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POPIS KRATICA
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Uvod

1. UVOD

1.1. Vrste stani¢ne smrti

Stani¢ni stresori, kao $to su hipoksija, mehanicko ostecenje, reaktivne kisikove vrste te
oste¢enje molekule DNA mogu uzrokovati razli¢ite oblike stani¢ne smrti. Stani¢na smrt moze
biti strogo ureden i reguliran proces u kojem se aktivacijom odredenih molekularnih puteva
dogada tzv. samoubojstvo stanice ili moZe biti nereguliran proces kao posljedica vanjskog
stani¢nog oStecenja. Godine 1972. Kerr i suradnici uvode pojam apoptoze, kao prvi model
programirane stani¢ne smrti koji se razlikovao od do tada poznate, neprogramirane nekroze (1).
Sljedec¢ih 30-ak godina mehanizam apoptoze detaljno je istrazen te Se ona, stoga, danas smatra
najiscrpnije istrazenim mehanizmom stani¢ne smrti. Prvotno razlikovanje vrsta programirane
stani¢ne smrti temeljilo se na morfoloskim karakteristikama koje su bile svojstvene apoptozi
(tip 1), autofagiji (tip I1) ili programiranoj nekrozi (tip 1) (2).

Tijekom posljednjeg desetlje¢a, brojna su istrazivanja provedena na podru¢ju modela
stani¢ne smrti, stoga je 2018. godine Odbor za nomenklaturu stani¢ne smrti (eng. Nomenclature
Committee on Cell Death, NCCD) objavio nove smjernice za definiciju i interpretaciju stani¢ne
smrti (3). Prema najnovijim smjernicama razlikujemo sljedece vrste regulirane stani¢ne smrti S
obzirom na molekularne pokazatelje: intrinzi¢na apoptoza, ekstrinzi¢na apoptoza, nekroptoza,
feroptoza, piroptoza, partanatoza, nekroza posredovana mitohondrijskom permeabilno$cu,
entoticka stanicna smrt, NEToti¢na stani¢na smrt, lizosomom posredovana stani¢na smrt,
autofagijom posredovana stani¢na smrt, imunogenic¢na stani¢na smrt, mitoticka katastrofa i
stani¢no starenje (3, 4).

Koji ¢e tip stani¢ne smrti nastupiti ovisi o signalima koji ju aktiviraju, kao i o brojnim
ostalim signalima koji su dio molekularnih puteva drugih vrsta stani¢ne smrti (Slika 1). Bilo
kakav defekt u procesu stani¢ne smrti moze uzrokovati razne bolesti, a posebice razli¢ite vrste
raka (5). Iz tog razloga, namece se sve veca potreba za boljim razumijevanjem razli¢itih vrsta

programirane stani¢ne smrti, kao i njthove medusobne povezanosti.
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Slika 1. Odnosi izmedu apoptoze, autofagije i programirane nekroze.

1.1.1. Apoptoza

Apoptoza je strogo reguliran, energetski ovisan model stani¢ne smrti, vrlo vazan u kontroli
proliferacije te odrzavanju homeostaze eliminacijom osteéenih te potencijalno Stetnih stanica
(6). U nasem organizmu apoptoza je regulirana brojnim genima i stani¢nim proteinima, a
ukoliko dode do disfunkcije u njenoj regulaciji vrlo je izgledan razvoj neurodegenerativnih i
autoimunih, kao i malignih bolesti. Inhibicija molekularnih mehanizama apoptoze klju¢no je
svojstvo koje omogucuje nekontroliran rast tumorskih stanica, dok primjerice prekomjerna
aktivacija apoptoze moze dovesti do razvoja degenerativnih bolesti. Proces apoptoze zapocinje
iizvrSava se pomocu kaspaza, unutarstani¢nih cisteinskih proteaza koje aktiviraju ireverzibilnu
kaskadnu proteolizu klju¢nih stani¢nih proteina, kao §to su proteini citoskeleta te proteini za
popravak DNA (6, 7). Aktivacija apoptoze, kao i samih kaspaza, moze zapoceti izvanstani¢no,
vezanjem liganda za tzv. receptore smrti (eng. death receptors), ili unutarstani¢no, signalnim
molekulama povezanim s o$tecenjem molekule DNA, manjkom faktora rasta ili hipoksijom (7,
8). Unutarnji, o mitohondriju ovisan, put aktivacije zapocCinje otpusStanjem citokroma c iz
medumembranskog prostora mitohondrija nakon migracije pro-apoptotskog citoplazmatskog
proteina Bax (eng. Bcl-2—associated X protein) do mitohondrijske membrane gdje inhibira
protektivno djelovanje anti-apoptotskog BCL 2 proteina. Naime, Bax stvara rupture u vanjskoj
mitohondrijskoj membrani te omogucava izlazak citokroma c u citoplazmu. Nadalje, citokrom
c stvara kompleks s Apaf-1 proteinom, nakon cega slijedi konformacijska promjena, vezanje
dATP-a te oligomerizacija Apaf-1 proteina. Kompleks od 7 podjedinica Apaf-1 proteina s
citokromom c veze te aktivira prokaspazu-9, nakon ¢ega nastaje struktura poznata pod nazivom

apoptosom. Unutarstani¢ni regulatori apoptoze proteini su iz Bcl-2 (eng. B-cell lyphoma 2)
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porodice, a dijele se na pro-apoptoticke (Bax, Bak, Puma, Noxa, Bim, Bad) te anti-apoptoticke
proteine (Bcl-2, Bel-xL, Bcl-W, Mcl-1, Bcl-B), ¢ija je funkcija vezana uz permeabilizaciju
membrane mitohondrija. Naime, pro-apoptoticki proteini poti¢u, dok anti-apoptoticki proteini
blokiraju oslobadanje citokroma c i ostalih proteina iz mitohondrija, kao §to je prethodno
objasnjeno na primjeru proteina Bax i Bcl-2 (9, 10). U tumorskih stanica otpor prema apoptozi
postize se prekomjernom ekspresijom anti-apoptotickih proteina kao S$to je Bcl-2, i/ili
smanjenom ekspresijom pro-apoptotickih proteina, kao sto je Bax. S obzirom da je regulacija
pro- i anti-apoptotickih proteina ovisna o p53 tumor-supresorskom proteinu, oStecenje njegove
funkcije uvelike doprinosi inhibiciji apoptoze (11). Osim toga, oSte¢enje receptora smrti
takoder dovodi do stani¢ne rezistencije na apoptozu (8). Vanjski put apoptoze pocinje
izvanstani¢nim vezanjem liganda na transmembranski receptor smrti (npr. Fas, TRAIL-R,
TNFR1) nakon kojeg slijedi regrutacija stani¢nih ,,adapter proteina na unutarstani¢ni slijed
receptora smrti te formiranja DISC (eng. Death inducing signaling complex) kompleksa koji
pomaze aktivaciju kaspaze-8 i/ili kaspaze-10. Nakon §to je aktivirana, kaspaza-8 moze
pocijepati izvrSnu prokaspazu-3 do njenog aktivnog oblika, ili na indirektan nacin potaknuti
unutarnji put apoptoze cijepanjem Bid proteina, $to uzrokuje permeabilizaciju mitohondrijske
membrane (9). Osim navedena dva najc¢esca puta aktivacije apoptoze (intrinzi¢ni i ekstrinziéni),
postoji i tre¢i put svojstven citotoksi¢nim limfocitima i NK (eng. Natural killer) stanicama.
Neovisno kojim putem je zapoCela apoptoza, nakon aktivacije inicijatorskih kaspaza -8 ili -9,
slijedi izvr$na faza apoptoze u kojoj aktivirane izvr$ne kaspaze -3, -6 i -7 dovode do kidanja
stani¢nih komponenti (12). Morfoloski se djelovanje kaspaza ocCituje smanjivanjem stanice
zbog razgradnje citoskeleta, bubrenjem stani¢ne membrane, kondenzacijom kromatina,
fragmentacijom DNA te u konacnici formacijom apoptotickih tjeleSaca; fragmenata stanice
okruzenih membranom (11, 13). Klju¢an dogadaj u apoptozi je translokacija fosfatidilserina s
citoplazmatske na vanjsku povrs§inu plazma membrane, $to predstavlja signal makrofagima za
fagocitozu apoptotickih tjelesaca (11). Disregulacija apoptoze omoguéava nekontroliran rast i
prezivljenje tumorskih stanica, kao i rezistenciju na mnoge lijekove. 1z tog razloga, velik je
fokus stavljen na sintezu spojeva koji ¢e djelovati na oSteceni apoptoticki put tumorskih stanica
na nacin da povrate normalnu aktivaciju apoptoze, poticuci sintezu proapoptotickih proteina i

aktivaciju kaspaza, ili blokiranje ekspresije antiapoptotickih proteina (8, 14, 15).
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1.1.2. Autofagija

