecno prezivljavanje pacijenata je samo neznatno
poveéano. Razvoj novih hemoterapeutika je i dalje veoma spor proces, kao i veoma skup,
sa mnogo odbacenih projekata. U analizi uradenoj 2011.godine, pokazano je da se broj
odbacenih jedinjenja u fazi II 1 fazi III klinic¢kih ispitivanja zna€ajno povecao u poslednjoj
deceniji, a u isto vreme, prose¢no vreme potrebno za razvoj jednog terapeutika (od
patentiranja do gotovog, komercijalnog proizvoda) je takode produzeno. Ovo je povezano
sa povecanjem investicija farmaceutskih kompanija u produkte kod kojih je rizik za
odbacivanjem u nekoj fazi razvoja visok, zbog nedovoljno razjasnjenih bioloskih

mehanizama (Pammolli et al., 2011).

U skorije vreme je doslo i do mnogih otkri¢ca na polju molekularne i cCelijske
biologije kancera. Medutim, iako ova nova saznanja jo§ uvek nisu dovela do konkretnih,
terapeutskih rezultata, smatra se da ¢e njihovo razumevanje dovesti do razvoja terapija koje
uspesno i specificno ciljaju samo maligne ¢elije primarnog tumora i metastaza. Ali, da bi
bilo moguce razvijati terapeutike koji ciljaju tatno odredeni gen i njegove proizvode,
neophodno je rasvetliti bioloSku ulogu tog gena i proizvoda gena u normalnoj i maligno
izmenjenoj Celiji (Patel et al., 2013). Najvec¢i problem u dosadasnjoj terapiji kancera
predstavlja to $to veé¢ina hemoterapeutika ima efekat na éelije koje su u mitozi, §to znac¢i da
veliki broj ¢elija kancera nece reagovati na njih. Osim toga, ovi lekovi nisu specifi¢ni za
maligne celije, odnosno delovace i na normalne ¢elije, posebno one koje poseduju veliku
sposobnost proliferacije, i samim tim ¢e hemoterapeutici oStecivati i normalna tkiva

organizma.

Terapeutske mete u razvoju antitumorskih lekova se mogu podeliti na nekoliko
grupa. Terapeutskom metom se smatra bilo koja molekularna struktura koja specifi¢no

interaguje sa ispitivanom supstancom. Trenutno, za mnoge lekove je identifikovano vise
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terapeutskih meta, i iako terapeutske mete za najveci broj lekova nisu poznate, smatra se da
su multiple za najveci broj supstanci (Imming et al., 2006). Postoje tri glavna tipa tretmana
i lekova koji se koriste u terapiji kancera, a to su citotoksi¢ni hemoterapeutici, hormonska

terapija i ciljana terapija.

1.2.1. Citotoksi¢ni hemoterapeutici

Citotoksi¢ni antikancer lekovi su prema svojim mehanizmima delovanja podeljeni u
nekoliko kategorija (Nussbaumer et al., 2011). Jedna kategogrija, koja postoji ve¢ dugo
vremena su alkilujuc¢i agensi, koji direktno oSte¢uju DNK, kovalentno vezujuéi alkil grupu
za mesto na molekulu DNK koje je specificno za svaku supstancu. Ova grupa
hemoterapeutika je dalje podeljena na azotne plikavce (kao $§to su hlorambucil i
ciklofosfamid), zatim alkil sulfonate (busulfan), nitrozouree (karmustin), tetrazine (kao $to
su mitozolomid, temozolomid), 1 aziridine (mitomicin C). Antikancer agensi koji sadrZe
teSke metale, kao Sto su supstance koje sadrze platinu, se ponekad svrstavaju u ovu grupu,
posto je njihov mehanizam delovanja sli¢an alkiluju¢im agensima. U ovu podgrupu spadaju

karboplatina i cisplatina.

Drugu veliku klasu hemoterapeutskih lekova predstavljaju antimetaboliti. To su
jedinjenja strukturno sli¢na nukleotidima, amino kiselinama ili vitaminima, i mogu biti
direktno ugradena u DNK ili RNK ili ulaze u kompeticiju sa prirodnim supstratom za
aktivno mesto enzima ili receptora (Cole et al., 2005). Postoji nekoliko glavnih klasa, kao

Sto su antagonisti folne kiseline, analozi pirimidina i analozi purina.

Folati igraju kljuénu ulogu u razli¢itim sintetskim procesima u ¢éeliji, pre svega u de
novo biosintezi purina i timidilata. Kako maligna ¢elija ima uvecane potrebe za gradivnim
komponentama, zbog ubrzanog rasta i proliferacije, antifolati, odnosno molekuli koji ulaze
u kompeticiju sa folatima za aktivno mesto klju¢nih enzima, predstavljaju jednu od prvih
linija odbrane u tretmanu razli¢itih tipova kancera (Farber i Diamond 1948; Peters et al.,
2005). Najpoznatiji lek iz ove klase je metotreksat, koji se koristi u terapiji leukemija,

limfoma, osteosarkoma, i drugih tipova kancera.
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Analozi pirimidina i purina predstavljaju molekule sli¢ne prirodnim pruinskim i
pirimidinskim bazama i nukleotidima. Ovi molekuli mogu inhibirati enzime koji ucestvuju
u replikaciji DNK, ili se inkorporirati direktno u DNK molekul, i na taj nain spreciti
sintezu DNK 1 izazvati ¢elijsku smrt (Robak et al., 2009). Neki od pirimidinskih analoga
koris¢enih u terapiji su 5-fluorouracil, gemcitabin i citarabin, dok je jedan od purinskih

analoga tioguanin.

Jos jednu veoma znafajnu grupu antineoplasticnih agenasa prestavlja grupa
antitumorskih antibiotika, pri ¢emu postoje prirodni 1 polusintetski ¢lanovi ove klase

lekova. Prirodni citotoksi¢ni antibiotici su uglavnom izolovani iz bakterija 1 gljiva.

Antraciklini, kojima pripada 1 doksorubicin, i o kojima ¢e u daljem tekstu biti vise
re¢i, su DNK interkaliraju¢i agensi. Bleomicini su grupa antitumorskih antibiotika sa
veoma znacajnom klinickom ulogom, ali 1 ograni¢enom upotrebom zbog velike pulmonalne
toksicnosti, koja moze dovesti do fibroze pluca.To je grupa glikopeptida koji u prisustvu
kofaktora (Fe®* i kiseonika) izaziva jednolancane i dvolantane prekide DNK (Chen i
Stubbe, 2004; Chen et al. 2008), pri ¢emu se smatra da je nemoguénost reparacije
dvolanéanih prekida najvazniji efekat ovih jedinjenja (Povirk, 1996). Zanimljivo je da je,
zbog velike kompleksnosti i velikog broja potencijalnih meta, mehanizam dejstva veéine
antitumorskih antibiotika i1 dalje samo delimi¢no rasvetljen, sto pokazuje studija iz 2008.
godine (Chen et al., 2008), u kojoj se, nakon decenija primene bleomicina u Klini¢koj praksi
za tretman limfoma, testikularnog kancera i tumora glave i vrata, predstavljaju rezultati u

kojima se iznosi tek pretpostavljeni mehanizam dejstva bleomicina.

Jo§ jedan predstavnik ove grupe citotoksi¢nih antibiotika je mitomicin C, koji je
izolovan iz kulture Streptomyces caespitosus (Hata i Sugawara, 1956). Mitomicin C je
prolek, ¢ija aktivnost zavisi od njegove metaboli¢ke aktivacije. Ovo je pre svega alkilujuci
agens, ali smatra se da njegovoj aktivnosti doprinose i brojni drugi mehanizmi kao $to je na
primer stvaranje slobodnih kiseoni¢nih vrsta. Takode, smatra se da ovaj antitumorski agens
izaziva apoptozu preko puta zavisnog od Fas receptora (Spanswick et al., 1998; Kang et al.,
2006).
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Grupa otrova deobnog vretena odnosno mitotskih otrova obuhvata dve podgrupe,
vinka alkaloide i taksane. Predstavnici ove grupe vezuju tubulin (monomere ili polimere) i
time sprecavaju formiranje deobnog vretena. Samim tim dovode do zastoja u mitozi, §to se
smatra njihovim glavnim citotoksi¢nim efektom (Matson i Stukenberg, 2011; Wertz et al.,
2011). Takode, istrazivanja su pokazala da su anti-apoptotski protein MCL1 i tumor-
supresor FBW7 (deo kompleksa ubikvitin ligaze) kljucni regulatori apopotoze pri delovanju

otrova deobnog vretena (Wertz et al., 2011).

Vinka alkaloidi su izolovani iz madagaskarskog roda biljaka Vinca, i njihov
mehanizam dejstva pre svega obuhvata interakciju sa monomerima tubulina i poremeca;j
dinamike gradenja mikrotubula (Matson i Stukenberg 2011; Moudi et al., 2013; Jordan et
al., 1992). Na taj nacin, ovi biljni molekuli mogu da dovedu do zastoja u metafazi ¢ak i kod
¢elija kod kojih je mitotsko vreteno ve¢ formirano (Jordan et al., 1992).Studije su pokazale
da vinka alkaloidi, pri malim, netoksi¢nim dozama, mogu imati anti-angiogenetsko dejstvo
(Vacca et al., 1999).

Vinka alkaloidi, ¢iji su najvazniji predstavnici vinblastin, vinorelbin, vinkristin i
vindezin, se najces¢e koriste u kombinovanim hemoterapijama. Njihov glavni nezeljeni

efekat je dozno-zavisna pojava neurotoksi¢nosti (Moudi et al., 2013).

Taksoidi su grupa otrova deobnog vretena izolovanih iz kore jedne vrste tise, Taxus
brevifolia, kao i njihovih polusintetskih proizvoda (Wani et al., 1971; Pazdur et al., 1993).
Njihov primarni mehanizam delovanja obuhvata vezivanje za B-subjedinicu tubulina, nakon
¢ega uticu na formiranje i stabilizaciju mikrotubula, spre¢avaju¢i njihovu depolimerizaciju
(Manfredi i Horwitz, 1984; Pazdur et al., 1993). Paklitaksel je prirodni kompleksni
tetraciklicni diterpen, dok je docetaksel semisintetski predstavnik ove grupe (Howat et al.,
2014; Matson i Stukenberg, 2011).Paklitaksel se trenutno koristi u tretmanu raka jajnika,
dojke kao iraka pluca. U poCetku primene taksoida u terapiji, problem su izazivale reakcije
preosetljivosti koje su se javljale kod pacijenata, ali je taj problem prevaziden razvijanjem

poboljsanog protokola tretmana (Howat et al., 2014).

Inhibitori topoizomeraze su fazno-specifiéni antikancer lekovi, koji svoj efekat

ostvaruju pre svega inhibicijom enzima topoizomeraze I ili I, i na osnovu ovoga se dele u
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dve velike klase. Topoizomeraze razmotavaju molekul DNK prilikom reparacije DNK,
transkripcije ili replikacije. Topoizomeraza | pravi reverzibilne prekide u jednom lancu
DNK, dok topoizomeraza II to ¢ini na oba lanca DNK (Berger et al., 1996; Stewart et al.,
1998).

Inhibitori topoizomeraze | se koriste u tretmanu kancera jajnika, cerviksa, kolona,
pluca, itd. Kamptotecin je polusintetski derivat biljnog alkaloida, izolovan iz drveta
Camptotheca acuminate (Pommier, 2013) i za njegovu aktivnost je neohodan laktonski
prsten. Veliki problem u primeni ovog leka je to Sto se na fizioloSkom pH laktonski prsten
otvara, a samim tim ovo jedinjenje gubi svoju aktivnost (Pommier, 2013; Topcu, 2001).
Studijama citavog genoma nakon tretmana kamptotecinom (Veloso et al., 2013), otkriveno
je da kamptotecin dovodi do inhibicije ekspresije mnogih gena tako Sto blokira elongaciju
transkripcije. Nezeljene posledice kamptotecina 1 drugih pripadnika ove klase inhibitora
topoizomeraze Il obuhvataju mijelosupresiju i pojavu dijareje kod pacijenata (Pommier,
2013; Topcu, 2001).

Inhibitori topizomeraze 11 su podeljeni u dve grupe — DNK interkalatori i supstance
koje nisu interkalatori. Jedan od najbitnijih lekova ove grupe je etopozid, polusintetski
derivat demetilepipodofilotoksina, koji se vezuje direktno za topoizomerazu Il i inhibira
ponovnu ligaciju molekula DNK. Ovo je trenutno najselektivniji inhibitor topoizomeraze 11
(Pommier, 2013; Topcu, 2001).

1.2.2. Hormonska terapija

Ovaj vid terapije se primenjuje kod hormonski-zavisnih tipova kancera, poreklom
od tkiva kod kojih kortikosteroidni ili polni hormoni izazivaju velike promene u ekspresiji
gena. Inhibitori sinteze hormona, antagonisti receptora hormona i hormonalni suplementi su

tri podgrupe ove vrste terapije.

Inhibitori sinteze hormona mogu biti aromatozni inhibitori, inhibitori gonadotropin-

oslobadajuc¢eg hormona (GnRH), kao i inhibitori 5-a reduktaze.

10
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Dejstvo aromatoznih inhibitora je zasnovano na ¢injenici da kod postmenopauzalnih
zena, koje su ciljna grupa ove vrste terapije, jajnici prestaju da proizvode estrogen, i tu
ulogu preuzimaju brojna druga tkiva, i dejstvo tako proizvedenih estrogena nije vise
sistemsko nego deluju kao parakrini faktori. Sintezu estrogena iz Cyg Steroida (testosterona i
androstendiona) katalizuje enzim citohrom P450 aromataza (Simpson, 2003; Osborne i
Tripathy, 2005). Specifi¢nosti aromatoznih inhibitora doprinose i podaci da je eskpresija i
aktivnost citohrom P450 aromataze visestruko povec¢ana u malignom tkivu (u ovoj studiji,
konkretno, malignom tkivu dojke) u odnosu na normalno tkivo (Chetrite et al., 2000), kao i
da se razli¢iti promotori ovog gena nalaze u razli¢itim tkivima, pri ¢emu su odredeni tipovi
promotora aromataze dovedeni u vezu sa neoplastiénim promenama (Agarwal et al., 1996).
Trenutno je u klinickoj upotrebi tre¢a generacija aromatoznih inhibitora koju ¢ine

anastrozol, eksemestan i letrozol.

Gonadotropin-oslobadaju¢i hormon se lu¢i u hipofizi i utice na oslobadanje
gondotropina (LH — luteiniziraju¢i hormon, FSH — folikulo-stimulisu¢i hormon), koji dalje
reguliSu sintezu polnih hormona u gonadama (Seeburg et al., 1987; Limonta et al., 2012;
Tammela, 2012). U tretmanima hormon-zavisnih tumora, kao $to su kanceri dojke, jajnika,
a posebno endometrijuma i prostate, bitnu ulogu igraju GnRH agonisti ili antagonisti
(Limonta i Manea, 2013).

Agonisti GnRH, koji se razlikuju od prirodnog hormona po tome §to im je poluzivot
u cirkulaciji produzen, i otporniji su na degradaciju, u pocetku tretmana dovode do
povecane produkcije gonadotropnih hormona (Bubley, 2001), a zatim dolazi do
desenzitizacije receptora, i dalje se inhibira produkcija steroidnih hormona u gonadama.
Neki od lekova iz ove grupe su leuprorelin, buserelin i tritorelin (Limonta et al., 2012;
Tammela, 2012).

Prilikom terapije antagonistima GnRH, u pocetku ne dolazi do povecanja lucenja
gonadotropina, ve¢ se njihova produkcija odmah smanjuje. Ovi molekuli se vezuju za
receptor GnRH ne aktiviraju¢i ga. Lekovi iz ove grupe su ganireliks, abareliks, kao i
degareliks koji ne dovodi do reakcije preosetljivosti prilikom primanja terapije, za razliku
od prethodnih (Limonta i Manea, 2013; Limonta et al., 2012; Tammela, 2012).

11
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U prostati se testosteron konvertuje u dihidrotestosteron (DHT) uz pomo¢ enzima 5-
a reduktaze (Tammela, 2012; Tindall i Rittmaster, 2008). Postoje tri izozima ovog enzima,
i pokazano je da je ekspresija tipa 1 poveCana u kanceru prostate, a tipa 2 prilikom
hiperplazije tkiva prostate (Thomas et al., 2005; Iehlé et al., 1999). Trenutno postoje dva
odobrena leka iz grupe inhibitora 5-a reduktaze, finasterid i dutasterid, koji je efikasniji jer
inhibira i tip 1 i tip 2 enzima, dok su brojni drugi potencijalni terapeutici ove grupe jo$ u
fazi ispitivanja (Tammela, 2012).

Antagonisti receptora hormona mogu biti selektivni modulatori estrogenskog
receptora ili antiandrogeni. Estrogenski receptor postoji u dve forme, a i 3, s tim da je ERa
pre svega eskprimiran u mle¢nim zZlezdama, jajnicima, materici, kostima, stromi prostate 1
adipoznom tkivu. Erp se nalazi u epitelijumu prostate, beSici, kolonu, ali takode i u
jajnicima i adipoznom tkivu. Ova dva tipa receptora imaju razliCite fizioloske uloge.
Estrogen ima klju¢nu ulogu u razvoju maligniteta u hormon-zavisnim tkivima, jer uti¢e na
povecanu proliferaciju ¢elija, Sto dovodi do povecanja mogucénosti za pojavu mutacija koje
dovode do neoplasti¢nih promena u tkivu. Selektivni modulatori estrogenskog receptora
(SERMs) su nesteroidna jedinjenja (osim steroidnog estradiola fulvestrana) i deluju kao
agonisti ili antagonisti estrogenskog receptora, u zavisnosti od tkiva. U mozdanom i tkivu
dojke deluju kao antagonisti, a u uterusu kao parcijalni agonisti, $to je najbitnije za njihovu
ulogu u terapiji kancera dojke. Najpoznatiji lek ove grupe, kao i onaj koji se najduze
primenjuje u klini¢koj praksi je tamoksifen, a tu su i raloksifen, sa donekle poboljSanim

karakteristikama, kao i toremifen (Lewis i Jordan, 2005; Komm i Mirkin, 2014).

Antiandrogeni se vezuju za androgeni receptor, spre¢avaju njegovu aktivaciju, i
time inhibiraju ulazak receptora u nukleus ¢elije, aktivaciju transkripcije, regrutovanje
kofaktora, kao i ostale uloge ovog receptora. Mogu biti steroidni i nesteroidni, i najéesce se
primenjuju u kombinaciji sa GnRH-agonistima, da bi spreéili inicijalno povecéanje
produkcije polnih hormona (Helsen et al., 2014; Tammela, 2012). Steroidni antiandrogeni,
kao $to su ciproteron acetat ili megestrol acetat, imaju veoma mnogo nezeljenih efekata na
kardiovaskularni sistem, seksualnu potenciju, i smatra se da je ovo zato §to osim dejstva na
androgeni receptor, imaju parcijalno dejstvo i na progesteronski, kao i glukokortikoidne

receptore (Helsen et al., 2014). Nesteroidni receptori se trenutno CeS¢e primenjuju u
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klini¢koj praksi, i obuhvataju jedinjenja prve generacije bikalutamid, flutamid, i nilutamid,
dok je prvi antiandrogen druge generacije uveden u upotrebu pre samo nekoliko godina, i
za sada se pokazao boljim u odnosu na bikalutamid (Tran et al., 2009).

Hormonski suplementi u terapiji kancera se koriste u nekim slucajevima, kada
primena estrogena, progesterona ili androgenih hormona moze dovesti do inhibicije rasta
tumora. Dietilstilbestrol se dugo primenjivao u terapiji raka prostate, i to parentalno, posto
taj vid primene izaziva manje neZeljenih efekata nego oralni nain primene. Danas se
primenjuje i poliestradiol fosfat (Tammela, 2012). Progestini su supstance sli¢ne
progesteronu, kao $to je medroksiprogesteron-acetat (MPA), koji je agonist androgenog
receptora. Ova supstanca se primenjuje u terapiji karcinoma dojke, i to onih Kkoji
eksprimiraju androgeni receptor (Birrell et al., 1998). Androgeni se ponekad koriste u
terapiji metastatskog kancera dojke.

1.2.3. Ciljana terapija

U ovoj vrsti terapije cilj je da se specificni signalni putevi, koji su neophodni za
opstanak 1 rast malignih ¢elija, blokiraju, 1 to inhibicijom receptora i enzima ukljucenih u
signalnu kaskadu. lako mnoge druge, ranije navedene, vrste terapija mogu da se podvedu
pod ovu definiciju ciljane terapije, obi¢no se u podgrupe ove vrste terapije svrstavaju mali
molekuli (manje od 800 Da), i monoklonalna antitela. Mali molekuli su oni koji su
sposobni da produ kroz membranu ¢elije 1 svoje efekte ispolje u njoj, dok se monoklonalna

antitela vezuju za mete na povrsini ¢elije (Joo et al., 2013).

Tokom prethodnih decenija otkriveno je da mnoge protein kinaze imaju klju¢nu
ulogu u uspostavljanju i odrzavanju fenotipa maligne celije (Futreal 2004), Sto je ove
enzime ucinilo interesantnim kao mete ciljane terapije. Do sada je u klini¢kim ispitivanjima
testirano preko sto protein kinaza, ¢ije dejstvo je takvo da ili spre¢avaju autofosforilaciju
kinaze ili fosforilaciju supstrata te kinaze (Grant, 2009). Postoje Cetiri tipa inhibitora, tip 1
inhibitori, koji prepoznaju aktivnu konformaciju Kinate, tip 2 inhibitori, koji prepoznaju

neaktivnu konformaciju, zatim alosteri¢ni inhibitori, koji se vezuju van ATP-vezujuceg
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mesta, i oni su i najspecificniji, dok cetvrta grupa, kovalentni inhibitori, se kovalentno
vezuju za aktivno mesto kinaza (Zhang et al., 2009). Racionalni dizajn je bio veoma bitan u
razvoju protein Kinaznih inhibitora, a prvi odobreni lek iz ove grupe je bio imatinib (Savage
i Antman, 2002; Grant, 2009), inhibitor BCR-ABL kinaze. Jo$ jedna veoma bitna meta
ciljane terapije je familija EGFR receptora (receptor epidermalnog faktora rasta), naden u
velikom broju kancera, pre svega NSLC (non-small cell lung cancer) karcinomima,
kancerima glave i vrata, itd. Gefitinib i erloinib su dva leka iz ove grupe, specifi¢ni za
ErbB1tip receptora (Arora i Scholar, 2005; Gaafar et al., 2011).

Intracelularna degradacija proteina je strogo regulisan proces koji se prvenstveno
obavlja preko puta ubikvitin-proteazoma. U razli¢itim studijama je utvrdeno da su maligne
¢elije osetljivije na inhibiciju ubikvitinskog puta, pretpostavlja se zato Sto im je potrebnija
stroga kontrola antiapoptotskih puteva i metabolickih ¢elijskih puteva (Crawford et al.,
2011). Zbog ovoga je razvijena realtivno nova klasa inhibitora proteazoma, ¢iji ¢lanovi
imaju plejotropne efekte unutar celije, izmedu ostalog stabilisanjem proapoptotskih
proteina, a degradacijom anti-apoptotskih, kao $to je Bcl-2 na primer, dovode do znac¢ajnih
efekata u terapiji kancera (Orlowski i Kuhn, 2008). Prvi odobreni lek iz ove grupe je bio
bortezomib, reverzibilni peptidni boronatni inhibitor, odobren za refraktorne mijelome kao i
limfome. NeZeljeni efekti ukljucuju perifernu neuropatiju i pojavu rezistencije. Trenutno se
jo$ neki ¢lanovi ove klase lekova nalaze u fazi klini¢kih ispitivanja (Adams et al., 1999;

Orlowski i Kuhn, 2008; Crawford et al., 2011).

