Citotoksic¢nost derivata kinazolinona na stanice koje
rastu u 2D i 3D kulturi

Peris, Antonio

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, Faculty of Medicine / SveuciliSte Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:152:317799

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-07-11

Repository / Repozitorij:

Repository of the Faculty of Medicine Osijek

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:152:317799
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mefos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/mefos:793
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/mefos:793
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mefos:793

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
MEDICINSKI FAKULTET OSIJEK

Preddiplomski sveuciliSni studij medicinsko laboratorijske

dijagnostike

Antonio Peri$

CITOTOKSICNOST DERIVATA
KINAZOLINONA NA STANICE KOJE
RASTU U 2D | 3D KULTURI

Zavrsni rad

Osijek, 2018.



SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
MEDICINSKI FAKULTET OSIJEK

Preddiplomski sveuciliSni studij medicinsko laboratorijske
dijagnostike

Antonio Peri$

CITOTOKSICNOST DERIVATA
KINAZOLINONA NA STANICE KOJE
RASTU U 2D 1 3D KULTURI

Zavrsni rad

Osijek, 2018.



Rad je izraden u Laboratoriju za kulturu tkiva pri Zavodu za medicinsku kemiju, biokemiju i
laboratorijsku medicinu na Medicinskom fakultetu Sveucilista J. J. Strossmayera u Osijeku.
Mentor: prof. dr. sc. Ljubica Glavas-Obrovac

Rad ima 39 listova i 15 slika.



Zahvaljujem se ponajprije prof. dr. sc. Ljubici Glavas-Obrovac na predloZenoj temi i pruZenoj
prilici za suradnju tijekom izrade zavrsnog rada kao i prenesenom znanju i zalaganju za
unaprjedenje i priznavanje studija Medicinsko laboratorijske dijagnostike.

Veliko hvala i dr. sc. Marijani Juki¢ radi prenesenog vrijednog prakticnog i teorijskog znanja
0 radu u Laboratoriju za kulturu stanica i vremena utrosenog tijekom suradnje.

Zahvaljujem se i doc. dr. sc. Teuti Opacak-Bernardi te doc. dr. sc. Katarini Miskovi¢ Spoljari¢
kao i svim profesorima i suradnicima pri Zavodu za medicinsku kemiju, biokemiju i
laboratorijsku medicinu na Medicinskom fakultetu Sveucilista J. J. Strossmayera u Osijeku na
prenesenim vjestinama i znanjima tijekom preddiplomskog studija.

Mojoj obitelji, rodbini i prijateljima hvala za svu brigu, strpljenje, podrsku i motivaciju koju su
mi davali tijekom studiranja. Bez vas ovo ne bi bilo moguce.



Sadrzaj

LUUVOD ..ttt ettt ettt ettt et s e et et et aeebe b e st ete et et eseebense e eneareneas 1
1.1. HeteroCiKIiCKi SPOJEVI ......ccocuviiiiiiiiiiiiiiie ettt 1
1.2. KinazoliNONSKI SPOJEVI....cccuiiieriieieeiesieeiestesteesie e seeaeseeeseeaesseesseessesseeseeseesseensesssens 1

1.2. 1. KINAZOIINONI....eiiitieieeeee ettt ettt e st naeeatesaeenseeneens 1
1.2.2.KinazoliNONSKI GEIIVALE .....ccvervireieiiriieieieiestese ettt 2
1.2.3. Protutumorsko djelovanje derivata Kinazolinona............cccecueveeveecienieneeieseeseenns 3
1.3, IN VItro KUItIVACIJa STANICA......ccueeieeiieieeiesierie ettt sttt nae s 3
1.3. 1. KUIUFA STANICA ..ottt st b sttt b b s enes 3
1.3.2. PrinCipi iN VItro KUITIVACIJE ....c.veeeeeieeieseeeeecee sttt 4
1.4. Dvodimenzionalna (2D) Kultura StaniCa..........ccoevereeiieneenieeiesiesieeee e 5
1.5. Trodimenzionalna (3D) Kultura StaniCa ..........ccccceeveeieeeeniieiieseese e 6
1.6. Metode 3D KUItiVACIJ STANICA .......cceevveeierieieeieceere ettt sae e 7
I Y [ oY (S ooy 1 10 1 T SR 7
1.6.2. Metode s nosacima (3D MatriCama) ......eeeiueeiiireerieessiiiessiieessneessreesssreeesnseessseessnnes 8
1.6.3. BIOTBAKIOI ..ecuveiieiieieeie sttt sttt ettt sa e nreenbeenee s 9
1.6.4. MikroCipovi 111 OTZani NA CIPU .veveiuueieiiriiiiieesiiessiieessieeesireessireessbressrnessnseeesseee e 10
1.7, TUMOISKE DOIESTH ...ttt 10
1.7.1. Laboratorijska dijagnostika u tumorskim bolestima..........cccccccvvevereeviesceeneesienenne 11
1.7.2. Uloga 3D kulture u istrazivanju i lije€enju tumora...........ccceeevereeneenenieeneenennens 11