Pojam autofagija dolazi od grckih rijeci "auto-" i "phagein”, $to u doslovnom prijevodu
znaci “jesti samoga sebe” (16, 17). Iako je otkrivena jo§ 1960-ih godina, molekularna podloga
autofagije dugi je niz godina bila nepoznata, sve do 1990-ih kada se podrucje proucavanja
autofagije pocelo znatno razvijati unaprjedenjem novih molekularnih, kao i mikroskopskih
metoda (18). Za otkric¢e katabolickog mehanizama autofagije, znanstvenik Yoshinori Ohsumi
dobio je 2016. godine Nobelovu nagradu za fiziologiju ili medicinu (19). Cesto se u
znanstvenim radovima pojam “autofagija” odnosi na "makroautofagiju", medutim osim
makroautofagije, s obzirom na put dostave materijala u lizosom razlikujemo i mikroautofagiju
te Saperonima-posredovanu autofagiju (20). Autofagija oznacava kompleksan i dinamican
proces dostavljanja stani¢nih komponenti putem autofagosoma u lizosom radi njihove
razgradnje. Najcesce se autofagijom razgraduju patogeni, dugozivuéi oste¢eni staniéni proteini,
ali 1 dotrajale i suviSne organele kao S$to su mitohondriji, endoplazmatski retikulum i
peroksisomi (21, 22). Svrha autofagije je osiguravanje izvora energije za stanice u stanju
gladovanja, s obzirom da se razgradnjom oStecenih i suvi$nih proteina pomocu kiselih proteaza,
iz lizosoma oslobadaju aminokiseline koje su, izmedu ostalog, potrebne za sintezu esencijalnih
proteina (23). Osim toga, autofagija osigurava normalno funkcioniranje i prezivljenje stanica
sprjecavajuci nakupljanje proteinskih agregata te oStecenih organela koji mogu dovesti do brze
stani¢ne smrti (16, 24). Osobit primjer odrzavanja stani¢ne ravnoteze je mitofagija, razgradnja
oSte¢enih mitohondrija. Na taj nacin autofagija prevenira stani¢nu smrt, medutim brojna
istrazivanja u posljednjih desetak godina ukazuju na upravo suprotno djelovanje autofagije koje
Se ocituje u procesu autofagijom-posredovane stani¢ne smrti (25, 26). Morfoloski, proces
autofagije zapocinje formiranjem fagofora, strukture s dvostrukom membranom koja odjeljuje
materijal za razgradnju. Zaokruzivanjem se fagofor razvija do strukture autofagosoma koji
prenosi materijal za razgradnju do lizosoma, nakon ¢ega fuzijom autofagosoma i lizosoma
nastaje autolizosom (Slika 2). U autolizosomu se pomocu kiselih lizosomskih enzima odvija
hidroliza proteina, lipida, Secera i nukleinskih kiselina dostavljenih putem autofagosoma (20,
24, 27). Sekvestriranje stani¢nih proteina ili organela koji su obiljezeni za razgradnju odgovara
selektivnoj autofagiji, dok se neselektivnom autofagijom sekvestriraju nasumi¢ne molekule i
organele. Sli¢no apoptozi, autofagija je genetski reguliran proces, posredovan Atg (eng.
autophagy related genes) genima koji su prvotno otkriveni u plijesni, dok su njihovi homolozi
u visestani¢nih eukariota otkriveni kasnije (28). Brojni proteini sudjeluju u procesu regulacije

autofagije. Primjerice, u procesu stvaranja autofagosoma za inicijaciju je potreban Ulk 1 (Atg
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1 u plijesni) protein, nukleaciju poti¢e kompleks proteina Beclinl i Vps34, dok su proteini LC3
I kompleks Atg12-Atgl5 vazni u procesu elongacije. Da autofagija ima vaznu ulogu u o¢uvanju
stani¢nog integriteta, pokazuju primjeri humanih tumora u kojih je zabiljezena delecija gena
BECN1, Atg5 ili Atgl2 (29 - 31). Nadalje, kompleks mMTORC1 ima vaznu ulogu u regulaciji
inhibicije autofagije na nacin da sprje¢ava formaciju fagofora (21, 27, 32). Naime, mTOR je
protein koji poti¢e anaboli¢ke procese kao Sto su sinteza proteina i transkripcija, a inhibira
kataboli¢ke procese poput razgradnje mRNA i autofagije. S druge strane, induktori autofagije
kao $to su oksidativni stres i manjak nutrijenata inhibitorno ¢e djelovati na mTOR (33).

Uloga autofagije u tumorskim stanicama je dvostruka, a ovisi o vrsti stanica, stadiju
tumora, kao i ucinkovitosti apoptoze. Ona moze biti protektivna i osigurati tumorskim
stanicama prezivljenje u stanjima niske razine Kisika i nutrijenata, kao i rezistenciju na
citotoksi¢ne tvari. S druge strane, djelovanje autofagije u nekim tumorima i vise je nego
pozeljno obzirom da ona moze dovesti do autofagijom-posredovane stani¢ne smrti. Nadalje,
potvrdeno je da inhibicija autofagije u bilo kojoj fazi uzrokuje genetsku nestabilnost, kao i

pojacan oksidativni stres, Sto pospjesuje onkogenezu (17, 25, 33 - 36).
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Slika 2. Stvaranje autolizosoma.
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1.1.3. Odnos apoptoze i autofagije

Prema jednoj od prvih klasifikacija stanicne smrti koja se temeljila na morfoloskim
karakteristikama, apoptoza je predstavljala tip I stani¢ne smrti, autofagijom-posredovana
stani¢éna smrt tip II, dok je nekroza Kklasificirana kao tip III stani¢ne smrti. lako se na
morfoloskoj, kao i na molekularnoj razini apoptoza i autofagijom-posredovana stani¢na smrt
vrlo razlikuju, u zadnjih nekoliko godina sve se vise paznje pridaje medudjelovanju ovih dvaju
vrsta stani¢ne smrti (37, 38). Mnogo dokaza upucuje na to kako su apoptoza i autofagija
medusobno iskljuéivi procesi. Primjerice, autofagija uklanjajuéi toksi¢ne proteinske agregate i
oSte¢ene organele sprjeCava nastanak signala koji bi potaknuli apoptozu (39). Ipak, sve vise
novijih istrazivanja potvrduje istovremenu aktivaciju apoptoze i autofagije te je otkriveno kako
apoptoza i autofagija posjeduju zajednicke regulatorne molekule (37, 38). Na primjer, anti-
apoptoti¢ki, kao i pro-apoptoticki proteini iz Bcl porodice ne djeluju samo na aktivaciju
apoptoze, ve¢ i autofagije. Naime, anti-apoptoticki protein Bcl-2 veze se za regulatorni protein
autofagije Beclinl te na taj nacin inhibira njegovo vezanje s Vps34 te posljedi¢no sprje¢ava
formaciju autofagosoma. S druge strane, pro-apoptoticki proteini, kao $to su Puma i Noxa,
ometaju interakciju Bcl-2 proteina s Beclinl te dovode do aktivacije autofagije. Nadalje,
primijeceno je kako se autofagija i apoptoza odvijaju u istoj stanici, najéesce u slijedu u kojem
autofagija prethodi apoptozi. Razlog tome je $to se kao odgovor na stres u stanici prvo aktivira
autofagija. Medutim, kada je stani¢ni stres preintenzivan, dolazi do aktivacije apoptoze te
inaktivacije autofagije zbog destruktivnog djelovanja kaspaza na klju¢ne proteine autofagije.
Na primjer Beclinl supstrat je kaspazi-3 (38, 40). S druge strane, autofagija moze pospjesiti
stani¢nu smrt razgradnjom nezamjenjivih stani¢nih dijelova, te na taj nacin aktivirati apoptozu.
Proucavanjem uloge autofagije u tumorskim stanicama, doslo se do zakljucaka kako je njeno
djelovanje dvojako. Naime, autofagija najces¢e djeluje na nacin da potice proliferaciju
tumorskih stanica osiguravaju¢i im izvore energije u stanjima gladovanja, dok je primijeceno 1
suprimiraju¢e djelovanje na tumore koje se oc€ituje u interakciji s ostalim signalizacijskim i
metaboli¢kim putevima u stanici (37). Klorokin se kao inhibitor autofagije, u odredenim
slu¢ajevima, koristi sinergisticki s ostalim antitumorskim lijekovima jer se inhibicijom
autofagije pospjesuje osjetljivost tumorskih stanica na terapiju (39, 41). S druge strane, u
tumora u kojih postoji teski defekt u procesu apoptoze, upravo je aktivacija autofagije klju¢na
kako bi se promovirala stani¢na smrt. Zaklju¢no, odnos autofagije i apoptoze je kompleksan, a

ovisi o signalizaciji, uvjetima u kojima se stanice nalaze te samoj vrsti stanica (37).
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1.2. Kinolinski spojevi

Kinolin je heterociklicki aromatski organski spoj dusika kemijske formule CgoH7N,
graden od jednog benzenskog i jednog piridinskog prstena (Slika 3). Nekoliko prirodnih
spojeva, poglavito alkaloida, sadrzavaju kinolinsku jezgru, a opisani su i brojni protokoli za
sintezu razli¢ito supstituiranih derivata kinolina. Prva primjena kinolina u medicini bila je u
lije¢enju malarije pomocu kinina izoliranog iz kore drveta kininovca. Na temelju strukture
kinolinskog prstena kasnije su sintetizirani novi antimalari¢ni lijekovi, medu kojima su
klorokin, amodiakin, meflokin i ostali (42). Osim antimalari¢énog, derivati kinolina posjeduju
Sirolik spektar farmakoloskih svojstava, medu kojima su: inhibicija proliferacije tumorskih
stanica i angiogeneze te, antimikrobno, antiviralno, anesteti¢ko, antifungalno, protuupalno i
kardiotoni¢no djelovanje (43). S obzirom da se radi o visoko stabilnim spojevima Siroke
bioaktivnosti, a posebice zbog njihove protutumorske aktivnosti, sintetizirani su mnogi derivati,
od kojih se neki, kao §to su kampotekin, irinotekan i topotekan, ve¢ godinama Koriste u

klinickom lijecenju karcinoma.
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Slika 3. Strukturna formula kinolina.
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1.2.1. Antitumorski potencijal kinolina

