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1. UvOD

Tumorska oboljenja jedna su od najvecéih zdravstvenih problema u suvremenom svijetu(1).
Premda se razliCite vrste lijekova, sa razli¢itim ciljnim mjestima, koriste u lijecenju, sve je
veca potreba za sigurnim 1 ucinkovitim antitumorskim lijekovima. Mnogi se heterocikli¢ni
spojevi intenzivno istrazuju u svrhu otkrivanja novih molekula sa potencijalnim
antitumorskim djelovanjem. Jedna od klasa molekula sa potencijalnim antitumorskim
djelovanjem su molekule kinolina, tj. derivati kinolina koji pokazuju vrlo Sirok spektar

bioloske aktivnosti (2).

1.1. Kinolin

Kinolin je heterocikli¢na aromatska organska molekula kemijske formule CoH;N koja
se sastoji od fuzioniranog benzenskog i pirimidinskog prstena (3). Makroskopski, to je
bezbojna higroskopna tekuc¢ina snaznog mirisa koja stajanjem, pogotovo ako je izloZena
svjetlosti, postaje zuta, a kasnije 1 smeda. Molekule kinolina vrlo su slabo topljive u hladnoj
vodi, ali to se mijenja u vru¢oj vodi u kojoj postaju vrlo dobro topljive, kao 1 u vecini
organskih otapala(3). Temperatura vreliita mu je pri 237,1°C, gustoéa 1,09 g/cm®, molarna
masa 129, 16 g/mol i pH vrijednost 4,85 (4).
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Slika 1. Struktura kinolinske molekule koja se sastoji od fuzioniranog benzenskog (lijevo) i

primidinskog (desno) prstena.

Kinolin, sam po sebi, ima vrlo malo primjene, ali njegovi derivati smatraju se jednom od
najvaznijih skupina heterocikli¢nih molekula u medicinskoj kemiji zbog svojih bioloskih

svojstava koja im omogucuju antibakterijsko, antikonvulzijsko, protuupalno i analgezijsko



djelovanje, a sve vise se istrazuje i njihovo antitumorsko djelovanje jer je otkriveno kako
imaju citotoksi¢no djelovanje na stanice tumora (5).

Mehanizmi koji im omogucuju citotoksi¢no djelovanje su: inhibicija enzima za
popravak DNA (poglavito topoizomeraze II), inhibicija EGFR (stani¢na transmembranska
tirozin-kinaza koja je prekomjerno eksprimirana u velikom broju razli¢itih ljudskih tumora),
inhibicijski efekta na tubulin-polimerazu (stanica gubi sposobnost pravilnog odvijanja M-faze
stani¢nog ciklusa) i inhibicija timidilat sintaze (sprje¢ava normalnu replikaciju DNA) (6).
Derivati kinolina sposobni su se vezati za viSe veznih mjesta visokim afinitetom, $to pridonosi
brzem otkrivanju medicinski znacajnih aktivnih derivata, a novosintetizirani derivati pokazuju
Sirok spektar antitumorskog djelovanja na brojne stani¢ne linije razlicitih vrsta karcinoma.

Primjerice, na osnovi kinazolina, koji je nastao zamjenom ugljikovog atoma kinolina
dusikovim, i njegovim supstituiranim derivatima razvijeno nekoliko antitumorskih lijekova,
od kojih su najpoznatiji gefitinib, lapatinib, erlotinib i afatinib (7), koji djeluju na principu
vezanja njihovih molekula na vezna mjesta za EGFR (eng. epidermal growth factor receptor)
i HER2 (eng. human epidermal growth factor receptor 2) te tako inhibiraju stvaranje
signalnih kaskada koje poticu rast stanica karcinoma. Spomenuti lijekovi najéesce se koriste u

terapiji karcinoma pluca 1 uznapredovalog ili metastatskog raka dojke.

1.2. Kinolinsko arilamidni hibridi
Sinteza hibridnih spojeva omogucéava ekonomicniju uporabu lijekova 1 smanjuje rizik

interakcije dvaju lijekova, a koji bi mogli utjecati na medusobnu aktivnost kombinacijom
dvaju ili viSe lijekova ili farmakoloski aktivnih tvari koji su povezani u jednu hibridnu
molekulu sa viSestrukom aktivno$cu. Lijekovi proizvedeni od hibridnih spojeva distribuiraju
se, metaboliziraju 1 izlucuju skupno, djeluju na viSe ciljnih mjesta, poboljSavaju u¢inkovitost i
sigurnost lijekova u lijeCenju sloZenih bolesti te tako ne dolazi do kompeticije za vezanje na

proteine plazme $to bi moglo dovesti do interakcije lijekova (8).

