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POPIS KRATICA

DNA (engl. deoxyribonucleic acid) deoksiribonukleinska kiselina

DMSO (engl.dimethyl sulfoxide) dimetil sulfoksid

HuT-78 (engl. human T cell lymphoma) T-stani¢ni limfom

PBS (engl. phosphate-buffered saline) fosfatni pufer

PGCC (engl. polyploid giant cancer cells) gigantske poliplodne stanice raka
PI (engl. propidium iodide) propidij jodid

RNA (engl. ribonucleic acid) ribonukleinska kiselina

RPMI 1640 (engl. Roswell Park Memorial Institute) medij

TIBO ( engl. tetrahydro-imidazole-benzodiazepine) derivat benzoimidazola
TNBC (engl. triple negative breast cancer) trostruko negativni karcinom dojke

TPH-1 (engl. human monocytic cell leukemia) monocitna leukemija
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1. UVOD

1.1. Kinolin

Kinolin ili benzo[b]piridin skupina je heterociklickih aromatskih organskih spojeva
kemijske formule: CoH7N. Unutar kinolinske grupe spojeva kinolin je najjednostavniji spoj.
Cijela skupina karakterizirana je dvostrukom prstenastom strukturom koja se sastoji od
benzena i piridinskog prstena spojenog na dva susjedna ugljikova atoma (Slika 1.). Nekoliko
derivata kinolina, nadenih u prirodi ili umjetno sintetizirani, se destelje¢ima Kkoriste u
terapijske svrhe. Primjerice, korijen biljke Chinchona, koja sadrzi kinin, koristi se za lije¢enje
aritmije ve¢ vise od dvjesto godina, dok se dijastereoizomer kinina, kinidin, pocetkom 20.
stolje¢a smatrao najmoc¢nijim antiaritmijskim lijekom (1). Kinolinska struktura ¢esto se koristi
za oblikovanje novih sintetickih spojeva s razli¢itim farmakoloskim svojstvima. Mogu

djelovati protuupalno, antimikrobno, citotoksi¢no, antibakterijski i protutumorski (2).

Slika 1. Strukturna formula kinolina (sliku izradio autor)

1.1.1. Klorkinolin

Klorkinolin je derivat kinolina, ¢ija se struktura danas najviSe koristi kao osnova za
sintezu novih iznimno potencijalnih bioloski aktivnih molekula u medicinskoj kemiji (Slika

2.). Klorokin, 7-kloro-4-aminokinolin, glavni je lijek koji se koristi za lije¢enje malarije u
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posljednjih sedam desetlje¢a. Glavne prednosti ovog lijeka su ograni¢ena toksi¢nost za
domacdina, jednostavnost upotrebe te niska cijena. U posljednje vrijeme je zbog sve vece

rezistencije parazita zamijenjen artemisininom i njegovim derivatima (3).

U novije vrijeme, klorkinolin i njegovi strukturni analozi predmet su velikog interesa i
koriste se kao osnovne strukture u razvoju lijekova za lijeCenje raka pri ¢emu se koriste

najnovije znanstvene spoznaje o njihovim interkaliraju¢im svojstvima (4).

Njihovim umetanjem izmedu baznih parova DNA, tj. interkaliranjem, dolazi do
ometanja normalnog funkcioniranja enzima topoizomeraze Il (5). Ovaj nacin vezanja
karakterizira niska selektivnost prema razli¢itim sljedovima DNA ili RNA, kao i niska ili
neselektivna bioaktivnost, no selektivnost se pokusava poboljSati uvodenjem specifi¢nih

supstituenata na osnovnoj aromatskoj jezgri (6).

Objavljeni rezultati istrazivanja pokazuju da spojevi klorkinolina su bioloski aktivni, te
da inhibiraju rast stanica u razli¢itim vrstama ljudskih karcinoma, posebno u stanicama raka
pluca i stanicama glioma. Nedavno su objavljeni i rezultati istrazivanja iz koje se vidi da ove
vrste spojeva zaustavljaju stvaranje metastaza i sprijeCavaju migracije stanica u misjem
modelu trostruko negativnog karcinoma dojke (engl. Triple Negative Breast Cancer, TNBC).
Budu¢i da je protutumorska aktivnost najzanimljivija karakteristika klorkinolina, uloZeni su

znatni napori u dizajniranju i sintezi novih klorkinolinskih derivata (2).

\

Cl1 N

Slika 2. Strukturna formula klorkinolina (sliku izradio autor)
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1.2. Benzoimidazol

Benzoimidazol je heterociklicki aromatski organski spoj koji je vazan farmakofor u
medicinskoj kemiji. Biciklicke je prirode i nastao je fuzijom prstena benzena i imidazola
(Slika 3.), te se koristi od 1990.-ih godina kada su sintetizirani mnogi derivati benzoimidazola
supstitucijom fluora, propilena, tetrahindrokinolina itd (7). Najistaknutiji spoj benzoimidazola
u prirodi je N-ribozil-dimetilbenzimidazol, koji sluzi kao ligand za kobalt u vitaminu B12
(kobalamin). Nadalje, struktura benzoimidazola sadrzana je u strukturi mnogih farmakoloskih
agensa koji imaju antibakterijsko, antifungalno, antiinfektivno, antitumorsko i mnoga druga

bioloska djelovanja (8).