Kako je indukcija neoangiogeneze jedna od kljuénih karakteristika maligno
promenjene celije, ve¢ dugo se istrazuju inhibitori angiogeneze kao potencijalni terapeutici
u terapiji raka. U ljudskom organizmu postoji viSe supstanci koje mogu inhibirati
angiogenezu, kao $to su angiostatin, interferon, endostatin, itd. (Nishida et al., 2006).
Glavna meta ciljane terapije inhibicije angiogeneze je familija VEGF (vaskularni
endotelijalni faktor rasta) receptora. Dva najpoznatija kinazna inhibitora ovih receptora su
sorafenib i sunitinib, odobreni za leCenje renalnog karcinoma. Glavni problem anti-
angiogenetskih terapija razvijenih do sada je taj Sto je pocetni veoma dobar odgovor na
terapiju pracen sticanjem rezistencije malignih ¢elija 1 ubrzanom progresijom metastaza

(Bergers i1 Hanahan, 2008).
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Inhibitori Inhibitori ciklin
EGFR-a zavisnih kinaza

- Odrzavanje Neosetljivost na
Inhibitori aerobne proliferativne g ;presore rasta Anti-CTL4
glikolize signalizaciie monoklonska antitela
Deregulacija szegavanje
energetskog imunskog
metabolizma cdoovora
lzbegava Replikati
Proapoptotski nje vna Inhibitori
BH3 mimetici celijske imortaliz telomeraze
smrti acija
Genomska Tumor-
nestabilnost promovisuca
i mutacije inflamacija
PARP Indukcija Aktivacija Selektivni anti-
inhibitori angiogeneze invazivnostii inflamatorni lekovi

metastaziranja

Inhibitori
HGF/c-Met-a

Inhibitori VEGF
signalnog puta

Slika 1.2. Terapeutici kojima je meta odredena karakteristika kancer Celije (preuzeto sa

izmenama iz Hanahan i Weinberg 2011.)

Primena monoklonalnih antitela u terapiji kancera je postala mogu¢a onda kad su
otkriveni 1 ispitani odredeni antigeni na tumorskim ¢elijama koji ih razlikuju od normalnih,
neizmenjenih ¢elija. Najuspesnije terapije su razvijene za antigene kao Sto su ERBB2 (¢lan
familije receptora epidermalnog faktora rasta, EGFR), VEGF i CTLA4 (cytotoxic T
lymphocyte-associated antigen 4). Do sada je odobreno dvanaest monoklonskih antitela za
terapiju kancera, pri ¢emu vecina ovih terapeutika ima mnogo slabije dejstvo nego klasi¢ni
hemoterapeutici, odnosno citotoksi¢ni hemoterapeutici (Scott et al., 2012). Mehanizam
dejstva monoklonskih antitela ukljucuje inhibiciju signalnih puteva, kao §to su trastuzumab
i cetuksimab (Hudis, 2007), zatim vezivanje za ligande odredenih receptora, ¢ime se

spre¢ava njihovo dejstvo na taj receptor, kao $to je bevacizumab (Bergers i Hanahan,
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2008), kao 1 dejstvo putem Ccelijski posredovane citotoksi¢nosti zavisne od antitela
(ADCC), sto je nacin na koji deluje rituksimab (Golay et al.,, 2000). Terapija
monoklonskim antitelima je ograni¢ena isklju¢ivo na pacijente kod kojih su specifi¢ni

antigeni prisutni, Sto se odreduje genetiCkim analizama pre pocetka tretmana.

1.2.4. Problemi u razvoju antitumorskih lekova

I pored velike koli¢ine finansijskih sredstava 1 ljudskih resursa ulozenih u
istrazivanje kancera i razvoj antitumorskih lekova, porazavaju¢i podatak je da trenutno
manje od 10% supstanci koje udu u proces klinickih ispitivanja budu i1 odobrene za
koris¢enje u klinickoj praksi, kao i da je cena razvoja samo jednog leka preko jedne
milijarde dolara.

Razlozi ovakvih problema u leenju tumora su brojni — nedovoljno poznavanje
kompleksne fiziologije tumora i mikrosredine tumora, nedovoljno dobar farmakokineticki
profil 1 isporuka na mesto dejstva ¢ak i onih supstanci koje imaju odlicnu efikasnost, kao i
upotreba preklini¢kih modela koji ne daju pravu sliku interakcije tumora i1 organizma, tako
da ih je tesko prevesti u klinicku upotrebu. Takode, u pojedinim slucajevima je uloga
specificnih meta u patogenezi maligniteta nedovoljno dobro utvrdena, pa supstance koje su
razvijane za ciljanu terapiju ovih terapeutskih meta ne pokazuju znacajno dejstvo in vivo.
Neka od reSenja za ove problem mogu biti razvijanje boljih in vitro preklini¢kih modela,
dinamike progresije odredenih tipova tumora i prilagodavanje razvoja terapuetika svakom
od razli¢itih tipova. Jedna od strategija koja danas najviSe uzima maha je razvoj lekova
voden prethodno otkrivenim i ispitanim biomarkerima(Adams, 2012). Takode, stalno
prisutni problem razvoja citotoksicnih hemoterapeutika je njihova sistemska toksi¢nost i
neselektivnost, takva da deluju i na sve normalne ¢elije organizma koje brzo proliferisu, Sto

oteZava, a ponekad 1 potpuno onemoguc¢ava njihovu primenu u terapiji.

Sto se ti¢e ciljane terapije kancera, koja je mnogo selektivnija i manje toksi¢na za

normalne ¢elije organizma, glavni problem ove vrste terapije je pojava stecene rezistencije
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(Huang et al., 2014). Iako se pacijenti koji se tretiraju odredenim lekom biraju po prisustvu
specificnih biomarkera, ¢esto prvobitni efekat leka na smanjenje stepena ili zaustavljanje
proliferacije tumora veoma kratko traje (Gore i Larkin, 2011; Huang et al., 2014). Ovo se
objasnjava heterogenosc¢u ¢elija tumora, kao i multiplim mutacijama unutar jednog klona
¢elija, kada molekul koji je meta terapije nije “noseca” mutacija kancera. Primer toga je
cetuksimab, monoklonsko antitelo za EGF receptor, koje, da bi imalo dejstvo kod
pacijenata sa kolorektalnilnim kancerom, ti pacijenti moraju da ispunjavaju dva uslova — da
imaju povisenu ekspresiju EGFR-a, ali i prisustvo wild type KRas GTPaze (Adams, 2012;
Huang et al., 2014). Jedna mogucnost za reSenje ovih problema je definisanje boljih

biomarkera, a druga razvoj kombinacionih terapija.
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1.3. Antrahinoni

Sam antrahinon (9,10 — dioksoantracen) je aromati¢no organsko jedinjenje, slabo
rastvorljivo u vodi, ali znatno bolje rastvorljivo u veéini organskih rastvaraca. Koristi se pre
svega za proizvodnju boja, ali i kao pesticid. Derivati antrahinona predstavljaju vaznu klasu
hinonskih jedinjenja koja se mogu naci u prirodi, i to u biljkama (na primer, biljke iz roda
Aloe, Senna, kao i Rheum), gljivama, liSajevima, mahovinama, kao i nekim insektima i
morskim organizmima (IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to
Humans, 2012). Biljni ekstrakti koji sadrze antrahinone se koriste u kozmeti¢koj industriji,
ishrani kao i u farmaceutskim proizvodima. Antrahinoni poseduju dve keto-grupe na
pozicijama C9 i C10 (Slika 1.3.), a odlikuje ih velika strukturna i funkcionalna

raznovrsnost.

Neki od derivata antrahinona kao §to su dantron,

emodin, kao i neki od glikozida izolovanih iz roda Senna

2 1imaju laksativno dejstvo, 1 to, smatra se, tako S§to
3 Dpovecavaju transport elektrolita i te¢nosti u debelom crevu,

kao i pokretljivost kolona. Direktnim dejstvom na CFTR

(Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)

Slika 1.3. Antrahinon

hloridni kanal na apikalnoj strani enterocita (Yang et al.,
2011) antrahinoni stimuliSu sekreciju hloridnih jona u mukozi creva, a samim tim inhibiraju
apsorpciju i indukuju sekreciju te¢nosti u lumen creva, $to doprinosi laksativnom dejstvu
(Hietala et al., 1987; Yang et al., 2011).

Antibioti¢ko dejstvo antrahinona je dobro opisano u literaturi, pri ¢emu jedinjenja
imaju antibakterijsko dejstvo u mikromolarnim koncentracijama (Wang et al., 2010),
posebno prema gram-pozitivnim bakterijama. Kineska biljka iz roda Rheum sadrzi nekoliko

ovakvih jedinjenja, medu kojima su hrizofanol, rein, emodin, i aloe-emodin.
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Ova biljka, 1 derivati antrahinona koji se mogu izolovati iz njenog korena takode
imaju i dobro antiinflamatorno i antipireticko dejstvo, i istrazivanja pokazuju da se ovakav
efekat ostvaruje inhibicijom produkcije azot monoksida (NO), signalnog molekula koji
utie na vazodilataciju krvnih sudova prilikom inflamacije, a koji moze i da aktivira NF-
kB, kljuéni transkripcioni faktor u regulaciji inflamacije. Takode, emodin i drugi
antrahinoni  inhibiraju  ekspresiju enzima azot-monoksid  sintazu, produkciju
prostanglandina u makrofagima (Choi et al., 2013), uti¢u na smanjenje produkcije citokina
od strane T-¢elija, a istraZivanja su pokazala i direktan efekat na inhibiciju NF-kB,
sprecavanjem degradacije inhibitorne subjedinice (IxB) ovog molekula (Kumar et al.,
1998).

Za derivate antrahinona je pokazano da imaju i antiviralno dejstvo, pri ¢emu
najbolji efekat ostvaruju na virusima sa lipoproteinskim omotacem, kao Sto su herpes
simpleks, vari¢ela zoster virus, virus influence i drugi, i to naru$avanjem virusnog omotaca
(Sydiskis et al., 1991). Emodin, alizarin i hinalizarin su pokazali antiviralno dejstvo i prema
citomegalovirusu (CMV). Iako je vecina studija pokazala da veci broj antrahinona ne deluje
na viruse bez lipoproteinskog omotaca, Semple i saradnici su pokazali dobru in vitro

antiviralnu aktivnost hrizofanola prema poliovirusu (Semple et al., 2001).

Jedan od najbitnijih efekata antrahinona, zbog kojeg izazivaju veoma mnogo
interesovanja u farmaceutskoj industriji je i njihov potencijal u tretmanu kancera, i
inhibiciji proliferacije 1 metastaziranja malignih c¢elija. Pored najpoznatije i1 najceSce
koris¢ene grupe antraciklina, antrahinonskih antibiotika, u upotrebi je i 1,4-
diaminoantrahinonski derivat, mitoksantron, koji se razlikuje od antraciklina po odsustvu
jednog supstituisanog cikloheksanskog prstena. Ovo jedinjenje se koristi ve¢ nekoliko
decenija u terapiji leukemija, limfoma, a i kao druga linija terapije u tretmanu odredenih

metastatskih kancera, u kombinaciji sa drugim lekovima (Patel et al., 2013).

Mitoksantron se takode koristi i u terapiji multiple skleroze, i to kao jedini odobreni
lek za sekundarnu progresivnu multiplu sklerozu, kod pacijenata kod kojih dolazi do
neuroloskih pogorsanja i izmedu perioda akutnih napada. Efekti ovog leka su usporena

progresija bolesti, kao 1 stabilizacija neuroloskih funkcija, a pretpostavlja se da mehanizam
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dejstva obuhvata imunosupresivna svojstva prilikom patogeneze multiple skleroze (Wundes
et al., 2010).

Mehanizam dejstva antrahinona podrazumeva njihovo ucesée u brojnim procesima
unutar ¢elije, kao §to su proces oksidativne fosforilacije, proces ¢elijske deobe, i drugi, kao

i formiranje kompleksa sa DNK i RNK molekulima.

Postoji nekoliko nacina na koje kompleksni molekuli mogu da se vezuju za DNK, 1
to su formiranje elektrostatickih interakcija sa pentozno-fosfatnom okosnicom molekula,
interakcijom sa velikim ili malim zljebom DNK ili interkalacijom izmedu baza DNK.
Antrahinoni, koji poseduju planarnu strukturu, sa tri povezana prstena, pripadaju grupi
farmakofora koje imaju sposobnost interkalacije molekula DNK. Interkalacija se smatra
nizom hidrofobnih interakcija, gde je to §to aromati¢ni molekul interkalira izmedu baza
DNK posledica hidrofilne celijske sredine. Interkalacijom ovi molekuli menjaju
konformaciju DNK molekula (Strekowski i Wilson, 2007). Antrahinoni se mogu vezivati i
preko malog Zljeba DNK, a pokazano je i da 1,4-antrahinoni preferencijalno interkaliraju u
dvolan¢anu DNK, a 2,6-antrahinoni i 2,7-antrahinoni u trostruke i ¢etvorostruke strukture
DNK (Strekowski i Wilson, 2007; Zagotto et al., 2008).

Upravo se ova sposobnost interakcije sa kvadripleksima nukleinskih Kiselina smatra
osnovom jo§ jednog potencijalnog mehanizma dejstva antrahinona, a to je inhibicija
telomeraze. Cetvorolan¢ane strukture DNK su sekvence nukleinske kiseline koje su bogate
guaninom, i to su delovi molekula DNK koji mogu formirati takozvane G-tetrade. Humani
telomerni regioni se sastoje od niza ponovaka (sekvence GGTTAG) i formiranje G-tetrada
u ovim regionima dovodi do inhibicije aktivnosti telomeraze, enzima odgovornog za
elongaciju telomera, a Cija je ekspresija povecana u preko 85% slucajeva kancera (Hanahan
i Weinberg, 2011). Planarna struktura antrahinona je klju¢na za stabilizaciju G-
kvadripleksa, i ova jedinjenja su jedna od prvih za koje je bilo pokazano da mogu da

dovedu do inhibicije telomeraze na ovaj na¢in (Sun et al., 1997; Zagotto et al., 2011).

Ova grupa jedinjenja je takode ukljucena i u redoks procese u ¢eliji. Kako pripadaju
velikoj grupi hinona, antrahinoni su dobri akceptori elektrona, §to im omogucuje da

interaguju sa molekulima kiseonika unutar celije i dovode do stvaranja reaktivnih
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kiseoni¢nih vrsta. Istrazivanja su pokazala da hrizofanol takode dovodi i do smanjivanja
mitohondrijalnog membranskog potencijala, kao i da emodin izaziva apoptozu kroz
povecanu produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS), pra¢eno smanjivanjem ekspresije
Bcl-2 i povecanjem eskpresije proapoptotskog Bax proteina. U kancer celijama, sa
prekomernim povecanjem produkcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta dolazi i do smanjenja
proliferacije ovih Celija, jer se indukuje G2/M zastoj u celijskom ciklusu, a ovi molekuli
mogu dovesti i do direktne aktivacije spoljaSnjeg ili unutrasnjeg apoptotskog puta (Huang

et al., 1992; Yen et al., 2000; Lai et al., 2009; Su et al., 2005).

1.3.1. Antraciklini — daunorubicin i doksorubicin

Antraciklini su grupa jedinjenja izolovanih Sezdesetih godina dvadesetog veka iz
bakterije Streptomyces peucetius. Prvo je izolovan daunoubicin, a zatim i doksorubicin, i
utvrdeno je da poseduju veliki potencijal za primenu u terapeutske svrhe. Doksorubicin se
od daunorubicina razlikuje po strukturi bo¢nog lanca cikloheksanskog prstena. Nakon
mnogih istrazivanja, i uvodenja ovih jedinjenja u terapiju razlicitih vrsta kancera, razvijeno
je i nekoliko dodatnih polusinteti¢kih ¢lanova grupe antraciklina, kao §to su epirubicin,
epimer doksorubicina, koji se od njega razlikuje po orijentaciji tercijarne hidroksilne grupe,
i iako zadrzava antitumorsku aktivnost doksorubicina, manje je toksican od njega,
pretpostavlja se zbog brze eliminacije iz organizma. Idarubicin je jo$ jedan Clan ove grupe,
analog doksorubicina, koji ne sadrzi metoksi grupu na aromati¢nom prstenu, $to dovodi do
promene polarnosti molekula u odnosu na ostale antracikline, odnosno povecava se
lipofilnost molekula (Slika 1.4.)(Cortés-Funes i Coronado, 2007).

Doksorubicin je jedan od najées¢e upotrebljavanih hemoterapeutika, i koristi se u
lecenju karcinoma dojke, pedijatrijskih tumora, sarkoma i limfoma. Daunorubicin je
godinama upotrebljavan u razli¢itim protokolima terapije kancera, ali je, nakon razvoja
boljih lekova, njegova upotreba trenutno ograni¢ena na tretman akutnih limfoblaticnih 1

mijeloblasti¢nih leukemija.
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Slika 1.4. Strukture daunorubicina (A), doksorubicina (B), epirubicina (C) i idarubicina (D)

Epirubicin se koristi pre svega u terapiji kancera dojke i jajnika, kao i limfoma, i to
najces¢e u kombinaciji sa drugim terapeuticima. Idarubicin se primenjuje kao deo primarne

indukcione terapije kod akutne mijeloidne leukemije.

1.3.2. Mehanizmi dejstva antraciklina

Mehanizmi dejstva prirodnih i polusinteti¢kih antraciklina su plejotropni, i jo§ uvek
nisu potpuno istrazeni. Pretpostavlja se da obuhvataju, u zavisnosti od jedinjenja, sve ili
neke od slede¢ih mehanizama: alkilovanje DNK molekula, interkalaciju molekula DNK i
inhibiciju sinteze makromolekula, unakrsno povezivanje molekula DNK, stabilizaciju
kompleksa DNK-topoizomeraza II, $to indukuje apopotozu, ometanje dejstva helikaza, kao
i produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, dovodeci do oste¢enja molekula DNK ili lipidne

peroksidacije. Takode, poSto antraciklini ulaze u ¢eliju pasivnom difuzijom kroz ¢éelijsku
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membranu, moguce je i da deluju direknto na membranu (Cortés-Funes i Coronado, 2007;
Press et al., 2011).

Stabilizacija kompleksa DNK molekula i topoizomeraze 11 se u literaturi navodi kao
najznacajniji mehanizam delovanja antraciklinskih antibiotika. Topoizomeraza Il je enzim
odgovaran za uvodenje dvolancanih prekida u molekulu DNK secenjem fosfodiestarskih
veza, razmotavanje molekula, nakon ¢ega ovaj enzim ponovo spaja krajeve molekula.
Aktivnost topoizomeraza je strogo regulisana u ¢eliji u zavisnosti od faze ¢elijskog ciklusa,
posto igra klju¢nu ulogu u transkripciji, replikaciji 1 organizaciji hromatina u ¢elijskom

nukleusu. Za njegovu kataliticku aktivnost su nephodni ATP i Mg**joni.

Antraciklini zaustavljaju ovu reakciju u trenutku kada je molekul DNK vezan za
tirozinski ostatak topoizomeraze II, spreCavaju¢i ponovnu ligaciju krajeva DNK.
Daunorubicin i doksorubicin se vezuju preko malog Zljeba DNK, pri ¢emu se prstenovi B i
C planarnog sistema prstenova preklapaju sa susednim bazama, dok prsten D prolazi kroz
mesto interkalacije (Patel, 1981). Drugi ostaci molekula, ukljuujuci i prsten A, koji ne
molekula DNK dovode do zastoja u G1 i G2 fazi ¢elijskog ciklusa, i indukciji apoptoze
(Gruber et al., 2005).

Iako antraciklini imaju Sirok spektar primene u terapijama kancera, primeceno je da
samo odredeni broj pacijenata ima dobar odgovor na terapiju. Zbog ovoga je jedan deo
istrazivanja usmeren na trazenje biomarkera za primenu antraciklina, i jedno od prvih
zapazanja je bilo da samo oni kanceri dojke koji su HER2 pozitivni, odnosno imaju
povisenu ekspresiju HER2 receptora, imaju korist od antraciklinske terapije. Daljim
istrazivanjima je utvrdeno da amplifikacija HER2 nije sama po sebi klju¢na za senzitivnost
na ovaj vid terapije, ve¢ je gen za topoizomerazu Ila lociran na hromozomu 17, u
neposrednoj blizini her2 gena, tako da dolazi do koamplifikacije oba gena. Ovi podaci kao i
podaci da HER2-pozitivni kanceri kod kojih nije nadena amplifikacija gena za
topoizomerazu Il ne reaguju na terapiju antraciklinima, zajedno potvrduju da interakcija sa
topoizomerazom Il predstavlja bar jedan vid mehanizma dejstva ovih jedinjenja (Press et
al., 2011; Almeida et al., 2014).
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Medutim, jedan deo istrazivanja je pokazao i da citotoksi¢nost antraciklina nije
zavisna iskljucivo, a mozda ni u najvecoj meri, od stabilizacije topoizomeraze Il, i da se
apoptoza moze indukovati antraciklinima ¢ak i kad njihova interakcija sa topoizomerazom
II nije moguéa. Smatra se da ovaj mehanizam zavisi od tipa malignih ¢éelija, odnosno tipa
kancera na koji jedinjenja deluju, kao i da moze zavisiti od lokusa na kome se desava ova
interakcija (Gruber et al., 2005;Almeida et al., 2014).

Drugi veoma bitan mehanizam dejstva antraciklina, najvise proucavan na
doksorubicinu, je uz pomo¢ produkcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Doksorubicin moze
biti oksidovan do semihinona, i to je proces u kome ucestvuju NAD(P)H-oksidoreduktaze.
Stvoreni semihinon je veoma reaktivan, i1 vrlo brzo moze stupiti u reakciju sa kiseonikom,
formirajuci superoksidni jon i vodonik-peroksid kao produkt reakcije (Gammella et al.,
2014; Carvalho et al., 2014). Osim §to se stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta smatra
mehanizmom citotoksicnog dejstva na maligne Celije, takode se smatra 1 osnovom velike

kardiotoksi¢nosti doksorubicina.

1.3.3. Kardiotoksi¢nost antraciklina

Karakteristi¢no je da se kardiotoksi¢nost moze razviti i godinama nakon prestanka
terapije ovim lekom. Medutim, iako se u pocetku smatralo da navedene reakcije direktno
izazivaju oksidativne lezije DNK, studije su pokazale da do stvaranja fizioloski znac¢ajnijih
koli¢ina ovih produkata dolazi samo nakon primene doksorubicina u koncentracijama
ve¢im nego $to se primenjuju u klinici (maksimalna pocetna koncentracija u plazmi je 5
uM, dok kumulativna doza uglavnom ne prelazi 500 mg/m?, a kardiotoksi¢nost najéesée
nastaje kod pacijenata kod kojih je kumulativna doza iznosila izmedu 450 — 600 mg/m?)
(Zhang et al., 2012,Carvalho et al., 2014).