Otkricem kampotekina 1966. godine te pojavom njegovih strukturnih analoga,
topotekana i irinotekana, intenzivno se zapocelo razvijati podrucje sinteze i proucavanja
antitumorskih svojstava spojeva s kinolinskom okosnicom (44). Veliki broj do danas novo
sintetiziranih kinolinskih derivata dokaz je kako antiproliferativna aktivnost kinolina pokazuje
velik potencijal u razvoju novih antitumorskih lijekova, $to je potvrdeno na brojnim tumorskim
stani¢nim linijama, kao i na in vivo modelima. Osim toga, neki kinolinski derivati, kao bosutinib
i lenvatinib, u fazi su klini¢kog ispitivanja kao novi protutumorski lijekovi (45). Protutumorska
aktivnost kinolinskih derivata bazira se na raznim mehanizmima, medu kojima se mogu
izdvojiti interakcije sa staniénim proteinima, kao $to su topoizomeraza i telomeraza, vezanje s
DNA te aktivacija kaspaza (46 - 48). Nadalje, u lijeCenju tumora vrlo je vazna njihova
antiangiogena aktivnost inhibicijom VEGF signalnog puta, antimitoti¢ko djelovanje, kao i
zaustavljanje stani¢nog ciklusa (45, 49, 50). Antitumorski potencijal odredenih kinolinskih
derivata, kao i najznacajniji mehanizmi djelovanja, bit ¢e prikazani u nekoliko sljedecih
primjera.

Kampotekin, izoliran iz kore drveta Camptotheca acuminata, svoje djelovanje temelji
na planarnoj pentacikli¢koj strukturi zbog koje postize moguénost inhibicije topoizomeraze.
Nadalje, interkalaciju s molekulom DNA pokazali su brojni derivati kinolina s planarnom
strukturom koji se ugraduju izmedu parova baza DNA i ondje zadrZavaju interakcijama kao §to
su van der Waalsove sile i vodikove veze (51). Veliku vaznost imaju inhibitori topoizomeraze,
kao 1 spojevi koji aktiviraju apoptozu putem reaktivnih kisikovih vrsta ili jo§ vaznije,
modulacijom Bcl pro- i anti- apoptotickih proteina (52).

Kako bi se poboljsala ucinkovitost djelovanja na multirezistentne stanic¢ne linije,
odnosno kako bi se pojacao selektivan citotoksican ucinak kinolina, a smanjile toksicne
nuspojave, u zadnjih nekoliko godina sve se veci potencijal vidi u sintezi hibridnih kinolinskih
molekula, koje osim kinolinske, sadrze i okosnicu drugih spojeva s dokazanim antitumorskim

djelovanjem (53).
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KAMPOTEKIN TOPOTEKAN IRINOTEKAN KLOROKIN

Slika 4. Strukturne formule kinolinskih derivata s proapoptotickim djelovanjem (preuzeto
(54) 1 prilagodeno).

1.2.2. Proapoptoti¢ko djelovanje kinolinskih derivata

Brojni derivati s kinolinskom okosnicom pokazuju proapoptoti¢ko djelovanje, koje je
dokazano na sirokom rasponu tumorskih stani¢nih linija in vitro, kao i na tumorima zivotinjskih
modela.

Klorokin (7-kloro-4-aminokinolin) i njegovi sintetski analozi jedan su od najznacajnih
kinolinskih derivata s velikim potencijalom u lije¢enju tumora, ¢ije se djelovanje temelji na
aktivaciji apoptoze te inhibiciji autofagije. Proapoptoticko djelovanje klorokina temelji se na
interakciji s DNA, koja onemogucuje sintezu i popravak DNA molekule, $to posljedi¢no
inducira signale za aktivaciju apoptoze. Izrazito inhibitorno djelovanje klorokinskih derivata na
rast tumorskih stanica zainteresiralo je mnoge znanstvenike koji su u svojim istrazivanjima
dokazali raznolike mehanizme proapoptotickog djelovanja ovih derivata. Primjerice, rezultati
istrazivanja Jia i sur. (55) pokazali su kako inhibitor autofagije klorokin, upravo zbog
prekomjernog nakupljanja ostecenih i razgradenih proteina u citoplazmi, dovodi do razvoja
stresa endoplazmatskog retikuluma, $to je usko povezano s aktivacijom apoptoze. Nadalje,
Zheng i sur. (56) dokazali su aktivaciju apoptoze in vitro, kao i in vivo u tumorskih stanica
kolorektalnog karcinoma nakon tretmana klorokinom. Osim ovog, brojni znanstveno-
istrazivacki radovi potvrdili su proapoptoticki u¢inak klorokina na tumorskim stanicama (57 -
60). Osim S§to poti¢u aktivaciju kaspaza, brojni dokazi upucuju na klorokinsku aktivaciju
apoptoze putem p53 tumor supresorskog proteina (60, 61).

Osim klorokinskih, velik interes pokazuje se i za ostale kinolinske derivate, koji
pokazuju Sirok raspon nacina indukcije apoptoze u tumorskih stanica. Primjerice, Tong i sur.

sintetizirali su nove derivate koji u stanicama kolorektalnog karcinoma in vitro induciraju
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apoptozu, koja nije bila povezana s aktivacijom kaspaza, kao ni s p53 tumor supresorskim
proteinom (62). S druge strane, spojevi 1-benzoil-3-cijanopirolo[1,2-a]kinolina u istrazivanju
Williama Kemnitzera i suradnika inducirali su apoptozu povezanu s aktivacijom kaspaza (63).
Nadalje, pojacanom regulacijom pro-apoptoti¢kih proteina Bad i Bid te inhibicijom anti-
apoptotickih proteina XIAP i survivin BPIQ derivat doveo je do stani¢ne smrti tumorskih
stanica pluca (64).

Navedeni primjeri kinolinskih derivata samo su neki od mnogih primjera razlicito
supstituiranih heterocikli¢kih derivata kinolina koji pokazuju proapoptoticko djelovanje (55,
65, 66), koje je upravo temelj za sve opseznija istrazivanja i veliko zanimanje za sintezu novih

kinolinskih molekula.

1.2.3. Inhibitorni u¢inak kinolina na autofagiju

Zbog najcesce protektivnog djelovanja autofagije u tumorskim stanicama, u zadnje je
vrijeme sve vise stavljen fokus na pronalazak terapeutika koji ¢e zbog inhibitornog djelovanja
na autofagiju pospjesiti lijeCenje raka konvencionalnim terapijama ili ¢e pak biti dostatni u
lije¢enju, kao samostalni agensi.

Klorokin i njegov derivat hidroksiklorokin odobreni su od strane americke Agencije za
hranu i lijekove, FDA (eng. Food and Drug Administration) kao lijekovi u klini¢kim
istrazivanjima namijenjeni lijeCenju tumora putem inhibicije autofagije (67). Inhibicija
autofagije postize se na nac¢in da se blokira fuzija autofagosoma s lizosomom, §to kao posljedicu
ima sprjecavanje protektivnog djelovanja autofagije i smanjenje prezivljenja tumorske stanice
(68). U istrazivanju Ganguli i suradnika (69) ovo svojstvo klorokina iskoriSteno je za indukciju
apoptoze jer je zbog nemoguénosti uklanjanja oSte¢enih mitohondrija doSlo do otpustanja
citokroma ¢ iz medumembranskog prostora mitohondrija te posljedi¢no aktivacije kaspaze-3.
Golden i suradnici ispitali su djelovanje ostalih kinolina s antimalari¢nim djelovanjem te
utvrdili kako kinin, kinakrin te meflokin pokazuju izrazeno citotoksi¢no djelovanje s
inhibitornim djelovanjem na autofagiju (70).

Klorokin i njegovi derivati nisu jedini Kkinolinski spojevi koji imaju sposobnost
inhibicije autofagije. Primjerice, Bosc i suradnici sintetizirali su kinolinski derivat koji je
pokazao sposobnost inhibicije autofagije molekularnom interakcijom s ATG4B enzimom koji

je kljucan za formaciju i sazrijevanje autofagosoma (71). Nadalje, Lys05, dimer 7-kloro-4-
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aminokinolina pokazuje inhibitorno djelovanje na autofagiju (72).

