Utjecaj monoaza- i heksaaza-krunastih etera na
modulaciju aktivnosti P-glikoproteina

Bosnjak, Nikolina

Master's thesis / Diplomski rad
2017

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://Jum.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:797912

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

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-24

L STE U2
S EN 2

72
< £,
S %
=) - , . ..
N % Repository / Repozitorij:
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of
2 ey Zagreb
% &
< N
(@) €

L
Ay \
0. MATEMP:‘

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:797912
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:2108
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:2108
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:2108

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET

BIOLOSKI ODSJEK

Nikolina BoSnjak

Utjecaj monoaza- i heksaaza-krunastih etera na modulaciju aktivnosti
P-glikoproteina

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, 2017.



Ovaj diplomski rad, izraden u Laboratoriju za eksperimentalnu terapiju Zavoda za
molekularnu medicinu, Instituta Ruder Boskovi¢, pod vodstvom dr.sc. Marijete Kralj, predan
je na ocjenu Bioloskom odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu

u svrhu stjecanja zvanja magistra molekularne biologije.



Zahvaljujem se dr.sc. Marijeti Kralj na vodstvu tijekom izrade i pisanja ovog diplomskog rada.

Bez njenog strpljenja i izuzetne volje ovaj rad sasvim sigurno ne bi ugledao svijetlo dana.
Hvala doktorandici Ivi Guberovi¢ koja mi je pomogla pri izradi ovog rada.

Veliko hvala izv. prof. Maji Matuli¢ na savjetima i strpljenu sa mojim mozda ponekad i

dosadnim pitanjima. ©

Takoder zahvaljujem mo0joj majci bez ¢ije podrske 1 bezuvjetne ljubavi ovog rada, a i mog

studiranja opéenito, ne bi ni bilo.

Hvala svim prijateljima i ljudima koji si mi poslani kao pratnja na ovome putu i koji su obogatili

moj zivot na toliko nacina. Blagoslov vas je imati u Zivotu!



TEMELIJNA DOKUMENTACIISKA KARTICA

Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Bioloski odsjek
Diplomski rad
Utjecaj monoaza- i heksaaza-krunastih etera na modulaciju aktivnosti P-
glikoproteina

Nikolina Bosnjak
Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska

Velik problem u lijeCenju tumora predstavlja otpornost stanica na kemoterapiju. Najvise
istrazen mehanizam otpornosti jest povecano izbacivanje lijeka iz stanice pomocu P-
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1 UVOD

1.1 LIJECENJE OBOLJELIH OD MALIGNIH BOLESTI

Velik problem suvremenog nacina zivota, kojeg prati i produljenje zivotnog vijeka, jest porast
pojavnosti tesko lijeCivih bolesti kao $to su tumorske bolesti. U zadnjih dvadesetak godina
napravljen je velik iskorak u razvoju terapije tumora. Danas se rak ne smatra jednom boles¢u
ve¢ svaki oboljeli pacijent ima razliCitu vrstu oboljenja, ali sve ih povezuju zajednicke
karakteristike. Nastanak tumora obiljeZzen je nekontroliranim stani¢nim rastom, invazijom
susjednih tkiva i metastaziranjem. Ovi procesi su posljedica deregulacije proliferacije te
onemogucéavanja aktivacije smrti stanica, a ¢ija molekularna osnova se krije u mnogim
mutacijama, pri ¢emu su najvaznije aktivacija stani¢nih onkogena i/ili inaktivacija tumor-
supresorskih gena. Navedene mutacije odgovorne su ne samo za tumorigenezu, veé i za

osjetljivost na terapiju.

SadaSnja medicinska praksa lijecenja tumora ogranicena je na kirurSko odstranjenje, zraCenje 1
kemoterapiju. Takvim, konvencionalnim, metodama moguce je lijeciti samo oko 50%
postojecih vrsta tumora, pa stoga znanstvenici ulazu goleme napore u otkrivanju novih nacina
lijeCenja ove teske bolesti. Istrazivanja provedena u posljednjih dvadesetak godina dovela su
do znatno boljeg razumijevanja genetske osnove nastanka zlocudnih oboljenja. Takoder,
usporedno s razvojem medicine i novih lijekova doSlo se do novih saznanja i o potencijalno
novim molekularnim metama koje bi posluzile za poboljSanje postojeéeg lijeenja. Posebna se
paznja posvecuje povecanju specifiCnosti lijeCenja, uz §to manje nezeljenih posljedica
(smanjenje toksiCnosti) te borbi protiv razvoja otpornosti tumorskih stanica, odnosno

specificnog ciljanja upravo onih stanica koje su ve¢ razvile otpornost na terapiju.



1.2 OTPORNOST TUMORSKIH STANICA

Normalne stanice u naSem tijelu podjednako odgovaraju na primjenjene lijekove, za razliku od
tumorskih stanice koje svaka reagiraju na svoj na¢in. Kao $to je ve¢ navedeno, svaka pojedina
tumorska stanica od odredenog pacijenta ima razli¢itu geneticku podlogu, ovisno o tkivu od
kojeg potjece te ovisno od aktivacije onkogena i inaktivacije tumor supresora koje su se
dogodile u pojedinoj stanici. Rezultat toga su tumorske stanice s razli¢itom ekspresijom niza
gena koji su odgovorni za osjetljivost na protutumorski lijek te stanice istog tumora, koje iako
su klonalno nastale, imaju veliku heterogenost kada je u pitanju otpornost na lijek. Osim toga,
¢ak 1 ukoliko neki tumori ne pokazuju otpornost na odredeni lijek, ova genetska i epigenetska
heterogenost uzrokuje selekciju i prezivljavanje stanica otpornih na lijekove te na taj na¢in brzu

prilagodbu i nastanak otpornosti kod brojnih tumora (Gottesman, 2002).

Zadnjih 40-ak godina novi smjer u poboljsanju lije¢enja tumora predstavlja svakako smanjenje
i upravo opisane otpornosti na protutumorske lijekove koja se razvija kod skoro svih pacijenata

nakon odredenog vremena pod terapijom te na taj nac¢in smanjuje uc¢inkovitost samog lijeCenja.

Otkriveno je nekoliko mehanizama koji sudjeluju u nastanku otpornosti tumorskih stanica na
kemoterapeutike (Slika 1), kao §to su: gubitak povrSinskih stani¢nih receptora ili transportera
za lijek, promjena metabolizma lijeka, mutacijske izmjene specificnih meta lijeka, povecana
stopa popravka DNA, promjene stani¢nih lipida, poveéan broj membranskih pumpa koje
izbacuju lijek (Longo-Sorbello i Bertino, 2001). Ovaj problem se nastoji zaobici koristenjem

lijekova s razli¢itim mehanizmima djelovanja.

Nerijetko se razvija rezistencija na skupinu lijekova koje su medusobno strukturno i
funkcionalno nepovezane. Taj fenomen je poznat pod imenom visestruka rezistencija na
lijekove (Gottesman i sur., 1994). Upravo ta visestruka rezistencija dovodi do smanjenja
koli¢ine lijeka unutar stanice te na taj nacin smanjenog odgovora na samo lijeCenje
protutumorskim lijekovima. Koli¢ina lijeka unutar stanice se smanji jer dolazi do smanjenja
unosa, zatim povecanog izbacivanja lijeka te promjenom membranskih lipida poput ceramida
(Liu i sur., 2001). Sve te promjene mogu dovesti i do blokade programirane stani¢ne smrti-
apoptoze koja predstavlja vazan §tit organizma prema oste¢enjima na DNA (Lowe i sur., 1993).
Osim navedenih promjena moze do¢i i do promjene unutar samog stani¢nog ciklusa, te

DNA (Synold i sur., 2001).



Od svih navedenih mehanizama najvise je istrazen mehanizam kod kojeg se mijenja razina
akumulacije lijeka unutar stanice. U navedenom radu naglasak ¢e se dati upravo na povecanom
izbacivanju lijeka iz stanice i to pomoc¢u prekomjerne ekspresije P glikoproteina (P-gp) na

stani¢noj membrani (Borst i sur., 2000).

Efluks pomo¢u
pumpi

Smanjen unos

. Izmjena kontrolnih tocaka stanice

Promjena
membranskih
lipida
Kompartmentizacija

Indukcija gena hitne

intervencije

Povecan popravak Pp}'ecz.m l_>r01
otecenja ili izmjenjene

W mete lijekova

Inhibicija apoptoze

Metabolizam

D-—+D*

Slika 1. Mehanizmi otpornosti tumorske stanice na lijekove (Preuzeto i prilagodeno iz
Gottesman, 2002)

1.3 P-GLIKOPROTEIN

P-glikoprotein, takoder poznat i kao protein MDR1 (od engl. multidrug resistance 1) ili ABCB1
(od engl. ATP-binding cassette sub-family B member 1) protein je veli¢ine 170 kDa iz obitelji
ABC transportera koji predstavljaju svojevrsnu barijeru stanice u nasem tijelu sudjelujuéi u
izbacivanju raznih toksina i ksenobiotika te na taj nacin stiti stanicu od Stetnih utjecaja (Tablica
1) (Srivalli i Lakshmi, 2012; Sharom, 2011). ABC obitelj proteina, §to dolazi od engleske
kratice ,,ATP- binding cassetts*, radi po principu pumpe ovisne 0 ATP-u, kao §to im i Samo ime
kaze (Doige i Ames, 1993; Higgins, 1992). Kao i svaki protein iz te skupine, tako i P-gp, sastoji
se od cetiri dijela: dvije domene koje se vezu za membranu, od kojih svaka ima Sest
transmembranskih dijelova i dvije domene koje vezu nukleotide te su odgovorne za vezanje i

hidrolizu ATP-a (Slika 2) (Higgins, 1992). P-gp protein kod ljudi je prisutan u dvije izoforme:
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izoforma klase | (MDR1/ABCB1) koji je transporter lijekova i izoforma klase 1l
(MDR2/3/ABCB4) koja je ukljucena u izbacivanju fosfatidilkolina u zuci (Ruetz i Gros, 1994,
Srivalli i Lakshmi, 2012).

Izbacivanje lijeka *\‘ y

Plazma
membrana
Domena koja Doksorubicin
veze ATP Vinblastin
Taksol
Etoposid

Slika 2. Djelovanje P-gp pumpe (Preuzeto i prilagodeno iz Sharom, 1997)

P-gp protein primarno nalazimo u epitelnim stanicama koje imaju sekrecijsku ulogu,
ukljuéujuci apikalnu stranu epitelnih stanica debelog crijeva, tankog crijeva, gusteradinih i
zuénih vodova, proksimalnih kanala bubrega i nadbubrezne Zlijezde (Beaulieu i sur., 1997;
Edwards, 2005) i endotelnim stanicama krvno-mozdane barijere (Ma i sur., 2010). Upravo
najveca prisutnost u navedenim stanicama dokazuje vaznu fiziolosku funkciju u obrani

organizma od $tetnih endobiotika i ksenobiotika.