Istrazivanja su pokazala da antioksidanti, kao na primer vitamin E, nisu u stanju da
sprece kardiotoksi¢nost izazvanu doksorubicinom, zbog ¢ega su se dalje studije usmerila na
druge moguce mehanizme kardiotoksi¢nosti (Zhang et al., 2012; Octavia et al., 2012;

Gammella et al., 2014). Jedna od mogucih reakcija je redukcija karbonilne grupe
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doksorubicina, ¢ime se on pretvara u polarniji alkohol, koji se moze akumulirati u vecoj

koli¢ini u kardiomiocitima (Gammella et al., 2014).

Zapazeno je da je jedna od prvih karakteristika kardiomiopatije izazvane
doksorubicinom abnormalna morfologija mitohondrija. Pokazano je da doksorubicin moze
da interkalira ne samo u nuklearnu DNK, ve¢ i u mitohondrijsku, i to pri koncentracijama
primenjivanim u terapiji (Ashley i Poulton, 2009). Takode, ovaj hemoterapeutik se vezuje
za fosfolipid unutraSnje membrane mitohondrija, kardiolipin, i spre€ava njegovo uceSce u
procesu celijske respiracije (Carvalho et al., 2014). Epirubicin, antraciklinski antibiotik koji
je mnogo manje karditoksi¢an od doksorubicina, se akumulira u lizozomima i1 endozomima,
a ne u mitohondrijama. Ova istrazivanja, kao i morfoloske i funkcionalne promene
mitohondrija u kardiomiocitama upucuju na zakljucak da je produkcija reaktivnih
kiseoni¢nih vrste pre posledica promene ekspresije mitohondrijalnih gena, nego redukcija

ili oksidacija doksorubicina (Zhang et al., 2012; Gammella et al., 2014).

Uloga gvozda u indukciji oSte¢enja kardiomiocita je takode dobro proucena i
utvrdena. Jedini odobreni lek za prevenciju kardiotoksiCnosti izazvane primenom
doksorubicina je deksrazoksan, molekul koji je helator jona gvozda (Gammella et al.,
2014). Mehanizam kojim doksorubicin dovodi do poremecaja homeostaze gvozda u celiji
podrazumeva ne direktnu interakciju doksorubicina i jonagvozda, veé¢ interakciju ovog
molekula ili njegovih metabolita (pre svega, doksorubicinola), sa regulatornim proteinima
gvozda (Iron Regulatory Proteins, IRP-1 i IRP-2) (Octavia et al., 2012; Gammella et al.,
2014). IRP-1 i IRP-2 su protein kljuéni za metabolizam gvozda u c¢eliji, posto mogu
vezivati specifine sekvence u informacionoj RNK feritina i receptora transferina (iron
responsive elements, IRE).Feritin je odgovaran za vezivanje jona gvozda u celiji, dok je
receptor transferina odgovoran za unos tih jona u ¢eliju. IRE elementi se nalaze regionima
informacione RNK koji se ne translatiraju, i to su sekvence od 30 nukleotida, koje
formiraju strukturu ukosnice. Ovakva tercijarna struktura omogucava antraciklinima da se

specifi¢no vezu u ovim regionima (Canzoneri i Oyelere, 2008).

Vezivanje antraciklina za ove regione RNK moze dovesti do smanjivanja IRP-1, a

samim tim 1 do stablizacije transferina, kao 1 smanjivanja koli¢ine IRP-2, §to dovodi do
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smanjivanja produkcije gvozde-vezuju¢ih proteina. Proizvod ovih kompleksnih reakcija je
viSestruko poveéana koli¢ina slobodnih jona gvozda u ¢eliji, a samim tim i viSestruko
poveéana produkcija kardiotksi¢nih reaktivnih kiseono¢nih vrsta (Octavia et al., 2012;
Zhang et al., 2012; Gammella et al., 2014).

1.3.4. Rezistencija na antraciklinsku terapiju

Pored nezeljenih efekata do kojih dolazi nakon primene antraciklinskih antibiotika u
terapiji kancera, veliki problem predstavlja i rezistencija na hemoterapiju. Rezistencija
moze biti primarna ili steCena, nakon pocetnog odgovora na terapiju. Mehanizmi
rezistencije se dele na one koji ometaju isporuku hemoterapeutika do tumorskih ¢eljja, kao 1
oni mehanizmi, najceS¢e genetske 1 epigenetske promene, koji dovode do smanjenja
osetljivosti samih tumorskih ¢elija na primenjeni hemoterapeutik (Gottesman et al., 2002;
Perez, 2009).

Jedan od mehanizama je povecana ekspresija transportera koji ucestvuju u efluksu
razli¢itih supstanci iz ¢elije. Ovi proteini pripadaju familiji ATP-vezujucih transportera
(ABC), od kojih je za rezistenciju u kancer ¢elijama najbitniji ABCB1 (MDR-1 ili P-gp)
transporter, ABCC1 (MRP-1) i ABCG2 (BCRP, Breast Cancer Resistance Protein). P-gp
je efluks transporter Cija uloga je najbolje okarakterisana u indukciji rezistencije na
hemoterapeutike, i posebno na doksorubicin. Ovo je transmembranski protein veli¢ine 170
kDa, sa dvanaest transmembranskih domena, sa dva ATP-vezuju¢a domena. PokuSano je da
se klinicki primeni kombinatorna terapija antraciklina sa dva blokatora ovog kanala,
verapamilom, i imunosupresivnim jedinjenjem, ciklosporinom A, medutim, ova vrsta
terapije nije dala zadovoljavajuée rezultate. Novija istrazivanja su pokazala da je
deregulacija odredenih mikro RNK odgovorna za poveéanje ekspresije P-gp, pa je se i to
razmatra kao mogu¢i mehanizam poboljSavanja terapije, odnosno smanjivanja rezistencije

na antracikline (Gottesman et al., 2002; Perez, 2009; Bao et al., 2012).

Celije tumora koje steknu rezistenciju na hemoterapeutike su esto one koje su

razvile sposobnost prelaska na anaerobni vid ¢elijske respiracije, odnosno prilagodile se na
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hipoksi¢ne uslove. Pokazano je da je hipoksija u tumorskom tkivu lo§ prognosticki
parameter, i hipoksi¢ni tumori su uglavnom agresivniji i invazivniji (Song et al.,

2006;Perez, 2009).

Mehanizam koji dovodi do razvoja rezistencije na antracikline ukljucuje poveéanu
ekspresiju HIF-1a (Hypoxia-inducible transcription factor), koji regulise ekspresiju velikog
broja gena. Jedna od posledica povecane ekspresije HIF-1a je i efikasnija reparacija lezija
DNK, Sto sprecava maligne celije da udu u proces apoptoze. Kombinovana terapija
antraciklinima sa nekim jedinjenjem koje bi uticalo na HIF-1a signalni put je moguce
reSenje ovog vida rezistencije (Song et al., 2006; Sullivan et al., 2008; Broxterman et al.,
2009).
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1.4. Tiosemikarbazoni

Tiosemikarbazoni (slika 1.5.) predstavljaju grupu farmakofora, iminskih derivata,
koji sadrze atom sumpora, i njihova sinteza ukljucuje reakciju aldehida ili ketona sa
tiosemikarbazidima. Istrazivanja njihovih bioloskih aktivnosti su zapoceta jo§ pedesetih
godina proslog veka, kada je ispitivana njhova potencijalna primena u tretmanu tuberkuloze
i lepre (Pelosi, 2010). Ova grupa jedinjenja je pokazala dobru aktivnost kao antiviralni
agensi, poSto imaju sposobnost inhibicije virusnih ribonukleotid reduktaza, i to u manjim
dozama nego $to je potrebno za inhibiiju sisarskog enzima, a takode je i pokazano da u
kombinaciji sa aciklovirom pobolj$avaju njegovo dejstvo prema herpes virusu (Wnuk i
Robins, 2006). Oni takode poseduju i antibakterijsko dejstvo, opisano za veliki broj ¢lanova
ove grupe (Cocco et al., 2002; El-Sharief et al., 2013), kao i antifungalno dejstvo
(Opletalova et al., 2008). Ono §to ¢ini ove farmakofore izuzetno zanimljivim za istrazivanja

je njihovo izrazeno citotoksi¢no i antiproliferativno dejstvo.

Jedno jedinjenje iz ove grupe, 3-aminopiridin-2-karboksaldehid tiosemikarbazon, je
trenutno u fazi klinickih ispitivanja kao novi lek u terapiji nekoliko tipova kancera (Nutting
et al., 2009). Antitumorska aktivnost ovih jedinjenja je raznolika, i zavisi od tipa malignih
¢elija na kojima se ispituju, Sto govori u prilog dobroj selektivnosti jedinjenja. Osnovni
mehanizmi dejstva opisani u dosada$njoj literaturi obuhvataju inhibiciju ribonukleotid

reduktaze, produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, inhibiciju topoizomeraze Il, kao i
inhibiciju efluks transportera, P-glikoproteina (P-

S
ap, MDR-].) (Pelosi, 2010).
N, MRS
N~ N

R1
Najbitnija osobina tiosemikarbazona je Y
I

njihova sposobnost helacije jona metala, pre svega R2 RS |R4

jona gvozda. Ribonukleotid reduktaza je enzim

sastavljen iz dve subjedinice, R1 i R2. R1 sadrzi Slika 1.5.Tiosemikarbazon.

R - razli¢iti supstituenti
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politiole, a R2 jon gvozda i slobodni tirozil-radikal. Obe subjedinice formiraju aktivno
mesto enzima, i njegova aktivnost zavisi od jona gvozda. Funkcija ovog enzima je
redukcija riboze u dezoksiribozu uz pomo¢ tirozil-radikala. Inhibicija ribonukleotid
reduktaze dovodi do zaustavljanja ili usporavanja sinteze DNK, i samim tim zaustavljanje
¢elijskog ciklusa u S fazi. [ako 1 samo helacija jona gvozda iz ¢elijske sredine moze spreciti
nekontrolisane deobe celije, tiosemikarbazoni inhibiraju ovaj enzim i produkcijom
slobodnih kiseoni¢nih vrsta (ROS), koje zatim stupaju u interakciju sa tirozinskim ostatkom
ribonukleotid reduktaze i nhibiraju njeno dejstvo. Produkcija ROS-a je takode posledica
formiranja gvozde-tiosemikarbazon kompleksa, i njegove redukcije (Pelosi, 2010; Nutting
et al., 2009; Dilworth i Hueting, 2012).

Kao i antrahinoni, i tiosemikarbazoni poseduju planarnu strukturu, koja im
omogucava interkalaciju u molekul DNK, kao 1 interakciju sa kompleksom topoizomeraze
II, 1 pokazano je da inhibitorna aktivnost razli¢itih derivata tiosemikarbazona u pozitivnoj
korelaciji sa antiproliferativnim potencijalom tih jedinjenja na malignim ¢elijskim linijama
(Huang et al., 2010). Postoje dve kategorije inhibitora topoizomeraze 11 — Topll otrovi i
kataliti¢ki inhibitori. |1 dok otrovi topoizomeraze I, u koju grupu spadaju antrahinoni,
stabilizuju kompleks DNK 1 enzima, time spre¢avaju¢i ponovnu ligaciju DNK, kataliticki
inhibitori mogu biti ukljuceni u bilo koji korak katalitickog ciklusa ovog enzima. Podaci iz
literature pokazuju da u zavisnosti od tipa ispitivanog derivata kao 1 od tipa maligne Celije
odnosno kancera na kome se vrsi ispitivnje, tiosemikarbazoni mogu ili da stabilizuju
kompleks DNK i topoizomeraze Il (Chen et al., 2004), ili da direktno interaguju sa
ATPaznim domenom enzima, §to dovodi do zaustavljanja hidrolize ATP-a, koja je
neophodna za funkciju topoizomeraze Il (Huang et al., 2010). Bez obzira na specifi¢nosti
dejstva pojedinacnih derivata, inhibicija topoizomeraze II tiosemikarbazonima dovodi do

blokade prolaska kroz ¢elijski ciklus maligne ¢elije, Sto za posledicu ima apoptozu tih ¢elija

(Nutting et al., 2009;Pelosi, 2010).

MDR-1 (multidrug resistance protein) je efluks transporter je ¢lan ABC familije
transportera, naj¢esce opisivan u literaturi kao odgovoran za rezistenciju malignih ¢elija na
Sirok spektar hemoteraputika. Tiosemikarbazoni imaju sposobnost inhibicije ovog proteina,

1 pokazano je da je citotoksicnost prema malignim celijama u direktnoj korelaciji sa
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stepenom ekspresije MDR-1. Ova grupa jedinjenja utice na smanjenje ekspresije MDR-1,
tako da i Celije koje su prethodno stekle rezistenciju mogu ponovo postati osetljive na
hemoterapeutike (Ludwig et al., 2006; Huang et al., 2010).

Tiosemikarbazoni takode imaju sposobnost da sa dodatnim farmakoforama daju
tautomerne forme. Tautomeri su izomeri jednog jedinjenja koji se razlikuju po poziciji
protona i elektrona. Tautomerni oblik zavisi od pH sredine, temperature i solventa. Ovo je
znacajno zato $to je poznato da se zbog izmenjenog metabolizma pH vrednost unutar
kancer celije razlikuje od normalne ¢elije, a 1 moguce je da postojanje tautomernih oblika
doprinosi pobolj$anju antitumorskog efekta nekog jedinjenja (Sitzmann et al., 2010;
Markovi¢ et al., 2013).

1.5. Halkoni

Halkoni su grupa jedinjenja prisutnih u biljkama, vocu, zacinskom bilju, i ¢ajevima
i predstavljaju prekursore flavonoida i izoflavonoida (Slika 1.6.). Sastoje se od otvorenog
lanca flavonoida gde su dva aromaticna prstena povezana preko a,B-nezasi¢enog
karbonilnog sistema (1,3-difenil propenon). Halkoni mogu biti prirodni ili sinteticki , i
pokazano je da poseduju razliite bioloske efekte, i to antioksidativni, antibakterijski,
antimalarijski, antiviralni, antihiperglikemijski i antitumorski efekat. Smatra se za je
antibakterijski efekat odgovorno prisustvo reaktivnog a,B-nezasi¢enog karbonilnog
fragmenta u molekulu halkona, i u zavisnosti od vrste i pozicije supstituenata na
aromatiénom prstenu, stepen antibakterijske aktivnosti moze biti izmenjen (Gafner et al.,
1996). Znafajno antimalarijsko dejstvo in vitro i in vivo je pokazano kod halkona
izolovanog iz korena kineskog sladi¢a. Ovo jedinjenje, kao i njegovi derivati, pokazuju
snaznu inhibitornu aktivnost prema Plasmodium falciparum, slabu toksi¢nost za organizam,
i selektivnost prema parazitima koji su razvili rezistenciju na druge terapeutike (Chen et al.,
1997; Tadigoppula et al., 2013).
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Slika 1.6.Halkoni. R, R’- supstituenti

Lismanija je teSka bolest koju izaziva protozoa iz roda Leishmania, a prenosi se
preko komaraca, ¢esto na pse a zatim 1 na ljude. Nekoliko halkonskih derivata je pokazalo
odli¢no dejstvo protiv uzrocnika ove bolesti, 1 smatra se da mehanizam dejstva ukljucuje
inhibiciju fumarat reduktaze, koja je prisutna u mitohondrijama protozoa. Hidrofilni
halkoni, kao i oni kod kojih je kao supstituent uvoden hinolinski prsten, su pokazali
najznacajniju aktivnost (Liu et al., 2003). Halkoni su se pokazali i kao dobri
antiinflamatorni agensi. Ksantohumol izolovan iz hmelja i njegovi derivati inhibira
aktivaciju NF-«B i sprecava aktivaciju nizvodne signalne kaskade. Pokazano je takode i da
male strukturne promene mogu dovesti do znacajnih razlika u efektu derivata halkona, kao i
da supstance koje imaju dobar antiinflamatorni efekat, Cesto imaju slabiji citotoksicni
efekat na malignim celijama, i obrnuto (Vogel et al., 2010). Ispitivanje antiviralne
aktivnosti derivata halkona sa razliCitim supstituentima je davalo raznolike rezultate,
medutim smatra se da halkoni koji poseduju hidroksi ili metoksi grupu, i to pogotovo
prstenu B ili na C4 poziciji prstena A, pokazuju bolje antiviralno dejstvo prema nizu virusa.
Derivat ksantohumola je pokazao aktivnost ¢ak i prema HIV-1 soju virusa (Nowakowska,
2007).
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Antitumorsko dejstvo brojnih derivata halkona je dobro opisano u literaturi, a
mehanizmi dejstva na maligne ¢elije su brojni, i zavise pre svega od od broja i pozicje
hidroksi i metoksi grupa na A i B prstenu halkona. Neki od osnovnih mehanizama su
indukcija apoptoze i interakcija sa mitohondrijskom membranom koja dovodi do promene
potencijala te membrane (Boumendjel et al, 2008). Drugi mehanizmi uklju¢uju sprecavanje

polimerizacije tubulina, inhibiciju kinaza, i indukciju autofagije ili nekroze.

Poznato je 1 da bazni halkoni najviSe, ali i jedan broj ostalih ¢lanova ove grupe,
poseduju potencijal modifikacije aktivnosti ABC transportera. Ovo se pre svega odnosi na
sposobnost inhibicije P-gp i BCRP proteina. Stepen lipofilnosti odredenog jedinjenja,
odnosno veli¢ina hidrofobne povrSine molekula, smatra se, odreduje 1 stepen interakcije sa
P-gp transporterom. Ovo govori u prilog tome da hidrofobne povrsine direktno ucestvuju u
ovoj interakciji. Halkoni poseduju ovo dejstvo ve¢ u nanomolarnim koncentracijama (Liu et
al., 2008; Parveen et al., 2014).

Neki halkoni mogu delovati kao inhibitori MDM2-p53 interakcije, dovoditi do
zastoja u G2/M fazi ¢elisjkog ciklusa 1 posledi¢no do apoptoze malignih ¢elija. Pokazano je
da mogu uticati na povecanje ekspresije p21 1 p27, kao in a inhibiciju ekspresije ciklina A,
B i Cdc2. Detaljan mehanizam ovih koji dovodi do ovih efekata nije poznat (Hsu et al.,
2006).

Vise istrazivanja je pokazalo i da halkoni i flavonoidi mogu uticati na inhibiciju
angiogeneze. Jedno od ovih jedinjenja je i ksantohumol, koji u mikromolarnim
koncentracijama dovodi do redukcije neoangiogeneze. Ovo i druga jedinjenja inhibiraju
NF-xB i Ant signalne puteve, smanjuju produkciju VEGF (vaskularni endotelijalni faktor
rasta), kao i produkciju matriksnih metaloproteinaza, a samim tim i migraciju i invaziju
malignih ¢elija u okolna tkiva. Zbog Sirokog spektra pokazanih i moguc¢ih efekata halkona
na maligne celije, ova grupa jedinjenja se smatra izuzetno obecavaju¢om za razvoj i

primenu u klinici (Boumendjel et al, 2008; Mojzis et al., 2008).
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2. Ciljevi istrazivanja

Osnovni cilj ove teze je ispitivanje antitumorskog dejstva i molekularnih
mehanizama grupe od trinaest jedinjenja, derivata antrahinona, dizajniranih tako da im se
poboljsa aktivnost i specificnost u odnosu na prirodne i polusintetiCke derivate. Devet
jedinjenja ove serije predstavljaju antrahinonske tiosemikarbazone, dok su preostala Cetiri
antrahinonski derivati koji sadrZze halkonski 1 imino fragment. Ciljevi ove doktorske

disertacije obuhvataju:

e Odredivanje in vitro citotoksi¢nog dejstva derivata antrahinona prema sedam
malignih Celijskih linija poreklom iz razli¢itih tipova kancera, kao 1 odredivanje
selektivnost u nivou toksi¢nog dejstva uz pomo¢ eksperimenata na uspostavljenoj
liniji normalnih humanih ¢elijja.

e (Qdredivanje tipa ¢elijske smrti tretiranih malignih ¢elija morfoloSkim analizama,
odnosno bojenjem fluorescentnim bojama, posto je veoma bitno da jedinjenja koja
¢e potencijalno biti koriS¢ena u klinickoj praksi izazivaju apoptozu kod ciljnih
¢elija.

e Analizu distribucije malignih i normalnih ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa nakon
tretmana ispitivanim supstancama, radi razumevanja mehanizama dejstva derivata
antrahinona.

e Odredivanje ciljnih kaspaza, da bi se utvrdilo preko kog signalnog puta se
indukuje apoptoza u ciljnim ¢elijama.

e Provera potencijala spreCavanja metastaziranja, bitne sposobnosti antitumorskih
agenasa, uz pomo¢ Zelatinske zimografije.

e Ispitivanje uticaja derivata antrahinona na neoangiogenezu i invazivnost malignih

¢elija koris¢enjem Tube formation assay-a i Wound healing assay-a.
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3. Materijal i metode

3.1. Ispitivani derivati antrahinona

Serija navedenih derivata antrahinona ispitivana u ovom radu, dizajnirana je i
sintetisana na Institutu za hemiju Prirodno-matemati¢kog fakulteta Univerziteta u

Kragujevcu.

Proces sinteze antrahinonskih derivata zapocet je acetilovanjem komercijano
dostupnog antracena, i u prvoj fazi se pomocu acetil-hlorida dobija 1-acetilantracen, koji se
zatim oksiduje do 1-acetilantrahinona hrom(IV) oksidom u glacijalnoj sircetnoj kiselini.
Daljom serijom reakcija, dobijen je, sa jedne strane, antrahinonski estar, koji je koriS¢en
prilikom sinteze serije antrahinonskih tiosemikarbazona, a paralelnim sintetickim putem,
kondenzacijom 1-acetilantrahinona sa tereftalaldehidom, a zatim i reakcijom sa serijom

razli¢itih amina, se doSlo do sinteze grupe antrahinonskih halkona koji sadrze imino-grupu
(Slika 3.1.) .

Detaljne eksperimentalne procedure sinteze ispitivanih jedinjenja su publikovane u
dva nauc¢na rada (Markovi¢ et al., 2013; Kolundzija et al., 2014). U tabeli 3.1. su prikazani

hemijski nazivi i strukturne formule ispitivanih jedinjenja.
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Slika 3.1. Reagensi i uslovi: a) CH3COCI, AICl3, CH,Cl,, 2 h, 0 °C, 5 M HCI; b) CrOs,
CH3COOH, 5 min refluks, H,0; ¢) (COOEt),, NaOEt, dioksan, 1 h, mesanje, s.t., 2M HCI,
d) H,NHNC(=S)NHR, EtOH, 4 h, refluks; e) tereftalaldehid, NaOH, MeOH, refluks 5 sati;

f) primarni amin, CH3;COOH, dioksan, refluks 12-48 sati.
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Tabela 3.1. Oznake, nazivi i hemijske strukture ispitivanih jedinjenja

Oznaka
o Hemijski naziv jedinjenja Strukturna formula jedinjenja
jedinjenja
Etil 4-(9,10-diokso-9,10-
1 dihidroantracen-1-il)-4-okso-
2-(2-(fenilkarbamotioil)
hidrazono)-butanoat
2 Etil 4-(9,10-diokso-9,10-
dihidroantracen-1-il)-4-okso-2-
(2-(p-tolilkarbamotioil)
hidrazono)-butanoat
Etil 4-(9,10-diokso-9,10-
3 dihidroantracen-1-il)-4-okso-2-

(2-(heksilkarbamotioil)
hidrazono)- butanoat

S

NH(CH,)sCH5
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Etil 4-(9,10-diokso-9,10-
dihidroantracen-1-il)-4-okso-2-
(2-(cikloheksilkarbamotioil)
hidrazono)-butanoat

Etil 4-(9,10-diokso-9,10-
dihidroantracen-1-il)-4-okso-2-
(2-(2-furanil-
metilkarbamotioil)hidrazono)-
butanoat

Etil 4-(9,10-diokso-9,10-
dihidroantracen-1-il)-4-okso-2-
(2-(butilkarbamotioil)
hidrazono)-butanoat

Etil 4-(9,10-diokso-9,10-
dihidroantracen-1-yl)-4-okso-2-
(2-(tiofen-2-
ilmetilkarbamotiolil)hidrazono)-
butanoat
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Etil 4-(9,10-diokso-9,10-
dihidroantracen-1-il)-4-okso-2-
(2-karbamotioilhidrazono)-
butanoat

Etil 4-(9,10-diokso-9,10-
dihidroantracen-1-il)-4-okso-2-
(2-(piridin-3-ilmetilkarbamo
tioil)hidrazono)-butanoat

10

1-((E)-3-(4-((3-
hlorofenilimino)metil)fenil)akril
oil)antracen-9,10-dion

11

1-((E)-3-(4-((3-
(trifluorometil) fenilimino) metil)
fenil)akriloil)antracen-9,10-dion

12

1-((E)-3-(4-((2-furanil-
metilimino)metil)fenil)akrolil)a
ntracen-9,10-dion
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1-(E)-3-(4-
13 ((benzilimino)metil)fenil)akriloi
l)antracen-9,10-dion

3.2. Celijske kulture kori$¢ene u eksperimentima

Eksperimetni su vr$eni na nizu malignih celijskih linija, HeLa, MDA-MB-361 i
MDA-MB-453, K562, A549, i LS174, kao i na nemalignim ¢elijskim linijama, MRC-5 i
EA.hy926 celijama.