1.3. Leukemije, limfomi i stani¢ne linije
U ovom istrazivanju odlucili smo ispitati citotoksi¢ni utjecaj razliitih derivata

kinazolinona na cetiri stani¢ne linije koje su izolirane iz stanica leukemija 1 limfoma. Za
istrazivanje ucinka na leukemijske stanice koriStene su stani¢ne linije izolirane iz akutne

limfocitne leukemije (ALL) i1 kroni¢ne mijelocitne leukemije (KML), dok su za istrazivanje



ucinka na limfome koristene stani¢ne linije izolirane iz Burkittovog limfoma i limfoma T-

stanica koze (podtip Sezary sindrom).

1.3.1. Nastanak tumora
Osnovni poremecaj koji dovodi do nastanka tumora je trajno poremecena proliferacija,

diferencijacija i preZivljenje transformiranih stanica, za koje se smatraju kako mogu biti
uzrokovani genetskim ¢imbenicima, radijacijom, izloZenosti kancerogenim kemikalijama ili
virusima. Bitno je razlikovati benigne (dobrocudne) tumore, tumore koji su ograni¢eni na
mjesto nastanka i maligne (zlocudne) tumore koji se lako Sire u okolna zdrava tkiva, a mogu
se putem limfnog i krvozilnog sustava rasiriti po cijelom organizmu (9).

Nastanak tumora je proces koji ukljucuje cCetiri koraka — inicijaciju, promociju,
progresiju i metastaziranje, a mogu nastati zbog mutacije u bilo kojoj vrsti stanice u tijelu.
Nastanak je povezan sa tvarima koje se nazivaju karcinogeni, a otkrivene su istrazivanjima na
pokusnim Zivotinjama i epidemioloSkim istrazivanjima ucestalosti pojedinih vrsta tumora u
odredenim populacijama (9). Karcinogeni koji pridonose pojavi tumora u ljudi jer ostecuju
DNA i induciraju mutacije su ultraljubiasto zracenje, kemikalije iz duhanskog dima,
aflatoksin itd.

Druga skupina karcinogena ne uzrokuje mutacije, ali pridonosi nastanku tumora stimulirajuéi
proliferaciju stanica. Ti karcinogeni nazvani su promotori tumora, a jedni od najvaznijih
promotora su hormoni jer, primjerice, pretjerano koriStenje estrogena znatno povecava

vjerojatnost nastanka raka dojke ili maternice (9).

1.3.2. Leukemije

Leukemija je zlo¢udna bolest hematopoetskih organa, najcesce kostane srzi, a o€ituje
se povecanjem broja nezrelih leukocita u krvi, §to dovodi do smanjene sposobnosti obrane
organizma od razli¢itih bolesti (10).

Kroni¢na mijelocitna leukemija (KML) je vrsta leukemije koja najcesce pogada starije
osobe. To je bolest koju karakterizira maligna pretvorba pluripotentne mati¢ne stanice, a ¢ije
je glavno obiljezje bolesti nakupljanje zrelih 1 nezrelih granulocita u perifernoj krvi, kostanoj
stZi, jetri 1 slezeni. Promijenjene stanice kod takvog oblika leukemije izgledom su obicno
zrele, ali ne funkcioniraju pravilno. Takoder, nastanak kroni¢ne mijelocitne leukemije
povezan je sa kromosomskom mutacijom, tzv. Philadelphia kromosomom, kojeg karakterizira

reciprocna translokacija izmedu kromosoma 9 1 22,a nadena je u vise od 90% oboljelih.



Bolest karakteriziraju tri stadija u kojem se prvi stadij o€ituje kao sporo umnozavanje
mutiranih stanica (kroni¢na faza).

Drugi stadij predstavlja progresiju bolesti prema akutnoj leukemiji (akcelerirana faza), no ne
ispunjava sve uvjete da bi se klasificirala kao akutna i s vremenom prelazi u tre¢u fazu, tzv.
blastnu krizu koja predstavlja zvrsni stadij razvoja bolesti (10).

Akutna limfocitna leukemija (ALL) najcesca je bolest dje¢je dobi, ali joj ucestalost u
odrasloj populaciji raste sa starenjem. Karakterizira ju maligna pretvorba i nekontrolirano
bujanje abnormalno diferenciranih dugozivu¢ih mati¢nih hematopoetskih stanica, $to dovodi
do pojave velikog broja blasta u krvi (>20%). Stanice koje su pogodene u ovom obliku
leukemije su nezreli limfociti, tj. limfoblasti koji ne sazrijevaju do svog finalnog stadija —

limfocita te tako gube svoju primarnu funkciju, a to je zastita organizma od infekcija (10).