2. I ettt ettt ettt et a e h et e st et et e b e st ebeebe st ereebeteneerenteneas 13

3. MATERIJALI I METODE ...ttt s 14
B0 O AV N I N 1 S 14

3.1.1. ISPITIVANT SPOJEVI .euvieciiieiieeieeiee et estte et stt e e te e st e eteesteeebeessaeesbeesaseenseessseeseesnnaens 14
3. L2, KEMIKAIE ... eeteeeeeceeeeee ettt ettt st e e eeteeseesreeseennens 14
3.1.3. StaNICNE HINIJ@.cccuuviiiiiii ettt e s e s e e sbe e e snee s 15
B2 METODE ...ttt ettt ettt b ettt e s s e ae b e s e st ene st nes 16
3.2.1. Kultivacija Stanica iN VITrO ......cccccveiieiiieeceecte ettt ae e 16
3.2.2. Odredivanje broja zivih stanica U Kulturi.......ccocceeeviiieniiiiniiieiieeeee e, 16
3.2.3. Odredivanje citotoksi€nosti MTT teStOm ........cccueveeiririiirienieriiinieseeieseese e 18
3.2.7. Statisticka obrada podataka...........ccccueerriiiiiiiiiiiieiiee e 19

4 REZULTATI oo 20



5.
6.
7.
8.
9.

4.1. Odredivanje citotoksi¢nog u¢inka derivata kinazolinona na 2D kulturu stanica MTT

LES] (01 1 S PP PP PP RO PSP P PO POPPPPPOPPPRPRPRPPPOPRt 20
4.2. Odredivanje citotoksi¢nog u¢inka derivata kinazolinona na 3D kulturu stanica MTT

L(E] (0] 12 PO PP PPPTTR PP 23
4.3. Usporedba citotoksi¢nog ucinka derivata kinazolinona u 2D i 3D kulturi stanica........ 26
RASPRANVA ..ttt st st sttt ettt et et e s be s b e s besbe e st et entenbenbeneesreene 29
ZAKLIUCAK ...ttt sttt 32
SAZETAK .....coomivimeiieeeseeeise s eiss st ess sttt 33
SUMMARY ..ottt sttt st sttt ettt et e be s tesbesbesbeeseententensetensesbesseas 34
LITERATURA .ottt ettt bbbt et ettt be b nbeenis 35

10. ZIVOTOPIS ..o e e r e et e e e s e e e e es e s e e e e s et e e eses e eereses e 39



POPIS KRATICA

ADP (eng. Adenosine diphosphate) adenozin difosfat

ATCC (eng. American Type Culture Collection) Americka zbirka stani¢nih kultura
ATP (eng. Adenosine triphosphate) adenozin trifosfat

DHFR dihidrofolat reduktaza

DMEM (eng. Dulbecco's Minimal Essential Medium) Dulbeccov minimalni esencijalni medij
DMSO dimetil sulfoksid

DNK deoksiribonukleinska kiselina

EGFR (eng. Epidermal Growth Factor Receptor) receptor epidermalnog faktora rasta
HEM hidroksietil metakrilat

HSV-1 herpes simpleks virus -1

HZ hipoksi¢na zona

M mol/dm3

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolij bromid)

NASA (eng. National Aeronautics and Space Administration)

NSCLC (eng. Non-Small Cell Lung Cancer) karcinom pluc¢a ne-malih stanica

NZ nekroti¢ka zona

PARP-1 poli( ADP-riboza) polimeraza-1

PBS (eng. phosphate-buffered saline) fosfatni pufer

PLGA (eng. poly lactic-co-glycolic acid) polilakti¢no-glikolna kiselina

PZ proliferacijska zona

RPMI 1640 (eng. Roswell Park Memorial Institute) medij

SDS (engl. sodium dodecyl-sulphate) natrijev dodecil sulfat

TIBC (eng. Total Iron Binding Capacity) ukupni kapacitet vezanja zZeljeza
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1.1. Heterociklicki spojevi

Sinteza i karakterizacija heterocikli¢kih spojeva zauzimaju vise od polovice znanstvenih
istrazivanja u polju organske kemije (1). Heterociklicki spojevi, inae obilno zastupljeni u
prirodi, godinama su temelj brojnim otkri¢ima u polju organske, farmakoloske i medicinske
kemije, ali i industrije. Poznao je da vise od 90% novih lijekova sadrzava heterocikli¢ke motive

u strukturi te da su vitalna poveznica kemije i biologije (2).

1.2. Kinazolinonski spojevi
1.2.1. Kinazolinoni

Dusikom bogati heterocikli¢ki spojevi, kinazolinoni, su ubikvitarne farmakoloske
jedinice zastupljene u raznim bioaktivnim prirodnim i novosintetiziranim kemijskim spojevima
koji se danas uglavnom koriste kao lijekovi u humanoj i veterinarskoj medicini, kao i za zastitu

bilja u obliku agrokemikalija (3).