Gore opisani transporter, osim svoje vazne fizioloske uloge u obrani oraganizma od Stetnih
utjecaja, jedan je od krivaca za nastanak otpornosti stanica raka na protutumorsku terapiju. P-
gp pumpa je pretjerano eksprimirana na stani¢noj povrsini brojnih neoplasti¢nih stanica buduci
da joj je uloga sprijeciti unos toksina u citoplazmu i povecati njihovo izbacivanje izvan stanice
(Srivalli i Lakshmi, 2012). Na taj se nac¢in povecava izlu¢ivanje navedenih spojeva u Zu¢, urin
i lumen gastrointestinalnog trakta te van iz organizma kako bi se smanjila izloZzenost odredenom
toksinu (Fortuna, 2011).

Budu¢i da zbog pretjerane ekspresije P-gp proteina na povrsSini tumorskih stanica dolazi do
otpornosti na kemoterapiju i smanjenog odgovora na lijecenje, jedan od smjerova u istrazivanju
novih metoda lijeCenja tumora je ispitivanje skupina spojeva koji ¢e djelovati upravo kao

inhibitori te iste pumpe. Cilj je posti¢i poboljSanu bioraspolozivost lijeka, njegov unos u ciljani



organ i efikasniju kemoterapiju kroz sposobnost selektivnog blokiranje P-gp pumpe (Sharom,
1997).

1.4 DRUGE PROTEINSKE PUMPE

Buduc¢i da nije svaka rezistencija na antitumorsku terapiju povezana s P-gp pumpom, krenulo
se u potragu za drugim pumpama s kojima bi se mogao objasniti mehanizam nastale
rezistencije. Prvi rezultat te potrage je bio MRP1 (engl. multidrug-resistance-associated protein
1), odnosno ABCCI (Cole i sur., 1993). MRP1 strukturno je sli¢an P-gp-u, s razlikom u
aminoterminalnom kraju koji sadrzi pet transmembranskih domena pri¢vrséenih na jezgru
slicnu P-gpu. Supstrati MRP1 su neutralni i anionski hidrofobni spojevi te konjugati glutationa
(Loe, 1998).

Otkric¢e proteina MRP1 pokrenulo je daljnja istrazivanja i dovelo do otkrica osam dodatnih
¢lanova podobitelji ABCC. Sli¢no kao i njihov predhodnik MRP1, neki od proteina iz obitelji
MRP takoder u svojoj strukturi imaju amino terminalno podru¢je s pet transmembranskih
regija. Navedeni proteini su ABCC2, ABCC3 i ABCC6 nazvani MRP2, 3 i 6. Mnogi ¢lanovi
obitelji MRP prenose spojeve na sli¢an nacin kao i proteini iz obitelji MRP1 te bi takoder mogli
sudjelovati u nastanku rezistencije na lijekove (Borst i sur., 2000).

Primjer lijeka koji je slab supstrat za proteine iz obitelji MDR1 i MRP1 je antitumorski lijek
mitoksantron. S druge strane, proteini koji sudjeluju u nastanku rezistencije na ovu vrstu
terapije su proteini iz obitelji ABCG2 poznatiji kao MXR (engl. mitoxantrone-resistance gene),
BCRP (engl. breast cancer resistance protein) ili ABC-P (engl. ABC transporter in placenta)
(Tablica 1) (Miyake i sur., 1999). Navedeni transporter je homodimer koji sadrzi dva
transportera, od kojih svaki sadrzi domena koja veze ATP na amino-terminalnom kraju

molekule i Sest transmembranskih domena (Komatani i sur., 2001).

Drugi ¢lanovi obitelji ABC koji su takoder povezani sa rezistencijom na antitumorsku terapiju
jesu BSEP, MDR3 i ABCA2. BSEP je protein koji u tijelu sudjeluje u eksportu soli zuénih
kiselina. Nazvan je ,,sestrom PGP-a“ i nalazimo ga u velikim koli¢inama u stanicama jetre
(Childs i sur., 1998). MDR3 je fosfatidilkolinska flipaza koja obi¢no prenosi fosfolipide u zu¢,
ali moze transportirati i paklitaksel i vinblastin ukoliko nije mutirana (Smit i sur., 1993).
ABCA2 je prekomjerno eksprimiran u stanicama rezistentnima na estramustin. Prisutan je
unutarstanicno u endosomalnim / lizosomalnim vezikulama te bi mu fizioloska uloga mogla

biti u steroidnom transportu (Laing i sur., 1998).



lako nije ABC transporter, protein LRP (engl. lung resistance protein) je ¢esto ukljuéen u
rezistenciju tumorskih stanica na lijekove posto je naveliko prisutan u stani¢nim linijama
rezistentnim na lijekove i nekim tumorima. LRP je protein koji spada u velike
ribonukleoproteine koji su prisutni u svim eukariotskim stanicama. Njihova uloga u normalnoj
fiziologiji jo$ nije to¢no utvrdena, ali bi jedna od mogucih uloga bila redistribucija lijeka od

intracelularnih ciljeva te na taj nacin sudjeluje u nastanku rezistencija (Vulevic i sur., 2001).

Tablica 1. Lokalizacija i funkcija ABC transportera*

Uobicajeni Sistematski Tkivo Supstrati supstrati -
naziv naziv kemoterapeutici
PGP/MDR1 ABCB1 Crijeva, jetra, Neutralni i Doksorubicin,
bubreg, kationski daunorubicin,
posteljica, organski spojevi | vinkristin,
krvno-mozdana vinblastin,
barijera aktinomicin-D,
paklitaksel,
docetaksel,
etopozid
MRP2 ABCC2 Jetra, bubreg, Glutation, Metotreksat,
crijeva organski anioni, | etopozid,
leukotrien C4 doksorubicin,
cisplatin,
vinkristin,
mitoksantron
MRP3 ABCC3 Gusteraca, Konjugati Etopozid,
bubreg, crijevo, | glukuronata i tenopozid,
jetra, glutationa, soli metotreksat,
nadbubrezna zucne kiseline cisplatin,
zlijezda vinkristin,
doksorubicin
MRP6 ABCC6 Jetra, bubrezi Cikli¢ki anionski | Nepoznato
pentapeptid
MXR ABCG2 Posteljica, Prazosin Doksorubicin,
BCRP crijeva, dojka, daunorubicin,
ABC-P jetra mitoksantron,
topotekan,
BSEP ABCB11 Jetra Soli Zu¢ne Paklitaksel
kiseline
ABCA?2 ABCA2 Mozak, Steroidni Estramustin
monociti derivati, lipidi

*Preuzeto i prilagodeno iz Gottesman (2002).



Kao $to je vidljivo iz tablice 1, svaki od navedenih proteinskih transportera ima za supstrat
danas uveliko koriStene antitumorske lijekove. Upravo iz navedenog razloga, zbog mogucnosti
nastanka rezistencije, potrebno je usmjeriti daljnja istrazivanja u potragu potentnih inhibitora

tih proteinskih pumpi (Gottesman i sur., 2002).

1.5 INHIBICIJA P-GP PUMPE

Mehanizam inhibicije P-gp pumpe moze se provesti na tri razine: sprjeCavanje vezanja lijeka
na pumpu, bilo kompetitivno, nekompetitivno ili alostericki, interferencija s hidrolizom ATP-a
i promjena integriteta lipida stani¢ne membrane (Shapiro i Ling, 1997; Varma i sur., 2003;
Srivalli i Lakshmi, 2012).

Danas dostupni i ispitivani inhibitori P-gp-a klasificirani su u tri generacije, i to s obzirom na

njihovu specifi¢nost, afinitet i toksi¢nost (Tablica 2).

Tablica 2. Klasifikacija inhibitora P-gp pumpe*

GENERACIJA LIJEKOVI SPECIFICNOST | OGRANICENJA
LIJEKA
PRVA Verapamil, ciklosporin A, | Neselektivni, Supstrati su i
GENERACIJA kinidin, tamoksifen, posjeduju nizak drugih transportera
toremifen afinitet vezanja i enzimskih
sustava,
farmakoloski su
aktivni, unose se s
P glikoproteinom u
stanicu
DRUGA Deksverapamil, Vecéa specifi¢nost u | Supstrati su za
GENERACIJA deksniguldipin, valspodar, | odnosu na prvu CYP 3A4 idruge
dofekvidar fumarat generaciju, stupaju | ABC transportere
u interakcije
TRECA Ciklopropildibenzosubaran | Visoka Nemaju
GENERACUA zosukvidar, lanikvidar, specifi¢nost koja ograni¢enja kao
mitotan, birikodar, potentno inhibira prva i druga
elakridar, tarikvidar funkciju P generacija
glikoproteina

*Preuzeto i prilagodeno iz Amin (2013).



U prvu generaciju spadaju farmakoloski aktivni spojevi koje imaju svoju klini¢ku primjenu za
specificne bolesti, ali uz to imaju sposobnost inhibicije P-gp-a. Ovdje spadaju lijekovi kao $to
su verapamil, ciklosporin A, reserpin, Kkinidin, tamoksifen i toremifen. Upotreba ovih
supstancija je ograni¢ena zbog potrebne visoke serumske koncentracije i vezano s tim
potencijalne toksi¢nosti (Lomovskaya i Bostian, 2006; Lomovskaya, 2007). Spojevi kao $to su:
deksverapamil, deksniguldipin, valspodar i dofekidar fumarate spadaju u drugu generaciju koja
je puno specifi¢nija od prve, ali buduci da su navedeni spojevi inhibitori CYP 3A4 i drugih
ABC transportera, takoder nisu za Siru klinicku upotrebu zbog brojnih interakcija koje se
javljaju kod upotrebe drugih lijekova. Tre¢a generacija, u koju spadaju spojevi kao $to su
tarikidar 1 elakidar, razvijani su uz pomo¢ strategije odnosa izmedu strukture spoja i njegove
bioloske aktivnosti (SAR, od engl. structure-activity relationship), te je konacni ishod velika

specifi¢nost uz minimalnu toksi¢nost (Pusztai i sur., 2005; Kuppens i sur., 2007).

Vodeéi se upravo ovom strategijom odnosa izmedu strukture spoja i njegove bioloske
aktivnosti, sintetizira se velik broj spojeva koji se ispituju kao potencijalni inhibitori P-gp
pumpe. Skupina spojeva 0 kojoj ¢e biti govora u ovome radu, a koja podlijeze navedenim

isitivanjima jesu krunasti eteri (Amin, 2013).



1.6 KRUNASTIETERI

Krunasti eteri ili krune su makrociklicki kemijski spojevi koji se sastoje od prstena koji sadrzi
vise eterskih skupina. Najc¢es¢i su krunasti eteri oligomeri etilen oksida, u kojem je ponavljajuca
monomerna jedinica etilenoksidna jedinica, odnosno (-CH.CH.O-), dok su kod krunastih
spojeva atomi kiska zamijenjeni npr. duSikom, ili sumporom (npr. aza-krunasti spojevi s
atomima dusika). Naziv "kruna" dobili su s obzirom na njihovu sli¢nosti s krunom koja se nalazi
na ¢ovjekovoj glavi i njihove strukture kada je na njih vezan kation. Nazivi krunastih etera
prema nomeklaturnim pravilima IUPAC-a su slozeni i zato se ti spojevi imenuju prema
dodanim supstituentima, broju atoma u prstenu (veli¢ina prstena), obliku prstena i broju
kisikovih atoma u njemu. Tako se prvi broj u imenu odnosi se na broj atoma u prstenu, a drugi
broj na broj atoma kisika (Slika 3) (Pedersen, 1988).