1.3.3. Limfomi

Limfom je naziv za primarni tumor stanica limfocita, tumora koji najceS¢e nastaje u
limfnim ¢vorovima i glavno obiljezje mu je njihovo povecanje. Postoje razlicite vrste limfoma
jer tumor moze potjecati od limfocita razli¢itog stupnja diferencijacije (10).

Burkittov limfom je limfom kojeg karakterizira monoklonsko bujanje B-limfocita i
koji se ve¢inom javlja u djece, a postoje razliciti oblici — endemski (africki), sporadicni (ne-
africki) i limfomi vezani za imunodeficijencije. Obiljezava ga kromosomska translokacija
izmedu c-myc gena na kromosomu 8 i gena za laki lanac imunoglobulina na kromosomu 14
(11). Slucajevi endemske pojave bolesti povezuju se sa Eppstein — Barr virusom, ¢ija
etioloska uloga jo§ nije do kraja razjaSnjena, a bolest se Cesto javlja i uz AIDS. To je
novotvorina najbrzeg rasta u ¢ovjeka, stoga je potreban Sto brzi pocetak lijecenja.

Limfom T-stanica (podtip Sezary sindrom) koze je vrlo rijedak tip non-Hodgkin
limfoma koji zapoc€inje u limfocitima i napada koZu te moZe uzrokovati crvenilo nalik osipu 1
tumore koze. Moze se razviti u osoba bilo koje dobi, ali najcescée je dijagnosticiran u osoba
koje imaju vise od 60 godina te vise pogada muskarce. Bolest se o€ituje koznim lezijama koje
ne zacjeljuju nakon tretiranja uobicajenim lijekovima, a na stani¢noj razini pogodeni su

periferni CD4 limfociti (12).

1.3.4. Kultura stanica
Pojam stani¢na kultura oznacava uzgajanje stanica (ljudskih, Zivotinjskih) u

laboratoriju pod strogo kontroliranim uvjetima, izvan njihovog prirodnog okolisa.



Kako bi se uspostavila stani¢na kultura, prvo je potrebno stanice od interesa izolirati iz Zivog
tkiva primjenom mehanickih, kemijskih ili enzimatskih postupaka razdvajanja kako bi ih se
potom moglo prenijeti na podlogu sa medijem koji ¢e ih odrzavati na zivotu.

Vrsta medija u kojemu Ce stanice rasti razlikuje se s obzirom na vrstu stanica koje Zelimo
uzgojiti, ali se ti mediji opCenito sastoje od pufera i seruma koji sadrzi aminokiseline,
ugljikohidrate, vitamine, minerale, faktore rasta, hormone itd. te se humane stani¢ne linije
uzgajaju u inkubatoru pri temperaturi od 37°C sa 95% atmosferskog zraka i 5% ugljikova
(V) dioksida (13).

Vecina stani¢nih linija koje se koriste U istrazivanju malignih tumora izolirane Su iz njih
samih, a kako raznolikost tumora zahtjeva i raznolikost stani¢nih linija za istrazivanje, u
danasnje vrijeme postoji vise od 1000 stani¢nih linija malignih tumora (14).

Laboratorij koji se bavi istrazivanjem i uzgojem stani¢nih kultura mora odrzavati
sterilne uvjete rada, a osoblje mora slijediti definirane upute i pravila za rad u takvom
laboratoriju. Sterilni uvjeti rada u laboratoriju za stani¢ne kulture odrzavaju se svakodnevnim
Cis¢enjem i sterilizacijom, &ime se sprje¢ava kontaminacija stanica mikroorganizmima. Sto se

tiCe zaStite pri radu, ona se postize noSenjem odgovarajuce zastitne laboratorijske odjece, a

rad sa kulturama obavlja se u kabinetu (,,hood-u*) sa sterilnom opremom (13).

Slika 2. Prikaz kabineta za sterilni rad sa staniénim kulturama



2. CILJEVI

1. Ispitati uc¢inak kinolinsko arilamidnih hibrida na smanjeni rast stanica leukemija i lifoma u
in vitro uvjetima.

2. Ustanoviti povezanost izmedu strukture i koncentracije novih spojeva sa inhibicijom
stani¢nog rasta.

3. Definirati kinolinsko arilamidni hibrid koji ima najvecu ucinkovitost na inhibicijski rast

testiranih stanica.