Kinazolinoni su bicikli¢ki spojevi koji se sastoje od dva spojena Sesteroc¢lana aromatska
prstena, benzenskog i oksidiziranog pirimidinskog. Prva sinteza ovih spojeva objavljena je
1869. god. i napravljena je koristenjem antranilne kiseline i cijanida u etanolu (4). Opéenito,
ovaj tip sinteze odvija se uvodenjem keto skupine u pirimidinski prsten kinazolina (2). Tek
pedesetih godina proslog stoljeca postaju zanimljivi za primjenu u terapijske svrhe kada su
Koepfli i suradnici objavili strukturu kinazolinona febrifugina i izofebrifugina kao antimalarika
izoliranih iz kineske biljke Dichroae Radix. Ovi prirodni kinazolinoni sintetiziraju se iz

antranilne kiseline i triptofana (5).

Ovisno o poziciji okso tj. ketonske skupine razlikujemo tri tipa kinazolinona: 2(1H)-
kinazolinoni, 4(3H)- kinazolinoni te 2,4(1H, 3H)- kinazolindioni (slika 1) (5).

Citotoksi¢nost derivata kinazolinona na stanice koje rastu u 2D i 3D kulturi
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Slika 1. Kemijska struktura i podjela kinazolinona

S obzirom na polozaj supstituenata kategoriziraju se u 2-supstituirane, 3-supstituirane
i 2,3-disupstituirane kinazolinone (5). Svojstva supstituiranih kinazolinona ovise o tome na

kojem su prstenu smjesteni te o njihovim kemijskim svojstvima (6).

Prirodni kinazolinoni izolirani iz biljaka, mikroorganizama i morskih zivotinja dugo se
koriste u tradicionalnoj medicini te su jedan od najvaznijih izvora bioloski aktivnih spojeva za
razvoj novih lijekova upravo zbog strukturne i funkcionalne raznolikosti (5). Njihovo
djelovanje je primarno antimikrobno, antifungalno, protuupalno, antikonvulzivno i
protutumorsko (7). Do 2005. bilo je poznato vise od 150 prirodnih kinazolinona, a u
posljednjem desetljecu otkriveno ih je jo§ 55, mnogi s izrazitim protutumorskim djelovanjem
kao sto su Ketominin ¢iji ucinci su znaéajno bolji od 5-fluorouracila, te Faitantrin A (8).
Inhibiraju HSV-1 virus i imaju slabije toksi¢ne ucinke i bolje antivirusne terapijske uc¢inke i od

aciklovira (9).

1.2.2. Kinazolinonski derivati

Ovi derivati predstavljaju grupu spojeva s dodatnim modifikacijama u A i B prstenima.
Supstitucije mogu biti raznovrsne i ukljuéivati metilne, amino i amidne skupine, halogene
atome i heterociklicke prstenove (5). U literaturi se istiCe stabilnost kinazolinonskih prstena
prema oksidaciji, redukciji i hidrolizi (2). Upravo ta stabilnost zajedno sa ucinkovitim i
ekoloskim nacdinima sinteze te lakom dostupnos$cu spojeva povecali su opseg njihove sinteze s

ciljem priprave boljih kemoterapeutika (3).

Citotoksi¢nost derivata kinazolinona na stanice koje rastu u 2D i 3D kulturi
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1.2.3. Protutumorsko djelovanje derivata kinazolinona

Kinazolinonski kostur sli¢i purinskoj 1 pteridinskoj jezgri slijedom cega su otkriveni
spojevi koji mogu inhibirati metabolicke puteve purina i folne kiseline (2). Cao i suradnici
sintetiziraju¢i derivate kinazolinona s ditiokarbamatnom skupinom dobili su neklasi¢ne
lipofilne antifolatne lijekove koji su djelovali inhibitorno na dihidrofolat reduktazu (DHFR) i
timidilat sintetazu, enzime klju¢ne za sintezu deoksiribonukleotida i DNK (10). Orvieto i
suradnici su sintezom pirazolokinazolinona razvili potentne inhibitore poli(ADP-
riboza)polimeraze-1 (PARP-1) kao enzima DNK popravka koja se aktivira jednolan¢anim
lomovima, veze na DNK i sudjeluje u oporavku stanice (11). Protutumorsko djelovanje ovi
derivati ostvaruju i inhibicijom receptora epidermalnog faktora rasta (EGFR). To je
transmembranska protein kinaza ¢ija povecana ekspresija je u korelaciji s prokrvljenosti tumora
i loSom prognozom, a uocena je kod tumora dojke, jajnika, kolona i drugih (7). Ahmed i Belal,
uz to $to su prikazali citotoksi¢no djelovanje derivata kinazolinona s piridinskom i piranskom
jezgrom na stanice tumora jetre, kolona i dojke, uocili su da se ti derivati vezu na ATP - vezno
mjesto EGFR tirozin kinaze inhibiraju¢i je za 95% (12). Mnogi kinazolinonski derivati
odobreni su kao protutumorski lijekovi, a isticu se Raltitreksat kao terapija izbora kod
kolorektalnog karcinoma, Ispinesib kao antimitoticki agens te prirodni Luotonin A, inhibitor
DNK topoizomeraze | (5,13).