Inhibitorno djelovanje kinolina na autofagiju u tumorskim stanicama vrlo je pozeljno
zbog smanjenja koli¢ine energije koju dobivaju putem autofagije, kao i zbog povecane
osjetljivosti tumorskih stanica na kemoterapiju. Medutim, vazno je uociti kako inhibitorno
djelovanje na autofagiju u normalnih stanica nije pozeljno s obzirom da ono dovodi do njihovog
oSte¢enja i uranjene smrti (73). [zmedu ostalog, najveci broj ovih istrazivanja potvrden je in
vitro, te se is¢ekuju rezultati klini¢kih istrazivanja kako bi se utvrdio mehanizam djelovanja

kinolinskih derivata in vivo, na organizam u cijelosti.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj je ovog istrazivanja ispitati djelovanje novo sintetiziranih 7-kloro-4-
aminokinolinskih derivata na rast tumorskih stanica u uvjetima in vitro, te odrediti nacin
umiranja stanica tretiranih ispitivanim derivatima odredivanjem aktivnosti apoptoze i autofagije

proto¢nom citometrijom.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ustroj studije

Ovaj rad osmisljen je kao pokusno (eksperimentalno) istrazivanje (74). Provedeno je u
Laboratoriju za kulturu tkiva pri Zavodu za medicinsku kemiju, biokemiju 1 klinicku kemiju na
Medicinskom fakultetu Sveudilista J. J. Strossmayera u Osijeku u periodu od travnja do lipnja

2019. godine.

3.2. Materijali

3.2.1. Ispitivani spojevi

7-kloro-4-aminokinolinski derivati pripremljeni su na Zavodu za organsku kemiju
Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Derivati su sintetizirani s ciljem inhibicije rasta
tumorskih stanica aktivacijom apoptoze, u obliku hibridne molekule koja osim
aminokinolinske, sadrzava i benzimidazolsku skupinu. Derivati su dobiveni u obliku praha,
otopljeni u DMSO-u (dimetilsulfoksid) kao koncentrirane stock otopine (konc. 1 x 102 mol/L
) i pohranjene na -20°C do daljnje uporabe. Za potrebe ovog istrazivackog rada pripremljeni su

i koristeni u finalnoj koncentraciji od 5 x 10® M razrjedivanjem stock otopine u DMSO-u.
3.2.2. Stanicne linije

Ucinak 7-kloro-4-aminokinolinskih derivata ispitan je na panelu humanih tumorskih
stanica te na jednoj normalnoj animalnoj stani¢noj liniji.

Tumorske stanice:

- trostruko negativnog adenokarcinoma dojke; MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™),
- T-stani¢nog limfoma; HuT 78 (ATCC® TIB-161™),

- limfoblasta kroni¢ne mijeloidne leukemije u blasti¢noj krizi; K-562 (ATCC® CCL-
243T™)

Normalne stanice:

- epitelne stanice bubrega psa; MDCK 1 (ATCC® CRL-2935™)

13
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3.2.3. Kemikalije

Kemikalije i reagensi koristeni tijekom eksperimentalnog rada su sljedeci:

e DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) medij s L-glutaminom, kompletiran 10 %
-tnim FBS-om (fetalni govedi serum), 1 %-tnim anti-anti (antimikotik, antibiotik)te
1 %-tnim glutamaxom, Capricorn scientific (Slough, Velika Britanija)

e RPMI1640 (Roswell Park Memorial Institute) medij s L-glutaminom, kompletiran
10 %-tnim inaktiviranim FBS-om, 1 %-tnim anti-anti (antibiotik, antimikotik), 10 mM
HEPES-a te 1 %-tnim glutamaxom (2 mM glutamine), Capricorn scientific (Slough,
Velika Britanija)

e Natrijev piruvat (100 mM) Lonza (Verviers, Belgija)

e HEPES (4-(2-hidroksietil)piperazin-1-etanesuloni¢na kiselina) pufer, Sigma-Aldrich
(St.Louis, SAD)

e PBS pufer - izotoni¢na otopina; fosfatom puferirana otopina soli

e DMSO, dimetilsulfoksid 99,8 %, Acros organics (New Jersey, SAD)

e Tripan plavilo 0,4 %:; 0,85 % NaCl, Lonza (Basel, Svicarska)

e Tripsin / EDTA, tripsin 0.25 %, 1IMm EDTA-Na4 u HBSS s phenol red, Panbiotech
(Aidenbach, Njemacka)

e MTT, (3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazoliumbromid) Merck (Darmstadt,
Njemacka)

e AlexaFluor 488, Annexin V/ Dead cell apoptosis kit, Life Technologies GmbH /
ThermoFisher Scientific (Darmstadt, Njemacka)

e Acridine Orange otopina, Sigma Aldrich, (St. Louis, SAD).

3.3. Metode

3.3.1. Kultivacija i odrzavanje stanica in vitro
Kultura stanica odvija se u laboratoriju za uzgoj stanica u kojem se primjenjuju asepticni
postupci 1 uvjeti, Sto podrazumijeva rad u sterilnim kabinetima s laminarnim protokom zraka,

upotreba sterilnih medija i kemikalija te sterilne tehnike rukovanja, kao $to je svakodnevno

koriStenje UV lampi te detaljna dezinfekcija radnog prostora 70 %-tnim etanolom.
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Tumorske stanice kultivirane su u inkubatoru (IGO 150 CELLIifeTM, JOUAN, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) pri temperaturi od 37°C i atmosferi s 5 %-tnim CO u
bodicama za uzgoj stanica povrsina 25 cm?i 75 cm? (Nunc™ EasYFlask™ Cell Culture Flasks,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

MDA-MB-231 i MDCK 1 stani¢ne linije odrzavane su presadivanjem postupcima:
uklanjanja starog medija, odvajanjem stanica od povrSine bocice, dodatkom tripsina te
inkubacijom pri sobnoj temperaturi tijekom 5-6 minuta, prikupljanjem stanica za pokus u
Falcon epruvetu ili pasazom, te dodatkom svjezeg DMEM medija.

HuT 78 te K-562 stani¢ne linije odrzavane su oduzimanjem dijela volumena stanica i
dodavanjem svjezeg RPMI 1640 medija.

Za odrzavanje adherentnih stani¢nih linija (MDA-MB-231 i MDCK 1) koristen je
DMEM medij s dodatkom 10 %-tnog FBS-a, 2 mM L-glutamina i 1 %-tnog anti-anti
(penicilin/streptomicin). RPMI 1640 medij obogaten 10 %-tnim FBS-om, 2 mM L-
glutaminom, 1 mM natrij-piruvatom, 10mM HEPES-om te 1 %-tnim penicilinom/
streptomicinom koristen je za uzgoj stanica u suspenziji (K-562 i HUT 78). DMEM medij, kao
i RPMI 1640 medij koristeni u daljnjem radu sa stanicama nisu sadrzavali dodatak

antimikotika/antibiotika.

3.3.2. Odredivanje broja vijabilnih stanica u stani¢noj kulturi

Odredivanje broja vijabilnih stanica izvedeno je uz koriStenje bojanja stani¢ne
suspenzije tripan plavilom. Naime, tripan plavilo ima mogu¢nost ulaska u mrtve stanice zbog
njihove oSte¢ene membrane, dok se u zivim stanicama s o¢uvanim integritetom membrane nece
zadrzati jer ga one aktivno izbacuju. Iz tog razloga, gledajuéi stanice pomocu invertnog
mikroskopa, razlikujemo Zive neobojene i plavo obojene mrtve stanice Koje ne brojimo.
Postupak je sljedeci: u 50 ul stani¢ne suspenzije dodano je 100 ul 0,4 %-tne otopine tripan
plavila, resuspendirano te otpipetirano ispod pokrovnog stakalca u Burker-Tirk-ovu komoricu.
U Birker-Turk-ovoj komorici stanice se broje u 4 vanjska kvadranta (Slika 5a), pri ¢emu se
postuje pravilo slova L koje podrazumijeva da se prema vlastitom izboru odaberu dvije vanjske
stranice kvadranta (primjerice gornja i desna), te se broje one stanice koje se nalaze na tim
vanjskim linijama (Slika 5b). Broj zivih stanica u 1 mL odreden je pod invertnim mikroskopom

(Zeiss, Axiovert 25, Njemacka), prema sljede¢oj formuli:
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g X 4 = X X 10*/mL, pri ¢emu N oznacava broj stanica, 4 je broj kvadranata u kojima su

stanice brojane, a 3 predstavlja faktor razrjedenja.

a)
- kvadranti u kojima
brojimo stanice
— e
i iEdi 181
J 3888 sad¢ 1
G i
S8 seus veas | P
b)

@ - stanice koje brojimo

@® -stanice koje ne brojimo

Slika 5. a) Mikroskopski prikaz Biirker-Tlrk-ove komorice, b) pravilo brojanja stanica.
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3.3.3. Odredivanje antiproliferativne aktivnosti MTT testom

MTT test kolorimetrijska je metoda kojom se procjenjuje metabolicka aktivnost stanice,
odnosno aktivnost mitohondrijskih NADPH dehidrogenaza, koja odgovara vijabilnosti same
stanice. Naime, mitohondrijske NADPH dehidrogenaze u zivim stanicama reduciraju zute
tetrazolijeve soli iz MTT reagensa do netopljivog formazana koji formira kristali¢e u stanicama
te je ljubiCasto obojen. NADPH dehidrogenaze u mrtvim su stanicama neaktivne te u ovom
slucaju ne¢e do¢i do redukcije tetrazolija 1 promjene boje. Kristali¢i formazana topljivi su u
DMSO-u i SDS-u, a intenzitet obojenja mjeri se na 595 nm, pri ¢emu je intenzitet obojenja
proporcionalan broju zivih stanica. Intenzitet je odreden spektrofotometrijski koriStenjem

automatskog ¢ita¢a mikroplocica (iMark, BIO RAD, Hercules CA, USA).

