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1. UVOD

Nesteroidni protuupalni lijekovi (NSAID, eng. Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drugs)
skupina su farmaceutika koji imaju analgetsko, protuupalno i antipiretsko djelovanje. Jedna
su od najcesSce rabljenih skupina lijekova kako u humanoj, tako i u veterinarskoj medicini.
NSAID, koji ukljucuju aspirin (acetilsalicilna kiselina), indometacin, piroksikam, sulindak i
ibuprofen, su strukturno razliciti spojevi slicnog djelovanja te se koriste za lijeCenje prvih

znakova i simptoma upala, astme, ateroskleroze, artritisa.

Primjena ovih lijekova zapocinje 1898. godine kada su sintetizirani prvi spojevi.
NSAID-i se medusobno razlikuju po kemijskoj strukturi te mogu biti derivati feniloctene i
propionske kiseline, indoli, fenemati i oksikami. Ovi lijekovi primarno inhibiraju aktivnost
enzima ciklooksigenaze, klju¢nog enzima u biosintetskom putu prostaglandina, signalnih
molekula koje su ukljucene u niz fizioloskih procesa te upalni proces. Upalni odgovor dovodi
do aktiviranja mastocita i leukocita na mjestu ostecenja nakon Cega slijedi otpustanje
radikali ostecuju makromolekule, lipide i DNA Sto za posljedicu ima oslobadanje eikozanoida,
molekula koje pokrecu proliferaciju stanica. Obzirom da NSAID-i inhibiraju nastajanje nekih
eikozanoida brojna eksperimentalna, epidemioloska i klinicka istrazivanja ukazuju na
obecavajuce djelovanje NSAID-a kao antikancerogenih lijekova. Unato¢ brojnim znanstvenim
radovima o mogucoj primjeni NSAID-a kao lijekova protiv karcinoma i nadalje se postavljaju
pitanja o njihovoj sigurnosti, ucinkovitosti, mehanizmima djelovanja i optimalnom nacinu
primjene u tu svrhu, stoga su nuzna daljnja istrazivanja te problematike. Kako bi se mogao
predvidjeti mogudéi ucinak NSAID-a, razina toksicnosti te procijeniti rizik za ljude, zivotinjski i
biljni svijet te okolis, prati se (eko)toksikoloski u¢inak NSAID-a u in vivo i in vitro sustavima.
Primjena kultura stanica odnosno /n vitro toksikoloska ispitivanja imaju niz prednosti nad /in
vivo sustavima te sluZze kako preliminarni testovi toksi¢nosti, zbog kojih je posljedi¢no
potrebno koristiti manji broj pokusnih Zivotinja, Sto je i glavni razlog poticanja primjene in

vitro testova.

Stoga smo u ovom radu zeljeli ispitati djelovanje Cetiri NSAID-a otopljena u razlicitim
otapalima primjenom /n vitro metode i humanih kultura stanica. Ispitivano je inhibitorno
djelovanje ketoprofena, karprofena, fluniksina i 4-metilaminoantipirin monohidrata na
humane stanicne linije HEK293T i HepG2 primjenom kolorimetrijske MTS metode sa ciljem

odredivnja njihovog moguceg antitumorskog djelovania.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Nesteroidni protuupalni lijekovi

Nesteroidni protuupalni lijekovi (NSAID) koriste se za ublazavanje boli te
ograniavanja trajanja i intenziteta upale. Strukturno su to razli¢iti spojevi, ali slicnog
djelovanja s analgetskim, protuupalnim, antipiretskim i antitrombotskim djelovanjem. Njihova
primjena zapocinje 1898. godine, a danas je to jedna od najcesée rabljenih skupina lijekova

u humanoj i u veterinarskoj medicini.

Po kemijskoj strukturi NSAID-i se mogu podijeti na salicilate, derivate propionske
kiseline, aril i heteroariloctene kiseline, antranilate, oksikame, fenilpirazole i aniline. Opéenito
se sastoje od kiselinskog ostatka (karboksilne kiseline, enola) vezanog na planarnu,
aromatsku skupinu. Neki od njih sadrze polarnu veznu skupinu koja planarnu skupinu

pri¢vrs¢uje na dodatnu lipofilnu grupu kako prikazuje slika 1.