Dodatno, strukturno modificirani 2,3-disupstituirani derivati kinazolinona ne izazivaju
nuspojave 1 genotoksi¢nost kao standardni protutumorski lijekovi, a u tome lezi potencijal za

njihovo uvodenje kao lijekova izbora u lije¢enju tumora (5).

1.3. Invitro kultivacija stanica
1.3.1. Kultura stanica

Uzgoj stanica u kulturi nezaobilazno je orude molekularne i stani¢ne biologije jer je
izvrstan model za proucavanje fiziologije i biokemije stanica, ispitivanje utjecaja lijekova te
karcinogeneze i mutageneze (14). Prednosti kulture stanica svakako su moguénost manipulacije
fizikalno-kemijskim (temperatura, pH, osmotski tlak, tlak 0. i COy) i fizioloskim uvjetima

(hormoni i nutrijenti), te ekonomicnost koja podrazumijeva manju potrebu za reagensima u

Citotoksi¢nost derivata kinazolinona na stanice koje rastu u 2D i 3D kulturi
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odnosu na ispitivanja in vivo, jeftinije testove probira, kao i izbjegavanje zakonskih i eti¢kih
problema vezanih uz upotrebu Zivotinja (15). Konac¢no, rezultati dobiveni proucavanjem

klonalnih stanica su konzistentni i reproducibilni (14).

Temelje razvoja kulture stanica postavlja Harrison 1907. godine kada uspijeva izolirati
i kultivirati Ziv¢ano vlakno iz Zabljeg embrija. Pocetne tehnike su zapravo bile usmjerene ka
uzgoju fragmenata tkiva, a kao podloga sluzila je krvna plazma. Do napretka dolazi 1912. kada
Carrel uvodi sterilne tehnike, a do uspostave prve humane stani¢ne linije dolazi tek 1952. kada
se stani¢ne linije poCinju koristiti u istrazivanju malignih tumora. Danas postoji vise od 1000

stani¢nih linija malignih tumora (15).

1.3.2. Principi in vitro kultivacije

Odrzavanje stanica u kulturi zahtijeva pridrzavanje strogo asepti¢nih uvjeta kako bi se
izbjegli kontaminacija i gubitak stanica. Bitan faktor u kultivaciji stanica je medij za uzgoj
stanica koji se danas odabire na osnovi potreba stanica za odredenim nutrijentima i faktorima
rasta (16). Prvi definirani medij opisao je Eagle 1955. On se sastoji od 13, za veéinu stani¢nih
kultura esencijalnih aminokiselina, 8 vitamina, glukoze, soli i seruma sisavaca. Serum je bitan
sastojak jer sadrzi izvor hranjivih tvari, hormona, ali i polipeptidnih faktora rasta Kkoji
predstavljaju signale za rast i diferencijaciju (17). Njihovo otkri¢e dovelo je do uvodenja
medija bez seruma ¢ija je prednost selektivnost za odredene stani¢ne linije, ve¢a produktivnost

te bolja kontrola fizioloskog odgovora u odnosu na osnovni medij (14).

In vitro uzgoj stanica moze zapoceti od primarne kulture koja se dobiva iz tumorskog
ili normalnog tkiva, te odrazava realnu funkciju stanica u organizmu. Subkultivacijom primarne
kulture dobivamo sekundarnu kulturu. Takve kulture ne zive dugo, a broj dioba im se poklapa
s brojem dioba in vivo. Uspostava kontinuirane stani¢ne linije posljedica je in vitro

transformacija, a takve su stanice besmrtne, aneuploidne, te tumorigeni¢ne (slika 2).

Citotoksi¢nost derivata kinazolinona na stanice koje rastu u 2D i 3D kulturi
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Slika 2. Principi stani¢ne kultivacije

S obzirom na nacin rasta stanice mogu biti adherentne i1 suspenzijske. Adherentne
stanice koriStene Su u ovom radu, a rastu u monosloju radi kontaktne inhibicije rasta te su
vezane za nabijenu podlogu. Zbog toga njihova subkultivacija zahtijeva primjenu agensa za
odvajanje od podloge (npr. tripsin-EDTA, pronaza, dispaza, kolagenaza). Koriste se u citologiji,
a u usporedbi sa suspenzijskim stanicama ucinkovitije izlu¢uju proizvode (antitijela, hormone,
antibiotike). Stanice u suspenziji lakse se subkultiviraju jednostavnim oduzimanjem volumena
ili razrjedivanjem no zahtijevaju svakodnevno brojanje i odredivanje vijabilnosti (14). Za
uspjesnu kultivaciju vitalan je rad u asepticnim uvjetima u kabinetu s laminarnim protokom
zraka, odrzavanje odgovarajuce koncentracije CO2 (5-10%), vlaznosti i temperature (37°C)
pomocu inkubatora te pH (7,4) jer kod promjene boje indikatora (fenolnog crvenila) u mediju

vec postoji opasnost stani¢nog oStecenja (14).

1.4. Dvodimenzionalna (2D) kultura stanica

Konvencionalna 2D kultura stanica podrazumijeva prihvacanje stanica na povrsinu
stakla ili plastike te rast u monosloju, sto je neprirodno mnogim stani¢nim tipovima. Stanice su
spljostene te je priblizno 50% povrSine stanica izloZzeno mediju, 50% podlozi, a tek mali
postotak u dodiru je s ostalim stanicama (slika 3). Homogeni stani¢ni rast i proliferacija rezultat
su podjednake opskrbe nutrijentima i faktorima rasta, a koji ¢esto dovode do prenaglasenog
ucinka u testovima citotoksi¢nosti pa su se stoga pokazale kao lo§ model procjene djelotvornosti
lijekova sa stopom neuspjeha od 95% (18, 19). lako je 2D kultura jednostavna, jeftina, laka za
interpretaciju, te je omogucila bolje razumijevanje mehanizama rasta tumorskih stanica, takva
metoda ne oponasa vjerodostojno fiziologiju, mikrookoli$ i stani¢ne interakcije tumorskih i
normalnih tkiva in vivo. U 2D kulturi nedostaju medustani¢ne interakcije te interakcije stanica
i izvanstani¢nog prostora, koje utjeCu na diferencijaciju, proteinsku i gensku ekspresiju i

metabolizam lijekova. Uslijed adaptacije na rigidnu povrsinu, morfologija i mehanizam diobe

5
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stanice se mijenjaju. Gubitak polarnosti, koja regulira stani¢ni odgovor na razne pojave kao $to

je apoptoza, te smanjena fenotipska raznolikost takoder su rezultat 2D kultivacije stanica (20).

medij
A
- \
medustani¢ni kontakt \ kontakt s medijem

kontakt s podlogom

Slika 3. Prikaz stani¢nih interakcija u 2D kulturi

1.5. Trodimenzionalna (3D) kultura stanica

3D kultura stanica podrazumijeva uzgoj stanica u okruZenju bliskom onom u Zivom
sustavu. Stanice u 3D okolisu odrzavaju svoj oblik obi¢no u obliku sferoida. U njemu su stanice
smjestene u slojevima u razli¢itim stadijima rasta. Vijabilne, proliferirajuce stanice ¢ine vanjski
sloj ili proliferacijsku zonu (PZ), dok stanice u jezgri generiraju hipoksi¢nu zonu (HZ) s
nekroti¢kim sredistem (NZ) (21). Takva heterogenost stanica te uspostava gradijenata kisika i
hranjivih tvari nalazi se i kod tumora in vivo (slika 4). Bitan element 3D kulture je stvaranje
izvanstani¢nog prostora koji podupire stanice, izlucuje faktore rasta i sudjeluje u stani¢noj
signalizaciji i komunikaciji (22). U odnosu na 2D kulturu, stanice u 3D kulturi su stabilnije,
polarizirane, dugovjecnije i potpuno okruzene drugim stanicama i izvanstani¢énim prostorom

(19).

Citotoksi¢nost derivata kinazolinona na stanice koje rastu u 2D i 3D kulturi
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Slika 4. Kompozicija stani¢nog sferoida; PZ proliferacijska zona ,HZ hipoksi¢na zona, NZ
nekroti¢na zona

1.6. Metode 3D kultivacije stanica

Temeljne metode 3D kultivacije su: metode bez nosaca, metode s nosac¢ima, bioreaktori

i mikrocipovi (22).

1.6.1. Metode bez nosaca

Metode bez nosaca podrazumijevaju formiranje sferoida kao samouspostavljenih
nakupina stanica koji izluCuju vlastiti izvanstani¢ni prostor te su sjajan fizioloski model.

Razlikujemo dvije bitne metode (22).

Prva je metoda plutajucih stanica (eng. forced floating) u kojoj nakon nasadivanja
stanica u jaZice konusnog dna, mikrotitarske ploce centrifugiramo poticuci nastanak sferoida
(slika 5). Prijanjanje stanica za stjenke ploce sprjeCavamo oblaganjem stjenki 0,5 % poli-HEM-
om (poli-2-hidroksietil metakrilatom). Metoda je jednostavna i reproducibilna, a veli¢ina

sferoida prilagodava se promjenom broja nasadenih stanica (23).