Slika 3. Strukturna formula benzoimidazola (sliku izradio autor)

1.2.1. Spojevi benzoimidazola

Budu¢i da je benzoimidazolska jezgra klju¢ni gradivni element za razne kemijske
spojeve koji imaju presudnu ulogu u funkcioniranju bioloski vaznih molekula, tijekom
posljednjih nekoliko godina postoji stalan i rastu¢i interes za sintezu novih derivata
benzoimidazola i ispitivanje njihovih bioloskoh svojstava. Antibakterijsko djelovanje
benzoimidazola opisano je u brojnim znanstvenim publikacijama, a mehanizam djelovanja se
objasnjava njihovom kompetitivnosti s purinskim nukleobazama sto rezultira inhibicijom
sinteze bakterijskih nukleinskih kiselina i proteina (9). Takoder opisana su antimikrobna i
antifugalna djelovanja derivata (7). Jedan od derivata benzoimidazola, tetrahidro-imidazol-
benzodiazepin (TIBO) je nekompetitivni ne-nukleotidni antiretrovirusni lijek sa specifi¢nim

alostericnim mjestom vezanja HIV-1 reverzne transkriptaze. Derivati TIBO pokazali su se
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snaznim, Visoko selektivnim i specifi¢nim inhibitorima replikacije HIV-1 in vitro, ali nazalost
ne i kod HIV-2 (7).

Nekolicina prethodnih istrazivanja sugerirala su da je benzoimidazol najistaknutiji
heterociklicki spoj koji ima dobra citotoksi¢na svojstva protiv razli¢itih vrsta stani¢nih linija
karcinoma (7,10). Dobar primjer je nokodazol koji djeluje tako da ometa polimerizaciju
mikrotubula. Zatim treba spomenuti i djelovanje metil-2-benzimidazol karbamata
(karbendazima) koji inhibira funkciju mikrotubula Sto rezultira apoptozom u tretiranim
stanicama. U in vitro istrazivanjima dokazano je snazno antitumorsko djelovanje na misji B16
melanom te na humane stani¢ne linije karcinoma debelog crijeva HT-29 (10). Mehanizmi
protutumorskog djelovanja su usko povezani s inhibicijom topoizomeraze | i Il, receptora

VEGFR-2 i TIE-2 kinaze i enzima za popravak DNA polimeraze (11).

1.3. Stanié¢ni ciklus

Stani¢ni ciklus sveprisutni je 1 sloZzen proces ukljucen u rast i1 proliferaciju stanica,
razvoj organa, regulaciju popravka oStecenja DNA te obnavljanje stanica, tkiva 1 organa. Kod
eukariotskih stanica diobeni ciklus ¢ine Cetiri medusobno povezana procesa: stani¢ni rast,
replikacija DNA, raspodjela udvostru¢enih kromosoma i podjela stanica. Taj proces odvija se
priblizno svaka 24 sata. Stani¢ni ciklus sastoji se od dva osnovna dijela: mitoze i interfaze.
Mitoza je dioba stani¢ne jezgre u kojima dolazi do odvajanja kromosoma stanica-kéeri te
obi¢no zavrSava diobom stanice koju nazivamo citokineza. Za vrijeme mitoze kromosomi se
kondenziraju, stvara se diobeno vreteno te dolazi do vezanja kromosoma za mikrotubule u
diobenom vretenu. Zatim se kromatide odvajaju na suprotne polove stvarajuc¢i dvije jezgre.
Mitoza se sastoji od Cetiriju faza: profaze, metafaze, anafaze i telofaze, dok se razdoblje
izmedu dvaju mitoza naziva interfazom koja ¢ini 95% vremena cijelokupnoga stani¢nog
ciklusa. Tijekom interfaze stanica se priprema za diobu, odnosno odvija se stani¢ni rast,

replikacija DNA, a kromosomi su dekondenzirani.

Sinteza DNA sastoji se od Cetiri zasebne faze: GI1, S, G2, M. Tijekom G1 faze
stanica raste, povecava svoj volumen, odnosno priprema se za S fazu u kojoj dolazi do
replikacije DNA. DovrSenjem sinteze DNA pocinje G2 faza u kojoj dolazi do stani¢nog rasta
te sinteze proteina koji su potrebni za mitozu. U M fazi odvija se mitoza nakon koje slijedi

citokineza, odnosno podjela stanice, te povratak dviju nastalih stanica kéeri u G1 fazu. Fazu
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mirovanja nazivamo GO fazom tijekom koje su stanice metabolicki aktivne, ali nema
proliferacije dok ih na to odgovaraju¢i izvanstani¢ni signali ne potaknu. Medutim, postoje
stanice koje zauvijek ostaju u GO fazi. To je vidljivo kod stanica koje su visoko diferencirane,
kao $to su ziv€ane stanice, ili kod stanicne starosti gdje zbog skracenja telomera ili oStecenja

DNA stanice gube svoj diobeni potencijal (12,13).

