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1. UvVvOD

1.1. Rak prostate

Prostata je zljezdani organ smjesten u zdjelici, neposredno ispod mokra¢nog mjehura, kroz
koji prolazi gornji dio mokraéne cijevi. Morfoloski se moze podijeliti na vanjski dio koji obuhvaca
30 % ukupne veli¢ine prostate, sastavljen od vezivno-misi¢nog tkiva dodatno prekrivenog
vezivhom membranom, tzv. kapsulom, i unutarnji dio. Taj dio ¢ine zlijezde i izvodni kanali¢i koji
sacinjavaju ostalih 70 % prostate, a izgradeni su od epitelnog tkiva te endotelne vaskulature i
imunoloskih stanica. Epitel je visokoorganiziran u sloj sekretornih luminalnih stanica koje Cine
vise od polovice epitela i okruzuju lumen prostate te bazalni sloj kojega sacinjavaju podskupine
stanica: mati¢ne (oko 1 % ), tranzitne amplificirajuce, bazalne i neuroendokrine (oko 1 %) stanice
(Packer i sur., 2016). Volumen prostate nije stalan, ve¢ se povecava tijekom djetinjstva i
adolescencije dok ne dosegne veli¢inu kestena i teZinu od oko 20 grama. Ova veli¢ina zadrZava se
do otprilike 45. godine starosti kada prostata ponovo pocinje rasti pa moze uzrokovati poteskoce u
mokrenju zbog suzavanja lumena mokraéne cijevi (Sortelo i sur., 2015). Kao dio muskog
reproduktivnog sustava prostata ima brojne funkcije poput endokrine — metabolizira testosteron u
Sa-dihidrotestosteron (DHT) koji se veze na androgeni receptor (AR) i pokrece stani¢ni odgovor
te egzokrine funkcije — izlucuje sekret bogat brojnim enzimima, lipidima, metalnim kationima i
aminima koji osigurava optimalne uvjete (pH 6,6) i normalnu funkciju muskih spolnih stanica.
Ovaj sekret dio je sjemene tekucine, dok njen ostatak proizvode sjemene vrecice. Razvoj,
diferencijaciju i rad prostate reguliraju steroidni hormoni androgeni, estrogeni i progesteron te

peptidni hormoni poput prolaktina, inzulina i hormona rasta (Kumar i sur., 1995).

Rak prostate je nakon raka pluc¢a najucestaliji rak u muskaraca s 1,4 milijuna novih
sluc¢ajeva te peti vodec¢i uzrok smrti muskaraca diljem svijeta u 2020. godini. Stopa ucestalosti tri
je puta visa u razvijenim zemljama, od zemalja u razvoju vjerojatno zbog starenja populacije i
razlika u dijagnostickoj praksi. Antigen specifican za prostatu (engl. prostate specific antigen,
PSA) tumorski je marker kojeg izlucuju luminalne stanice, te koji se koristi za otkrivanje i praéenje
lijeCenja raka prostate. Uvodenjem testiranja na PSA kasnih 80-ih godina proslog stojeca naglo je

porasla stopa ucestalosti dijagnosticiranog raka prostate u SAD-u, Kanadi i Australiji. Ta je



ucesatalost kroz nekoliko godina ponovo pala zbog promjena u preporukama za probir
asimptomatskih muskaraca. U drugim je pak zemljama doslo do porasta dijagnosticiranja zbog
poboljsanja zdravstvenih sustava i povecane svjesnosti o potrebi testiranja na PSA. U zemljama
Centralne 1 Isto¢ne Europe, Azije 1 Afrike stopa smrtnosti i dalje raste zbog ogranic¢enog pristupa
PSA testiranju i efektivnom lijecenju (Sung i sur., 2021). NajviSa incidencija raka prostate prisutna
je u muskaraca starijih od 70 godina pa se ovaj tip raka smatra boles¢u starije populacije (Packer i
sur., 2016). Budu¢i da prosjecni zivotni vijek raste, procijenjeno je kako ¢e do 2050. godine

ucestalost dijagnoze raka prostate porasti za ¢ak 2,5 puta (Karan i sur., 2009).

Cimbenici rizika povezani s rakom prostate ogranieni su na dob, povijest malignih bolesti
u obitelji 1 odredene genske mutacije poput gena BRCA1 1 BRCA2 (u raku dojke 1 jajnika) te
nasljednog nepolipoznog kolorektalnog karcinoma (Sung i sur., 2021). Rasna pripadnost takoder
moze pridonijeti povecanom riziku pa tako u SAD-u osobe africkog podrijetla imaju gotovo
dvostruko vecu vjerojatnost pojave raka prostate od bijelaca zbog odredenih polimorfizama jednog
nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism, SNP) koji se jo§ istrazuju

(https://www.wcrf.org/dietandcancer/prostate-cancer/). S druge strane, osobe azijskog podrijetla

pokazuju manju sklonost upali prostate od Europljana koji zive u Americi. Postoje i drugi
¢imbenici za koje se sumnja da mogu pogodovati razvoju raka prostate poput okoliSnih ¢imbenika
1 nacina Zivota Sto ukljucuje puSenje, prekomjerna tjelesna tezina i prehrambene navike poput
povecane konzumacije crvenog mesa. Pretpostavlja se da je nastanak raka u ovom posljednjem
slu¢aju uzrokovana heterociklickim aminima (HCA) sto je pokazano kod Stakora kojima je u
prehranu dodan jedan takav HCA spoj koji je uzrokovao povecanu uéestalost mutacija i uzrokovao
pojavu nekoliko vrsta raka ukljucujuéi rak prostate. Takoder, pokazano je da povecan unos
viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina moZe dovesti do povecanog rizika od slabije diferenciranih
oblika raka prostate. Do toga vjerojatno dolazi jer se linolna kiselina, koja se naj¢e$¢e unosi, u
organizmu metabolizira u arahidonsku kiselinu koja je prekursorska molekula za proupalne agense

te na taj nacin posreduje upali (Sfanos i sur., 2012).

Patogeni organizmi koji inficiraju prostatu mogu takoder uzrokovati upalni odgovor, stoga
koreliraju s povisenom incidencijom raka prostate tijekom kasnije Zivotne dobi. Vecina patogena
je spolno prenosiva ukljucujuéi organizme Chlamydia trachomatis, Mycoplasma genitalium i

Trichomonas vaginalis, a svoj doprinos imaju i virusi poput humanog papiloma virusa (HPV),
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virusa Herpes simplex tip 1 1 2 i Citomegalovirusa (Packer i sur., 2016). Escherichia coli (E. coli)
jedan je od naj¢esce prisutnih mikroorganizama kod pacijenata s bakterijskim prostatitisom, a moze
se naci 1 kod pacijenata s benignom prostati¢cnom hiperplazijom te rakom prostate. To ne ¢udi
budué¢i da razli¢iti sojevi E. coli proizvode brojne ¢imbenike virulencije poput citotoksi¢nog
nekrotizirajuceg faktora 1 (CNF1) koji uzrokuje o$tecenje tkiva i citotoksina kolibaktina koji

inducira dvolanc¢ane lomove DNA §to moze doprinjeti nastanku raka (Sfanos i sur., 2012).

Upalna etiologija raka prostate intenzivno se istrazuje jer je upala prostate najceScéi
poremecaj ovog organa, a upalna stanja odgovorna su za kasniju pojavnost od oko 20% svih tipova
raka u ljudi. Vise dogadaja moze doprinjeti razvoju prostatitisa ukljucujuci ve¢ spomenute direktne
infekcije 1 prehrambene ¢imbenike, hormonalne promjene i urinarni refluks. Naime, u prostati se
uobicajeno nalazi mali broj limfocita T i B, makrofaga i mastocita, a infekcija stimulira dodatno
nakupljanje imunoloskih stanica koje luce citokine, kemokine i faktore rasta. Ukoliko je upala
kroni¢na, osim $to posreduju odgovor domaéina na infekciju, stvaraju povoljnu mikrookoli§nu
podlogu za transformaciju stanica. Tada su u tkivu prostate prisutne povecane razine interleukina
(IL) IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, transformirajuceg faktora rasta beta (TGF-B) te
interferona gama (IFN-y). Neki ¢e od njih znacajno utjecati na ponasanje imunoloskih stanica koje
¢e pogodovati razvoju raka (Karan i sur., 2009). Utvrdeno je da mati¢ne stanice raka prostate (engl.
cancer stem cell, CSC) imaju aktivan specifi¢ni spektar gena koji ukljucuje nuklearni faktor kappa
B (NF- xB), IL-6 i receptor interferona gama (IFNGRI). Signalna je kaskada NF- kB vazna u
ekspresiju mnogih upalnih citokina, faktora rasta i antiapoptotskih proteina, dok IL-6 doprinosi
napredovanju tumora pa se povezuje s loSijom prognozom raka prostate (Packer i sur., 2016).
Takoder, poviSene razine inhibirajuéeg citokina makrofaga 1 (MIC-1) nadene su u slabije
diferenciranom raku prostate jer on utjeCe na abnormalnu proliferaciju stanica raka ¢ime sSmanjuje
njihovu adheziju. Pretpostavlja se zbog toga da MIC-1 ima ulogu u procesu metastaziranja tumora.
Stoga bi se, u kombinaciji s PSA, serumski MIC-1 mogao Koristiti kao dijagnostic¢ki indikator

uznapredovalog stadija raka prostate (Karan i sur., 2009).

Cesto se biopsijom prostate otkriju i prekancerozna stanja koja poveéavaju rizik za kasniju
detekciju raka prostate, poput proliferativne upalne atrofije (engl. proliferative inflammatory

atrophy, PIA) i prostati¢ne intraepitelne neoplazije (engl. prostatic intraepithelial neoplasia, PIN).



Ostecenja tkiva prostate uzrokovana upalnim odgovorom, mogu prije¢i u PIA-u, kao regenerativni
odgovor epitelnih stanica. Ove atrofi¢ne regije imaju povisenu razinu glutation S-transferaze P1
(GSTP1), antioksidacijskog enzima S§to pokazuje kako su epitelne stanice prostate izloZene
pojacanom oksidacijskom stresu. Takoder, u tim regijama poviSena je i1 razina antiapoptotskog
proteina Bcl-2 koji je odgovoran za smanjenu razinu apoptoze, dok je ekspresija nekih tumor
supresorskih gena smanjena. To ide u prilog teorijama da PIA izravno vodi razvoju raka, ili pak
neizravno preko PIN-a (De Marzo i sur., 2003). PIN je slican raku prostate biokemijski, genetski i
fenotipski, ali ne dolazi do proboja bazalne membrane kao kod raka. Prema neizravnoj teoriji
razvoja raka prostate koja ukljucuje stadije PIA i PIN, podrué¢ja PIA-e koja imaju nefunkcionalni
gen GSTP1, ne mogu se u¢inkovito boriti protiv oksidacijskog stresa. U tom slucaju dolazi do
oSteCenja genoma $to vodi razvoju u PIN te naposlijetku u rak prostate. Ovu teoriju potvrduju
saznanja da se u oko 40 % slu¢ajeva podrucja PIA-e preklapaju s PIN-om i da se oba prekancerozna
stanja kao i rak pojavljuju u istoj, perifernoj regiji prostate (De Marzo i sur., 2003; De Marzo i sur.,
1999).

Rak prostate, kao i ostale tipove raka, karakterizira monoklonalno podrijetlo $to potvrduju
I analize metastazirajucih stanica raka prostate iz razlicitih dijelova tijela pacijenata koje imaju
veéinu istih genetskih promjena (Haffner i sur., 2013). Medutim, tumorska Zarista pokazuju
heterogenost stanica koja se ocituje u mnogim morfoloskim i fizioloskim osobinama poput
ekspresije povrSinskih receptora te proliferativnog, angiogenog 1 metastatskog potencijala
(Marusyk i sur., 2010). Postoje dva modela koja opisuju heterogenost novotvorevina: stohasticki
model klonalne evolucije i model mati¢ne stanice raka. Model klonalne evolucije objasnjava kako
transformacija stanice zapocinje mutacijom tumor supresorskog gena ili onkogena te mitozom
takve stanice nastaju klonovi koji dalje $ire tumorogeni potencijal. Daljnjim gomilanjem mutacija
neke stanice stjeCu selektivnu prednost u vidu veceg proliferativnog potencijala te ¢e one
dominirati nad drugim stanicama u tumoru (Packer 1 sur., 2016). Puno klonova stanica raka moze
nastati, povu¢i se i dalje se dijeliti tijekom razvoja bolesti i lije¢enja zbog promjena mikrookoli$nih
uvjeta unutar novotorevine. Stupanj klonalne heterogenosti unutar primarnog tumora i izmedu
primarnog tumora i udaljenih metastaza moZe znacajno varirati u razliitim tipovima tumora.
Takoder, razli¢iti oblici lijeCenja ukljucujuéi terapiju deprivacije androgena mogu posljedi¢no
utjecati na klonalnu evoluciju bolesti. Tako je primjerice inaktivacija tumor supresora PTEN

povezana s rezistencijom na deprivaciju androgena pa se tijekom hormonalne terapije dogada
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selekcija stanica s ovom mutacijom (Haffner i sur., 2013). Model CSC-a govori kako svaka stanica
nije sposobna stvoriti tumor, veé¢ postoji mala subpopulacija stanica odgovorna za inicijaciju i
napredovanje tumora te njegovu sposobnost prezivljenja (recidiva) nakon antitumorske terapije.
Takve stanice, poznate kao CSC mogu se samostalno obnavljati i diferencirati u heterogene
stani¢ne linije koje sacinjavaju tumor. Porijeklo CSC-a mogu biti normalne mati¢ne stanice koje
genetickim 1 epigenetiCkim promjenama poprime tumorogeni fenotip, a mogu nastati 1 iz
diferenciranih stanica koje malignom transformacijom steknu svojstva mati¢nih stanica (Packer 1

sur., 2016).