Kontakt stanica
s medijem

Medustaniéni
kontakt

Slika 5. Metoda plutajuéih stanica
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Metoda visece kapi (eng. hanging drop) koristi male alikvote stani¢ne suspenzije koji
se pipetiraju u jazice bez dna. Ploce se zatim uzastopno okrecu, a alikvoti stani¢ne suspenzije
tvore visece kapi koje na mjestu drzi povrSinska napetost (slika 6). Stanice akumuliraju na dnu

kapi i tvore sferoide. Jednostavna je, s gotovo 100%-tnom reproducibilnosc¢u (21,23).

|

[ m— N E—

Slika 6. Metoda viseée kapi

1.6.2. Metode s nosacima (3D matricama)

Matrice ili nosa¢i dostupni su u vidu materijala razlicitih poroznosti i propusnosti s
ciljem oponasanja izvanstani¢nog prostora (slika 7) (22). Dva razli¢ita pristupa kod ovih
metoda su rasprSivanje u teku¢em hidrogelu i polimerizacija te nasadivanje stanica na

acelularni 3D matriks (21).

a faktori
rasta

Slika 7. Nosad¢i za 3D kulturu

Hidrogelovi sadrZe visok postotak vode i krizno povezan biomaterijal kao $to je agaroza,
kolagen ili hijaluronska kiselina (24). Jedan od najpoznatijih je Matrigel™, koji je animalnog
podrijetla. Tkivna mekoca, vjerno oponaSanje izvanstani¢nog prostora te raznolikost prirodnih

i sintetickih materijala doveli su do popularnosti gelova u tumorskim istrazivanjima (21,22).

Mikroporozni nosac¢i gradeni su najée$¢e od polistirena i PLGA (eng. poly lactic-co-

glycolic acid). Prednost im je definirana geometrija i fiksna veli¢ina pora (21). Pore bi trebale
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biti medusobno povezane i dovoljno velike da omoguce rast stanicama, opskrbu nutrijentima i

uklanjanje otpadnih tvari (25).

1.6.3. Bioreaktori

Oni su najidealniji za masovnu stani¢nu proizvodnju, a ukljucuju protok medija i time

cirkulaciju nutrijenata i otpadnih tvari te homogenost okolisa u reaktoru (22).

Pokretne boce bioreaktora (eng. spinner flask ) sastoje se od spremnika sa stani¢nom
suspenzijom i mijesalice (slika 8.b). Medij se moze ¢esto mijenjati Sto omogucuje dugotrajnu
kultivaciju, no sila mijeSanja moze utjecati na stani¢nu fiziologiju (26).

Nosac sa
Unutarniji cilindar

stanicama

a) ~— i )’ b)
\ Vanjski cilindar

Rotacija spremnika

Slika 8. Dva tipa bioreaktora a) sustav rotacijske kulture; b) pokretna boca bioreaktora

U sustavu rotacijske kulture (eng.rotating cell culture), za razliku od pokretnih boca,
sam spremnik se rotira, a odrzavanje gibanja tekucine osigurava niskoturbulentno okruzenje s
minimalnom silom na stanice (slika 8.a) (27). Sedimentacija se sprjeava prilagodavanjem
brzine okretanja, a prvotno ju je razvila NASA (eng. National Aeronautics and Space

Administration) za oponasanje mikrogravitacije (23).
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1.6.4. Mikrocipovi ili organi na ¢ipu

Mikro¢ipovi kombiniraju tehnologiju mikrovlakana, koja stvara strukturirani 3D
mikrookoli§ s kontrolom oblika i funkcije stanica te mikrotekuéinsku tehnologiju za
kontroliranu dostavu nutrijenata i kemijskih signala stanicama. To omogucuje rekonstituciju

tkivnih sucelja i prikaz mikroarhitekture organa (28) (slika 9).

Mikrofluidna
barijera (endotel)

Stanicna
komorica

Slika 9. Rekonstitucija jetrene arhitekture na ¢ipu

1.7. Tumorske bolesti

Tumorske bolesti su u svojoj osnovi genska bolest jer je promjena odgovorna
za zlo¢udnu preobrazbu genska mutacija. Oni su monoklonskog podrijetla, jer nastaju
zlo¢udnom preobrazbom jedne zdrave stanice koja je akumulirala brojna ostecenja
gena supresora i antionkogena. Prema Hanahanu i Weinbergu tumori zaobilaze
apoptozu, samodostatni su s obzirom na signale rasta, a neosjetljivi na inhibicijske
signale rasta te imaju neogranicen proliferacijski potencijal te sposobnost invazije |
angiogeneze. Takoder, poremecena su metabolizma, nose genomsku nestabilnost,

izazivaju upalu i izmi¢u imunosnom sustavu (29).
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1.7.1. Laboratorijska dijagnostika u tumorskim bolestima