HeLa c¢elije su izolovane 1951. godine od uzoraka tkiva dobijenog biopsijom
vidljive lezije grlica materice pacijentkinje koja ja bolovala od adenokarcinoma cerviksa.
Ovo je jedna od najéesce koris¢enih malignih linija, poSto je njihova proliferacija izuzetno
brza. Ove ¢elije su adherentne 1 u vidu monosloja. HeLa ¢elije poseduju niz numerickih
hromozomskih aberacija, sekvencu humanog papiloma 18 (HPV 18), koja je rezultat
horizontalnog genskog transfera, kao i aktivnu telomerazu (Macville et al., 1999; Landrz et
al., 2013).

MDA-MB-361 i MDA-MB-453 su ¢elije poreklom iz adenokarcinoma dojke.
MDA-MB-361 je izolovana iz metastatskih mesta u mozgu 40-godisnje pacijentkinje. Broj
pojedina¢nih autozomnih hromozoma je razli¢it, pri ¢emu hormozomi 11 i 17 nisu prisutni,
dok se hromozomi 2, 8, 9 i 15 nalaze u jednoj kopiji. PoviSena je ekspresija Her-2/neu
receptora. MDA-MB-453 ¢elije eksprimiraju androgeni receptor, dok su u isto vreme ne
eksprimiraju estrogenski receptor, receptor za progesteron, kao i Her-2/neu receptor. U

ovim c¢elijama je takode povecana ekspresija faktora rasta fibroblasta (FGF)(Hall et al.,
1994).
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K562 c¢elije su multipotentne, hematopojetske maligne ¢elije, poreklom od
pacijentkinje obolele od hroni¢ne mijeloidne leukemije. Ove celije nisu adherentne u

kulturi, i pripadaju granulocitnoj seriji.

A549 je Celijska linija poreklom od adenokarcinoma plué¢a 58-godi$njeg muskarca.
U kulturi formiraju monosloj, i ne zadrzavaju srtukturne ni funkcionalne karakteristike
tkiva iz kog su poreklom. SintetiSu lecitin i sadrZe visok nivo nezasi¢enih masnih kiselina

(Balis et al., 1984). U Sirokoj su upotrebi kao model za ispitivanje metabolizma lekova.

LS-174 ¢elije su izolovane iz invazivnog adenokarcinoma kolona. Ove ¢elije su
adhezivne u kulturi, eksprimiraju c-myc, N-myc, H-ras, N-ras, Myb, i fos onkogene. Osim
toga, negativne su na ekspresiju p53 antigena, ali postoji informaciona RNK ovog gena u

¢elijama (Tom et al., 1976).

MRC-5 su ¢elije poreklom od normalnog tkiva plu¢a muskog fetusa starog 14
nedelja, izolovane 1966. godine. Ova ¢elijska linija se koristi najéeS¢e u procesu razvoja
vakcina, u virologiji kao ciljna c¢elija u transfekciji, kao i za in vitro testiranje
citotoksi¢nosti supstanci (Jacobs et al., 1970). MRC-5 ¢elije su adherentne u kulturi, i
morfoloski su slicne fibroblastima. Sposobne su da produ kroz 42 do 46 dupliranja

populacije pre pojave senescencije.

EA.hy926 ¢elijska linija je uspostavljena fuzionisanjem primarnih ¢elija izolovanih
iz umbilikalne vene i tioguanin-rezistentih A549 celija (Edgell et al., 1983). Ove ¢elije su
izuzetno cCesto koriS¢ene kao model za ispitivanje invazivnosti i potencijala celijske

migracije.

Sve celijske linije su nabavljene direktno od American Type Culture Collection

(Manasas, VA, Sjedinjene Americke Drzave).
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3.3. Odrzavanje i pasaziranje Celijskih kultura

Kulture ¢elijskih linija se odrzavaju i gaje u inkubatoru na temperaturi od 37°C, u
atmosferi koja je obogacena sa 5% CO; i zasi¢ena vodenom parom. Kultura se odrzava u
vidu monosloja (za adherentne celijske linije), u polietilenskim sudovima, u hranljivom
medijumu (RPMI 1640 ili DMEM). Hranljiva podloga se rastvara u destilovanoj vodi (102
g/ml), uz mesanje na temperaturi 15-20°C. U ove hranljive podloge je pre upotrebe dodato
3mM L-glutamin, 100 mg/ml streptomicina, 100 1U/ml penicilina, 10% govedeg fetalnog
seruma (FCS), inaktivisanog na 56°C, i 25 mM organskog pufera, HEPES. pH vrednost
medijuma je podesavana na 7,2 uz pomo¢ 1N HCl i IN NaOH.

Sterilizacija hranljive podloge se vrsi upotrebom membranskog filtera promera 0,22
mikrona. Pasaziranje, odnosno prenoSenje ¢elija u svez medijum, se vrsi svakih Cetiri do pet
dana, u sterilnim uslovima, da bi se ¢elije odrzale u vidu monosloja. HeLa, MDA-MB-361 i
MDA-MB-453, K562, A549, LS174 i MRC-5 ¢elije su gajene u RPMI-1640 potpunom
medijumu, dok su EA.hy926 ¢elije gajene u DMEM podlozi.

Reagensi za odrzavanje Celijskih kultura su nabavljeni od Sigma Chemicals (St.
Louis, SAD) a antibiotici koji su dodavani u medijum su proizvodi kompanije Galenika a.d.
(Beograd, Srbija).

3.4. Priprema ispitivanih supstanci

Stokovi ispitivanih supstanci su napravljeni na podetku istrazivanja, zbog izuzetne
stabilnosti jedinjenja. Supstance su rastvorene u dimetil-sulfoksidu (DMSO) u
koncentracijama od 10 mM ili 2 mM, u zavisnosti od rastvorljivosti supstance. Pre svake

postavke eksperimenta, pravljeni su sveZi radni rastvori supstanci, u kompletnom RPMI
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hranljivom medijumu, (RPMI-1640, sa ili bez fenol crvenog), ili u Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM).

3.5. Odredivanje stepena prezivljavanja ¢elija — MTT test

Ispitivane ¢elije su zasejavane u ploce sa 96 bunarci¢a, u finalnom volumenu od 100
pl, a u hranljivoj RPMI-1640 podlozi. Za svaku ispitivanu supstancu, eksperimenti su
postavljani tri puta, u triplikatu. Broj zasejavanih celija je bio 2000 ¢elija po bunarcicu za
HeLa ¢elije, 3000 ¢elija po bunar¢i¢u za MDA-MB-453, zatim po 5000 ¢elija po bunarcicu
za K562, A549 i MRCS5 ¢elijske linije, a za LS174 i MDA-MB-361 celijske linije ovaj broj

je iznosio 7000 ¢elija po bunarcicu.

24 cCasa nakon zasejavanja, odnosno nakon omogucavanja celijama dovoljno
vremena da se zalepe za dno bunarcica (osim u slucaju K562 ¢elija koje nisu adherentne),
razli¢ite koncentracije ispitivanih jedinjenja su dodavane u bunarCi¢e, osim u celije u
kontroli, kojima je dodavana samo hranljiva podloga. K562 ¢elijama su razblazenja
ispitivanih supstanci dodavana 2 sata nakon zasejavanja. Finalne koncentracije ispitivanih
jedinjenja u bunar¢i¢ima su iznosile 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, i 100 uM. Hranljiva
podloga sa odgovaraju¢im koncentracijama ispitivanih supstanci, ali bez zasejanih ¢elija, je
koris¢ena kao blank u ovom eksperimentu. I odgovaraju¢i blank je uvek bio postavljan u

triplikatu.

Ovako postavljene plo€e su inkubirane 72 sata, nakon cega je efekat jedinjenja
ispitivan uz pomo¢ microculture tetrazolium test-a (MTT), u skladu sa prethodno
uspostavljenom metodom (Mosmann 1983; Ohno i Abe, 1991). 3-(4,5-dimethiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolium bromid je zuta tetrazolijumska so, rastvorljiva u vodi, koja prolazi
kroz ¢elijske i mitohondrijalne membrane. 20 pl rastvora ove soli (5 mg/ml u PBS-u) je,
nakon 72 sata inkubacije celija sa odgovaraju¢im jedinjenjima, dodavano po jednom

bunarc¢icu ploce. Uzorci su zatim vrac¢ani na dodatnu inkubaciju na 37°C sledeca Cetiri sata.
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Nakon ovoga, dodavano je 100 pul 100g/1 natrijum dodecil sulfata (10% SDS), da bi se
rastvorio formazan koji stvaraju zive ¢elije u procesu konverzije MTT boje. Broj vijabilnih
¢elija u svakom bunarcicu je proporcionalan intenzitetu apsorpcije, koji se utvrdivao uz
pomo¢ ELISA c¢itaca (ELISA plate reader), na talasnoj duzini od 570 nm. MTT i SDS su
nabavljeni od kompanije Sigma Aldrich (St. Louis, SAD).

Celijsko prezivljavanje (%) se izratunava tako $to se apsorbanca uzoraka sa slepom
probom, (As), oduzima od apsorbance uzoraka sa tretiranim ¢elijama (A;), pomnozi sa sto, i

zatim podeli sa apsorbancom kontrole, (Ak-As).

S (%) = (At-As)x100 / (Ak-As)

ICso je definisana kao koncentracija ispitivanog agensa koja dovodi do 50%
inhibicije preZivljavanja ¢elija u odnosu na kontrolu. Kao pozitivne kontrole su koris¢eni
cis-diaminodihloroplatina (u daljem tekstu: cisplatina), citostatik koji je u upoterbi za
tretman velikog broja razli¢itih tipova kancera, i doksorubicin, iz grupe antrahinona, koji je

takode u Sirokoj upotrebi kao citostatik.

3.6. Morfoloska analiza Celijske smrti

Akridin oranz/etidijum bromid (AO/EB) bojenje je metoda kojom je moguce na

fluorescentnom mikroskopu razlikovati zive od apoptotskih i nekroti¢nih Celija.

Akridin oranz (AO) je katjonska boja koja boji Zive i rano apoptotske celije,
odnosno sve ¢elije kod kojih je ocuvan integritet membrane. Ona interaguje sa DNK 1 RNK
pseudointerkalacijom 1 elektrostatiCkim privlacenjima, i ulazi u kisele odeljke celije gde
postaje protonizovana, i na ovaj na¢in boji nukleus u zelenu boju. Zive éelije i éelije u ranoj
fazi apoptoze se razlikuju po tome Sto se kod celija u ranoj fazi apoptoze moze uociti

karakteristticna kondenzacija hromatina, i promena oblika nukleusa. Slede¢u fazu odlikuje
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fragmentacija nukleusa i stvaranje ispupcenja na povr$ini membrane, a finalno dolazi do

fragmentacije ¢elije 1 nastanka apoptotskih tela.

Etidijum bromid (EB) boji ¢elije ¢iji je membranski integritet narusen, to jest kasno
apoptotske i1 nekroti¢ne ¢elije. Ovo je interkaliraju¢i agens, aromati¢no jedinjenje, koje ne
moze da prode kroz membranu zivih ¢elija. Iako je ovo jedinjenje fluorescentno i njegovu
fluorescenciju je uvek moguce uociti nakon izlaganja ultraljubicastom svetlu, njegova
fluorescencija se povecava skoro dvadeset puta nakon vezivanja za molekul DNK. Etidijum
bromid moze bojiti jedino celije €iji je integritet membrane narusSen, Sto znaci Celije kod
kojih dolazi do primarne ili sekundarne nekroze. Nekroticne ¢elije u ovom eksperimentu

odlikuje postojanje dobro ocuvanog nukleusa, koji je narandzasto obojen, i tek u kasnijim

fazama nekroze dolazi do njegove dezitengracije i ispustanja sadrZaja.

HeLa ¢elije su zasejavane na pokrovne ploc¢ice u ploci sa 6 bunaréica, u gustini od
50000 celija po bunar¢i¢u. Nakon 24 sata dodavane su ispitivane supstance, i to u ICs i
2x1Cso koncentracijama svake supstance. Ove koncentracije su izraCunate iz rezultata
dobijenih MTT testom. Nakon narednih 24 h inkubacije na 37°C, mikroskopske plocice su
bojene smesom akridin oranza (finalna koncentracija 1,5 pg/ml) i1 etidijum bromida (5
pg/ml) i fotografisane na Carl Zeiss PALM MicroBeam sa Axio Observer.Z1
fluroscentnom mikroskopu, uz koris¢enje AxioCam MRm (filters Alexa Fluor 489 and
Alexa Fluor 546).

3.7. Analiza faza éelijskog ciklusa

Distribucija ¢elija po fazama celijskog ciklusa je odredivana uz pomo¢ protocne
citofluorimetrije, kori$¢enjem propidijum jodida (metoda prilagodena iz Kalejta et al.,
1997). Celije su zasejavane u 6-well plode, i to po 2,5 x 10° Celija po bunaréiéu, i
inkubirane sa ili bez ispitivaih supstanci, u ICsy i 2xICsy koncentracijama ispitivanih
jedinjenja, tokom 24, 48 ili 72 sata. U kontrolne uzorke dodavan je kompletni RPMI

medijum. Nakon tretmana, ¢elije su sakupljane tripsinizacijom, i fiksirane u hladnom 70%
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etanolu. Nakon najmanje nedelju dana inkubacije na -20°C, uzorci su centrifugirani na
2000 rpm 10 minuta, ispirani PBS-om, a zatim tretirani RNazom A (100 pg/ml) na
temperaturi od 37°C, 30 minuta. Neophodno je uzorke tretirati ovim enzimom, posto se
fluorescentna boja, propidijum jodid, moze vezati i za RNK molekule. Nakon toga je
dodavan propidijum jodid (40 pg/ml), 1 uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi
najmanje 30 minuta. Propidijum jodid je fluorescentna boja koja interkalira u molekul
DNK.

Sadrzaj DNK u uzorcima, kao i distribucija ¢elija po fazama celijskog ciklusa je
ispitivan uz pomo¢ Becton Dickinson FACSCalibur proto¢nog citometra, pri ¢emu je
propidijum jodid ekscitovan na 488 nm, a intenzitet fluorescencije je detektovan argon-

jonskim laserom na FL2 kanalu.

Analiza dobijenih rezultata je vrSena uz pomo¢ softvera CellQuestR (Becton

Dickinson, San Jose, CA, SAD), na najmanje 10,000 ¢elija po uzorku.

Ribonukleaza A i propidijum jodid su proizvodi Sigma Aldrich (St. Louis, SAD).

3.8. Odredivanje ciljnih kaspaza

Da bi se ispitali signalni putevi odnosno kaspaze koje su ukjucene u apoptozu
izazvanu treatmanom ispitivanim supstancama, odredivan je procenat HeLa ¢elija u sub-G1
fazi, nakon inkubacije sa inhibitorima kaspaza i odredenim jedinjenjem, po metodi

Schrantz et al., 1999.

Upotrebljeni su sledec¢i inhibitori kaspaza: Z-DEVD-FMK (inhibitor kaspaze 3), Z-
IETD-FMK (inhibitor kaspaze 8) i Z-LEHD-FMK (inhibitor kaspaze 9). Svi ovi inhibitori
su nabavljeni od R&D Systems (Mineapolis, SAD), rastvoreni u dimetil-sulfoksidu
(DMSO), u koncentraciji od 10mM, i ¢uvani na -20°C do upotrebe. Ovi inhibitori su
peptidi koji imaju mogucnost prolaska kroz ¢elijsku membranu, i ireverzibilno se vezuju za

kataliticki centar kaspaza. Na ovaj nacin se efikasno inhibira apoptoza u ciljnim ¢elijama.
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HeLa ¢elije su na pocetku eksperimenta bile inkubirane 2 sata sa specifiénim
inhibitorima kaspaza, i to u finalnim koncentracijama od 40 uM. Za ispitivanje svake
supstance je postavljeno po Cetiri uzorka, to jest jedan blank i po jedan uzorak za svaki
pojedina¢ni inhibitor kaspaza, kao i kontrolni uzorci. Celije su zasejane i inkubirane 24 sata

na 37°C.

Posle 24h, ¢elijski medijum je zamenjen sa po 1,5 ml svezeg kompletnog RPMI
medijuma, sa ili bez specifi¢nih inhibitora kaspaza, i uzorci su inkubirani naredna dva sata.
Nakon pocetne inkubacije sa inhibitorima kaspaza, u uzorke celija je dodavano po 0,5 ml
pripremljenih rastvora ispitivanih supstanci, tako da su finalne koncentracije predstavljale
2x1Csp. Sve koncentracije koriS¢ene u ovom testu su preuzete iz rezultata dobijenih MTT
testom. Netretirane HeLa Celije, bez ili sa inhibitorima kaspaza, su predstavljale kontrole u
ovom eksperimentu. Nakon 24 h inkubacije sa ispitivanim supstancama, celije su
sakupljane tripsinizacijom, i fiksirane u hladnom 70% etanolu. Ovako fiksirane ¢elije su
inkubirane na -20°C najmanje nedelju dana, a zatim centrifugirane 10 minuta na 2000 rpm,
ispirane PBS-om, inkubirane sa RNazom A 30 minuta na 37°C, i na kraju bojene

propidijum jodidom, u finalnoj koncentraciji 40 ug/ml.

Procenat ¢elija u sub-G1 fazi je odredivan uz pomo¢ FACSCalibur proto¢nog

citofluorimetra, a podaci su analizirani koris¢enjem CellQuest softvera.

3.9. Zelatinska zimografija

Radi ispitivanja dejstva ispitivanih supstanci na ekspresiju matriksnih
metaloproteinaza, odnosno potencijala malignih ¢elija da metastaziraju, u prvom koraku je
odredena 1Cy koncentracija (koncentracija supstance koja dovodi do inhibicije
prezivljavanja za 20%) MTT testom za ispitivane supstance, na 24 sata (Tabela 3.2.).
Nakon toga, HeLa ¢elije su zasejavane u 6-well ploce, po 600 000 ¢elija po bunar€icu, s tim
da je za svaku ispitivanu supstancu zasejavano po dva uzorka. Nakon 24 sata, RPMI-1640

hranljivi medijum je zamenjivan istim medijumom ali bez dodatka FCS-a, i ¢elije su dalje
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inkubirane slede¢a 4 sata. Slede¢i korak je bilo dodavanje po 500 pl po bunarci¢u ICy
ispitivanih supstanci u RPMI-1640 bez FCS-a. Nakon 24 sata, celije su prikupljane
mehanic¢ki iz bunaréica uz pomoc¢ Spatule, da bi se izbeglo oStec¢enje celija izazvano
tripsinizacijom, i, zajedno sa supernatantom, uzorci centrifugirani na 2000 rpm 10 minuta.

Nakon ovog koraka, talog je odbacivan, a supernatant prikupljan i dalje odrzavan na -20°C.

Tabela 3.2. Koncentracija koja dovodi do inhibicije prezivljavanja HeLa ¢elija za 20% na

24 sata
Supstanca | IC (uM) | Supstanca | ICy (uM)

1 2,3 9 2,2

2 7 10 0,78

3 5) 11 0,58

4 3,1 12 0,73

5 SN 13 2,14

6 5,9

7 4,5 Cisplatina 11,2

8 12,5 Doksorubicin 0,1

Poliakrilamidni gel (SDS-PAGE) je pravljen uz dodatak zelatina, tako da mu je
finalna koncentracija u 8% gelu za razdvajanje iznosila 2 mg/ml. Stok Zelatina je iznosio 20
mg zelatina na 1 ml vode sa dodatkom SDS-a finalne koncentracije 1%. Nakon razdvajanja,
gelovi su inkubirani u puferu za razvijanje (finalne koncentracije: 50 mM Tris-baza, 50 mM
Tris-HCI, 0,2 M NaCl, 5 mM CacCl,, i 0,05% NaN3 u destilovanoj vodi) na 37°C tokom 48
sati. Dalje su gelovi bojeni Coomassie Brilliant Blue bojom 1 zatim obezbojavani u smesi

metanola i 96% siréetne kiseline (metod adaptiran iz Davies et al., 1993; Woessner 1995)

Sve supstance su nabavljene od kompanije Sigma Aldrich (St. Louis, SAD).
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3.10. Tube formation assay

Sposobnost ispitivanih supstanci da smanje metastatski potencijal malignih celija
ispitivana je uz pomo¢ ove metode, na EA.hy926 ¢elijama, za koje je karakteristicno da na
povrsini supstanci koje imitiraju ekstracelularni matriks, mogu formirati izduzene tubule,

kojima mogu da se povezuju 1 stvaraju kompleksne mreze.

Za eksperimente je koris¢en Matrigel matriksa (BD Biosciences, Heidelberg,
Germany). Ovo je smeSa proteina koja je izolovana iz EHS miSijeg sarcoma (Engelbreth-
Holm-Swarm). Glavne komponente ove smese su strukturni proteini i faktori rasta. Glavni
tip strukturnih proteina koji se mogu nac¢i u Matrigel-u su laminin, enaktin, i kolagen, kao i
brojni drugi protein u manjim koli¢inama, zbog c¢ega postoje male varijacije u

koncentracijama razli¢itih proteina medu serijama proizvoda (Hughes et al., 2010).

Tabela 3.3. Koncentracija koja dovodi do inhibicije prezivljavanja EA.hy926 ¢elija za 20%

na 24 sata
Supstanca | 1Cy(uM) | Supstanca | 1Cy (uM)

1 9 8 15

2 10 9 5

3 2 10 55

4 10 11 5

5 2 12 4,9

6 5 13 5

7 6

48



Materijal i metode

Metoda je prilagodena iz Kubota et al., 1988. Dan pre izvodenja eksperimenta,
Matrigel je ostavljen da se istopi na ledu preko no¢i. Nakon ovoga, Matrigel je dodat u
bunarci¢e 24-well ploce, ito po 180 ul Matrigel-a po bunar¢i¢u. Ovako naliven Matrigel je
inkubiran do 2 h na 37°C da bi se dozvolilo formiranje gela. Nakon inkubacije, suspenzija
EA.hy926 ¢elija je dodavana, tako da je u svaki bunar¢i¢ dodato po 6 x 10 éelija. Nakon
kratke inkubacije na 37°C, ispitivana jedinjenja su dodavana tako da su njihove finalne
koncentracije odgovarale 1C, vrednostima za ove ¢elije, §to je prethodno utvrdeno MTT
testom (Tabela 3.3.).