1.3.1. Regulacija stani¢nog ciklusa

Dioba svake stanice pomno je reguliran i koordiniran proces sa stani¢nim rastom i
replikacijom DNA kako bi se osigurao nastanak stanica kceri S neoSteCenim genomom.
Usprkos strogoj regulaciji ciklusa, pogreske se dogadaju i uzrok su nenormalnoj proliferaciji u
stanice raka pa su posljedi¢no istrazivanja stani¢nog ciklusa i nastanka raka postale usko

povezane (12).

Stani¢ni ciklus ima nekoliko regulatornih ili kontrolnih tocaka ¢ija zadaca je sprijeciti
ulazak u slijede¢u fazu stanicnog ciklusa ako prethodna faza nije dovrSena. Za veéinu stanica
sisavaca glavna regulatorna tocka nalazi se pri kraju G1 faze (tzv. restrikcijska tocka) koja
regulira prelazak stanice iz G1 u S fazu ciklusa. Osim unutarstani¢nih signala, napredovanje
stanice kroz stani¢ni ciklus reguliraju 1 izvanstani¢ni signali iz okoline od kojih najveci
utjecaj imaju faktori rasta. Prikladni faktori rasta omogucuju stanici prolazak kroz
restrikcijsku toc¢ku i ulazak u S fazu te napredovanje kroz ostale faze ciklusa ¢ak i bez daljnje
stimulacije faktorima rasta. S druge strane, ako faktori rasta nisu prisutni tijekom G1 faze,
stanica ulazi u GO fazu. Idu¢a kontrola proliferacije dogada se u G2 fazi stani¢nog ciklusa.
Ona otkriva nereplicirane dijelove DNA 1 na taj nacin sprjecava ulazak u M fazu ukoliko S
faza nije dovrSena, odnosno ukoliko genom nije u potpunosti repliciran. Osim toga, otkriva
oSte¢enja DNA uzrokovana zracenjem te popravlja nastalo ostecenje. Kontrolna tocka u S fazi

kontrolira integritet DNA, otkriva i popravlja ostecenje prije same replikacije (11-13).

Zaustavljanje ciklusa u G1, G2 i S kontrolnim tockama omogucuju proteinski
kompleksi koje nazivamo 1 senzorima za DNA oStecenja. Djeluju tako Sto se vezu na oStecene
dijelove DNA i pokre¢u signalne putove koji zaustavljaju stani¢ni ciklus i dovode do

aktivacije popravka nastalog ostecenja ili aktiviraju stani¢nu smrt (11).
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1.4. Proto¢na citometrija

Tijekom posljednjih godina proto¢na citometrija nametnula se kao korisna,
jednostavna, visokoinformativna, brza metoda kojom se mogu analizirati strukturne,
fizioloske i funkcijske osobine stanica. Povijesno gledano, prva razvijena proto¢na citometrija
bila je instrument s jednim parametrom koji je detektirao samo veli¢inu stanica. Do danas su
se razvili vrlo sofisticirani instrumenti s moguc¢nos¢u istodobnog otkrivanja 14 parametara

(14).

Temeljni princip proto¢ne citometrije povezan je sa rasprSivanjem Svjetlosti i
emisijom fluorescencije, koja se javlja kao svjetlost iz izvora pobude (obi¢no laserske zrake)
koja udara u pokretne Cestice. RasprSivanje svjetlosti izravno je povezano sa strukturnim i
morfoloskim svojstvima stanice, dok je emisija fluorescencije izvedena iz fluorescentne sonde

proporcionalna koli¢ini fluorescentne sonde vezane za stanicu ili stani¢nu komponentu.

Glavne komponente protoc¢nih citometara u osnovi su fluidni sustav, opticki sustav
(pobuda i prikupljanje), elektronicka mreza (detektori) i rac¢unalo (Slika 4.). Tekuéina je
odgovorna za usmjeravanje suspenzija koje sadrze Cestice prema izvoru svjetlosti. Optika
pobude fokusira izvor svjetlosti na stanice/Cestice, dok optika sakupljanja prenosi rasprseni
svjetlosni ili fluorescentni svjetlosni materijal Cestice u elektronicku mrezu. Elektronicka
mreza otkriva signal i pretvara ih u digitalne podatke koji su proporcionalni intenzitetu

svjetlosti, dok je racunalo potrebno za analizu podataka (15).