Zlo¢udni je rast pracen upalom pa se u serumu povecava koncentracija
reaktanata akutne faze pa imamo povisene a-2 globuline i sedimentaciju eritrocita.
Dodatno, povecana aktivnost alkalne fosfataze i bakra te snizeni kolesterol, zeljezo i
TIBC (ukupni kapacitet vezanja Zeljeza) kao i krv u stolici trebaju pobuditi sumnju na
maligni proces. Aktivnost mnogih enzima u serumu takoder se mijena, a Ovisi 0 masi
zlo¢udnog tkiva jer tumori imaju karakteristican sastav enzima. NajviSe rastu
glikoliticki enzimi (aldolaza, fosfoheksoza izomeraza i laktat dehidrogenaza), posebno
umetastazama. Kod zlo¢udnih monoklonskih gamapatija odreduju se i Bence Jonesovi
proteini u serumu i mokra¢i (30). PoSto su ti nalazi nespecifi¢ni, za dijagnozu se danas
rabe tumorski biljezi. To su hormoni, proteini i amini ¢ija je osnovna vrijednost u

pracenju tijeka bolesti, a zbog premale osjetljivosti nisu pogodni za probir (29).

1.7.2. Uloga 3D kulture u istraZivanju i lije¢enju tumora

Veliki napori ulazu se u otkrivanje novih i u¢inkovitih protutumorskih lijekova
jer je rak i dalje jedan od vode¢ih uzroka smrtnosti u svijetu (31). Potraga za novim
lijekovima obi¢no pocinje detekcijom potencijalnih kandidata. Pretklinic¢ko testiranje
se zatim provodi koriste¢i in vitro stanicne modele, gdje vise od 80% znanstvenika
koristi 2D kulturu radi njihove pogodnosti i brzine te in vivo zivotinjske modele koji
su Cesto preskupi te povlace etiCke probleme (23,32). Klini¢ko testiranje se na kraju
obavlja na ljudima. Iako je sve veci broj potencijalnih protutumorskih lijekova,
postotak onih koji produ klini¢ku fazu i pokazu se djelotvornima tek je 5% (31). Radi
visoke cijene procesa odobravanja lijekova imperativ je Sto brze iskljucivanje

nedjelotvornih i toksi¢nih onkoloskih lijekova (23).

3D kultura stanica, napose u obliku sferoida pokazala se vjerodostojnim i
kljuénim pokazateljem mikrookolisa, fenotipa i heterogenosti tumora in vivo (23). Cak
30% gena drugacdije je izrazeno u odnosu na 2D kulturu S§to omogucuje otkrivanje
novih signalnih puteva i ciljnih mjesta djelovanja lijekova (21). Na taj se nacin
pronasao uzrok kemorezistencije mezotelioma i pronasla nova meta (argininosukcinat

sintaza) koja je povecala osjetljivost na protutumorski lijek in vivo. Sferoidi su
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koriSteni 1 za prouc¢avanje metastaziranja gdje se pratila invazija stanica iz sferoida u
izvanstani¢ni prostor. Arhitekturna transformacija iz preinvazivnog u stadij potpune

zlo¢udnosti pokazana je na sferoidnom modelu karcinoma dojke (33).

Za prikazivanje tumorske heterogenosti rabe se sferoidne kokulture tj.
visestani¢ni tumorski modeli jer se zna da mikrookolis ima vitalnu ulogu u tumorskom
odgovoru na terapiju. Tumoroidni model tako sadrzi smjesu razli¢itih stani¢nih tipova
nekog tumora i prati njihovo ponasanje tijekom primjene terapije. Koriste se i
kokulture s endotelnim stanicama i fibroblastima, koji djeluju na rast tumorskih
mati¢nih stanica. Posebno zanimljiva je kultura sferoidnog fragmenta, izvedena iz
tumorskog bioptickog materijala te je temelj individualizirane protutumorske terapije
(34).

Tumorske mati¢ne stanice potencijalna su meta novih protutumorskih lijekova,
a zna se da ih ¢ini nekoliko subpopulacija koje imaju ulogu u inicijaciji, odrzavanju i
metastaziranju tumora (33). Pokazano je da samo one terapije koje ih eradiciraju imaju
ucinka u lije¢enju. Mnoga istrazivanja ukazuju da ih se jedino moze odrzati u sferi¢noj
3D kulturi u mediju bez seruma te su isto tako temelj individualiziranog tumorskog

lijeCenja (34).
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% Odrediti razlikuje 1i se citotoksi¢nost novih derivata kinazolinona na normalnim
stanicama i tumorskim stanicama u uvjetima 2D i 3D kulture in vitro.
Ustanoviti povezanost izmedu strukture i koncentracije novih spojeva i
inhibicije rasta.

% Definirati supstanciju koja ima najvecu u¢inkovitost na rast tumorskih stanica, a

da istovremeno ne djeluje inhibitorno na rast kulture epitelnih stanica.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Ispitivani spojevi

Novosintetizirani derivati kinazolinona koriSteni za tretiranje normalnih i1 tumorskih

staniCnih linija sintetizirani su na Zavodu za primijenjenu kemiju i ekologiju Prehrambeno

tehnoloskog fakulteta Sveucilista u Osijeku (slika 10). Spojevi su dobiveni u prahu te su za

potrebe in vitro testiranja otopljeni u dimetil sulfoksidu (DMSO) u koncentraciji 1x102 M

(mol/dm?) te potom pohranjeni na -20 °C do uporabe. Neposredno prije testiranja pripremljene

su radne otopine otapanjem stock otopine (1x102M) u destiliranoj vodi &ija su zavr$na
razrjedenja bila 1x10* M, 1x10°M i 1x10°M.

