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POPIS KRATICA

ALL akutna limfoblasti¢na leukemija

AML akutna mijelocitna leukemija

Bcl-2 (eng. B-cell lymphoma 2) apoptotski regulatorni protein

CDK (eng. cyclin-dependent kinase) kinaze ovisne o ciklinima

CHOP ciklofosfamid adriamicin® (doksorubicin), onkovin® (vinkristin) prednison

DD (eng. Death Domain) domena smrti

DISC (eng. Death inducing signaling complex) kompleks koji inducira smrt
DMEM(engl. Dulbecco's Minimal Essential Medium) Dulbeccov minimalni esencijalni medij
DMSO dimetil sulfoksid

DNA (eng. deoxyribonucleic acid) deoksiribonukleinska kiselina

FADD (eng. Fas-Associated-Death-Domain-Protein) smrta domena adapterskog proteina
FAB francusko-americko-britanska (klasifikacija)

FBS (eng. fetal bovine serum) fetalni govedi serum

HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina

KML kroni¢na mijeloidna leukemija

M mol/dm3

MOMP (eng. Mitochondrial outer membrane permeabilization) permeabilizacija membrane

mitohondrija

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolij bromid)
NK (eng. natural killer)

PBS (eng. phosphate-buffered saline) fosfatni pufer

PI propidij jodid



PS (eng.phosphatidylserine) fostfatidil-serin

RNA (eng. ribonucleic acid) ribonukleinska kiselina

RPMI (eng. Roswell Park Memorial Institute medium) medij za uzgoj humanih stani¢nih
linija

TNF (eng. Tumor Necrosis Factor) faktor tumorske nekroze

TNFR (eng.Tumor Necrosis Factor Receptor) receptor za faktor tumorske nekroze

WHO (eng. World Health Organisation) Svjetska zdravstvena organizacija


https://en.wikipedia.org/wiki/Tumor_necrosis_factor_receptor_1
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1. UvOD

Rak je skupina bolesti koje se o€ituju nekontroliranim rastom i Sirenjem abnormalnih
stanica. Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (eng. World Health Organization,
WHO)jedna od osobina raka jest brzo stvaranje abnormalnih stanica koje rastu izvan svojih

uobicajenih granica sa sposobnoscu Sirenja u susjedne dijelove tijela i druge organe.

Maligni tumori ¢ine vodeéi uzrok smrtnosti svjetske populacije najvise zbog svojih
ozbiljnih zdravstvenih posljedica. Smatra se da je 8,2 milijuna smrtnih slucajeva povezano s
malignim oboljenjima, Sto je 13 % svih smrtnih slucajeva u svijetu u jednoj godini. Zbog
visoke ucestalosti i rizika za javno zdravstvo Cinjenica je da se sve viSe zdravstvenih
istrazivanja provodi upravo na tu temu. Takoder, poznato je da su maligne promjene

uzrokovane razli¢itim vanjskim, ali i unutarnjim ¢imbenicima (1).

Istrazivanja provedena proteklih desetlje¢a pokazala su da se pacijenti s malignim
oboljenjem mogu izlijeciti pomocu novih ciljanih terapija uzimaju¢i u obzir individualnu
molekularnu karakterizaciju tumora (1). Upravo kumarini predstavljaju zanimljivu biolosku
skupinu molekula s zabiljezenomantikancerogenom aktivnoséu (2). Kumarin i 7-
hidroksikumarin inhibiraju proliferaciju mnogih humanih staniénih linija in vitro, a pokazuju i
aktivnost protiv nekoliko Zivotinjskih tumora (3). Derivati kumarina ne koriste se samo u

lijecenju tumora vec i za ublaZavanje nuspojava uzrokovanih radioterapijom (4).

1.1. Kumarin

Kumarin (2H-1-benzopiran-2-on) je identificiran 1820-ih kao kisikov heterocikli¢ki
spoj karakteristicna mirisa po vaniliji ili svjeze pokosene trave (5). Prvi put izoliran je iz
biljke Coumarouna odorata Aube (lat. Dipetryx odorata) po kojoj je i dobio naziv. Kumarine
u prirodi nalazimo kao slobodne ili u obliku heterozida u mnogim biljkama. Kumarinski
prsten sadrzi 6 C atoma na koje se moze vrsiti supstitucija Sto omogucava Sirok spektar
prirodnih ili sintetickih derivata (slika 1) (3). Zbog posjedovanja velikog broja elektrona u
svojoj strukturi imaju vrlo dobra svojstva prijenosa naboja. Zahvaljujuéi svojoj jednostavnosti
1 rasprostranjenosti zanimljivi su za Sirok spektar primjena. Stoga ih moZemo pronaéi u

parfemima, kozmetici i industrijskim aditivima, a neki se derivati koriste i kao pojacivaci
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aroma u duhanima i nekim alkoholnim pi¢ima. No, ipak je njegova bioloSka i farmakoloSka
primjena od najveceg znacaja (6). Kumarini i njihovi derivati pokazuju mnostvo bioloskih
aktivnosti  poput  protuupalnih,  antikoagulacijskih,  antigljiviénih,  antivirusnih,
antihipertenzivnih, t¢ mnogih drugih. Najvaznija su, ipak, antikancerogena i antioksidativna
svojstva(7). Takoder, neki kumarini mogu uzrokovati promjene u regulaciji imunoloskog
odgovora, rastu stanica i diferencijaciji (8). Kumarini pokazuju dobra opti¢ka svojstva zbog
kojih se koriste u laserskim bojama, nelinearnim optickim kromoforima, fluoresecetnim

izbjeljivac¢ima , kao fluorescentne boje, u polimerima, te za solarne kolektore (9).

Slika 1. Prikaz kemijske strukture kumarina.

1.1.1. Podjela kumarina

Strukturna raznolikost obitelji podijelila je kumarine u nekoliko kategorija — od
jednostavnih do slozenijih, policiklickih kumarina (furokumarina i piranokumarina) (tablica

1.)(10). Svaka od nabrojanih skupina koristi se u izradi brojnih lijekova.
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Tablica 1. Strukturna podjela derivata kumarina (preuzeto i prilagodeno iz reference

[10]).

VRSTA KUMARINA

OPCA STRUKTURA

Jednostavni kumarini

Furanokumarini

Piranokumarini

a) Linerani

b) Kutni

HsC

Pirano-suspstituirani kumarini

Varfarin
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1.1.2. Bioloska aktivnost derivata kumarina

Kao sto je ve¢ navedeno kumarini i njihovi derivati izuzetno su zanimljivi upravo
zbog svoga farmakoloskog djelovanja. Neke vrste tih djelovanja jesu antibakterijsko,
protuupalno, antikoagulacijsko, antitumorsko, te anti-HIV djelovanje. Naj¢e$¢a uporaba
kumarina u klinici jest kao antikoagulansa u terapiji reumatoidnog artritisa. Kumarini su Cesta
tema istrazivanja zbog toga Sto razli¢ito djeluju na odredene bolesti, te imaju manje Stetan
ucinak za normalne stanice. Upravo zbog njihova fizioloSkog, antioksidativnog,
antitumorskog ali i svih ostalih svojstava, kumarini se svrstavaju u novu klasu spojeva

terapeutske primjene (2).

U koagulaciji, odnosno zgrusavanju krvi, vitamin K igra veliku ulogu. Po svojoj
strukturi varfarin je dosta slican strukturi vitamina K, te kao njegov antagonist ima
antikoagulacijska svojstva. Varfarin se kao antikoagulans koristi ve¢ dugi niz godina, iako je
u prvotnoj namjeni sluzio kao otrov za Stakore. Nacin djelovanja varfarina kao
antikoagulansa je takav da u jetri inhibira stvaranje faktora koagulacije (11, V11, IX, X) koji su
ovisni o vitaminu K (2). Varfarin (sika 2.a) i dikumarol (slika 2.b) su antagonisti vitamina K

koji izazivaju antikoagulacijski u¢inak.

Zasad su neki kumarini odobreni i za klinicku upotrebu. Eskulin je derivat kumarina
koji se koristi u medicini, kao komponenta lijeka Proctosedyla, za tretiranje hemeroida i
rektalnih lezija. Novobiocin i klorobiocin antibiotici su prirodnog porijekla na bazi kumarina,
koji se ubrajaju u hidroksilirane kumarine te pokazuju Siroki spektar aktivnosti prema Gram-
pozitivnim bakterijama. Kumarin prolazi kroz razna istrazivanja vezana za lijeCenje

limfoedema, raka dojke, karcinoma pluca i bubrega (8).
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a) varfarin

b) dikumarol

Slika 2. Derivati kumarina sa antikoagulacijskim svojstvima.