Protocna citometrija koristi se u otkrivanju membranskih, citoplazmatskih 1 nuklearnih
antigena. Uz to, proto¢na citometrija takoder moze istraziti cijele stanice i stani¢ne
komponente kao $to su organele, jezgre, DNA, RNA, kromosomi, citokini, hormoni i sadrzaj
proteina. Analiza stani¢ne proliferacije i stani¢nog ciklusa, mjerenje protoka kalcija i
membranskih potencijala uobicajeni su primjeri metoda razvijenih za proto¢nu citometriju.
Nadalje, proto¢nom citometrijom moze se izravno myjeriti sadrzaj jezgrine DNA te odrediti
zastupljenosti udjela stanica u pojedinoj fazi stani¢nog ciklusa. Usporedujuci testirane stanice
s kontrolnima mogu se dobiti veoma znacajni podatci o utjecaju raznih ¢imbenika (npr.

pimjena lijekova) na stani¢ni ciklus stanica (14).
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Slika 4. Sustav proto¢nog citometra (sliku izradio autor)
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racunalo



HIPOTEZA

2. HIPOTEZA

Novosintetizirani hibridi 7-klorkinolin-benzoimidazoli dovode do zaustavljanja stanica

u odredenoj fazi stani¢nog ciklusa.
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3. CILJ

Cilj istrazivanja je ispitati ucinak novosintetiziranih hibrida 7-klorkinolin-
benzoimidazola na tumorskim stanicama, te odrediti promjene stani¢nog ciklusa i razliku u

distribuciji stanica u odnosu na netretirane stanice.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. MATERIJALI

4.1.1. Stanicne linije

U ovom radu koristene su dvije komercijalno dostupne stani¢ne linije:
* HUT-78 (ATTC® TIB-161) — stanice akutnog T-stani¢nog limfoma

* THP-1 (ATTC® TIB-202) — stanice akutne monocitne leukemije

4.1.2. Kemikalije

e Roswell Park Memorial Institute medij (RPMI 1640), AQmedia™, sa L-alanil-
glutaminom, Sigma-Aldrich® (Velika Britanija)

e PBS (fosfatom puferirana otopina soli)

e Eritrozin B, Merck (Dermstadt, Njemacka)

e Etanol, histanol, Biognost (Zagreb, Hrvatska)

e RNAse A, 50mg, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Diiren, Njemacka)
e Propidij jodid, 95%, Acros Organics, Fisher Scientific (Velika Britanija)

4.2. METODE

4.2.1. Kulturastanica invitro

Stanice smo kultivirali u bo¢icama za uzgoj stanica povrSine 25 cm? i 75 cm? (BD
Falcon, Njemacka) u CO; inkubatoru (IGO 150 CELLIifeTM, JOUAN, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) s kontroliranom atmosferom uz 5% CO3 i temperaturu od
37°C.

10
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Vijabilnost poraslih stanica u kulturi odredili smo neposredno prije stavljanja stanica u
pokus. Stanice smo obojali Eritrozin B bojom koja prodire u stanice s oSte¢enom
membranom, dok vijabilne stanice izbacuju boju te su vidljive kao neobojene stanice koje se
broje. Stani¢nu suspenziju s bojom prenijeli smo u Biirker-Tiirkovu komoricu koju smo

promatrali pod invertnim mikroskopom (Zeiss Axiovert 25, Njemacka) (Slika 5.)

===

P ® ) Obojane stanice

& & . Neobojane stanice

Slika 5. Mikroskopski prikaz stanica u Biirker-Tiirkovoj komorici (sliku izradio autor)

Broj zivuéih stanica odredili smo formulom:
N/4 -3 =X-10*stanicalcm?

Gdje je:

N — broj stanica

4 — broj polja u komorici

3 — faktor razrjedenja

4.2.2. Priprema 7-klorkinolin-benzoimidazolnih hibrida

Otopine 7-klorkinolin-benzoimidazonih hibrida otopili smo u dimetil sulfoksidu
(DMSO0) u koncentraciji od 1x102 mol/L. Hibridi su sintetizirani na Zavodu za organsku

11
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kemiju na Veterinarskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu. Koristili smo sedam razli¢itih

hibrida koje smo oznacili oznakama: KB1, KB2, KB3, KB4, KB5, KB6 i KB7.

4.2.3. Tretman stanica hibridima

Svaku stani¢nu liniju prenijeli smo na mikrotitarske plo¢e sa Sest jazica s ravnim
dnom. Stanice HUT-78 nasadili smo u koncentraciji 5x10° st/jazici, dok smo THP-1 nasadili u
koncentraciji 3x10° st/jazici u volumenu od 3 mL na mikrotitarskoj plo¢i sa $est jaZica.
Obzirom da se u radu upotrebljavaju stani¢ne linije u suspenziji, odmah nakon nasadivanja
stanice smo tretirali ispitivanim hibridima u koncentraciji 5x10® mol/L. Stanice su zatim

inkubirane 24 sata u CO- inkubatoru na 37°C.

4.2.4. Odredivanje stani¢nog ciklusa proto¢nom citometrijom

Nakon 24-satne inkubacije stanica s ispitivanim hibridima, stanice su centrifugirane na
1100 rpm / 6 min, isprane fosfatnim puferom (PBS) te fiksirane s 3 mL 70%-tnim hladnim

etanolom te pohranjene na -20°C do dana analize na proto¢nom citometru.