E{} r::;l [ /’: " i"x )
K/‘:' \) lxv,x W f'

18-kruna-6-eter

Slika 3. Primjer krune i koordiniranog atoma kalija (Preuzeto sa www.angelo.edu)

Prsten graden od etilenskih skupina je hidrofoban dok je Supljina, sastavljena od Kkisika,
hidrofilna. Krunasti eteri posjeduju izrazito velik afinitet za alkalijske i zemnoalkalijske katione
te s njima grade komplekse. Supljina krunastih etera bogata je elektronima koji potje¢u od
atoma donora koji mogu biti kisik ili dusik. Na Slici 3 je prikazan 18-kruna-6-eter koji sadrzi
Sest atoma kisika koji predstavljaju donore elektrona. Kada nema kationa zauzimaju oblik
paralelograma dok nakon vezanja kationa (gore prikazanog kalija) dolazi do konformacijske
reorganizacije i nastaje kompleks u kojem je kalij u centru (Gokel i sur., 2004). 1z prilozenog
se moze vidjeti kako u kompleksu s krunastim eterima navedeni hidrofilni ioni dobivaju
lipofilno svojstvo te ih na taj nacin mozemo ekstrahirati organskim otapalom. Navedeno svojsto
je iskoriSteno kod kompleksiranja kojim se moze povecavati topljivost soli metala i njihova
reaktivnost u lipofilnim otapalima. Upravo to omogucava njihovu Siroku upotrebu u studijama

o0 prirodi transporta iona, za razdvajanje otopljenih tvari te u katalizi posredovanoj anionima, a



zbog ionofornih svojstava koriste se takoder za proucavanje procesa koji se dogadaju prilikom

transporta iona u stani¢nim membranama, naro¢ito natrija i kalija (Lamb i sur., 1981).

Najpoznatiji prirodno prisutan ionofor je valinomicin koji je dobiven iz stanica vrste
Streptomyces. Prema modelu valinomicina sintetiziran je velik broj krunastih etera gdje je
prilikom sinteze dan naglasak na sintezi spojeva koji posjeduju selektivnost prema razli€itim
kemijskim vrstama. Uvidjelo se da se selektivnost u vezanju spojeva moze postici prilagodbom
dimenzija makrocikli¢ke Supljine kod krunastog etera, te u varijacijama u obliku i topologiji i
mijenjanjem broja i prirode supstituiranih skupina na makrociklickom prstenu (kao $to su
primjerice benzen i piridin) i mijenjanjem broja, vrste i rasporeda atoma donora kao §to su

primjerice kisik, dusik, sumpor i fosfor (Kralj i sur., 2008).

Kod ispitivanja krunastih etera otkriveno je kako imaju Sirok spektar bioloskog djelovanja, pa
tako pokazuju antimikrobna, antiparazitska, antivirusna te citotoksi¢na svojstva. Odredeni
spojevi su cak pokazali i potencijalno herbicidno te antiinflamatorno djelovanje. Unato¢
velikom klini¢kom potencijalu, navedeni spojevi su pokazali i svoje toksi¢no djelovanje, i to
naro¢ito kardiotoksi¢no. Kardiotoksi¢nost nastaje zbog poremeéaja koncentracije ioni Ca?* do
koje dolazi zbog formiranja kompleksa ili depolarizacije membranskog potencijala koja dovodi

do promjene koncentracije iona H* unutar mitohondrija (Dion i sur., 2009).

Bioloska svojstva, koja pokazuju navedeni spojevi, posljedica su njihovog ionofornog
djelovanja na stani¢noj membrani specifiénog za Na*/K*™ pumpu. lonofor ima sposobnost
transporta iona na obje strane $to mijenja osmotsku ravnotezu koja posljedi¢no dovodi do

stani¢ne smrti (Alfonso i Quesada, 2013).

Takoder je poznato da neki prirodni 1 sintetski polieterski ionofori, kao $to su salinomicin,
monensin, nigericin i drugi posjeduju antiproliferativnu aktivnost na stanicama s MDR
fenotipom (Huczynski, 2012), te da neki krunasti eteri inhibiraju aktivnost P-glikoproteina
(Borrel i sur., 1995). Takoder, u Laboratoriju za eksperimentalnu terapiju, u kojem je izraden
ovaj rad, testirana je serija krunastih etera iz skupine diaza-krunastih etera (Supek i sur., 2011)
te je pokazana aktivnost nekoliko njih, pri cemu je aktivnost jednog od njih pokazao znacajnu
inhibicijsku aktivnost, usporedivu ili ¢ak jacu od one poznatog inhibitora verapamila (Kralj,
neobjavljeni rezultati). Stoga je testiranje aktivnosti strukturno sli¢nih spojeva jedan od

zanimljivih pravaca istrazivanja novih inhibitora P-gp pumpe.
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2 CILJISTRAZIVANJA

Kod lijecenja bolesnika oboljelih od malignih bolesti veliki izazov predstavlja pojava otpornosti
tumorskih stanica na koristene protutumorske lijekove te posljedi¢no s tim neuc¢inkovitost same
terapije. Razli¢iti su mehanizmi koji uzrokuju otpornosti tumorskih stanica. Na primjer,
otpornost moze izazvati gubitak povrSinskih stani¢nih receptora ili transportera za unos lijeka,
promjena metabolizma lijeka, promjene specifi¢nih meta lijeka, povecana stopa popravka
DNA, promjene stani¢nih lipida te povecan broj membranskih proteinskih pumpa koje izbacuju
lijek iz stanice. NajviSe istrazen mehanizam otpornosti je promjena stope akumulacije lijeka
unutar stanice pomocu prekomjerne ekspresije P-glikoproteina (P-gp) na stani¢noj membrani,
koja dovodi do pojacanog izbacivanja lijeka iz stanice. Upravo je ovaj mehanizam, odnosno
njegova inhibicija istrazivana u ovom radu.

Konkretno, cilj istrazivanja bio je ispitati dvije skupine spojeva iz grupe krunastih etera na
njihovo potencijalno inhibitorno djelovanje na aktivnost P-glikoproteina, polazeé¢i od
pretpostavke kako bi se u klini¢koj praksi inhibicijom P-ovog transportera i prevladavanjem
rezistencije postigao bolji odgovor na protutumorsku terapiju.

Ispitivali smo derivate monoaza- (641, 642, 643 i 644) i heksaaza- krunastih etera (1188, 1189,
1191, 1192) na stani¢noj liniji humanog karcinoma ovarija s prekomjernom ekspresijom P-gp
proteina - A2780/Adr, koja je ujedno i otporna na protutumorske lijekove kao §to su
doksorubicin i paklitaksel te parentalnoj liniji koja ne eksprimira P-gp — A2780. Testirali smo
antiproliferativna svojstva ovih spojeva testom MTT, kao i njihovo svojstvo inhibicije P-gp

transportera testom efluksa rodamina.
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3 MATERIJALI I METODE

3.1 STANICNE LINIJE

Stani¢na linija predstavlja kulturu stanica prilagodene rastu in vitro u specifi¢noj hranidbenoj

podlozi. Stani¢ne linije mogu rasti pri¢vrséene na podlogu ili u suspenziji.

Stanice tumora odlikuje nekontrolirani rast, besmrtnost, gubitak kontaktne inhibicije,
izbjegavanje programirane stanicne smrti 1 imunosnog odgovora organizma. Karakteristika
bitna za stani¢nu kulturu su besmrtnost, koja nam omogucuje dugotrajno upotrebu stanic¢nih
kultura, ali svakako nezanemariva odlika je gubitak kontakne inhibicije zbog koje se stanice

moraju redovito presadivati kako ne bi prerasle zdjelicu u kojoj se uzgajaju.

U izradi ovog diplomskog rada koriStena je ljudska stanicna linijja A2780, epitelne stanice
karcinoma ovarija, koje spadaju u skupinu adherentnih stani¢nih linija. Uz navedene parentalne
stanice koriStene su i stanice A2780/Adr - stanice karcinoma ovarija s prekomjernom
ekspresijom P-gp pumpe na stani¢noj membrani koja je postignuta dugoro¢nim tretmanom
citostatikom adriamicinom. A2780 stanice nabavljene su preko tvrtke Sigma iz europske baze

autentificiranih stani¢nih linija (EACC, od engl. European Autenthicated Cell Cultures).

3.2 ODRZAVANJE STANICNIH LINIJA U KULTURI

Kao §to je ve¢ reeno, tumorske stanice se, zbog gubitka kontaknte inhibicije, moraju redovito
presadivati kako ne bi prerasle petrijevu zdjelicu. Stanice A2780 spadaju u adherentne stanice
linije $to znaci da se vezu za povrsinu zdjelice. Svaka stani¢na linija zahtjeva to¢no defnirani
medij kako bi mogli rasti u kulturi. Medij koriSten za uzgoj A2780 stanica je RPMI (engl.
Roswell Park Memorial Institute, prema institutu gdje proizveden, Sigma, Njemacka). Medij
sadrzi potrebne aminokiseline, vitamine, soli koje odrzavaju osmotsku ravnotezu, pufere,

glukozu, te indikatore za pH (u ovom slucaju fenolno crvenilo).

U medij se dodaje serum koji sadrzi faktore rasta, hormone, fibronektin, inhibitor proteaza. U
medij sa serumom dodaju se antibiotici kako bi se sprijecilo zagadenje kulture koja se uzgaja u

sterilnim uvjetima.
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Stanice se uzgajaju u sterilnim bocama u inkubatorima na temperaturi od 37 °C, 5% COz i
visoke vlaznosti. Stanicama je potrebno mijenjati medij te ih je potrebno presaditi svakih
nekoliko dana kada dostignu odredenu konfluentnost. Medij je potrebno mijenjati i potrebna je
presadnja buduc¢i da stanice prilikom rasta troSe hranjive tvari, te je s vremenom sve vise
otpadnih tvari koje zakiseljuju medij koji poprima Zutu boju zbog fenol crvenila. Prilikom
presadnje adherentne kulture potrebno je pokidati veze s kojima se stanica drzi za podlogu. To
se postize sa serinskom proteazom, tripsinom. Stani¢na kultura koja se presaduje inkubira se s
tripsinom te se nakon uspjesnog odljepljivanja isperu sa medijem kako bi se inhibirao tripsin
buduci da je u mediju serum koji sadrzi inhibitor serinske proteaze. Stanice kroz nekoliko sati

stvore privremene veze sa podlogom, dok se unutar 24 sata potpuno vezu za podlogu.

U izradi ovog diplomskog rada stanice karcinoma ovarija A2780 uzgajane su u plasticnim
polistirenskim bocama od 75 mL (Falcon, SAD), te u Petrijevim zdjelicama od 6 mL (Falcon,
SAD). Uzgajane su u mediju RPMI (engl. Roswell Park Memorial Institute) kompletiran sa
10% fetalnim govedim serumom (engl. fetal bovine serum, FBS; Sigma, SAD), 2 mM L-
glutamina (Sigma-Aldrich, SAD), 100 jedinica/mL penicilina i 100 pg/mL streptomicina
(Lonza, Svicarska). Stanice su uzgajane u inkubatoru za stanice (Memmert, Njemacka).
Presadivane su uz konfluentnost od 75%, $to je vremenski svakih 4 dana. Prilikom presadnje
provjeravali smo moguée zagadenje invertnim mikroskopom CKX 41 (Olympus, Japan).
Nakon uklanjanja medija, dodan je 0,25% tripsin (Sigma, SAD) kako bi se stanice odljepile od

podloge. Stanice su nakon inkubacije isprane i skupljene u novi medij.

3.3 BROJANJE STANICA

Prilikom svake presadnje stanice su brojane uz pomo¢ svjetlosnog mikroskopa i tripanskog
modrila (Sigma, SAD). Tripansko modrilo ulazi u mrtve stanice i boja ih te se na taj na¢in
razlikuju mrtve od zivih stanica. Stani¢na suspenzija se razjrjeduje pet puta s tripanskim
modrilom, npr. 20 pL stani¢ne suspenzije i 80 pL 0,03% tripanskog modrila. U Neubaeurovu

komoricu se nanosi odredeni alikvot suspenzije za brojanje.
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Slika 4. Neubaeurova komorica koja sluzi za brojanje stanica pod mikroskopom

Neubaeurova komorica, dubine 0,1 mm, podijeljenja je u 9 vec¢ih kvadrata dimenzije I mm x 1
mm x 0,1 mm. Zive i mrtve stanice se broje u 4 ve¢a vrina kvadrata, podijeljena u 16 identi¢nih

manjih kvadrata. Konacan broj stanica se izracuna prema formuli:
broj stanica/mL= (n/4) x 5 x 10* stanica/mL
gdje ,,n“ predstavlja broj stanica izbrojanih pomoc¢u Neubaeurove komorice
.5 predstavlja razrjedenje koncentracije stanica koje se nanosilo na Neubaeurovu komoricu

,,10%“ predstavlja pretvorbu L u mL

3.4 TESTIRANI SPOJEVI

U radu su koristeni makrocikli¢ki spojevi, krunasti eteri sintetizirani u Laboratoriju za sintetsku
organsku kemiju, Instituta Ruder Boskovi¢. Spojevi su oznaceni sa Sifrom ,,LET* prema
nazivlju preuzetom iz baze spojeva Laboratorija za eksperimentalnu terapiju, IRB-a. Svi spojevi

su otopljeni u dimetil sulfoksidu (DMSO) u koncentraciji 2 x 10 mol dm,

Makrocikli¢ki spojevi s kojima su tretirane stanice prikazani su u Tablici 3.
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Tablica 3. Strukture ispitivanih derivata krunastih etera.

Oznaka Struktura Koncentracija
mati¢ne otopine
(DMSO)
LET-641 < %
@\)OL{ } 2 x102 mol dm?®
O\_/OJ
LET-642 d %
@\»{ } 2 x102 mol dm?®
O\_/OJ
LET-643 Jd o
M{ } 2 x102 mol dm’®
© CL/OJ
LET-644 Jd o
@\N{ } 2 x102 mol dm®
O\_/OJ
LET-1188
iQms 2 %102 mol dm3
O T
(§§*N\_/NAE)9
LET-1189 L #@>
A 2 x102 mol dm™
O~
LET-1191
@jmo 2 x102 mol dm?
eNTals e
gN\_/NT%
LET-1192
: W(‘N’A}% 2 x10°2 mol dm
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3.5 ISPITIVANJE INHIBITORNOG UCINKA NA RAST STANICA

Inhibitorni (antiproliferativni) u¢inak makrociklickih spojeva u uvjetima in vitro ispitivani su
prema modificiranom postupku kakav se koristi na Nacionalnom institutu za rak (National

Cancer Institute - https://dtp.cancer.gov/ ). Svaki test ponovoljen je u minimalno dva neovisna

pokusa. Na mikrotitarske plocice od 96 jazica u tetraplikatu nasadili smo parentalne stanice
A2780 i stanice A2780/Adr s prekomjernom ekspresijom P-gp pumpe. Izracunali smo
volumene stani¢ne suspenzije i medija koje smo pomijeSali kako bi se dobio to¢no odredeni
broj stanica u kona¢nom volumenu od 150 pL za jednu jazicu. Za parentalne stanice on iznosi
2000/jazici, a za A2780/Adr stanice 4000 stanica/jazici buduci da se parentalne stanice dijele
brze u odnosu na stanice A2780/Adr. Prvo je nasadena kontrolna plocica za tzv. ,,nulti dan,
odnosno pocetnu kontrolu, na kojoj su nasadene obje stani¢ne linije te je ostavljena jedna prazna
kolona kao slijepa proba. Paralelno smo nasadili plo€ice sa svakom stani¢nom linijom zasebno
gdje je zadnja kolona takoder ostavljena prazna kao slijepa proba. Nakon inkubacije od 24 sata,
unutar kojih su se stanice prihvatile za podlogu te zapocele rast, plo¢ica s po¢etnom kontrolom
podvrgnuta je testu MTT. Ostale stanice tretirali Smo spojevima razrijedenim medijem RPMI
u koncentracijama 4 x 104, 4 x 10,4 x 10, 4 x 107 i 4 x 10" mol/dm?. U svaku jazicu dodano
je 50 uL razrijedenog spoja te su, uz kona¢ni volumen u jazici od 200 uL, kona¢no ispitivane
koncentracije bile: 10, 10, 10, 10”7 i 10® M. Kontrolnim stanicama u zadnjoj koloni dodali
smo 50 puL medija. U pokusima ispitivanja kombiniranog uc¢inka poznatog P-gp supstrata
paklitaksela i krunastih etera koncentracija ispitivanog spoja uvijek je bila konstantna (1,5 x
10 mol/dm®) dok se razrijedenje palitaksela mijenjalo od 107 do 107! Nakon 72 sata

inkubacije stanice su podvrgnute testu MTT.

3.6 TEST METIL TIAZOLIL TETRAZOLIJ (MTT)

Test MTT je metabolicki test s kojim se odreduje vijabilnost stanice mjerenjem aktivnosti
enzima dehidrogenaze. Degidrogenaze reduciraju zuti, u vodi topljivi, Spoj 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolij bromid (MTT), u formazanske kristale koji su ljubicasto obojeni i u
vodi netopljivi. Nastali kristali se otapaju u lipofilnom otapalu (na primjer dimetil sulfoksidu
(DMSOQ)) kako bi se mogli izmjeriti te kvantificirati nastali produkt. Kvantifikacija se provodi

spektrofotometrijski i dobivene vrijednosti su direktno proporcionalne broju Zivih stanica.
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Kako bi se dobili $to to¢niji podaci mjeri se rast stanica prije tretmana s odredenim spojem (tzv.
,nulti dan“, odn. pocetna kontrola) i 72 sata nakon tretmana sa spojem. Prije mjerenja, nakon
uklanjanja medija sa stanica, dodaje se 40 uL. MTT reagensa (Sigma) u kona¢noj koncentraciji
0,5 ng/uL. Reagens se dodaje i u praznu jazicu - tzv. slijepu probu. Nakon zavrSene inkubacije
na 37 °C, tijekom 4 sata, nastali kristali se otapaju u DMSO uz tresenje. Apsorbancija (OD,
opticka gustoca) mjeri se na spektrofotometru mikrotitarskih plo¢ica Multiskan EX (Thermo

Labsystems, Austrija) na valnoj duljini 570 nm.
Postotak rasta stani¢ne linije izraCunava se prema izrazu:

e ako je (srednja ODxest — srednja ODtzero) > 0, kemijski spoj pokazuje citostati¢ki u¢inak

i onda je:
postotak rasta (%) = 100 X (srednja ODtest — srednja ODizero) / (Srednja ODctr — srednja ODtzero)

e ako je (srednja ODtest — srednja ODxzero) < 0, kemijski spoj pokazuje citotoksi¢ni uc¢inak

i onda je:

postotak rasta (%) = 100 x (srednja ODtest — srednja ODizero) / (srednja ODizero)

gdje je:

e srednja ODtest — srednja vrijednost optickih gustoca tretiranih stanica nakon 72 sata
e srednja ODero — srednja vrijednost optickih gustoca netretiranih stanica, na ,,nulti dan*
e srednja ODcmi — srednja vrijednost optickih gustoca netretiranih stanica nakon 72 sata (3

dana)

Od svih vrijednosti optic¢kih gusto¢a (ODtest, ODtzero, ODctn) 0duzeta je izmjerena vrijednost OD
,.slijepe probe*.

3.7 PROTOCNA CITOMETRIJA

Proto¢nom citometrijom mjere se i analiziraju stanice u struji teku¢ine koje pojedinacno prolaze
kroz lasersku zraku. Kako bismo §to bolje proucili svojstva stanice bojamo ih fluorescentnim
bojama koje se vezu za to¢no odredene stani¢ne molekule, npr. DNA ili se vezu za antitijela

omogucujuci detekciju specificnog proteina. Stanice prolaskom kroz lasersku zraku rasprsuju
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svjetlost, a fluorescentne boje se pobuduju u vise stanje te prilikom povratka u osnovno

emitiraju svjetlo u obliku fluorescencije koje se pri tome mjeri.

Kod proto¢nog citometra specifi¢ne biljege na stanicama razlikujemo analizom raspodjele
stanica prema velicini (engl. forward scatter, FSC) i zrnatosti (engl. side scatter, SC). FCS
predstavlja intenzitet rasprSenog svjetla sa stanice koja je u istom smjeru sa upadnom laserskom
zakom. FSC je proporcionalan veli¢ini ¢esice. Zrnatost (SC) je rasprSena svjetlost koja se mjeri
pod kutem od 90 °C s obzirom na upadnu svjetlost. SC daje informacije o unutarnjoj
kompleksnosti stanice. Fluorescencija koja se mjeri daje informacije 0 molekulama za koje su
vezani fluorokromi. Signal koji se dobije ima tri mjerljive veli¢ine: visinu (najveci intenzitet
fluorescencije), Sirinu (vrijeme prolaska stanice kroz zraku svjetlosti) i povrSinu (ukupna

fluorescencija stanice).

U ovom diplomskom radu metoda protocne citometrije koristena je za analizu inhibitora P-gp

pumpe pomocu testa efluksa rodamina (od engl. rodamin efflux test).