U procesu karcinogeneze stanica mora mutirati viSe puta, to¢nije, prije se smatralo da broj
mutacija iznosi 7, dok neki drugi modeli govore u prilog puno manjem broju od samo 3 mutacije
u solidnim tumorima. Ove mutacije nazivaju se pokretackima (engl. driver mutations), te donose
stanici proliferativnu prednost pred drugim stanicama (Packer i sur., 2016). Identificirano je oko
140 gena ¢ije mutacije doprinose nastanku raka, a odnose se na regulaciju 12 signalnih puteva koji
doprinose stani¢nom fitnesu poput mehanizama DNA popravka, regulacije stani¢nog ciklusa i
odlaska u apoptozu, kromatinskih modifikacija i regulacije transkripcije. Ostale mutacije koje se
nakupljaju u stanicama i ne osiguravaju joj proliferativnu prednost nazivaju se suputni¢kima (engl.
passenger mutations), te su najcesce neutralne, ali neke od njih mogu donijeti adaptivnu prednost

u odgovoru na odredeni selekcijski pritisak poput lijecenja (Vogelstein i sur., 2013).

androgena u njegovom nastanku. Vecina stanica prostate eksprimira AR, medutim samo luminalne
stanice trebaju androgene hormone da bi prezivjele. Hiperproliferacija luminalnih stanica u PIN-u
i raku ukazuje na vaznost AR-a i androgena u razvitku ovih bolesti. AR je transkripcijski faktor
ovisan o ligandu koji kontrolira ekspresiju specifi¢nih gena. Primarni ligandi AR-a, androgeni
hormoni testosteron i DHT, pokre¢u muski spolni razvoj i diferencijaciju. Sintetizirani testosteron
iz Leydigovih stanica testisa ulazi u stanice prostate gdje uz pomo¢ enzima 5-a-reduktaze prelazi
u metabolit DHT koji potice rast i prezivljenje stanica prostate. DHT se visokim afinitetom veze
za AR 1 mijenja mu konformaciju pa se AR uz pomo¢ adaptorskog proteina importina-o premjesta
u jezgru. U jezgri se veze za specificne elemente DNA (elementi odgovora androgena, ARE) u
promotorskim regijama ciljnih gena poput PSA potic¢uéi transkripciju koja vodi stani¢nim

odgovorima poput rasta i preZivljenja. Promjene gena koji kodira za AR mogu voditi razvoju raka



prostate. To¢nije, od 1029 utvrdenih mutacija u genu AR, njih 159 je onkogeno (Tan i sur., 2015).
Visoka hormonska ovisnost raka prostate iskoriStava se u strategijama lijeCenja pa je tako najcesci
izbor kod lijeCenja androgen-deprivacijska terapija (ADT), odnosno uklanjanje djelovanja
androgena na stanice raka. To se moZe posti¢i obostranom orhidektomijom (odstranjenjem testisa)
kako bi se uklonio testosteron iz testisa ili davanjem lijekova inhibitora signalnog puta AR-a poput
antiandrogena. Iako je u pocetku terapija uspjesna, veéina tumora se vrati nakon dvije do tri godine
zbog razvijanja rezistencije raka na lijeCenje, odnosno pojave androgen-neovisnog oblika raka
prostate (Rushworth i sur., 2020). Takvi pacijenti lijeCe se kemoterapijom ukljucujuéi i antimitotik
docetaksel koji pomaze u prezivljenju pacijenata (Tan i sur., 2015). Stanice adenokarcinoma
prostate mogu transdiferencirati u stanice nalik neuroendokrinima. Takve stanice sudjeluju u
napredovanju raka prostate izlu¢ivanjem brojnih neuropeptida i faktora rasta koji imaju mitogeni
uc¢inak na okolne stanice raka i tako mogu doprinositi androgen-neovisnoj proliferaciji stanica raka

prostate (Yuan i sur., 2007).

Stanice PC-3 koriste se kao model karcinoma prostate neovisan o androgenu. Ova stani¢na
linija ima visok metastatski potencijal u usporedbi s drugim modelima stani¢nih linija raka prostate
(Kamalideghan i sur., 2018). Kultura je uspostavljena 1979. godine iz koStane metastaze
adenokarcinoma prostate 62-godi$njeg muskarca. Ove stanice karakterizira prisutnost abnormalnih
jezgara, jezgrica i mitohondrija te aneuploidni kariotip (Kaighn i sur., 1979). Tai i suradnici (2011)
u svom istrazivanju isticu kako stani¢na linija PC-3 ne predstavlja adenokarcinom prostate, vec¢
viSe nalikuje neuroendokrinom karcinomu malih stanica prostate (engl. small cell neuroendocrine
carcinoma, SCNC), koji je jedan od rijetkih tumora prostate te moZe nastati de novo (samo u oko
1 % pacijenata) te kao recidiviraju¢i tumor pacijenata koji su imali adenokarcinom i primali ADT
(Huang i sur., 2019). Takvi pacijenti Cesto naglo razviju Siroko rasprostranjene metastaze na
neobi¢nim lokacijama poput jetre, bez povisenja PSA u serumu. SCNC prostate je stoga
visokoagresivni tip karcinoma prostate s prosjekom prezivljenja manjim od 12 mjeseci (Grignon,
2004). Jos nije sasvim jasno stani¢no podrijetlo ovog tipa raka (Huang i sur., 2019). Usporedbom
stani¢nih linija PC-3 i LNCaP (engl. lymph node carcinoma of the prostate) pokazano je kako
stanice LNCaP eksprimiraju AR i PSA te se njihov rast moze inhibirati deprivacijom androgena
kao i kod adenokarcinoma prostate. S druge strane, PC-3 ne eksprimiraju AR, ni PSA te je njihova

proliferacija androgen neovisna kao kod SCNC. Takoder, stanice PC-3 pokazuju visoku ekspresiju



neuroendokrinih markera kromogranina A (CgA) i neuron specifi¢ne enolaze (NSE), dok su
LNCaP negativne na ove markere (Tai i sur., 2011). Nadalje, stanice PC-3 eksprimiraju IL-8 te
interleukinski receptor CXCR2. Oni su dio autokrinog signalnog puta I1L-8-CXCR2-p53 u kojemu
IL-8 aktivira CXCR2, a on zatim aktivira p53 koji inhibira proliferaciju stanica. Mutacije p53
dovode do inaktivacije spomenutog puta i hiperproliferacije stanica, a aktivirani CXCR2 dodatno
stimulira rast stanica. Kako je utvrdeno da gotovo svi SCNC prostate imaju mutacije u genu za
p53, pretpostavlja se da je upravo ovaj signalni put odgovoran za njegovu agresivnost. Stanice PC-
3 takoder imaju mutirani gen za p53 i1 pokazuju veliki proliferativni kapacitet, S§to ih ¢ini dobrim

modelom SCNC-a prostate (van Bokhoven i sur., 2003; Chen i sur., 2012).

1.2. Imidazolijevi spojevi

Imidazolijevi spojevi su heterociklicke aromatske strukture, prisutne u sastavnicama
ljudskog organizma poput aminokiseline histidina, vitamina B12, DNA, histamina i biotina, te su
i dio molekule teofilina u ¢aju i kavi koja stimulira centralni ziv€ani sustav. Svima im je zajedni¢ko
prisustvo imidazolijeva petero¢lanog planarnog prstena molekularne formule C3HaN2, topivog u
vodi i drugim polarnim otapalima. Imidazolijev prsten je amfoterican, odnosno ponasa se i kao
kiselina i baza (Verma i sur., 2013). Njegova svojstva proizlaze iz strukture — posjedovanja
sekundarnog i tercijarnog atoma dusika povezanih u konjugirani ciklicki sustav sa 6 n-elektrona.
Imidazolijev prsten prima i otpusta protone i lako stvara slabe interakcije $to doprinosi lakom
vezanju za brojne enzime 1 receptore u bioloSkim sustavima ¢ime se postizu brojne bioloske
aktivnosti (Bernard i sur., 1958). Prvi imidazolijevi derivati otkriveni su ve¢ 1840-ih, dok je sam
spoj imidazol sintetiziran 1858. godine. Od tada pa do danas imidazolijevi spojevi privlace paznju
znanstvene zajednice zbog Sirokog spektra farmakoloskih djelovanja poput antibakterijskih,
antiupalnih, antifungalnih, antituberkularnih, anti-HIV, analgetskih i antitumorskih (Zhang i sur.,
2014). Zbog svega navedenog, imidazolijevi se derivati se intenzivno istrazuju kao potencijalni

lijekovi za brojna patoloska stanja.

Oksimi su spojevi koji sadrze skupinu C=NOH te mogu reaktivirati enzim
acetilkolinestereazu (AChE). Zbog toga se upotrebljavaju kao protuotrovi prilikom trovanja

organofosfornim spojevima (OP). Naime, oksimi nukleofilnom supstitucijom uklanjaju OP



kovalentno vezan unutar katalitickog mjesta AChE. U medicinskoj se praksi kao reaktivatori AChE
koriste oksimi poput 2-PAM i HI-6, no jos uvijek se istrazuju novi strukturni analozi koji bi lakse
prelazili krvno-mozdanu barijeru te imali veci reaktivacijski potencijal ukljucujuéi i imidazolijeve

oksime (Renou i sur., 2013; Katalini¢ i sur., 2016; Zandona 1 sur., 2021).

1.2.1. Imidazolijevi spojevi kao antitumorski agensi

Povoljna svojstva imidazola upotrebljavaju se za razvoj ucinkovitih antitumorskih
terapeutika pa je tako danas na trziStu dostupno nekoliko imidazolijevih derivata koji se koriste u
klinicke svrhe poput dekarbazina, zoledronatne kiseline, azatioprina i nilotiniba (Slika 1) (Zhang i
sur., 2014). Daljnji napori ulazu se u sintezu novih spojeva s poboljSanim svojstvima i raznim

metama djelovanja koje ¢u ukratko objasniti u nastavku.
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Slika 1. Pakiranja i kemijske strukture nekoliko antitumorskih lijekova baziranih na strukturi imidazolu.
Crvenim krugom oznacen je imidazolijev prsten (preuzeto i prilagodeno iz Ali i sur. (2017)).

Hiperprodukcija stanica uslijed poremeéene kontrole stani¢nog rasta i diobe jedna je od
karakteristika transformiranih stanica raka. U tom je procesu osobito vazna uloga mikrotubula,
proteinskih kompleksa koji se sastoje od heterodimera o 1  tubulina. Oni se u prisutnosti GTP-a

organiziraju u dugacka proteinska vlakna, tzv. protofilamente koji daljnjim grupiranjem



sacinjavaju cjevaste mikrotubule. To su dinami¢ne strukture u kojima se konstantno odrzava
ravnoteza izmedu jednog kraja na koji se dodaju proteinski dimeri i koji se produljuje te drugog
kraja koji se skrac¢uje. Ovakva precizna kontrola duljine mikrotubula rezultira vitalnim stani¢nim
funkcijama poput citoskeleta koji odrzava oblik i strukturu stanice, stani¢nog pokretanja i prijenosa
organela unutar stanice te formiranja diobenog vretena koje je neophodno za pravilnu segregaciju
kromosoma tijekom stani¢ne diobe (Jordan i sur., 1998). Postoji vise klinicki odobrenih agenasa
koji stupaju u interakciju s tubulinima i ometaju njihovu polimerizaciju poput vinka alkaloida,
kombretastatina, paklitaksela, docetaksela 1 drugih (Ali i1 sur., 2017). Bioizostericka zamjena
olefinske veze imidazolijevim prstenom u kombretastatinu omoguéava bolju topivost u vodi,
farmakokineti¢ka svojstva i oralnu bioraspolozivost (Zhang i sur., 2014). Analozi ovakvog spoja s
dodatno supstituiranim jodom ili bromom pokazuju inhibitornu aktivnost prema polimerazaciji
tubulina, dok dibromid pokazuje selektivnu inhibiciju prema cervikalnim KB-3-1 i stanicama raka
PC-3 (Biersack i sur., 2011). Sli¢an imidazolijev analog kombrestatina pokazao se kao odli¢ni
inhibitor polimerizacije tubulina te je kao takav zaustavljao stani¢ni ciklus i stvaranje diobenog
vretena §to je induciralo stani¢nu smrt apoptozom u stani¢nim linijama HeLa i Jurkat. U ispitivanju
in vivo, ovaj je spoj pokazao znaajno smanjenje tumorske mase u usporedbi s referentnim
kombrestatinom bez toksi¢nog uc¢inka na misSeve (Romagnoli i sur., 2016). Imidazolijev prsten
supstituiran karbonilnom skupinom i 4-metil-benzenom pokazuje zna¢ajnu antitumorsku aktivnost
inhibiraju¢i polimerizaciju tubulina u stani¢nim linijama melanoma i raka prostate. Medutim, u in
vitro primjeni pokazalo se da N-metilni supstituent na imidazolijevom prstenu nije bio metabolicki
stabilan te je ispitan demetilirani analog koji je pokazao bolji antitumorski potencijal od
referentnog kolhicina na stanicama raka prostate LNCaP, PC-3 i PPC-1 te stanicama melanoma
A375 (Chen i sur., 2011; Chen i sur, 2010).