3. HIPOTEZA

Skupina kinolinsko arilamidnih hibrida u odredenim koncentracijama pokazuje

citotoksi¢no djelovanje na stanice leukemija i limfoma koje rastu in vitro.



4. MATERIJALI | METODE

4.1. Materijali
4.1.1. Ispitivani hibridni derivati

Kinolinsko arilamidni hibridi sintetizirani su na Zavodu za primjenjenu kemiju i
ekologiju pri Prehrambeno-tehnoloskom fakultetu u Osijeku. Za potrebe in vitro
eksperimenata kinolinsko arilamidni hibridi otopljeni su u DMSO-u kao koncentrirane
1-10~2mol / dm® (M) otopine. Razrjedenja hibridnih derivata pripremljena su u mediju za
uzgoj stanica neposredno prije aplikacije na stanice te su nanesena na Stanice u
koncentracijama od 1-10™*M, 1-10°> M i 1-107® M.

4.1.2. Kemikalije
U ovom istrazivanju, od kemikalija su kori$teni:
e kinazolinsko arilamidni hibridi
e RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medij)
e FBS (fetalni govedi serum)
e glutamin
e natrijev piruvat
e HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonskakiselina)
e MTT (3,(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5 difeniltetrazolium bromid)
e DMSO (dimetil sulfoksid)
e SDS (natrij dodecil sulfat)
e HCI (klorovodi¢na kisleina)

e Tripan plavilo.4%, sterilno filtriran, Lonza (Basel, Svicarska)

4.1.3. Stanicne linije
Za izradu zavrSnog rada koriStene Su komercijalno dostupne humane stanicne linije za
koje nije bilo potrebno ishoditi dozvolu Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta u
Osijeku, a stani¢ne linije koje su koriStene u radu su Cetiri stani¢ne linije leukemija i limfoma
humanog podrijetla:
e K562 (kroni¢na mijeloidna leukemija)
e CCRF - CEM (akutna limfoblasti¢na leukemija)

e Raji (Burkittov limfom)



e HuT 78 (T-limfom)

4.2. Metode
4.2.1. Uzgoj stanica in vitro

Stani¢ne linije leukemija i limfoma kultivirane su u RPMI 1640 mediju sa 10% FBS-
om, 2mM glutamina, 1mM natrijevog piruvata i 10 mM HEPES-om, te su inkubirane u CO,
inkubatoru (IGO 150 CELLIife™, JOUAN, ThermoFisher Scientific, Walthan, MA, USA) pri

temperaturi od 37°C i 5% CO; uz visoku vlaznost.

4.2.2. Brojenje i vijabilnost stanica
Kako bi se odredio broj stanica koristena je Biirker — Tiirkova komorica, a proces je

zapocet oduzimanjem 50 pL stani¢ne suspenzije i prenoSenjem u jazice. Potom je u jazice
dodano 100 pL tripan plavila te je broj stanica odreden brojanjem u komorici pod
mikroskopom (Zeiss Axiovert 25, Njemacka). Mrtve stanice vide se kao plavo obojene jer im
je membrana uniStena pa boja lako ulazi u njih.
Broj vijabilnih stanica odreden je formulom N/4-3 = x-10* stanica/cm®, gdje je:

e N = broj stanica

e 4 =Droj polja u komorici

e 3 =faktor razrijedena.

4.2.3. MTT test

Citotoksi¢nost kinolinsko arilamidnih derivata na stani¢ne linije leukemije i limfoma
ispitana je koriStenjem MTT testa. MTT (3,(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5 difeniltetrazolijev
bromid) test je kolorimetrijska metoda kojom se mijeri aktivnost dehidrogenaza u zivim
stanicama. Test se temelji na sposobnosti pretvorbe tetrazolnog prstena u crveno-ljubicasto
obojani formazan djelovanjem mitohondrijskih dehidrogenaza u zivim stanicama.
Formazanski precipitati otapaju se u 10%-tnom SDS-u s HCL-u. Intenzitet obojenja
proporcionalan je postotku prezivjelih tumorskih stanica (15, 16).
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Slika 3. Kemijski princip citotoksi¢nosti MTT testa

Sam postupak provodenja MTT testa zapoCet je nasadivanjem prije navedenih
stani¢nih linija u mikrotitarsku plocu sa 96 jazica te je svaka jazica sadrzavala 90 pL stani¢ne
suspenzije sa 10 pL kinolinsko arilamidnih hibrida, a stanice su bile nasadene u koncentraciji
od 1x10° st/mL. Stanice su isti dan tretirane s derivatima u koncentraciji od 1-:10*M, 1-10°M
i 1:10°M. Potom su mikrotitarske plo€ice s tretiranim stanicama pohranjene u inkubator
(37C, 5 % COy) na 72 h. Po zavrSetku vremena inkubacije na stanice je dodan MTT u
koncentraciji od 5 mg/ml, te su ploCe vracene u inkubator kroz slijede¢a 4 h.