Na dan izvodenja analize, stanice smo pripremili za postupak tako da smo svaku
epruvetu nekoliko sekundi vorteksirali te centrifugirali (1100 rpm, 6 minuta, 25°C) (Jouan
BR4, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), nakon ¢ega smo odlili etanol. Zatim
smo dodali 1 mL PBS-a te ponovo centrifugirali. Nakon centrifugiranja odlili smo dodan
PBS, stanice smo resuspendirali s 350 uL PBS-a i prenijeli u epruvete namijenjene za
proto¢nu citometriju. Dodali smo RNA-zu u koncentraciji od 0,5 mg/mL te inkubirali 5
minuta. Zatim smo dodali fluorescentnu boju propidij jodid (PI) u koncentraciji od 15 pg/mL
te smo epruvete ostavili inkubirati na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon pola sata
inkubiranja, epruvete smo stavili na led te proveli analizu na proto¢nom citometru (BD
FACSCanto, BD Biosciences, Ceska).
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4.2.5. Statisti¢ka obrada podataka

Proto¢nom citometrijom analizirali smo stanice u duplikatu. Podatci su prikazani kao
srednja vrijednost postotka populacije sa koeficijentom varijacije (CV). FlowJo program
koristili smo za obradu i analizu podataka sa proto¢nog citometra. Statisticka analiza podataka
obavila se pomocu statistickog programa XLSTAT 2021.2.2 za Windows operativne sustave
(16). Distribucija stanica u fazama stani¢nog ciklusa provedena je ANOVA analizom s

Dunnetovim testom gdje je razina statisticke znacajnosti odredena kao P < 0,05.
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5. REZULTATI

Stani¢ni ciklus ispitivan je na stani¢nim linijama HuT-78 i THP-1 nakon 24-satnog
tretmana hibridima7-klorkinolin-benzoimidazola. Rezultati su prikazani tablicno (Tablica 1. i
2.) i histogramski (Slika 6. 17.).

Nakon izlaganja stanica HuT-78 hibridu KB1 doslo je do statisticki znacajnog
porasta stanica u sub GO fazi (3,3 % =+ 2) i grupi poliploida (19,3 % = 0,8) te smanjenje udjela
stanica u fazama G0/G1 (35,5 % * 2,2) 1 G2/M (23 % =+ 1,5) u odnosu na kontrolne stanice. S
druge strane, nije uocena statisticki znacajan razlika u stanicnom ciklusu izmedu tretiranih i

kontrolnih THP-1stanicama nakon izlaganja spoju .

Nakon izlaganja stanica HuT-78 KB2 hibridu doslo je do statisticki znacajanog
smanjenja udjela stanica u GO/G1 (39,2 % + 3,7) i G2/M fazi (25,4 % + 2) te znacajan porast
udjela poliploida (19,4 % + 3,1) u odnosu na kontrolu. Na stani¢ni ciklus THP-1 stanica

hibrid KB2 nije statiti¢ki znacajno utjecao.

Tretman KB3 je kod HuT-78 stani¢ne linije doveo do znaajnog smanjenja udjela
stanica u fazama G0/G1 (35 % +4,7) i G2/M (21,5 % + 2,5), a porasta u sub GO fazi (3,2 %
+ 0,8) te grupi poliploida (19,9 % + 3,1). Isti tretman na THP-1 stani¢nu liniju ne pokazuje

statisti¢ki znac¢ajnu promjenu u odnosu na kontrolu.

Tretman KB4 primjenjen na HuT-78 stani¢nu liniju doveo je do statisti¢ki zna¢ajnog
povecanja udjela stanica unutar sub GO (4 % + 2) i G2/M faze (60 % =+ 2,1) te smanjenja
stanica unutar GO/G1 faze (9,2 % + 0,02) u odnosu na kontrolu. Kod THP-1 stani¢ne linije
nakon tretmana prisutan je statisticki znacajan porast stanica u sub GO (7,2 % = 2,4) i G2/M
fazi (54,1 % =+ 4,2) te skupini poliploida (5,2 % =+ 0,5), dok je znacajno smanjenje primjeceno
unutar GO/G1 faze (8,7 % + 0,4).

Tretman KB5 je kod HUT-78 stani¢ne linije pokazao statisticki znacajan porast stanica
unutar sub GO faze (13,8% = 1,1) te znacajno smanjenje udjela stanica u GO/G1 fazi (30,5% +
0,4) dok promjene u ostalim fazama nisu statisticki znac¢ajne. Na THP-1 stanice, tretman je

postigao znacajnu promjenu u sub GO fazi (8,5% =+ 0,6) gdje se povecao udio stanica.

Tretman KB6 nije pokazao statisticki znaCajnu promjenu ni jednoj fazi stani¢nog

ciklusa u obje stani¢ne linije u odnosu na kontrolu.
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Tretman KB7 primjenjen na HuT-78 stani¢nu liniju nije

statisti¢ki

REZULTATI

znacajno

promijenio distribuciju stanica, dok je u THP-1 stani¢noj liniji doveo do znaCajnog porasta
stanica u GO/G1 fazi (52,6 % + 5,3), te smanjenja stanica unutar G2/M faze (15,6 % = 8,5)

stani¢nog ciklusa u odnosu na kontrole.