Topoizomeraze (TOP) su enzimi koji reguliraju superuvijanje lanaca DNA pa sudjeluju u
brojnim procesima stani¢ne regulacije poput replikacije 1 rekombinacije DNA. DNA
topoizomeraze I i Il vazne su mete antitumorskih lijekova. Oko 50 % dostupnih antitumorskih
agenasa djeluje upravo inhibicijom TOP mehanizama. Medutim, kratko vrijeme djelovanja, losa
topivost 1 jaka toksi¢nost onemogucavaju njihovu dugotrajniju upotrebu u lijecenju, stoga se i dalje
istrazuju agensi koji bi se pokazali u¢inkovitijima. Imidazolijev se prsten zbog moguénosti
formiranja vodikovih veza cesto dodaje bioaktivnim strukturama kako bi povecao topivost. To je

svojstvo iskoristeno i kod sinteze novih inhibitora TOP. Prvi ucinkoviti inhibitor TOP I je
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kamptotecin (CPT), biljni alkaloid slabo topiv u vodi Sto limitira njegovu primjenu. Dodatkom
etilne i imidazolijeve skupine njegova se topivost poboljsala (Ali i sur., 2017). Takoder, dodatkom
imidazolijevog prstena na poziciju 20 dobiva se stabilniji derivat CPT-a koji pokazuje veci
antitumorski potencijal kod nekoliko stani¢nih linija, posebice PC-3 (Li i sur., 2009). Indimitecan
je kandidat za klinicku antitumorsku primjenu u lijeenju solidnih tumora koji sadrzi imidazolijev
prsten i pokazuje dobra inhibitorna svojstva jer moze inducirati lomove DNA i cijepati TOP | na

jedinstvenim mjestima u genomu (Holleran i sur., 2010).

Raf kinaze su serin/treonin kinaze, dio signalnog puta kinaze MAP koji regulira brojne
stani¢ne funkcije poput stani¢nog rasta, diferencijacije i apoptoze, te takoder predstavljaju
potencijalnu metu antitumorskih lijekova (Chong i sur., 2003). Primjerice, u lije¢enju raka bubrega
primjenjuje se sorafenib, jedan od Raf inhibitora. Medutim, njegovi imidazolijevi analozi pokazuju
bolju antitumorsku aktivnost i inhibitornu uc¢inkovitost prema c-Raf kinazi u stanicama melanoma
WM3629 (Lee i sur., 2010). Jos je nekoliko sli¢nih spojeva koji sadrzavaju imidazolijeve strukture
pokazalo jednaku ili bolju antiproliferaivhu akivnost od sorafeniba na stanicnim linijjama
karcinoma plu¢a A549, karcinoma kolona DLD-1, akutne mijeloi¢ne leukemije MV4-11 i
stanicama melanoma A375P i WM3629 (Rajitha i sur., 2011; Yu i sur., 2010). Takoder, triciklicki
sustav pirazolnog prstena u kombinaciji s imidazolijevim pokazao je dobru inhibitornu funkciju
prema b-Raf s dobrom citotoksi¢nom aktivnoséu (ICsp = 0,24 pM) u stanicama melanoma

(Niculescu-Duvaz i sur., 2010).

Skupina enzima citokrom P450 (CYP) odgovorna je za kataliticku hidroksilaciju brojnih
lipofilnih spojeva. CYP1, CYP2 i CYP3 i djelomicno CYP4 ukljuCeni su u metaboliziranje
ksenobiotika, dok su CYP11, CYP17, CYP19 i CYP21 ukljuceni u sintezu endogenih molekula
poput steroida, masnih kiselina i prostaglandina. Prekomjerna ekspresija nekih od enzima iz ove
skupine u tumorskim stanicama prepoznata je kao meta antitumorske terapije (McFadyen i sur.,
2004). CYP inhibitori bazirani na azolu, poput fadrozola i letrozola preporucuju se u lije¢enju raka
dojke, medutim mogu izazvati sistemske nuspojave i zato se i dalje istrazuju selektivniji i manje
toksicni inhibitori enzima CYP. Tako je otkriven spoj YM-116 s inhibitornom aktivnoséu CYP
enzima Kkoji nosi imidazolijev prsten. Uz to, sintetizirane su i druge sli¢ne strukture koje pokazuju
ceitri puta bolju antitumorsku uc¢inkovitost od komercijalno koriStenog letrozola na stani¢noj liniji

H29R pri konentraciji od 10 uM (Doiron i sur., 2011). Ova otkri¢a zanimljiva su i u kontekstu
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lijeCenja raka prostate budu¢i da CYP17 inhibitori blokiraju biosintezu androgena. Medutim,
potrebne su daljnje modifikacije vec istrazenih spojeva kako bi se povecala selektivnost i afinitet
prema CYP17 (Zhang i sur., 2014). Istrazuju se i spojevi koji imaju dvostruki u¢inak, tj. djeluju i
kao antagonisti androgenog receptora i inhibitori CYP17. Steroidni imidazoli odli¢ni su kandidati
za buducu klini¢ku primjenu jer djelovanjem na vise meta mogu povecati terapijsku ucinkovitost 1
smanyjiti rizike od interakcija vise lijekova koje se javljaju prilikom kombinirane terapije. Kao
takvi, mogli bi imati nizak rizik od pojave rezistencije na lijek zbog multifunkcionalnog ucinka.
Jedan takav steroidni imidazol pokazao se kao odlican inhibitor rasta stanica raka prostate LNCaP.
Ovaj je spoj smanjio je ekspresiju PSA §to potvrduje dobar antiandrogeni ucinak te je znacajno
smanjio enzimsku aktivnost CYP17, odnosno konverziju progesterona u androstendion,

prekursorsku molekulu testosterona (Hou i sur., 2019).

Spomenuti androgen androstendion transformira se u prostati u testosteron uz pomo¢ 173-
hidroksisteroid dehidrogenaze 5 (17p-HSD5) koja ostaje aktivna u stanicama raka prostate
pacijenata koji primaju ADT. U stani¢nim linijjama raka prostate ovaj enzim pokazuje pojacanu
aktivnost, stoga bi mogao sudjelovati u njihovom rastu i daljnjem razvoju raka. Zato se kao jedna
od terapijskih strategija istazuju inhibitori ovog enzima pa su tako ispitani ucinci viSe
imidazolijevih steroidnih derivata koji su pokazali znacajan inhibitorni uéinak in vitro i in vivo
(Cabeza i sur., 2016).

DNA-vezuju¢i agensi mogu utjecati na ekspresiju razli¢itih gena pa tako i onih koji su
povezani s rastom stanica raka. Imidazolijev prsten zbog dva dusikova atoma lako stvara slabe
interakcije s DNA S§to se koristi kod razvoja antitumorskih lijekova. Kombiniranjem
imidazolijevog prstena sa skupinama koje sadrze heteroatome poput dusika, sumpora i kisika
sintetiziraju se novi uc¢inkoviti antitumorski spojevi koji stupaju u interakcije s DNA (Zhang i sur.,
2014). Neki od takvih spojeva poput tiadiazolnog derivata mogu pocijepati DNA stanica HT-29,
ali ne inhibiraju znacajno sintezu DNA u stani¢nim linijama HT-29 i MCF-7 (Ozkay i sur., 2010).
Pirol-imidazolijevi poliamidi su skupina malih molekula koji se vezuju na mali utor odredenih
sekvenci DNA pa onemogucavaju vezanje transkripcijskih faktora. Na taj nacin reguliraju gensku
ekspresiju Sto im daje veliki potencijal za klinicku upotrebu (Chenoweth i sur., 2009). Pirol-
imidazolijev poliamid ARE-1 pokazao se uc¢inkovitim na stanicama LREX', modelu raka prostate

rezistentnom na antiandrogeni lijek enzalutamid (Kurmis i sur., 2017). Naime, enzalutamid je AR
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antagonist koji se koristi u standardnoj terapiji metastatskog raka prostate rezistentnog na
kastraciju. Medutim, Cesta pojava rezistencije na ovaj lijek ograni¢ava njegovu klini¢ku primjenu.
Zato se istrazuju spojevi koji osim AR-a utjecu i na druge molekularne mete (Watson i sur., 2015).
ARE-1 tako, uz AR, mijenja ekspresiju jo§ jednog hormonskog receptora, glukokortikoidnog (GR).
GR se veze na sekvence sli¢ne kao i AR, te je prekomjerna ekspresija ovog receptora jedan od
mehanizama rezistencije na enzalutamid. Pokazano je da se dugotrajnim izlaganjem stanica LREX'
ARE-1 smanjuje transkripcijska aktivnost AR i GR, dok su ispitivanja in vivo na mi§jim modelima
pokazala smanjenje rasta raka prostate uz minimalnu toksi¢nost (Kurmis i sur., 2017). Nadalje,
pirol-imidazolijevi poliamidi mogu narusiti elongacijsku fazu transkripcije uklanjaju¢éi RNA
polimerazu Il s DNA i degradiraju¢i njenu podjedinicu RPB1 §to je pokazano i na stanicama
LNCaP. U ispitivanju sintetiziranog poliamida in vivo nakon tri tretmana, misji modeli pokazuju
smanjenje rasta raka prostate, §to je poprac¢eno smanjenjem tezine i pove¢anom razinom mokrac¢ne
kiseline. Ovo stanje moze ukazivati na sindrom tumorske lize uzrokovanog ubrzanim raspadanjem

stanica raka nakon izlaganja poliamidu (Yang i sur., 2013).

Angiogeneza je proces u kojemu stanice raka poticu stvaranje vlastite krvozilne mreze kako
bi se opskrbile hranjivim tvarima i kisikom, te se potencijalno prosirile po organizmu. Vaskularni
endotelni faktor rasta (VEGF) vazna je signalna molekula koju proizvode stanice raka kako bi
stimulirale angiogenezu. U klinickoj je upotrebi inhibitor angiogeneze bevacizumab koji se veze
za VEGF 1 tako mu onemoguc¢ava djelovanje, medutim terapija je skupa i popracena rizicima od
nuspojava. Stoga se dalje proucavaju male molekule kao potencijalni antiangiogeni agensi.
Nekoliko imidazolijevih spojeva istraZivano je u tu svrhu te su derivati levamizola pokazali dobru
antiangiogenu aktivnost in vitro, pogotovo N-metillevamizol i bromolevamizol (Hansen i sur.,
2012).

Transformirajuci faktor rasta beta (TGF-B) citokin je koji sudjeluje u napredovanju,
angiogenezi i invazivnosti tumora. Interakcija TGF-B s TGF-B tip I receptorskom kinazom (ALKS)
¢ini ovu kinazu pozeljnom metom antitumorskih lijekova. Otkriveno je viSe selektivnih inhibitora
ALKS koji stupaju u interakcije s njegovim adenozin trifosfat (ATP)-veznim mjestom (Ling i sur.,
2011). ALKS inhibitori bazirani na imidazolijevoj strukturi pokazuju veliku u¢inkovitost (Dewang
i sur., 2010).
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Kinaza fokalne adhezije (engl. focal adhesion kinase, FAK) je znacajni medijator brojnih
bolesti ukljucujuci rak. Ona utjeCe na razvoj i metastaziranje raka regulacijom migracije i invazije
stanica. Takoder, ekspresija kinaze FAK u endotelnim stanicama nuzZna je za stvaranje i stabilnost
novog krvozilnog sustava te njena prekomjerna ekspresija poti¢e angiogenezu. Zbog navedenih
svojstava dobra je meta antitumorskih lijekova. Imidazo[1,2-a][1,3,5]triazini i njihovi derivati
pokazali su antitumorsku aktivnost u Cetiri ispitane stani¢ne linije ukljuéujuci i stanice PC-3 (Dao
i sur., 2015).

p53 je tumor supresor ¢ija inaktivacija dovodi do poremecaja kontrole stani¢nog ciklusa i
razvoja raka. Uzrok inaktivacije mogu biti mutacije u genu p53 ili prekomjerna ekspresija MDM2
i MDMX proteina koji negativno reguliraju p53. Ako je u pitanju drugi sluéaj, molekule koje
naru$avaju interakcije izmedu p53 i MDM2/MDMX mogu na taj naéin reaktivirati p53 (Popowicz
I sur., 2010). U takve molekule spadaju Nutlin-3a i RG7112, imidazolidinski derivati koji su u
ranim Klinickim fazama ispitivanja, medutim i dalje se istrazuju spojevi s poboljSanim svojstvima.
Trisupstituirani imidazolijevi spojevi u stani¢nim linijjama osteosarkoma 1 raka debelog crijeva
uzrokovali su disocijaciju p53-MDM2 kompleksa te posljedicno izazvali nakupljanje p53 i
proapoptotskog proteina p21 te zaustavili stani¢ni ciklus §to potvrduje aktivaciju signalnog puta
p53 (Twarda-Clapa i sur., 2017).