Formirani kristali¢i otopljeni su dodatkom 10 % -tnog SDS-a u 0,01 M HCI-u preko noéi u
inkubatoru. Rezultati apsorbancija, kontrola i blanka o¢itani su na ¢itacu mikroploca (iMark,
BIO RAD, Hercules, CA, USA) pri valnoj duljini od 595 nm.

% _ (Atretman_Ablank)
(Akontrola_ Abplank

Racunskom formulom X 100 odreden je udio prezivljenja stanica

koji je prikazan grafovima za svaku pojedinu stani¢nu liniju.
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Slika 4. Princip izvodenja MTT testa u trplikatu za tri razli¢ite koncentracije

4.2 4. Statistika

Dobiveni podaci su prikazani kao aritmeticka sredina (X) i standardna devijacija(+=SD)
za tri neovisna mjerenja. Normalnost raspodjele podataka dobivenih testovima citotoksi¢nosti
odredena je Kolmogorov — Smirnov testom te je primjenjen neparametrijski Mann — Whitney
test uz statisticku znacajnost p <0.05, a analiza podataka obavljena je pomocu statistickog

programa STATISTICA 11.0 za Windows operativne sustave.
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5. REZULTATI

Koristenjem MTT testa ispitana je citotoksi¢nost osam kinazolinsko arilamidnih
derivata (u daljnjem tekstu derivata) u tri razli¢ite koncentracije (1-10™* M, 1-10° M i 1-107®
M) u triplikatu na Cetiri stani¢ne linije leukemija i limfoma - K562 (kroni¢na mijeloidna
leukemija), CCRF — CEM (akutna limfoblasti¢na leukemija), Raji (Burkittov limfom) i HUT
78 (T-limfom). Rezultati su prikazani kao postotak stani¢nog rasta navedenih stani¢nih linija

u odnosu na kontrolne netretirane stanice.

5.1. Stanic¢na linija K562

Djelovanje derivata 2 na K562 stanice odrazava se inhibicijski na stani¢ni rast od 80%
pri koncentraciji od 1-10™ M, §to je ujedno i najjate djelovanje u odnosu na ostale testirane
derivate. Pri istoj koncentraciji derivati 1, 3, 7 1 8 inhibiraju stani¢ni rast za vise od 50%.
Inhibicija stani¢nog rasta za 20% ostvarena je djelovanjem derivata 4, 5 i 6 pri najvi$oj
apliciranoj koncentraciji. Aktivnost pri koncentraciji od 1-10° M derivat 2 ostvaruje
inhibicijom stani¢nog rasta od oko 40%, kao i derivat § sa inhibicijom rasta viSom od 20%.
Ostali testirani derivati ne pokazuju inhibicijsko djelovanje na rast K562 stanica pri istoj
koncentraciji. K562 stanice pokazale su se neosjetljive prema najnize apliciranoj koncentraciji
od 1-:10° M derivata gdje je stani¢ni rast visi od 100% (slika 1).

K562

1ac

& 1x10-aM
W 1x10-5M
M 1x10-6M

Stank ni mst (%)
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Slika 5. Citotoksi¢an ué¢inak kinazolinsko arilamidnih derivata na K562 stani¢nu liniju. K562
stanice izloZene su djelovanju derivata kroz 72h pri koncentraciji od 1x10 * M, 1x10° M i
1x10° M. Citotoksi¢an u¢inak odreden je MTT testom u tri nezavisna vremenska ponavljanja
u triplikatu. Statisti¢ki znac¢ajna p vrijednost definirana je p< 0,05(*) u odnosu na kontrolne

netretirane stanice.

5.2. Stanic¢na linija CCRF — CEM

Derivati 2 1 3 pokazali su najjaci inhibicijski ucinak, od oko 50%, na CCRF — CEM
stanice pri najvec¢oj apliciranoj koncentraciji od 1-10~* M, dok derivati 1 i 5 pokazuju manje
inhibicijsko djelovanje — oko 40%, najslabije djelovanje pri najvecoj koncentraciji pokazuju
derivati 6 i1 8 sa inhibicijom stani¢nog rasta od 20%.
Pri koncentraciji od 1-10~> M derivat 2 pokazuje 11%-tni inhibicijski uéinak. Derivati 1, 3, 4 i
5 pokazuju inhibicijski u€inak na stani¢ni rast manji od 5%, a derivati 6, 7 1 8 ne pokazuju
inhibicijski u¢inak na rast stanica. CCRF — CEM stanice pokazale su se neosjetljive prema

najnize apliciranoj koncentraciji od 1-107® M gdje je stani¢ni rast veci od 100% (slika 6).