3.8 PRIPREMA STANICA ZA TEST EFLUKSA RODAMINA

Rodamin 123 je fluorescentna boja, koja je ujedno i supstrat za P-gp pumpu. Na taj na¢in
mozemo pratiti razinu rodamina u stanicama, pri ¢emu ¢e njegova razina biti visoka u stanicama
s niskom ekspresijom P-gp pumpe (A2780), odnostno vrlo niska u stanicama s njenom
poveéanom ekspresijom (A2780/Adr). Nakon inkubacije s rodaminom slijedi inkubacija
stanica sa spojevima koji su potencijalni inhibitori. Kod spojeva koji posjeduju inhibitornu
aktivnost, rodamin ¢e se u vecoj mjeri zadrzati unutar stanice i posljedi¢no s tim ¢e Stanice
pokazivati jacu fluorescenciju, dok ¢e kod spojeva sa slabijim inhibitornim djelovanjem ostati
manja koli¢ina rodamina unutar stanica te ¢e i sama fluorescencija biti slabija, kao i u
netretiranim stanicama gdje ¢e fluorescencija biti najslabija. S druge strane, fluorescencija
rodamina u stanicama koje nemaju visoku ekspresiju P-gp pumpe ¢e, nakon inkubacije, biti

izrazito visoka.

Testirane spojeve smo prije samog testa inkubirali u ultrazvuc¢noj kupelji kako bi se olaksala
topljivost. Stanice (200 000 stanica /1 mL) smo pripremili u ependorf epruvetama (Eppendorf,
Njemacka) u duplikatima. Kao pozitivnu kontrolu, koristili smo poznati inhibitor P-gp pumpe,
verapamil (koncentracije 10 x 10 mol/dm?).
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Zbog fotosenzitivnih svojstava rodamina epruveta se tijekom cijelog postupka drzala
zaSticenom od svjetlosti kako bi se smanjila razgradnja spoja. Stanice smo centrifugirali na
1500 rpm, 5 minuta na sobnoj temperaturi te uklonili medij s njih. U sve uzorke dodali smo
medij s rodaminom (Sigma, Njemacka) u kona¢noj koncentraciji 20 ng/mL, osim u kontrole
gdje je dodavan sam medij bez rodamina. Stanice su inkubirane u mraku 30 minuta na 37 °C u
mjesalici (Eppendorf, Njemacka) na 300 rpm. Tijekom inkubacije stanica priredili smo
razrijedenja poznatog inhibitora verapamila i testiranih spojeva s medijem u koncentraciji 10 x
10® M. Nakon zavrietka inkubacije stanice smo centrifugirali na 1500 rpm, 5 minuta na 4 °C.
Medij smo ukonili te smo na ledu dodavali PBS pufer (engl. phosphate buffered saline, 137
mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NaxHPOs, 2 mM KH2POs) ohladen na 4 °C. Nakon
resuspendiranja stanica ponovno su centrifugirane na 1500 rpm 5 minuta na 4 °C. Odlili smo
medij te dodali ispitivane spojeve. Nakon inkubacije u mjesalici u mraku 45 minuta na 37 °C
na 300 rpm, stanice smo centrifugirali na 1500 rpm, 5 minuta na 4 °C, te ih, nakon odlijevanja
medija, isprali PBS-om. Postupak ispiranja je ponovljen dva puta. Nakon ispiranja stanica
dodali smo 400 uL PBS (4 °C) te mjerili fluorescenciju stanica uz pomo¢ protocnog citometra
FACScalibur (Becton Dickinson, SAD) uz filter za zeleno FL1-H u logaritamskoj skali.
Analizirali smo u svakom uzorku minimalno 10000 stanica. Mjerenja smo analizirali u
racunalnom programu FlowJo (verzija 7.2.5 za Windows OS, TreeStar Inc, SAD) i Excel (MS
Office 2010, Microsoft, SAD). Napravljena su minimalno tri zasebna pokusa.

3.9 ODREPIVANJE EKSPRESIJE PROTEINA METODOM WESTERN BLOT

Kako bismo odredili ekspresiju P-gp proteina u modelnim stanicama, uzgojili smo stanice
A2780 i A2780/Adr u Petrijevim zdjelicama promjera 6 cm. Petrijevu zdjelicu sa stanicama
smo stavili na led te odsisali medij i isprali PBS-om. Nakon ispiranja s PBS-om dodali smo
pufer za lizu (50 mM Tris pH 7,6, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% Triton X-100) uz dodatak
inhibitora proteaza (tablete Cocktail Protease Inhibitor, Mini, EDTA-free, Roche, Svicarska),
sastrugali stanice i skupili u mikro epruvetu. Nakon 10 minuta na ledu stanice smo ultrazvu¢no
razbijali tri puta po 10 sekundi na ultrazvu¢nom homogenizatoru za stanice (Microson™
ultrasonic cell disruptor, Misonix, SAD), a potom centrifugirali pri 16000 g, 20 min, na 4 °C.
Supernatant smo prebacili u nove mikro epruvete od 1,5 mL i spremili na -80 °C do

kvantifikacije proteina.
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3.9.1 Odredivanje koncentracije proteina

Za odredivanje koncentracije proteina Koristili smo reagens BCA (engl. bicinchoninic acid
assay; Pierce™ BCA Protein Assay Kit, ThermoScientific™, SAD). Koncentracija proteina
(mg/mL) se odreduje prema bazdarnom pravcu (Slika 5), tj. jednadzbi bazdarnog pravca, koji
je dobiven iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije BSA (engl. bovine serum albumin) standarda
(Albumin Fraktion V, Carl Roth, Njemacka). Za izraCunavanje bazdarnog pravca koristili smo

5 razrjedenja BSA i izvornu koncentraciju od 2 mg/mL: 2; 1;0,75; 0,5; 0,251 0,125 mg/mL.

Na plo€ice s 96 bunari¢a (Greiner Bio-One, SAD) nanijeli smo 5 uL proteinskog lizata
razrijedenog u 20 pL pufera za lizu stanica i 200 pL Pierce™ BCA reagensa (A:B u omjeru
1:50) prema uputi proizvodaca. Takoder, na plo¢ice smo nanijeli i razrjedenja BSA u triplikatu.
Plo¢ice smo potom inkubirali 30 minuta na 37 °C u tami. Nakon inkubacije, ocitali smo
apsorbanciju na 570 nm (Multiskan EX, ThermoScientific, SAD) i pomoc¢u bazdarnog pravca
(Slika 5) izracunali koncentraciju, a time i potreban volumen lizata proteina da bi na gel nanijeli
25 pg ukupnih stani¢nih proteina. Koncentracija proteina u stanicama A2780 iznosila je 3,2
mg/mL, au A2780/Adr 2,4 mg/mL. Lizat proteina smo pomijesali s odgovaraju¢im volumenom
4 x pufera za nanoSenje na gel (engl. protein loading dye; 6 mL glicerola, 1,2 g SDS, 0,31 g
DTT, 1,25 mL 0,5 mol/dm? Tris-HCI pH 6,8, boja brom-fenol plavo, dH20 do 10 mL) te smo

pripremljene uzorke dodatno denaturirali inkubacijom na 95 °C 5 min.

y=0,9353x+0,311
R?=0,9618

2,5
# 2,485

Apsorbancija

0 1 2
Koncentracija BSA (mg/ml)

Slika 5. Ovisnost apsorbancije o koncentracije BSA (mg/mL). BSA: Bovine serum albumin.
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3.9.2 Denaturirajué¢a SDS-poliakrilamid gel elektroforeza

Proteine smo razdvojili na temelju njihove molekulske mase vertikalnom elektroforezom
(Mini-PROTEAN Tetra cell system, BIO-RAD, SAD) u denaturiraju¢im uvjetima na
poliakrilamidnom gelu. Elektroforeza je provedena u puferu za elektroforezu (25 mM Tris, 192
mM glicin, 0,1% natrijev dodecil-sulfat (SDS), pH 8,3). Gornji dio gela je bio gel za sabijanje
(5% mjesavina akrilamida i bisakrilamida) (Talica 4), dok je donji dio, gel za razdvajanje, bio
8%-tni (Tablica 5). U jazice smo potom nanijeli 25 pg proteina svakog uzorka zajedno s bojom
za nano$enje uzoraka na gel, opisanom u gornjem odlomku. Koristili smo proteinski standard
poznate molekulske mase PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (ThermoScientific,
SAD), prema kojemu smo odredili gdje se na membrani nakon transfera nalazi protein od naseg
interesa. Elektroforeza se u pocetku odvijala pri konstantnom naponu od 100 V. Nakon $to su
se uzorci sabili u gelu za sabijanje napon struje poveéan je na 150 V i elektroforeza je provodena

do Zeljenog razdvajanja (uoc¢eno prema polozaju biljega).

Tablica 4. Sastav gelova za razdvajanje (10 ml)

kemikalije 6% (V/mL) 10% (V/mL) 15% (V/(mL)
30% otopina akrilamida | 2,0 4,0 5

i bisakrilamida (29:1)

1,5 M Tris 2,5 2,5 2,5

(pH 8.,8)

H.O 53 4,0 2,3

10% SDS 0,1 0,1 0,1

APS 01 01 01

(amonij persulfat)

TEMED 0,008 0,004 0,004
(tetrametiletilendiamin)
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Tablica 5. Sastav gela za sabijanje (10 mL)

kemikalije V/mL
30% otopina akrilamida 1,25
i bisakrilamida (29:1)

1,5 M Tris (pH 6,8) 1,7
H.0 6,8
10% SDS 0,1
APS (amonij persulfat) 0,1
TEMED 0,01

(tetrametiletilendiamin)

3.9.3 Prijenos proteina na membranu

Razdvojene proteine prenosili smo na PDVF membranu (Poliviniliden diflorid; Roti®Fluoro
PVDF, Carl Roth, Njemacka) koju smo prethodno aktivirali 1 minutu u metanolu (p.a., Carl
Roth, Njemacka).

U aparaturu za prijenos smo stavili gel i na njemu prislonjenu membranu, slozenu izmedu sloja
spuzvica 1 filtar papira, prema uputi proizvodata BIO-RAD sustava. SloZen gel i membranu
smo u drza¢u uronili u pufer za transfer (25 mM Tris-HCI, 192 mM glicin, 20% metanol, pH
8,1-8,4), i smjestili u posudu za transfer. Prijenos proteina na membranu trajao je 120 minuta

pri konstantnoj jakosti struje od 200 mA uz hladenje umetnutim zaledenim umetkom.

Nakon transfera membrana se boja u naftol plavom 0,1% w/v u 40% metanolu i 7% octenoj
kiselini (Kemika, Hrvatska), kako bismo provjerili uspjesnost prijenosa proteina na membranu.
Nakon bojanja izradi se pufer za odbojavanje od 7%-tne octene kiseline i 50%-tnog metanola
kako bi se odbojala membrana. Nakon odbojavanja mora se ukloniti octena kiselina u puferu
za ispiranje TBST (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,1% Tween-20) kako ne bi doslo
do smetnji prilikom blokiranja u mlijeku. Prije inkubacije s primarnim protututijelom blokirali
smo nespecificno vezanje protutijela inkubacijom membrane kroz 30 minuta na sobnoj

temperaturi u 5%-tnom nemasnom mlijeku (Carl Roth, Njemacka) otopljenom u TBST puferu.
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Blokiranje je nuzno budu¢i da membrana jako veZze proteine te se na ovaj nacin popunjavaju

sva ,,slobodna“ mjesta kazeinom iz mlijeka.