Poznata su i druga djelovanja imidazolijevih spojeva poput inhibicije kinaza nazvanih
checkpoint (CHK), hem oksigenaza (HO-1 i HO-2), farnezil-transferaze, receptora epidermalnog
faktora rasta (EGFR), histonske deacetilaze (HDACL1), te antagonista gonadotropin oslobadajuéeg
hormona (GnRH) (Ali i sur., 2017; Zhang i sur., 2014). Opisana dosadasnja istrazivanja ukazuju
na znacajan potencijal imidazolijevih spojeva u borbi protiv raka. Na Slici 2 vidljive su smjernice

za sintezu i ispitivanje imidazolijevih spojeva.
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Kako poboljsati terapijske ucinke spojeva?

Toksi¢nost za

ﬁ Selektivnost domadina

ﬁ Topivost
Pojava
ﬁ Stabilnost l J

rezistencije
Terapijska

Sirina

Kako to ostvariti?

* Sinteza spojeva dobivenih molekularnim
modeliranjem

* IstraZivanja sinergizma razli¢itih
kombinacija lijekova

* Istrazivanja djelovanja na vise meta
odjednom

* Istrazivanja in vitro i in vivo

Rezultat

*  Ucinkoviti imidalizolijevi lijekovi

* Minimalne nuspojave
* Bez pojave rezistencije

Slika 2. Prikaz smjernica za razvoj novih imidazolijevih spojeva kao potencijalnih antitumorskih lijekova
(preuzeto i prilagodeno iz Ali i sur. (2017)).

1.3. Stani¢na smrt

Smrt stanica neophodna je za normalno funkcioniranje Zivog organizma, za kontrolu
veli¢ine i oblika tkiva kroz razne razvojne stadije, odnosno o¢uvanje ravnoteze izmedu stanica koje
se dijele i rastu (proliferiraju¢ih) i uklanjanja onih koje su stare i/ili ostecene (Chaabane i sur.,
2013). Tipovi stani¢ne smrti razlikuju se po morfoloskim karakteristikama, aktivnosti odredenih
enzima, oslobadanju stani¢nog sadrZaja i imunoloSkom odgovoru, a koji ¢e se tip smrti pokrenuti

u odredenoj stanici ovisit ¢e o vrsti 1 intenzitetu Stetnih signala, koncentraciji ATP-a, tipu stanice i
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drugim ¢imbenicima (Hotchkiss i sur., 2009). Postoje tri glavna tipa stani¢ne smrti: nekroza,

apoptoza i autofagija.

Nekroza je neregulirani oblik stani¢ne smrti koji obuhvaca ireverzibilne promjene u jezgri
i citoplazmi kao $to su bubrenje stanice, propusnost mitohondrijske i lizosomske membrane,
stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva (engl. reactive oxygen species, ROS), aktivacija proteaza
poput kalpaina i katepsina, oStecenje i pucanje stani¢ne membrane te izlijevanje stani¢nog sadrzaja
u okolinu. Stoga je nekroza najcesce popracena stvaranjem upalnog odgovora aktivacijom stanica
urodene imunosti. Nekroza je najcesce uzrokovana izrazitim stani¢nim stresom kada se naglo i
opsezno iscrpljuju zalihe ATP-a kao kod ishemije, mehanicke traume, temperaturnih ekstrema ili
djelovanja toksina (Kroemer i sur., 2009). Medutim, u posljednje vrijeme smatra se kako je nekroza
uredeniji proces nego sto se prvotno mislilo. Tako moze biti pokrenuta aktivacijom odredenih
povrsinskih receptora poput receptora smrti (pr. TNFR1) i receptora sli¢nih Tollu (engl. Toll-like
receptors, TLR), osobito u uvjetima u kojima je apoptoza inhibirana. Bitna karakteristika nekroze
je rano pucanje stani¢éne membrane, dok apoptoti¢ne stanice zadrzavaju cjelovitost i djelomi¢no
metabolicku aktivnost stanicne membrane sve do kasnijih faza procesa. Zanimljivo je kako
povecana koncentracija unutarstani¢nih kalcijevih iona moze inducirati viSe tipova stani¢ne smrti.
Tako ¢e unos kalcijevih iona kroz plazmatsku membranu uzrokovati nekrozu, dok ¢e njihovo

ispustanje iz endoplazmatskog retikuluma inducirati apoptozu (Hotchkiss i sur., 2009).

Apoptoza ili programirana stani¢na smrt strogo je regulirani tip stani¢ne smrti koji ima bitnu
ulogu u odrZavanju tkivne homeostaze uklanjanjem nepotrebnih i oStecenih stanica. Pokrec¢u ju
nedostatak ¢imbenika rasta, oSteCenja DNA, povecanje ROS-a, replikacijski stres i promjene u
mikrotubulima (Galuzzi 1 sur., 2018). Apoptoza je najbrzi oblik stani¢ne smrti, a uzrokuje
smanjenje stani¢nog volumena, kondenzaciju kromatina, fragmentaciju genomske DNA,
degradaciju stani¢nih organela poput Golgijevog aparata i endoplazmatskog retikuluma te njihovo
pakiranje u membranom ovijene strukture - apoptotska tjelesca (Taylor i sur., 2008). Biokemijske
promjene ukljucuju primjerice prenosenje lipida fosfatidil-serina (PS) s unutarnje na vanjsku
povrSinu plazmatske membrane u ranoj fazi apoptoze. Takve promjene prepoznaju receptori na
fagocitiraju¢im stanicama pa se apoptotska tjeleSca 1 stanice vrlo brzo unesu u makrofage 1 uklone,

a da ne izazovu upalni odgovor (Abbas i sur., 2018).
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Apoptoza moze biti potaknuta unutarnjim ili vanjskim putem. Unutarnji put reguliran je uz pomo¢
proapoptotskih i antiapoptotskih proteina iz porodice Bcl-2. Indukcijom proteina koje sluze kao
senzori stani¢nog stresa poput Bim aktiviraju se izvrSni proteini Bax i Bak, ¢ijim se djelovanjem
povecava propusnost mitohondrija. Kao rezultat toga brojne komponente mitohondrija otpustaju u
citosol poput citokroma c koji se zatim veze na Apaf-1 (engl. apoptotic protease activating factor
1) te se formira apoptosom koji aktivira pokretacku kaspazu 9 koja potom kaskadno aktivira izvrsne
kaspaze 3, 6 1 7. Ove ¢e kaspaze dalje cijepati stani¢ne proteine $to ¢e naposljetku rezultirati smréu
stanice apoptozom (Pollack i sur., 2001). Vanjski put apoptoze potaknut je vezanjem faktora smrti
na specifi¢ne transmembranske receptore. Vezanjem vanstani¢nog liganda na receptor dolazi do
oligomerizacije receptora i vezivanja adaptivnih molekula te prokaspaze 8 ili 10 u kompleks
nazvan DISC (engl. death-inducing-signalling- complex). Potom se nizvodno, direktno ili preko

proteina Bid i mitohondrijskog puta, aktiviraju se izvr§ne kaspaze (Ashkenazi, 2008).

Autofagija je regulirana stani¢na smrt koja se javlja kao adaptivni odgovor na stres te na taj
nacin §titi stanicu. Poremecaji u odvijanju autofagije rezultiraju problemima u razvoju i brojnim
patoloskim stanjima ukljucujuci rak, neurodegeneraciju i kardiovaskularne bolesti (Galuzzi i sur.,
2018). Prilikom pokretanja autofagije (primjerice pri nedostatku hranjivih tvari ili infekciji) dolazi
do formiranja fagofora, prekursora autofagosoma izgradenog od dva lipidna dvosloja. Fagofor se
dodavanjem novih lipida produzuje kako bi mogao zaokruziti citosolne organele i proteine koji se
trebaju razgraditi. Naposlijetku tvori autofagosom koji se spaja s endosomom, a potom s
lizosomom stvarajuci autolizosom. Hidroliti¢ki enzimi iz endosoma i lizosoma razgraduju
unutarnji lipidni dvosloj, a zatim 1 njegov sadrzaj. Metaboliti se otpustaju u citoplazmu 1 mogu

sluziti kao izvor energije ili kao gradevni elementi za nove proteine i lipide (Zhou i sur., 2012).

1.4. Ispitivanje citotoksi¢nosti metodama in vitro

Paracelsusov koncept da sve tvari posjeduju toksi¢ni potencijal ovisno o dozi temelj je
toksikologije i farmakologije (Rozman i sur., 2001). Tako je poznato da brojni lijekovi u niskim
koncentracijama imaju povoljne fizioloske u¢inke, dok pri vi§im koncentracijama mogu uzrokovati
staniénu smrt. Stoga je ispitivanje citotoksicnosti nuzno prilikom istrazivanja novih

kemoterapeutika kako bi se utvrdio prag sigurne upotrebe koji ne predstavlja rizik od neZeljenih
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ucinaka na normalne stanice, a postize negativne ucinke na primjerice stanice raka (Niels i sur.,

2009).

Spoj se smatra citotoksi¢énim ako uzrokuje opsezne strukturne i morfoloske stani¢ne
promjene, nepovoljno utjeCe na replikaciju ili smanjuje vijabilnost stanice, odnosno broj zivih
stanica u uzorku (Niels i sur., 2009). Ucinci ovise o vremenu izlozenosti spoju i mehanizmima
citotoksi¢nosti kao i1 Cimbenicima procesuiranja toksina u bioloSkom sustavu: apsorpciji,
distribuciji, metabolizmu i izlu¢ivanju ksenobiotika. Ovi potonji vrsno su specifi¢ni, ovisni o
genskoj podlozi i drugim faktorima, a specifi¢an odgovor na ksenobiotik moze biti lokalan ili
sistemski, reverzibilan ili ireverzibilan, trenutan ili s odgodom. Stoga su razvijeni razliciti testovi
in vitro kojima se odreduje citotoksi¢ni odgovor kao funkcija koncentracije spoja od interesa na

mjestu djelovanja (Timberell, 2000).

Dvodimenzionalne (2D) jednoslojne kulture su prikladni i u¢inkoviti model za testiranje
molekula koje su kandidati za potencijalne kemoterapeutike. Danas se 2D stani¢ni modeli koriste
za predvidanje in vivo odgovora na lijekove te za otkrivanje mnogih meta i signalnih puteva
njihovog djelovanja. Medutim, razvojem tkivnog inZenjeringa razvijaju se i 3D kulture i modeli
ko-kultura koje bolje oponasaju tkivno-specifiénu arhitekturu te interakcije stanica-stanica i
stanica-izvanstani¢ni matriks. Takve kulture ukljucuju viSestani¢ne sferoide, organoide, nosace,
hidrogelove, organe na Cipu i 3D bioprintanje. Ove tehnologije koriste se kako bi oponasale
morfoloSka, funkcionalna 1 mikrookoliSna svojstva ljudskih tkiva 1 organa. Medutim, jo$ postoje
brojni izazovi pred 3D modelima kao Sto su razlikovanje po kompleknosti, veli€¢ini, morfologiji,
3D arhitekturi i protokolima. Djelotvornost i toksi¢nost mnogih molekula lijekova dobivenih 3D
modelima razlikuju se od onih dobivenih 2D kulturama te je upitna njihova sli¢nost s klinickim
podacima. Sve navedeno predstavlja teSkoce u standardizaciji kultura i protokola testova,
fenotipova i podataka za analizu. Stoga se i dalje za probir i otkric¢e novih kemoterapeutika najvise

koriste 2D kulture usprkos svojim ograni¢enjima u oponasanju uvjeta in vivo (Fang i sur., 2017).

Zlatni standard za ispitivanje citotoksi¢nosti in vitro je detekcija promjena integriteta
membrane. Postoje mnoge metode koje za procjenu integriteta staniéne membrane koriste unos ili
isklju¢ivanje boje ili akumulaciju boje u lizosomima (Niels i sur., 2009). To su primjerice metode
zadrzavanja boja neutralnog crvenila, tripan plavog i fluorescentnog propidij jodida. Boju tripan

plavo i fluorescentne boje zdrava stanica izbacuje tako da se selektivno boje samo mrtve stanice s
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oste¢enom membranom. Za razliku od njih, neutralno crvenilo akumulira se u lizosomima zdravih
stanica, dok u stanicama s o$tecenom lizosomskom membranom istjece u citosol i boji ga crveno

pa se ovom metodom kvantificira broj zivih neostecenih stanica (Cho i sur., 2008).

Takoder, narusavanje integriteta membrane omogucéava ispusStanje stani¢nog sadrzaja u
staniéni medij te se ovaj proces iskoriStava za mjerenje aktivnosti odredenih enzima u
vanstani¢nom okoliSu. Takav je primjerice fluorometrijski test laktat dehidrogenaze (LDH)
od kolorimetrijskih, brzi i jednostavni za izvedbu, te su primijenjivi i na adherentne stanice kao i
na stanice koje rastu u suspenziji. U ovakve testove spada i test proteazne aktivnosti (GF-AFC
test). Za razliku od testa LDH (LDH se ispusta iz stanice s oSteCenom stanicnom membranom pa
je pokazatelj nekroze stanice), ovaj test koristi supstrat glicilfenilalanil-aminofluorokumarin (GF-
AFC) koji ulazi u Zive stanice u ¢ijoj citoplazmi aminopeptidaze sa supstrata cijepaju glicin i
fenilalanin stvaraju¢i fluorescentni produkt aminofluorokumarin. U mrtvim se stanicama gubi
proteazna aktivnost pa ova metoda selektivno mjeri signal proporcionalan broju zivih stanica
(Aslanturk, 2018; Niels i sur., 2009).

Neki od naj¢esée koristenih testova za odredivanje citotoksi¢nosti su kolorimetrijski testovi
koji prate aktivnosti mitohondrijske sukcinat dehidrogenaze redukcijom tetrazolijevih soli u
metaboli¢kim aktivnim stanicama. Najpoznatije tetrazolijeve soli koje se koriste su: MTT, XTT,
WST i MTS, a testovi su brzi, jednostavni, ekonomi¢ni, precizni, osjetljivi i visoko reproducibilni
(Aslanturk, 2018). MTT test koristi redukciju 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolijevog
bromida u plave kristalice formazana u metabolicki aktivnim stanicama. Nastale kristalice
potrebno je otopiti dodatkom organskog otapala poput DMSO-a te se spektrofotometrijski mjeri
intenzitet obojenja otopljenog formazana proporcionalan broju zivih stanica. Tetrazolijeve boje
druge generacije su XTT (2,3-bis (2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-fenilamino-karbonil-2H-
tetrazolij), WST-1 (5-(2,4-disulfofenil)-2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrophenil)-2H-tetrazolij) i MTS (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolij) koje se temelje
na istom principu, no njihov je produkt topiv u vodi pa su jednostavniji za izvedbu (Schroterova i
sur., 2009). Vise ¢cimbenika moze utjecati na proces redukcije spomenutih soli poput faze stani¢nog
ciklusa, koncentracije unutarstani¢nih iona i okolisnih uvjeta poput pH i koncentracije D-glukoze

te reduktivna sposobnost unutar citoplazme, na membranama lizosoma i endosoma pa ¢ak i u
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vanstani¢nom okoliSu (Sliwka i sur., 2016). Jednostavan kolorimetrijski ne-enzimski test za brzu
procjenu kolic¢ine zivih adherentnih stanica u uzorku je bojanje stanica bojom kristal-ljubi¢asto
koja se veze na genomsku DNA i proteine stanica (Ristov i sur., 2007). Mrtve stanice gube
sposobnost adherencije 1 stoga ¢e biti izuzete iz populacije stanica tijekom provodenja metode
reducirajuci intenzitet obojenja. Metoda je stoga pozeljna za brzi probir utjecaja odredenih spojeva
na prezivljenje stanica, ali N mjeri promjenu njihove metabolicke aktivnosti pa nije pogodna za

pracenje brzine proliferacije stanica (Aslantlrk, 2018).

Luminometrijski testovi koriste se za brzu i jednostavnu detekciju proliferacije stanica i
citotoksi¢nog ucinka tvari na stanice. Tako se bioluminiscentnim metodama moze kvantificirati
ATP prisutan u svim metaboli¢ki aktivnim stanicama koristec¢i primjerice enzim luciferazu koja u
reakciji ATP-a i luciferina u prisutnosti magnezijevih iona katalizira nastanak luminiscentnog
signala proporcionalnog koncentraciji ATP-a, odnosno broju zivih stanica (Weyermann i sur.,
2005). Naime, oStecene stanice gube sposobnost sinteze ATP-a i njegova razina u stanici naglo
procjenu vijabilnosti stanica jer izostavlja inkubacijski korak pretvorbe supstrata u obojeni produkt
(Niels i sur., 2009). Luminometrijski test stani¢ne vijabilnosti u realnom vremenu, Kkoristi
luciferazu i luciferazni prosupstrat. Prosupstrat se reducira u supstrat samo u zivim stanicama, i
kao takav stupa u interakciju s luciferazom odasilju¢i luminiscentni sighal proporcionalan broju
zivih stanica. Medutim, duljina trajanja signala koja odgovara broju vijabilnih stanica ovisi o
njihovoj metaboli¢koj aktivnosti, stoga je potrebno empirijski odrediti vrijednosti za svaki stani¢ni

tip i koncentraciju stanica (Duellman i sur., 2015).

Pri mjerenju citotoksi¢nog ucinka neke tvari in vitro potrebno je uzeti u obzir na ¢emu se
odredena metoda temelji, odnosno koji su potencijalni mehanizmi djelovanja ispitivanog spoja.
Svaka od metoda ima svoje prednosti i nedostatke, a za pojedini modelni sustav potrebno je
odabrati odgovaraju¢u metodu imajuci u vidu dostupnost materijala i opreme te trajanje, sigurnost,
pouzdanost, u¢inkovitost, zahtjevnost i ekonomsku isplativost postupka. Stoga je poZeljno koristiti
najmanje dvije razli¢ite metode kako bi se povecala pouzdanost dobivenih rezultata (Aslantirk,

2018; Ristov i sur., 2007).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj je ovog diplomskog rada ispitati citotoksi¢ni uéinak Cetiri novosintetizirana hidroksiimino-
metil imidazolijeva bromida na stanice raka prostate PC-3 sa svrhom utvrdivanja njihove

potencijalne primjene u antitumorskoj terapiji.
Specificni ciljevi ovoga diplomskog rada su:

1. Ispitati utjecaj imidazolijevih spojeva na promjenu vijabilnosti stanica PC-3 kolorimetrijskom
MTS metodom

2. Ispitati narusavaju li imidazolijevi spojevi integritet stani¢ne membrane stanica PC-3 te tako
uzrokuju stani¢nu smrt nekrozom pomoc¢u metode bazirane na ispustanju laktat dehidrogenaze iz

stanica

3. Ispitati pokrecu li imidazolijevi spojevi programiranu stani¢nu smrt, odnosno apoptozu stanica
PC-3 i kvantitativno odrediti udio stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te ukupan udio mrtvih stanica

u uzorcima metodom protoc¢ne citometrije
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Kemikalije, materijali i ostalo
3.1.1. Kemikalije, otopine i reagensi

e Dimetil-sulfoksid (99 % (v/v) DMSO, Kemika, Zagreb) — koristila sam za
pripremu otopina oksima.

e Paraformaldehid (PFA) (4 % (v/v), Sigma Aldrich, Njemacka) — koristila sam
kao pozitivnu kontrolu za odredivanje promjene vijabilnosti stanica i aktivacije
procesa regulirane smrti stanice.

e Triton X-100 (Sigma Aldrich, Njemacka) — koristila sam u koncentraciji od 0,18
% kao sredstvo za permeabilizaciju stanicne membrane.

e Otopina boje tripan plavo (Sigma Aldrich, Njemacka) — koristila sam u
koncentraciji od 0,4 % za odredivanje broja zivih i broja mrtvih stanica.

e Fosfatni pufer (PBS, pH 7,4) — pripremila sam kao 10x koncentriranu otopinu,
autoklavirala 1 pohranila u sterilnim uvjetima do koristenja. Prije koristenja

pripremila sam otopinu PBS-a 1x razrjedenjem sterilnom deioniziranom vodom.

Za odredivanje ucinaka ispitivanih spojeva na stanice PC-3 Kkoristila sam komercijalno

dostupne kitove:

e CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay Kit (Promega,
SAD) — koristila sam za odredivanje vijabilnosti stanica.

e CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay Kit (Promega,
SAD) — koristila sam za odredivanje integriteta membrane.

e The Muse® Annexin V & Dead Cell Kit (Luminex Corporation, SAD) —

koristila sam za odredivanje aktivacije procesa regulirane smrti stanice.
3.1.2. Imidazolijevi spojevi

Imidazolijevi spojevi sintetizirani su na Kemijskom odsjeku Prirodoslovno-matemati¢kog

fakulteta SveuciliSta u Zagrebu pod voditeljstvom prof. dr. sc. Ines PrimoZi¢ (opisano u radu
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Katalini¢ i sur., 2016). Piridinijev spoj HI-6 sintetiziran je u Department of Toxicology, Faculty of
Military Health Sciences, University of Defence, Hradec Kralové, Ceska Republika pod vodstom
dr. sc. Kamila Kuce (Musilek i sur., 2009) te je koriSten kao negativna kontrola. Njihove su
kemijske strukture i IUPAC imena prikazani u Tablici 1 i Tablici 2. Otopine spojeva IV i VI
pripremila sam u destiliranoj vodi u koncentraciji 10 mmol dm, dok sam otopine spojeva VIl i X
pripremila u DMSO u koncentraciji 100 mmol dm=. Otopinu spoja HI-6 pripremila sam u
destiliranoj vodi u koncentraciji 200 mmol dm. Otopine su ¢uvane na 4 °C do provedbe pokusa.
Prije upotrebe otopine sam zagrijala do sobne temperature te ih dalje serijski i razrjedivala u
hranjivom mediju za uzgoj stanica. Spojeve sam testirala u rasponu koncentracija 6,25 - 800 pumol

dm’.

Tablica 1. Kemijske strukture i IUPAC imena ispitivanih imidazolijevih oksima.

Oksim Kemijska struktura IUPAC kemijsko ime spoja
Cl
= \/\/ 1-butil-3-(4-klorobenzil)-2-
v NN [(hidroksiimino)metil]-imidazolijev
- I\ bromid

Br N

OH
Cl
\q [\ \/\/ 1-(but-3-en-1-il)-3-(4-klorobenzil)-2-
VI I;ITN [(hidroksiimino)metil]-imidazolijev

_ bromid
Br ITI
OH
Cl Cl
\q —_ Q/ 1,3-bis(4-Klorobenzil)-2-
VII IHTN [(hidroksiimino)metil]-imidazolijev
B \N bromid

OH
Cl CH,
Q" e
X I}ETN [(hidroksiimino)metil]-1-(4-metilbenzil)-
- NS

imidazolijev bromid

Br N

OH
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Tablica 2. Kemijska struktura i IUPAC ime piridinijevog oksima HI-6.

Oksim Kemijska struktura IUPAC kemijsko ime spoja
(0)
H,N 2 = 4-karbamoil-1-[({2-
HI-6 | — I:IVOVI:I ~ [(hidroksiimino)metil]piridinio}metoksi)metil]
piridinijev diklorid

N ’ —
I 2C1
OH

3.1.3. Uredaji koriSteni za pokusna mjerenja

e TC20™ Automated Cell Counter (BioRad, SAD) — koristila sam za odredivanje broja
zivih 1 mrtvih stanica u suspenziji

o Cita¢ mikrotitarskih plo¢ica Infinite M200PRO (Tecan Group Ltd., Svicarska) — na
njemu sam provela spektrofotometrijska i fluorescencijska mjerenja

e Guava® Muse® Cell Analyzer (Luminex Corporation, SAD) — Kkoristila sam za
specificno odredivanje aktivacije programirane stani¢ne smrti. Uredaj je baziran na

proto¢noj citometriji.

3.2. Stani¢na kultura

Stanice raka prostate PC-3 kupljene su u banci certificiranih stani¢nih kultura ECACC
(ECACC 90112714, European Collection of Authenticated Cell Cultures, Engleska) i pohranjene
u spremnik s teku¢im dusikom. Stanice sam uzgajala kao jednoslojnu adherentnu kulturu (Slika 3)
u posudama za uzgoj (T-bocice, Petrijeve zdjelice i ploCice s bunari¢ima) u hranjivom mediju
RPMI (Gibco Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium, Ujedinjeno Kraljevstvo) uz dodatak
7 % fetalnog govedeg seruma (engl. fetal bovine serum, FBS) (Sigma-Aldrich, Njemacka) i 1 %
otopine antibiotika penicilina i streptomicina (Pen-Strep, Sigma-Aldrich, Njemacka) u vlaznoj
atmosferi pri 37 °C i 5 % COz. Sve postupke stani¢nog uzgoja izvodila sam u sterilnim uvjetima u

kabinetu za sterilni rad (laminar) s okomitim protokom zraka. Prilikom rada u stani¢noj kulturi
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koristila sam rukavice prethodno sterilizirane 75 %-tnim etanolom te sam koristila jednokratne

sterilne plasti¢ne pipete, mikropipete, sterilne plasti¢ne nastavke za mikropipete i sterilne epruvete.

Slika 3. Stanice PC-3 uzgajane kao jdnoslojna kultura. Slika je dobivena pod svjetlosnim mikroskopom
pri ukupnom povecanju 100x.

3.2.1. Presadivanje stanica

Stanice sam presadivala kada bi dosegle oko 80 % ispunjenosti prostora posuda za uzgoj
(konfluentnosti), otprilike svaka tri do Cetiri dana. Nakon $to sam pod mikroskopom provjerila
konfluentnost stanica, u laminaru sam sterilnom staklenom pipetom odsisala medij iznad stanica te
ih potom isprala fosfatnim puferom (PBS) (Sigma-Aldrich, SAD) kako bi se uklonili ostaci seruma
koji inhibiraju djelovanje proteaze tripsina. Za odvajanje stanica od podloge, odnosno dobivanje
stani¢ne suspenzije, koristila sam otopinu 0,25 %-tnog tripsina i etilendiamintetraoctene kiseline
(EDTA,; Sigma-Aldrich, Njemacka) koju sam inkubirala na stanicama nekoliko minuta. Tripsin se
primjenjuje zbog proteazne aktivnosti koja omogucuje odvajanje stanica jedne od druge i odvajanje
stanica od podloge na kojoj rastu $to rezultira pojedina¢nim stanicama U suspenziji te se moze
dodatno provjeriti pod invertnim mikroskopom. Zatim sam promijesala stanice u mediju sa
serumom (zagrijanom na 37 °C) i nasadila na mikrotitarske plocice u odgovaraju¢em broju za

provedbu pokusa.
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3.2.2. Brojanje stanica

Odredivanje broja stanica u pokusima vazno je kako bi rezultati bili reproducibilni. Stoga
sam prije svakog pokusa prebrojala stanice kako bih od ukupnog broja stanica izracunala broj
stanica koji je potreban za pokus. Za brojanje stanica koristila sam otopinu boje tripan plavo (Sigma
Aldrich, Njemacka). Boja ne ulazi u zive stanice koje ju aktivno izbacuju putem membranskih
pumpi te Zive stanice 0staju neobojene. Suprotno, mrtve stanice ¢ije su membrane izgubile svoju
cjelovitost nakupljaju boju pa pokazuju tamno plavo obojenje (Ristov i sur., 2007). Diferencijalno
bojanje provela sam prema protokolu proizvodaca automatskog brojaca stanica TC20™. U
mikroepruveti sam pomijesala 20 pL nerazrijedene suspenzije stanica i 20 pL 0,4 % otopine boje
tripan plavo te sam 10 pL smjese otpipetirala u komoricu plocice za brojanje (Cell Counting Slides,
BioRad, SAD) i postavila u brojac stanica. Rezultat brojanja uredaj prikazuje kao ukupan broj
stanica po mL te kao postotak zivih stanica u uzorku. Prema vrijednosti broja stanica po mL,

stani¢nu sam suspenziju dalje razrijedivala za potrebe pokusa i odrzavanje stani¢ne linije.

3.3. Staniéni testovi in vitro

3.3.1. Odredivanje citotoksi¢nosti pracenjem promjene vijabilnosti stanica

MTS test je standardna kolorimetrijska metoda za utvrdivanje broja Zivih stanica. Test se
temelji na redukciji tetrazolijeve soli (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolij) zute boje u formazanski produkt smede boje. Reakcija je potpomognuta
transferom elektrona druge komponente komercijalnog kita, akceptora elektrona fenazin etosulfata
(PES). PES ulazi u stanicu i reducira se stani¢nim dehidrogenazama koje koriste NADH ili
NADPH kao kofaktore, a aktivne su samo u zivim stanicama (Chan i sur., 2013). Transformirani
PES zatim reducira MTS u konac¢ni produkt formazan, topiv u stani¢nom mediju te je nastalo
obojenje kvantificirano mjerenjem apsorbancije na Citacu mikrotitarskih plocica pri 490 nm (Slika
4).
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Slika 4. Kemijske strukture komponenata MTS testa: fenazin etosulfat (PES), MTS i formazan u reakciji u
kojoj PES prenosi elektrone iz NADH u citoplazmi i reducira MTS u topivi formazanski produkt (preuzeto
i prilagodeno iz Riss i sur. (2019)).

Stanice PC-3 nasadila sam na plo¢ice od 96 bunari¢a (BrandTech Scientific, SAD) u
koncentraciji 1x10° stanica/mL i inkubirala preko noéi da se prihvate za podlogu. Iduéi sam dan u
plocici s 96 bunari¢a volumena 2 mL pripremila razrijedenja spojeva u hranjivom mediju za
tretman stanica u triplikatu (Tablica 3). Nakon 24 h od nasadivanja stanica, uklonila sam medij

1znad stanica te ih tretirala otopinom odredenog spoja, 8 serijski razrijedenih koncentracija pocevsi

od 800 pa do 6,25 pmol dm3.

Stanice sam inkubirala s imidazolijevim spojevima pri kontroliranim uvjetima kroz 3 razlicita
vremenska razdoblja: 1 h, 4 h i 24 h. Nakon $to je vrijeme odredene inkubacije proslo, uklonila
sam medij te su stanice isprane puferom PBS kako bi se uklonili ispitivani spojevi. Potom sam
dodala otopinu ¢istog medija bez seruma i reagensa CellTiter 96® AQueous One Solution u omjeru
5:1 te inkubirala na 37 °C 1-3 h, odnosno do razvitka smedeg obojenja. Apsorbanciju sam mjerila
pri 4990 nm na spektrofotometrijskom c¢itacu mikrotitarskih ploCica. Izmjerena apsorbancija
proporcionalna je broju metaboli¢ki aktivnih stanica u bunari¢u. Kao pozitivhu kontrolu koristila

sam 4 % paraformaldehid, a kao negativnu HI-6 u serijskim razrijedenjima 6,25 - 800 umol dm3,
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Postotak inhibicije vijabilnosti stanica PC-3 izracunala sam u odnosu na netretirane
kontrolne stanice, pri ¢emu sam od dobivenih apsorbancija oduzela apsorbanciju slijepe probe

(bunari¢ bez stanica, samo otopina medija i regensa) prema formuli:

apsorbancija tretiranih stanica — apsorbancija slijepe probe

Inhibicija vijabilnosti stanica (%) = 100 — .
nhibicija vijabilnosti stanica (%) apsorbancija netretiranih stanica — apsorbancija slijepe probe

Izracune sam radila u programu Microsoft Excel. Dobivene vrijednosti prikazala sam kao
krivulju ovisnosti postotka nevijabilnih stanica o logaritmu ispitivanog koncentracijskog raspona
spojeva. Krivulju sam radila pomoc¢u programa GraphPad Prism 8.4. te sam odredila vrijednosti
ICso za svaki spoj i svaku vremensku to¢ku. ICsg (engl. inhibitory concentration) jest koncentracija

pri kojoj spoj inhibira rast 50% stanica u uzorku.

3.3.2. Odredivanje integriteta stanicne membrane

NaruSavanje integriteta staniéne membrane imidazolijevim spojevima utvrdila sam
mjerenjem prisutnosti enzima laktat dehidrogenaze (LDH) ispusStenog iz citoplazme u stani¢ni
medij. LDH u stanici katalizira konverziju piruvata u laktat, stoga je detekcija LDH u stanicnom
mediju naznaka ostecenja stani¢éne membrane povezanog s pucanjem stanice prilikom stani¢ne
smrti uzrokovane nekrozom. U komercijalnom kitu koji sam koristila za ovaj test (CytoTox-
ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay) nalaze se sljedeci supstrati u suvisku: piruvat,
NAD" i diaforaza kako bi omoguc¢ili da se reakcija odvije relativno brzo, tijekom 10 minuta

(https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical -

bulletins/101/cytotox-one-homogeneous-membrane-integrity-assay-protocol.pdf?la=en). Naime,

LDH koji je ispusten iz nekroti¢ne stanice, u stanicnom mediju katalizira konverziju laktata u
piruvat i u tom procesu nastaje NADH koji dalje sluzi kao kofaktor za redukciju resazurina u

fluorogeni resorufin u prisutnosti enzima diaforaze (Slika 5) (Riss i sur., 2019). Porast
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fluorescentnog signala odgovara aktivnosti LDH te sam ga detektirala mjerenjem na citacu

mikrotitarskih plocica pri valnoj duljini ekscitacije od 560 nm i emisije od 590 nm.

Nekroti¢na stanica

e
Laktat Piruvat

NAD+ NADH

Resazurin : . @

Slika 5. Shematski prikaz komponenata testa baziranog na ispustanju LDH. LDH koji je ispusten iz
nekroti¢ne stanice u stani¢ni medij katalizira konverziju laktata u piruvat i u tom procesu nastaje NADH.
NADH dalje sluzi kao kofaktor za redukciju resazurina u fluorogeni resorufin u prisutnosti enzima diaforaze
(preuzeto i prilagodeno iz Riss i sur. (2019)).

Dan prije pokusa nasadila sam stanice (1x10° stanica/mL) u bijele mikrotitarske plodice s 96
bunari¢a s prozirnim dnom (BrandTech Scientific, SAD). Nakon 24 sata maknula sam medij iznad
stanica te stanice tretirala otopinama spojeva u staniénom mediju bez FBS-a, u 5 koncentracija:
800 pmol dm= , 400 pmol dm3, 200 pmol dm, 100 pmol dm i 50 pmol dm=. Stanice sam
inkubirala s imidazolijevim spojevima tijekom 3,5 h pri kontroliranim uvjetima (37 °C i 5 % COy)
nakon ¢ega su 30 minuta stajale na sobnoj temperaturi. Kao pozitivnu kontrolu koristila sam Triton
X-100 (Sigma-Aldrich, Njemacka) kona¢ne koncentracije 0,18 % te sam ga dodala u predvidene
bunari¢e 5 minuta prije dodatka reagensa. Potom sam u svaki bunari¢ dodala reagens, protresla
ploc¢icu na tresilici mikrotitarskih ploc¢ica 30 sekundi, inkubirala 10 minuta na sobnoj temperaturi
te izmjerila signal pomocu ¢itata mikrotitarskih plocica. Rezultate sam prikazala kao postotak
ispustenog LDH u odnosu na pozitivnu kontrolu, odnosno maksimalno ispusSten LDH iz stanica

tretiranih Tritonom X-100.
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3.3.3. Odredivanje indukcije apoptoze

Uredajem Guava® Muse® Cell Analyzer baziranim na detekciji signala proto¢nom
citometrijom provela sam kvantitativnu analizu stani¢ne smrti. Pomo¢u komercijalnog kita Muse®
Annexin V & Dead Cell odredila sam udio Zivih stanica, udio stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te
ukupan udio mrtvih stanica u uzorcima stanica tretiranim ispitivanim imidazolijevim spojevima.
Navedeni kit sadrzi reagense Annexin V i 7-aminoaktinomicin D (7-AAD). 7-AAD je fluorescentni
spoj koji se interkalira u dvolancanu DNA s visokim afinitetom za GC bogate regije. Da bi usao u
stanicu, stani¢na membrana mora biti oSteCena, stoga nece ulaziti u intaktne Zive stanice, niti one
ranoapoptoti¢ne, zbog Cega se koristi kao marker za mrtve stanice i pokazatelj je integriteta

staniéne  membrane  (https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A1310#/A1310).

Annexin V je fosfolipid-vezuju¢i protein s visokim afinitetom za fosfatidilserin (PS). PS je
komponenta stanicne membrane koja se u ranoj apoptozi premijesta s unutarnje strane plazmatske
membrane na vanjsku povrSinu gdje moze biti detektirana vezanjem Annexina V (Slika 6) (Muse™

Annexin V & Dead Cell Kit User’s Guide, 2019).

Primjenom ove metode mogu se razlikovati Cetiri populacije stanica u uzorku:
a) Zive stanice: Annexin V-negativne i 7-AAD-negativne

b) rano apoptoti¢ne stanice: Annexin V-pozitivne i 7-AAD-negativne

¢) kasno apoptoti¢ne i mrtve stanice: Annexin V-pozitivne i 7-AAD-pozitivne

d) raspadnute stanice: Annexin V-negativne i 7-AAD-pozitivne

’:) 2 S “ .‘“,,
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Slika 6. Vezanje Annexina V na promijenjenu staniénu membranu apoptoti¢nih stanica. Molekule
fofatidilserina (crveno) premjestaju se na vanjsku povrSinu stani¢ne membrane gdje se za njih veze
fluorescentno obiljezeni Annexin V (zeleno, zuto) (preuzeto i prilagodeno iz Muse™ Annexin V & Dead
Cell Kit User’s Guide, 2019).

Za pokus sam nasadila stanice u koncentraciji 3x10* stanica/mL na prozirne plo¢ice s 12 bunari¢a
(BrandTech Scientific, SAD). Nakon 48 h odsisala sam medij iznad stanica te ih tretirala spojevima

(otopljenim u hranjivom mediju) u koncentraciji koja unutar 4 sata inhibira 20 — 25 % rasta stanica
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(= IC20-25), odnosno u LOAEL (engl. low observed adverse effect level) koncentraciji koju sam
izracunala za svaki spoj iz prethodno provedenog testa citotoksi¢nosti. Odabrane su koncentracije
od 400 pmol dm™ za spojeve IV i VI te 200 umol dm za spojeve VII i X. Stanice su tretirane s
otopinama spojeva 4 sata pri kontroliranim uvjetima (37 °C i 5 % CO.). Potom sam stanice isprala
puferom PBS i tripsinizirala, u svaki bunari¢ dodala kompletan medij sa snizenim udjelom seruma
(RPMI + 2% FBS) kako bi se inaktiviralo djelovanje tripsina te suspenziju stanica prebacila u
mikroepruvete. Prema preporuci proizvodaca, prebacila sam 80 pL stani¢ne suspenzije u novu
mikroepruvetu te joj dodala 100 pL reagensa za detekciju i 20 minuta inkubirala na sobnoj
temperaturi u tami. Pomoc¢u uredaja Guava® Muse® Cell Analyzer detektirala sam promjene na
stanicama prac¢enjem fluorescentnih proba mikrokapilarnom citometrijom. Parametre analize
podesila sam uz pomo¢ negativne (netretirane stanice) i pozitivne (4 % PFA) kontrole, a to su: 1)
prag veli¢ine stanica koje se analiziraju (engl. cell size index treshold, vrijednost i 2) stani¢na
populacija od interesa (engl. population profile). Po jednom mjerenju analizirano je minimalno
4000 stanica. Pokus sam provela tri puta (svaki u duplikatu). Rezultate sam prikazala kao postotak

stanica u pojedinim fazama stani¢ne smrti u odnosu na netretirane stanice.

3.4. Statisticka obrada podataka

Statisticke analize provela sam u programu GraphPad Prism (verzija 8, GraphPad Software,
SAD). Koristila sam jednosmjernu analizu varijance (ANOVA) s visestrukim usporedbama (o =
0,05) radi provjere razlike medu skupinama te Dunettov test za odredivanje integriteta membrane
I za aktivaciju apoptoze. StatistiCku znacajnost prikazala sam na sljedeci nacin: * p< 0,05; ** p<

0,01; *** p< 0,001; **** p < 0,0001. Pokusi su provedeni tri puta (svaki najmanje u duplikatu).
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4. REZULTATI

4.1. Citotoksi¢nost ispitivanih spojeva

U svrhu odredivanja citotoksi¢nog ucinka ispitivanih spojeva na stani¢nu liniju PC-3
mjerena je inhibicija metabolicke aktivnost stanica kolorimetrijskim testom MTS. Stanice su
izloZene spojevima u vremenskim razdobljima od 1 h, 4 h i 24 h u koncentracijskom rasponu 6,25
- 800 pmol dm3koji je izabran kao fizioloski bitan prema koncentracijama spojeva koji su koristeni
U prija$njim in vitro ispitivanjima (Katalini¢ i sur., 2016; Zandona i sur., 2021). Na Slici 7 vidljiva
je redukcija tetrazolijeve soli u formazan, popracena promjenom boje reagensa iz zute u smedu u
zivim stanicama, $to je zatim spektrofotometrijski izmjereno. Dobiveni rezultati prikazani su na
Slikama 8, 9 i 10 (a) kao postotak inhibicije vijabilnosti stanica u ovisnosti o logaritmu
koncentracije ispitivanog spoja nakon 1 h, 4 h ili 24 h. Rezultati za spoj HI-6 (negativna kontrola)
prikazani na Slikama 8, 9 i 10 (b) po istom principu, u ovisnosti o periodu izlozenosti stanica
spojevima. Negativna kontrola koristi se kako bi bili sigurni da je citotoksi¢ni uéinak iskljucivo
posljedica djelovanja ispitivanih spojeva, a ne nekog drugog faktora poput zagadenja kulture,
nedostatka hranjivih tvari u mediju i sl. Dakle, kao negativna kontrola koristi se spoj za koji se

ocekuje da nece imati citotoksi¢ni u¢inak na stanice.

> p— b — —

o

Slika 7. Fotografija reprezentativne ploCice s 96 bunari¢a nakon provedenog testa MTS na stanicama PC-3
nakon izloZzenosti imidazolijevim spojevima tijekom 24 h. Koncentracije ispitivanih spojeva serijski se
smanjuju od najveée (u drugom stupcu (800 pumol dm)) do najnize ((6,25 umol dm=) u devetom stupcu).
Promjena boje reagensa iz zute u smedu vidljiva je kod metabolicki aktivnih stanica (pri niZim
koncentracijama spojeva), dok se boja ne mijenja kod stanica kojima je vijabinost inhibirana (pri viSim
koncentracijama spojeva).
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Slika 8. Inhibicija vijabilnosti stanica PC-3 (%) uslijed koncentracijski-ovisnog tretmana a) imidazolijevim
spojevima (1V, VI, VII, X) b) spojem HI-6 (negativna kontrola). Vrijednosti su prikazane kao srednja
vrijednost eksperimentalno dobivenih vrijednosti (+ standardna devijacija) inhibicije vijabilnosti stanica (7
replika) nakon 1 sata inkubacije u ovisnosti o logaritmu koncentracije spoja
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Slika 9. Inhibicija vijabilnosti stanica PC-3 (%) uslijed koncentracijski-ovisnog tretmana a) imidazolijevim
spojevima (1V, VI, VII, X) b) spojem HI-6 (negativna kontrola). Vrijednosti su prikazane kao srednja
vrijednost eksperimentalno dobivenih vrijednosti (+ standardna devijacija) inhibicije vijabilnosti stanica (5
replika) nakon 4 sata inkubacije u ovisnosti o logaritmu koncentracije spoja.
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Slika 10.Inhibicija vijabilnosti stanica PC-3 (%) uslijed koncentracijski-ovisnog tretmana a) imidazolijevim
spojevima (1V, VI, VII, X) b) spojem HI-6 (negativna kontrola). Vrijednosti su prikazane kao srednja
vrijednost eksperimentalno dobivenih vrijednosti (+ standardna devijacija) inhibicije vijabilnosti stanica (4
replike) nakon 24 sata inkubacije u ovisnosti o logaritmu koncentracije spoja.

Kao pozitivnu kontrolu koristila sam 4 % paraformaldehid koji je u svim pokusima pokazao
citotoksi¢nost > 94 %. DMSO je koristen kao organsko otapalo za spojeve VII i X zbog njihove
slabije topivosti u vodi te je stoga ispitan i njegov citotoksi¢ni u¢inak na stanice PC-3 kako bi se
provjerilo utjece li ve¢ i samo otapalo na vijabilnost stanica. Kona¢ni postotak DMSO-au pokusima

bio je od 0,006 % do 0,8 % te je njegov utjecaj na vijabilnost stanica u tom postotku bio zanemariv.

Vrijednosti I1Cso ispitivanih spojeva, odnosno koncentracije pri kojima se inhibira rast 50 %
stanica, odredene su prac¢enjem vijabilnosti stanica nakon tretmana izlozenosti od 1, 4 i 24 h.
Vrijednosti su ocitane iz krivulja ovisnosti postotka zivih stanica o logaritmu ispitivanih
koncentracija spojeva. Dobiveni rezultati sazeto su prikazani u Tablici 4 za svaki spoj i svako
vremensko razdoblje tretmana. Pojedine ICso vrijednosti zapisane su kao priblizna vrijednost zbog
nemogucénosti postizanja platoa citotoksi¢nog profila krivulje, bez kojeg se ne moZze odrediti to¢na
brojcana vrijednost inhibicije. U tim tretmanima maksimum profila postigao bi se pri znatno ve¢im

koncentracijama od testiranih.
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Tablica 4. 1Cs vrijednosti ispitivanih imidazolijevih spojeva (1V, VI, VII, X) nakon izlozenosti stanica
PC-3 u trajanju od 1, 4 i 24 h. Vrijednosti su izrazene u pimol dm=,

1Cso 1h 4h 24h
v > 800 > 800 263
Vi > 800 > 800 219
VIl 661 309 46
X 589 275 43

Prema dobivenim rezultatima za daljnja testiranja izraCunate su koncentracije spojeva koje
u odredenom razdoblju inkubacije ne¢e uzrokovati smrt stanice, ali ¢e pokrenuti mehanizme
toksi¢nosti. Odabrano je vremensko razdoblje od 4 h i koncentracija svakog spoja koja inhibira
20-25 % rasta stanica (= IC20-25) odnosno tzv. LOAEL koncentracija koja iznosi priblizno 400

umol dm za spojeve 1V i VI, te 200 pumol dm™ za spojeve VIl i X.

4.2. Integritet stanicne membrane nakon izloZenosti ispitivanim spojevima

Integritet stani¢ne membrane stanica PC-3 pracen je neposredno pomocu aktivnosti enzima
laktat dehidrogenaze (LDH) ispuStene iz stanica u medij nakon 4-satne izloZenosti stanica
ispitivanim spojevima. Dobiveni rezultati prikazani su na Slici 11. 1z prikaza se moze uoditi da
spojevi VII i X u koncentracijama od 400 i 800 pmol dm™ uzrokuju statisti¢ki zna¢ajno otpustanje
LDH u medij, odnosno pod njihovim djelovanjem mijenja se integritet stani¢ne membrane.

Nasuprot tome, spojevi [V 1 VI ne utjeCu na integritet membrane.
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Slika 11. Postotak LDH ispustenog u stani¢ni medij nakon 4-satnog tretmana stanica PC-3 imidazolijevim
spojevima (IV, VI, VII, X) u serijskom razrjedenju 800 - 50 umol dm i Tritonom kao pozitivnom
kontrolom (0,18 %, 5 min.). Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost 6 eksperimentalno dobivenih
vrijednosti (+ standardna devijacija) ispustenog LDH u odnosu na Triton, tj. pozitivnu kontrolu. Statisticka
znacajnost u odnosu na kontrolu: **** p < 0,0001. Kontrola — netretirane stanice.

4.3. Indukcija procesa stani¢ne smrti apoptoze ispitivanim spojevima

Indukcija staniéne smrti apoptozom i postotak zastupljenosti stanica u pojedinim fazama
apoptoze odredeni su pomocu fluorescentnih proba Annexin V i 7-AAD kod stanica PC-3 nakon
4-satne izloZenosti ispitivanim spojevima. Slika 12 prikazuje dobivene rezultate kao postotak
stanica u ranoj apoptozi, te ukupan postotak stanica u apoptozi (rana i kasna apoptoza) u odnosu
na kontrolne, netretirane stanice. Navedeni rezultati upucuju kako imidazolijevi oksimi ne
povecéavaju znacajno broj stanica ni u jednoj od faza apoptoze. To je vidljivo i na prikazu profila
stanica iz reprezentativnog pokusa (od ukupno tri), gdje je povecan broj apoptoti¢nih stanica vidljiv

samo u pozitivnoj kontroli nakon tretmana s PFA (Slika 13).
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Slika 12. Postotak stanica PC-3 u ranoj apoptozi (lijevo) i u svim fazama apoptoze (desno). Rezultati su
prikazani kao postotak od kontrole nakon 4-satnog tretmana imidazolijevim spojevima: IV i VI (400 umol
dm?) te VII i X (200 umol dm=). Paraformaldehid (PFA, 4 %) je koristen kao pozitivna kontrola s
vrijednostima 51 % i 811 % za ranu apoptozu, odnosno za ukupnu apoptozu (rezultati nisu prikazani).
Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost 6 eksperimentalno dobivenih vrijednosti (+ standardna
devijacija). Statisticka zna¢ajnost u odnosu na kontrolne stanice: * p< 0,05.
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Slika 13. Reprezentativni profili stanica PC-3 nakon 4-satnog tretmana imidazolijevima spojevima 1V, VI,
VIl i X, PFA (pozititivna kontrola) te koristenja kita Muse® Annexin V & Dead Cell. Crvene tocke
oznacavaju stanice detektirane uredajem. Graficki prikazi sastoje se od 4 kvadranta koji odrazavaju razli¢ita
stani¢na stanja (U postocima): gornji lijevi kvadrant sadrzi mrtve (raspadnute) stanice (pozitivne samo na
marker mrtvih stanica 7-AAD), gornji desni kvadrant sadrzi stanice u kanoj apoptozi (pozitivne na Annexin
V i 7-AAD), donji lijevi kvadrant sadrzi Zive stanice (negativne na oba markera) te donji desni kvadrant
sadrzi stanice u ranoj apoptozi (pozitivne samo na Annexin V). Kontrola — netretirane stanice; PFA —
paraformaldehid.

4.4. Promjena morfologije stanica nakon izlaganja ispitivanim spojevima

Morfoloske promjene stanica PC-3 uocene su pod svjetlosnim mikroskopom tijekom 4-

satnog tretmana imidazolijevim spojevima zbog ispitivanja integriteta stani¢ne membrane.

Najveée promjene uoéene su pri najveéoj koncentraciji (800 pmol dm) te su prikazane na Slici

14. Netretirane (kontrolne) stanice su poligonalne i pojedinacne, dok su tretirane stanice postale

nabubrene, zaokruzene i stvorile nakupine. Uo¢ene morfoloske promjene mogle bi ukazivati na

smrt stanica nekrozom.
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Slika 14. Morfoloske promjene stanica PC-3 nakon tretmana imidazolijevim spojevima. Stanice su uslikane
pod svjetlosnim mikroskopom pri ukupnom povecanju 200x (kontrola, 1V i VI) te 100x (VII i X) nakon 4
h tretmana s imidazolijevim spojevima IV, VI, VII i X u koncentraciji 800 pumol dm. Kontrola —
netretirane stanice.
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5. RASPRAVA

Rak prostate jedan je od najucestalijih vrsta raka u muskaraca. Vise od polovice (80%)
dijagnosticiranih slucajeva raka prostate hormonski je osjetljivo i androgen-ovisno. Medutim,
nakon jedne do tri godine lije¢enja ADT-om vecina postaje androgen-neovisna (Tomek R., 2005).
Neuroendokrina diferencijacija, transdiferencijacija stanica raka prostate u stanice nalik
neuroendokrinima, jedna je od karakteristika raka prostate i moze biti uzrokovana terapeutskim
agensima ukljuuju¢i ADT i docetaksel te radioterapiju (Hu i sur., 2015). Stanice nalik
neuroendokrinima poticu rast okolnih stanica raka §to doprinosi napredovanju bolesti, stoga je
potrebno razvijati lijekove kojima su mete neki od signalnih puteva i produkata ovog tipa stanica
(Komiya i sur., 2009).

Razvoj lijeka je kompleksan proces koji moze trajati i do 15 godina te ukljucuje faze otkrica
potencijalnih kandidata i identifikaciju njihovih meta djelovanja (receptor, enzim, element
regulacije genske ekspresije ili odredeni dogadaj unutarstani¢nih signalnih puteva). Nakon toga
slijede pretklini¢ka faza koja obuhvaca in vitro i in vivo procjene toksi¢nosti, farmakokinetickih i
farmakodinamickih parametara te naposljetku klinicka faza ispitivanja na ljudima i odobrenje
regulatornih tijela (Matthews i sur., 2016). Vise od 90 % agenasa koji krenu u ispitivanje ne uspije
zadovoljiti uvjete regulatornih agencija za koristenje u medicinske svrhe te ih najvise otpadne u
ranim stadijima ispitivanja $to govori o vaznosti kvalitetnog ispitivanja in vitro (Brodniewicz i sur.,
2010). Koristenje stani¢nih kultura pouzdan je nacin za brz probir velikog broja spojeva na veé
uspostavljenim stani¢énim modelima. Vode¢i se nacelom 3R (engl. reduction, replacement,
refinement) nuzno je eliminirati spojeve koji pokazuju nezeljene u¢inke ili nedovoljno izrazene

ucinke prije ispitivanja na zivotinjskim modelima (Jaroch i sur., 2018).

Citotoksi¢nost Cetiriju sintetiziranih imidazolijevih spojeva IV, VI, VII i X ispitana je in
vitro i procijenjena na temelju njihove inhibicije vijabilnosti stanica raka prostate PC-3. Ispitani
imidazolijevi oksimi opéenito su pokazali puno vecu citotoksi¢nost na stanice PC-3 od
piridinijevog oksima HI-6, kao §to je i ocekivano. Naime, spoj HI-6 koristi se kao protuotrov u
medicinskoj praksi te se na ve¢ini stani¢nih linija pokazao netoksi¢nim ili slabo toksi¢nim (Calié¢ i
sur., 2006; Nakab i sur., 2014; Muckova i sur., 2019). Citotoksi¢ni u¢inak imidazolijevih spojeva
ovisan je o vremenu izloZenosti i njihovoj koncentraciji §to se moze uociti iz 1Cso vrijednosti koje

su nakon 4 h bile 3 do 6,7 puta vece od onih zabiljezenih nakon 24 h. Ispitani imidazolijevi oksimi
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strukturno se razlikuju po pobo¢nom ogranku na imidazolijevom prstenu. Oksim 1V s butilnim i
oksim VI s but-3-enilnim pobo¢nim ogrankom nisu uzrokovali znacajnu toksi¢nost u testiranom
koncentracijskom rasponu na stanicama PC-3 nakon 1 h i 4 h, dok su nakon 24 h ICso vrijednosti
iznosile 263 umol dm, odnosno 219 pmol dm. Nasuprot tome, uvodenje aromatskog pobocnog
ogranka u strukturu imidazolijevih oksima kao kod spojeva VI (4-klorbenzilni) i X (metilbenzilni)
povecalo je citotoksi¢ni uéinak na stanicama nakon 24 h s ICsg vrijednostima od 46 pmol dm,
odnosno 43 umol dm=. Vrijednosti su u skladu s dosada$njim istrazivanjima u kojima se pokazalo
da su spojevi s alifatskim supstituentima manje bioloSki aktivni od spojeva s aromatskim
supstituentima (Li i sur., 2020). Ispitani su spojevi neutralni Sto predstavlja prednost pri prelasku
bioloskih barijera i zadrzavanju u tkivima, ali je njihova topivost zbog toga slabija §to treba uzeti

u obzir prilikom sinteze novih derivata.

Ovaj rad prvo je istrazivanje koje se bavi utjecajem novosintetiziranih imidazolijevih
spojeva 1V, VI, VIl i X na stanice raka prostate PC-3, dok su prethodna istrazivanja ukljuc¢ivala
druge stani¢ne linije raka: HepG2 - hepatocitni karcinom, THP1 - monocitnu leukemiju i SH-SY5Y
— neuroblastom (Zandona i sur., 2021; Katalini¢ i sur., 2016). U tim su istrazivanjima spojevi VII
1 X takoder pokazali znacajniji citotoksicni u€inak od IV i VI (Zandona i sur., 2021; Katalini¢ i
sur., 2016). Katalini¢ 1 suradnici testirali su linije HepG2 1 THP1 u rasponu koncentracija do 500
UM tijekom 24 h gdje su THP1 stanice u usporedbi s PC-3 pokazale sli¢nu osjetljivost, s ICso
vrijednostima za VIl i X 66 pmol dm=3 i 67 pmol dm=, dok su HepG2 bile manje osjetljivije.
Zandona i suradnici testirali su citotoksi¢ni u¢inak na stani¢nim linijama HepG2 i SH-SY5Y u
rasponu koncentracija do 800 pumol dm= nakon 1, 4 i 24 h. HepG2 stanice su se pokazale
medutim rezultati na stanicama raka prostate iz ovog diplomskog rada pokazali su jo§ vecu
osjetljivost, odnosno ispitivani spojevi su nakon 24-satnog izlaganja imali najveéi citotoksiéni
u¢inak na stanice PC-3. S druge strane, SH-SYS5Y stanice pokazale su vecu osjetljivost nakon
najkra¢eg perioda izlaganja (1 h) s ICso vrijednostima za spojeve V11 i X od 549 pumol dm i 525
pumol dm, naspram 661 pmol dm i 589 pmol dm™ u stanica PC-3 (Zandona i sur., 2021). Long
i suradnici (2019) istrazivali su u¢inak imidazola na vijabilnost stanica raka debelog crijeva DLD-
1 i HCT-116. Test MTT proveli su pri nizim koncentracijama (0,5 do 36 pmol dm) i duljim
vremenom izlaganja stanica spoju (48 h). Njihovi rezultati pokazali su da je pri najvecoj

koncentraciji imidazola od 36 pmol dm vijabilnost stanica sa 100 % smanjena na 22 %, odnosno
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28 %. Spojevi ispitivani u ovom radu pri bliskoj koncentraciji (50 pmol dm) nakon 24 h
uzrokovali su smanjenje vijabilnost za prosjecno 18.6 % (IV), 15,5 % (VI1), 29,5 % (VI1) i 38,2 %
(X), odnosno postotak vijabilnih stanica bio je 81.4 % (IV), 84,5 % (VI), 70,5 % (VII) i 61,8 %
(X). Moze se zakljuciti da imidazolijevi spojevi testirani u ovom diplomskom radu pokazuju
znacajno manji citotoksicni utjecaj na stanice PC-3, ali treba uzeti u obzir da se u spomenutnom

istrazivanju radi o drugoj vrsti raka, nesupstituiranom imidazolu i 24 h duljem tretmanu.

Jedan od mogucih uzroka utvrdene citotoksi¢ne aktivnosti spojeva je izazivanje stani¢ne
smrti nekrozom. Pracenjem aktivnosti LDH, markera oStecenja staniéne membrane utvrdeno da
spojevi VIl i X, koji su pokazali najveci citotoksi¢ni u¢inak na stanice PC-3 uzrokuju upravo ovaj
tip stani¢ne smrti. Naime, ova dva spoja uzrokovala su znacajno ispustanje LDH u medij u
koncentracijama od 800 pmol dm-3 i 400 pmol dm™ u usporedbi s kontrolom, za razliku od spojeva
IV i VI kod kojih nije primjecen ovaj uéinak u ispitanom koncentracijskom rasponu. Ovi rezultati
odgovaraju i opazenim morfoloskim promjenama stanica nakon izlaganja ispitivanim spojevima.
Naime, stanice su nakon tretmana, u odnosu na kontrolnu skupinu postale zaokruzene (zbog
odvajanja od stani¢nog supstrata) i tvorile su nakupine vise takvih stanica (agregate), dok su
kontrolne stanice poligonalne i pojedinacne. Ove morfoloske promjene izrazenije su kod stanica
tretiranih spojevima VII i X, §to opravdava njihov veéi citotoksi¢ni u¢inak od ostala dva spoja.
Zandona i suradnici (2021) takoder su utvrdili znac¢ajnu aktivnost LDH pri istim koncentracijama

spojeva VII i X u ispitanim tumorskim stanicama HepG2 i SH-SY5Y.

Kako spojevi IV i VI nisu pokazali indukciju stani¢ne smrti nekrozom, Zeljelo se ispitati
hoce li njihov citotoksi¢an uéinak rezultirati drugim oblikom stani¢ne smrti, primjerice apoptozom
(Voloshina i sur., 2020; Long i sur., 2019). Budu¢i da apoptoza regulira nastanak i invazivnost
raka, poZeljno je da terapeutski agens ima sposobnost izazivanja apoptoze u ciljnim stanicama.
Stoga je provedena kvantitativna analiza programirane stani¢ne smrti koja je pokazala da jedino
spoj IV statisticki smanjuje broj stanica u ranoj fazi apoptoze u odnosu na kontrolu. Takav bi
rezultat mogao upucivati na proporcionalno povecanje stanica u kasnoj fazi apoptoze, no kako nije
potkrijepljen ostalim provedenim testovima, nije uzet u daljnja razmatranja u ovom radu. Nadalje,
niti jedan ispitani spoj ne povecava ukupni broj apoptoti¢nih stanica u odnosu na kontrolu nakon
4-satnog tretmana. Ovo je u skladu s istrazivanjima Zandone i suradnika (2021) koji su utvrdili da

imidazolijevi spojevi ne izazivaju apoptozu ni u drugim stani¢nim linijama mjerenjem aktivnosti
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kaspaza 3, 8 i 9 koje nisu pokazale znacajnu aktivnost nakon tretmana spojevima VII i X. Stoga
mozemo zakljuciti da ovo nije tip stani¢ne smrti koju ispitani imidazolijevi spojevi izazvaju.
Moguce je da ispitivani spojevi induciraju stani¢nu smrt putem procesa autofagije, Sto je vec
pokazano u prethodnim istrazivanjima (Zhang i sur., 2017; Chen i sur., 2016; Wang i sur., 2012),
medutim taj uc¢inak nismo ispitali te je u planu buducéih istrazivanja u¢inka imidazolijevih spojeva

na stanicama raka prostate

Dobiveni rezultati ispitanih imidazolijevih oksima znacajni su kao smjernica za buduca
istrazivanja te za sintezu novih, sli¢nih imidazolijevih analoga. Buduci da su pokazali citotoksi¢ni
ucinak koji bi mogao upucivati na indukciju procesa nekroze stanica PC-3, spojevi VII i X imaju
potencijal za nastavak ispitivanja in vitro kojima bi se detaljno ispitali molekularni mehanizmi
njihovog djelovanja. Cinjenica da veéina tumorskih stanica ima poremeéeno odvijanje procesa
apoptoze te da ona predstavlja regulirani oblik stani¢ne smrti koji ne izaziva upalu, ¢ini ju vaznom
metom kod lijecenja raka. Dakle, ispitani spojevi trebali bi biti modificirani kako bi bili pogodni
kandidati za potencijalne antitumorske lijekove i specifi¢no inducirali proces apoptoze samo kod

stanica raka.

Zanimljivo je da se kombinacijom viSe toksi¢nih spojeva, stani¢ni odgovor moze povecati
ili smanjiti. Ako je odgovor ve¢i od onoga koji izaziva svaki spoj zasebno, radi se o sinergistickom
uc¢inku dvaju spojeva, dok manji odgovor smatramo antagonizmom (Timberell, 2000). Zandona i
suradnici (2021) pokazali su da prilikom inkubacije stanica neuroblastoma SH-SY5Y s dvama
imidazolijevim spojevima, to¢nije VII 1 X dolazi do njihovog sinergizma koji rezultira veCom
toksi¢noscu u usporedbi s pojedina¢nim spojevima. Ovaj bi se u¢inak trebao ispitati i na stanicama

PC-3 u daljnjim istrazivanjima.
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6. ZAKLJUCAK

1. Ispitivani hidroksiimino-metil imidazolijevi bromidi pokazuju znacajni citotoksi¢ni u¢inak na

stanice PC-3 u ovisnosti 0 vremenu tretmana i koncentraciji.

2. Imidazolijevi spojevi VII i X s dva aromatska supstituenta, znacajno narusavaju integritet

staniéne membrane kod stanica PC-3 $to ukazuje na indukciju nekroze.

3. Imidazolijevi spojevi IV i VI nisu uzrokovali statisticki znac¢ajno ispuStanje LDH iz stanica niti
povecanje udjela stanica u apoptozi u odnosu na kontrolu sto ukazuje na tre¢i moguéi mehanizam

djelovanja koji treba potvrditi u daljnjim istrazivanjima.

4. Budu¢i da sva Cetiri ispitana imidazolijeva spoja ne izazivaju stani¢nu smrt apoptozom trebali
bi biti modificirani kako bi bili pogodni za daljnja ispitivanja kao potencijalni antitumorski lijekovi

u razvoju novih terapija lije¢enja raka prostate.
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diplomski sveucili$ni studij Eksperimentalne biologije, modul Fiziologija i imunobiologija na

istom fakultetu.

Tijekom studija sudjelovala sam na raznim istrazivacko-edukacijskim projektima
ukljucujuéi projekte Insula Tilagus 2017, Posjetitelji bez ulaznica i Mala skola mamalogije u
sklopu Udruge studenata biologije BIUS te na dvije No¢i biologije. Takoder, bila sam sudionik
Seminara Invazivne vrste u Novom Sadu. Volontirala sam na projektu ConFish te projektu
restauracije i digitalizacije herbarijske zbirke u Hrvatskom herbariju. Obavila sam dvije stru¢ne
laboratorijske prakse na Institutu Ruder Boskovi¢ u Zavodu za molekularnu biologiju i Zavodu
za molekularnu medicinu. Polozila sam tecaj za osposobljavanje osoba koje rade s pokusnim

Zivotinjama, LabAnim A kategorija, tijekom zadnje studijske godine.

SluZzim se engleskim, njemackim 1 talijanskim jezikom. Ljeta 2016. 1 2017. godine radila

sam kao recepcionerka u Lanterna Premium Camping Resortu.

U slobodno vrijeme volim boraviti u prirodi, peci kolace, druziti se s dragim ljudima 1

proS$irivati znanja 1 vjestine.
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