Nakon 24 sata inkubacije, Celije su fotografisane.

3.11. Scratch (Wound-healing) Assay

Da bi se utvdrila sposobnost ispitivanih supstanci da inhibiSu invazivnost i
migratorni potencijal malignih celija, ovaj eksperiment je uraden uz pomo¢ EA.hy926
¢elija. U ovoj metodi, opisanoj u Liang et al. (2007), iskoriS¢eno je zapazanje da, ako se u
konfluentnom monosloju ¢elija stvori takozvana ,,rana®, odnosno prorez, ¢elije na ivicama
proreza ¢e migrirati i deliti se dok ta ,,rana* ne bude zatvorena, i dok se ponovo ne formira
monosloj. Ovo je jedna od najjednostavnijih metoda za proucavanje invazivnosti i efekta
ispitivanih supstanci na invazivnost in vitro, ali koja donekle verno imitira migraciju ¢elija
in vivo, i zato je jedna od prvih tehnika koje se koriste prilikom testiranja i razvoja novih

terapeutskih jedinjenja.

Celije su prvi dan zasejavane u bunaréiée 24-well ploe, i to po 70 000 éelija po
bunar¢i¢u, u DMEM medijumu. Kada su ¢elije dostigle 80% konfluentnosti, pravljen je rez
u sloju ¢elija po sredini bunar¢ica, svaki bunar¢i¢ je ispiran sa po 1 ml DMEM-a, a zatim je
dodavano po 1 ml razblazenja odgovarajucih ispitivanih supstanci u subletalnim
koncentracijuma (ICz, prethodno odredene MTT testom, tabela 2.2.). Celije su slikane,
uvek isto vidno polje, nakon 0, 24 i 48 sati. Vodilo se racuna da dato vidno polje obuhvata

napravljeni rez i njegovu okolinu, da bi se pratilo suzavanje ovog reza, odnosno invazivnost

49



Materijal i metode

¢elija. Smanjivanje Sirine reza je mereno na fotomikrografijama, a zatim je izraCunat

procenat smanjenja u odnosu na poc¢etnu vrednost.
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4. Rezultati

4.1. Odredivanje stepena prezivljavanja cCelija

4.1.1. MTT test

Citotoksi¢nost antrahinonskih derivata je bila ispitivana na 6 malignih Celijskih
linija (HeLa, MDA-MB-361 i MDA-MB-453, K562, A549, i LS174 c¢elijama), i jednoj
normalnoj transformisanoj ¢elijskoj liniji (MRCS5). Rezultati MTT testa su prikazani kao
vrednost 1Csg, odnosno koncentracije (uM) ispitivanih jedinjena koje dovode do inhibicije
prezivljavanja celija za 50% u odnosu na kontrolni, netretirani uzorak. Pored
novosintetisanih jedinjenja, kao pozitivne kontrole su koris¢eni doksorubicin i cisplatina.
(Slike 4.1. do 4.7.i Tabela 4.1.).

Najjace dejstvo na HeLa celijskoj liniji su pokazala jedinjenja 10, 11 i 12, (Slika
4.1.), pri ¢emu su vrednosti ICsp ovih jedinjenja uporedive sa 1Cs vrednostima cisplatine.
Osim jedinjenja 2, 5, 8 i 9, sve ostale ispitivane supstance na HeLa cCelijama imaju
vrednosti ICsp manje od 10 uM, $to se smatra na osnovu opSte prihvaéenih kriterijuma
ustanovljenih od strane Ameri¢kog nacionalnog instituta za rak (National Cancer Institute

(NCI)), izuzetno dobrom aktivnoséu.

U poredenju sa HeLa ¢elijama, uo€ena je znaajno slabija citotoksicna aktivnost
ispitivanih jedinjenja prema MDA-MB-361 c¢elijama, Sa izuzetkom jedinjenja 1 i 3, koje
pokazuju citotoksi¢nu aktivnost dva do tri puta ja¢u u odnosu na cisplatinu, (Slika 4.2), a
neznatno slabiju od aktivnsoti doksorubicina. Vrednosti ICsp za 10, 12 i 13 su takode

uporedive sa vrednostima dobijenim za aktivnost cisplatine na datim ¢elijama.

Medutim, na ¢eijama drugog tipa kancera dojke, MDA-MB-453, ispitivana

jedinjenja su pokazala mnogo bolje dejstvo. Za devet od ispitivanih 13 supstanci,
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koncentracija koja dovodi do inhibicije prezivljavanja 50% c¢elija je manja od te vrednosti
za cisplatinu, dok supstance 1, 4 i 10 imaju ICsp vrednosti manje od 10 uM. Za ostala
jedinjenja, 1Cso vrednosti su u opsegu od 10-20uM (Slika 4.3).
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Slika 4.1. Vrednosti ICsp (uM) ispitivanih jedinjenja na HeLa éelijama
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Slika 4.2. Vrednosti 1Csp (uM) ispitivanih jedinjenja na MDA-MB-361 ¢elijama
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Slika 4.3. Vrednosti 1Cso (uM) ispitivanih jedinjenja na MDA-MB-453 ¢elijama
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Slika 4.4. Vrednosti ICso (uM) ispitivanih jedinjenja na K562 ¢elijama

ICso vrednosti dobijene na K562, ¢elijama mijeloidne leukemije, koje se od ostalih
razlikuju po tome S§to nisu adherentne, se krecu od 2,17 uM do 7,99 uM (Slika 4.4.).
Generalni trend je da je najsenzitivnija maligna ¢elijska linija je K562, zatim slede HeLa i
MDA-MB-453 ¢elijske linije. Rezistentnije od njih su A549 1 LS174 Celije, dok je celijska
linija poreklom iz metastaza kancera dojke, MDA-MB-361, najrezistentija.
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Slika 4.5. Vrednosti ICso (uM) ispitivanih jedinjenja na A549 Celijama

Ispitivana jedinjenja su pokazala umereno citotoksi¢no dejstvo prema A549
¢elijama adenokarcinoma pluca. ICso vrednosti za A549 celije su u opsegu od 6,01 uM do
43,62 uM. Ipak, najjaci citotoksicni efekat imala su jedinjenja sa halkonskim ostatkom - 10,
11, 12 i 13, ¢ije su ICsp vrednosti manje od 10 uM i uporedive sa ICsq cisplatine (tabela
4.1., slika 4.5.).

Izuzetno dobro citotoksi¢no dejstvo pokazala su ispitivana jedinjenja prema LS174
¢elijama. Dobijene 1Csp variraju od 1,76 uM do 17,18 uM, a deset od trinaest testiranih
jedinjenja imaju I1Cso vrednost manju od 10 uM (Slika 4.6.). Jedinjenje broj 12, ¢ija

vrednost ICsg iznosi 1,76 puM, je viSestruko aktivnija i od cisplatine, i ¢ak od doksorubicina.
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Slika 4.6. Vrednosti ICso (uM) ispitivanih jedinjenja na LS174 ¢elijama
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Slika 4.7. Vrednosti ICsp (uM) ispitivanih jedinjenja na MRC5 ¢elijama
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Tabela 4.1. I1Cs vrednosti (uM) ispitivanih jedinjenja kao i cisplatine i doksorubicina na

¢elijskim linijjama (Xav+SD, iz najmanje tri nezavisna eksperimenta)

Hela 361 453 K562 A549 LS174 MRC5

ICs0+ SD ICso SD 1C50+ SD 1C50+ SD 1C50+ SD I1C50+ SD IC50+ SD
1 8,19 +1,93 6,61+1,52 6,91+0,56 3,59+1,67 9,89+1,94 6,34+0,28 11,79+0,36
2 21,01+1,01 32,61+2,00 11,31+£0,50 3,97+£0,24 22,51+0,09 9,08 £2,38 30,27 +£7,99
3 7,66 +2,45 4,45 + 0,68 19,55 +3,92 5,86 £ 3,06 43,62 +2,08 8,63+1,24 42,13+4,93
4 9,15+1,97 32,63+ 8,31 4,65+1,77 2,35+0,08 13,87 £ 4,49 7,49+0,25 13,60 + 5,90
5 18,96 + 0,62 47,75+0,21 19,36 £ 1,45 2,63+0,23 22,62+2,74 11,29+0,98 38,57+9,19
6 10,87 £1,53 30,83+1,11 11,52 +0,51 3,80+1,04 19,56 £ 0,56 9,02+0,28 21,14+0,80
7 8,25+1,99 25,39+1,58 13,47 £2,39 2,80+0,26 12,88 +£7,58 6,40 £1,15 24,35+0,05
8 14,40+ 1,82 30,66 + 1,36 13,61 +4,10 8,00+2,33 28,97 +£5,26 11,90+1,34 36,19 + 3,66
9 18,09 +1,51 50,54 +1,87 17,68 £1,03 2,17 £0,02 23,39+7,74 5,73+1,26 13,60 +7,65
10 1,93+0,89 9,78+0,12 8,74+0,35 5,77 £2,90 9,99 £ 0,46 17,18 £2,24 16,69 + 0,85
11 1,45+0,34 43,29+6,71 10,33 +£3,21 6,17 £2,41 7,78 £0,26 6,61 +0,49 14,55+0,72
12 1,82+0,68 10,07 £ 1,64 10,56 £ 0,85 6,28 £ 2,49 6,11+0,45 1,76 +0,78 15,11+ 3,56
13 534+1,13 9,70 £1,50 11,86 + 3,57 6,75 +2,36 6,01 +0,09 5,30+0,45 11,87 £0,65
Cisplatina 2,10+£0,20 14,74 £ 0,36 11,37 +2,96 554+1,13 11,92 +2,20 5,54+1,03 14,44 £ 1,90
Doksorubicin 0,62 +0,30 1,79+0,11 0,84 +0,07 0,18 +£0,04 0,24+ 0,02 3,78+ 0,49 0,46+0,18

Na ne-malignim humanim ¢elijama, dobijene vrednosti ICsg se krecu izmedu 11,87

uM i 42,13 uM (Slika 4.7.). Stepen aktivnosti ispitivanih jedinjenja na MRC5 ¢elijama je

dosta slabiji nego na ispitivanim malignim ¢elijama, §to moze ukazati na to da su ove

supstance in vivo mogu biti manje toksi¢ne za normalna tkiva nego za maligno promenjena

tkiva.
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4.1.2. Koeficijent selektivnosti

Tabela 4.2. Koeficijent selektivnosti u antitumorskom dejstvu

Celijske linije | MRC5/HeLla  MRC5/MDA-  MRC5/MDA-  MRC5/K562  MRC5/A549  MRC5/LS1
MB-361 MB-453 74
1 1,44 1,78 1,71 3,28 1,19 1,86
2 1,44 0,93 2,68 7,63 1,35 3,33
3 5,5 9,47 2,16 7,19 0,97 4,88
4 1,49 0,45 2,93 5,78 0,98 1,81
5 2,03 0,81 1,99 14,67 1,7 3,42
6 1,95 0,69 1,84 5,56 1,08 2,35
7 2,95 0,96 1,81 8,7 1,89 3,81
8 2,52 1,18 2,66 4,52 1,25 3,04
9 0,75 0,27 0,77 6,27 0,58 2,37
10 8,65 1,71 1,91 2,89 1,67 0,97
11 9,96 0,34 1,41 2,36 1,87 2,2
12 8.3 1,5 1,43 2,41 2,48 8,59
13 2,23 1,22 1 1,78 1,98 2,24
Cisplatina 6,88 1,03 1,27 2,61 1,21 2,61
Doksorubicin 0,74 0,46 0,55 2,55 1,91 0,21
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Koeficijent selektivnosti predstavlja odnos koncentracije nekog jedinjenja koja
smanjuje prezivljavanje normalnih ¢elija za 50% 1 koncentracije istog jedinjenja koja
smanjuje prezivljavanje celija odredene maligne celijske linije za 50%. U praksi se
generalno uzima da ako je ovaj koeficijent veéi od 2,5, ispitivana supstanca je dobar
kandidat za dalja in vivo ispitivanja. U tabeli 4.2. su predstavljeni koeficijenti selektivnosti
ispitivanih jedinjenja za sve maligne celijske linije. Za mnoge od ovih celijskih linija,
koeficijenti selektivnosti zaista jesu veci od 2,5. Najmanji stepen selektivnosti se zapaza
kod MDA-MB-361 ¢elija, kao i kod A549 ¢Celija. Posebno se isticu jedinjenja 3, 8 i 12, ¢iji

je koeficijent selektivnosti za Cetiri od Sest ispitivanih malignih ¢elijskih linija ve¢i od 2,5.
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4.2. MorfoloSka analiza tipa Celijske smrti

Morfoloski dokazi o proapoptotskom dejstvu ispitivanih supstanci su dobijeni
fluorescentnom mikroskopijom. U ovom eksperimentu, HeLa celije su inkubirane 24 h u
prisustvu 1Csp i 2ICsp koncentracija ispitivanih jedinjenja (odgovarajuc¢e koncentracije su
prethodno utvrdene MTT testom), obojene meSavinom etidijum bromida 1 akridin oranza, 1

analizirane fluorescentnim mikroskopom.

Na slikama 4.8., 4.9., 4.10. i 4.11. mogu se videti karakteristiéni morfoloski znaci
apoptoze u tretiranim celijama u odnosu na celije u kontroli, kao $to su kondenzacija
nukleusa i smanjivanje i fragmentacija ¢elije. Na pojedinim slikama, kao na primer za
supstance 2, 7 i 12, pri koncentraciji od 2ICsp, moZe se primetiti i pojava naruSavanja
integriteta membrane, odnosno pojava sekundarne nekroze, kao i apoptotoskih tela.
Ocekvano, 21Csp koncentracije supstanci su pokazale znacajno jace apoptotsko dejstvo na

HelLa ¢celije.
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Kontrola

Supstanca 1 Supstanca 1
ICsp 21Cs

Supstanca 2 Supstanca 2
ICsqp 2ICy,

Supstanca 3 Supstanca 3
[a 21Cis
Slika 4.8. Fotomikrografije akridin oranz/etidijum bromid obojenih HeLa ¢elija nakon 24 h

tretmana ICs i 21Cs¢ koncentracijama supstanci 1-3, kao i ¢elija u kontroli.
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Supstanca 4 Supstanca 4
ICsp 21C,

Supstanca 5 Supstanca 5
ICs, 21Cs

Supstanca 6 Supstanca 6
ICsp 21C;,

Supstanca 7 Supstanca 7
ICsp 21C,,

Slika 4.9. Fotomikrografije akridin oranz/etidijum bromid obojenih HeLa ¢elija nakon 24 h

tretmana 1Cs i 21Cs koncentracijama supstanci 4-7
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Supstanca 8 Supstanca 8
1Cs, 21Cs

Supstanca 9 Supstanca 9
1Csq 21Cs

Supstanca 10 Supstanca 10
1Csq 21Cs

Supstanca 11 Supstanca 11
1Csq 21Cs,

Slika 4.10. Fotomikrografije akridin oranz/etidijum bromid obojenih HeLa ¢elija nakon 24 h

tretmana 1Csg i 21Cs koncentracijama supstanci 8-11
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Supstanca 12 Supstanca 12
1Csp 21Cs

Supstanca 13 Supstanca 13
1Csq 21C;,

Slika 4.11. Fotomikrografije akridin oranz/etidijum bromid obojenih HeLa ¢elija hakon 24

h tretmana 1Csq i 21Cs¢ koncentracijama supstanci 12 i 13
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4.3. Analiza faza Celijskog ciklusa

Da bi se dalje ispitali mehanizmi citotoksi¢nog delovanja ispitivanih jedinjenja,
odnosno kako ova jedinjenja deluju na celijski ciklus malignih ¢elija, analizirana je
distribucija HeLa, MDA-MB-361, MDA-MB-453, K562, A549, LS174 i MRC5 malignih
¢elija po fazama celijskog ciklusa. Primenjivane su koncentracije koje su odgovarale ICsp |

21Csp koncentracijama supstanci na odgovaraju¢im ¢elijama.

Na slikama 4.12. — 4.18. prikazana je distribucija tretiranih celija po fazama
¢elijskog ciklusa. Prikazani rezultati pokazuju da ispitivane supstance najceS¢e dovode do
vremenski i dozno zavisnog povecanja procenta ¢elija u sub-G1 fazi, odnosno do apoptoze
tretiranih Celija. Grupa halkonskih derivate antrahinona na najvecem broju celija, a to je
najizrazenije kod A549, LS174 i MDA-MB-453 ¢elija, dovode do privremenog zastoja U
G2/M fazi.
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Slika 4.12. Uticaj ispitivanih supstanci, kao i cisplatine i doksorubicina, na distribuciju
HeLa ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa, pri koncentracijama I1Cso (A) i 21Cso (B), nakon
24, 481 72 h tretmana.

Kod HeLa ¢elija je primetno pre svega vremenski zavisno povecanje procenta celija
u sub-G1 fazi u odnosu na kontrolu, i to kod svih ispitivanih supstanci. Jedinjenje 13, za
razliku od ostalih jedinjenja iz iste grupe, dovodi prvo do zaustavljanja celijskog ciklusa u
G2/M fazi, ali nakon duZeg tretmana, aktivnost i ovog jedinjenja dovodi do povecanja

procenta ¢elija u sub-G1 fazi.

Ispitivana jedinjenja ne pokazuju toliko izrazen efekat prema MDA-MB-361
¢elijama kao prema HeLa celijma. I ovde dolazi do uglavnom blagog povecéanja procenta
¢elija u sub-G1 fazi. Takode, jedinjenja 2 i 3, kao i grupa jedinjenja 10-13 mogu dovesti do
zastoja u G2/M fazi.

66



Rezultati

>

g

Procenat celija (%)
8

Procenat celija (%)
8

Procenat celija (%)

o 0 0

SNV 04 DN LE
& TS X
&

&
Bl Sub-G1
mm Gt
B 24h 48h 72h —

G2/M

g

Procenat celija (%)
8

Procenat celija (%)
3

Procenat celija (%)

0 0 0
LAY XD 04D 9.00ND 20 PNV B0 04 D000 LS BNV EH0A 00N
\,}o &' ‘0 O & ‘0

& o

o NP o N

+ 250 + @ S

o° o° 9

%
%
4%,
%,
RN
"6,;%
%

Slika 4.13. Uticaj ispitivanih supstanci, kao i cisplatine i doksorubicina, na distribuciju
MDA-MB-361 ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa, pri koncentracijama ICso (A) i 21Cso (B),
nakon 24, 48 i 72 h tretmana.

Na drugoj malignoj ¢elijskoj liniji poreklom iz kancera dojke dejstvo ispitivanih
supstanci je mnogo izrazenije. Tako je lako pratiti dozno i vremenski zavisno povecanje
procenta MDA-MB-453 u sub-G1 fazi prilikom tretmana jedinjenjima iz grupe
antrahinonskih tiosemikarbazona. Sto se ti¢e druge grupe, koju predstavljaju jedinjenja 10-
13, njihov uticaj na zastoj ovih ¢elija u G2/M fazi je veoma izraZen pri manjim vremenima

inkubacije, da bi nakon toga bio zamenjen skokom procenta ¢elija u sub-G1 fazi.
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Slika 4.14. Uticaj ispitivanih supstanci, kao i cisplatine i doksorubicina, na distribuciju
MDA-MB-453 ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa, pri koncentracijama ICso (A) i 21Cso (B),
nakon 24, 48 i 72 h tretmana.

68



Rezultati

A 24h
3 100
s =
3 3
g s E s
@ @
S ¢
o o
0 0
PAVD 00420000008
& S° r
© (}?:‘Do& ©
oo
B 24h
3 100 3 100
s s
3 3
E s E s
o @
s ¢
o o
0 0
PAVD 00420000088
& o &
+ \cﬁo& +
&
)

<

é&oxmsubw\sq@\\o

%,
‘>

PRNVEE00A 00D

72h
3 100
s
8
B so
3
S
o
0
6‘,\'0\'»': 604 0,00 m.(;\(;go\e
& A
¢ 0\;5 Bl Sub-G1
< | Gl
72h S
G2/M
3 100
s
8
B so
@
S
o
0
PRNYIE00AS q.s.:«,o,(s\oo@e
& Q\o‘v
& oS

Slika 4.15. Uticaj ispitivanih supstanci, kao i cisplatine i doksorubicina, na distribuciju

K562 celija po fazama ¢elijskog ciklusa, pri koncentracijama I1Csq (A) i 21Csq (B), nakon

24, 48 i 72 h tretmana.

Tretman K562 ¢elija ispitivanim supstancama takode dovodi do porasta procenta

¢elija u sub-Glfazi koje je zavisno od vremena inkubacije, kao i primenjene doze.

Jedinjenja 10-13 se posebno isticu po porastu broja ¢elija u ovoj fazi.
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Slika 4.16. Uticaj ispitivanih supstanci, kao i cisplatine i doksorubicina, na distribuciju
Ab549 ¢elija po fazama celijskog ciklusa, pri koncentracijama 1Csq (A) i 21Csq (B), nakon
24,481 72 h tretmana.

Na A549 celijskoj liniji, jedinjenje 3 izaziva izraZeno i jasno vremenski i dozno
zavisno povecanje broja ¢elija u sub-G1fazi. Takode, jedinjenja 10-13, pogotovo pri ve¢im

koncentracijama, izazivaju G2/M zastoj.

Slicne efekte jedinjenja ostvaruju i prema LS174 ¢elijama, kod kojih takode dolazi
do blagog povecanja procenta ¢elija u sub-G1 fazi nakon tretmana, i ovo je posebno
izrazeno kod jedinjenja 1, 4 i 5. Jedinjenje 10, kao i ostala jedinjenja iz grupe halkonskih
antrahinona, pri manjim koncentracijama i1 krae vremenu inkubacije izazivaju zastoj u
G2/M fazi.
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Slika 4.17 Uticaj ispitivanih supstanci, kao i cisplatine i doksorubicina, na distribuciju
LS174 ¢elija po fazama Celijskog ciklusa, pri koncentracijama ICso (A) i 21Cs (B), nakon
24,481 72 h tretmana.

Na MRC5 ¢elijskoj liniji, ispitivana jedinjenja su pokazala raznolike efekte, pri
¢emu se najviSe istice jedinjenje 5, koje dovodi do naglog 1 izraZenog skoka u procentu

¢elija u sub-G1 fazi.
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Slika 4.18. Uticaj ispitivanih supstanci, kao i cisplatine i doksorubicina, na distribuciju
MRCS5 ¢elija po fazama Celijskog ciklusa, pri koncentracijama ICsq (A) i 21Cso (B), nakon
24, 481 72 h tretmana.
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4.4. Odredivanje ciljnih kaspaza

Da bi se rasvetlio mehanizam kojim ispitivana jedinjenja izazivaju apopotozu ciljnih
¢elija, HeLa Celije su tretirane inhibitorima kaspaza-3 (Z-DEVD-FMK), 8 (Z-IETD-FMK)
ili 9 (Z-LEHD-FMK), i to pre tretmana odgovaraju¢im ispitivanim jedinjenjima tokom 24
h. Primenjivana koncentracija je odgovarala ICyy vrednosti, prethodno utvrdenoj MTT
testom na HeLa celijama. 1Cqo je koncentracija koja dovodi do inhibicije preZivljavanja za
90% u odnosu na kontrolu. Kori§¢enjem protoc¢ne citofluorimetrije pracena je distribucija

ovako tretiranih ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa.