Tablica 1. Udio HuT-78 stanica u fazama stani¢nog ciklusa obzirom na tretman 7-klorkinolin-

benzoimidazolima

Stani¢na Tretman Stanice u Stanice u Stanice u S Stanice u Poliploidi
linija sub GO fazi | GO0/G1 fazi fazi (%) G2/M fazi (%)
(%) (%) (%)
Kontrola 0,3+0,01 | 478+1,6 17,4+£0,5 31,1+1 2,8+0,1
KB1 3,3+£2* 355+22* | 157+04 23+15*% | 19,3+0,8*
KB2 06+02 | 392+37* | 143+13 254 +£2* | 194+3,1*
HuT-78 KB3 3,2+0,8* 35+ 4,7* 16,8+43 | 215+25* | 199+3,1*
KB4 4+ 2* 9,2+0,02* | 124+0,8 60 +2,1* 11,3+0,9
KB5 138+1,1* | 305+0,4* | 143+0,2 28,5+0,3 72+12
KB6 0,6+0,1 52,7+0,6 155+0,1 28+0,4 24+01
KB7 16+1,3 525+1,3 148+0,1 26,8+ 0,4 3,6 +0,1

(*) — statisticka znacajnost odredena je Dunnett testom na razini P < 0,05
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Tablica 2. Udio THP-1 stanica u fazama stani¢nog ciklusa obzirom na tretman 7-klorkinolin-

benzoimidazolima

Stani¢na Tretman Stanice u Stanice u Stanice u Stanice u Poliploidi
linija sub GO fazi | GO/G1 fazi | S fazi (%) G2/M fazi (%)
(%) (%) (%)
Kontrola 2,5+0,3 39,3+2,8 20,4+0,6 34+3,3 1,9+0,3
KB1 2,310,2 44,7+ 4,7 21+0,7 28,3+4,7 1,6+£0,6
KB2 3,304 483+ 1,6 23124 21,5+4,1 1,4+£0,2
KB3 43+0,2 48,7+ 1,2 23,8+x04 19,8+ 0,4 1,4+£0,2
THP-1
KB4 7,2+2,4%* 8,7+0,4* 13,3+0,3 54,1+ 4,2* 5,2+0,5*
KB5 8,5+0,6* 43,6+0,8 18,7+5,8 23,6+6,4 1,7£0,3
KB6 3,4+0,3 47+3,8 23,5+x14 22,7+5,3 1,7£0,4
KB7 58126 52,6 +5,3* 23,21 15,6 + 8,5* 1+0,3

(*) — statisti¢ka znacajnost odredena je Dunnett testom na razini P < 0,05
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Slika 6. Stani¢ni ciklus HuT-78 stani¢ne linije. Histogrami prikazuju stani¢ni ciklus

kontrole te stanica nakon tretmana ispitivanim hibridima.
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Slika 7. Stani¢ni ciklus THP-1 stani¢ne linije. Histogrami prikazuju stani¢ni ciklus kontrole

te stanica nakon tretmana ispitivanim hibridima.
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6. RASPRAVA

Tumorska oboljenja, usprkos dosadasnjim saznanjima i dostignu¢ima u primjeni novih
pristupa u lijecenju, ostaju glavna prijetnja zdravlju i smatraju se drugim vode¢im uzrokom
smrti na svijetu nakon kardiovaskularnih bolesti (17). Bolest nastaje uslijed mutacija koje
dovode do nekontrolirane proliferacije stanica te posljedi¢no nastanka monoklonalnih
populacija stanica raka koje karakterizira neuredeni rast i metastaziranje. Daljnjom
progresijom raka nastaju dodatne mutacije koje stanicama omogucéuju prezivljenje i brze
Sirenje. LijeCenje karcinoma kompleksan je proces koji moze ukljucivati nekoliko oblika
terapije: kirurSko lijecenje, lijecenje radioterapijom te lijekovima. U klini¢koj praksi koristi se
nekoliko tipova lijekova: kemoterapeutici koji ukljucuju citostatike i ciljne lijekove, te
bioloski lijekovi koji uklju¢uju imunoterapiju, hormonalnu terapiju i terapiju temeljenu na
nukleinskim kiselinama (18). Kemoterapija raka slozena je i skupa te nerijetko neucinkovita
zbog velike raznolikosti vrsta neoplazmi, nespecifi¢nosti lijekova, visoke razine toki¢nosti te

ograni¢enosti zbog rezistencije (19).

Sve vece znanje o molekularnoj sloZenosti raka i mehanizmima njihove rezistencije na
lijekove, ukazuje da ucinkovito lijeCenje zahtijeva viSedimenzionalni pristup. Stoga nove
strategije otkrivanja i razvoja kemoterapije usredotocene su na molekule koje istodobno
djeluju na vise ciljeva, Sto se postize kombinacijom nekoliko lijekova ili kombiniranjem
nekoliko aktivnih farmakofora povezanih u jedan hibrid molekula. Takve hibridne molekule
razli¢itih kemijskih struktura i funkcija mogu djelovati na vise ciljeva ukljucenih u
proliferaciju stanica raka, inducirati sinergijske ucinke te posljedi¢no savladati problem

rezistencije i tako poboljsati u¢inkovitost terapije (4, 21).