CCRF-CEM

120

o 1x10-3M
¥ 1:10-5M
T Wix0-EM

Stankni mst(%)
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Slika 6. Citotoksican uc¢inak kinazolinsko arilamidnih derivata na CCRF — CEM stani¢nu
linijju. CCRF — CEM stanice izlozene su djelovanju derivata kroz 72h pri koncentraciji od
110 * M, 1-10° M i 1-10° M. Citotoksi¢an u&inak odreden je MTT testom u tri nezavisna
vremenska ponavljanja u triplikatu. Statisticki znacajna p vrijednost definirana je p< 0,05(*) u

odnosu na kontrolne netretirane stanice.

5.3. Stanic¢na linija Raji

Derivat 2 pokazao je najjace inhibicijsko djelovanje na stani¢nu liniju Raji u
koncentraciji od 1-10™* M gdje je inhibirao 85% stani¢nog rasta. Pri istoj koncentraciji
derivati 1, 3, 7 i 8 pokazuju inhibicijsko djelovanje od 60% stani¢nog rasta, dok derivati 4, 5 i
6 pokazuju inhibiciju na 35% rasta.
Inhibicijsku aktivnost pri koncentraciji od 1-107> M pokazao je derivat 2 sa 32% i derivat 8 sa
19% inhibicije, a ostali derivati nisu pokazali znacajan inhibicijski u¢inak.
Spojevi aplicirani u koncentraciji od 1-107® M nisu imali inhibicijski uéinak i sve tretirane
stanice pokazale su stani¢ni rast ve¢i od 100%.

Raji

130

120

—

_“
L

a0

o 1x10-3M
¥ 1,10-5M
= i | wid0-6M

Stanknl st (%)

60

ag

20
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Slika 7. Citotoksi¢an ué¢inak kinazolinsko arilamidnih derivata na Raji stani¢nu liniju. Raji
stanice izloZene su djelovanju derivata kroz 72h pri koncentraciji od 1:10 * M, 1-10° M i
1-10° M. Citotoksi¢an u¢inak odreden je MTT testom u tri nezavisna vremenska ponavljanja u

triplikatu. Statisti¢ki znacajna p vrijednost definirana je p< 0,05(*) u odnosu na kontrolne netretirane

stanice.

5.4. Stani¢na linija HuT 78

Najjace inhibicijsko djelovanje na rast stani¢ne linije HuT 78 pri koncentraciji od
1-100* M ostvario je derivat 8 sa 80%-tnom inhibicijom. Derivati 2, 3 i 7 pri istoj
koncentraciji pokazali su inhibicijski uéinak od 70% na stani¢ni rast, a derivati 1, 4, 51 6
pokazali su inhibicijski u¢inak od 40%.
Pri koncentraciji od 1-107° M, derivati 2 i 8 pokazali su inhibicijski u¢inak od 30%, dok su pri
istoj koncentraciji derivati 3 i 5 pokazali 10%-tnu, a ostali derivati nisu pokazali inhibiciju na
stanicni rast, gdje on iznosi vise od 100%.
Kao 1 kod ostalih stani¢nih linija, nije uocen inhibicijski u¢inak derivata pri koncentraciji od

1-107° M i sve stanice pokazuju rast veéi od 100%.

HuT-78

140

100

80 : ] -

W 1x10-2M

x " - W 1x10-5M
50 "
W 1x10-6M

Stankni mst (%)

20
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Slika 8. Citotoksi¢an ucinak kinazolinsko arilamidnih derivata na HuT 78 stani¢nu liniju.
HuT 78 stanice izloZene su djelovanju derivata kroz 72h pri koncentraciji od 1-10 * M, 1-107
M i 1-10° M. Citotoksi¢an uinak odreden je MTT testom u tri nezavisna vremenska ponavljanja u
triplikatu. Statistic¢ki znacajna p vrijednost definirana je p< 0,05(*) u odnosu na kontrolne netretirane

stanice.
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6. RASPRAVA

Tumorska oboljenja predstavljaju jedan od najveé¢ih i najozbiljnijih problema
suvremenog svijeta koja svojom brzom proliferacijom i otpornos¢u uzrokuju vrlo velike i
ozbiljne zdravstvene probleme u vrlo kratkom vremenu od pojave u organizmu. Stanica raka
posjeduju veliku moguénost prezivljavanja i mutacije $to dovodi do postojanja raznih vrsta
karcinoma i, premda su do danas razvijeni brojni tretmani raka (kirurSko lijecenje,
kemoterapija i radioterapija), niti jedna od njih nije se pokazala dovoljno u¢inkovitom (17).