Na slici 4.19. prikazani su rezultati dobijeni ovim eksperimentom, i pokazano je da
specificni inhibitori kaspaza povecavaju prezivljavanje HelLa celija, odnosno smanjuju

procenat ¢elija u sub-G1 fazi ¢elijskog ciklusa.

Prilikom tretmana ¢elija specifiénim inhibitorom kaspaze-3, pokazano je da on ne
poveéava prezivljavanje Celija nakon tretmana supstancom 9, a dovodi samo do malog

pobolj$anja u prezivljavanju nakon tretmana jedinjenjima 7 i 11.
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Slika 4.19. Efekat specifi¢nih inhibitora kaspaza na procenat ¢elija u sub-G1 fazi nakon

tretmana ispitivanim jedinjenjima.

Sto se ti¢e inhibitora kaspaze-8, ovaj inhibitor dovodi do smanjenja procenta ¢elija

u sub-G1 fazi prilikom tretmana svim supstancama osim supstance 7.

Inhibitor kaspaze-9 takode nema velikog uticaja na povecanje prezivljavanja Celije,

sem za jedinjenja broj 71 9.
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4.5. Zelatinska zimografija

Zelatinska zimografija je metoda koja je kori§¢ena za utvrdivanje efekta ispitivanih
jedinjenja na aktivnost matriksnih metaloproteinaza, odnosno njihovu sposobnost
razgradivanja Zelatina. HeLa celije su tretirane supstancama 1-13, kao i pozitivnim

kontrolama cisplatinom i doksorubicinom u subletalnim koncentracijama.

Na slikama 4.20., 4.21., 4.22,14.23. moze se videti efekat ovih supstanci specificno
na aktivnost MMP-2, u odnosu na kontrolu. Sva ispitivana jedinjenja, osim supstance 7,
imaju izrazeno inhibitorno dejstvo na produkciju ¥/ili aktivnost matriksnih
metaloproteinaza, kao i mnogo bolju aktivnost od cisplatine, ili doksorubicina, Cija se

aktivnost nije mnogo razlikovala od kontrole.

Jedinjenja 5 i 8 su pokazale ubedljivo najveée dejstvo na aktivnost MMP-2.

Slika 4.20. Tretman HeLa ¢elija subtoksi¢nim koncentracijama ispitivanih jedinjenja

tokom 24 h dovodi do smanjenja ekskrecije MMP-2. K — kontrola; 1 — 4 — tretman

jedinjenjima 1- 4.
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Slika 4.21. Tretman HeLa ¢elija subtoksicnim koncentracijama ispitivanih jedinjenja
tokom 24 h dovodi do smanjenja ekskrecije MMP-2. K — kontrola; 5 — 7 — tretman

jedinjenjima 5-7.

e e

9 Cisplatina Doksorubicin

Slika 4.22. Tretman HeLa celija subtoksicnim koncentracijama ispitivanih jedinjenja, kao i
cisplatinom i doksorubicinom tokom 24 h dovodi do smanjenja ekskrecije MMP-2. K1, K2

— kontrole; 8, 9 — tretman jedinjenjima 8 i 9.

Slika 4.23. Tretman HeLa ¢elija subtoksicnim koncentracijama ispitivanih jedinjenja

tokom 24 h dovodi do smanjenja ekskrecije MMP-2. K — kontrola; 10 - 13 — tretman
jedinjenjima 10 — 13.
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4.6. In vitro esej angiogeneze - Tube formation assay

Sposobnost spreCavanja neoangiogenze je veoma bitno pitanje pri razvoju novih
antiumorskih jedinjnja i Tube formation assay je in vitro metoda koja omogucava

preliminarno sagledavanje sposobnosti ispitivanih jedinjenja da inhibisu neoangiogenezu.

Na slici 4.24. predstavljeni su rezultati dobijeni ovom metodom, nakon tretmana
EA.hy926 subtoksi¢nim koncentracijama jedinjenja 1, 2, 3, 7, 10, 11, 12 i 13. Ove
supstance su izabrane da njihov antiangiogenetski potencijal bude ispitan posto su
pokazale najvecu aktivnost u drugim eskperimentima, ukljucujuci citotoksi¢nost prema
malignim celijskim linijama, uticaj jedinjenja na inhibitore kaspaza, kao 1 njihov uticaj na

metastaziranje i invazivnost.

Na reprezentativnim fotomikrografijama predstavljenim na slici 4.24. (A) moze se
videti da tretman ICyy koncentracijama ispitivanih jedinjenja EA.hy926 ¢elija zasejanih na
Matrigelu dovodi do smanjivanja formiranja tubula na ovim ¢elijama, dok je formiranje
tubula veoma izraZzeno kod netretiranih ¢elija zasejanih na Matrigelu. Posebno jako dejstvo

su pokazali jedinjenje 3 i jedinjenje 10.

Na slici 4.24. (B) su predstavljene fotomikrografije koje prikazuju direktni efekat
subtoksi¢nih koncentracija ispitivanih jedinjenja na EA.hy926 celije koje nisu bile
zasejavane na Matrigelu, (nisu rasle na podlozi koja pogoduje formiranju tubula). Ova dva

eksperimenta (Slika 4.24. A 1 B) su radena uporedo.
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Kontrola

Supstanca 3 Supstanca 7

Supstanca 10 Supstanca 11 Supstanca 12 Supstanca 13
Supstanca 1 Supstanca 2 Supstanca 3 Supstanca 7
Supstanca 12 Supstanca 13
Slika 4.24. (A) Efekat subtoksi¢nih koncentracija ispitivanih jedinjenj na formiranje tubula

Kontrola

Supstanca 10

Supstanca 11

na EA.hy926 ¢elijama na Matrigelu. (B) Efekat subtoksi¢nih koncentracija ispitivanih

jedinjenja na formiranje tubula na EA.hy926 ¢elijama bez Matrigela.
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4.7. Wound healing assay

Efekat ispitivanih jedinjenja na migraciju EA.hy926 humanih transformisanih
endotelijalnih ¢elija umbilikalne vene je ispitivan primenom Wound healing ili Scratch eseja.
Na slikama 4.25. i 4.26. su prikazani procenti smanjenja rane napravljene u prethodno
formiranom monosloju ¢elija, nakon 24 h i 48 h. Ovi rezultati su u korelaciji sa brzinom
rasta 1 deobe ovih celija, netretiranih, 1 Celija tretiranih ispitivanim supstancama 1

pozitivnim kontrolama, cisplatinom i doksorubicinom.
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Slika 4.25. Procenat smanjivanja proreza napravljenog u monosloju EA.hy926 ¢elija

nakon inkubacije sa ispitvanim supstancama tokom 24 h.
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Moze se odmah primetiti da jedinjenje 12 najviSe utiCe na smanjenje potencijala
migracije EA.hy926 celija, a takode i supsptance 7, 8, 9, 10 i 11 ispoljavaju snazno
inhibitorno dejstvo na migraciju EA.hy926 ¢elija. Znacajno je da i ova jedinjenja pokazuju
izuzetno pojacano dejstvo u odnosu na supstance koje se primenjuju u klinici, odnosno na

cisplatinu i doksorubicin.
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Slika 4.26. Procenat smanjivanja proreza napravljenog u monosloju EA.hy926 ¢elija nakon

inkubacije sa ispitvanim supstancama tokom 48 h.

Na slikama 4.27., 4.28. i 4.29. su predstavljene fotomikrografije napravljene
neposredno nakon pocetka tretmana ispitivnim jedinjenjima, zatim nakon 24 sata, kao i
nakon 48 sati. Na ovim fotomikrografijama je primetno da je efekat koji jedinjenja imaju na

migraciju tretiranih ¢elija, u odnosu na netretirane, kontrolne ¢elije, veoma izraZen.
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Slika 4.27. Efekat tretmana EA.hy926 ¢elija subtoksicnim koncentracijama supstanci 1 - 5

na migraciju tih ¢elija tokom 48 h.
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24 h
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Slika 4.28. Efekat tretmana EA.hy926 ¢elija subtoksicnim koncentracijama supstanci 6-10

na migraciju tih ¢elija tokom 48 h.
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Kontrola

Supstanca 12 Supstanca 11

Supstanca 13

Cisplatina

Doksorubicin

Slika 4.29. Efekat tretmana EA.hy926 ¢elija subtoksicnim koncentracijama supstanci 11-

13, cisplatine i doksorubicina na migraciju tih ¢elija tokom 48 h.
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5. Diskusija

Po podacima ameri¢kog Nacionalnog instituta za zdravlje, od sedamdesetih godina
proslog veka istraZzivanja molekularnih osnova kancera i1 razvoj novih terapeutika je
doprineo tome da petogodiSnje prezivljavanje svih pacijenata obolelih od raka poraste sa
50% na 68%. Medutim, ako se pogledaju pojedinac¢ni tipovi raka, moze se primetiti da
ovom poboljSanju prezivljavanja doprinosi samo nekoliko tipova kancera, kao i da je to
posledica uglavnom ranijeg detektovanja 1 tretmana kancera, zbog poboljSanih

dijagnostickih metoda.

Terapija razli€itih vrsta kancera je i1 dalje u mnogim slucajevima neefikasna, ili sa
velikim brojem nezeljenih dejstava. Hemoterapeutici mogu imati ili Siroki spektar dejstva, i
njihov mehanizam je najces¢e nepotpuno utvrden, ili mogu ciljati tatno odredenu metu,
specificnu za tip kancera. Pozeljno je da dejstva hemoterapeutika obuhvataju inhibiciju ili
izmenu jednog ili viSe molekula koji kontroliSu neka od osnovnih svojstava malignih ¢elija.
Ova svojstva obuhvataju neograniceni replikativni potencijal, nezavisnost od signala koji
reguliSu rast ¢elije, izbegavanje apoptoze, indukciju angiogeneze, kao i invaziju okolnog
tkiva 1 sposobnost metastaziranja. Ovim osnovnim svojstvima su nedavno priklju¢ene jos
dve osobine za koje se smatra da takode odlikuju svaku malignu ¢eliju, a to su izbegavanje
imunskog odgovora organizma, kao i reprogramiranje energetskog metabolizma maligne
¢elije (Hanahan i Weinberg, 2011).

Antrahinoni su velika grupa hinonskih jedinjenja izolovanih iz prirodnih izvora.
Prirodni antrahinoni se koriste u kozmeti¢koj, farmaceutskoj industriji i u ishrani, posebno
u azijskim zemljama. Nakon §to je primeceno da poseduju Siroki spektar dejstva, mnogi
polusinteti¢ki derivati su sintetisani i ispitani. Dejstvo prirodnih i polusinteti¢kih
antrahinona obuhvata laksativno, antibioticko, antiinflamatorno, antipireti¢ko i antiviralno
dejstvo, kao i veliki antitumorski potencijal i potencijal inhibicije metastaziranja malignih

¢elija. Najvazniji do sada utvrdeni mehanizmi dejstva antrahinona predstavljaju
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interkalacija DNK, interakcija sa kompleksom topoizomeraze I, inhibicija telomeraze, kao

1 interakcija sa komponentama metabolickih puteva u ¢elijama.

Sa Dbioloskog aspekta, tiosemikarbazoni i halkoni predstavljaju znacajne
farmakofore. Tiosemikarbazoni pokazuju antibakterijsko, antiviralno, antifungalno i
antiproliferativno dejstvo, a njihov mehanizam dejstva obuhvata inhibiciju ribonukleotid
reduktaze, kao i interakciju sa topoizomerazom I, i produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta.
Halkoni poseduju antioksidativno, antimalarijski, antibakterijsko, antiviralno dejstvo, i to
pre svega indukcijom celijske smrti, inhibicijom kinaza 1 spreCavanjem polimerizacije

tubulina.

Sve opisane grupe farmakofora pokazuju veoma dobro antitumorsko,
antiproliferativno i antimetastatsko dejstvo, Sto ih ¢ini veoma zanimljivim za dalja

pretklini¢ka ispitivanja.

Istrazivanja u ovoj doktorskoj tezi se zasnivaju na prethodno opisanim osobinama
antrahinona, tiosemikarbazona i halkona, i1 predstavljaju pokuSaj da sintezom jedinjenja
koje sadrze te farmakofore 1 opisivanjem njthovog mehanizma dejstva dovedu do otkric¢a i
razvoja hemoterapeutika sa poboljSanom aktivnoS¢u i selektivnos¢éu, kao i smanjenom

toksi¢nos¢u u odnosu na ve¢ postojece.

In vitro citotoksi¢na aktivnost ispitivanih jedinjenja je bila odredena uz pomo¢ MTT
kolorimetrijskog testa prema celijama cervikalnog adenokarcinoma (HeLa), dve celijske
linije poreklom iz kancera dojke (MDA-MB-361 i MDA-MB-453), ¢elijama hroni¢ne
mijeloidne leukemija (K562), adenokarcinoma pluca (A549), kao i adenokarcinoma kolona
(LS174).

Pokazana citotoksi¢na aktivnost je varirala od 1,45 uM do 50,54 puM, u zavisnosti
od posmatranog jedinjenja 1 tretirane maligne celijske linije. Generalno, najbolja
citotoksi¢na aktivnost je pokazana na K562 celijama, koje se od ostalih Celijskih linija
koriS¢enih u ovom radu razlikuju po tome Sto nisu adhezivne ¢elije, i mezodermalnog su
porekla, za razliku od ostalih celijskih linija koje su poreklom od adenokarcinoma.

Zanimljivo je da grupa jedinjenja sa halkonskom strukturom (jedinjenja 10, 11, 12, 13), a
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koja generalno pokazuje bolju citotoksi¢nu aktivnost prema drugim ispitivanim malignim
¢elijskim linijjama u odnosu na ostala jedinjenja, pokazuje loSije dejstvo prema ovoj

malignoj ¢elijskoj liniji nego grupa antrahinonskih tiosemikarbazona.

Najbolje dejstvo na HeLa ¢elijskoj liniji pokazuju takode jedinjenja 10-13, i ona su
aktivnija 1 u odnosu na hemoterapeutik Sirokog spektra, cisplatinu. ICso vrednosti
antrahinonskih tiosemikarbazona na ovoj ¢elijskoj liniji se krecu u opsegu od 8,19 do 21,01
uM. Moze se pretpostaviti da je imino grupa i trifluorometil, hlorid i furil supstituenti
aromati¢nog prstenavezanog za imino-grupu, najvise odgovorni za ovo izuzetno dobro

dejstvo grupe antrahinona sa halkonskom strukturom.

Celijska linija poreklom iz metastatskog karcinoma dojke, MDA-MB-361, kod koje
je uvecana ekspresija Her-2/neu receptora, izuzetno je rezistentna na dejstvo velikog broja
hemoterapeutika. MTT testom je pokazano da i vecina ispitivanih jedinjenja ima slabo
citotoksi¢no dejstvo prema ovoj celijskoj liniji. Medutim, pokazano je da je aktivnost
jedinjenja 1 i 3 na ovim c¢elijama dosta bolja od aktivnosti cisplatine, i samo 2 odnosno 3
puta slabija od aktivnosti doksorubicina. Zanimljivo je da jedinjenje 1 ima pet puta bolju
aktivnost od jedinjenja 2, a njihova struktura se razlikuje samo u jednoj metil grupi.
Takode, aktivnost jedinjenja 3 je skoro sedam puta veca od aktivnosti jedinjenja 6, a
razlikuje ih samo duzina bo¢nog alkil-niza tiosemikarbazona. | kod MDA-MB-361 grupa
antrahinonskih halkona ima veoma dobro dejstvo, sa jedinjenjima 10, 12 i 13 ¢ije su ICsp
vrednosti oko 10 puM, 1 bolje od vrednosti cisplatine, iako dosta loSije od aktivnosti
doksorubicina. Zanimljivo je da jedinjenje 11, sa trifluorometil grupom, ima izrazito slabije
dejstvo nego ostala jedinjenja ove serije. Druga ¢elijska linija poreklom od kancera dojke,
MDA-MB-453, koja ne eksprimira ni Her-2/neu ni estrogenski receptor, je mnogo
osetljivija na dejstvo citostatika, a takode i na dejstvo jedinjenja ispitivanih u ovom
istrazivanju. Sva jedinjenja pokazuju dobru aktivnost, sa ICso U opsegu od 4,65 uM do
19,55 uM, pri ¢emu je ICso Sedam od trinaest jedinjenja manja ili jednaka 1Cs vrednostima
cisplatine prema ovim ¢elijama. Najbolje dejstvo pokazuju jedinjenja 1 i 4, koje odlikuje

postojanje fenil, odnosno cikloheksil grupe tiosemikarbazonskog dela molekula.
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Celije adenokarcinoma pluéa, A549, su se takode pokazale rezistentnije na neke od
ispitivanih supstanci, ali i ovde su halkonska jedinjenja ispoljila najveci stepen aktivnosti
(1Cs0 u opsegu 6,01-9,99 uM), i ova aktivnost je znacajno bolja od aktivnosti referentnog
citostatika, cisplatine. Takode, veoma dobro dejstvo je pokazalo 1 jedinjenje 1,

antrahinonski tiosemikarbazon, ¢ija vrednost ICsg iznosi 9,89 uM.

Ispitivana jedinjenja su pokazala odli¢nu citotoksi¢nu aktivnost prema malignim
¢elijama adenokarcinoma kolona, LS174, koje eksprimiraju veliki broj onkogena. Veliki
broj jedinjenja je imao aktivnost uporedivu sa citotoksi¢noscu cisplatine, 1 neznatno losiju
cak 1 od aktivnosti doksorubicina. Izuzetno aktivno se pokazalo jedinjenje 12, ¢ija ICs
vrednost iznosi 1,76 uM, §to ga ¢ini dva puta aktivnijom od doksorubicina prema ovoj
¢elijskoj liniji, a tri puta aktivnijom od cisplatine. Ovo jedinjenje je deo serije
antrahinonskih halkona, koje odlikuje pristustvo furanskog prstena. Takode, iznenadujuce
je da najslabije dejstvo (ICsg iznosi 17,18 uM) ostvaruje jedinjenje 10, koje se inace

pokazalo kao izuzetno aktivno prema ostalim testiranim malignim ¢elijskim linijama.

Kada se pogledaju sve ispitivane maligne c¢elijske linije, moze se videti da
generalno najbolje dejstvo ima jedinjenje 1 iz grupe antrahinonskih tiosemikarbazona, sa
fenil grupom, kao i Cetiri jedinjenja iz grupe halkonskih derivata antrahinona, a posebno
jedinjenje 10, sa 3-hlorfenil grupom. Ovi podaci se slazu sa prethodnim istraZivanjima u
kojima je pokazano da su planarne strukture u molekulu antrahinona najbitnije za njihova
dejstva, posebno antitumorska dejstva (Jin et al., 2011, Lee et al., 2013). Uvodenje
razli¢itih supstituenata na aromati¢ni sistem u molekulu ispitivanih jedinjenja dovodi do
povecanja aktivnosti, i to najéesce u zavisnosti od elektronskih svojstava dodatih grupa.
Induktivni i rezonantni efekti supstiuenata na aromati¢nom prstenu ne uticu na elektronsku
gustinu tri aromati¢na prstena molekula antrahinona, ali uticu na antiproliferativnu
aktivnost ispitivanog jedinjenja, kao i stabilizaciju G-kvadrilpleksa u telomerama.
Pokazano je da ovi efekti kod konjugovanih sistema mogu pojacavati i antiproliferativno i
citotoksi¢no dejstvo prema malignim celijama je jace (Mahesh Kumar et al, 2013; de

Vasconcelos et al., 2013).
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Analiza dejstva ispitivanih jedinjenja na normalnim transformisanim ¢éelijama MTT
testom je pokazala da neka od ovih jedinjenja selektivno deluju na ciljne maligne ¢elije u
odnosu na normalne ¢elije. Ova karakteristika je izuzetno bitno svojstvo za odabir
jedinjenja koja ¢e se dalje ispitivati in vivo, a zatim i u¢i u klini¢ka ispitivanja. Normalna
¢elijska linija koriS¢ena u ovom eksperimentu je bila MRCS5, ¢elijska linija poreklom od

fetalnog plu¢nog tkiva.

Citotoksi¢na aktivost ispitivanih jedinjenja prema ovoj celijskoj liniji se nalazi u
opsegu od 11,79 uM do 42,13 uM. Zanimljivo je da je za 9 od 13 ispitivanih jedinjenja ICsg
vrednost prema MRCS5 ¢elijama manja nego ICsp vrednost cisplatine prema toj ¢elijskoj
liniji, a svih trinaest jedinjenja pokazuju slabiju aktivnost nego doksorubicin. Najizrazeniju
aktivnost i prema ovim c¢elijama su pokazala jedinjenja koja su bila najaktivnija i prema
malignim c¢elijskim linijama, odnosno jedinjenja antrahinona sa halkonskom strukturom
(10, 11, 12, 13), kao i jedinjenje 1. Najslabije dejstvo prema normalnim ¢elijama su
pokazala jedinjenja 3 (42,13 uM), 5 (38,57 uM) kao i jedinjenje 8 (36,19 uM). Na osnovu
dobijenih 1Csp vrednosti prema normalnim ¢elijama kao i prema malignim c¢elijskim

linijjama izracunat je koeficijent selektivnosti, predstavljen u tabeli 4.2.

U ovoj tabeli, zutom bojom su istaknute vrednosti koeficijenta selektivnosti oko ili
iznad 2,5. Ovo se smatra izuzetno dobrom selektivnoscu, i jedinjenja koja pokazuju ovaj
nivo selektivnosti se smatraju dovoljno bezbednim za primenu u klini¢koj praksi. Kako su
sva ispitivana jedinjenja najbolju aktivnost ispoljila prema K562 celijama, koeficijent
selektivnosti prema ovim celijama je vec¢i od 2,5 za jedanaest od trinaest jedinjenja. Samo
kod jedinjenja 11 i 13 koeficijent selektivnosti ne prelazi tu granicu, mada se i kod njih on
moZe smatrati relativno dobrim. Ovo upucuje na mogucénost da jedinjenja iz ove grupe
pretstavljaju dobre kandidate za dalja ispitivanja potencijalnih lekova za tretman
mijeloidnih leukemija. Osim K562, ispitivana jedinjenja su se pokazala kao dosta
selektivna i prema HeLa i LS174 malignim ¢elijskim linijama. Prema obe ove ¢elijske linije
je po Sest ispitivanih jedinjenja selektivno. Sa druge strane, MDA-MB-361, MDA-MB-453
i A549 celije su se pokazale kao mnogo rezistentnije na aktivnost ispitivanih jedinjenja,
tako da kod MDA-MB-453 ¢elija, samo tri jedinjenja pokazuju zadovoljavajucu aktivnost,

dok je kod druge dve ¢elijske linije u pitanju samo po jedno jedinjenje.
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Po selektivnosti se posebno istice jedinjenje 3, ¢iji su koeficijenti selektivnosti veci
od 2,5 na HeLa, K562, LS174 ¢elijskim linijima, i $to je posebno znacajno, prema MDA -
MB-361 celijama, ¢elijama kancera dojke, vrlo rezistentnim prema mnogim tretmanima.
Jedinjenje 3 pokazuje izuzetnu selektivnost prema ovoj ¢elijskoj liniji, sa koeficijentom
selektivnosti od 9,47. Znacaj ovog podatka postaje jos veci kad se uporedi sa koeficijentima
selektivnosti ostalih ispitivanih jedinjenja prema ovoj ¢elijskoj liniji, koji su u najve¢em

broju slu¢ajeva imali vrednosti ispod jedan, a svi ispod 2.

Ono sto razlikuje jedinjenje 3 od ostalih jedinjenja iz grupe tiosemikarbazon-
antrahinona je prisustvo heksil-grupe, i uporedivanje strukture i selektivnosti ovog
jedinjenja pokazuje da je veoma moguée da ova heksil-grupa doprinosi aktivnosti, a
posebno selektivnosti. U razli¢itim studijama je pokazano da uvodenje heksil-grupe u neko
jedinjenje moze visestruko povecati njegovu dostupnost 1 aktivnost. Ovo se ne odnosi samo
na terapeutike koje se koriste u tretmanu kancera, vec¢ 1 na one u drugim granama medicine.
Na primer, 5-aminolevulinska kiselina je prekursor porfirina, i koristi se u fotodinamskoj
terapiji (PDT), kao netoksi¢no jedinjenje koje kada se selektivno izlozi snopu svetlosti
postaje toksi¢no za ¢elije u kojima se nalazi. Ovo jedinjenje se moze dalje razvijati za
tretman nazofaringealnih karcinoma, kancera kolona, itd, kao i tretmanu akni i drugih
poremecaja. Studije su pokazale da uvodenje samo jedne heksil funkcionalne grupe u ovaj
molekul viSestruko povecava lipofilnost jedinjenja i prolazak kroz c¢elijske membrane.
Takode, pokazano je i da, u malignim ¢elijama, samo dodatak ove grupe povecava stepen
indukcije apoptoze u malignim ¢elijama, ali ne i1 toksi¢nost prema normalnim, zdravim
limfocitima periferne krvi (Chu i Yow, 2012; Ren et al., 2002). Visestruko povecanje
lipofilnosti je takode pokazano i kod jedinja koja se koriste prilikom cerebrovaskularnih
oStecenja, gde je izuzetno potrebno da koris¢eno jedinjenje bude jako lipofilno, kao i pri
kreiranju prolekova, ¢ija efikasnost zavisi pre svega od prolaska kroz ¢éelijske membrane
(Weng Larsen et al., 2001; Sheng et al., 2011). Moze se pretpostavi da i u slu¢aju jedinjenja
ispitivanih  u ovom radu, uvodenje heksil-grupe kao boc¢nog lanca u molekulu
antrahinonskog tiosemikarbazona dovodi do povecanja lipofilnosti ovog molekula, a samim
tim 1 do lakSeg prolaska ovog jedinjenja u malignu celiju. Rezistencija malignih ¢elija na

Sirok spektar terapeutika se razvija kada dodje do povecanja ekspresije nespecifi¢nih efluks
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transportera. Bas ovo je moguce objasnjenje zasto jedinjenje 3 pokazuje veliku selektivnost
i odlicnu aktivnost prema MDA-MB-361¢elijama — upravo zato $to je ovom jedinjenju
moguce da prode u vecoj koli¢ini kroz celijske membrane i ostvari svoju ulogu unutar

¢elije.

Pored jedinjenja 3, znacajnu selektivnost pokazuju i tri jedinjenja iz grupe
antrahinonskih halkona prema Hela celijama. Koeficijenti selektivnosti prema ovoj
malignoj ¢elijskoj liniji iznose 8,65 za jedinjenje 10, zatim 9,96 za jedinjenje 11 i 8,3 za
jedinjenje 12. Zbog ovoga, ova jedinjenja predstavljaju dobre kandidate za terapiju kancera
koje odlikuje izuzetno brza deoba ¢elija i visoka ekspresija enzima telomeraze. Jedinjenje
12 se takode odlikuje i veoma visokim koeficijentom selektivnosti prema LS174 ¢elijama
(8,59). Ova maligna ¢elijska linija eksprimira veliki broj onkogena (c-myc, N-myc, H-ras,
N-ras, itd.). IstraZivanja jedinjenja u kojima je kao supstituent uvoden furanski prsten su
pokazala da prisustvo ove funkcionalne grupe poveéava citotoksi¢ni potencijal datog
jedinjenja prema malignim ¢elijama, kao 1 moguénost inhibicije MDRI1 efluks transportera,
iako nije razja$njeno na koji nacin ova grupa moze da doprinese toj interakciji. Dodatno se
smatra da efekti supstitucije jedinjenja furanskim prstenom omogucavaju i pospesuju
interakciju sa tubulinom, i sprec¢avaju polimerizaciju tubulina, kao i interakciju sa drugim
strukturama unutar celije. PosSto su ovO karakteristike koje se u mnogo vecoj meri
ispoljavaju u malignoj ¢eliji nego u normalnim c¢elijama, moZze se zakljuCiti da je
selektivnost jedinjenja koje u sebi sadrzi furanski prsten posledica interakcije sa navedenim
strukturama (Lee et al., 2013; Fu et al., 2007).

Medutim, ovde je znacajno primetiti da cisplatina ima koeficijent selektivnosti ve¢i
od 2,5 samo prema tri od Sest ispitivanih ¢elijskih linija, dok je doksorubicin selektivan
samo prema K562 celijama. S obzirom na to da su ova dva hemoterapeutika cesto
primenjivana u klinici, 1 to ve¢ dugi niz godina za tretman velikog broja razli¢itih tipova
maligniteta, koeficijent selektivnosti treba smatrati samo jednim od parametara koji
odreduju sudbinu nekog jedinjenja prilikom preklinickog i klini¢kog razvoja, ali ne i
najvaznijim. Pogotovo u terapiji kancera, vrlo Cesto benefiti koriS¢enja odredene supstance

opravdavaju upotrebu tog jedinjenja ¢ak i kad pokazuje visoku toksicnost.
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Zbog pokazane izuzetne aktivnosti prema Sirokom sprektru malignih ¢elijskih linija,
kao i selektivnosti u odnosu na normalnu celijsku liniju, bilo je znacajno utvrditi i
mehanizam dejstva ispitivanih jedinjenja. Kako pojedinatne komponente ovih trinaest
jedinjenja pokazuju veoma plejotropnu aktivnost, koja ukljucuje dejstvo i interakciju sa
velikim brojem c¢elijskih meta, prvi korak u ispitivanju mehanizama dejstva je bilo

utvrdivanje potencijalnog proapoptotskog dejstva jedinjenja.

Morfoloska analiza Hela celija tretiranih 1Csq koncentracijama ispitivanih
supstanci, ¢ije su vrednosti prethodno utvrdene MTT citotoksi¢nim testom na ovoj ¢elijskoj
liniji, je pokazala da ispitivane supstance zaista izazivaju apoptozu u tretiranim celijama.
Primetna je pojava smanjivanja celije, njene fragmentacije 1 kondenzacija nukleusa u rano-
apoptotskim c¢elijama. Ovo vazi za obe grupe ispitivanih jedinjenja, antrahinonske
tiosemikarbazone, kao i antrahinonske halkone sa iminskim fragmentom. Celije su takode
tretirane i duplo veCom koncentracijom ispitivanih jedinjenja, 2ICsp, tokom istog
vremenskog perioda, i primetno je da postoji dozno zavisno dejstvo, ali i dalje je jasno da
jedinjenja deluju proapoptotski. Kod jedinjenja 2, 7 i 12 moze se videti da je doSlo do
prolaska etidijum-bromida kroz membranu ¢elije, i da se boji unutrasnjost Celije ovom
fluorescentnom bojom, Sto se objasnjava narusavanjem integriteta Celijske membrane, do
¢ega dolazi prilikom pojave sekundarne nekroze, kao i pojava jednog broja apoptotskih
tela. Potrebno je naglasiti da u okviru ovog eksperimenta nisu fotografisani uzorci
supernatanta tretiranih ¢elija, u kome se nalazi najvec¢i broj apoptotskih tela. Indukcija
apoptoze je veoma povoljna karakteristika jedinjenja koja se koriste u klinici, posto
indukcija nekroze moze dovesti do posledicne inflamacije tkiva. Podaci dobijeni ovom
metodom se slazu sa podacima iz literature o efektu antrahinona, halkona i

tiosemikarbazona prema malignim ¢elijama (Mai et al., 2014; Lou et al., 2009; Abu et al.,

2013; Champelovier et al., 2013).

Kao nastavak ispitivanja potencijalnog proapoptotskog dejstva novosintetisanih
jedinjenja, zanimala nas je distribucija Celija po fazama Celijskog ciklusa nakon tretmana
tim jedinjenjima, a u odnosu na kontrolu. Zbog toga su svih sedam Ccelijskih linija
kori§¢enih prilikom ispitivanja citotoksicnosti (HeLa, MDA-MB-361, MDA-MB-453,
K562, A549, LS174, MRC-5), tretirane ispitivanim jedinjenjima koncentracija 1Csg i 21Csp,
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i jedna i druga koncentracija tokom 24, 48 i 72 sata. Nakon tretmana, tretirane celije i
kontrole su bojene propidijum jodidom, nakon ¢ega su analizirane proto¢nim citometrom.
lako je iz rezultata ovih eksperimenata jasno da i male promene u strukturi molekula mogu
dovesti do promena u intenzitetu ili nacinu dejstva jedinjenja, kao i da dejstvo zavisi od
maligne celijske linije koja je koris¢ena, generalno se moze videti da postoje dozno i
vremenski zavisno povecanje procenta ¢elija u sub-G1 fazi ¢elijskog ciklusa, sto potvrduje

pretpostavku da ova jedinjenja izazivaju apoptozu u ciljnim ¢elijama.

Prilikom tretmana HeLa celija, najkarakteristicnije dejstvo su imala jedinjenja iz
grupe antrahinonskih halkona, kod kojih prilikom tretmana ovih ¢elija ICso koncentracijom,
ne dolazi do promene distribucije ¢elija po fazama c¢elijskog ciklusa u odnosu na kontrolu,
sve dok se ne produzi inkubacija na 72 sata, kada dolazi do naglog skoka ¢elija u sub-G1
fazi, §to moze uputiti na zakljucak da je za dejstvo ovih jedinjenja potreban duZzi tretman.
Prilikom tretmana duplo ve¢om koncentracijom ova cetiri jedinjenja, posebno se istice
jedinjenje 13, koje pri ve¢im koncentracijama dovodi do G2/M zastoja, koji zatim, nakon
duze inkubacije, uvodi ¢elije u apoptozu, prilikom cega se povecava broj ¢elija u sub-G1
fazi. Takode, iz grupe antrahinona sa tiosemikarbazonskom farmakoforom, znacajna su
dejstva supstanci 1 i 7, koja dovode do izuzetnog skoka u procentu sub-G1 ¢elija, odnosno

efikasno izazivaju apoptozu.

U skladu sa njihovom slabom citotoksi¢nom aktivnos¢u prema MDA-MB-361
¢elijskoj liniji, i prilikom tretmana ovih celija ispitivanim supstancama radi analize
distribucije celijskog ciklusa ispitivana jedinjenja nisu pokazala izrazene efekte osim
blagog povecanja broja ¢elija u sub-G1 fazi. Zanimljiva su jedinjenja 2 i 3 iz grupe
antrahinonskih tiosemikarbazona, kao i grupa sa halkonskom strukturom, koja dovode do
vremenski-zavisnog zastoja u G2/M fazi. Jedinjenje 3, kao najaktivnije i najselektivnije
prema ovoj celijskoj liniji je posebno interesantno za dalja istraZzivanja njegovog
mehanizma dejstva. MDA-MB-453 ¢elijska linija pokazuje mnogo veée promene prilikom
tretmana ispitivanim supstancama, pri ¢emu je najviSe izrazen vremenski zavisno
povecanje broja ¢elija u sub-G1 fazi kod jedinjenja koja pripadaju grupi tiosemikarbazon-
antrahinona. Halkonski supstituenti u molekulu antrhinona dovode do izazivanja G2/M

zastoja nakon tretmana ove celijske linije, 1 to je najizraZenije prilikom krac¢eg vremena
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inkubacije. Duzi tretman ovih ¢elija dovodi do smanjenja procenta ¢elija u toj fazi, i
povecéanja broja ¢elija u sub-G1 fazi, odnosno do indukcije apoptoze dolazi tek nakon
duzeg tretmana. Zanimljivo je i da prilikom primene 21Cs dolazi do brzeg povecéanja broja

¢elija u sub-G1 fazi, odnosno jasno se pokazuje dozno-zavisno dejstvo ovih jedinjenja.

Prilikom tretmana K562 ¢elija ispitivanim supstancama, takode je najizrazeniji
efekat halkonskih jedinjenja, kod kojih dolazi do znacajnog povecanja ¢elija u sub-G1 fazi.
Dejstvo ostalih jedinjenja takode dovodi do povecanja broja ¢elija u ovoj fazi, ali u mnogo
manjem obimu. Kod A549 1 LS174 ¢elijskih linija dolazi uglavnom do blagog povecanja
procenta celija nakon tretmana svim ispitivanim jedinjenjima, pogotovo pri viSim
koncentracijama 1 duzem vremenu inkubacije. Posebno se, kod A549 celija, istice
jedinjenje 3, ¢iji efekat pokazuje pravilnu vremensko-doznu zavisnost. Takode, i kod jedne
i kod druge ¢elijske linije je primetno da jedinjenja 10, 11, 12 i 13, koja poseduju halkonske
supstituente, dovode do zastoja u G2/M fazi pri manjim koncentracijama. Posebno se istice
jedinjenje 10, koje povecava procenat ¢elija u ovoj fazi na 29,31% kod A549 celija, a

69,98% kod LS174 Celija nakon inkubacije 24 sata sa ICsq koncentracijom supstance.

Prolazak kroz svaku od faza ¢elijskog ciklusa je strogo kontrolisan kompleksnim
interakcijama velikog broja proteina, od kojih su najbitniji ciklini i ciklin-zavisne kinaze
(CDK). U G1 fazi, ¢elije se pripremaju za replikaciju DNK molekula, koja se odvija u S
fazi, a zatim, nakon sinteze drugog molekula DNK, ¢elija ulazi u G2 fazu, gde dolazi do
reparacije eventulanih ostecenja, da bi se ciklus zavrSio M fazom, odnosno deobom c¢elije.

G1 fazu pre svega reguliSu tri kinaze — Cdk4, Cdké i Cdk2.

Medutim, zbog pokazanih efekata grupe antrahinonskih halkona (jedinjenja 10, 11,
12 i 13) prema vecini ispitivanih éelija, odnosno izazivanja G2/M zastoja, posebno nam je
interesantan ovaj prelaz iz G2 u M fazu, i sam prolazak kroz mitozu, odnosno regulatori

0VOg procesa.

Tokom G2 faze, dolazi do sinteza B-tipa ciklina (B1 i B2), a kontrolu progresije
kroz ¢elijski ciklus preuzima Cdkl1 kinaza. Ali, jedinjenja koja izazivaju zastoj u ovoj fazi
ne moraju da deluju direktno na ove komplekse ciklina i ciklin zavsinih kinaza. Postoje

razliCite pretpostavke na koji nacin razli¢ita jedinjenja uticu na progresiju kroz celijski
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ciklus, a medu njima su interakcija sa p21, Bax i p53 proteinima, zatim sa spreavanjem
formiranja mitotickog vretena, kao i sa inhibicijom topoizomeraze II, koja je klju¢na u

razdvajanju hromatida u anafazi (Malumbres i Barbacid, 2005; Yadav et al., 2012).

Za mnoga jedinjenja poreklom iz biljaka je pokazano da bar delimi¢no mogu
izazivati zastoj u G2/M fazi, izmedu ostalog i za doksorubicin. Istrazivanja na nekoliko
¢elijskih linija su pokazala da doksorubicim moze imati razli¢ite efekte na razlicite ¢elijske
linije, ali kod svih izaziva privremeni zastoj u toj fazi. Neki od mehanizama njegovog
dejstva su povecanje ekspresije pS3 1 p21 molekula, kao 1 povecana ekspresija ciklina B1
(Abu et al., 2013; Bar-On et al., 2013; Zuryn et al., 2012). Takode, pokazano je i da razli¢iti
antrahinonski derivati mogu izazivati ovakav zastoj u ¢elijskom ciklusu (Tu et al., 2011).
Medutim, kako vecina ispitivanih antrahinonskih tiosemikarbazona nije pokazala ovakvo
dejstvo na ispitivanim Celijama, moze se zakljuciti da je pre svega halkonski ostatak u

molekulu halkonskih antrahinona odgovoran za dejstvo jedinjenja 10, 11, 12 i 13.

Podaci iz literature u potpunosti podrzavaju ovaj zakljucak. Iako su razli€iti tipovi
halkona izolovani iz prirodnih izvora ili sintetisani ispitivani na razli¢itim ¢elijama, a
samim tim davali razli¢itu jacinu efekta, pokazano je da mnogi halkoni imaju bas ovakav
efekat na progresiju kroz celijski ciklus. Ono S§to je veoma zanimljivo je da se u svim
istrazivanjima primetan prvo zastoj u G2/M fazi, efekat koji moze trajati od 8 do 48 sati, a
zatim dolazi do smanjenja ¢elija u ovoj fazi a povecanja u sub-G1 fazi. Duzina G2/M
zastoja zavisi od tipa cCelijske linije na kojoj se vrsi ispitivanje kao i od primenjene
koncentracije ispitivanih supstanci (Pilatova et al., 2010; Rozmer et al., 2006; Lou et al.,
2009). Neke od studija (Hsu et al., 2006; Lou et al., 2009) su proucavale na koji nacin
halkoni mogu izazvati zastoj u G2/M fazi, i pokazano je da dolazi do povecanja ekspresije
p21 i p27, ali i do smanjenja ekspresije ciklina A, ciklina B i Cdkl. Medutim, zbog velikog
broja razli¢itth mogu¢ih mehanizama dejstva, za rasvetljavanje tacnog mehanizma,
odnosno nacina na koji jedinjenja ispitivana u ovom radu interaguju sa komponentama koje
reguliSu Celijski ciklus, potrebni su dodatni eksperimenti koji ¢e sa sigurnos¢u odgovoriti

na ovo pitanje.
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Promena procenta ¢elija u razli¢itim fazama celijskog ciklusa koja se moze videti
nakon odredenog vremena inkubacije sa jednom od supstanci se pripisuje indukciji
apoptoze nakon zastoja u mitozi. Termin ,mitotska katastrofa” obuhvata jednu vrstu
¢elijske smrti koja moze ali ne mora imati odlike klasicne apoptoze, ali je karakteriSe
prisustvo poremecene kontrole éelisjkog ciklusa, 1 specificna oSte¢enja mitotickog vretena
ili DNK molekula (Castedo et al., 2004). Takode, to §to ova Cetiri ispitivana jedinjenja
izazvala G2/M zastoj nakon inkubacije sa HeLa 1 K562 ¢elijama, moze se objasniti time da
na ovim celijama kra¢e vreme inkubacije dovodi do zastoja u G2/M fazi, a da u trenutku
kad su ¢elije analizirane na proto¢nom citofluorimetru, doslo je ve¢ do indukcije apoptoze u

ovim Celijama.

Da bi se potvrdio potencijal indukcije apoptoze u ovim celijama, kao 1 da bi se
otkrili detalji mehanizma dejstva ovih jedinjenja, HeLa c¢elije tretirane ispitivanim
jedinjenjima koncentracije 21Csp, su inkubirane sa specifiénim inhibitorima kaspaze-3,-8 i -
9 (Z-DEVD-FMK, Z-IETD-FMK, Z-LEHD-FMK). Rezultati pokazuju da sve supstance,
osim jedinjenja 7 i 9, ostvaruju svoje efekte aktivacijom sve tri kaspaze. Ovaj rezultat
pokazuje da ove supstance imaju Sirok spektar dejstava, koji moze aktivirati i spoljasn;ji 1
unutrasnji apoptotski put, a posledi¢no i efektorsku kaspazu-3. Unutra$nji apoptotski put se
aktivira otpustanjem citohroma ¢ iz mitohondrija i otvaranjem Bax/Bak kanala, $to
rezultuje formiranjem Apaf-1/kaspaza-9 apoptozoma, i aktivaciju kaspaze-9. Spoljasnji
apoptotski put se aktivira vezivanjem liganda za membranske receptore smrti, Sto nizom
procesa dovodi do aktivacije kaspaze-8 i formiranja DISC kompleksa. | jedna i druga

kaspaza nizom kaskadnih reakcija aktiviraju efektorsku kaspazu-3 (Cullen i Martin, 2009).

Istrazivanja derivata antrahinona je pokazalo da ova jedinjenja uglavnom dovode do
apoptoze aktivacijom spoljaSnjeg apoptotskog puta. Eksperimenti na prirodnim
antrahinonima su pokazali da je moguce da se ovaj put ne aktivira preko liganda smrti kao
Sto su FasL i TNF, ve¢ preko aktivacije Bid proteina (BH3 interacting-domain death
agonist), na ¢iju ekspresiju moze uticati prisustvo poveéanih koli¢ina p53. Tako su drugi
derivati antrahinona pokazali mogucnost aktivacije kaspaze-8 i preko Fas/FasL i TRAIL
puta aktivacije, postoji moguc¢nost da jedinjenja ispitivana u ovom radu dovode do

oste¢enja koja povecavaju ekspresiju p53, i posledicnu aktivaciju kaspaze-8 (Lin et al.,
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2010a; Wang et al., 2011). Sa druge strane, odreden broj antrahinonskih derivata moze
indukovati apoptozu i aktivacijom kaspaze-9, bez aktivacije kaspaze-8 (Srinivas et al.,
2003).

Poznato je da halkoni pre svega aktiviraju unutrasnji apoptotski put, aktivacijom
kaspaze-9, oslobadanjem citohroma ¢ iz mitohondrija (Hsu et al., 2006; Singh et al., 2013).
Ovo vazi i za tiosemikarbazone, i generalno sve helatore jona, koji bar parcijalno svoje
dejstvo ostvaruju indukcijom kapsaze-9 (Yuan et al., 2014). Medutim, pojedini halkoni
pokazuju i sposobnost aktivacije kaspaze-8, i to indukcijom ekspresije brojnih molekula
kao $to su bcl-2, CD40, FasL, TNFa, itd (Mai et al., 2014). MozZe se pretpostaviti da je
efekat koji ispitivana jedinjenja ostvaruju na HelLa celijama, odnosno aktivacija oba
apoptotska puta rezultat kombinacije farmakofora sa razli¢itim efektima, i na taj nacin je
poboljsana aktivnost jedinjenja. Takode, izmedu razli¢itih puteva aktivacije efektorske
kaspaze-3 postoje interakcije, tako da i to moze doprineti delovanju ovih jedinjenja preko

oba signalna puta.