Antitumorska svojstva kinolina i benzoimidazola pojedinacno su vrlo dobro istraZena,
dok su hibridi ovih dvaju molekula ispitani u znatno manjem broju istrazivanja. Vecina
dosadasnjih istrazivanja proucavala su njihova antimikrobna svojstva. Tako je hibrid
benzimidazol-kinolin u istrazivanju iz 2018. pokazao snazno antimikrobno djelovanje protiv
rezistentnih Pseudomonas Aeruginose i Candide Tropicalis (22). Medutim, Dorina Mantu i
suradnici u istrazivanju iz 2016. godine ispitivali su antitumorsko djelovanje hibrida
benzoimidazola i 8-aminokolina protiv renalnog karcinoma i karcinoma dojke, gdje je hibrid
pokazao dobro i selektivno djelovanje sa inhibicijom rasta od 45% (19).
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U ovom radu ispitivan je utjecaj sedam novosintetiziranin 7-klorkinolin-
benzoimidazola na stani¢ni ciklus humanog T-stanicnog limfoma i monocitne leukemije gdje
je usporedivan njihov utjecaj na stani¢ni ciklus u odnosu na stani¢ni ciklus netretiranih
stanica. Analizom rezultata proto¢ne citometrije nadeno je da su se stanice nalazile u sub GO,

GO0/G1, S, G2/M fazi stani¢nog ciklusa, a naden je i poveéan udio poliploidnih stanica.

Poliploidi su takozvane gigantske stanice karcinoma koje sadrze jednu ili viSe jezgara
(engl. PGCC - Polyploid Giant Cancer Cells). Mogu nastati prolaskom kroz alternativni
stani¢ni ciklus nazvan endoplikacijski stani¢ni ciklus koji se moze odvijati bez mitoze. U
endoplikacijskom stanicnom ciklsu stanice zadrzavaju viSestruko umnozen genom ili mogu
u¢i u mitozu, koju ne uspjevaju dovrsiti. U preglednom radu Amende i sur. iz 2019. godine
sugerirano je da su PGCC stanice klju¢ne za metastaziranje, stvaranje rezistencije te
prezivljavanje u teSkim mikrookoliSnim uvjetima tumora kao $to su hipoksija, nizak pH i
nedostupnost hranjivih tvari (23). Istrazivanje iz 2016. utvrdilo je da gigantske stanice mogu
nastati uslijed pada broja inicijalnih stanica raka uzrokovanog velikim stresom kao S$to je
primjena citostatika. Poliploidne stanice zatim ponavaljaju krug endoreplikacije nakon Cega
ponovo postaju sposobne uci u mitozu te stvaraju diploidne stanice kceri sa prerasporedenim

kromosomima punim translokacija i delecija (24).

U naSem istraZivanju u objema stani¢nim linijjama prisutne su poliploidne stanice.
Tretman derivatima KB1, KB2, KB3 je kod HuT-78 stani¢ne linije doveo do znacajnog
povecanja udjela poliploida gdje je derivat KB1 povecao udio na 19,3 %, KB2 na 19,4 %, te
KB3 na 19,9 %. Kod THP-1 stani¢ne linije samo je derivat KB4 povecao udio poliploida na
5,2 %. Isti derivati znacajno su promijenili distribuciju stanica u fazama stani¢nog ciklusa pa
se razlog porasta broja poliploida moze objasniti stani¢nim stresom uslijed primijenjene
terapije, kao Sto su predlozila prijasnja istrazivanja, ili moze biti nadin kojim stanice
pokusSavaju izbje¢i terapiju, odnosno prezivjeti. Povecanje broja poliplodnih stanica nakon
tretmana derivatima KB1-KB3 mozZe objasniti prisutno smanjen udio stanica unutar GO/G1 i
G2/M faze kod HuT-78 stanica.

Derivat KB4 je kod obje stani¢ne linije doveo do nakupljanja stanica unutar G2/M
faze uz popratno povecanje stanica u sub GO fazi te smanjenje stanica unutar G0/G1 faze Sto
ukazuje na spjeCavanje ulaska stanica u novi ciklus. Ovakav zastoj stani¢nog ciklusa u G2/M
fazi pokazali su u istrazivanjima i drugi derivati benzoimidazola. Primjerice, tretman

analogom nokodazola, primijenjen na HeLa i MDF-7 stani¢nim linijama, doveo je do
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smanjenja stanica unutar GO/G1 i S faze te akumuliranja stanica u G2/M fazi (25).
Mebendazol (metil-5-benzoil-2-benzimidazol-karbamat) primijenjen na trostruko negativhom
karcinomu dojke takoder je doveo do zastoja stani¢nog ciklusa u G2/M fazi (26). Smatra se da
odredeni benzoimidazoli dovode do pojacane regulacije Ciklina B1 1 Cdc-2 §to dovodi do

zaustavljanja mitoticke prometafaze te posljedi¢no apoptoze stanica (25).