Potom je slijedila inkubacija membrane s primarnim protutijelom u 5%-tnom nemasnom
mlijeku u TBST puferu, preko no¢i, na +4 °C, uz konstantno zibanje. Koristeno je primarno

protutijelo mdr-1, klon G-1 (Santa Cruz Biotechnology, SAD) u razrjedenju 1:100.

Drugi dan smo membranu isprali tri puta u TBST-u i zatim inkubirali sa sekundarnim
protutijelom obiljezenim s peroksidazom hrena (engl. horseradish peroksidaza, HRP) u omjeru
1:10000, 120 minuta na sobnoj temperaturi (Amersham ECL Anti-mouse 1gG HRP-linked,
code NA931, GE Healthcare Life Sciencies, UK). Sekundarno protutijelo smo razrijedili u 5%
nemasnom mlijeku u TBST puferu. Nakon inkubacije membrane sa sekundarnim protutijelom,

membranu smo ponovno isprali tri puta u TBST puferu.

Sekundarna protutijela vezana na membranu detektirali smo uz pomoc¢u kemiluminiscentnog
reagensa (Western Lightning® Plus-ECL, PerkinElmer, SAD). Otopinu (reagens A i B) u
omjeru 1:1) smo izravno stavili na membranu i ostavili 3-5 minuta u mraku na zibalici.
Membrane smo zatim osusili papirom i stavili u aparat za kemiluminiscentno snimanje uz
pomocu CCD kamere (UVlItec, Cambridge, UK). Duzinu ekspozicije i parameter slikanja
podesavali smo pomocu programa Alliance (UVItec, Cambridge, UK). Slike smo potom

obradili u racunalnom programu Photoshop CS2 (verzija 9.0, Adobe, SAD).
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4 REZULTATI

U ovom smo radu ispitali osam spojeva iz grupe monoaza- i heksaaz-a krunastih etera na
inhibitorno djelovanje na aktivnost P-glikoproteina na modelnoj stani¢noj liniji karcinoma
ovarija covjeka A2780 s povecanom ekspresijom P-glikoproteina te parentalnoj liniji (A2780)
bez njegove ekspresije. Povecana ckspresija P-gp-a dobivena je dugotrajnim izlaganjem
citostatiku doksorubicinu (adriamicinu), ¢ime su stanice postale otporne na mnoge poznate
kemoterapeutike koji su supstrati ove proteinske pumpe, prvenstveno adriamicin, paklitaksel,

etopozid i druge.

41 KARAKTERIZACIJA MODELNIH STANICNIH LINIJA

Prije izvodenja samog eksperimenta, metodom western blot potvrdili smo da stanice zaista
imaju povecanu ekspresiju P-glikoproteina. Kao $to je vidljivo na Slici 6, stanice A2780 uopce
nemaju mjerljivu razinu ovog proteina, dok stanice A2780/Adr imaju izrazito poviSenu

ekspresiju P-gp (Mdr-1) proteina (Slika 6).

A2780  A2780/Adr

Pep (170kDa)

Slika 6. Ekspresija proteina Pg-p u stanicama A2780 (bez ekspresije) i A2780/Adr (s
poveéanom ekspresijom) prikazana metodom Western Blot. Pgp: P glikoprotein.
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Takoder smo potvrdili da su stanice A2780/Adr izrazito otporne na kemoterapeutike
doskorubicin (adriamicin) te paklitaksel, koji su ujedno i kanonski supstrati ove proteinske
pumpe. Na Slici 7 prikazana je krivulja ovisnost postotka zivih stanica (postotka rasta) o
koncentraciji testiranog spoja (engl. dose-response) te je vidljivo da stanice A2780 umiru pri

znatno nizim koncentracijama testiranih spojeva.

A B

150

150

100 - 100 -
——A2780 ‘.shvk’. ——A2780
50 50 \
. \ \ 0

\ ~B-A2780/Adr \ —-A2780/Adr

50 \\. -50

-100 T T T T T 1 -100 T T T T T d
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6

PG (%)
PG (%)

log concentration (M) log concentration (M)

Doksorubicin Paklitaksel

Slika 7. Krivulja prezivjelih stanica (engl. percentage of growth, PG) A2780 i A2780/Adr, u
odnosu na koncentraciju testiranog spoja (doksorubicin i paklitaksel). Stanice su nasadivane na
plocice s 96 jazica na dan 0, tretirane svjezim otopinama spoja nakon 24 sata te je nakon 72
sata, testom MTT, odredivan postotak prezivjelih stanica u odnosu na netretirane stanice.
Pokusi su radeni u tetraplikatu, a svaka tocka predstavlja srednju vrijednost najmanje dvaju

pokusa. PG: postotak prezivjelih stanica (engl. percentage of growth).

4.2  ISPITIVANJE ANTIPROLIFERATIVNOG UCINKA SPOJEVA

Nakon sto smo se uvjerili u kvalitetu staniénog modela, pristupili smo testiranju
antiproliferativne sposobnosti krunastih etera na parentalnoj stani¢noj liniji A2780 i stani¢noj
liniji A2780/Adr. Stanice smo nasadili na ploc¢ice sa 96 jazica na dan 0. Nakon 24 sata tretirali
smo ih sa svjezim otopinama spojeva te nakon 72 napravili test MTT i izmjerili fluorescenciju.
Razultate smo prikazali graficki i tablicno. Graficki su prikazane krivulje ovisnosti postotka
zivih stanica u odnosu na koncentraciju istrazivanog spoja (Slika 8). Dodatna prednost ovakvog
nacina izracuna i prikaza jest da iz grafova mozemo dobiti viSe informacija u uc¢inku spoja.

Tako na primjer:
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- postotak rasta od 100% odgovara vijabilnosti kontrolnih stanica nakon 72 h

- pozitivan postatak rasta od 0-100% odgovara razli¢itom stupnju usporavanja rasta

stanica izazvanim spojevima sa citostatickim u¢inkom

- postotak rasta od 0% oznacava potpunu inhibiciju rasta i jednaka je vijabilnosti stanica

prije tretmana (0. dan)

- negativni postotak rasta od 0%- 100% odgovara razli¢itom stupnju ubijanja stanica, a

njega izazivaju spojevi sa citotoksi¢nim u¢inkom
- postotak rasta od -100% oznacava da su sve stanice mrtve

1z dobivenih krivulja linearnom je regresijom ozracunata tzv. ICsp vrijednost za svaku stanicnu
liniju (Tablica 6). Vrijednost ICso (engl. inhibitory concetration) predstavlja koncentraciju
spoja koja je potrebna za inhibiciju 50% stanica. Niza IC50 koncentracija upuéuje u snaznije
djelovanje spoja.

Iz Slike 8 i Tablice 6 vidi se kako koriSteni testirani spojevi imaju razli¢it utjecaj na rast
tumorskih stani¢nih linija A2780 i A2780/Adr u uvjetima in vitro. Opcenito se iz grafova moze
vidjeti kako je smanjenje vijabilnosti tumorskih stanica vece §to je koncentracija koriStenih

spojeva visa.

Odmah se moze uociti da spojevi iz reda monoaza- krunastih etera (641 — 644) izrazito
inhibiraju rast tumorskih stanica pri koncentracijama visim od (10°). Na grafovima se uo¢ava
nesto jace djelovanje na tumorsku liniju A2780, posebno za spoj 642, sto je vidljivo i iz
podataka ICso. S druge strane spojevi iz skupine heksaaza- krunastih etera 1189, 1191, 1192
pokazuju znatno slabiju ihnibiciju rasta, ¢ak i u najvisoj koriStenoj koncentraciji, koja jedva
dosize 50%.

Izuzetak je spoj 1188 koji pokazuije inhibicijsko djelovanje pri koncentraciji 10 te je uo¢ljiva
znanto veca osjetljivost tumorske linije A2780 na djelovanje ovog spoja u odnosu na liniju
A2780/Adr.
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Slika 8. Krivljulja prezivljenja stanica A2780 i A2780/Adr nakon tretmana testnim spojevima,
mjereno testom MTT. Stanice su tretirane razli¢itim koncentracijama spojeva 641-644 i 1188-
1192. Pokusi su radeni u tetraplikatu, a svaka tocka predstavlja srednju vrijednost najmanje
dvaju pokusa. PG: postotak prezivjelih stanica (engl. percentage of growth).
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Tablica 6. Inhibicija rasta stanica A2780 i A780/Adr spojevima 641-644 i 1188-1192, prikazana
kao koncentracija koja izaziva 50%-tnu inhibiciju rasta (ICso) odredenu testom MTT
(koncentracije su izrazene u uM).

Stani¢na linija [ICso (uM)]
Naziv spoja | Struktura spoja
A2780 A2780/Adr
LET-642 B4 11,8+ 1,4 25,8 +6,56
LET-641 ER 12,8+12 20,1 +38
LET-644 L 8,9+4,7 19,399
ar
LET-643 Db 3 11,3+1,4 14,3+0,9
oy
a
LET-1188 | [of 14,8 +2,5 46,0+ 12,3
LET-1101 | & L >100 502+ 224
T 9
57
LET-1189 @gug@ >100 >100
Q?”%@
LET-1192 @gu%;@ >100 72,0+ 8,7
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4.3 ISPITIVANJE INHIBICIJE P-GP TRANSPORTERA TESTOM EFLUKSA RODAMINA

Inhibitornu aktivnost krunastih spojeva na P-gp pumpu pratili smo koriste¢i tzv. test efluksa
rodamina (ili rodamin 123 test). Radi se u funkcionalnom testu, koji se zasniva na ¢injenici da
je fluorescentna boja rodamin 123 supstrat P-gp pumpe te se, pomoc¢u protocne citometrije,
moze mjeriti fluorescencija akumuliranog rodamina u stanicama sa i bez dodatka spoja koji
potencijalno inhibira pumpu/transport. Kao kontrolni, referentni inhibitor Kkoristili smo
verapamil, u koncentraciji koja nije bila toksi¢ne za stanice, a u skladu je i s literaturnim
podacima — 10 uM. Na Slici 9 prikazani su ucinci testiranih krunastih spojeva u odnosu na
kontrolni inhibitor, verapamil. Stanicama je dodan fluorescentni supstrat rodamin 123 te je
mjerena koli¢ina zaostalog supstrata u stanici testom efluksa rodamina. Vrijednost
fluorescencije kod stanica tretiranih sa poznatim inhibitorom verapamilom postavljena je kao
vrijednost kod koje je postignuta maksimalna inhibicija pumpe te ona iznosi 1. Inhibitorni
potencijali izmjerenih spojeva prikazani su u odnosu na tu vrijednost, odnosno na verapamil
(Slika 9 A). Takoder je prikazan i reprezentativni primjer histograma fluorescencije rodamina
dobiven protoénom citometrijom (Slika 9 B). Na ovoj Slici se, uz dobivene vrijednosti
fluorescencije stanica A2780/Adr tretiranih verapamilom i spojevima 641 — 644, moze vidjeti
i vrijednosti izmjerene fluorescencije rodamina u stanicama A2780 (ljubicasta linija). Buduci
da ove stanice nemaju prekomjernu ekspresiju P-gp pumpe, ne mogu izbaciti rodamin 123 iz
stanice jednako uspjesno kao i stanice Adr/A2780 te stoga imaju najvecu izmjerenu

fluorescenciju rodamina.
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Slika 9. (A) Fluorescencija rodamina 123 u stanicama s povecanom ekspresijom Mdr-1 (P-gp)
A2780/Adr sa i bez dodatka inhibitora. Dodan je inhibitor verapamil i testni spojevi te je
proto¢nom citometrijom izmjerena srednja vrijednost fluorescencije (od engl. Mean
Fluorescence Intensity, MFI) rodamina u stanicama nakon tretmana s prikazanim
koncentracijama spojeva. Intenzitet fluorescencije rodamina u stanicama nakon tretmana
verapamilom je postavljen kao vrijednost u kojoj je postignuta najve¢a moguca inhibicija
pumpe (MFI = 1), a inhibitorni potencijal ostalih spojeva prikazan je u odnosu na tu vrijednost.
Pokusi su radeni u duplikatu, a svaki stupi¢ prikazuje srednju vrijednost najmanje dva
eksperimenta. (B) Reprezentativni histogrami fluorescencije rodamina u stanicama A2780 i
A2780/Adr nakon tretmana spojevima 614 — 644 i verapamilom, dobiveni proto¢nom
citometrijom. 641, 642, 643, 644, 1188, 1189, 1191, 1192: testni spojevi.
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Iz prikazanih rezultata vidljivo je da svi spojevi pokazuju izuzetno slab inhibitorni u¢inak na P-
gp pumpu, pri ¢emu je spoj 644 pokazao najsnazniju inhibiciju, ali je ona bila znatno slabija od
kontrolnog spoja verapamila. S obzirom na ovaj, donekle obecavajuéi ucinak spoja 644
pretpostavili smo da bi mogao imati svojstva slabog inhibitora P-gp pumpe te smo odluc¢ili to
dokazati ili opovrgnuti tretiranjem stanica A2780/Adr s kombinacijom kanonskim supstratom
P-gp pumpe — paklitakselom i spojem 644. Ukoliko spoj 644 zaista signifikantno inhibira
transport paklitaksela putem P-gp pumpe, primjetit ¢emo pojacan inhibitorni u¢inak ovog

citostatika na stanice.

Na Slici 10, prikazani su rezultati kombiniranog tretmana stanica A2780/Adr s paklitakselom,
verapamilom, spojem 644 te spojem 717, za kojeg je vec prije utvrdeno, kao $to je receno u
uvodu, da posjeduje znacajno inhibitorno djelovanje na P-gp pumpu. Koncentracija verapamila
je bila 10 uM, a spojevi su testirani u koncentraciji 1,5 uM, za koju smo predhodno pokazali
da nije toksi¢na za stanice, tj. ne pokazuje inhibitorni u¢inak na stanice A2780/Adr, i tek blagi
na stanice A2780. Na taj nacin se, eventualno pojacano djelovanje moze pripisati isklju¢ivo

inhibiciji P-gp-a.
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Slika 10. Krivljulja prezivljenja stanica A2780/Adr (A) i A2780 (B). Stanice su nasadene na
plo€ice s 96 jazica na dan 0, nakon 24 sata tretirane paklitakselom u rastu¢im koncentracijama
bez ili u kombinaciji s verapamilom (PCT/ver) i spojevima 644 (PCT/644) i 717 (PCT/717) te
je nakon 72 sata, testom MTT, odreden postotak prezivjelih stanica u odnosu na netretirane
stanice. Pokusi su radeni u tetraplikatu, a svaka tocka predstavlja srednju vrijednost najmanje
dvaju pokusa. PG: postotak prezivjelih stanica (engl. percentage of growth). PCT: paklitaksel.

644, 717: testni spojevi, ver: verapamil.
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Na slici (Slika 10 A) je vidljivo da je spoj 717, ocekivano, znacajno pojacao djelovanje
paklitaksela u otpornim stanicama (A2780/Adr), slicno kao i kontrolni spoj, verapamil (Slika
10 A). Nasuprot tome spoj 644 nije pokazao statisticki znacajno pojacanje djelovanja
paklitaksela pri testiranoj koncentraciji. Rezultati su u skladu s rezultatima rodaminskog testa
te mozemo zakljuciti da blago inhibitorno djelovanje uoceno tim testom, nije bilo dovoljno da
spoj inhibira rad ovog transportera dovoljno da bi se pojacao ucinak kemoterapeutika
paklitaksela.

S druge strane, u¢inak paklitaksela na osjetljive stanice (A2780), bio je ocekivano jak i1 spojevi
ga nisu dodatno pojacali. Vidljivo je i da verapamil ima dodatno, blago inhibitorno djelovanje

na obje stani¢ne linije.
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5 RASPRAVA

Velik izazov u lije¢enju tumorskih bolesti predstavlja otpornost stanica na primjenjenu terapiju.
Zadnjih 40-ak godina novi smjer u unapredenju lijeCenja predstavlja smanjenje otpornosti na
protutumorske lijekove koja se razvija kod skoro svih pacijenata nakon odredenog vremena pod
terapijom te na taj nac¢in smanjuje u¢inkovitost samog lijecenja. Postoji nekoliko mehanizama
koji sudjeluju u nastanku otpornosti tumorskih stanica na kemoterapeutike, kao §to su: gubitak
povrsinskih stani¢nih receptora ili transportera za lijek, promjena metabolizma lijeka,
mutacijske izmjene specifi¢nih meta lijeka, povec¢ana stopa popravka DNA, promjene stani¢nih
lipida, povec¢an broj membranskih pumpa koje izbacuju lijek (Longo-Sorbello i Bertino, 2001).
Ovaj problem se nastoji zaobi¢i koristenjem lijekova s razli¢itim mehanizmima djelovanja.
Nerijetko se unato¢ tome razvija otpornost na skupine lijekova koje su medusobno strukturno i
funkcionalno nepovezane. Taj fenomen je poznat pod imenom visestruka otpornost na lijekove
(od engl. multidrug resistance, MDR) (Gottesman i sur., 1994). Upravo ta viSestruka otpornost
dovodi do smanjenja koli¢ine lijeka unutar stanice te na taj nacin smanjenog odgovora na
lije¢enje. Najvise prouc¢en mehanizam otpornosti je promjena stope akumulacije lijeka unutar
stanice zbog prekomjerne ekspresije P-glikoproteina (P-gp) na stani¢noj membrani (Borst i sur.,
2000). Ovaj diplomski rad bavio se iskljucivo tematikom povecanog izbacivanja lijeka iz
stanice i to pomo¢u mehanizma prekomjerne ekspresije P-glikoproteina. Naglasak je stavljen
na potencijalnoj inhibiciji navedene pumpe pomocu spojeva iz skupine krunastih etera, polazec¢i
od pretpostavke kako bi se u klini¢koj praksi inhibicijom P-gp transportera i prevladavanjem

rezistencije postigao bolji odgovor na protutumorsku terapiju.

Spojevi koristeni u ovom radu su krunasti eteri ili krune. To su makrociklicki polieteri s
razli¢itim brojem ponavljajucih etilen-oksidnih jedinica (-CH2CH20-). Kod odredenih grupa
krunastih etera atomi kiska mogu biti zamijenjeni npr. atomom dusika, ili sumpora (npr. aza-
krunasti spojevi s atomima dusSika). Svi se sastoje od hidrofobnog prstena etilenskih grupa koji
okruzuje hidrofilnu Supljinu sastavljenu od kisikovih atoma, a takva im struktura omogucuje
istodobnu ugradnju u membranski lipidni dvosloj, te stvaranje stabilnih kompleksa s metalnim
jonima (Marjanovi¢ i sur., 2007). Supljina krunastih etera bogata je elektronima, zbog
slobodnih elektronskih parova koji potje¢u od atoma donora - kisika ili drugih atoma koji ih
zamjenjuju Sto utjeCe na karakteristike vezanja kationa. Takoder, smjestaj supstituenata,
odnosno boc¢nih lanaca, takoder moze utjecati na selektivnost, jer makrociklicki prsten i bo¢ni

lanac mogu zajedno kooperativno vezati ion. Strukturnu raznolikost i selektivnost krunastih
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etera moguce je ostvariti mijenjanjem veliCine makrociklicke Supljine, promjene oblika i
topologije, broja i vrste supstituenta i prilagodavanjem broja, vrste i polozaja donora (Kralj i
sur., 2008). Otkri¢e krunastih etera 1967., prvih neutralnih sintetskih spojeva sa znacajnom
sposobnoscu nekovalentnog vezanja kationa, vodilo je ka sintezi i istrazivanju brojnih

makrocikli¢kih spojeva i1 njihovoj primjeni u mnogim podrucjima.

Zbog svojih ionoforskih sposobosti, krunasti eteri koristeni su u prouc¢avanju procesa koji se
dogadaju prilikom transporta iona u stani¢nim membranama, naro¢ito natrija i kalija (Lamb i
sur., 1981). Krunasti eteri ponasaju se vrlo sli¢no prirodnim ionoforima, za koje je poznato da
djeluju citotoksicno na stanice sisavaca, ukljuujuéi tumorske stanice (Kralj 1 sur., 2008).
Primjerice, kalijev ionofor valinomicin posjeduje antitumorsku aktivnost in vivo (Kleuser i sur.,
1985), medutim, njegovo koriStenje je ograni¢eno zbog prevelike toksi¢nosti. Sustavno
istrazivanje utjecaja krunastih etera na rast i smrt stanica tumora in vitro proveli su Marjanovic¢
i suradnici (Marjanovi¢ i sur., 2007). Autori su dokazali antiproliferatvni u¢inak 14 analoga
kruna i aza-kruna koji snazno korelira istovremeno s tipom hidrofilne Supljine (veli¢inom i
vrstom hetero-atoma) i karakteristikama hidrofobnog prstena pri ¢emu je di-tert-
butildicikloheksano-18-kruna-6 pokazivala izrazito snazan uéinak (u submikromolarnim
koncentracijama). Takoder je pokazano da spojevi izazivaju zaustavljanje u G1 fazi ciklusa i
apoptozu, sli¢no kao 1 valinomicin (Marjanovi¢ 1 sur., 2007). Ovo istraZivanje proSireno je na
analizu 18-kruna-6 etera, koji pokazuju ionoforsko djelovanje, specifi¢no za ione kalija. To je
istrazivanje rezultiralo kompjuterskim modelom koji je usmjerio sintezu novih, aktivnih diaza-
I monoaza- krunastih spojeva, zaSticenih patentnom prijavom (Supek i sur., 2011; US Patent
No. US 8,389,505 B2).

U radu smo istrazivali spojeve iz skupine monoaza- (641, 642, 643 i 644) (Tablica 3), krunastih
etera, opisanih u radu Supek i sur., (2011). Ovi spojevi imaju na atomu dusika vezan

adamantanski supstituent metilnom odnosno amidnom vezom na lance razli¢ite duljine.

Spojevi 1188, 1189, 1191, 1192 spadaju u skupinu heksaaza- krunastih etera (Tablica 3), sto
zna¢i da imaju Sest atoma dusSika u makrociklickom prstenu. Kod njih su svi atomi kisika
zamjenjeni sa atomima dusika pa za razliku od gore navedenih monoaza ne spadaju u mijesane
makrociklicke spojeve. Na atome duSika takoder su vezani adamantanski supstituenti
metilnom, odnosno amidnom vezom, preko pokrajnjih lanaca razli¢ite duljine. Stoga, za razliku

od monoaza- spojeva, heksaaza- krunasti eteri sadrze Sest supstituenata.
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Vaznost supstituenata lezi I u povecanju hidrofobnosti spoja. Smatra se da povecana
hidrofobnost spoja omogucéava ugradnju u membranu i s time prijenos kationa (Marjanovi¢ i
sur., 2007). Iako je povecana hidrofobnost pozeljna osobina za krunaste etere zbog ugradnje u
membranu, kod spojeva iz grupe heksaaza je upravo povecana hidrofobnost bila ograni¢avajuci
faktor u djelovanju navedenih spojeva. Naime, ovi su spojevi vrlo slabo inhibirali rast stanica,
§to se moze objasniti smanjenom topivoS¢u u vodenom (stani¢nom) mediju, uslijed
hidrofobnosti, sto je dovelo do precipitacije navedenih spojeva i prisutnosti kristala. Zbog svega
opisanoga nisu bili u moguénosti djelovati na stanice. lzuzetak je spoj 1188 koji pokazuje
inhibicijsko djelovanje pri koncentraciji 10 te je uo¢ljiva znatno veéa osjetljivost tumorske
linije A2780 na djelovanje ovog spoja u odnosu na liniju A2780/Adr (Tablica 6). Razlika u
djelovanju na tumorsku liniju A2780 i A2780/Adr upucuje da je spoj 1188 mogucéi supstrat P-

gp pumpe.

Za razliku od heksaaza- krunastih spojeve, monoaza- derivati pokazali su znacajan inhibitorni
utjecaj na rast modelnih stanica A2780 i A2780/Adr u uvjetima in vitro. Opcenito se iz slika
(Slika 8; Slika 9 A; Slika 9 B) moze vidjeti kako je smanjenje vijabilnosti tumorskih stanica
vece §to je koncentracija koristenih spojeva visa. Ovi spojevi izrazito inhibiraju rast tumorskih
stanica ve¢ pri koncentracijama visim od 10°. Takoder se uocava nesto jace djelovanje na
tumorsku liniju A2780, posebno za spoj 642, §to je vidljivo i iz ICso. Zakljucno, rezultati
pokazuju da su stanice A2780 nesto osjetljivije na sve spojeve od stanica A2780/Adr, no ne

postoji znacajnija razlika, osim za spoj 1188.

lako je moguce da isti spoj bude i1 supstrat 1 inhibitor (npr. verapamil) P-gp transportera,
temeljem nasih predhodno dobivenih rezultata s diaza-krunastim eterima, oc¢ekivali smo da bi
smo istrazivanje fokusirali na potencijalno inhibicijsko djelovanje ispitivanih spojeva na P-gp

protein.

Mehanizami inhibicije P-gp pumpe mogu se provesti na tri razine: sprje¢avanjem vezanja lijeka
na pumpu, bilo kompetitivno, nekompetitivno ili alosteri¢ki, interferencija sa hidrolizom ATP-
a i promjenom cjelovitosti lipida stani¢éne membrane (Shapiro i Ling, 1997; Varma i sur., 2003;
Srivalli, Lakshmi, 2012). Danas dostupni i ispitivani inhibitori Pgp-a klasificirani su u tri
generacije, 1 to s obzirom na njihovu specificnost, afinitet i toksi¢nost. U navedenom
istrazivanju koriSten je poznati inhibitor verapamil, koji spada u prvu generaciju inhibitora P-
gp pumpe. Opcenito, u prvu generaciju spadaju farmakoloski aktivni spojevi koje imaju svoju
klinicku primjenu za specifi¢ne bolesti, ali uz to imaju sposobnost inhibicije P-gp-a. Ovdje,
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osim navedenog verapamila, spadaju lijekovi kao Sto su ciklosporin A, reserpin, Kinidin,
tamoksifen i toremifen. Upotreba ovih spojeva je ograni¢ena zbog potrebne visoke serumske
koncentracije i, vezano s tim, potencijalne toksi¢nosti (Lomovskaya i Bostian, 2006;

Lomovskaya, 2007).

Inhibitorna svojstva spojeva ispitivana su testom efluksa rodamina 123. Rodamin 123 je
supstrat P-gp pumpe te se, pomocu protocne citometrije, moze mjeriti fluorescencija
akumuliranog rodamina u stanicama s i bez dodatka spoja koji potencijalno inhibira
pumpu/transport. Fluorescenciju rodamina 123 mjerili smo kod stanica s povecanom
ekspresijom P-gp pumpe, A2780/Adr, kao i parentalnih stanica, koje ne eksprimiraju ovaj
protein. Jacina fluorescencije pokazuje jakost P-gp pumpe, odnosno sposobnost pumpe da iz
stanice izbaci rodamin 123. Tako stanice koje nemaju prekomjernu ekspresiju P-gp pumpe, ne
mogu izbaciti rodamin 123 jednako uspjesno kao i stanice Adr/A2780 te stoga imaju najvecu
izmjerenu fluorescenciju rodamina. Stanice pak s poveCanom ekspresijom transportera, u
kratkom vremenu izbace gotovo sav rodamin van stanice te je njihova fluorescencija niska.
Ukoliko takve stanice dodatno inkubiramo s inhibitorom P-gp pumpe, izbacivanje boje izvan
stanice ¢e se smanjiti te ¢e one pokazati znacajno jacu fluorescenciju. Kako bismo bili sigurni
da sustav dobro radi, uvijek smo koristili poznati, iako ne osobito jak, inhibitor verapamil (Fang
i sur., 2007).

Vrijednost fluorescencije stanica tretiranih verapamilom postavili smo (hormalizirali) kao
vrijednost kod koje je postignuta maksimalna inhibicija pumpe te ona iznosi 1, a inhibitorni
potencijali izmjerenih spojeva prikazani su u odnosu na ovu vrijednost. 1z prikazanih rezultata
(Slika 9) vidljivo je da svi spojevi pokazuju izuzetno slab inhibitorni u¢inak na P-gp pumpu.
Najjaci uéinak pikazao je 644, ali je ona bila znatno slabija od kontrolnog spoja verapamila. S
obzirom da je Laboratoriju za eksperimentalnu terapiju, u kojem je izraden ovaj rad, ve¢ prije
pikazana znacajna aktivnost nekolicine stukturnih derivata, iz skupine diaza- krunastih etera
(analozi testiranih monoaza- spojeva, koji imaju dva identi¢na supstituenta vezana za dva atoma
dusika), pri ¢emu je jedan od njih pokazao usporedivu ili ¢ak jacu inhibicijsku aktivnost od
verapamila, o¢ekivali smo da bi spojevi iz ove skupine mogli biti aktivni. Na zalost, to nije bio

slucaj.

Ipak, s obzirom na ovaj, donekle obecavaju¢i ucinak spoja 644 odlucili smo provesti
kombinirani tretman stanica A2780/Adr s kanonskim supstratom P-gp pumpe — paklitakselom
I spojem 644 te odrediti postotak zivih stnaica (postotak rasta) testom MTT. Naime, ukoliko
spoj 644 zaista znaCajno inhibira transport paklitaksela putem P-gp pumpe, primjetit ¢emo
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pojacan inhibitorni u¢inak ovog citostatika na stanice. Pri tome smo koristili netoksi¢nu
koncentraciju spoja, kako bismo eventualno pojacano djelovanje mogli pripisati isklju¢ivo
inhibiciji P-gp-a.

Ipak, rezultati ovih testiranja (Slika 10 A; Slika 10 B) su u skladu s rezultatima rodaminskog
testa te mozemo zakljuciti da blago inhibitorno djelovanje uoc¢eno tim testom, nije bilo dovoljno
da ovaj spoj inhibira rad transportera dovoljno da bi se pojacao ucinak kemoterapeutika
paklitaksela. S druge strane, kombinirani tretman stanica poznatim inhibitorom verapamilom,
kao i prije dokazanim novim inhibitorom, krunastim eterom 717, doveo je do znacajnog
pojacanja djelovanja paklitaksela. Naime, vidljivo je da paklitaksel nije uopée inhibirao rast
stanica A2780/Adr pri koncetracijama 10® i 107 (Slika 10 A), a uz dodatak verapamila ili spoja
717 je doslo do znacajne inhibicije. S druge strane, ucinak paklitaksela na osjetljive stanice

(A2780) (Slika 10 B), bio je o¢ekivano jak te ga spojevi nisu dodatno pojacali.
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6 ZAKLJUCAK

Tumorske stani¢ne linije A2780 i A2780/Adr pokazuju razlicitu osjetljivost na koristene
spojeve u uvjetima in vitro

Spojevi iz reda monoaza- krunastih etera (641 — 644) izrazito inhibiraju rast tumorskih
stanica pri koncentracijama viim od 10° M

Spojevi iz skupine heksaaza- krunastih etera 1189, 1191, 1192 pokazuju znatno slabiju
inhibiciju rasta, ¢ak i u najviSoj koriStenoj koncentraciji. Prisutnost Kkristala i
precipitacija ovih spojeva ukazuje na njihovu netopljivost, te s time i nemoguénost
djelovanja na stanice in vitro

Spoj 1188 pokazuje inhibicijsko djelovanje pri koncentraciji 10* M, uz razliku u
djelovanju na tumorsku liniju A2780 i A2780/Adr, §to upucéuje na to da je spoj 1188
moguci supstrat P-gp pumpe

Nakon testa efluksa rodamina spojevi su pokazivali izuzetno slab inhibitorni u¢inak na
P-gp pumpu. NajsnaZzniju inhibiciju je pokazao spoj 644, no ona je i dalje bila znatno
slabija od kontrolnog spoja verapamila

U kombiniranom testu MTT spoj 644 nije pokazao statistiCki znacajno pojacanje
djelovanja paklitaksela pri testiranoj koncentraciji te uoceno djelovanje dobiveno
rodaminskim testom, nije bilo dovoljno da spoj inhibira rad P-gp pumpe i tako pojaca

ucinak kemoterapeutika paklitaksela
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