LijeCenje kemoterapijom je najceS¢i oblik terapije tumorskih oboljenja, ali veliki
problem predstavlja to Sto kemoterapeutici ne razlikuju normalne, zdrave stanice od onih
zahvaéenih karcinomom. Takvi lijekovi, uz uniStavanje stanica raka, uniStavaju i zdrave
stanice Sto dovodi do toga da cijeli organizam pati, stoga se posljednjih desetlje¢a intenzivno
istrazuju razni spojevi sa moguéim protutumorskim djelovanjem koji bi imali nisku toksi¢nost
na zdrave stanice i minimalne nuspojave(17).

Kinolinsko arilamidni hibridi predstavljaju skupinu mogucih protutumorskih lijekova
jer se benzenski i pirimidinski prsten koji ¢ine kinolin lako modificiraju i daju veliki broj
razli¢itih spojeva (3). Istrazivanja su pokazala kako kinolinski derivati imaju vrlo Sirok
spektar bioloskih aktivnosti, kao $to su antikonvulzijsko, antibakterijsko, protuupalno te
antitumorsko djelovanje kao jedno od najvaznijih.

U prijasnjim istraZivanjima citotoksicnog ucinka kinolinskih derivata takoder je
koriSten MTT test te su ispitivani dvostruko supstituirani derivati pokazali dobar inhibicijski
uc¢inak na tumorske stani¢ne linije solidnih tumora (dojke, kolona, srediSnjeg ziv€anog
sustava), ali i na leukemijsku stani¢nu liniju HL — 60 (akutna mijelocitna leukemija).
CCRF-CEM stani¢na linija pokazuje najmanju osjetljivost sa stani¢nim rastom ve¢im od 50%
pri apliciranoj najvisoj koncentraciji testnih kinolinskoarilamidni hibrida. Dok su se K562
leukemijske stanice pokazale izuzetno osjetljive pri koncentraciji od 1x10“ M za derivate
1,2,3,718.

Ispitano je 1 djelovanje raznih trostruko supstituiranih kinolinskih derivata na stani¢ne linije
HL — 60 i U937 (monocitna leukemija) te su pokazali citotoksi¢nost pri primjeni na stanice u
koncentraciji 100 — 200 pg/mL (6).

Opc¢enito, na tumorskim stani¢nim linijama solidnih tumora (npr. MCF7 — tumor dojke, PC-3
— tumor prostate, HTC-8 — tumor kolona itd.) izvrSena su brojna istrazivanja o djelovanju
kinolinskih hibrida kao potencijalnih antitumorskih lijekova, gdje su pokazala obecavajuce
rezultate, dok je vrlo malo istrazivanja provedeno na leukemijskim stanicama, a jo§ manje na

limfomskim, tako da se o citotoksi¢nim ucincima na njihove stani¢ne linije ne zna mnogo.
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Rezultati dobiveni ovimisrazivanjem na Raji i HuT 78 stanice limfoma pokazuje inhibiciju
stani¢nog rasta za vise od 70% djelovanjem derivata 2.

Kinolinsko arilamidni hibridi koji su pokazali zadovoljavajuce citotoksi¢no djelovanje
mogli bi biti uc¢inkoviti antitumorski lijekovi, ali su potrebna opsezna daljnja istrazivanja kako
bi se dodatno istrazila i utvrdila njihova terapeutska svojstva. Istrazivanje i razvijanje lijekova
koji djeluju na specifi¢ne metabolicke, signalne i enzimatske putove moglo bi dovesti do

pronalaska revolucionarne nove antitumorske terapije koja bi bila nisko toksi¢na za zdrave

stanice organizma i ne bi izazivala Stetne nuspojave ionako bolesnom organizmu.