1.1.3. Antikancerogena aktivnost

Maligne bolesti su postale najveca opasnost za ljudsko zdravlje. Stoga je velik broj
istrazivanja usmjeren k traZenju lijeka za te bolesti. Kumarini su izuzetno popularni u raznim
istrazivanjima upravo zbog svojih antikancerogenih svojstava (2). I razna istrazivanja
potvrdila su da u vecini biljnih ekstrakata koji su se u proslosti koristili u medicinske svrhe
mozemo pronaéi visoke koncentracije kumarina. Kumarin i 7-hidroksikumarin pokazali su se
kao dobri ihibitori proliferacije velike ve¢ine humanih stani¢nih linija in vitro. Pored takvih
inhibitornih svojstava, pokazuju i aktivnost protiv nekoliko Zzivotinjskih tumora. Sama
kemijska struktura ima velik utjecaj na biolosku aktivnost. Hidroksikumarini su tipi¢ni fenolni

Spojevi i imaju sposobnost vezanja metala i drugih iona te posjeduju snazne antioksidante koji

5
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razgraduju lanac. Kumarini pokazuju izuzetan niz biokemijskih i farmakoloskih djelovanja,
od kojih neki sugeriraju da neki ¢lanovi ove skupine spojeva mogu znacajno utjecati na
funkciju razli¢itih stani¢nih sustava sisavaca. Studije su pokazale da kod kumarina
citotoksi¢nu aktivnost pokazuju derivati koji sadrzavaju orto-hidroksi supstituente. Dodatak
kateholne skupine na osnovnu strukturu uzrokuje povecanu citotoksi¢nu aktivnost na stanice
tumora, $to su pokazale i brojne studije. Kumarinski derivat (RKS262) moze inhibirati
proliferaciju stanica raka jajnika. Ovaj spoj svoju je antikancerogenostpokazao smanjenjem
mitohondrijske transmembranske depolarizacije, reguliraju¢i mitohondrijski put Bcl-2 obitelji
proteina povecavaju¢i ekspresiju proapoptotickih faktora Bid, Bad i Box te smanjujuci
ekspresiju Bcl-xl i Mcl-1. Nedavne studije pokazale su kako Trl i Tr2 derivati kumarina
mogu stupiti u interakciju sa G-kvadripleksom (struktura DNA) i stabilizirati je. Ovo
zanimljivo otkri¢e pokazalo je novu metodu koja bi se mogla primjenjivati u lije€enja raka
(2). Kumarin i njegovi metaboliti pokazuju antitumorsku aktivnost na nekoliko linija stanica
tumora kod ljudi (11). Osim u lije¢enju raka, kumarini, takoder, svoju ulogu pronalaze i u
tretmanima ublazavanja nuspojava izazvanih radioterapijom (12). Istrazivanja su pokazala da
bi i u lijeCenju karcinoma bubrega, te kao dodatna kemijska terapija za melanom, kumarini

mogli na¢i primjenu (13).

1.2. Leukemije

Leukemije su maligne bolesti krvotvornih organa, karakterizirane nekontroliranom
proliferacijom, poremecajem u sazrijevanju i oslobadanjem malignih stanica. Akutne
leukemije su obicno brzo progresivne leukemije u kojima dolazi do zamjene normalne
kosStane srzi zlo¢udnim stanicama koje nastaju malignom transformacijom mati¢nih stanica
krvi.Glavna karakteristika kronicne mijeloidne leukemije (KML) je nekontrolirano
umnozavanje mati¢nih stanica u koStanoj srzi, prelazenje 1 zadrzavanje u krvi velikog broja
mladih 1 zrelijjih stanica. Razvoj KML zavrSava blasticnom krizom, tj. prelaskom u akutni

oblik (14).
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1.2.1. KoStana srz

Kostana srz spuzvasto je tkivo koje ispunjava koStane Supljine, a glavna joj je uloga
proizvodnja krvnih stanica koje se u krvotok ispustaju kada sazriju te kada ih tijelo zatreba.
Postoje 3 vrste krvnih stanica: crvena krvna zrnca (eritrociti), bijela krvna zrnca (leukociti) i
krvne plocice (trombociti). Eritrociti sadrze hemoglobin za prenoSenje kisika iz plu¢a u sve
dijelove tijela. Leukociti se bore protiv infekcija u tijelu 1 uslijed nedovoljnog broja poveca se
ucestalost 1 jacina infekcija koje mogu biti opasne po zZivot. Trombociti pomazu zgruSavanje

krvi i sprjecavaju krvarenje (14).

1.2.2. Krvne stanice- podjela

Svekrvne stanice poticu iz iste maticne, tj. progenitorske stanice, no u svom ranom
razvoju te stanice se podijele u dvije glavne loze: mijeloidnu lozu (eritrociti, trombociti i
bijela krvna zrnca granulociti koje ¢ine neutrofili, bazofili i eozinofili, t¢ monociti)) i

limfoidnu lozu (limfociti) (14).

Mijeloidna krvna zrnca bore se protiv infekcija, odnosno protiv infektivnih
organizama i neposredna su obrana ljudskog tijela, dok limfoidnim stanicama treba duze
vremena da po¢nu djelovati ali su specifi¢nije u svojoj borbi protiv organizama koji napadaju.
Imaju sposobnost paméenja organizma protiv kojeg se bore tako da su iduéeg puta brze u
svom djelovanju. Limfoidne stanice se nalaze, kako u limfnom tkivu, i u svim dijelovima

tijela, a putuju u prozirnoj tekucini pod nazivom limfa (15).

1.2.3. Podjela leukemija

Leukemije se dijele na Cetiri oblika:

1. Akutna limfoblasti¢na leukemija (ALL)
2. Kroni¢na limfocitna leukemija (KML)

3. Akutna mijeloi¢na leukmija (AML)
4

Kroni¢na mijeloidna leukemija (KML)
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Akutna limfoblasticna leukemija (ALL) najeSca je zloc¢udna bolest djecje dobi.
Karakterizira ju nakupljanje i bujanje zlo¢udno promijenjenih limfocita, bijelih krvnih stanica,
u koStanoj srzi, perifernoj krvi, te u zavrSnoj fazi nakupljanje limfocita u svim tkivima
organizma. Akutno znaci da je agresivno-progresivan tijek bolesti te da je rano otkrivanje od
velike vaznosti, a lifoblasti¢na znac¢i da se radi o bolesti krvnih stanica limfoidne loze koje
promijenjene i nedozrele (blasti) dospijevaju u perifernu krv. Zbog nekontroliranog dijeljena
stanica dolazi do njihova nepotrebnog nakupljanja u perifernim organima (limfni ¢vorovi,
slezena, jetra) i1 nekrvotvornim organima (koza, srediSnji ziv€ani sustav, srce, pluca
itd.).Citomorfoloska podjela predloZzena od francusko-ameri¢ko-britanskih autora, poznatija
kao FAB klasifikacija, ALL dijeli u tri podtipa: L1, L2, L3 (prema izgledu stanica;
morfoloska podjela) (15).

Kroni¢na mijeloidna leukemija (KML) vrsta je leukemije kod koje stanice izgledaju
zrelo, ali su po svojoj funkciji nedjelotvorne. Ovakva vrsta leukemije ima tri stadija. Prvi
stadij je sporo umnazanje promijenjenih stanica, kroni¢na faza. Drugi stadij, koji se odlikuje
postupnim povecanjem broja nezrelih stanica u punktatu kostane srzi, naziva se akcelerirana
faza i predstavlja prelazak bolesti prema akutnoj leukemiji. Nakon ove faze bolest prelazi u
blastnu krizu koja je ujedno i finalna faza razvoja bolesti i ne razlikuje se od akutne

mijeloidne leukemije (15).

1.3. Limfomi

Limfomi su maligne bolesti koje nastaju zloéudnom preobrazbom stanica limfatickog
sustava. Oni su definirani kao skupina tumora koji se razvijaju od limfocita i smatraju se
"solidnim tumorima™ imunosnog sustava. Limfaticki sustav sastoji se od medusobno
povezanih limfnih vodova, limfnih ¢vorova i organa: koStana srz, timus, slezena i Krajnici.
Cijeli je limfaticki sustav ispunjen prozirnom tekuc¢inom pod nazivom limfa koja sadrzi
limfocite — stanice koje sluze u borbi protiv infekcija. Ukoliko ove stanice razviju
abnormalnosti dolazi do njihovog nakupljanja u limfnim ¢vorovima te domoguceg formiranja
tumora.Podjela limfoma je vjerojatno najkompliciraniji dio hematopatologije. Temelji se na
morfologiji, imunoloskim i genetskim znacajkama tumorskih stanica, te klini¢koj slici. Ovi
tumori proizlaze iz stanica imunoloskog sustava u razli¢itim fazama razvoja, §to uzrokuje

raznoliku paletu morfologije i klinickih nalaza. Postoje tri tipa limfocita: NK (eng. natural
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killer cells, NK), T stanice koje pomazu B stanicama u proizvodnji protutijela, a takoder
identificiraju i ubijaju strane stanice izravno, i B stanice specijalizirane da prepoznaju oznake

na povrsini stranih stanica koje se nazivaju antigeni (15).

1.3.1. Podjela limfoma

Postoji viSe razli¢itih tipova limfoma koji se generalno mogu podijeliti u dvije

osnovne skupine: Hodgkinov limfom i neHodgkinovi limfom (15).

1.3.1.1. Hodgkinov limfom

Hodgkinov limfom agresivni je limfom koji nastaje iz B-limfocita i pogada sve dobne
skupine ljudi iako mu je najveca ucestalost u mladih odraslih. Bolest je karakterizirana
tumorskim stanicama tipi¢nog izgleda nazvanim Reed-Sternbergovim stanicama s dvije velike
jezgre 1 izraZzenim nukleolusom. Uzrok je nepoznat, no veliku ulogu igraju okolisni ¢imbenici,
a sam rizik povecava se uz neke oblike imunosupresije, imunodeficijencije, te uz neke

autoimune bolesti (15).

1.3.1.2. NeHodgkinov limfom

Postoji vise od 30 podtipova neHodgkinovog limfoma koji se dijele u 2 glavne
skupine i to prema brzini tumorskog rasta: indoletni limfomi i agresivni limfomi. Indoletni
limfomi mogu rasti godinama pritom ne stvaraju¢i smetnje bolesniku. Ovakva vrsta limfoma
dobro odgovara na lijeenje no Cesto ulaze u relaps, odnosno ponovno se vracaju. Agresivne

limfome treba brzo lijeciti jer se tumorske stanice brzo dijele i rastu u organizmu (15).
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Neke vrste limfoma iz neHodgkin grupe:

e T limfomi su ve¢inom agresivni i imaju loSu prognozu. Njihovo lijeCenje je
ve¢inom CHOPom(ciklofosfamid adriamicin® (doksorubicin), onkovin®
(vinkristin) prednison) ili jo$ agresivnije, a nerijetko i autotransplantacijom.
No, unato¢ svemu rezultati su 1 dalje loSe, te je tako petogodisnje
preZivljavanje oko 30 % (15).

e Burkittov limfom je rijetka, ali vrlo agresivna vrsta limfoma koja se obi¢no
javlja u djece i mladih osoba. Cesto se na pocetku terapije zna javiti sindrom
lize (raspadanja) stanica. Taj poremecaj nastaje uslijed jako povecane
razgradnje tumorskih stanica. Takav sindrom moze dovesti do akutnog

zatajenja bubrega i drugih teSkih metabolickih komplikacija (15).

1.4. Stanic¢ni ciklus

Diobeni ciklus temeljni je zivotni proces u kojem se dogada, ne samo nastajanje zrelog

odraslog organizma, nego takoder sluZi i za obnavljanje stanica, tkiva i organa (16).

Sve se stanice razmnozavaju tako da se podijele na dvije, a od svake roditeljske stanice
nastanu dvije stanice kéeri na kraju svakog stani¢nog ciklusa. Novonastale stanice kéeri dalje
same nastavljaju rasti i dijeliti se te na taj na¢in omogucéuju nastajanje velikog broja stanica.
Iako je stani¢ni ciklus obi¢no poznat kao neprekidan proces, DNA se sintetizira tijekom jedne

faze stani¢nog ciklusa (17).

Kada promatramo stani¢ni ciklus u kulturi stanica i uz pomo¢ mikroskopa on upucuje
na dvije osnovne faze: mitozu i interfazu. Mitoza je faza diobe stani¢ne jezgre, odnosna faza u
kojoj dolazi do odvajanja sestrinskih kromatida 1 kromosoma u stanice kceri, te koja zavrSava
citokinezom, ukupnom diobom jezgre. Mitoza u sebi sadrzi Cetiri faze: profazu, metafazu,
anafazu i telofazu. Interfaza je razdoblje stani¢nog rasta koja obuhvaca 95 % vremena
stani¢nog ciklusa. U njoj dolazi do rasta stanice i akumulacije hranjivih tvari kako bi se
stanica mogla dalje dijeliti, a DNA replicirati, a sve u svrhu pripreme stanice za sljedecu
diobu (17).
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1.4.1. Faze stani¢nog ciklusa

Stani¢ni ciklus eukariotskih organizama podijeljen je u Cetiri faze:M (mitoza), G1
faza, S i G2-faza. M faza ciklusa obuhvaca dva glavna dogadaja: podjela jezgre (kariokineza)
I podjela citoplazme (citokineza). Nakon M faze slijedi G1 faza koja je interval izmedu
mitoze i pocetka replikacije DNA, odnosno tijekom koje je stanica metabolicki aktivna i
neprekidno raste no bez replikacije DNA. Stanice u ovoj fazi rastu do njihove optimalne
veli¢ine. S faza nastupa nakon G1 faze i u njoj se dogada sama replikacija DNA. Nakon
zavrSetka sinteze DNA zapocinje G2 faza u kojoj se nastavlja stani¢ni rast i sinteza proteina u
svrhu pripreme za mitozu(17,18).U slu¢aju nepovoljnih izvanstani¢nih uvjeta stanica ulazi u
GO fazu gdje mozZe ostati danima, tjednima pa ¢ak i godinama. Ova faza nije nuzno trajna i

stanice se mogu vratiti u ciklus ukoliko naidu na povoljne uvjete putem specifi¢nih podrazaja

(19).

Trajanje faza stani¢nog ciklusa za tipi¢nu ljudsku stanicu koja se razmnozava kroz 24
sata traje razli¢ito. G1-faza traje oko 11 sati, S-faza oko 8 sati, G2-faza oko 4 sata i M-faza
oko 1 sat (17).

1.4.2. Kontrolne tocke stani¢nog ciklusa

U stanicnom ciklusu postoje odredene kontrolne tocke koje osiguravaju da samo
kompletni genomi prelaze u stanice-kéeri. Kontolne tocke u G1, S i G2 fazi stani¢nog ciklusa
sluze za otkrivanje nereplicirane ili oSteCene DNA.Startna toCka je na kraju G1 faze 1 sluzi
kako bi se provijerili svi uvjeti potrebni za dalje repliciranje materijala. Nakon nje dolazi se do
kontrole u S-fazi gdje se provjerava kvaliteta ispravno replicirane DNA, provjerava se DNA i
na kraju signalizira bilo kakvo oSte¢enje DNA kako se ono ne bi prenijelo na stanice kceri. Na
kraju G2 faze kontrolna tocka sluzi za kontrolu uspjesnosti repliciranog genoma i prisutnost
mitogenih ¢imbenika i uspjesnost popravka ostecenja DNA. Dioba se dalje moze nastaviti
samo kada je genom potpuno repliciran ili ostecenje DNA popravljeno. Ako kromosomi kéeri
na diobenom vretenu nisu pravilno poredani dolazi do zaustavljanja mitoze u M fazi, takoder
putem kontrolne tocke. Razdvajanje kromosoma zapocet ¢e tek kada su svi kromosomi

pravilno smjesteni u ekvatorijalnu ravninu diobenog vretena (17).
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1.4.3. Regulacija stani¢nog ciklusa

U stani¢nom ciklusu veliku ulogu imaju grupa proteina pod nazivom ciklini, kinaze
ovisne o ciklinima (CDK; eng. cyclin dependent kinase) i inhibitori kinaza ovisnih o
ciklinima. Oni stimuliraju daljnje napredovanje kroz stani¢ni ciklus ukoliko su uvjeti
normalni. Svaka faza stani¢nog ciklusa regulirana je ciklinima i CDK proteinima (20).
Ravnoteza izmedu aktivacije i inaktivacije CDK odreduje hoce li stanice pro¢i kroz G1 u S
fazu, a od G2 do M, kroz regulacijske mehanizme koji se odvijaju u slozenijim
eukariotima.CDK se inaktivira prilikom ulaska stanice u sljede¢u fazu ciklusa na nacin da
unistava cikline. Kada ciklin postane dostupan u citoplazmi tada se i CDK aktivira. Sve do
tada CDK ostaje neaktivan. Prije nego stanica ponovi ciklus, ciklin mora pro¢i kroz
trankripciju i translaciju(21). Kada mitoza dode do svoga kraja, formira se diobeno vreteno te
se kromosomi pravilno vezu za njegove niti osiguravajuéi tako stanicama kceri pravilnu
raspodjelu kromosomskog seta. Kromosomi se nece odvojiti sve dok setovi kromosoma nisu

pravilno vezani za niti diobenog vretena (22).

1.5. Apoptoza

Poseban oblik stani¢ne smrti (apoptoza) ima veliku vaznost za organizam i odrZzavanje
staniéne homeostaze, odnosno odrzavanja ravnoteze prilikom gubitka i stvaranja stanica
normalnog tkiva tijekom Zivota. Apoptoza se jo§ naziva i ,programirana smrt stanice®,
morfoloski se razlikuje od nekroze i nastavlja se sve do smrti. Ukoliko dode do nekog
patoloskog oStecCenja stanice, gdje one postaju opasne i nekorisne za organizam, stanice same

pokreéu apoptozu (23).

1.5.1. Znacajke apoptoze

Ovisno o tipu stanice i njenom razvojnom stupnju ovisi i pokretanje te brzina
apoptotskog procesa.Apoptoza nastaje ili zbog slabljenja, odnosno izostanka pozitivnih
signala potrebnih za prezivljavanje stanica ili zbog primanja negativnih signala. Kako ne bi

doslo do pokretanja procesa apoptoze, tj. programirane stani¢ne smrti, potrebna je
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kontinuirana signalizacija ¢imbenicima rasta, hormonima, citokinima, t¢ meduodnos dvije

susjedne stanice te stanice i matriksa (24).

Ukoliko premalo stanica dozivi svoju programiranu smrt, odnosno podlegne apoptozi,
u organizmu moze do¢i do malignih bolesti, limfoproliferativnih bolesti, pojave autoimunih
bolesti, ucestalosti virusnih infekcija, te otpornosti prema kemoterapiji. S druge strane ako
ipakprevelik broj stanica podlegne apoptozi dolazi do deficijencije imuniteta, te

degenerativnih stanja (25).
Stanice u apoptozi obi¢no podlijezu nizu morfoloskih promjena kao na primjer:

1. kondenzacija kromatina i stvaranje mjehurica na membranama
2. kidanje molekule DNA na dijelove veli¢ine nukleosoma

3. razlaganje citoskeleta i formiranje apoptoti¢nih tjeleSaca

Makrofagi i susjedne stanice odmah prepoznaju i fagocitiraju takve stanice i stani¢ne
fragmente, te se stanice koje dodu u stanje apoptoze ucinkovito uklanjaju iz tkiva, bez
upalnog procesa. Tijekom procesa apoptoze fosfatidilserin (PS; eng.phosphatidilserine) se
premjesta na stani¢nu povrSinu te biva prepoznat od strane specifi¢nih receptora izrazenih na

fagocitima (17,24).

Kod sisavaca postoje dva glavna puta programirane stani¢ne smrti, unutarnji i vanjski, no
oba na kraju rezultiraju aktivacijom izvr$nih kaspaza. Vanjskim putem nazvana je apoptoza
koja je pokrenuta putem ,,receptora smrti“, dok unutarnji put ovisi o opéem metabolickom
stanju stanice te signalima prenoSenim kroz mitohondrije. lako su aktivacijeovih
putovamedusobno razlicita, ipak postoji povezanost, te oba puta na kraju izazivaju

karakteristi¢ne biokemijske 1 strukturne promjene stanice tipi¢ne za apoptozu (26).

Vanjski put apoptoze zapocinje vezanjem liganda na receptore smrti. Takvi receptori
spadaju u obitelj receptora za faktor tumorske nekroze (TNFR), a jedna od glavnih
karakteristika im je posjedovanje citoplazmatske domene smrti (DD, eng. death domain). U
njih se ubrajaju receptor za Fas (CD95, Apol), receptori za ligand koji inducira apoptozu
povezan s TNF (TRAIL-R1 i TRAIL-R2, engl. TNF-related apoptosis inducing ligand
receptorl i 2) i receptor za sam faktor tumorske nekroze (TNFR-1). Fas ligand veze se na
receptore smrti na kojem se nalazi adaptivni protein koji uklju¢uje smrtnu domenu (FADD;
eng. Fas-Associated-Death-Domain-Protein). Kada se ligand veze na pripadajuéi receptor

smrti dolazi do vezanja inicijatorske prokaspaze 8 i proteina te se stvara signalni kompleks
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koji inducira smrt (DISC, eng. death inducing signaling complex). Nakon zavrSetka svih
procesa prokaspaza 8 se cijepa te prelazi u aktivni oblik. Tim ¢inom pokrecée kaskadu izvrsnih

kaspaza uz razgradnju stanice putem apoptoze (26).

Unutarnji put apoptoze aktivira se oSteCenjem DNA, nedostatkom hormona
rasta,kemoterapijama ili virusnim infekcijama. Sredi$nju ulogu u unutarnjem putu apoptoze
ima Bcl-2 obitelj proteina koji kontroliraju i reguliraju apoptoticke mitohondrijske dogadaje
zatvaranjem ili otvaranjem pora za propusnost na membrani (26). Klju¢ni dogadaj je
oslobadanje intermembranskih proteina, a do kojeg dolazi uslijed poveéanja permeabilnosti
mitohondrijske membrane (MOMP-3a, eng. Mitochondrial outer membrane permeabilization).
U Bcl-2 skupini poznato je petnaest proteina koji se dijele na: proapoptoticke proteine (Bad,
Bax, Bak, Bag, Bid, Bik, Hrk) koji poticu MOMP i apoptozu te antiapoptoticke proteine
(Bcl-2, Bcel-x1, Bel-w, Mcl-1, Bfl-1, Brag-1, Al) koji inhibiraju oslobadanje citokroma c iz
mitohondrija. U regulaciji apoptoze jedan od ¢imbenika je i p53- tumor supresorski gen.
Jedna od njegovih znacajki je pokretanje apoptoze na nacin da narusi odnos proapoptotic¢nih i
antiapoptoti¢nih mitohondrijskih proteina Bcl-2 obitelji. Takoder, u¢inkovit nacin je i
induciranje gena koji povecavaju produkciju reaktivnih spojeva kisika. Takvi reaktivni
spojevi su snazni aktivatori oSte¢enja mitohondrija i apoptoze.Gen p53 svoju ¢e aktivnost
povecati ukoliko dode do oSteCenja DNA prilikom cega ¢e mu glavni cilj biti zapoceti
nakupljanje u stanicama. Na taj nacin ¢e se stani¢ni ciklus zaustaviti u G1 fazi te zapoceti
popravljanje oSte¢enja DNA. Ako je oStecenje preveliko da bi se popravilo dolazi do

pokretanja apoptoze (24).

1.6. Nekroza

Nekroza stanice posljedica je znatnijeg oStecenja stanice izazvanog razliCitim
fizikalno-kemijskim agensima (hipoksija, ekstremne temperature, djelovanje komplementa
itd.). Kada se stanica jako oSteti, gubi moguénost kontrole ravnoteze tekucine 1 iona (natrij i
kalij ulaze nekontrolirano u stanicu), ona nabubri, a stani¢ne organele izgube cjelovitost.
Prilikom raspadanja stanice dolazi do istjecanja stanicnog sadrzaja i do nadraZzivanja okolnog
tkiva jer se raspadom oslobadaju biomedijatori upale (24). Nekroza i apoptoza razli¢iti su

procesi. Razlikuju se prije svega u mehanizmima svoga djelovanja te u morfologiji. Nekroza
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je pasivni proces koji ne zahtjeva energiju i napreduje paralelno s gubitkom mitohondrijske
funkcije, dok je za apoptozu karakteristi¢na aktivacija kaspaza koja ovisi o ATP-u (adenozin
tifosfat) i zahtjeva mitohondrijsku funkciju (28). Novije studije pokazale su da nekroza,
takoder, moze biti inhibirana kaspazama dok se pojavljuje kroz regulirani mehanizam. Takva
vrsta nekroze naziva se programirana ili regulirana nekroza, a posredovana je apoptotickim
receptorima smrti i protein kinazama 1 i 3 (29).
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2. CILJISTRAZIVANJA

1. Ispitati utjecaj derivata 6,7-dihidroksikumarina na rast normalnih stanica i stanica limfoma

i leukemija in vitro.
2. Ustanoviti povezanost izmedu strukture i koncentracije novih spojeva i inhibicije rasta.

3. Definirati supstanciju koja ima najvecu ucinkovitost na rast tumorskih stanica, a da

istovremeno ne djeluje inhibitorno na rast normalnih stanica.

4. Odrediti promjene u stani¢nom ciklusu i na¢in umiranja tretiranih stanica.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Ispitivani spojevi

Testni spojevi derivata 6,7-dihidroksikumarina sintetizirani su na Zavodu za organsku
kemiju na Fakultetu kemijskog inzenjerstva i tehnologije, Sveuciliste u Zagrebu (slika 3).
Derivati  6,7-dihidroksikumarina otopljeni su u DMSO-u (dimetilsulfoksid) kao
koncentriraneotopine koncentracije 1x10? mol/l (M). Razrjedenja derivata pripremljena su

neposredno prije tretmana na stanice u mediju za uzgoj stanica.

OH
OH - G
OH
OCHy 9
_N R =
= N s '\\‘\/>—<i>ocr13 ? h\l\)—@ocm
L 7 Pz N NG N
= N 0 0
NS-48 NS-51 A-153

Slika 3. Strukturne formule derivata 6,7-dihidroksikumarina
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3.1.2. Kemikalije

e DMEM, s visokim udjelom glukoze (4.5 g/L) s L-glutaminom, kompletiran s 10%
FBS, Capricorn Scientific GmbH (Slough, Velika Britanija)

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

e RNAse A, 50mg, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Diiren, Njemacka)

e Propidij jodid, eBioscience (Massachusetts, SAD)

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

e Tripan plavilo 0.4%, 0.8 % NaCl, sterilno filtriran, Lonza (Basel, Svicarska)

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

e RPMI-1640 obogaéen dodatkom 10 %-tnog FBS-a, GIBCO Invitrogen (Paisley,
Velika Britanija), 2 mM otopinom L-glutamina, GIBCO Invitrogen (Paisley, Velika
Britanija), 1 mM natrijevog piruvata, GIBCO Invitrogen (Paisley, Velika Britanija) te
10 mM HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina) pufera Sigma-
Aldrich (St.Louis, SAD)

e Kit za odredivanje apoptoze (Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit,

eBioscience™)

3.1.3. Stanicne linije

Bioloski ucinak derivata 6,7-dihidroksikumarina ispitan je na humanim stani¢nim

linijama i jednoj normalnoj psecoj stanici:

1. Normalne stanice:
e MDCK (ATCC® CCL-34™) - epitelne stanice bubrega psa
2. Humane stani¢ne linije leukemija i limfoma:
e K562 (ATCC® CCL-243™) — limfoblasti kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije
e CCRF-CEM (ATCC® CCL-119™) - akutna limfoblasti¢na leukemija
e Raji (ATCC® CCL-86™)- Burkittov limfom
e HuT 78 (ATCC® TIB-161™) - limfom T-stanica
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3.2. METODE

3.2.1. Kultivacija stanica in vitro

Rad sa stani¢nim kulturama odvija se u sterilnim uvjetima u kabinetu s laminarnim
protokom zraka. Prije pocetka samog rada potrebno je iskljuciti UV lampu te sa 70 % -tnim
etanolom odistiti sve povrsine. Potom se u kabinet unosi sav potreban pribor za rad. Bitno je
da sve $to se unese bude sterilno. Nakon same organizacije radnog prostora pali se protok

zraka i pocinje se s radom.

Testne stani¢ne linije uzgajanesu u COsinkubatoru (IGO 150 CELLIlife™, JOUAN,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) s kontroliranom atmosferom uz 5 % CO; i

temperaturu od 37 C u bocicama za uzgoj stanica povrsine 25 cm? i 75 cm?.

Leukemijske stanice (K562 i CCFR-CEM ) i limfoidne stanice (Raji i HuT78)
uzgajane su u RPMI mediju koji sadrzi optimalne udjele aminokiselina i vitamina za rast
stanica.Obogacen je dodatkom 10 %-tnog FBS-a, 2 mM otopinom L-glutamina,1 mM
natrijevog piruvata te 10 mM HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina)

pufera.

Adherentna normalna stani¢na linijja (MDCK1) kultivirana je u DMEM mediju
obogacenim 10% temperaturno inaktiviranog FBS-a, 2 mM L-glutamina i 100 U/0,1 mg
penicilin/streptomicin antibiotika. Subkultivacija postignuta je enzimatskim odvajanjem
stanica od podloge uz prethodno ispiranje PBS-om. Odvajanje stanica od povrSine postignuto
je dodavanjem tripsina i inkubacijom u CO, inkubatoru. Odvojene stanice od podloge

prikupljene su svjeZim medijem te prebacene u nove boc€ice za uzgoj stanica.

3.2.2. Odredivanje broja zZivih stanica u kulturi

Odredivanje broja stanica provedeno je bojanjem prethodno resuspendirane stani¢ne
suspenzije tripan plavilom. Sam postupak zapoc€inje uzimanjem 50uL stani¢ne suspenzije te
mijesanjem s 100uL 0,4 %-tne otopine tripanskog plavila u jazici. Potom slijedi nanoSenje
ispod pokrovnog stakalca Biirker-Tiirk komorice (slika 4 a). Stanice obojane tripanskim
plavilom predstavljaju mrtve stanice koje se ne broje, dok zive stanice koje aktivno
izbacujuboju. Broj Zivih stanica odreden je pod invertnim mikroskopom (Zeiss, Axiovert 25,

Njemacka) (slika 4 b). Potom se izra¢unao broj stanica u 1 ml prema sljede¢oj formuli:
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N/4x3=Xx10* stanica/mL

Oznaka N u ovom slucaju oznacava broj stanica izbrojanih u sva Cetiri kvadranta, 4 je broj

polja u komorici dok je 3 faktor razrjedenja.

a) Biirker-Tiirk komorica

. N O - stanice koje se ne broje
:2:, T . @ _ stanice koje se broje
C ¢ i
. “o o
Il o| b
- L

b) mikroskopski prikaz komorice

Slika 4. (a) Prikaz Biirker-Tiirk i (b) mikroskopski prikaz komorice
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3.2.3. Odredivanje citotoksi¢nosti MTT testom

MTT test je kolorimetrijska metoda kojom se mijeri aktivnost grupe enzima
dehidrogenaza u zZivim stanicama. U Zivim stanicama dolazi do pretvorbe zutog MTT-a (3-
(4,5-dimetiltiazol-2), 5-difenil tetrazol bromid) u crveno-ljubicasti produkt formazan koji se
nakuplja u stanicama (slika 5).Intenzitet obojenja proporcionalan je broju zivih stanica.
Intenzitet se odreduje spektrofotometrijski koriStenjem automatskog citaca mikroplocica

(iMark, BIO RAD, Hercules CA, USA).

//H\H/© mitohondrijska
dehidrogenaza
l‘ 4 H/HH
—N
| . |
N

w  rormaan

Slika5. Prikaz principa MTT metode.

Postupak: MDCK?1 stanice nasadene su na mikrotitarske plocice s 96 jazica u koncentraciji
od 2 x 10%t/ml. Plo¢a sa stanicama ostavljena je u CO, inkubatoru preko noéi kako bi se
stanice prihvatile za podlogu. MDCK1 stanice tretirane su 6,7-
dihidroksikumarinskimderivatima u koncentraciji od 1x10* M i 1x10°M u vremenskom
period od 72h. Po isteku vremena inkubacije sa stanica je uklonjen medij i na stanice je dodan
MTT u koncentraciji od 5 mg/ml. Nakon 4h inkubacije stanice s MTT, formazanskikristali¢i
otopljeni su dodatkom DMSO-a u tre$nju na tresilici (OS-10 Orbital Shaker, Biosan, Latvia).

Rezultati su potom ocitani na mikrocitacu plo€ica pri valnoj duljini od 595 nm.
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Stanice u suspenziji (K562,CCRF-CEM, Raji i HUT78) nasadene su na plocice s 96 jazica u
koncentraciji od 1x10°st/ml u volumenu od 100pl (90ul stani¢ne suspenzije + 10pl testnog
spoja). Stanice su isti dan tretirane s 6,7-dihidroksikumarinskim derivatima (NS-48, NS-51 i
A-153) u koncentraciji od 1x10“ M, 1x10°M i 1x10°M. Potom su mikrotitarske plogice s
tretiranim stanicama pohranjene u inkubator (37°C, 5 % CO,) na 72 h. Po zavrSetku vremena
inkubacije na stanice je dodan MTT u koncentraciji od 5 mg/ml, te su plo¢e 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 no¢i u inkubatoru. Rezultati su ocitani na ¢ita¢u mikroplo¢a pri valnoj

duljini od 595 nm.

Na temelju ocitanih rezultat apsorbancije, kontrola i pozadine (eng. background) odreden je

postotak prezivljavanja pomoc¢u formule:

Atretman - Abackground

x100

prezivljenje [%] =
Akontrola - Abackground

pozadina gneretne stanice = medij + MTT + DMSO

pozadinQgianice u suspenziji = medij + MTT + SDSu HCl —u

3.2.4. Odredivanje stani¢nog ciklusa proto¢nim citometrom

Promjene u stani¢nom ciklusu odreduju se proto¢nom citometrijom bojanjem stanice
fluouescetnom propidij jodid (PI) bojom. Sama metoda zasnovana je na sposobnosti vezanja
Pl na molekulu DNA. Stanice je moguce podijeliti u faze stani¢nog ciklusa (G0/G1, S, ili
G2/M) pomocu odredivanja koli¢ine DNA u stanicama. Dijeljenje stanica u faze moguce je

pomocu programa koji je ugraden u protocni citometar a koji pretvara emitirane svjetlosne
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signale u histogram. U histogramu su prikazani intenziteti fluorescencije koji odgovaraju
odredenim fazama ciklusa (GO/G1, S i G2/M fazi) i1 broj stanica.Intenzitet fluorescencije
izravno je proporcionalan koli¢ini DNA u stanici i na taj na¢in omoguceno je razlikovanje

faza stani¢nog ciklusa.

Postupak: K562 i Raji stanice nasadene su u koncentracijama od 5x10° st/mL u ukupnom
volumenu od 3mL po jazici uz kontrole na ploce sa Sest jazica s ravnim dnom. Kako su se u
radu koristile suspenzijske stanicne linije, odmah nakon nasadivanja stanice su tretirane
testnim spojevima finalne koncentracije 5x10°Mi inkubirane kroz 24 h u CO, inkubatoru.
ZavrSetkom inkubacije uzgojene stanice sa medijem su prebacene u epruvete, isprane sa 1ml
PBS-a i stavljene na centrifugu kako bi se spustile na dno. Nakon $to je centrifugiranje
zavrSilo supernatant je dekantiranjem uklonjen sa stanica. Stanice su potom resuspendirane u
PBS-u i fiksirane sa 3 mL 70%-tnog hladnog etanola kako bi se omogucéilo PI da ude u
stanicu, a sve uz polagano stalno mijesanje. Do analize stanice su ¢uvane na -20°C. Na dan
analize stanice su cetrifugirane 6 min na 1000 rpm na Jouan BR4, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD uredaju. Nakon cetrifugiranja stanice su isprane s 1 mL PBS-a te
ponovno centrifugirane.Na tako sedimentirane stanice dodano je 350ulL PBs-a a stanice su
prebacene u epruvete namijenjene za protocni citometar. U svaku epruvetu zatim je dodano
30 uL 10mg/mL RNAze. Potom su epruvete ostavljene 5 min kako bi RNAza djelovala. Prije
same analize dodano je 150uL PI te su epruvete ostavljene nekoliko minuta u mraku a potom

analizirane na proto¢nom citometru (BD FACSCanto, BD Biosciences, Ceska).

3.2.5. Detekcija apoptoze proto¢nim citometrom

Odmah nakon pokretanja apoptoze stanice translociraju fosfatidil-serin (PS) s
unutarnje strane plazma membrane na povrsinu stanice. Jednom kada PS dospije na povrsinu
stanice moze se lako detektirati bojenjem fluorescentnim konjugatom Annexin V, proteinom
koji ima visoki afinitet za PS. Annexin V je protein iz skupine aneksina koji specificno
vezuPS. Bojanje Annexinom V vrlo je specificna metoda pogodna posebice u pocetnoj fazi

apoptoze kada je o¢uvana cjelovitost stanicne membrane (27).

Postupak: K562 i Raji stanice nasadene su u koncentracijama od 5x10° st/mL u ukupnom

volumenu od 3mL po jazici, te su inkubirane kroz 24 h u CO; inkubatoru. Narednog dana
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stanice su tretirane derivatima NS-48, NS-51 i A-153 i inkubacija se nastavila sljede¢a 24
sata. ZavrSetkom inkubacije stanice SU s medijem prebacene u epruvete, isprane dva puta sa
1ml PBS-a. Nakon toga prebacene su u Eppendorf epruvete volumena 1,5 mL nakon ¢ega su
centrifugirane. Po zavrSetku centrifugiranja uklonjen je supernatanat, a stanice su
resuspendirane u PBS-u. Nacinjeno je nekoliko negativnih kontrola: a) neobojana kontrola, b)
kontrola s Annexinom, c) kontrola sa P1 i d) kontrola s Annexinom i Pl zajedno. Nakon §to su
stanice resuspendirane u puferu za vezivanjedodano je SuL. Annexin, te su stanice promjesane
i inkubirane 10 min na sobnoj temperaturi. Stanice su isprane u puferu, te jeotopina prebacena
u epruvete za mjerenje na protoénom citometru.Prije same analize dodano je 10uL PI te su
epruvete ostavljene nekoliko minuta u mraku a potom analizirane na proto¢nom citometru
(BD FACSCanto, BD Biosciences, Ceska). Rezultati su analizirani programom FlowJo 7.2.5.
(Trestar, SAD).

3.2.6. Statisti¢ka obrada podataka

Bioloski eksperimenti citotoksi¢nosti obavila se u triplikatu. Podaci su prikazani kao
srednja vrijednost (X) 1 standardna devijacija (xSD) za tri neovisna mjerenja. Normalnost
raspodjele podataka dobivenih testovima citotoksi¢nosti odredila se Kolmogorov-Smirnov
testom. Primjenio se neparametrijski test Mann-Whitney uz statisticku znacajnost p<0.05.
Statisticka analiza podataka obavljena je pomocu statistickog programa STATISTICA 11.0 za
Windows operativne sustave.Podatci dobiveni proto¢nom citimetrijom prikazani su kao
postotak populacije 1 koeficijent varijacija (CV) pomocu statisticke funkcije za analizu

podataka 1 obrade rezultata s proto¢ne citometrije u FlowJo programu.
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4.1. Odredivanje citotoksi¢nog u¢inka derivata 6,7-dihidroksikumarina
MTT testom

Utjecaj novosintetiziranih derivata 6,7-dihidroksikumarina ispitan je na humanim
stani¢énim linijjama, od ¢ega su dvije leukemijske (K562 i CCFR-CEM) i dvije stanice
limfoma (Raji i HUT-78)te na normalnoj stani¢noj liniji (MDCK). Stanice su tretirane NS-48,
NS-51 i A-153 derivatima u koncentracijama 1x10™, 1x10™ i 1x10® M. Rezultati prikazuju

postotak stani¢nog rasta navedenih stani¢nih linija u odnosu na kontrolne netretirane stanice.

Djelovanje NS-48 derivata na rast CCRF-CEM stanice znacajno je inhibirano za
71,6% pri koncentraciji od 1x10™M, sa vidljivom inhibicijom od 40,6 % i pri nizoj
koncentraciji od 1x10™ M. Derivat NS-51 ima najslabiji u¢inak na inhibiciju stani¢nog rasta
od 30% koja je ostvarena pri najviSoj koncentraciji od 1x10™* M. Inhibicijski rast od 59,4%
ostvaren je djelovanjem A-153 derivata pri koncentraciji od 1x10™ M, dok pri ostalim testnim
koncentracijama A-153 derivat nije znacajno djelovao. Svi testirani derivati kumarina nisu
pokazali zamjetno djelovanije pri koncentraciji od 1x10°M gdje je stani¢ni rast CCRE-CEM

stanica visi od 95% (slika 6).
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Slika 6.Citotoksi¢ni u¢inak 6,7-dihidroksikumarinskihderivata NS-48, NS-51 i A-153 na
stani¢nu liniju CCRF-CEM. Stanice su izlozene djelovanju derivata kroz 72 sata pri
koncentracijama od 1x10™ , 1x10® i 1x10°® M. Citotoksi¢an u&inak odreden je MTT testom u
triplikatu. Statisticki znacajna p vrijednost definirana je p < 0,05(*) u odnosu na kontrolne

netretirane stanice.

Derivat NS-48 na rast K562 stanica djeluje izrazito inhibicijski sa svega 1,1 %
prezivljenja stanica pri koncentraciji od 1x10™*M, dok pri ostalim koncentracijama nije
pokazao inhbicijsko djelovanje. Derivat NS-51 ima znacajan ucinak na inhibiciju stani¢nog
rasta od 86,6% koja je ostvarena pri najvisoj koncentraciji od 1x10*M. Najbolji inhibicijski
uéinak pokazuje derivat A-153, sa gotovo 100% inhibicijepri koncentraciji od 1x10™ M.
Medutim, derivat A-153 pri ostalim testnim koncentracijama nije djelovao inhibicijski.Svi
testirani derivati kumarina nisu pokazali zamjetno djelovanje pri koncentraciji od 1x10-6 M

pri ¢emu je prezivljenje stanica vise od 90% (slika 7).
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Slika 7.Citotoksi¢ni u¢inak 6,7-dihidroksikumarinskih derivata NS-48, NS-51 i A-153 na
staniénu liniju K562. Stanice su izlozene djelovanju derivata kroz 72 sata pri
koncentracijama od 1x10™ , 1x10® i 1x10°® M. Citotoksi¢an u&inak odreden je MTT testom u
triplikatu. Statisticki znacajna p vrijednost definirana je p < 0,05(*) u odnosu na kontrolne

netretirane stanice.

Djelovanje NS-48 derivata na rast HUT 78 stanice znacajno inhibirano za 97,1% pri
koncentraciji od 1x10™ M, sa vidljivom inhibicijom od 23,2 % i pri niZoj koncentraciji od
1x10° M. Derivat NS-51 inhibira stani¢ni rast za 79.9% koji je ostvaren pri najvisoj
koncentraciji od 1x10* M, dok pri niZoj koncentraciji pokazuje inhibiciju od svega 30%.
Najvise se istie djelovanje derivata A-153 s inhibicijom stanica od 98,9% pri koncentraciji
od 1x10™* M, dok pri ostalim testnim koncentracijama A-153 derivat nije znacajno djelovao.
Svi testirani derivati kumarina pokazali su slabo inhibicijskodjelovanje pri koncentraciji od
1x10° M gdje je inhibicija rasta HuT 78 stanica bila svega 10-15% (slika 8).
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Slika 8.Citotoksi¢ni u¢inak 6,7-dihidroksikumarinskih derivata NS-48, NS-51 i A-153 na
stani¢nu liniju HuT 78. Stanice su izlozene djelovanju derivata kroz 72 sata pri
koncentracijama od 1x10™*, 1x10° i 1x10® M. Citotoksi¢an ucinak odreden je MTT testom u
triplikatu. Statisticki znacajna p vrijednost definirana je p < 0,05(*) u odnosu na kontrolne

netretirane stanice.

KodRaji stani¢ne linije, svi spojevi u koncentraciji 1x10™“M znadajno inhibiraju
stanice. Najvise se istiCe derivat NS-48 koji pokazuje inhibiciju od 92,9%, dok pri nizoj
koncentraciji od 1x10°M pokazuje slabu inhibiciju od svega 11,6%. Zna&ajniji inhibicijski
uéinak, vise od 78% pokazuje derivat NS-51 pri koncentraciji od 1x10™® M. Pri istoj
koncentraciji istiCe se derivat A-153 koji je ostvario inhibiciju od 90% te pri ostalim testnim
koncentracijama nije pokazao inhibicijski ucinak. Pri koncentraciji od 1x10°® M navedeni

derivati kumarina nisu pokazali zamjetno inhibijsko djelovanje (slika 9).
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Slika 9. Citotoksi¢éni uéinak 6,7-dihidroksikumarinskih derivata NS-48, NS-51 i A-153

na staniénu liniju Raji. Stanice su izlozene djelovanju derivata kroz 72 sata pri

koncentracijama od 1x10™ , 1x10® i 1x10°® M. Citotoksi¢an u&inak odreden je MTT testom u

triplikatu. Statisticki znacajna p vrijednost definirana je p < 0,05(*) u odnosu na kontrolne

netretirane stanice.

Kod stani¢ne linije MDCKI, svi spojevi u koncentraciji od 1x10™®M znagajno

inhibiraju stanice. Najvise se istice derivat NS-48 koji pokazuje inhibiciju od 92,6%, dok pri

nizoj koncentraciji od 1x10°M uopée ne inhibira stanice. Znagajniji inhibicijski u¢inak, vise

od 66% pokazuje derivat NS-51 pri koncentraciji od 1x10™ M. Pri istoj koncentraciji istice se

derivat A-153 koji je ostvario inhibiciju od 87,1% , dok je pri niZoj koncentraciji od 1x10° M

pokazao blagi inhibicijski u¢inak od svega 11,2% (slika 10).
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Slika 10. Citotoksiéni uéinak 6,7-dihidroksikumarinskih derivata NS-48, NS-51 i A-153

na stani¢nu liniju MDCK-1. Stanice su izlozene djelovanju derivata kroz 72 sata pri

koncentracijama od 1x10™ , 1x10® i 1x10"® M. Citotoksi¢an u&inak odreden je MTT testom u

triplikatu. Statisticki znacajna p vrijednost definirana je p < 0,05(*) u odnosu na kontrolne

netretirane stanice.
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4.2. Utjecaj derivata 6,7-dihidroksikumarina na stani¢ni ciklus

Utjecaj derivata 6,7-dihidroksikumarina (NS-48, NS-51 i A-153) ispitan je na
stani¢nim linijama K562 i Raji. Stanice su bile izlozene derivatima NS-48, NS-51 i A-153 u
koncentraciji od 5x10°M. Analizirane stanice bojane su PI bojom koja se veze za DNA i
pritom fluorescira, gdje je onda intenzitet fluorescencije proporcionalan koli¢ini DNA.
Histogrami prikazuju udioK562 i Raji stanica u pojedinim fazama stani¢nog ciklusa. Rezultati
ispitivanja u¢inka derivata na stani¢ni ciklus K562 stani¢ne linije prikazani su na slici 111 12,

a rezultati stani¢ne linije Raji na slici 13 1 14.

Analizom stani¢nog ciklusa pomocéu modela Watson, FlowJo programskog paketa,
K562 kontrolne stanice najveéim su udjelom u S fazi s 49,9% stanica. IzloZzenost K562
stanica derivatu A-153 uzrokovao je smanjenje broja stanica u G2/M fazi (9,01%) u odnosu
na kontrolne stanice, s porastom broja stanica u G1 (35,7%) 1 S(51,2%) fazi stani¢nog ciklusa.
Derivat NS-51 uzrokuje blago smanjenje broja stanica u S i G2/M fazama stani¢nog ciklusa,
te porast u G1 fazi stani¢nog ciklusa. IzloZenost stanica derivatu NS-48 dovodi do poveéanja
broja stanica u G1 fazi te do smanjenja broja stanica u fazama G2/M i S u kojoj je broj stanica
smanjen za viSe od 5% u odnosu na netretirane stanice. Zajednicko svim derivatima u
djelovanju na stani¢nu linijju K562 je uzrokovanje blagog porasta broja stanica u G1 fazi

stani¢nog ciklusa.
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Slika 11. U¢inak derivata 6,7-dihidroksikumarina na stanice u staniénom ciklusu.
Ispitivana stani¢na linija K562 izlozena je djelovanju derivata NS-48 (b), NS-51 (c) i A-153
(d) u koncentraciji 5x10°® M. Histogrami prikazuju u¢inak derivata kumarina na G1,S i G2/M
faze ciklusa u odnosu na kontrolu (a).
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Slika 12. Histogramski prikaz usporedbe djelovanja derivata 6,7-dihidroksikumarina na
stani¢nu liniju K562, te tabli¢ni prikaz s postotnim (%) udjelom stanica u pojedinim

fazama stani¢nog ciklusa

Analizom stani¢nog ciklusa pomoc¢u modela Watson, FlowJo programskog paketa,
Raji kontrolne stanice najve¢im su udjelom u S fazi s 43% stanica. Izlozenost Raji stanica
derivatu A-153 uzrokovao je skoro neznatno smanjenje broja stanica u G1 fazi (38,2%) u
odnosu na kontrolne stanice, te povecanje broja stanica u S (44%) i G2/M (16,2%) fazi
stani¢nog ciklusa. Derivat NS-51 minimalno djeluje na broj stanica u stanicnom ciklusu
povecavajuéi broj stanica u G1 fazi, te smanjujuci broj stanica u S i G2/M fazi za manje od
1% u odnosu na netretirane stanice. Izlozenost stanica derivatu NS-48 dovodi povecanja

broja stanica u G1 i G2/M fazi te do smanjenja broja stanica u S fazi.
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Slika 13. U¢inak derivata 6,7-dihidroksikumarina na stanice u staniénom -ciklusu.
Ispitivana stani¢na linija Raji izlozena je djelovanju derivata NS-48 (b), NS-51 (c) i A-153 (d)
u koncentraciji 5%x10° M. Histogrami prikazuju uc¢inak derivata kumarina na G1,S i G2/M
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Slika 14. Histogramski prikaz usporedbe djelovanja derivata 6,7-dihidroksikumarina na
stani¢nu liniju Raji, te tabli¢ni prikaz s postotnim (%) udjelom stanica u pojedinim

fazama stani¢nog ciklusa

4.3. Utjecaj derivata 6,7-dihidroksikumarina na apoptozu stanica

Utjecaj derivata 6,7-dihidroksikumarina (NS-48, NS-51 i A-153) na apoptozu stanica
ispitan je na stani¢nim linijama K562 i Raji. Stanice su bile izlozene derivatima NS-48, NS-
51 i A-153 u koncentraciji 5x10°. Kada se apoptoza pokrene stanice zapo&inju translociranje
fosfatidil-serina (PS) s unutarnje strane plazma membrane na povrSinu stanice.Prilikom
translokacije stanice se mogu lako detektirati bojenjem fluorescentnim konjugatom Annexin

V<, proteinom koji ima visoki afinitet za PS.

Mehanizam djelovanja NS-48 derivata na Raji stanice indukcija je apoptoze u 15,4%
stanica 1 kasne apoptoze odredene u 7,48% stanica. Potaknuta apoptoza od strane NS-51

derivata vidljiva je u 15,8 % Raji stanica sa 5,54% stanica u kasnoj apoptozi. Djelovanje
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derivata A-153 na Raji stanice indikacija je apoptoze u 14,8% stanica kod kasne apoptoze
odredene u 4,47% stanica. Testirani derivati pokazuju poviseni udio stanica za oko 4% u

apoptozi u odnosu na kontrolne netretirane stanice (slika 15).
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Slika 15. Indukcija apoptoze u Raji stanicama tretiranim sa 6,7-dihidroksikumarinskim
derivatima. Raji stanice izlozene su djelovanju 6,7-dihidroksikumarinskih derivata u
koncentraciji od 5x10° M kroz 24 sata. Slika prikazuje a) netretirane stanice, b) stanice
tretirane sa NS-48, c) stanice tretirane sa NS-51 i d) stanice tretirane sa A-153.
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Mehanizam djelovanja NS-48 derivata na K562 stanice indukcija je apoptoze u 0,34%
stanica i kasne apoptoze odredene u 0,63% stanica. Potaknuta apoptoza od strane NS-51
derivata vidljiva je u 0,51% K562 stanica sa zastupljeno$c¢u 0,57% stanica u kasnoj apoptozi.
Djelovanjederivata A-153 na K562 stanice indikacija je apoptoze u 0,59% stanica kod kasne
apoptoze odredene u 0,72% stanica. Testirani derivati pokazuju da nema zna¢ajne promjene u

apoptozi tretiranih stanica u odnosu na kontrolne netretirane stanice (slika 16).

K562 (kontrola) K562 (NS- 48)
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Slika 16. Indukcija apoptoze u K562 stanicama tretiranim sa 6,7-
dihidroksikumarinskim derivatima.K562 stanice izlozene su djelovanju kumarinskim
derivata u koncentraciji od 5x10° M kroz 24 sata. Slika prikazuje a) netretirane stanice, b)

stanice tretirane sa NS-48, c) stanice tretirane sa NS-51 i d) stanice tretirane sa A-153.
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Tumorska oboljenja jedna su od vodecih uzro¢nika smrtnosti, a kako do sada nije
pronaden posve uéinkovit lijek namecée se potreba za pronalaskom ucinkovitijih molekula u
suzbijanju tumorskih oboljenja (30). U svrhu pronalaska molekula koje ¢e imati takva
ljekovita svojstva, proveden je veliki broj istrazivanja i to upravo na kumarinima. Razli¢ite
vrste biljaka i biljni ekstrakti sadrzavaju razliCite fitokemikalije sa bioloSkom aktivno$c¢u koje
mogu imati terapeutski uc¢inak. Nekoliko vrsta biljaka mogu pruziti odredenu vrstu obrane
protiv nekih vrsta raka te takoder stimulirati imunosni sustav (11).Studije su dokazale da
kumarini imaju visoku antiproliferativnu aktivnost te da induciraju apoptozu u razli¢itih vrsta
stani¢nih linija kao §to su A549 (plu¢a), ACHN (bubreg), H727 (plu¢a), MCF-7 (dojka) te
kod HL-60 (leukemija). Istrazivanja takoder pokazuju da promjene u osnovnoj strukturi
kumarina utjecu i na farmakoloska 1 biokemijska svojstva, ukljucujuéi i njegove terapeutske
primjene (31).Takoder je dokazano da je bioloSka aktivnost kumarina izoliranih iz prirodnih
izvora povezana s niskom toksi¢nosti (32). U mehanizam djelovanja kumarina uklju¢eno je

inhibiranje telomeraze, inhibiranje aktivnosti protein kinaze, te indukcija kaspaze 9 (33).

U ovom radu istrazivao se utjecaj novosintetiziranih derivata kumarina, te njihov
protutumorski ucinak. Odreden je njihov ucinak na stani¢ni rast, citotoksi¢ni ucinak na

odabranim tumorskim stani¢nim linijama, te njihova apopototska aktivnost.

Odredivanjem inhibicijskih u¢inaka na rast tumorskih stanica MTT testom svi testirani
derivati kumarina (NS-48, NS-51 i A-153) u razli¢itim koncentracijama pokazali su
inhibitornu djelotvornost na rast stanica ispitivanih stani¢nih linija (CCRF-CEM, K562, Raji i
Hut-78).Sumirajuéi rezultate, najizrazenije citotoksi¢no djelovanje spojeva je pri koncentraciji
od 1x10™ M na skoro sve staniéne linije. Izuzetak jestaniéna linija CCRF-CEM gdje derivat
NS-51 ima najslabiji u¢inak na inhibiciju stani¢nog rastaod 30% koja je ostvarena pri najvisoj
koncentraciji od 1x10® M. Najnizi u&inak na inhibiciju stani¢nog rasta ostvaren je pri
koncentraciji od 1x10® M kod svih stani¢nih linija. Kostova i suradnici iznijeli su brojna
izvjesca o antiproliferativnim i antitumorskim aktivnostima razli¢itih spojeva kumarina, kao
npr. kumarin i 7-hidroksikumarin koji su pokazali da inhibiraju proliferaciju nekih ljudskih
malignih stani¢nih linija in vitro (11). Prema Kolodzieju izrazitu citotoksi¢nost pokazuju

kumarinski derivati sa orto-dihidroksi supstituentima (34). Nekoliko je hidroksiliranih i
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metoksiliranih derivata kumarina ispitano u svrhu ispitivanja njihove citotoksic¢nosti na cetiri
humane tumorske stanic¢ne linije (karcinom HSC-2, HSC-3, melanom A-375 i promijelocitni
HL-60) i tri normalne ljudske stanice (gingivalni fibroblast HGF, fibroblast parodontalnog
ligamenta HPLF i stanice zubne pulpe HPC) (35).Specifi¢na citotoksi¢nost prema tumorskim
stanicama otkrivena je samo u 6,7- dihidroksi supstituiranim kumarinima. Takoder je uoceno
da se citotoksi¢nost prema tumorskim stanicama kod prirodnog kumarina eskuletina (6, 7-
dihidroksikumarin) moze dodatno povecati pravilnim supstitucijama na 3 ili 4 poziciji na

molekuli (11).

Proucavani derivati kumarina uzrokovali su na K562 leukemijskim stanicama blagi
porast broja stanica u G1 1 G2/M fazi stani¢nog ciklusa. Danasnja istraZivanja prikazuju
komplekse rijetkih metala poput lantan klorida koji pokazuje antitumorsku aktivnost. Ovakvi
kompleksi induciraju inhibiciju rasta stanica Burkittovog limfoma za oko 30% pri odredenim
koncentracijama (11). Takoder su jako zanimljivi in vitro rezultati studije kod K562 stani¢ne
linije,koju su izradili Kostova i suradnici. U toj studiji dalo se zakljuciti kako kompleksi
lantana sa odredenim tvarima djeluju snazno inhibicijski na proliferaciju stanica. Prezivljenje

stanica izloZenih takvim spojevima bilo je oko 30 % (11).

Apoptoza je od izuzetne vaznosti za odrzavanje stanicne homeostaze, a indukcija
apoptoze pozeljan je mehanizam umiranja stanica koje su izloZzene kemoterapeuticima (36).
Rezultati ovog istrazivanja pokazuju kako djelovanje derivata kumarina nema znacajne
promjene kod tretiranih i kontrolnih K562 stanica. Rezultati apoptoze kod Raji stani¢ne
pokazali su poviseni udio stanica za oko 4% u apoptozi u odnosu na kontrolne netretirane
stanice. 6,7-dihidroksikumarin (eskuletin) fenolni je spoj koji se nalazi u prirodnim biljnim
proizvodima koji poti¢e apoptozu u nekoliko vrsta ljudskih stanica raka. Razna istrazivanja
pokazala su kako eskuletin selektivno inducira apoptozu tumorskih stanica kod razli¢itih vrsta
raka te se smatra obecavaju¢im kemoterapijskim sredstvom (37,38). Velik broj istrazivanja
sugerira da defekti apoptotickih putova imaju kljuénu ulogu u karcinogenezi i da su mnoge
nove strategije lijeCenja usmjerene na apoptozu izvedive i mogu se koristiti u lijecenju raznih

vrsta raka (39).

Otkrice 1 razvoj ucinkovitijih molekula protiv karcinoma dali su uvjerljive dokaze da
biljke mogu biti izvor novih kemoterapijskih agensa raka. lako prirodni produkt izoliran kao
aktivni spoj 1 nije najprikladniji za razvoj kao djelotvorni lijek, moze posluziti kao primjer za

pretvorbu u klini¢ki korisno sredstvo (11).
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Usporedbom rezultata dosadasnjih istrazivanja, kumarinski derivati predstavljaju

dobre kandidate u istrazivanju novih spojeva s protutumorskim djelovanjem.
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1.) Derivati kumarina pokazuju znacajno antiproliferativno i citotoksi¢no djelovanje na

odabranim tumorskim stani¢nim linijama

2.) Svi testirani derivati pokazuju izrazitu citotoksi¢nost pri najvecoj koncentraciji od 1x10™

M

3.) Proucavani derivati kumarina uzrokovali su porast broja stanica u G1 fazi stani¢nog
ciklusa na K562 stani¢noj liniji i Smanjenje broja stanica u S i G2/M fazi stani¢nog ciklusa, te
porast broja stanica Raji stani¢ne linije u G1 1 G2 fazi stani¢nog ciklusa sa smanjenjem broja

stanica u S fazi stani¢nog ciklusa

4.) Mehanizam djelovanja derivata 6,7-dihidroksikumarina na Raji stani¢nu liniju indukcija je

apoptoze u oko 15% stanica, dok na K562 stani¢noj linijinema znacajne promjene
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Uvod: Maligne bolesti jedan su od glavnih uzroka smrtnosti u svijetu, a njihova se stopa
pojavnosti u populaciji sve vise pove¢ava. Kumarini su spojevi koji imaju inhibicijski uéinak
na odredene tumorske stanice te upravo zbog tih svojih antitumorskih obiljezja imaju

potencijalnu primjenu u terapiji malignih bolesti.

Ciljevi istrazivanja: Ispitati utjecaj derivata kumarina na rast normalnih stanica i stanica

limfoma i leukemija in vitro. Odrediti promjene u stani¢nom ciklusu i na¢in umiranja stanica.

Materijali i metode: Inhibitorni u¢inak derivata kumarina (NS-48, NS-51 i A-153) odreden
je MTT testom na komercijalno dostupnim linijama humanih tumorskih stanica (CCFR,
K562, Raji i HUT-78) i normalnoj stani¢noj liniji (MDCK1). Promjene stani¢nog ciklusa i

apoptoze pracene su na stani¢noj liniji K562 i Raji proto¢nim citometrom.

Rezultati:Testirani derivati kumarina pokazuju antiproliferativan i citotoksi¢an ucinak na
humane tumorske stanice. Inhibicija ovisi o koncentraciji spoja i stani¢noj liniji. Na temelju
rezultata moze se zakljuciti kako sva tri derivata kumarina djeluju inhibitorno na rast stanica

pri koncentraciji od 1x10™ M.

Zakljuéak:Derivati kumarina u ovisnosti prema koncentracijama i tipu stanica djeluju

inhibitorno na rast stanica.Uocljive su i promjene stani¢nog ciklusa te apoptoze.

Kljuéne rijeci:kumarin, leukemije, limfomi, citotoksi¢nost, stani¢ni ciklus, apoptoza
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The effect of newlysynthetized derivatives of 6,7-dihydroxicumarines on the growth of

leukemia and lymphoma cellsin vitro

Introduction: Malignant diseases are one of the major causes of mortality in the world, and
their incidence rate in the population is increasing. Coumarins are compounds that have an
inhibitory effect on certain tumor cells and because of these anti-tumor properties they have
potential use in the treatment of malignant diseases.

Study aim:To investigate the effect of coumarin derivatives on the growth of normal cells
and lymphoma and leukemia cells in vitro. Determine changes in cell cycle and cell death.

Materials and Methods: The inhibitory effect of coumarin derivatives (NS-48, NS-51 and
A-153) was determined by MTT assay on commercially available human tumor cells (CCRF,
K562, Raji and Hut-78) and normal cell line (MDCKZ1). The alterations of the cell cycle have
been monitoredby flow cytometry on the K562 and Raji cell lines.

Results: The coumarin derivatives show antiproliferative and cytotoxic effects on human
tumor cells. The inhibition depends on the concentration of the compound and the cell line
used. Based on the results it can be concluded that all three coumarin derivatives act to inhibit
cell growth at a concentration of 1x10™ M.

Conclusion: Coumarin derivatives depending on concentrations and type of cell, inhibit cell

growth. Cell cycle and apoptosis changes are also apparent.

Keywords: coumarin, leukemias, lymphoma, cytotoxicity, cell cycle, apoptosis
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