Pored ovog efekta koji ostvaruje vec¢ina ispitivanih jedinjenja, zanimljivo je dejstvo
jedinjenja 7 1 9, koji kao supstiuente imaju 2-tiofenilmetil i 3-piridilmetil grupe. Inhibicija
kaspaze-3 samo blago utiCe na njihovo dejstvo. Takode, inhibicija kaspaze-9 utie na
veoma mali procenat smanjenja ¢elija u sub-G1 fazi prilikom tretmana jedinjenjem 7, dok
to isto vazi za kaspazu-8 i jedinjenje 9. Iz ovoga se moze zakljuéiti da se njihov apoptotski
efekat samo delimi¢no ostvaruje aktivacijom kaspazne kaskade. Iako je apoptoza primarni
vid Celijske smrti, postoji i nekoliko drugih tipova koji su nezavisni ili samo delimi¢no
zavisni od aktivacije kaspaza. Indukcija drugih tipova Celijske smrti se, osim fizioloski,
moze indukovati i uz pomo¢ TNF-a, kao i razli¢itih hemoterapeutika (Broker i Kruyt,
2005). Pokazano je da na primer flavonoidi mogu da indukuju autofagiju u ciljnim
¢elijama, kao i da neki antrahinoni izazivaju ¢elijsku smrt nezavisnu od kaspaza u ¢elijama
gljiva (Champelovier et al., 2013; Tsang et al., 2013). Dalja ispitivanja ova dva jedinjenja,
719, su potrebna da bi se razumeo njihov mehanizam delovanja, koji je samo u malom

procentu zavistan od aktivacije kaspaza.
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Matriksne metaloproteinaze su proteoliticki enzimi koji pripadaju grupi cink-
zavisnih endopeptidaza. Predstavljaju klju¢ne elemente u molekularnoj komunikaciji
izmedu celije i ¢elijske mikrosredine. Svojim dejstvom ucestvuju i regulisu brojne procese
kao Sto su razvoj organa, inflamatorni procesi, a takode je njihova aktivnost veoma bitna u
razvoju i progresiji tumora. Mogu regulisati rast, diferencijaciju i apoptozu kancer ¢elija, a
pre svega, i klinicki najinteresantnije, migraciju i invazivnost kancer celija, kao i
angiogenezu u tumorskom tkivu (Egeblad i Werb, 2002; Kessenbrock et al., 2010). Neki od
ovih enzima se aktiviraju proteolitickim putem. Ekspresija matriksnih metaloproteinaza je
poviSena u skoro svim kancerima. Za istrazivanja predstavljena u ovom radu,
Ova proteinaza igra klju¢nu ulogu u remodelovanju tumorske mikrosredine, a i njena
aktivnost u sr€anom misicu je znacajna, pogotovo u razvoju i progresiji mnogih sréanih
oboljenja. Supstrati ovog enzima su i receptor za faktor rasta fibroblasta (FGFR1), kao i
laminin (Egeblad i Werb, 2002; Kupai et al., 2010). Takode veoma interesantan podatak je i
da doksorubicin, $iroko primenjivani hemoterapeutik, indukuje ekspresiju MMP-2 i MMP-
9 proteina, pre svega u srcu. Mehanizam dejstva ukljucuje transkripciju gena i aktivaciju
ve¢ postojecih rezervi ovih molekula, i moguce je da je i ovo jedan od nac¢ina koji doprinosi

kardiotoksi¢nosti doksorubicina (Bai et al., 2004; Spallarossa et al., 2006).

Primenom Zelatinske zimografije je ispitan uticaj ispitivanih jedinjenja na aktivnost
matriksnih metaloproteinaza u HelLa <¢elijama, 1 to pri tretmanu subtoksi¢nim
koncentracijama ovih jedinjenja. Zelatinskom zimografijom je moguée pratiti aktivnosti i
MMP-2 i MMP-9 enzima, medutim, posto je aktivhost MMP-2 mnogo vec¢a od aktivnosti
MMP-9, vizualizacija ove trake na gelu je mnogo laksSa i brza nego vizualizacija MMP-9 na
istom gelu, 1 zbog toga Cesto nije moguce videti dodatne trake na tim gelovima. Takode,
treba istaci da razlic¢ite maligne Celijske linije imaju razli¢iti bazalni nivo ekspresije MMP-
2, U zavisnosti od njihovog migratornog i invazivnog potencijala. Za razliku od referentnih
uzoraka cisplatine i doksorubicina, koji ne pokazuju razliku u aktivnosti MMP-2, ostala
jedinjenja pokazuju znacajan efekat na smanjenje aktivnosti ovih enzima u odnosu na
kontrolu. Jedinjenje 7 je jedino koje pokazuje slab efekat prema ovim enzimima, a

jedinjenja 5 i 8 pokazuju najsnaznije dejstvo.
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Antrahinoni su poznati po svojoj sposobnosti da uticu na ekspresiju i aktivnost
matriksnih metaloproteinaza, zbog c¢ega je njihovo dejstvo vezano za inhibiciju
metastaziranja, invazivnosti i neoangiogeneze. Istrazivanja su pokazala da se dejstvo
prirodnih antrahinona ostvaruje smanjenjem ekspresije MMP-2 i MMP-9, i to preko
regulacije promotora njihovih gena. Kako promotori gena ovih proteinaza poseduju vezivna
mesta brojnih regulatora, ukljuc¢ujuci i NF- kB, AP-1, SP1, i brojnih drugih, smatra se da
regulacija nivoa ekspresije matriksnih metaloproteinaza ide preko regulacije neke od ovih
komponenti. Poznato je da MAPK signalni put kao 1 RhoB protein takode reguliSu
ekspresiju MMP-2 i -9 (Suboj et al., 2012). MAP kinaze (mitogen-activated protein kinase)
je familija proteina koja ima funkciju u proliferaciji, prezivljavanju, morfogenezi i
pokretljivosti odnosno invazivnosti ¢elija, i obuhvata brojne ¢lanove, od kojih su najbitniji
ERK1, ERK2, INK 1 i 2, kao i p38 MAPK. Jedna studija je pokazala da antrahinoni, ili
jedan broj antrahinona, najverovatnije deluju preko p38 MAPK signalnog puta (Lin et al.,
2010b).

Za razliku od antrahinona, ispitivanja razli¢itih halkona su pokazala raznovrsniju
sliku. Dok su odredena istrazivanja dolazila do zakljucka da halkoni suprimiraju ekspresiju
samo MMP-9 u velikoj meri, ali ne i MMP-2 (Rodrigues et al., 2011), druge studije
pokazuju znacajan efekat halkona prema nekoliko vrsta matriksnih metaloproteinaza.
Odredeni autori povezuju aktivnost halkona izolovanih iz prirodnih izvora sa inhibicijom
sekrecije MMP-2 ¢ak i do 80% (Ngameni ET AL., 2006), a najnovija istrazivanja pokazuju
da se ova regulacija ekspresije matriksnih metaloproteinaza odvija preko inaktivacije
FAK/JNK signalnog puta, odnosno takode interakcijom sa MAP kinaznim putevima. Ova
studija (Lin i Shih, 2014) je takode pokazala da osim ova dva ¢lana MAP kinaza, ispitivani
halkoni ne uti€u na ostale ¢lanove te familije. Takode, osim ovog dejstva, halkoni mogu
uticati na poveéanje ekspresije IkBa, kao i na spre¢avanje njegove fosforilacije, §to sve
dovodi do smanjenja aktivnosti NF-kB, i spre¢ava njegovu interakciju sa promotorom

matriksnih metaloproteinaza.

U skladu sa navedenim istrazivanjima, u grupi ispitivanih derivata antrahinona,
pretpostavlja se da je antrahinonska farmakofora nosilac najve¢eg dela uticaja na

eksprimiranje i aktivnost matriksne metaloproteinaze 2, mada i drugi delovi molekula
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doprinose ovoj aktivnosti. Ovo istrazivanje pruza osnovu za dalje provere interakcija

ispitivanih jedinjenja i pre svega NF-kB, kao i MAPK signalnih puteva.

Neoangiogeneza u tumorskom tkivu predstavlja jedan od do sada nereSenih
problema u razvoju kancer terapija. Ona predstavlja ogranicavajuci faktor pri Sirenju i
metastaziranju tumora kroz organizam (Kessenbrock et al., 2010). Prilikom preklini¢kih
istrazivanja, potrebno je istraziti potencijal ispitivanih jedinjenja da suprimiraju
angiogenetske procese. Jedan od nacCina na koji moZe da se ispita potencijal ispitivanih
jedinjenja da utic¢u na odredene faze angiogeneze je i primenom Tube formation assay-a,
koji je zasnovan na tome da endotelijalne Celije formiraju kapilarne strukture na povrSini
rekonstruisanog ekstracelularnog matriksa bazalne membrane, suplementiranog faktorima

rasta i drugim supstancama (Arnaoutova et al., 2009).

U skladu sa njihovim inhibitornim uticajem na matriksne metaloproteinaze,
antrahinoni poseduju dobre anti-angiogenetske karakteristike, dobro opisane u literaturi.
Ono §to se generalno istiCe je da polarnost molekula derivata antrahinona doprinosi
njegovoj efikasnosti u inhibiciji neoangiogeneze (He at al., 2009; He et al., 2011). Nedavno
je pokazano da prirodni antrahinoni mogu interagovati sa pripadnicima familije STAT
transkripcionih faktora, preciznije sa STAT3, koji je eksprimiran u mnogim tipovima
kancera, a reguliSe ekspresiju mnogih nizvodnih meta koje su odgovorne =za
neoangiogenezu. Takode, smatra se da deo svog dejstva ostvaruju i preko blokade
fosforilacije VEGFR2 (Subramaniam et al., 2013). Halkoni takode predstavljaju dobre
kandidate za razvoj antitumorskih lekova, posto je pokazano da oni mogu delovati ili
direktno na VEGFR-2 (Rizvi et al., 2012) ili inhibicijom razli¢itih signalnih puteva u ¢eliji
(Varinska et al., 2012; Mojzis et al., 2008).

Prilikom ispitivanja jedinjenja predstavljenih u ovom radu, izabrano je osam od
trinaest jedinjenja ¢iji potencijal inhibicije neoangiogeneze je proveren uz pomo¢ Tube
formazion assay-a. Ova jedinjenja su izabrana na osnovu prethodnih eksperimenata, i to ne
samo na osnovu njihove citotoksi¢ne aktivnosti prema ciljnim ¢elijama, ve¢ i po mogucem
mehanizmu njihovog dejstva i uticaju na druge procese u celiji. Rezultati su u skladu sa

podacima iz literature i pokazano je da na veStackoj bazalnoj membrani, ispitivana
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jedinjenja 1, 2, 3, 7, 10, 11, 12 i 13 dovode do smanjenog formiranja tubularnih struktura.
Dejstva jedinjenja 3 i 10 su posebno izrazena. Kako jedinjenje 10 ima veoma polarnu
strukturu, njegovo izuzetna aktivnost je ocCekivana u inhibiciji neoangiogeneze, i
pretpostavka je da ovo jedinjenje moze stupati u interakcije sa komponentama signalnih
puteva koji kontrolisu ovaj proces. Ono $to je, medutim, zanimljivo, je da jedinjenje 3, koje
je dosta lipofilno, takode pokazuje iznenadujuée dobro dejstvo na endotelijalnim ¢elijama.
Moguce objasnjenje dejstva ovog jedinjenja je da ono deluje direktno na VEGFR2, molekul
koji poseduje hidrofobni dzep, preko koga se ostvaruju regulacija ove kinaze (Schwartz
i Murray, 2011; Sanphanya et al., 2013). lako su potrebna dalja istrazivanja da bi se ova
potencijalna interakcija ispitala, moze se pretpostaviti da hidrofobni lanac jedinjenja 3
poseduje odgovarajuc¢u strukturu i1 duzinu da bi mogla interakcijom sa hidrofobnim

regulatornim dZzepom VEGFR2 da utiCe na supresiju njegove aktivnosti.

Invazivnost, odnosno potencijal migracije Celija, 1 uticaj ispitivanih jedinjenja na
ove karakteristike EA.hy926 ¢elijske linije je takode ispitan u ovom radu. Celije su pracene

na mikroskopu tokom 24 sata, i izraCunat je procenat zatvaranja proreza u monosloju.

Jedinjenja koja su imala najviSe izraZeni inhibitorni uticaj na migraciju ovih celija
su antrahinonski halkoni, osim jedinjenja 13. NajviSe se isti¢e jedinjenje 12, sa furanskim
prstenom. Iz grupe antrahinonskih tiosemikarbazona, najefikasnije su delovale supstance 7,
8 1 9. Kako su pojedina¢ne supstance pokazale razliCite uticaje na migraciju, invazivnost i
neoangiogenezu malignih 1 normalnih ¢elijskih linija, moze se zakljuciti da ove supstance
interaguju sa unutaréelijskim komponentama specifi¢nim za te ¢elijske procese ili njihovim

regulatornim elementima.

Jedinjenja ispitivana u ovom radu, serija od devet antrahinonskih tiosemikarbazona
i Cetiri antrahinonskih halkona, je pokazala izuzetno dobro citotoksi¢no i antiproliferativno
dejstvo prema nizu malignih ¢elijskih linija, poreklom iz razli¢itih tipova tumora. Takode,
ove supstance su pokazale dobru selektivnost prema mnogim Cdelijskim linijama, a
jedinjenje 3 se posebno istie kao veoma aktivno i selektivno prema vrlo rezistentnoj
¢elijskoj liniji poreklom iz metastaze kancera dojke u odnosu na normalnu. IstraZivanje

njihovog dejstva je dovelo do saznanja da ove supstance izazivaju apoptozu u ciljnim
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¢elijama, a antrahinonski halkoni to ¢ine prvo dovodeé¢i do zastoja u G2/M fazi. Sve
supstance, osim jedinjenja 7 i 9 indukuju apoptozu i preko unutrasnjeg i preko spoljasnjeg
signalnog puta. Takode, ova jedinjenja su veoma aktivna u inhibiciji metastaziranja,
supresijom ekspresije matriksnih metaloproteinaza, inhibiciji angiogeneze kao i migracije i

invazivnosti.

Grupa antrahinonskih halkona je pokazala veoma izrazeno dejstvo u svim
ispitivanjima, 1 mogla bi da predstavlja izuzetno dobru osnovu za dalja istraZivanja.
Posebno je primetno da jedinjenja sa halogenim supstituentima, kao i furanskim prstenom
imaju snaznu aktivnost, dok jedinjenje 13, sa benzenskim prstenom ima umerenije dejstvo

na sve karakteristike maligne Celije.

U grupi antrahinonskih tiosemikarbazona posebno se istiCu jedinjenja 1 i 3.
Jedinjenje 1, sa fenil supstituentom na tioamidnom delu molekula, poseduje izrazito snaznu
citotoksi¢nu aktivnost, ali je manje efikasno u supresiji drugih procesa u kancer ¢eliji. Sa
druge strane, jedinjenje 3, iako je manje citotoksi¢no i ima manju antiproliferativnu
aktivnost od jedinjenja 1, poseduje druge, veoma zanimljive Kkarakteristike, i potencijal
interakcije sa komponentama maligne celije, ¢ime inhibitorno deluje na migraciju i

angiogenezu. Ono Sto ga posebno odlikuje je izuzetno dobra selektivnost.

Rezultati ovog istrazivanja, koje po prvi put predstavlja uticaj kombinovanih
farmakofora sa ve¢ poznatim anti-tumorskim karakteristikama, na razli¢ite aspekte razvoja,
proliferacije 1 metastaziranja tumora, ¢e doprineti razvoju aktivnijih 1 manje toksi¢nih

citostatika i kao glavni cilj imaju poboljSanje terapije kancera.
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6. ZakljucCak

o Grupa novosintetisanih derivata antrahinona koja se sastoji od dve
podgrupe, antrahinonskih tiosemikarbazona i antrahinonskih halkona sa iminskim
fragmentom, pokazuje izuzetno dobro citotoksi¢no i antiproliferativno dejstvo prema
nizu malignih €elijskih linija, kao 1 znacajnu selektivnost prema malignim u odnosu na

normalne transformisane celije.

o Najbolje dejstvo jedinjenja pokazuju prema K562 malignim ¢elijama, dok
generalno najslabije dejstvo imaju na MDA-MB-361 c¢elije kancera dojke, osim

jedinjenja 3, koje je pokazalo izuzetno dejstvo kao i selektivnost prema ovim ¢elijama.

o Morfoloska analiza malignih c¢elija tretiranih ispitivanim jedinjenjima

pokazuje da ova jedinjenja deluju indukujuéi apoptozu u ciljnim ¢elijama.

o Grupa jedinjenja sa halkonskom farmakoforom dovodi do G2/M zastoja u
¢elijskom ciklusu tretiranih malignih ¢elija, nakon ¢ega dolazi do indukcije apoptoze u

ovim ¢elijama.

. Sva jedinjenja indukuju apoptozu u ciljnim celijama aktivacijom i
spoljasnjeg i unutrasnjeg apoptotskog puta, osim jedinjenja 7 i 9, ¢ija se dejstvo samo

delimi¢no ostvaruje preko jednog od ova dva puta.

o Sva ispitivana jedinjenja, osim jedinjenja 7, pokazuju izuzetan potencijal
spreCavanja metastaza, inhibicijom MMP-2, pri ¢emu jedinjenja 5 i 8 pokazuju

najbolje dejstvo.

J Od osam jedinjenja kod kojih je ispitivan potencijal spreavanja
neoangiogenze, jedinjenje 3 iz grupe antrahinonskih tiosemikarbazona, i jedinjenje 10

iz grupe antrahinonskih halkona su pokazala najvecu aktivnost.
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Zakljucak

o Na inhibiciju potencijala migriranja najbolje su delovala jedinjenja iz grupe
antrahinonskih halkona, kao i jedinjenja 7, 8 i 9 iz grupe antrahinonskih

tiosemikarbazona. Najvise se istice inhibitorno dejstvo jedinjenja 12.

o Ispitivani antrahinonski derivati pokazuju znacajna antitumorska dejstva, i
selektivnost prema ciljnim malignim ¢elijama. Ova istrazivanja predstavljaju osnovu za

dalji razvoj ovih jedinjenja u terapeutske svrhe.

o Ispitivana serija antrahinonskih halkona je generalno pokazala najbolja
dejstva na razliite aspekte malignog rasta, proliferacije i metastatskog potencijala

malignih ¢elija.

o Iz grupe antrahinonskih tiosemikarbazona, najvise se isticu jedinjenja 1 i 3,
sa fenil i heksil-supstituentima, koji poseduju znacajno citotoksi¢no, antiinvazivno,

antineoangiogenetsko i antimetastatsko dejstvo.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MNMoTnuncanu-a Bpanka KonyHuwuja

6poj nHgekca __M3001/2011

UsjaBrbyjem

a je [OKTOpCKa gucepTtaumja nog HacnoBom

McnutmBake MexaHM3Ma aHTUTYMOPCKOr AeNI0Baka AepuBaTa aHTpaxmMHOHa in Vitro

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXXMBaYKor paaa,

e [a npefgnoxeHa guceptauuja y LenNuHU HU Yy JenoBuUMa Huje Buna npeanoxeHa
3a pgobujakbe OMMNO KOje OunnoMe npema CTyaujCKMM nporpamuMma gpyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3yntatu KOPeKTHO HaBegeHUN U

e [a HMCaM KpLuMo/na ayTopcka npaBa M KOPWUCTUO WHTENEKTYarnHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpaay, 25.09.2014.




Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWLITaMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npeanme aytopa bpaHka KonyHuunja

bpoj nHagekca M3001/2011

Cryamjckn nporpam __MonekynapHa 6uonoruvja eykapuorta

Hacnos pana McnutmBake MexaHnaMa aHTUTYMOPCKOr AenoBawa AepuBaTta

aHTpaxuHOHA in Vitro

MeHTOp npod.ap OywaHka Casuh-IasuheBuh, Hay4yHu capagHuk gp TaTtjana
CraHojkosuh

MotnucaHwu/a BpaHka KonyHuuja

M3sjaBrbyjeM fa je wramnaHa Bep3vja MOr JOKTOPCKOr pada WUCTOBETHA EfEKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBake Ha nopTany OurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uTeTa y beorpagy.

[o3sorbaBam ga ce objaBe MOjM NMYHM nodaum BesaHu 3a gobujarbe akagemckor
3Baka JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 npe3ume, rogMHa u Mecto pohewa n gatym
ogbpaHe paga.

OBM nUYHM nodauM Mory ce o06jaBUTM Ha MPEXHMM CTpaHuuama JurutanHe
6nbnunoTeke, y eNEKTPOHCKOM KaTarory vy nybnvkauvjama YHueepauteta y beorpaay.

MoTtnuc pokTtopaHaa

s

Y Beorpagay, 25.09.2014.




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y [AurutanHu
penosvtopmnjym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece MOjy OOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacnoBoMm:

McnutnBawe MexaHnmaMa aHTUTYMOPCKOr AeNoBaka AepmnBaTa aHTpaxmHoHa in Vitro

Koja je Moje ayTopcKo geno.

IuncepTaumjy ca cBuM npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckomMm dopmMaTty norogHom
3a TpajHO apxuBmMpa-e.

Mojy OOKTOpCKy aucepTaunjy noxpaweHy y OurntanHm penosmtopujym YHusepsnteTa
y Beorpagy mory fa kopucrte cBu Koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4duo/na.

1. AyTOopCTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUKjarnHo

3. AyTopcTBO — HekomepuwmjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMNjarHO — AeNUTN NO4 UCTMM yCrioBUma
5. AytopctBo — 6e3 npepage

6. AyTOopCcTBO — OenuTu nog UCTUM ycrioBumMma

(MonMmo ga 3aoKpyXxuTe camo jedHy OA LWecT NoHyheHux nuueHuwu, Kpatak onuc
nuueHumM gart je Ha nonehuHun nucra).

MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpagay, 25.09.2014.




1. AytopcTBo - [lo3BorbaBaTte yMHOXaBake, OUCTpuUOyLMjy M jaBHO caoniiTaBarke
Aena, n npepage, ako ce Hasefe MMe ayTopa Ha HayuH odpefneH oA cTpaHe ayTopa
UnNn gasaoua nuueHue, Yak 1 y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja oa cBux
nuueHun.

2. AyTtopcTBO — HekoMmepumjanHo. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBakwe, AUCTpUBYLMjy 1 jaBHO
caonwTasawe Aerna, v npepage, ako ce HaBege Mme aytopa Ha HauvH oapefeH o
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He J03BOrbaBa KomepuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOpCTBO - HekomepuujanHo — 06e3 npepage. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBak-€,
ANCTpnbyunjy M jaBHO caonwTaBawe aena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa Wnu
ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He O03BOSfbaBa KOMepuujanHy
ynoTpeby gena. Y ogHOCy Ha CBe ocTarne fuueHLe, OBOM JIMLEHLIOM Ce OorpaHuyaBa
Hajsehn o6um npaBa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKoMepuwujanHo — JennTtu nog uctum ycrosuma. [o3BosrbaBaTe
YMHOXaBake, oucTpmbyumjy 1 jaBHO caonwitaBakwe gena, 1 npepage, ako ce HaBefe
nve aytopa Ha HayuMH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu gasBaoua NUUEHLE U ako ce
npepaga AuUCTpubympa nog WCTOM WM CIMYHOM nuueHuoM. OBa nuvueHua He
[03BOSbaBa komepumjandy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBawe, OUCTPUBYLMjy U jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara nnu ynotpebe genay cBom geny,
aKo ce HaBege MMe ayTopa Ha HauvMH ofapefheH of cTpaHe ayTopa wunu gaeaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BoSbaBa kKoMepLmjanHy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO - JdenuTu nog wcTum ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBarbe,
AVCTPMBYLUMjY 1 jaBHO caonLwuTaBakwe Aena, u npepage, ako ce HaBefe vMe ayTopa Ha
HauMH ogpeheH o cTpaHe ayTopa unu gasBaoua fuUeHue W ako ce npepaja
anctpubynpa nog UCTOM UNM  CAMYHOM  nuueHuoMm. OBa nuueHua [03BOrbasa
koMepuujanHy ynotpeby pena u npepaga. CnuyHa je codTBepckuMm nuueHuama,
OOHOCHO fMueHLamMa OTBOPEHOr KoAa.