Tretman derivatom KBS5 je kod obje stani¢ne linije doveo do zaustavljanja stani¢nog
ciklusa unutar sub GO faze. Odnosno, doslo je do porasta broja stanica u mirovanju koje se ne
dijele. Derivat KB7 je u THP-1 stanicama doveo do nakupljanja stanica u GO/G1 fazi te

smanjenja stanica unutar G2/M faze §to ukazuje na smanjenu proliferaciju.

Benzoimidazoli i klorkinolini te njihovi derivati pokazali su u ovom, i drugim
istrazivanjima, dobre antitumorske rezultate te su obecavajuéi pristup u razvoju novih

strategija u lijecenju karcinoma.
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7. ZAKLJUCAK

Nakon provedenog istrazivanja, mozemo zakljuciti:

e Derivati KB1, KB2, KB3, KB4 i KB5 dovode do zaustavljanja stani¢nog ciklusa HuT-
78 stanica

e Derivati KB4, KB5 i KB7 dovode do zaustavljanja stani¢nog ciklusa THP-1 stanica

e KB4 derivat zaustavlja stani¢ni ciklus u G2/M fazi

e KB5 derivat zaustavlja stani¢ni ciklus u sub GO fazi

o KB6 derivat nije pokazao djelovanje na promjene u fazama stani¢nog ciklusa neovisno
0 stani¢noj kulturi

e THP-1 stani¢na linija otpornija je na djelovanje 7-klorkinolin-benzoimidazola dok je
HuT-78 osjetljivija
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8. SAZETAK

Uvod: Mnogi protutumorski lijekovi svoju aktivnost zasnivaju na zaustavljanju napredovanja
stanice kroz stani¢ni ciklus. Kako bismo stekli uvid u mehanizam djelovanja
novosintetiziranih 7-klorkinolin-benzoimidazolnih hibrida ispitivan je njihov utjecaj na

proliferaciju odabranih tumorskih stanica.

Hipoteza: Novosintetizirani hibridi 7-klorkinolin-benzoimidazoli dovode do zaustavljanja

stanica u odredenoj fazi stani¢nog ciklusa

Cilj: Cilj istrazivanja je odrediti promjene stani¢nog ciklusa u ovisnosti o stani¢nom tipu

tretiranih stanica 7-klorkinolin-benzoimidazolnim hibridima.

Materijali i metode: U pokusu su koriStene stani¢ne linije limfoma (HuT-78) i leukemije
(THP-1) te derivati 7-klorkinolin-benzoimidazola. Stanice su uzgojene u in vitro uvjetima te
tretirane ispitivanim hibridima tijekom 24 sata. Nakon inkubacije, stanice su fiksirane i
spremljene na -20°C do analize. Proto¢nom citometrijom odredena je distribucija stanica po

fazama stani¢nog ciklusa.

Rezultati: Derivati KB1-KB5 doveli su do znacajne promjene distribucije HuT-78 stanica,
dok su derivati KB4, KB5 i KB7 znacajno promijenili distribuciju THP-1 stanica. Derivat

KB6 ni u jednoj stani¢noj liniji nije znacajno utjecao na stani¢ni ciklus.

Zakljucak: Vecina testiranih derivata dovodi do promjenjene distribucije stanica unutar

stani¢nog ciklusa. HUT-78 stanice bolje reagiraju na terapiju hibridima.

Klju¢ne rijeci: klorkinolini, benzoimidazoli, stani¢ni ciklus, stanice limfoma i leukemija
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9. SUMMARY

Cell specific modulation of cell cycle by 7-chloroquinoline-benzimidazole hybrids

Introduction: Many anticancer drugs their activity base on stopping cell progression through
the cell cycle. In order to get insight into the mechanism of action of newly synthesized 7-
chloroquinoline-benzoimidazole hybrids on the suppression of tumor cell proliferation, it is

necessary to examine the influence of derivatives on cell cycle distribution.

Hypothesis: Newly synthesized 7-chloroquinoline-benzoimidazole hybrids lead to cell arrest

at a certain stage of the cell cycle.

Research objectives: The aim of the study is to determine the changes in the cell cycle

depending on the cell type treated with 7-chloroquinoline-benzoimidazole hybrids.

Materials and methods: Lymphoma (HuT-78) and leukemia (THP-1) cell lines and 7-
chloroquinoline-benzoimidazole derivatives were used in the experiment. Cells were grown in
vitro and treated with derivatives for a period of 24 hours. After incubation, the cells were
fixed and stored at -20°C until analysis. Distribution of cells throughphases of cell cycle we

determined by flow cytometry.

Results: KB1-KB5 derivatives led to a significant change in the distribution of HuT-78 cells,
while KB4, KB5 and KB7 derivatives significantly changed the distribution of THP-1 cells.

The KB6 derivative did not significantly affect the cell cycle in any cell line.

Conclusion: Most derivatives lead to a change in cell distribution within the cell cycle. HuT-

78 cells respond better to hybrid therapy.

Key words: chlorquinolines, benzoimidazoles, cell cycle, lymphoma and leukemia cells
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