O

Slika 1. Osnovna struktura nesteroidnih protuupalnih lijekova (DeRuiter, 2002)

COOH

Iz navedene kemijske strukture proizlaze (bio)kemijska i farmakoloska svojstva
NSAID-a:

e Velina NSAID-a sadrzZi karboksilne kiseline, a sve jake organske kiseline imaju pK u
rasponu od 3 do 5.

e Razlikuju se po lipofilnosti na temelju lipofilnog karatktera arilne skupine i adiranih
lipofilnih ostataka i supstituenata.

e Kisela skupina je glavna vezna skupina za vezanje s proteinima. Svi NSAID-i se u
plazmi vezu na proteine jakim ionskim vezama.

e Put uklanjanja vecine NSAID-a iz organizma je inaktivacija glukorinizacijom nakon

Cega slijedi njihovo izlucivanje pomoc¢u bubrega.



2.1.1. Antitumorska aktivnost nesteroidnih protuutpalnih lijekova

U proteklih 30-tak godina intenzivno se istrazuje moguénost primjene NSAID-a kao
antikancerogenih lijekova te je iznijet niz zanimljivih dokaza o njihovom obecavajuéem
djelovanju (Taketo, 1998; Janne i Mayer, 2000). Podaci iz epidemioloskih studija,
intervencijskih pokusa i istrazivanja na Zivotinjama pokazuju da aspirin i drugi NSAID-i
inhibiraju kolorektalnu karcinogenezu (Giovannucci, 1999). Godine 1980., objavljeno je da
indometacin inhibira tumorski rast u kemijskim induciranim tumorima debelog crijeva
Stakora, a ovi rezultati su replicirani na drugim istrazivanjima na glodavcima. Takoder,
eksperimentalno je pokazano da stimuliraju apoptozu tumorskih stanica i inhibiraju
angiogenezu, dva vazna mehanizma koja pridonose suzbijanju maligne transformacije i rasta

tumora.

Prvo epidemiolosko istrazivanje datira iz 1988. godine, kada je ustanovljeno da se
rizik od razvoja karcinoma debelog crijeva smanjuje upotrebom aspirina. Dokazi o ulozi
NSAID-a u kemopervenciji raka debelog crijeva potkrijepljeni su s dva pokusa koji su testirali
moZze li aspirin biti ucinkovit u sekundarnoj pervenciji, odnosno, moze li smanjiti metakrozne
lezije medu pacijentima s primarnim kolorektalnim adenomima ili kolorektalnim karicnomom.
U tim istrazivanjima mijerila se ucestalost novih incidentnih slucajeva neke bolesti medu 1121
bolesnika s nedavnom povijeS¢u histoloski dokumentiranih adenoma i 635 bolesnika s ranijim
kolorektalnim karcinomom. Medu pacijentima s prethodnim adenomima, aspirin je imao
umijeren zastitini ucinak na rizik od razvoja novih adenoma ili raka. Zastitini ucinak se
razlikovao ovisno o primjenjenoj dozi: manja doza (81 mg dan) bila je povezana s 19%
smanjenjenjem rizika od adenoma, dok veca doza (325 mg dan’) nije bila povezana sa
smanjenjem rizika od adenoma. U pokusu kojim je ispitivana zastita od ponovnog
pojavljivanja karcinoma koriStena je doza od 325 mg dan™. Rezultati te studije ukazali su da
je aspirin bio vrlo ucinkovit kemopervecijski agens medu pacijentima s rakom (Baron, 2003;
Sandler, 2003).

Osim s karcinomom crijeva, prisutnost upalnih procesa takoder se povezuje s
razvojem drugih tipova karcinoma. Epidemioloski dokazi navode da je upotreba NSAID-a
korisna i u pervenciji raka jednjaka i zeluca te je obelavajuéa njihova primjena i protiv
karcinoma prostate, jajnika i plu¢a (Corley i sur., 2003; Mahmud i sur., 2004; Holick i sur.,
2003). Do sada je najvisSe opisanih dokaza za kemoprevenciju raka debelog crijeva, a za
ispitivanje kemopreventivhog potencijala NSAID-a protiv drugih vrsta karcinoma potrebna su

daljnja znanstvena istrazivanja.



2.1.2. Mehanizam djelovanja nesteroidnih protuupalnih lijekova

Nesteroidni protuupalni lijekovi imaju nekoliko farmakoloskih ucinaka. Ono Sto je
zajednitko cijeloj skupini NSAID-a je inhibitorno djelovanje na aktivnost enzima
ciklooksigenaze (COX). Inhibicijom COX enzima NSAID-i blokiraju sintezu prostaglandina.
Dvije su glavne izoforme COX enzima: COX-1 i COX-2. COX-1 i COX-2 su bifunkcionalni
enzimi koji su kljuéni za sintezu prostaglandina. Prva reakcija sinteze prostaglandina je
pretvorba arahidonske kiseline u prostaglandin G2 (PGG2), a naknadna reakcija peroksidacije
pretvara PGG2 u prostaglandin H2 (PGH2), koji je prekursor niza tromboksana i
prostaglandina. COX-1 je konstitutivna ciklooksigenaza koja je prisutna u vecini tkiva
ukljucujuéi endotelne stanice, stanice zelucane sluznice, krvne plocice i stanice bubrega te
sudjeluje u sintezi prostaglandina koji djeluju kao homeostaticki regulatori. COX-2 je
inducibilni enzim koji nije normalno prisutan u vecini stanica, ali se njegova ekspresija
povecava kod upalnih podrazaja. NSAID-i su kategorizirani po selektivnoj inhibiciji ta dva
izoformna oblika ciklookcigenaze. Neselektivni NSAID-i inhibiraju i COX-1 i COX-2 (aspirin,
ibuprofen, naproksen), dok selektivni NSAID-i inhibiraju samo COX-2 (celekoksib). Selektivni
nesteroidni protuupalni lijekovi imaju jednak farmakoloski ucinak kao i neselektivni, ali s

manje nezeljenih nuspojava tj. manje ostecuju Zelucanu sluznicu i ne uzrokuju krvarenja.

Prostaglandini spadaju u skupinu eikozanoida, lipidnih signalnih molekula gradenih od
arahidonske kiseline i drugih visoko nezasi¢enih masnih kiselina. Oni se proizvode u vecini
ljudskih tkiva i imaju vaznu ulogu kod upala i reguliranja drugih fizioloskih procesa,
ukljucujuéi zgrusavanje krvi, zacjeljivanje rana, imunoloski odgovor, metabolizam kostiju i
rast ziv€anih stanica (Mead i sur., 1986). Prostaglandini djeluju kao autokrino tj. djeluju na
stanicu koja ih luci te parakrino tj. djeluju na susjedne stanice. Neoplasticna tkiva, ukljucujuéi
i humani karcinom debelog crijeva, sadrze visoke koncentracije prostaglandina (Gupta i
Dubois, 2001). Prekomjerna ekspresija COX-2 takoder se uocena i kod nekoliko drugih
malignih  tumora. Otkriveno je da enzim Kkoji degradira prostaglandine, 15-
hidroksiprostaglandin dehidrogenaza, nedostaje u tumorskim stanicama debelog crijeva Sto u

stanicama raka rezultira ve¢om proizvodnjom prostaglandina (Yan, 2004; Backlund, 2005).

Nesteroidni protuupalni lijekovi, u visokim koncentracijama, osim na ciklooksigenaze 1
i 2, mogu djelovati i na niz drugih stani¢nih procesa. Jedan od njih je inhibicija aktivnosti 5-
lipoksigenaze pomocu oslobodenog dusikovog oksida i posljedicno tome, smanjenje
proizvodnje leukotriena. Mogu izazvati apoptozu, ali i aktivirati PPARd gen. PPARd gen kodira
za APC-B3-katenin protein koji je odgovoran za degregaciju B3-katenina, Cija je uloga aktivacija
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onkogena odgovornih za rast stanice. Utvrdeno je da je gen koji kodira za APC protein (eng.
Adenomatous Polyposis Col)) mutiran kod osoba koje imaju familijarnu adenomatoznu
polipozu (FAP). Stoga je veoma vazno i nadalje istrazivati mehanizme djelovanja NSAID-a
koji se povezuju s njihovim antitumorskom aktivnoséu. Medutim, koncentracije NSAID-a
potrebne za induciranje ovakvih mehanizama djelovanja znatno su viSe od onih koje su
potrebne za inhibiciju ciklooksigenaze. Stoga je kod primjene viSih doza velik rizik od
izazivanja toksic¢nosti, Sto naravno nije iskljueno i kod koristenja manjih doza. Takoder, velik
je rizik od gastrointestinalnih krvarenja i negativnog djelovanja na bubrege te je klinicka
primjena ovih lijekova s cilijem lijeCenja tumora i dalje ograni¢ena. Potrebno je provesti jos
mnogo istrazivanja i odgovoriti na brojna pitanja o mehanizmu djelovanja, optimalnoj dozi,

nacinu lije¢enja te pronaci ravnotezu izmedu rizika i ucinkovitosti lijeka.

2.2. Kulture Zivotinjskih stanica, njihov uzgoj i primjena

Kultura tkiva je pojam koji opisuje izuzimanje stanica, tkiva ili organa iz Zivotinje ili
bilike i njihovo presadivanje u okolis s kontroliranim uvjetima koji sadrzi medij potreban za
njihov rast. Prvu Zivotinjsku stani¢nu kulturu je uspostavio Ross Harrison 1907.godine, no tek
od 1940. do 1950. godine je dosSlo do znacajnijeg razvoja i kulture stanica su postale
dostupnije znanstvenicima. