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KorisStene kratice

Apaf-1 - faktor 1 aktivacije proteaza apoptoze (engl. apoptotic protease activating factor-1)
ATP - adenozin trifosfat (engl. adenosine triphosphate)

ATCC - engl. American type culture collection

Bcl-2 - B-stani¢ni limfom 2 (engl. B-cell lymphoma 2)

CDK - kinaza ovisna o ciklinu (engl. cyclin-dependent kinase)

CKI - inhibitor kinaze ovisne o ciklinu (engl. cyclin-dependent kinase inhibitor)

DD - domena smrti (engl. death domain)

DISC - signalni kompleks koji inducira smrt (engl. death inducing signaling complex)

DMEM - Dulbeccova modifikacija Eaglova medija (engl. Dulbecco's modified Eagle's

medium)

DMSO - dimetil sulfoksid (engl. dimethyl sulfoxide)

dsDNA — dvolancana molekula DNA (engl. double-stranded DNA)

dsRNA — dvolan¢ana molekula RNA (engl. duble-stranded RNA)

EMEM - Eaglov minimalni esencijalni medij (engl. Eagle's minimal essential medium)

FADD - protein s domenom smrti pridruzenoj receptoru Fas (engl. Fas-associated death

domain protein)
FSB - fetalni govedi serum (engl. fetal bovine serume)
HIF - faktor hipoksije (engl. hypoxia-inducible factor)

ICso - koncentracija spoja pri kojoj se promatrani bioloski efekt smanji za pola (engl. 50%

inhibitory concentration)
mRNA - glasnicka RNA (engl. messenger RNA)

MTT - 3-(4,5-metiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (engl. (3-(4, 5-dimethylthiazolyl
2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide)

PBS - fosfatni pufer (engl. phosphate buffered saline)



PI - propidij jodid (engl. propidium iodide)

RNaza A - ribonukleaza A (engl. ribonuclease A)

ROS - reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)
SDS - natrijev dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE - poliakrilamid gel elektroforeza u prisutnosti natrijevog dodecil-sulfata (engl.
sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis)

TNF - ¢imbenik nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor)

TRADD - protein s domenom smrti pridruzenoj receptoru TNFR1 (engl. TNFRI-associated

death domain protein)

VEGEF - vaskularni endotelni faktor rasta (engl. vascular endothelial growth factor)



1. UVOD

1.1. Tumori

Tumor je naziv za svaku nakupinu promijenjenih stanica koje nekontrolirano rastu i
proliferiraju (Cooper i Husman, 2010). Tumori mogu biti benigni (dobro¢udni) ili maligni
(zlo¢udni). Benigni tumori se ne $ire po organizmu, ve¢ su ograni¢eni na mjesto svojeg
nastanka. Iako ovakvi tumori ne izazivaju znacajnije poteskoce te su uglavnom mogu ukloniti
kirurskim putem, ponekad zbog svoje lokalizacije 1 veliCine mogu predstavljati problem za
okolna tkiva 1 organe (Pecorino, 2012). S druge strane, maligni tumori su oni koji su stekli
sposobnost Sirenja po organizmu putem direktne invazije u susjedna tkiva 1 metastaziranjem u
druga tkiva preko krvozilnog ili limfnog sustava. S obzirom na vrstu stanica iz kojih je tumor
nastao razlikuju se karcinomi (tumori epitelnih stanica), sarkomi (tumori mezodermalnih
stanica) te leukemije 1 limfomi (tumori hematopoetskih stanica i stanica imunoloskog sustava)

(Cooper 1 Hausman, 2010; Weinberg, 2014).

Tumor moZe nastati kao posljedica raznih mutacija odnosno promjena u sekvenci
molekule DNA. Uglavnom se radi o mutacijama somatskih stanica koje se, za razliku od
mutacija na spolnim stanicama, ne prenose na potomstvo (Pecorino, 2012). Veliki broj mutacija
gena nastaje pod utjecajem vanjskih karcinogenih faktora, kao $to su zracenje (ultraljubicasto
11onizirajuée zracenje), kemijske karcinogene tvari (poput aflatoksina i komponenti duhanskog
dima) te razli¢iti tumorski virusi. Mutacije mogu biti i posljedica unutarstani¢nih faktora poput
gresaka u stani¢noj signalizaciji 1 gresaka koje se javljaju tijekom replikacije DNA (Stratton i
sur., 2009; Koya 1 Ibrahim, 2024). Tumori su monoklonalnog podrijetla Sto znaci da nastaju iz
jedne stanice koja je pretrpjela genetske ili epigenetske promjene. Te promjene omogucuju
stanici nekontroliranu proliferaciju, §to postaje osnova za klonalno Sirenje. Za prelazak
normalne stanice u tumorsku mora do¢i do veceg broja mutacija koje se akumuliraju tijekom
godina, zbog ¢ega se tumori nerijetko opisuju kao bolesti starije dobi (Cooper 1 Hausman,

2010).

Postoje tri vrste gena ¢ije mutacije ¢ine osnovu karcinogeneze, a to su onkogeni, tumor-
supresorski geni te mikroRNA geni (Croce, 2008). U normalnim stanicama, protoonkogeni
kodiraju za proteine koji sudjeluju u regulaciji stani¢nog ciklusa i1 stani¢ne proliferacije.
Nepravilna eksprimiranost ili mutacija protoonkogena rezultira njegovom transformacijom u

onkogen. Oni mogu nastati kao posljedica toc¢kastih mutacija te raznih kromosomskih aberacija



poput translokacija, duplikacija i delecija (Cooper i Hausman, 2010). Mutacije protoonkogena
su dominantnog tipa $to znaci da je dovoljna mutacija na samo jednom alelu kako bi doslo do
aktivacije odgovaraju¢eg onkogena (Pecorino, 2012). Onkogeni poticu pojacanu ekspresiju
gena 1 pretjeranu aktivaciju onkogenih proteina Sto dovodi do poremecaja u stani¢noj
proliferaciji. Osim toga, naruSavaju proces diferencijacije stanica i omogucavaju izbjegavanje
programirane stani¢ne smrti (Cooper i Hausman, 2010). Njima suprotno djelovanje imaju
tumor-supresorski geni koji kodiraju za proteine koji inhibiraju stani¢ni rast i proliferaciju.
Gubitak funkcije ovih gena rezultira uklanjanjem negativne regulacije stani¢ne proliferacije.
Mutacije koje se javljaju na tumor-supresorskim genima su recesivne te u tom slucaju oba alela
moraju biti zahvac¢ena mutacijom kako bi doslo do gubitka funkcije gena (Pecorino, 2012).
Trecu skupinu gena ¢ine mikroRNA geni koji ne kodiraju proteine. Njihov je produkt
jednolanc¢ana molekula RNA (duga 21 do 23 nukleotida) koja regulira ekspresiju gena. Takve
kratke RNA se komplementarno vezuju za mRNA ¢ime onemogucavaju translaciju proteina te
degradiraju mRNA. Djelovanje mikroRNA ovisi o njihovoj genskoj ekspresiji u tumorskim
stanicama. Naime, ako je ekspresija tih gena povecana onda mikroRNA djeluju kao onkogeni,

a ako je njihova ekspresija smanjena djelovati ¢e kako tumor-supresorski geni (Croce 2008).

Hanahan 1 Weinnberg (2011) definirali su Sest klju¢nih karakteristika koje omogucavaju
transformaciju normalne stanice u tumorsku te su opisali nacin na koji stanica stje¢e sposobnost

rasta 1 metastaziranja (Slika 1).

Stalna proliferacija

Izbjegavanje Izbjegavanje
apoptoze supresora rasta

Indukcija Invazija i
angiogeneze metastaziranje

Besmrtnost

Slika 1. Glavne karakteristike koje omogucuju pretvorbu normalnih stanica u tumorsku (preuzeto i

prilagodeno iz Hanahan i Weinberg, 2011)



Jedna od glavnih karakteristika tumora je njihova sposobnost odrzavanja kroni¢ne
proliferacije. Dok normalne stanice reguliraju sintezu i otpustanje faktora rasta, kod tumora je
ta regulacije izgubljena. Naime, tumori imaju smanjenu potrebu za izvanstani¢nim signalima i
faktorima rasta ili, u neki slucajevima, stvaraju vlastite faktore rasta (Cooper i Hasuman, 2010;
Hanahan i Weinberg, 2011). To je posljedica aktivacije komponenata koje imaju klju¢nu ulogu
u proliferacijskim putevima poput aktivacije onkogena. Proliferacija tumorskih stanica
potaknuta je 1 izbjegavanjem tumor-supresora, poput p53 i pRb, koji imaju vaznu ulogu u
regulaciji stani¢nog ciklusa. Protein p53 moZe zaustaviti stani¢ni ciklus u slu¢ajevima kada je
stanica izloZena stani¢nom stresu ili u slucaju javljanja abnormalnosti stanice. Ukoliko su
oStecenja prevelika, p53 aktivira programiranu stanicnu smrt odnosno apoptozu. To je jedan od
klju¢nih mehanizama kojima stanice pokuSavaju sprijeciti razvoj tumora, ali tumorske stanice
cesto izbjegavaju ovaj proces zbog oste¢enja proteina p53 i1 drugih komponenata apoptotickog
puta koji ukljucuje pro-apoptotske i1 anti-apoptotske proteine. Svaka normalna stanica ima
ograniceni broj dioba nakon ¢ega ireverzibilno odlazi u senescenciju (stani¢no starenje), a
zatim slijedi apoptoza. Nakon svake diobe, dolazi do postepenog skracivanja telomera. Kratke
telomere stanica prepoznaje kao ostecenje DNA, Sto dovodi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa.
S druge strane, tumorske stanice imaju stalno aktivnu telomerazu koja produljuje telomere, Sto
tumorskim stanicama omogucuje neograniceno dijeljenje. Za rast i razvoj svakoj stanici, pa
tako 1 tumorskoj, potrebna je odredena koli¢ina kisika i hranjivih tvari koje dobivaju difuzijom
preko krvnih zila. Nedostatak kisika u tumorima dovodi do aktivacije faktora HIF (engl.
hypoxia inducible factor), koji potice ekspresiju krvozilnog endotelnog faktora (VEGF). Ovaj
se faktor veze za receptore koji se nalaze na stijenkama endotelnih stanica ¢ime pokrece
angiogenezu, odnosno proces nastajanja novih krvnih zila iz ve¢ postoje¢ih. Maligni tumori
imaju sposobnost invazije 1 metastaziranja. Kljucni korak ovog procesa ukljucuje epitelno-
mezenhimalnu tranziciju (EMT) i lucenje metaloproteinaza koje razgraduju izvanstanicni
matriks, omogucéujuci tumorima neometan prijelaz kroz bazalnu membranu 1 prelazak kroz

krve zile (Hanahan i Weinberg, 2011).

1.2. Stanié¢ni ciklus

Stani¢ni ciklus je proces koji obuhvaca stani¢ni rast, replikaciju DNA, prijenos
kromosoma u stanice kceri te podjelu stanice. Stani¢ni ciklus kod ¢ovjeka traje otprilike 24

sata, a najveci dio vremena stanica provodi u interfazi koju ¢ine faze G1 (engl. gap), S (engl.



synthesis) 1 G2 (Cooper i Hausman, 2010). U G1 fazi stanica intenzivno raste te sintetizira
proteine i enzime potrebne za replikaciju DNA. Ova faza ima klju¢nu ulogu u odluci hoce li
stanica dalje napredovati kroz stani¢ni ciklus ili ¢e u¢iu GO fazu. To je faza mirovanja u kojoj
nema rasta ni proliferacije, ali stanica ostaje metabolicki aktivna. U S fazi dolazi do replikacije
DNA te je ova faza klju¢na za osiguravanje genetske stabilnosti organizama. Dovr§avanjem
sinteze DNA zapocinje G2 faza, u kojoj se nastavlja stanicni rast i sinteza proteina potrebnih
za mitozu te se provjerava kvaliteta replikacije DNA (Alberts i sur., 2002; Vermeulen 1i sur,
2003). Nakon interfaze slijedi M faza (engl. mitosis), za vrijeme koje dolazi do odvajanja
sestrinskih kromatida, a proces zavrSava citokinezom (podjela citoplazme) (Cooper i Hausman,

2010).

1.2.1. Regulacija stani¢nog ciklusa

Stanicni ciklus je proces strogo reguliran nizom izvanstani¢nih 1 unutarstani¢nih signala
te je precizna koordinacija svih faza vazna za odrzavanje genetske stabilnosti i sprjeCavanje
nastanka bolesti (Diaz-Moralli i sur., 2013). Glavni regulatori ovog procesa su ciklin-ovisne
kinaze (CDK) i ciklini. CDK je obitelj serin/treonin protein kinaza koje se aktiviraju stvaranjem
kompleksa s ciklinima u odredenim fazama stanicnog ciklusa. Nastali kompleksi fosforiliraju
ciljane proteine koji imaju klju¢nu ulogu u procesima poput replikacije DNA 1 mitoze. Ciklini
su proteini odgovorni za redoslijed pojedinih faza stani¢nog ciklusa. Njihove razine osciliraju
tijekom ciklusa $to periodicki aktivira CDK i tako omogucavaju prijelaz i jedne faze u drugu
(Barnum i O'Connell, 2014). Tako primjerice, ciklini D stvaraju komplekse s CDK4 1 CDK6
koji onda omogucavaju prijelaz iz G1 u S fazu stani¢nog ciklusa. Vaznu ulogu u tom prijelazu
ima 1 protein pRb. Tijekom G1 faze, kinaza CDK4/6 u kompleksu s ciklinom D fosforilira pRb,
Sto dovodi do oslobadanja transkripcijskih faktora koji onda aktiviraju gene nuzne za ulazak u
S fazu (Alberts i sur., 2002; Vermeulen i sur., 2003). Razli¢iti kompleksi CDK i ciklina kljuéni
su za daljnje napredovanje kroz stani¢ni ciklus (Slika 2). Ciklin E u kombinaciji s CDK2,
omogucava prijelaz iz kasne G1 u S fazu. Taj kompleks takoder odrzava pRb u
hiperfosforiliranom stanju ¢ime se osigurava stalna aktivacija potrebnih gena. Ciklin A zajedno
s CDK2 omogucava napredovanje kroz S fazu. Na kraju, ciklin B zajedno s CDK1 omogucuje
prijelaz iz G2 faze u M fazu, ¢ime zavrSava priprema za diobu stanice. Osim aktivacije, CDK

mogu biti inhibirane putem inhibitora ciklin-ovisnih kinaza (CKI). Vezuju¢i se na CDK ili na



kompleks CDK-ciklin, CKI osiguravaju da stanica ne napreduje dalje kroz stani¢ni ciklus

ukoliko uvjeti nisu zadovoljeni (Alberts i sur., 2002; Vermeulen i sur., 2003).

Cyeclin A

Slika 2. Prikaz djelovanja kompleksa CDK-ciklina u pojedinim fazama stani¢nog ciklusa (preuzeto i

prilagodeno iz Vermulen i sur., 2003)

Dodatnu regulaciju stani¢nog ciklusa omogucuju kontrolne tocke. To su mehanizmi
koji osiguravaju zaustavljanje stanicnog ciklusa ukoliko prethodni procesi nisu uspjesno
dovrSeni. Kontrolna tocka GI1/S provjerava cjelovitost DNA prije same replikacije. U
kontrolnoj tocki G2/M osigurava se zavrSetak replikacije DNA te se provjerava postoje li
oStecenja prije ulaska u mitozu. Tijekom M faze postoji specificna kontrolna tocka koja nadzire
vezanje kromosoma za diobeno vreteno kako bi se sprijecilo njihovo pogre$no odvajanje
(Alberts 1 sur,. 2002; Diaz-Moralli 1 sur., 2013). S faza je posebno osjetljiva jer su replikacijski
kompleksi izloZeni razli¢itim vrsta stresova koje mogu onemoguciti replikaciju. Poremecaji u
regulaciji, poput mutacija u genu p53 i pRb, mogu dovesti do gubitka kontrole stani¢nog
ciklusa, Sto dovodi do nekontrolirane proliferacije te razvoja malignih tumora. Protein p53
kljucni je regulator koji nadzire oSte¢enja DNA. U slucaju oStecenja, p53 pokrece proizvodnju
proteina p21, koji zaustavlja stani¢ni ciklus kako bi omoguéio popravak DNA ili inducirao
apoptozu u slucajevima kada su oStec¢enja nepovratna. Gubitak kontrole ciklina i CDK takoder
moZe izazvati neravnoteZzu u stani¢noj podjeli, §to je Cesta pojava u tumorskim stanicama

(Vermeulen i sur., 2003; Barnum i O'Connell, 2014).



1.3. Stani¢na smrt

Broj stanica u organizmu reguliran je procesima proliferacije, diferencijacije i
stanicnom smrti. U odraslom organizmu, stani¢na smrt uvijek mora biti u ravnotezi sa
stanicnom obnovom jer svaka nepravilnost i ovom odnosu moze dovesti do razvoja
neurodegenerativnih i autoimunih bolesti, kao i do nastanka tumora (Cooper i Hausman, 2010).
Stani¢na smrt moze biti kontrolirana ili nekontrolirana. Nekontrolirana smrt stanice, poznata
kao nekroza, javlja se kao odgovor na akutne ozljede, a sam proces nije ovisan o energiji stanice
(Elmore, 2007). U tom slucaju, stanica se povecava i na kraju dolazi do njezinog pucanja, pri
¢emu se sadrzaj izlijeva u okolna tkiva, $to izaziva upalu (Alberts 1 sur., 2002). Kontrolirana
stani¢na smrt najc¢eSc¢e se odnosi na apoptozu iako postoje i1 drugi oblici. Apoptoza je klju¢na
za uklanjanje stanica zaraZenih virusima jer se na taj naCin sprjecava Sirenje infekcije. Isto
vrijedi 1 za oStecene stanice koje se uklanjanju kako bi se sprijecilo Sirenje mutacija i Stetnih

promjena (Copper 1 Hausman, 2010; Tait i sur., 2014).

1.3.1. Apoptoza

Apoptoza je jedan od glavnih oblika programirane stanicne smrti. Tijekom apoptoze,
molekula DNA se fragmentira, kromatin postaje kondenziran, a jezgra se raspada na manje
dijelove. Na kraju, stanica se smanjuje i razdvaja u dijelove obavijene membranom koji se
nazivaju apoptotickim tjelesScima. Apoptoticka tjelesca se fagocitiraju 1 uklanjaju iz organizma
pri ¢emu se ne izaziva upalna reakcija (Cooper i Hausman, 2010). Apoptoza moze nastati
uslijed smanjenja ili potpune odsutnosti pozitivnih signala potrebnih za prezivljenje stanice ili
kao rezultat primanja negativnih signala. Klju¢ni enzimi u cjelokupnom procesu apoptoze su
kaspaze koje se nalaze u citoplazmi u inaktivnom obliku kao prokaspaze. To je obitelj proteaza
koje imaju cistein na svom aktivnom mjestu te cijepaju ciljane proteinske supstrate iza aspartata

(Alberts i sur., 2002; Tait i sur., 2014).

Vanjski apoptoticki put temelji se na interakcijama izmedu transmembranskih receptora
iz TNF (engl. tumor necrosis factor) obitelji receptora, poput Fas i TNFR (engl. tumor necrosis
factor receptor). Ovi receptori sadrze vanjske domene bogate cisteinom 1 citoplazmatske
domene poznate kao ,,domene smrti* (engl. death domain, DD). U mehanizmima koji uklju¢uju
receptore FasL/FasR i TNF-o/TNFR1 dolazi do nakupljanja receptora i njihovog vezivanja s

ligandima ¢ime se novace adapter proteini FADD (engl. Fas-associated death domain protein)



1TRADD (engl. TNFR I-associated death domain protein). Ovi adapteri aktiviraju prokaspazu-
8 formiranjem kompleksa DISC (engl. death-inducing signling complex). Aktivacija
prokaspaze-8 pokre¢e fazu izvrSavanja apoptoze, koja ukljucuje kaskadu kaspaza Sto
posljedi¢no dovodi do proteolitiCkog cijepanja klju¢nih stani¢nih proteina. Regulacija ovog
procesa ukljuCuje protein c-FLIP koji inhibira aktivaciju proteina FADD i prokaspaze-8
(Alberts i sur., 2002; Elmore, 2007).

Unutarnji put apoptoze ne ovisi o ligandima, ve¢ se aktivira kao odgovor na oStecenje
DNA, oksidacijski stres ili druge oblike stani¢nog stresa (Elmore, 2007). Klju¢nu ulogu u ovom
procesu imaju proteini iz obitelji Bel-2 unutar koje se razlikuju pro-apoptotski i anti-apoptotski
proteini. Omjer izmedu ovih proteina , poput Bcl-2, Bel-xL (anti-apoptotski) 1 Bax, Bak (pro-
apoptostki), odreduje osjetljivost stanice na apoptozu. Proteini Bcl-2 reguliraju broj 1 funkciju
ionskih kanala na unutraSnjoj membrani mitohondrija kroz koje izlazi citokrom c i1 druge
molekule kljuéne za pokretanje apoptoze. Kada citokrom c izade iz mitohondrija, veZe se za
protein Apaf-1, Sto aktivira kaspazu-9 i dovodi do formiranja kompleksa poznatog kao
apoptosom. Apoptosom zatim aktivira kaskadu kaspaza, Sto rezultira razgradnjom stani¢nih
komponenata i dovodi do aktivacije programirane stani¢ne smrti (Alberts 1 sur., 2002; Mustafa

isur, 2024).

1.3.2. Alternativni oblici stani¢ne smrti

Osim apoptoze, postoji niz drugih oblika stanicne smrti, poput autofagije, nekroze,
mitotske katastrofe, anoikis, paraptoze, piroptoze, pironekroze i druge. Svaki od ovih oblika
stanine smrti ima specificne mehanizme i funkcije u odgovoru na razli¢ite stresne uvjete,
oStecenja ili patolosle procese (Tait i sur., 2014). Nekroza, za razliku od apoptoze, predstavlja
oblik nekontrolirane stanicne smrti koja je obi¢no uzrokovana fizickim ili kemijskim
oSte¢enjima. OStecenje stanicne membrane dovodi do izlijevanje stani¢nog sadrzaja, Sto
aktivira upalni odgovor i moZe rezultirati daljnjim oSteenjem okolnih stanica (Cooper i
Hausman, 2010). Autofagija je alternativni put kontrolirane stani¢ne smrti koji nije ovisan o
kaspazama. Mehanizam autofagije ukljuCuje razgradnju nepotrebnih ili oSte¢enih stani¢nih
komponenata u lizosomima koji su ispunjeni hidrolitickim enzimima (Elomore, 2007).
Tijekom autofagije, u citoplazmi se formira izolacijska membrana koje obuhvaca citosolne
komponente, stvaraju¢i autofagosom. Zreli autofagosomi spajaju se s lizosomima, S$to

omogucuje razgradnju unesenih komponenata (Cooper i Hausman, 2010).



1.4. Indoli

Heterociklicki spojevi u svojoj strukturi sadrze jedan ili viSe heteroatoma poput
sumpora (S), dusika (N) ili kisika (O), §to im omogucava da budu donori i akceptori vodikovih
veza. Zbog takve strukture mogu se uspjeSno vezati za razli¢ite molekule te posljedicno
uzrokovati i razne bioloske uc¢inke. Takva svojstva ¢ine heterociklicke spojeve zanimljivima za
znanstvena istrazivanja posebno zbog njihovih farmakoloskih ucinaka. Indoli su vazni
predstavnici heterociklickih spojeva koji sadrZze duSik kao heteroatom 1 sastoje se od
benzenskog i1 pirolonog prstena (Slika 3). Pirolni prsten je bogat elektronima zbog Cega je
podlozniji elektrofilnim reakcijama supstitucije u usporedbi s benzenskim prstenom. Zbog ovih
kemijskih svojstava, indoli 1 srodni spojevi mogu promijeniti topljivost molekula u vodi 1
lipidima, Sto poboljSava njihovu bioloSku dostupnost i omogucuje razlicite farmakoloSke
ucinke. Zbog toga se indoli €esto koriste kao osnovni sastojci u mnogim lijekovima jer, osim
Sto mogu djelovati kao inhibitori enzima, mogu pokazivati i antitumorska i protuupalna

svojstva (Dhiman 1 sur., 2022; Salerno i sur., 2023).

NH

Slika 3. Strukturna formula indola sastavljenih od pirolnog i benzenskog prstena

1.4.1. Fluorescentni derivati indola

Mitohondriji su organeli kljuéni za proizvodnju energije u stanicama, regulaciju
metabolizma i odgovor na stres. Oni stvaraju ATP kroz oksidativnu fosforilaciju, ali u ovom
procesu mogu nastati i reaktivni kisikovi radikali (ROS), koji ostecuju mitohondrijsku DNA,

proteine i lipide. Disfunkcija mitohondrija povezana je sa starenjem i razli¢itim bolestima,



poput neurodegenerativnih poremecaja i dijabetesa (Brand i sur., 2013). Stoga su mitohondriji

moguce mete za terapeutske intervencije.

Skupina spojeva koji su od interesa za istrazivanje, a ¢iju osnovu strukture ¢ini indolIni
prsten su fluorescentni lipofilni kationi koji se selektivno nakupljaju u mitohondrijima. Ovi
spojevi se koriste u pristupima lijeCenju mitohondrijske disfunkcije. Lipofilni kationi zbog
svojeg pozitivnog naboja i svojstva topivosti u mastima, mogu se selektivno nakupljati unutar
mitohondrija pod utjecajem njithovog membranskog potencijala (Brand i sur., 2013). Lipofilni
kationi se viSe nakupljaju u mitohondrijima stanica tumora nego u mitohondrijima normalnih
stanica zbog prirodnih razlika u mitohondrijskom membranskom potencijalu izmedu tih dvaju
tipova stanica. Derivati ovih spojeva pokazuju razliku u apsorbanciji, fluorescenciji i
fotostabilnosti, Sto je posljedica razli¢itih supstituenata na indolnom prstenu. In vitro
istrazivanja pokazuju da razli€iti supstituenti mogu utjecati na citotoksic¢nost tih spojeva (Chen

isur., 2019).

Jedan od najpoznatijih primjera fluorescentnih derivata indola je rodamin 123 (Rh123),
lipofilni kation koji se koristi za mjerenje mitohondrijskog membranskog potencijala. Iako
Rh123 pokazuje selektivnu antitumorsku aktivnost, njegova primjena u klinickim ispitivanjima
je ograniCena zbog citotoksi¢nosti pri visokim dozama. Rodamin 19 (Rh19) je derivat Rh123
koji nudi bolju ciljanu aktivnost u mitohondrijima, manju citotoksi¢nost i omogucuje pracenje

u stvarnom vremenu putem intrinzicne fluorescencije (Wang i sur., 2021).

Lipofilni kationi imaju Siroku primjenu u istrazivanjima mitohondrija zbog sposobnosti
da prodiru kroz unutarnju mitohondrijsku membranu i selektivno se nakupljaju unutar samog
mitohondrija. Takva svojstva ¢ine ih izuzetno korisnima za mjerenje mitohondrijskog
potencijala, koji je klju¢ni pokazatelj zdravlja mitohondrija. Osim u snimanju, lipofilni kationu
se istrazuju i u kontekstu dostave lijekova jer njihova sposobnost nakupljanja u mitohondrijima
omogucuje izravnu dostavu terapeutskih tvari u sam mitohondriji, §to otvara nove moguénosti
u lijecenju (Khan i sur., 2022). Ovi spojevi takoder imaju veliku vaznost u istraZivanjima
malignih tumora jer selektivno ciljaju tumorske stanice. Fluorescentni indolni kationi, poput
derivata F16, posebno su znacajni jer pokazuju jaku fluorescenciju i mogu se lokalizirati u
mitohondrijima. Modifikacijom indolnog prstena ovih spojeva, moguce je poboljsati njihova
svojstva, poput fotostabilnosti i protutumorske aktivnosti, ¢ime se povecava njihova

uc¢inkovitost u terapijama (Chen i sur., 2019).



U ovom radu koriSteni su novo sintetizirani derivati indola na bazi vinil piridina, radnih
naziva FB404, FB406, FB11, FB414 i FB417. Navedeni spojevi, kemijski su okarakterizirani
u Laboratoriju za biomolekularne interakcije 1 spektroskopiju Instituta Ruder Boskovi¢ gdje je
pokazano da imaju podjednako srednje izrazen afinitet vezanja na dsDNA/dsRNA (engl.
double-stranded DNA/duble-stranded RNA), pri C¢emu dolazi do porasta intenziteta
fluorescencije. Spektar fluorescencije je u podrucju 450 — 550 nm. Kontrolni spoj bez indolnog
prstena ne pokazuje afinitet vezanja za dsDNA/dsRNA $§to ukazuje na klju¢nu ulogu indolne
podjedinice u spektroskopskim istraZzivanjima s ispitanim polinukleotidima. BioloSka aktivnost

navedenih spojeva nije poznata.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Spojevi koji se u isto vrijeme mogu koristiti kao citotoksicni spojevi 1 spojevi za
obiljezavanje mitohondrija u svrhu terapije i dijagnostike tumora (engl. theranostic) vrlo su
atraktivni. Stoga su sintetizirani novi derivati F16 sa Zeljom povecanja njihovog citotoksicnog
djelovanja. U skladu s tim, cilj istrazivanja ovog diplomskog rada je ispitati u¢inak novo
sintetiziranih derivata indola na bazi vinil piridina na stani¢ni ciklus, prezivljenje, ekspresiju
proteina ukljuenih u prezivljavanje 1 regulaciju stani¢nog ciklusa te ispitati sposobnost

lokalizacije spojeva u mitohondrijima stanica adenokarcinoma 1 fibroblasta pluca covjeka.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Stanicne linije

U ovom radu koristila sam adherentne stanice adenokarcinoma pluca A549 (ATCC
CCL-185) i stanice fibroblasta plu¢a covjeka WI-38 (ATCC CCL-75) Obje stani¢ne linije su

komercijalno dostupne.

3.1.2. Kemikalije

Tablica 1. Osnovne kemikalije koriStene u radu

NAZIV PROIZVOPAC
3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5 difeniltetrazolij

Sigma-Aldrich, SAD
bromid (MTT)
Akrilamid (C3HsNO) Sigma-Aldrich, Njemacka
Amidocrno (engl. amidoblack) Kemika, Hrvatska
Amonijev persulfat, APS (NH4)2S,05) Serva, Njemacka
Dimetilsulfoksid, DMSO Gram Mol, Hrvatska

DMEM (engl. Dulbecco's Modified Eagle's
Sigma-Aldrich, SAD
medium)

EMEM (engl. Eagle's Minimum Essential

Sigma-Aldrich, SAD
Medium)

Etanol Gram Mol, Hrvatska

Govedi serumski albumin, BSA (engl.
Carl Roth, Njemacka
Bovine Serum Albumin)

MitoTracker boja Thermo Fisher Scientific, SAD

N,N,N,N-tetrametiletilenediamin, TEMED

Sigma-Aldrich, SAD
(CsHi16N2)
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Natrij-dodecil sulfat, SDS (NaCi2H25SO04) Sigma-Aldrich, SAD
Nemasno mlijeko u prahu Cell Signaling Technology, SAD

PageRuler Prestained Protein Ladder, o
o Thermo Scientific, SAD
proteinski marker za SDS elektroforezu

Pierce ECL Western Blotting Substrate,

kemiluminiscentni reagens za Westernsku Thermo Fisher Scientific, SAD

analizu

Propidij jodid, PI (C27H34I2N4) Thermo Fisher Scientific, SAD
Pufer PBS Sigma-Aldrich, Njemacka
RNaza A Sigma-Aldrich, Njemacka

Serum fetusa goveda, FBS (engl. Fetal
Sigma-Aldrich, SAD
Bovine Serum)

Tripsin Sigma-Aldrich, SAD
Tris (C4H11NO3) Sigma, Njemacka
Tween-20® (CseH114026) Sigma-Aldrich, SAD

3.1.3. Spojevi

Tablica 2. Oznake 1 strukturne formule derivata indola koriStentih u radu

OZNAKA SPOJA STRUKTURNA FORMULA

G)Br

/
FB404 %////C
HN—7



FB411

FB414

FB417

Navedeni spojevi su novo sintetizirani derivati indola na bazi vinil piridina te su
kemijski okarakterizirani u Laboratoriju za biomolekularne interakcije i spektroskopiju

Instituta Ruder Boskovié.

3.1.4. Uredaji i laboratorijski pribor
Tablica 3. KoriSteni uredaji
NAZIV PROIZVODAC

Centrifuga Heraeus Functionale Labofuge

Thermo Fischer Scientific, SAD
400
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Inkubator HeraCell 150 Thermo Fisher Scientific, SAD
Izvor napona PowerPac Basic Bio-Rad, SAD
Konfokalni laserski pretrazni mikroskop Leica Microsystems, Njemacka

Proto¢ni citometar Guava Muse Cell . .
Luminex Corporation, SAD

Analyzer

Spektrofotometar Stat Fax - 2100 Awareness Technology Inc., SAD
Svjetlosni mikroskop Zeiss, Njemacka

Termoblok Thermomixer compact Eppendorf, Njemacka

Uredaj Uvitec Alliance Q9 mini St John's Innovation Centre, U.K.

Uredaj za razbijanje stanica ultrazvukom
Cole Palmer, SAD
Ultrasonic Processor

VrtloZzna mjesalica EV 102 Tehtnica, Slovenija

Tablica 4. Laboratorijski pribor 1 pomagala koriSteni u radu
NAZIV PROIZVOPAC

Aparatura za izlijevanje gela i za vertikalnu
elektroforezu proteina Mini-PROTEAN® Bio-Rad, SAD
Tetra Cell Systems

Kadica za elektroforezu i transfer proteina Bio-Rad, SAD
Hamilton igla Hamilton, Svicarska
Ibidi u-Dish s 4 komorice promjera 35 mm  Ibidi, Njemacka
Mikroepruvete Eppendorf, Njemacka

Mikropipete Eppendorf, Njemacka
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Nastavci za mikropipete s filtrom i bez filtra
Nitrocelulozna membrana s porama 0,45 pm

Petrijeve zdjelice za uzgoj kulture stanica

promjera 10 cm
Plasti¢ne epruvete (15150 mL)

Ploc¢ice za uzgoj adheretnih stanica sa 6

bunaric¢a

Plo¢ice za uzgoj adheretnih stanica s 96

bunaric¢a

Strugac za stanice

3.1.5. Antitijela

Tablica 5. Koristena antitijela

Eppendorf, Njemacka

Sigma-Aldrich, Njemacka

Falcon Becton Dickinson, SAD

Falcon Becton Dickinson, SAD

Falcon Becton Dickinson, SAD

Falcon Becton Dickinson, SAD

TPP Techno Plastic Products AG,

Specifi¢nost Razrjedenje Proizvodac Kataloski broj

cosp 8 1:1000 %ee(l:imology,sé%hng A

cosp 3 1:1000 %eeclzimology,sé%hng 9320
e MRD a0 R saD 6

pal 1:500 ISB?(I)IIZChnology, S(KI‘;Z s¢-397

pRb 1:1000 el logySignaling 554136
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anti-zecje IgG- Thermo Fisher

HRP 1:5000 Scientific Pierce 21446
Sekundarna
antitijela Dy
anti-miSje 1gG- 1:10 000 Sa}nta Cruz c-516102
HRP Biotechnology

3.2. Metode

3.2.1. Kultura stanica

Stanice A549 sam uzgajala u hranjivom mediju DMEM (engl. Dulbecco's modified
Eagle's medium) s dodatkom 10%-tnog FSB-a (engl. fetal bovine serume). Stanice WI-38
uzgajala sam u hranjivom mediju EMEM (engl. Eagle's minimum essential medium) takoder s
dodatkom 10%-tnog FSB-a. Kako bih odrzala njihov rast i prezivljavanje, obje stani¢ne linije
drzala sam u Petrijevim zdjelicama za uzgoj stanica u inkubatoru pri temperaturi od 37 °C i uz
5%-tni CO> u smjesi zraka. Rasadivanje stanica radila sam dva do tri puta tjedno ovisno o
postignutoj konfluentnosti stanica i to na na¢in da bih uklonila hranjivi mediji, isprala bih
stanice puferom PBS te dodala 1 mL tripsina zagrijanog na 37 °C. Uz pomo¢ svjetlosnog
mikroskopa pratila sam odvajanje stanica od podloge te njihovo medusobno odvajanje nakon
¢ega sam zaustavila djelovanje tripsina dodatkom cetiri puta vece koli€ine odgovarajuceg
hranjivog medija. Dio suspenzije stanica bih koristila za daljnje eksperimente, a dio bih vratila

u inkubator uz dodatak svjezeg medija.

3.2.2. Odredivanje prezivljenja stanica

Citotoksi¢nost novo sintetiziranih derivata indola odredila sam pomo¢u MTT testa.
Glavna komponenta ovog testa je 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid
odnosno MTT reagens koji se reducira u netopive, ljubicaste kristale formazana (Slika 4). Ova
reakcija redukcije moguca je iskljucivo u metabolic¢ki aktivnim stanicama te je posredovana
djelovanjem enzima sukcinat dehidrogenaze. Intenzitet ljubicastog obojenja proporcionalan je

prezivljenju stanica.
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Slika 4. Reakcija redukcije 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromida (MTT) u formazan

(preuzeto iz Riss i sur., 2013)

Stanice sam nasadila na plo¢ice za uzgoj stanica s 96 bunari¢a (5x10° stanica/100 pL
odgovaraju¢eg medija po bunari¢u) te sam ih preko noci ostavila u inkubatoru. Idu¢i dan
pripremila sam otopine spojeva razli¢itih koncentracija kojima sam tretirala stanice. Za potrebe
jednog eksperimenta pripremila sam otopine koncentracija od 0,1, 1, 1 10 pM te sam tretmane
provodila u kvadriplikatima. Kako bih preciznije uocila razlike u ucinku ovih spojeva na
prezivljavanje razliCitih tipova stanica, primijenila sam i finiju gradaciju koncentracija (0,25,
0,51 0,75 uM). Nakon 72 sata inkubacije na 37 °C 1 uz 5%-tni CO, uklonila sam medij iz
bunarica te sam u svaki dodala po 40 uL MTT otopine i ponovno sam inkubirala 3 sata. Za to
vrijeme enzim sukcinat dehidrogenaza reducira MTT u kristale formazana koje sam otopila
dodavajuci 170 uL DMSO-a po bunari¢u. Kako bih pospjesila otapanje formazana, ploCice sam
stavila na treslicu 15 minuta. Za odredivanje intenziteta obojenja, mjerila sam apsorbanciju na

spektorofotometru sa Citacem za mikrotitarske plo€ice pri valnoj duljini od 600 nm.

3.2.3. Provjera stani¢nog ciklusa

Kako bih odredila stani¢ni ciklus, stanice sam nasadila na ploc¢ice za uzgoj stanica sa 6
bunari¢a (2x10° stanica/2 mL odgovaraju¢eg medija) te sam ih inkubirala preko no¢i. Idué¢i dan
stanice sam tretirala pripremljenim otopinama spojeva koncentracije 1 pM. Kao kontrolne
skupine koristila sam stanice tretirane s DMSO 1 stanice tretirane s H»O: koji uzrokuje

oStecenje stanica i1 zaustavljanje stanicnog ciklusa. Nakon 24 sata inkubacije sa ispitivanim
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spojevima, uklonila sam medij sa stanica, isprala sam ih puferom PBS te ih tripsinizirala s 300
uL tripsina. Stanice sam zatim sakupila u mikroepruvetama od 5 mL te sam ih centrifugiranjem
tijekom 5 min na 1200 okretaja po minuti sakupila u talog. Uklonila sam supernatant te sam
talog resuspendirala u PBS-u i ponovno centrifugirala 5 min na 1200 okretaja po minuti. Nakon
§to sam ponovno uklonila supernatant, dodavala sam kap po kap 1 mL ledeno hladnog 96%-
tnog etanola uz lagano vorteksiranje kako bih fiksirala stanice. Uzorke sam pohranila na -20

°C preko no¢i.

Na dan analize uzoraka, pripremila sam otopine RNaze A (0,1 pg/uL) 1 propidij jodida,
PI (50 pg/mL) u PBS puferu. RNaza A razgraduje RNA ¢ime omogucava bolju vizualizaciju
molekule DNA kada se koristi fluorescentna boja PI koja se veze za DNA. Uzorke sam izvadila
iz zamrzivaca 1 prebacila sve stanice u etanolu u mikroepruvete od 1,5 mL. Zatim sam ih
centrifugiranjem tijekom 5 min na 1200 okretaja po minuti sakupila u talog. Uklonila sam
supernatant, stanice sam isprala PBS-om te ih ponovno centrifugirala u istim uvjetima. Nakon
ponovnog uklanjanja supernatanta, resuspendirala sam stanice u 150-200 uL otopine RNaze A
te sam uzorke inkubirala 15 min na 37 °C. Nakon toga, u svaki sam uzorak dodala jednaki
volumen otopine PI te sam uzorke inkubirala 30 min na ledu tako da budu zasti¢eni od svjetla.

Uzorke sam analizirala proto¢nim citometrom Muse Cell Analyzer.

3.2.4. Provjera lokalizacije ispitivanih spojeva u mitohondrijima

Provjeravala sam lokalizaciju spojeva u mitohondrijima tako da sam stanicama odredila
kolokalizaciju spojeva s bojom MitoTracker koja specificno boji unutrasnju membranu
mitohondrija. Stanice sam nasadila u Ibidi zdjelice sa 4 komorice u koncentraciji 7x10*
stanica/500 pL. odgovarajueg medija. Nakon 24 sata inkubacije, stanice sam tretirala
pripremljenim otopinama spojeva koncentracije 1 pM. Prvo sam uklonila medjiji te sam stanice
isprala PBS-om nakon ¢ega sam stanicama dodala po 500 pL medija sa spojem pa inkubirala
90 min na 37 °C. Nakon zavrSene inkubacije, uklonila sam mediji sa spojem te sam dodala po
500 pL pripremljenog Mitotracker-a (100 nm) u svaku komoricu. Nakon 30 min inkubacije,
uklonila sam Mitotrakcer, stanice sam isprala PBS-om te sam dodala po 500 pL svjezeg medija

u svaku komoricu. Vizualizacija kolokalizacije napravljena je konfokalnim mikroskopom.

19



3.2.5. Analiza ekspresije proteina

Za detekciju i analizu ekspresije proteina koji sudjeluju u prezivljenju stanica i
stanicnom ciklusu koristila sam metode SDS-PAGE (engl. sodium dodecyl sulphate

polyacrylamide gel electrophoresis) 1 westernska metoda otiska.

3.2.5.1. SDS-PAGE

Za pripremu uzorka za ovu metodu nasadila sam stanice na ploc¢ice za uzgoj stanica sa
6 bunari¢a u koncentraciji 5x10° stanica/2 mL odgovarajuéeg medija. Nakon 24 sata inkubacije
napravila sam tretman spojevima koje sam pripremila u koncentraciji 1 pM te sam tretirane
stanice inkubirala preko no¢i na 37 °C. Stani¢ne lizate sakupljala sam metodom vruceg pufera.
Metoda ukljucuje uklanjanje medija s primijenjenim spojem sa stanica te sam ith dva puta
isprala PBS-om kako bih osigurala potpuno uklanjanje zaostalih spojeva. Uklonila sam PBS 1
u svaki sam bunari¢ dodala 90 pL 1xSB (engl. sample buffer) kojeg sam prethodno pripremila
1 zagrijala na termobloku na 96 °C. Pomocu strugalice, stani¢ne lizate sam odvojila od podloge
te ih sakupila u mikroepruvete od 1,5 mL. Lizate sam potom sonicirala tri puta po 5 sekundi te
ih zagrijala 5 min na 96 °C. Prije samog nanoSenja na gelove uzorke sam ohladila kratko na

ledu.

Gelove za elektroforezu pripremila sam prema Tablici 6. Gelove sam pripremala u
Falcon epruvetama. Najprije sam pripremila smjesu za donji gel za razdvajanje, koju sam izlila
u kalup te pricekala da se u potpunosti polimerizira. Nakon toga, na polimerizirani donji gel
nanijela sam smjesu za gornji gel za sabijanje. Nakon pripreme potrebne aparature za
elektroforezu, pripremila sam 1xSDS elektroforetski pufer razrjeduju¢i 80 mL 10x SDS s 720
mL destilirane vode. U pojedine jazice gela dodala sam 20 pL uzorka, dok sam u jednu od
jazica ukljucila 1,5 pL proteinskog biljega radi odredivanja veli¢ine proteina. Elektroforezu
sam zapocela pri naponu od 80 V kako bih omogucila pravilnu migraciju uzoraka kroz gel.
Nakon $to su uzorci dostigli donji dio gela, prebacila sam napon na 100 V kako bih poboljsala
razdvajanje proteina. Na kraju, elektroforeza je zavrSila kada su proteini postigli optimalno

razdvajanje.
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3.2.5.2. Westernska metoda otiska

Nakon zavrSetka SDS-PAGE, radila sam mokri prijenos proteina s gela na
nitroceluloznu membranu. Sustav za prijenos napravila sam po redoslijedu: spuzvica, filter
papri, membrana, gel, filter papir i spuzvica pazeci da je membrana na strani pozitivno nabijene
katode, a gel na strani negativno nabijene anode zbog putovanja proteina. Prijenos sam radila
u kadici za prijenos proteina koju sam do vrha ispunila transfer puferom pri uvjetima jakosti
struje 400 mA tijekom 90 min. Nakon zavrSenog prijenosa, membranu sam isprala u pufer
TBST te sam bojala membranu otopinom amidocrne boje 2 min. Boju sam isprala u otopini za
odbojavanje do pojave jasno vidljivih vrpci na membrani. Membranu sam ponovno isprala u
TBST-u te blokirala u 5%-tnom mlijeku pripravljenog u puferu TBST. Blokiranje je trajalo 1
h, nakon ¢ega sam membrane preko no¢i inkubirala specificnim primarnim antitijelima na 4 °C
(Tablica 5). Idu¢i dan, membrane sam isprala u puferu TBST — jedan put po 15 min 1 tri puta
po 3 min. Nakon toga sam membrane inkubirala odgovaraju¢im sekundarnim antitijelom 2 h
na sobnoj temperaturi. Nakon ponovnog ispiranja membrane vizualizaciju proteina na
membrani napravila sam pomocu ECL kemiluminiscentnog reagensa 1 na uredaju Uvitec

Alliance Q9 mini.

Tablica 6. Priprema gelova za SDS-PAGE

Donji gel (mL) Gornji gel (mL)
Komponente 10% 50,
H>O 2,1 4
30%  smjesa  akrilamid-

0,5 3.3
bisakrilamid
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5 -
1,0 M Tris (pH 6,8) - 0,38
10% SDS 0,03 0,1
10% APS 0,03 0,1
TEMED 0,004 0,004
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4. REZULTATI

4.1. Djelovanje novo sintetiziranih fluorescentnih derivata indola na

preZivljenje stanica adenokarcinoma pluca i fibroblasta pluca ¢ovjeka

Da bi se koristili u medicinske svrhe novo sintetiziranim spojevima potrebno je odrediti
biolosku kompatibilnost. 1z literature je poznato da derivati F16 indola imaju antitumorsko
djelovanje te da mogu utjecati na prezivljenje stanica. Odredivanjem prezivljenja stanica
koristenjem MTT testa u ovom je diplomskom radu ispitana citotoksicnost novo sintetiziranih
fluorescentnih derivata indola: FB404, FB406, FB411, FB414 i FB417. Citotoksi¢nost je
odredena na adherentnim stanicama adenokarcinoma plu¢a A549 i stanicama fibroblasta pluca
covjeka WI-38 (Slika 5). Stanice su tretirane spojevima pripremljenim u razli¢itim
koncentracijama 1 to 10, 1 1 0,1 uM. Kao kontrola korisSten je DMSO u odgovaraju¢im
razrjedenjima. Spoj FB406 nije imao utjecaja na prezivljenje stanica, dok su spojevi FB404,
FB411, FB414 1 FB417 pokazali izrazitu citotoksi¢nost pri koncentracijama od 10 1 1 uM. Isti
trend se pokazao u obje stani¢ne linije. ICso vrijednosti ispitivanih spojeva, odnosno

koncentracija spoja pri kojoj se postize 50% preZivljenja stanica, navedene su u Tablici 7.

Tablica 7. Citotoksi¢nost novo sintetiziranih derivata indola na stanicama A549 1 WI-38

izrazena kao vrijednost ICso

ICso (M)

Spoj A549 WI-38
FB404 0,5 1,3
FB411 0,8 0,9
FB414 0,9 0,9
FB417 0,8 1,1
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Slika 5. Prezivljenje stanica A549 (a) i WI-38 (b) nakon tretmana ispitanim spojevima. Stanice su 24
sata nakon nasadivanja tretirane spojevima FB404, FB406, FB411, FB414 i FB417 u razli¢itim
koncentracijama (10, 1 1 0,1 uM). Nakon 72 sata, prezivljenje stanica je odredeno koriStenjem MTT
testa. Kao kontrolna skupina koristile su se stanice tretirane samo s DMSO u istim koncentracijama kao
i spojevi. Prikazana je jedna replika od dvije bioloske replike u kojima su dobiveni usporedivi rezultati.
Podaci su prikazani u odnosu na kontrolne uzorke, + vrijednost standardne devijacije (SD), izradeni u
kvadriplikatima. Vrijednost p je dobivena koriStenjem Student #-testa (*p < 0,05; *** p < 0,001; ****
p <0,0001).
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Nadalje, kako bi se preciznije procijenila razlika u u¢inku ovih spojeva na prezivljenje
razli¢itih tipova stanica, stani¢ne linije A549 i WI-38 tretirane su spojevima pripremljenim u
finijoj gradaciji koncentracija (0,25, 0,5 10,75 uM) (Slika 6). Rezultati MTT testa pokazuju da
nema znacajne razlike u utjecaju ispitivanih spojeva na prezivljenje izmedu dviju stani¢nih
linija, osim u slucaju stanica tretiranih spojem FB404 pri cemu A594 stanice tretirane ovim

spojem pokazuju manje prezivljenje u usporedbi sa WI-38.
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Slika 6. Usporedba prezivljenja stanica A549 (a) i WI-38 (b) nakon tretmana spojevima FB404, FB406,
FB411, FB414 i FB417 u koncentracijama 0,75, 0,5 1 0,25 pM. Kao kontrolna skupina koristile su se
stanice tretirane samo s DMSO u istoj koncentraciji kao i spojevi. Prikazana je jedna replika od dvije
bioloske replike u kojima su dobiveni usporedivi rezultati. Podatci su prikazani u odnosu na kontrolne
uzorke + vrijednost standardne devijacije, izradeni u kvadriplikatima. Vrijednost p je dobivena

koriStenjem Student #-testa (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p <0,001).
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4.2. Analiza stani¢nog ciklusa nakon tretmana novo sintetiziranim

fluorescentnim derivatima indola

Stres potaknut vanjskim faktorima, uklju¢ujuéu tretman novo sintetiziranim spojevima,
moze uzrokovati promjene u stani¢nom ciklusu. Stoga je, nakon analize citotoksi¢nosti spojeva
FB404, FB406, FB411, FB414 i FB417, proto¢nom citometrijom analiziran stani¢ni ciklus
A549 1 WI-38 stanica tretiranih navedenim spojevima. Spojevi su pripremljeni u koncentraciji
1 uM koja odgovara prosjecnoj ICso vrijednosti dobivenoj iz MTT testa citotoksi¢nosti za sve
spojeve osim FB406 u obje stani¢ne linije (Tablica 7). Sam ciklus stanica analiziran je
mjerenjem fluorescencije PI-a proto¢nom citometrijom. Kao pozitivna kontrola koristene su
stanice tretirane s H,O: koji uzrokuje ostecenje stanica i uzrokuje zastoj u stani¢nom ciklusu.
Dobiveni rezultati pokazuju da FB406 nema utjecaja na stani¢ni ciklus A549 stanica. S druge
strane, tretman A549 stanica spojevima FB404, FB411, FB414 1 FB417 dovodi do zastoja u
GO0/G1 fazi stani¢nog ciklus (Slika 7).
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Slika 7. Analiza stani¢nog ciklusa A549 stanica. (a) Graficki prikaz faza stani¢nog ciklusa dobiven na
proto¢nom citometru. (b) Grafi¢ki prikaz zastupljenosti A549 stanica u pojedinim fazama stani¢énoga
ciklusa nakon tretmana spojevima FB404, FB406, FB411, FB414 i FB417 koncentracije 1 uM. Kao
kontrolne skupine koristile su se stanice tretirane samo s DMSO u istoj koncentraciji kao i spojevi te
stanice tretirane sa 100 uM H,O». Rezultati su prikazani kao jedna replika od dvije bioloske replike u
kojima su dobiveni usporedivi rezultati. Podaci su prikazani u odnosu na kontrolne uzorke, + vrijednost

standardne devijacije, izradeni u duplikatima. Vrijednost p je dobivena koriStenjem Student ¢-testa (*p

<0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001).
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Za razliku od A549 stanica, tretman stanica WI-38 spojevima FB404, FB406, FB411,
FB414 1 FB417 ne dovodi do zastoja u GO/G1 fazi stani¢nog ciklusa te nema utjecaja na

stani¢ni ciklus (Slika 8).
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Slika 8. Analiza stani¢nog ciklusa WI-38 stanica. (a) Graficki prikaz faza stani¢nog ciklusa dobiven na
proto¢nom citometru. (b) Graficki prikaz zastupljenosti WI-38 stanica u pojedinim fazama stanicnoga
ciklusa nakon tretmana spojevima FB404, FB406, FB411, FB414 i FB417 koncentracije 1 uM. Kao
kontrolne skupine koristile su se stanice tretirane samo s DMSO u istoj koncentraciji kao 1 spojevi te
stanice tretirane sa 100 uM H>O,. Rezultati su prikazani kao jedna replika od dvije bioloSke replike u
kojima su dobiveni usporedivi rezultati. Podaci su prikazani u odnosu na kontrolne uzorke, + vrijednost

standardne devijacije, izradeni u duplikatima. Vrijednost p je dobivena koristenjem Student ¢-testa (*p
<0,05; ** p <0,01).

27



4.3. Lokalizacija novo sintetiziranih fluorescentnih derivata indola u

mitohondrijima

Iz literature je poznato da se fluorescentni lipofilni kationi selektivno nakupljaju u
mitohondrijima te je stoga u ovom radu ispitano imaju li spojevi FB404, FB406, FB411, FB414
i FB417 sli¢no ponasanje. U svrhu toga, u stanicama A549 (Slika 9) i WI-38 (Slika 10)
odredena je kolokalizacija navedenih spojeva s bojom Mitotracker koja specificno boji
unutraSnju membranu mitohondrija. Vizualizacija kolokalizacije napravljena je konfokalnom
mikroskopijom. Dobiveni rezultati pokazuju da navedeni spojevi znacajno lokaliziraju u

mitohondrije stanica i to u obje stani¢ne linije, A549 1 WI-38.

MitoTracker spojeno

FB404

FB406

FB411

FB414

FB417

Slika 9. Lokalizacija spojeva FB404, FB404, FB411, FB414 i FB417 u mitohondrijima stanica A549.
Prije same vizualizacije konfokalnom mikroskopijom, stanice su tretirane spojevima (1 uM) tijekom 90
minuta pri 37 °C pa zatim s Mitotracker bojom (100 nM) tijekom 30 min pri 37 °C. Znacajnost

kolokalizacije spojeva i Mitotracker boje je opisana Pearsonovim koeficijentom korelacije (oznaka r).
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Mitotracker spojeno

FB404

FB406

FB411

FB414

FB417

Slika 10. Lokalizacija spojeva FB404, FB404, FB411, FB414 i FB417 u mitohondrijima stanica WI-
38. Prije same vizualizacije konfokalnom mikroskopijom, stanice su tretirane spojevima (1 pM) tijekom
90 minuta pri 37 °C pa zatim s Mitotracker bojom (100 nM) tijekom 30 min pri 37 °C. Znacajnost

kolokalizacije spojeva i Mitotracker boje je opisana Pearsonovim koeficijentom korelacije (oznaka r).

Znacajnost korelacije prikazana je Pearsonovim koeficijentom korelacije (oznaka r).
Vrijednost Pearsonovog koeficijenta korelacije krece se od +1 (savrSena pozitivna korelacija)
do -1 (savrSena negativna korelacija). Raspon Pearsonovog koeficijenta za lokalizaciju
ispitivanih spojeva u mitohondrijima kod A549 stanica je od 0,756 do 0,877, a kod WI-38
stanica od 0,561 do 0,854. Kod obje stani¢ne linije Pearsonov koeficijent ukazuje na pozitivou

1 znacaju korelaciju.
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4.4. Odredivanje mehanizma djelovanja ispitivanih novo sintetiziranih

fluorescentnih derivata indola

Odredivanjem prezivljenja stanica nakon tretmana ispitivanim spojevima u
mikromolarnim koncentracijama, uocili smo da svi ispitivani spojevi pokazuju znacajnu
citotoksi¢nost odnosno da tretman ispitivanim spojevima uzrokuje smanjenje prezivljenja
stanica (Slika 5). Stoga je u nastavku ovog diplomskog rada istrazen moguc¢i mehanizam
djelovanja spojeva FB404, FB406, FB411, FB414 1 FB417. Za detekciju 1 analizu ekspresije
proteina koji sudjeluju u preZivljenju stanica i stanicnom ciklusu, koristila se westernska
metoda otiska. Stanice A549 1 WI-38 tretirane su spojevima FB404, FB406, FB411, FB414 1

FB417 u koncentraciji ICso (1 uM) $to je odgovaralo uvjetima odredivanja stani¢nog ciklusa.

Prvi od analiziranih proteina je pRb koji sudjeluje u regulaciji stani¢nog ciklusa posebice
priprijelazu iz G1 u S fazu. Rezultati analize ukazuju na smanjenju ekspresiju pRb u stanicama
A549 koje je najviSe izrazeno nakon tretmana spojevima FB404 i FB414 (Slika 11, aib). Do
smanjenja ekspresije dolazi i kod WI-38 stanica, pri ¢emu je to najizrazenije nakon tretmana
spojem FB417, dok ostali spojevi pokazuju manje izrazeno smanjenje ekspresije pRb (Slika
11, c1d). S obzirom da su kod obje stani¢ne linije uo¢ene smanjene koli¢ine pRb proteina
nakon tretmana stanica ispitivanim spojevima, moze se pretpostaviti da mehanizam djelovanja
FB404, FB406, FB411, FB414 1 FB417 uklju¢uje pRb posredovanu promjenu stani¢nog

ciklusa.
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Slika 11. Relativna ekspresija proteina pRb u odnosu na f-aktin u stanicama A549 (a) 1 WI-38 (c) nakon
tretmana stanica spojevima FB404, FB406, FB411, FB414 i FB417 u koncentraciji od 1 uM. Nakon
tretmana, stanice su sakupljene metodom vruéeg pufera te proteini razdvojeni metodom SDS-PAGE.
Protein je detektiran westernskom metodom otiska koriste¢i odgovarajuce primarno i sekundirano
antitijelo. Prikazani su i rezultati denzitometrijske analize westernske metode otiska u stanicama A549
(b) 1 WI-38 (d). Prikazani omjer je u odnosu na kontrolnu skupinu odnosno stanice tretirane samo s

DMSO.

Nadalje, analiziran je ciklin-ovisan inhibitor p21 koji regulira stani¢ni ciklus, a ¢esto se
inducira kao odgovor na oSteCenje DNA. Analiza koli¢ine proteina p21 nakon tretmana
spojevima pokazuje da ekspresija p21 raste u svim tretmanima, osobito kod spoja FB404 (Slika
11). U A549 stanicama, tretman svim spojevima, osim FB406, dovodi do povecanja ekspresije
p21, pri ¢emu je povecanje najvece nakon tretmana s FB404 1 FB414 (Slika 12, a i b). Kod WI-
38 najvece povecanje ekspresije p21 je uoceno nakon tretmana spojem FB404 (Slika 12, c i d).
Moguce je zakljuciti da je p21 ukljuen u mehanizam djelovanja spojeva FB404, FB406,
FB411, FB414 1 FB417. Westernskom metodom otiska pokusana je detekcija proteina ciklin D,

no njegova vizualizacija nije bila uspjeSna u obje stani¢ne linije.
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Slika 12. Relativna ekspresija proteina p21 u odnosu na B-aktin u stanicama A549 (a) i WI-38 (¢) nakon
tretmana stanica spojevima FB404, FB406, FB411, FB414 i FB417 u koncentraciji od 1 uM. Nakon
tretmana, stanice su sakupljene metodom vruéeg pufera te proteini razdvojeni metodom SDS-PAGE.
Protein je detektiran westernskom metodom otiska koriste¢i odgovaraju¢e primarno i sekundirano
antitijelo. Prikazani su i rezultati denzitometrijske analize westernske metode otiska u stanicama A549
(b) 1 WI-38 (d). Prikazani omjer je u odnosu na kontrolnu skupinu odnosno stanice tretirane samo s

DMSO.

Analizirani su i proteini koji sudjeluju u stani¢noj smrti, kaspaza-8 (casp8) kao kljucni
pokretac vanjskog puta apoptoze, i kaspaza-9 (casp9) kao kljuéni pokreta¢ unutarnjeg puta
apoptoze. Nakon tretmana spojevima u A549 stanicama uoceno je da dolazi do povecanja
ekspresije casp8, pri ¢emu je to najizrazenije nakon tretmana spojem FB411 (Slika 13, aib).
S druge strane, u WI-38 stanicama ekspresija ovog proteina se ne mijenja ili je neznatno
smanjena (Slika 13, ¢ i d). Protein casp9 u A549 stanicama pokazuje povecanu ekspresiju
nakon tretmana spojem FB414, dok je ekspresija tog proteina neznatno promijenjena nakon

tretmana ostalim spojevima (Slika 14, a i b). Kod WI-38 stanica, dolazi do malog povecanja u
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ekspresiji nakon tretmana spojem FB404 (Slika 14, ¢ 1 d). Osim promjene u ekspresiji proteina
casp8 1 casp9 nisu uocene promjene u veli¢ini proteinskih vrpci odnosno nisu detektirani

pocijepani oblici ovih proteina Sto ukazuje na to da nije doslo do aktivacije apoptoze.
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Slika 13. Relativna ekspresija proteina casp8 u odnosu na B-aktin u stanicama A549 (a) i WI-38 (c)
nakon tretmana stanica spojevima FB404, FB406, FB411, FB414 i FB417 u koncentraciji od 1 pM.
Nakon tretmana, stanice su sakupljene metodom vruéeg pufera te proteini razdvojeni metodom SDS-
PAGE. Protein je detektiran westernskom metodom otiska koriste¢i odgovaraju¢e primarno i
sekundirano antitijelo. Prikazani su i rezultati denzitometrijske analize westernske metode otiska u
stanicama A549 (b) i WI-38 (d). Prikazani omjer je u odnosu na kontrolnu skupinu odnosno stanice

tretirane samo s DMSO.
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Slika 14. Relativna ekspresija proteina casp9 u odnosu na B-aktin u stanicama A549 (a) i WI-38 (c)
nakon tretmana stanica spojevima FB404, FB406, FB411, FB414 i FB417 u koncentraciji od 1 pM.
Nakon tretmana, stanice su sakupljene metodom vruéeg pufera te proteini razdvojeni metodom SDS-
PAGE. Protein je detektiran westernskom metodom otiska koriste¢i odgovarajuc¢e primarno i
sekundirano antitijelo. Prikazani su i rezultati denzitometrijske analize westernske metode otiska u

stanicama A549 (b) i WI-38 (d). Prikazani omjer je u odnosu na kontrolnu skupinu odnosno stanice

tretirane samo s DMSO.
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5. RASPRAVA

Prema podatcima Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization,
WHO), 2022. godine tumori su uzrokovali 9,7 milijuna smrtnih slu¢ajeva, ¢ine¢i ih jednim od
glavnih uzroka smrtnosti na svijetu. Danas postoje razni pristupi lijecenju koji se biraju s
obzirom na prirodu samog tumora, a neki od najces¢ih pristupa ukljucuju kirursko
odstranjivanje, kemoterapiju, radioterapiju te hormonsku terapiju. Posljednjih godina, ciljanje
mitohondrija postalo je jedna od atraktivnih terapijskih pristupa za lijeCenje tumora; poremeca]
njihove funkcije povezan je s razvojem bolesti 1 nastankom tumora (Khan 1 sur., 2022;
Mukherjee 1 sur., 2023). Od velikog su interesa spojevi koji se istovremeno mogu koristiti kao
citotoksi¢ni spojevi 1 spojevi za obiljeZavanje mitohondrija u svrhu terapije i dijagnostike
tumora (engl. theranostic), kao Sto su fluorescentni lipofilni kationi koji se selektivno
nakupljaju u mitohondrijima. Osnovu strukture ovih spojeva ¢ini indolni prsten koji zbog
svojih kemijskih svojstava poboljSava bioloSku dostupnost molekula 1 omogucava razne
farmakoloske u¢inke (Dhiman 1 sur., 2022). Iako se pokazalo da se F16 selektivno nakuplja u
mitohondrijima, isti se pokazao kao neucinkovit u terapiji protiv tumora jer mu je antitumorsko
djelovanje ograniceno. Zbog toga su sintetizirani novi derivati F16 s ciljem povecanja njihovog

citotoksi¢nog djelovanja (Chen i sur., 2019).

Prilikom izrade ovog diplomskog rada ispitivana su bioloSka svojstva pet novo
sintetiziranih fluorescentnih derivata indola na bazi vinil piridina, FB404, FB406, FB411,
FB414 i FB417 (Tablica 2). Navedeni spojevi, kemijski su okarakterizirani u Laboratoriju za
biomolekularne interakcije 1 spektroskopiju Instituta Ruder Boskovi¢. Citotoksi¢nost
navedenih spojeva ispitana je na stanicama A549 1 WI-38, koje su se pokazale kao dobar
eksperimentalni model za probir novih spojeva (Das Mukherjee isur., 2016). Dobiveni rezultati
pokazali su da Cetiri spoja, od ispitanih pet, pokazuju znacajnu citotokicnost s vrijednostima
ICso 0d otprilike 1 uM (Tablica7). [zuzetak je spoj FB406 koji ne utjeCe na prezivljenje stanica
te je isti trend pokazan u obje stani¢ne linije (Slika 5). In vitro istraZivanja pokazuju da razliciti
supstituenti na indolnom prstenu mogu utjecati na citotoksi¢nost lipofilnih kationa, ¢ime se
moZe poboljSati u¢inkovitost spojeva u terapijama i dijagnostici (Kurtoglu i Lampidis, 2009;
Chen i sur., 2019). Pokazalo se da ispitivani spojevi pokazuju sli¢nu citotoksi¢nost i u finijoj
gradaciji koncentracija, osim spoja FB404, koji je pokazao veci utjecaj na prezivljenje stanica

A549 u odnosu na stanice WI-38 (Slika 6).
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Poznato je da se fluorescentni lipofilni kationi nakupljaju u mitohondrijima zbog razlike u
membranskom potencijalu izmedu tumorskih i normalnih stanica (Kurtogul i Lampidis, 2009;
Chen i sur., 2019). U ovom radu ispitano je imaju li novo sintetizirani derivati indola sli¢no
ponasanje. Utvrdena je kolokalizacija spojeva FB404, FB406, FB411, FB414 1 FB417 s bojom
Mitotracker u stanicama A549 (Slika 9) i WI-38 (Slika 10). Konfokalnom mikroskopijom
uoceno je da ispitivani spojevi znacajno lokaliziraju u mitohondrijima obje stani¢ne linije, §to
upucuje na mogucnost njihovog koristenja u dijagnostiCke svrhe. Medutim, nakupljanje
spojeva u normalnim (WI-38) 1 tumorskim (A549), stanicama ukazuje na nedostatak
selektivnog u¢inka. Suprotno tome, literaturni podaci pokazuju da spojevi poput Rh123 imaju
100 puta vecu selektivnost prema tumorskim stanicama nego prema normalnim stanicama
(Chen 1 sur., 2019). Iako u ovom istrazivanju nije uoc¢ena razlika u u¢inku na mitohondrije
izmedu normalnih 1 tumorskih stanica, ovi spojevi mogli bi se koristiti za obiljezavanje
mitohondrija u svrhu otkrivanja njihove disfunkcionalnosti prilikom razvoja bolesti kao §to su,

na primjer, neurodegenerativne bolesti (Wang 1 sur., 2023).

Stani¢ni ciklus 1 stani¢na smrt usko su povezani procesi te imaju znacajnu ulogu u
osjetljivosti tumorskih stanica na kemoterapije (Shah i Schwartz, 2001). Uc¢inak spojeva FB404,
FB411, FB414 1 FB417 na stani¢ni ciklus stanica A549 vidljiv je u porastu broja stanica u
GO0/G1 fazi, §to znac¢i da navedeni spojevi dovode do zastoja stani¢nog ciklusa (Slika 7). S
druge strane, isti spojevi ne dovode do promjena u stanicnom ciklusu stanica WI-38 (Slika 8).
Nadalje, spoj FB406 ne izaziva zastoj u G0/G1 fazi stanicnog ciklusa Sto znac¢i da ovaj spoj
nema utjecaja ni na prezivljenje ni stanicni ciklus stanica A549 i WI-38. Iz dobivenih rezultata
pokazalo se da spojevi FB404, FB411, FB414 i FB417 imaju slian utjecaj na prezivljenje
stanica A549 1 WI-38, no razli¢ito utjecu na stani¢ni ciklus stanica A549 1 WI-38, §to navodi
na zakljucak da postoje razlike u mehanizmima djelovanja ispitivanih spojeva u ove dvije
stani¢ne linije. U svrhu toga, analizirana je ekspresija nekih od proteina koji sudjeluju u
prezivljenju stanica i stani¢nom ciklusu. Dobiveni rezultati westernske metode otiska pokazuju
da nakon tretmana spojevima, obje stani¢ne linije imaju smanjenju ekspresiju proteina pRb
(Slika 11). Moze se pretpostaviti da mehanizam djelovanja FB404, FB406, FB411, FB414 i
FB417 ukljucuje promjenu stani¢nog ciklusa posredovanu proteinom pRb. Protein pRb ima
vaznu ulogu u regulaciji stanicnog ciklusa. On se vezuje i inhibira transkripcijske faktore E2F
koji su vazni za napredak stani¢nog ciklusa odnosno prijelaz iz G1 u S fazu. Na taj nacin se
onemogucavaju transkripcija gena nuznih za napredak stani¢nog ciklusa i proliferacija

(Vermeulen i sur., 2003). Kod tumora, pRb je ¢esto inaktiviran ¢ime transkripcijski faktori E2F
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ostaju aktivni, Sto dovodi do prekomjerne progresije stani¢nog ciklusa (Mandigo i sur., 2022).
S obzirom da sam u ovom radu uocila smanjeno prezivljenje stanica nakon tretmana ispitanim
spojevima, nije bilo ofekivano utvrditi smanjenu ekspresiju proteina pRb. No potrebno je
naglasiti da u ovom radu nisam istrazila status fosforilacije proteina pRb. Jo$ jedan vazan
regulator stanicnog ciklusa je ciklin-ovisan inhibitor p21. Dobiveni rezultati pokazuju da nakon
tretmana spojevima dolazi do povecane ekspresije p21 u stanicama A549 1 WI-38 (Slika 12).
U normalnim stanicama, p21 dovodi do zastoja stani¢nog ciklusa kako bi omogucio popravak
DNA, a njegovu sintezu regulira p53 koji detektira ta oSte¢enja (Abbas i Dutta, 2010). Iz
analize stani¢nog ciklusa stanica WI-38, uoceno je da nema promjene u stanicnome ciklusu
nakon tretmana spojevima FB404, FB406, FB411, FB414 1 FB417, Sto ukazuju na to da p21
nije uklju¢en u mehanizam djelovanja tih spojeva. U tumorskim A549 stanicama uocila sam
povecanu ekspresiju proteina p21 nakon tretmana svim spojevima osim spojem FB406 koji
nema citotoksic¢no djelovanje. S obzirom da tretman spojevima FB404, FB411, FB414 iFB417
uzrokuje zastoj u GO/G1 fazi stani¢nog ciklusa, moZze se pretpostaviti da je razlog tom zastoju

povecana ekspresija proteina p21.

Zna se da prijelaz iz G1 u S fazu stani¢nog ciklusa regulira ciklin D i to vezanjem na
CDK (Vermeulen i sur., 2003). U ovo diplomskom radu pokusala sam detektirati protein ciklin

D, no njegova vizualizacija na zalost nije bila uspjeSna u obje stani¢ne linije.

Poznato je da spojevi na bazi indola, kao $to je F16, mogu uzrokovati apoptozu ili nekrozu
tumorskih stanica (Chen i sur., 2019). Takoder, u literaturi je pokazano da bi u stanicama koje
su zaustavljene u GO/G1 fazi stani¢nog ciklusa gubitak pRb mogao narusiti zaustavljanje i time
pospjesiti apoptozu (Ianari u sur., 2009). Stoga su u ovom radu analizirani i proteini koji imaju
kljuénu ulogu u pokretanju apoptoze. Protein casp8 glavni je pokreta¢ vanjskog apoptotic¢kog
puta ovisnog o ligandima. Rezultati pokazuju da je nakon tretmana spojevima FB404, FB406,
FB411, FB414 1 FB417, ekspresija casp8 povecana u stanicama A549, dok se u stanicama WI-
38 ekspresija casp8 nije mijenjala ili je bila neznatno smanjena (Slika 13). Takoder, nije
detektiran pocijepani oblik ovog proteina. Sli¢no je i s proteinom casp9, koji je vaZan dio
unutraS$njeg apoptotickog puta. Dobiveni rezultati pokazuju da casp9 u stanicama A549 ima
povecanu ekspresiju, dok je u stanicama WI-38 ekspresija casp9 neznatno promijenjena nakon
tretmana ispitanim spojevima (Slika 14). Povecana ekspresija casp8 i casp9 sugerira na to da
su tumorske stanice spremne na signalizaciju apoptoze, ali izostanak pocijepanih oblika ovih

proteina sugerira da ipak nisu aktivni. Iako se casp8 i casp9 nalaze u stanicama tumora, nemaju

37



ulogu u inicijaciji apoptoze, Sto moZe biti posljedica otpornosti tumorskih stanica na signale

apoptoze (Olsson i Zhivotovsky, 2011).

Djelovanje ispitivanih spojeva na stani¢ni ciklus, posebno zaustavljanje u G0/G1 fazi
nakon tretmana, moglo bi biti u¢inkovit pristup za inhibiciju prekomjerne proliferacije stanica
tumora. S obzirom da spojevi FB404 i FB414 pokazuju povecanu toksi¢nost u stanicama
adenokarcinoma plu¢a moze se zamisliti njihova upotreba kao protutumorskih lijekova no prije

toga potrebno je detaljno opisati njihov mehanizam djelovanja.
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6. ZAKLJUCCI

1. Tretman stanica A549 1 WI-38 spojevima FB404, FB411, FB414 i FB417 uzrokuje
smanjenje prezivljenja stanica. Smanjeno prezivljenje stanica nakon tretmana spojevima nije

uzrokovano aktivacijom apoptoze.

2. Spojevi FB404, FB406, FB411, FB414 i FB417 pokazuju znacajnu lokalizaciju u
mitohondrijima stanica A549 1 WI-38.

3. Tretman stanica A549 spojevima FB404, FB411, FB414 1 FB417 uzrokuje zastoj u G0/G1

fazi stani¢nog ciklusa koji je vjerojatno posljedica povecane ekspresije proteina p21.
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