18



7. ZAKLJUCAK

Nakon provedenog istrazivanja mozemo donijeti sljedece zakljucke:

svi derivati su pokazali inhibicijski ucinak na ispitivane stani¢ne linije pri
koncentraciji od 1-107* M

najjaci inhibicijski u¢inak pokazali su derivati 2, 3 1 8

najvecu osjetljivost na derivate pokazala je stani¢na linija HuT 78

najmanju inhibiciju pri svim koncentracijama pokazali su derivati 4,51 6

sve stani¢ne linije pokazale su otpornost na koriStene derivate kada su bili aplicirani u

koncentraciji od 1-107® M
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8. SAZETAK

Uvod: Kinolin je heterocikli¢cni organski spoj koji se sastoji od fuzioniranog
benzenskog i pirimidinskog prstena koji imaju veliku sposobnost modifikacije. Upravo zbog
te sposobnosti moguce je lako u laboratoriju sintetizirati razliite vrste kinolinskih derivata
koji su tijekom istrazivanja pokazali korisna antitumorska svojstva. Derivati kinolina vrlo su
atraktivni spojevi za istrazivanja jer su pokazali Sirok spektar razli¢itih bioloskih aktivnosti,

kako antitumorsku, tako i antibakterijsku, antikonvulzijsku, analgezijsku i protuupalnu.

Cilj: Ispitati citotoksi¢nost osam razli¢itih kinolinsko arilamidnih hibrida na ¢etirima

humanim stani¢nim linijama leukemija i limfoma (K562, CCRF — CEM, Raji i HUT 78).

Materijali i metode: Kinolinsko arilamidni derivati sintetizirani su na Zavodu za
primijenjenu kemiju i ekologiju pri Prehrambeno — tehnoloskom fakultetu u Osijeku, a
stani¢ne linije su komercijalno kupljene. Derivati su otopljeni u DMSO-u kao koncentrirane
1102 M otopine, dok su razrjedenja pripremljena neposredno prije aplikacije na stanice te
nanesena u koncentracijama od 1-10™* M, 1-10> M i 1-107® M. Citotoksi¢nost primijenjenih

spojeva utvrdena je koriStenjem MTT testa te ocitanjem apsorbancija na spektrofotometru.

Rezultati: Uoceno je kako koncentracije derivata od 1-10~> M te pogotovo od 1-107®
M kod svih stani¢nih linija ne uzrokuju znacajan inhibicijski ucinak. Znacajan inhibicijski
ucinak pokazali su svi derivati aplicirani u koncentraciji od 1-10™* M, ali je u¢inak bio najbolji
pri primjeni derivata 2 i 8. Najvecu osjetljivost na primijenjene derivate pokazala je stani¢na
linija HUT 78.

Zakljucak: Kinolinsko arilamidni hibridi smanjuju rast tumorskih stanica leukemija i

limfoma, ali postotak inhibicije ovisi o koncentraciji spoja i vrsti stani¢ne linije.

Kljuéne rijeci: kinolin, kinolisko arilamidni hibridi, citotoksi¢nost, inhibicija, stani¢ne

linije
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9. SUMMARY

Introduction: Quinoline is a heterocyclic organic compound consisting of a fused
benzene and pyrimidine ring which have a high modification ability. Precisely because of this
ability it is possible to synthesize various types of quinoline derivatives which have shown
useful anti-tumor properties during the study. Quinoline derivatives are very attractive
compounds for research as they have shown a wide spectrum of various biological activities,

both antitumor and antibacterial, anticonvulsant, analgesic and anti-inflammatory.

Objective: To investigate the cytotoxicity of eight different quinoline arylamidine
hybrids in four human cell lines of leukemia and lymphoma (K562, CCRF - CEM, Raji and
HuT - 78).

Materials and Methods: Quinoline arylamidine derivatives were synthesized at the
Institute of Applied Chemistry and Ecology at the Faculty of Food Technology in Osijek, and
the cell lines were commercially purchased. The derivatives were dissolved in DMSO as a
concentrated 1-10-2 M solution prior to use in the study, while the dilutions were prepared
immediately prior to application to the cells and applied at concentrations of 1-10 * M, 1-107>
M and 1-107¢ M. Cell culture was carried out in an incubator at 5% of carbon (1V) dioxide, at
a temperature of 37°C and with high humidity. The cytotoxicity of the applied compounds
was determined using the MTT test and by reading the absorbance on the spectrophotometer.

Results: Concentrations of 1-10~° M and of 1-:107® M in all cell lines are observed to
cause no significant inhibitory effect. Significant inhibitory effect on the investigated cell
lines showed all derivatives applied at a concentration of 1-10~* M but the effect was the best
when using derivatives 2 and 8. Generally, the highest susceptibility to the derivatized

derivatives was demonstrated by the HuT-78 cell line.

Conclusion: Quinoline arylamidine hybrids reduce the growth of tumor cells of
leukemia and lymphoma, but the percentage of inhibition depends on the concentration of the

compound and the cell line type.

Keywords: quinoline, quinoline arylamidine hybrids, cytotoxicity, inhibition, cell

lines
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