3.1.2.

7/

X/
L X4

e

AS

X/

S

X/
L X4

Slika 10. Opé¢a strukturna formula kinazolinona

Kemikalije

DMEM, s visokim udjelom glukoze (4.5 g/L) i L-glutaminom, Capricorn Scientific
GmbH (Slough, Velika Britanija)

Roswell Park Memorial Institute medij (RPMI 1640), Lonza (Basel, Switzerland),
Fetalni govedi serum (FBS), Na-piruvat i antibiotik-antimikotik (penicilin—
streptomicin) 100 x, GIBCO Invitrogen (Paisley, Velika Britanija)

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

Tripan plavilo 0.4%, 0.8 % NaCl, sterilno filtriran, Lonza (Basel, Svicarska)
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% 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazoliumbromid (MTT) BioChemica, AppliChem
(Darmstadt, Njemacka)

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

3.1.3. Stanicne linije

Uc¢inak novih derivata kinazolinona testiran je na panelu komercijalno dostupnih

humanih stani¢nih linija 1 jednoj animalnoj stani¢noj liniji.
Adherentne stani¢ne linije koriStene u radu su:

R/

% HeLa (ATCC® CCL-2™) - humane epitelne stanice adenokarcinoma cerviksa , prva i
naj¢e$¢e koriStena humana stani¢na linija izdvojena iz tkiva raka vrata maternice

Henriette Lacks po kojoj je dobila ime

% CaCo-2 (ATCC® HTB-37™) - epitelne stanice humanog karcinoma kolona, odlikuje

se visokim stupnjem heterogenosti i ¢esto se koristi u studijama lipidnog transporta (35)
% NCI-H358 (ATCC® CRL-5807™) - epitelne stanice bronhioalveolarnog karcinoma

% MDCK-1 (ATCC® CCL-34™) — stani¢na linija epitela distalnog kanali¢a bubrega psa,

vazan model u istrazivanju epitela (36)
Stani¢ne linije koristene u 3D kulturi su:

% HeLa (ATCC® CCL-2™)
% CaCo-2 (ATCC® HTB-37™)
% NCI-H358 (ATCC® CRL-5807™)
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3.2. METODE

3.2.1. Kultivacija stanica in vitro

Kultivacija stanica koja se izvodi u laboratoriju za kulturu stanica zahtijeva rad u
sterilnim uvjetima u kabinetu s laminarnim protokom zraka. Stani¢ne kulture se pohranjuju u
kriotubicama u teku¢em dusiku uklopljene u medij za smrzavanje (FBS + medij + DMSO). Kod
odmrzavanja stanice je potrebno prebaciti u tubice s medijem, centrifugirati (1100 rpm, 6 min),

ukloniti medjj te ih resuspendirati u svjezem mediju 1 prebaciti u boce za kultivaciju.

Stanice se uzgajaju u bocama za kultivaciju povrsine rasta 25 1 75 cm2 (BD Falcon,
Njemacka) u CO inkubatoru (IGO 150 CELLIifeTM, JOUAN, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) pri 37 °C/5% CO; te visoku vlaznost.

Adherentne stani¢ne linije HeLa, CaCo-2 i MDCK1 uzgajane su u DMEM mediju uz
dodatak 10% FBS-a, 2 Mm glutamina i 100 U/0,1 mg penicilin/streptomicina. Adherentna
stani¢na linija NCI-H358 iznimno je kultivirana u RPMI 1640 mediju.

Konfluentnost stanica provjerava se svakodnevno invertnim mikroskopom (Zeiss
Axiovert 25, Njemacka). Za odvajanje adherentnih stanica od podloge koristio se 0,25%
tripsin/EDTA. Stanice se tripsiniziraju 6 min u COz inkubatoru nakon ¢ega se tripsin inaktivira

dodatkom medija za uzgo;j.

3.2.2. Odredivanje broja Zivih stanica u kulturi

Vijabilnost stanica kljucan je faktor uspjesne stani¢ne kulture. Oni odreduju kvalitetu i
reproducibilnost rezultata. Broj stanica i vijabilnost odreduju se bojanjem stani¢ne suspenzije
tripan plavilom. Uzme se 50 pL resuspendirane stanicne suspenzije te se prenese u jazicu i
doda boja tripan plavilo (slika 11.b). Stani¢na suspenzija s bojom nanosi se na Biirker-Tiirkovu

komoricu, a brojanje se vrsi pomocu invertnog mikroskopa.

Brojimo zive stanice koje su neobojane j