Postupak: Adherentne stanice MDA-MB-2311 i MDCK 1 nasadene su na mikrotitarske
plogice s 96 jazica u koncentraciji od 2 x 10* stanica/ml. Stanice su ostavljene u CO2 inkubatoru
na temperaturi od 37 °C tijekom no¢i kako bi se prihvatile za podlogu. Nakon toga tretirane su
derivatima (MB-132, MB-133, MB-173) u koncentraciji od 1 x 10* M, 1 x 10°Mi1x 10°%M
tijekom 72 sata. Po isteku vremena inkubacije, sa stanica je uklonjen medij te je dodan MTT
reagens u koncentraciji od 5 mg/ml te je uslijedila inkubacija u trajanju od 4 sata nakon koje su
kristali¢i formazana otopljeni u DMSO-u uz tre$nju na tresilici (OS-10 Orbital Shaker, Biosan,
Latvia). Intenzitet obojenja (apsorbancija) izmjeren je u triplikatu na automatskom ¢itacu
mikroploca na 595 nm.

Stanice u suspenziji K-562 i HuT 78 nasadene su na mikrotitarske plocice s 96 jazica u
koncentraciji od 1 x 10° stanica/ml. Isti dan izvreno je tretiranje stanica derivatima u
koncentraciji od 1 x 10* M, 1 x 10° M i 1 x 10°® M, nakon ¢ega su stanice inkubirane tijekom
72 h u COz inkubatoru (37 °C, 5 % CO3). Nakon zavrSene inkubacije na stanice je dodano 5
mg/ml MTT-a te je uslijedila inkubacija s MTT-em u trajanju od 4 sata. Formirani tetrazolijevi
kristali¢i otopljeni su u 10 %-tnom SDS-u tijekom noéi u CO2 inkubatoru. Cita¢ mikroplo¢a
koriSten je za mjerenje intenziteta obojenja (apsorbancije) na 595 nm, a mjerenja su izvedena u

triplikatu.

Na temelju ocitanih rezultata apsorbancije odreden je udio Zivih stanica pomocu sljedece

formule:

A uzorka—A slijepe kontrole

% =

X 100, pri ¢emu je slijepa proba za adherentne stanice bio
A kontrole—A slijepe konrole » P J Jje€pa p

DMSO s MTT-em, a za stanice u suspenziji SDS u HCL-u s medijem i MTT-em.
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3.3.4. Odredivanje udjela stanica u apoptozi protoénom citometrijom

Kako bi se utvrdilo je li inhibitorno djelovanje ispitivanih derivata povezano s
indukcijom apoptoze, uradeno je bojanje stanica Annexin V FITC-om (AlexaFluor 488,
Annexin V/ Dead cell apoptosis kit) te propidij jodidom (PI) nakon tretmana derivatima u
finalnoj koncentraciji od 5 x 10® M tijekom 24 sata. Nakon $to su stanice obojane, protoénim
citometrom izvrsSena je daljnja analiza.

Ova metoda temelji se na selektivnom vezanju Annexina V na fosfatidilserin te propidij
jodida (PI) na DNA. Fosfatidilserin se u normalnih stanica nalazi s unutarnje strane plazma
membrane, dok se njegova translokacija na vanjsku stranu membrane dogada u tijeku apoptoze
te se smatra markerom rane faze apoptoze. Annexin V je protein koji se veze za fosfatidilserin
(PS) izlozen na povrSini stanica u apoptozi, a fluorokrom FITC omogucuje detekciju stanica u
apoptozi pri analizi protoénim citometrom s obzirom da u pobudenom stanju fluoresciraju u
zelenoj boji. Budu¢i samo obiljezavanje Annexin V FITC-om nije dostatno kako bi se
razlikovale stanice u ranoj i kasnoj apoptozi te u nekrozi, stanice su bojane i propidij jodidom.
Naime, propidij jodid ulazi u stanice s oSte€enom membranom, veze se za molekulu DNA te
fluorescira crveno. Zbog toga ¢e stanice u ranoj apoptozi biti obiljeZene samo Annexin-V FITC-
om, stanice u kasnoj apoptozi i nekrozi bit ¢e obiljezene dualno, Annexin-V FITC-om i Pl, a

zive stanice ¢e ostati neobojene.

Postupak: Adherentne stanice MDA-MB-231 nasadene su u ploce sa 6 jazica u koncentraciji
od 3 x 10° stanica/jazici, volumena 3 mL u jaZici, te su ostavljene preko noéi u CO; inkubatoru.
Nakon toga stanice su tretirane MB-132, MB-133 | MB-173 derivatima u finalnoj koncentraciji
od 5 x 10° M te je nastavljena inkubacija u trajanju od 24 h. Nakon inkubacije stanice su
pomocu tripsina odvojene od podloge te zajedno s medijem prebacene u Falcon epruvete od 15
mL, isprane PBS-om te centrifugirane 5 minuta na 3000 rpm kako bi se isprale od medija te
slegle na dno epruvete. Supernatant je odbacen dekantiranjem, a stanice su resuspendirane u
100 pL pufera za vezivanje Annexina (Annexin binding buffer) i prebacene u epruvete za
proto¢nu citometriju, nakon ¢ega je dodano 5 pLL Annexina te 1uL PI. Slijedila je inkubacija u
trajanju od 15 minuta te dodatak 400 uL pufera za vezivanje Annexina, nakon ¢ega su stanice
stavljene na led. Analiza proto¢nim citometrom (FascCanto II, BD Bioscience) izvrSena je u
duplikatu na 50.000 stanica. Kao pozitivna kontrola koristen je doksorubicin u finalnoj
koncentraciji od 1 x 10° M. Dvije su bile negativne kontrole — neobojana i kontrolne netretirane
stanice.

Za stanice u suspenziji (K-562 i HUT 78) postupak se razlikovao u tome §to su stanice
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nasadene u koncentraciji od 5 x 10° stanica/jaZici, tretiranje stanica derivatima izvreno je isti

dan, a doksorubicin je dodavan u koncentraciji od 3 x 107 M.

3.3.5. Odredivanje udjela stanica u autofagiji proto¢nom citometrijom

Utjecaj novo sintetiziranih 7-kloro-4-aminokinolinskih derivata istrazen je s obzirom na
zanimljivu interakciju izmedu apoptoze i autofagije, kao i samog svojstva autofagije da inducira
stani¢nu smrti ili pak potice stani¢no prezivljenje. Uc¢inak derivata na autofagiju ispitivan je
nakon tretmana u trajanju od 24 sata. Prikupljene stanice bojane su Acridine Orange bojom koja
ulazi u kisele vakuole u stanici, kao $to je autolizosom, marker autofagije. Acridine Orange
biva protonirana kada ude u kisele vakuole te fluorescira crveno, $to se detektira na proto¢nom
citometru, pri ¢emu je intenzitet obojenja proporcionalan broju kiselih vakuola (lizosoma,

autolizosoma) u stanici.

Postupak: Kao i u svrhu analize udjela stanica u apoptozi, adherentne stanice su
nasadene u koncentraciji od 3 x 10° stanica/jaZici u volumenu 3 mL/jaZici, dok su suspenzijske
stani¢ne linije nasadene u koncentraciji od 5 x 10° stanica/jaZici u volumenu od 3 mL/jaZici.
MDA-MB-231 stanice su preko noéi inkubirane u CO. inkubatoru te nakon toga tretirane
derivatima, dok su stanice K-562 i HUT 78 tretirane na dan nasadivanja. Tretman derivatima
MB-132, MB-133 i MB-173 u koncentraciji od 5 x 10 M trajao je 24 sata, nakon ¢ega je medij
sa stanicama prikupljen u Falcon epruvete, pri ¢emu su MDA-MB-231 stanice prethodno
odvojene od podloge tripsinizacijom. Stanice su zatim isprane PBS-om, centrifugirane 5 minuta
na 3000 rpm kako bi se spustile na dno epruvete, a supernatant je odbac¢en. Nakon toga slijedio
je jos jedan postupak ispiranja PBS-om te centrifugiranje kako bi se isprao medij. Supernatant
je odbacen, dodano je 500 uL prethodno pripremljene otopine Acridine Orange boje u finalnoj
koncentraciji od 1 pg/mL te su stanice prebacene u tubice za proto¢nu citometriju. Slijedila je
inkubacija na 37°C u trajanju od 30 minuta, prebacivanje tubica u led, te analiza proto¢nim

citometrom, pri ¢emu je ona izvedena u duplikatu na 50.000 stanica.

3.3.6. Statisticka obrada podataka

MTT test citotoksi¢nosti izveden je u triplikatu kroz tri ponavljanja, a rezultati su

prikazani kao srednja ICsg vrijednost sa standardnim devijacijama. Odredivanje udjela stanica
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u apoptozi te udjela stanica u autofagiji izveden je u duplikatu. Rezultati analize udjela stanica
u apoptozi prikazani su kao postotak populacije uz koeficijent varijacije, dok su rezultati analize
udjela stanica u autofagiji izrazeni kao vrijednost intenziteta fluorescencije sa standardnim
devijacijama. Ovakav prikaz rezultata dobiven je pomocu statisticke funkcije za analizu
podataka i obrade rezultata proto¢ne citometrije. Statisticka obrada podataka odredena je u
XLSTAT 2019 programu, pri ¢emu Su podatci za udio stanica u apoptozi te udio stanica u
autofagiji analizirani ANOVA testom s Bonferroni korekcijom. Rezultati proto¢nog citometra
analizirani su racunalnim programom Flow Jo software (v10.4.2., LLC, Data Analysis

Software).
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4. REZULTATI

4.1. Odredivanje antiproliferativne aktivnosti 7-kloro-4-aminokinolinskih derivata

Antiproliferativna aktivnost derivata MB-132, MB-133 i MB-173 ispitana je MTT
testom na tumorskim stani¢nim linijama MDA-MB-231 (adenokarcinom dojke), K-562
(kroni¢na mijeloidna leukemija) te HUT 78 (T-stani¢ni limfom), kao i na normalnoj MDCK 1
(Madin-Darby epitelne stanice psa) stani¢noj liniji. Navedene stani¢ne linije tretirane su
derivatima u koncentraciji od 1 x 10 M, 1 x 10°M i 1 x 10 M te je antiproliferativna aktivnost
odredena nakon 72 sata. Rezultati su pokazali da ispitivani kinolinski derivati pokazuju
postedno djelovanje na normalnu (MDCK 1) stani¢nu liniju u odnosu na tumorske stanice, od
kojih su vecéu osjetljivost pokazale stanice leukemije (K-562) i limfoma (HuT 78) u usporedbi
sa stanicama adenokarcinoma dojke. Usporedbom djelovanja derivata na pojedinu stani¢nu
liniju uoceno je da je derivat MB-173 imao najizrazenije djelovanje u inhibiciji rasta stani¢nih
linijja MDA-MB-231 te HUT 78, dok je derivat MB-132 najuspjesnije inhibirao rast K-562

stanica (Tablica 1).

Tablica 1. Osjetljivost normalnih i tumorskih stanica prema ispitivanim derivatima.
ICso - koncentracija derivata pri kojoj je inhibirano 50 % stani¢nog rasta. Rezultati su prikazani

kao aritmeticka sredina ICsp (UM) vrijednosti £ standardna devijacija od tri nezavisna

ponavljanja.
1Cs0 (nM)
Derivati MDCK1 MDA-MB-231  K-562 HUT 78
MB-132 71,3+145 559+30,1  09+0.2 92+31
MB-133 >100 62,8+21,6  48+34 11,0 +6,7
MB-173 100 195+152  21,2+2,0 35+15

4.2. Analiza udjela stanica u apoptozi proto¢nom citometrijom
S obzirom na prethodne rezultate antiproliferativne aktivnosti 7-kloro-4-
aminokinolinskih derivata (MB-132, MB-133 i MB-173), bilo je potrebno utvrditi nacin

umiranja stanica. U tu svrhu, tumorske su stanice (MDA-MB-231, K-562, HUT 78) tretirane
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derivatima u finalnoj koncentraciji od 5 x 10 M tijekom 24 h, prikupljene te bojane Annexin
V FITC-om (AlexaFluor 488, Annexin V/ Dead cell apoptosis Kit) te propidij jodidom (PI).

Rezultati su prikazani kao tocCkasti dijagrami podijeljeni u kvadrante Q1-Q4 koji
prikazuju udio stanica u kasnoj apoptozi/nekrozi (Q2), udio stanica u ranoj apoptozi (Q3) te
udio zivih stanica (Q4), te grafic¢ki prikazom udjela stanica u apoptozi u kontrolnih te tretiranih
stanica. Sva mjerenja izvedena su u duplikatu.

Tretman K-562 stanica derivatom MB-132, kao i derivatom MB-133 pokazao je blago
povecan udio stanica u apoptozi u odnosu na kontrolne stanice. Naime, u kontrolnih stanica
udio stanica u apoptozi iznosio je 1,56 + 0,31 %, dok je taj udio iznosio 4,16 £ 0,71 % nakon
tretmana MB-132, odnosno 5,13 + 0,27 % nakon tretmana derivatom MB-133. Nadalje,
statisticki znacajna razlika (P < 0,05) udjela stanica u apoptozi primjecena je nakon tretiranja
stanica derivatom MB-173, pri ¢emu je udio stanica u apoptozi iznosio 23,6 £ 1 % (Slike 6 i 7).

a) b) c) d)
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Slika 6. Indukcija apoptoze u K-562 stanica tretiranih derivatima MB-132, MB-133, MB-173
u koncentraciji 5 x 10 M tijekom 24 sata. Slika prikazuje tockaste dijagrame a) kontrolne,
netretirane stanice, b) stanice nakon tretmana MB-132 derivatom, c) stanice nakon tretmana
derivatom MB-133, te d) stanice nakon tretmana derivatom MB-173, pri ¢emu su stanice u
kvadrantu Q2 dvostruko pozitivne, u kvadrantu Q3 Annexin V FITC pozitivne, a u kvadrantu
Q4 dvostruko negativne.
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Slika 7. Grafi¢ki prikaz udjela K-562 stanica u apoptozi, stupci su formirani od aritmeticke
sredine sa standardnim devijacijama; "*" oznacava statisticki znac¢ajnu P vrijednost, koja je
definirana kao P < 0,05.

Djelovanje derivata na MDA-MB-231 stani¢nu liniju pokazao je sli¢an proapoptoticki
ucinak onom na K-562 stani¢noj liniji. Indukcija apoptoze statisticki je znacajna bila samo
nakon tretmana derivatom MB-173, koji je doveo do povecanja udjela stanica u ranoj apoptozi
za vise od 60 % u odnosu na kontrolne stanice (Slika 9). Naime, udio stanica
u apoptozi kontrolnih stanica iznosio je 4,45 + 0,88 %, a nakon tretmana derivatom
MB-173 bio je 57,55 + 7,05 %. Povecan udio stanica u kasnoj apoptozi/nekrozi takoder je uocen
u stanica tretiranih derivatom MB-173. Derivati MB-132 i MB-133 nisu znacajno inducirali
apoptozu; udio stanica u apoptozi tretiranih MB-132 je 4,96 + 0,38 %, a tretiranih MB-133 4,95
+ 0,06 % (Slika 8).
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Slika 8. Indukcija apoptoze u MDA-MB-231 stanica tretiranih derivatima MB-132, MB-133,
MD-173 u koncentraciji 5 x 10° M tijekom 24 sata. Slika prikazuje to¢kaste dijagrame a)

kontrolne, netretirane stanice, b) stanice nakon tretmana MB-132 derivatom, c) stanice nakon

tretmana derivatom MB-133, te d) stanice nakon tretmana derivatom MB-173, pri ¢emu su

stanice u kvadrantu Q2 dvostruko pozitivne, u kvadrantu Q3 Annexin V FITC pozitivne, a u

kvadrantu Q4 dvostruko negativne.
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Slika 9. Graficki prikaz udjela MDA-MB-231 stanica u apoptozi, stupci su formirani od

aritmeticke sredine sa standardnim devijacijama; "*" oznacava statisticki znac¢ajnu P vrijednost,

koja je definirana kao P < 0,05.
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U HuT 78 stanicama derivat MB-133 pokazao je najizrazenije proapoptoticko
djelovanje. Naime, udio stanica u apoptozi kontrolnih stanica bio je 13,31 + 6,39 %, u stanica
tretiranih MB-132 24,75 + 2,45 %, u stanicama tretiranim derivatom MB-133 bio je 26,8 + 0,9
%, a nakon tretmana derivatom MB-173 20,7 £ 1 % (Slika 10). Nakon tretmana derivatom MB-
173 primjecuje se vrlo mali broj zivih stanica (samo 0,715 £ 0,085 %), dok je visok udio stanica
u kasnoj apoptozi/nekrozi (78,3 £ 0,7 %). Aktivacija apoptoze u HuT 78 stanicama nije bila
statisti¢ki znacajna (Slika 11), pri ¢emu se navedeno moze pripisati velikom udjelu stanica u

apoptozi u kontrolnim stanicama.

a) d)
K MB-173
o QL Q2 Wt Q1 Q2
0.093 1.69 051 79.0
W‘
E ]
w
™ 4
S T ¢
‘°:i ™ Q3 w TR
s o 1 o @
B e e anaat vy

Slika 10. Indukcija apoptoze u HUT 78 stanica tretiranih derivatima MB-132, MB-133, MB-
173 u koncentraciji 5 x 10°° M tijekom 24 sata. Slika prikazuje tockaste dijagrame a) kontrolne,
netretirane stanice, b) stanice nakon tretmana MB-132 derivatom, c) stanice nakon tretmana
derivatom MB-133, te d) stanice nakon tretmana derivatom MB-173, pri ¢emu su stanice u
kvadrantu Q2 dvostruko pozitivne, u kvadrantu Q3 Annexin V FITC pozitivne, a u kvadrantu
Q4 dvostruko negativne.
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Slika 11. Grafic¢ki prikaz udjela HUT 78 stanica u apoptozi, stupci su prikazani kao aritmeticke

sredine sa standardnim devijacijama.

4.3. Analiza udjela stanica u autofagiji proto¢nom citometrijom

Udio stanica u autofagiji odreden je na tumorskim stanicama (MDA-MB-231, K-562 i
HuT 78) tretiranim 24 sata derivatima MB-132, MB-133 i MB-173 u koncentraciji od 5 x 10
M. Nakon tretmana stanice su bojane Acridine Orange bojom, koja fluorescira crveno kada ude
u kisele vakuole kao $to je autolizosom, tako da je intenzitet fluorescencije proporcionalan
koli¢ini autolizosoma u stanicama. Buduéi da K predstavlja kontrolne, odnosno netretirane
stanice, signal dobiven iz tih stanica predstavlja bazalnu razinu autofagije u stanica s kojim su
usporedeni intenziteti fluorescencije tretiranih stanica. Rezultati su prikazani histogramima koji
su dobiveni analizom rezultata FlowJo softwareom te graficki prikazom udjela stanica u

autofagiji.

Stani¢na linija HUT 78 pokazala je porast u intenzitetu fluorescencije apsorbirane Acridine
Orange boje nakon tretmana svim derivatima, medutim niti jedan derivat nije uzrokovao
statisticki znac¢ajnu razliku izmedu kontrolnih i tretiranih stanica (Slike 12 i 13). Najve¢i porast
fluorescencije biljezi se nakon tretmana derivatom MB-173, ali zbog znatne varijacije u
mjerenjima taj porast nije bio statisti¢ki znacajan (Slika 13).
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Slika 12. Histogramski prikaz usporedbe djelovanja kinolinskih derivata na autofagiju HuT 78

stani¢ne linije. Slika prikazuje odnos intenziteta fluorescencije izmedu kontrolne i populacija

tretiranih stanica.
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Slika 13. Graficki prikaz ucinka kinolinskih derivata na autofagiju HUT 78 stani¢ne linije,

stupci su prikazani kao aritmeti¢ke sredine dvaju ponavljanja sa standardnim devijacijama.
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Slika 14 prikazuje odnos intenziteta fluorescencije Acridine Orange boje u K-562 stani¢noj
liniji, iz Cega je vidljivo da nema vece razlike izmedu netretiranih stanica i onih tretiranih
derivatima MB-132 i MB-133. S druge strane, dualan signal uoCava se nakon tretmana
derivatom MB-173, §to ukazuje na dvije populacije stanica — one u kojima nema promjene u
sintezi autofagosoma te one u kojima je znatno veci udio autofagosoma u odnosu na kontrolne
stanice. lako je nakon tretmana derivatom MB-173 velik broj stanica fluorescirao crveno, zbog

dualnog signala i varijacija u mjerenju, razlika nije bila statisticki znacajna (Slika 15).
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Slika 14. Histogramski prikaz usporedbe djelovanja kinolinskih derivata na autofagiju K-562
stani¢ne linije. Slika prikazuje odnos intenziteta fluorescencije izmedu kontrolne i populacija

tretiranih stanica.
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Slika 15. Grafic¢ki prikaz u¢inka kinolinskih derivata na autofagiju stani¢ne linije K-562, stupci

su prikazani kao aritmeticke sredine dvaju ponavljanja sa standardnim devijacijama.

1z slike 16 mozemo is¢itati kako nije bilo znacajne razlike u MDA-MB-231 stani¢noj liniji
izmedu stanica tretiranim derivatima MB-132 i MB-133 te onih koje nisu bile tretirane. Kao i
u K-562 stanica, opet se uocava dualan signal nakon tretmana MB-173 derivatom, §to govori u
prilog dvama populacijama stanica. Intenzitet fluorescencije Acridine Orange boje u stanicama
tretiranim MB-173 statisticki je znacajno (P < 0,05) bio veéi u odnosu na kontrolne stanice
(Slika 17).
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Slika 16. Histogramski prikaz usporedbe djelovanja kinolinskih derivata na autofagiju MDA-

MB-231 stani¢ne linije. Slika prikazuje odnos intenziteta fluorescencije izmedu kontrolne i

populacija tretiranih stanica.
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Slika 17. Graficki prikaz u¢inka kinolinskih derivata na autofagiju stani¢ne linije MDA-MB-

231, stupci su formirani od aritmeti¢ke sredine dvaju ponavljanja sa standardnim devijacijama;

"*" oznacava statisti¢ki znacajnu P vrijednost, koja je definirana kao P < 0,05.
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5. RASPRAVA

Zbog pojave rezistencije tumorskih stanica na trenutno koriStene protutumorske lijekove,
kao 1 zbog nuspojava koje su prisutne uz koriStenje terapije, javlja se sve veca potreba za
sintezom novih derivata s ciljem selektivne inhibicije rasta tumorskih stanica. S obzirom da je
u velikoj vecini tumorskih stanica upravo oStecena regulacija apoptoze odgovorna za
nekontroliranu proliferaciju, zahtjeva se pristup sintezi derivata s proapoptotickim djelovanjem.
Derivati s kinolinskom okosnicom pokazuju znacajno protutumorsko djelovanje te se vidi veliki
potencijal u koristenju ovih derivata u terapiji tumora (42, 43). Na temelju toga, u ovom je radu
na tumorskim stanicama ispitano antiproliferativno i proapoptoticko djelovanje triju novo
sintetiziranih 7-kloro-4-aminokinolinskih derivata (MB-132, MB-133, MB-173), kao i njihov
utjecaj na autofagiju. 7-Kloro-4-aminokinolinski derivati sintetizirani su u obliku hibridne
molekule gradene od dva farmakofora - kinolinske i benzimidazolske okosnice. Ovakva sinteza
hibridnih molekula nov je i vrlo obecavajuéi pristup u stvaranju protutumorskih lijekova nove
generacije jer se na taj na¢in povecava ucinkovitost, a smanjuje rizik od toksi¢nosti terapije (53,
75, 76). Derivati su sintetizirani s ciljem inhibicije proliferacije tumorskih stanica aktivacijom
apoptoze obzirom da su prethodno poznati mehanizmi djelovanja aminokinolinskih spojeva kao
aktivatora apoptoze i inhibitora autofagije (43, 56 - 66), te proapoptoticki uc¢inak benzimidazola
(78). Krstulovi¢ i suradnici prethodno su objavili postupak sinteze sli¢nih hibridnih molekula s
kinolinskom i arilaminskom (fenilbenzimidazolil-amidin) okosnicom koje pokazuju potencijal

vezanja za DNA, antiproliferativan u¢inak te zastoj u stani¢nom ciklusu (53).

Analizom citotoksi¢nosti testiranih kinolinskih derivata uoceno je da pokazuju postedno
djelovanje prema normalnoj stani¢noj liniji (MDCK 1) u odnosu na tumorske stani¢ne linije
(HuT 78, K562, MDA-MB-231), na ¢iji su rast djelovali inhibitorno. Ovakvo postedno
djelovanje na normalnu stani¢nu liniju je vrlo pozeljno, s obzirom na trazenu selektivnost
inhibicije rasta prema tumorskim stanicama. Rezultati su pokazali raznolik inhibitorni u¢inak
izmedu derivata, koji je bio ovisan o vrsti stanica, primijenjenoj koncentraciji, kao i samoj
strukturi derivata. Derivat MB-173 pokazao je izrazitu citotoksi¢nost prema MDA-MB-231 te
HuT 78 stani¢nim linijama, a rast K-562 stani¢ne linije je najuspjesnije inhibirao derivat MB-

132.

Shodno tim rezultatima, slijedilo je daljnje istrazivanje kako bi se utvrdio mehanizam

indukcije stani¢ne smrti. Odredivanjem udjela stanica u apoptozi protocnim citometrom
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utvrdeno je kako je na stani¢nim linijjama K562 te MDA-MB-231 najizrazenije proapoptoticko
djelovanje pokazao derivat MB-173. Nadalje, rezultat analize apoptoze bio je statisticki
znacajan (P < 0,05), $to ukazuje na visoku ucinkovitost ovog derivata u indukciji apoptoze. Isti
je efekt aktivacije apoptoze na MDA-MB-231 stani¢noj liniji pokazao derivat sa 7-
klorokinolinskom okosnicom iz istrazivanja Begnini i suradnika, $to potvrduje zakljucak kako
derivati ovakve strukture pokazuju protutumorski potencijal prema trostruko negativnim
stanicama adenokarcinoma dojke (66). Na HuT 78 stani¢noj liniji najizrazenije proapoptoticko
djelovanje pokazao je derivat MB-133, medutim ono nije bilo statisti¢ki znacajno (P > 0,05),
Sto se moze pripisati vrlo velikom udjelu stanica u apoptozi u populaciji netretiranih stanica.
Zanimljivo djelovanje na HuT 78 liniju primije¢eno je nakon tretmana derivatom MB-173.
Naime, analizom protocnim citometrom uoceno je kako je visok udio stanica u kasnoj
apoptozi/nekrozi (78,3 + 0,7 %), uz nizak udio zivih stanica (0,715 £ 0,085 %), $to ukazuje na
to da je ovaj derivat uCinkovito uzrokovao smrt tumorskih stanica, iako ne nuzno putem
aktivacije apoptoze. Nadalje je potrebno odrediti toCan mehanizam aktivacije apoptoze
podrobnijim metodama, jer se konkretan zaklju¢ak o indukciji apoptoze ne moze temeljiti samo

na rezultatima ove analize proto¢nim citometrom.

Odnos apoptoze i autofagije je kompleksan. Najcesce djeluju na nacin da se medusobno
iskljucuju, iako u pojedinim sluc¢ajevima djeluju sinergisti¢ki u indukciji stani¢ne smrti te je
pojava istovremeno aktivne apoptoze i autofagije vrlo rijetko uocena (25). Na temelju rezultata
analize udjela broja stanica u apoptozi te pokazanog proapoptotickog djelovanja derivata, i u
skladu s poznatim ¢injenicama, bilo je najizglednije kako ¢e ispitivani derivati inhibirati proces
autofagije, s obzirom da ona najc¢es¢e djeluje protektivno te omoguéuje tumorskim stanicama
rezistenciju na citostatike (37). Suprotno, analizom udjela stanica u autofagiji uoceno je kako
je veci broj stanica u autofagiji nakon tretmana derivatima, §to je statisticki znacajno (P < 0,05)
bilo za MDA-MB- 231 stani¢nu liniju. Kako bi se pravilno interpretirali ovakvi rezultati,
pogotovo s obzirom na rezultate apoptoze, treba uzeti u obzir vise faktora. Jedan od njih je sto
koriStena metoda bojanja acidotropnom Acridine Orange bojom i analiza proto¢nim
citometrom nisu dovoljno specifi¢ne, kao $to ukazuju rezultati dosadasnjih istrazivanja (78) te
bi se za potvrdu cjelovitog procesa autofagije trebale koristiti dodatne metode. Naime, Acridine
Orange boja lizosome, a pojaCan intenzitet je uocljiv i kod povecanog broja ili volumena
lizosoma, kao i autolizosoma. Nadalje, s obzirom na poznato inhibitorno djelovanje klorokina
na autofagiju koje se postize prevencijom fuzije autofagosoma s lizosomom ili sprjeCavanjem

razgradnje materijala uz pojavu prekomjernog nakupljanja autolizosoma, upravo je taj povecan
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udio autofagosoma/autolizosoma moguéi uzrok pojacanog signala fluorescencije u stanica
tretiranim kinolinskim derivatima (68). Kao §to navode autori Shen i Codogno, poveéan broj
autofagosoma nije nuzno znak autofagijom-posredovane stani¢ne smrti, ve¢ izglednije znak
blokiranog puta autofagije zbog sprije¢enog sazrijevanja autofagosoma, a takoder veca je Sansa
da je inducirana autofagija protektivna (26). Osim toga, kako bi se utvrdilo je li u ovom slucaju
pojacana aktivacija autofagije promovirala stani¢nu smrt ili ju je pokusala inhibirati, potrebno
je provesti ispitivanje s inhibitorima autofagije (farmakoloskim i geneti¢kim) te nakon toga
utvrditi je li inhibicija autofagije pojacala antitumorsku aktivnost ovih derivata ili ju je pak

smanjila (27).

S obzirom na navedeno, potrebno je daljnje istrazivanje protutumorskog potencijala
ovih derivata kinolina zbog obec¢avajucih rezultata testa citotoksi¢nosti, s naglaskom na potvrdu

rezultata autofagije te otkrivanje mehanizma aktivacije apoptoze.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja utjecaja 7-kloro-4-aminokinolinskih derivata na

inhibiciju rasta, apoptozu te autofagiju tumorskih stanica moze se zakljuciti sljedece:

e ispitivani derivati inhibiraju rast tumorskih stanica, uz postedno djelovanje na normalnu
stani¢nu liniju

e stanicne linije HuT 78 i K-562 pokazuju vecu osjetljivost prema kinolinskim derivatima
od MDA-MB-231 stanica

e najvecu citotoksi¢nost pokazao je derivat MB-173 na stani¢nim linijama MBA-MB-231
1 HuT 78, dok je na stani¢noj liniji K-562 najvecu citotoksi¢nost pokazao derivat MB-
132

e derivat MB-173 znac¢ajno inducira apoptozu u MDAM-MB-231 te u K-562 stani¢noj
liniji

e derivat MB-173 pokazao je najveci u¢inak na autofagiju stani¢ne linije MBA-MB-231

e djelovanje testiranih kinolinskih hibrida na tumorske stanice potrebno je podrobnije

istraziti, posebice djelovanje derivata MB-173.
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7. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Ispitati djelovanje novo sintetiziranih 7-kloro-4-aminokinolinskih derivata
na rast tumorskih stanica te odrediti nain umiranja stanica tretiranih ispitivanim derivatima

odredivanjem aktivnosti apoptoze i1 autofagije proto¢nom citometrijom.
Nacrt studije: Istrazivanje je osmisljeno kao pokusno (eksperimentalno).

Materijal i metode: Ucinak 7-kloro-4-aminokinolinskih derivata ispitan je na tumorskim
stanicama (MDA-MB-231, K-562, HUT 78) te na normalnoj stani¢noj liniji (MDCK 1).
Inhibitorno djelovanje kinolinskih derivata na rast tumorskih stanica utvrdeno je MTT
metodom. Proapoptoti¢ko djelovanje kinolina na tumorske stanice odredeno je protoénom
citometrijom uz prethodno bojanje stanica Annexin VV FITC-om te propidij jodidom. Utjecaj
kinolina na autofagiju odreden je na proto¢nom citometru na stanicama obiljezenim Acridine
Orange bojom. Za analizu apoptoze i autofagije stanice su tretirane derivatima u koncentraciji
od 5x 10° M.

Rezultati: Testirani kinolinski derivati pokazuju citotoksi¢no djelovanje na tumorske stanice,
uz pozeljno postedno djelovanje na normalnu stani¢nu liniju. Odredivanjem udjela stanica u
apoptozi protocnim citometrom utvrdeno je kako je na stani¢nim linijama K-562 te MDA-MB-
231 statisticki znacajno (P < 0,05) proapoptoticko djelovanje pokazao derivat MB-173.
Analizom djelovanja na autofagiju uoceno je da je derivat MB-173 statisti¢ki znacajno (P <

0,05) utjecao na autofagiju MDA-MB- 231 stani¢ne linije.

Zakljucak: Ispitivani derivati pokazuju postedno djelovanje na normalnu stani¢nu liniju, a
inhibiraju rast tumorskih stanica, pri ¢emu stanicne linije HuT 78 1 K-562 pokazuju vecu
osjetljivost prema kinolinskim derivatima od MDA-MB-231 stanica. Od ispitivanih derivata
MB-173 je znacajno inducirao apoptozu u K-562 stani¢noj liniji te apoptozu i autofagiju u
MBA-MB-231 stani¢noj liniji. Daljnje istrazivanje testiranih kinolinskih derivata potrebno je

za bolje razumijevanje njihovog protutumorskog mehanizma djelovanja.

Kljucne rijeci: apoptoza; autofagija; kinolini; proto¢na citometrija
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8. SUMMARY

Proapoptotic potential of newly synthetized 7-chloro-4-aminoquinoline derivatives on
tumor cells in vitro
Objectives: The aim of this study was to test the effect of newly synthesized 7-chloro-4-
aminoquinoline derivatives on tumor cell growth and to determine the mechanisms by which

treated cells die by investigating apoptosis and autophagy activity with flow cytometry.
Study Design: The study was designed as a trial (experimental).

Materials and Methods: The effect of 7-chloro-4-aminoquinoline derivatives was tested on
tumor cells (MDA-MB-231, K-562, HuT 78) and on a normal cell line (MDCK 1). The
inhibitory effect of quinoline derivatives on tumor cell growth was determined by the MTT
assay. The proapoptotic potential of quinolines on tumor cells was determined by flow
cytometry with prior staining of the cells with Annexin V FITC and propidium iodide, while
their effect on autophagy was determined by flow cytometry on Acridine Orange-stained cells.
For apoptosis and autophagy analysis, cells were treated with derivatives at a concentration of
5x10° M.

Results: The tested quinoline derivatives showed cytotoxic effects on tumor cells, with a
desirable relenting effect on normal cell line. By determining the proportion of cells in apoptosis
by a flow cytometer, it was determined that the derivative MB-173 showed statistically
significant (P < 0,05) proapoptotic effect on K-562 and MDA-MB-231 cell lines. The analysis
of the effect of derivatives on autophagy revealed that the MB-173 derivative had a statistically
significant (P < 0,05) effect on the autophagy of the MDA-MB-231 cell line.

Conclusion: The tested derivatives showed a diminished effect on the normal cell line while
inhibiting tumor cell growth, with HUT 78 and K-562 cell lines showing greater sensitivity to
quinoline derivatives than MDA-MB-231 cells. Of the derivatives tested, MB-173 significantly
induced apoptosis in the K-562 cell line and induced both apoptosis and autophagy in the MBA-
MB-231 cell line. For better understanding of the antitumor mechanism of action of the tested

quinoline derivatives, further research is needed.

Key words: apoptosis; autophagy;flow cytometry; quinolines
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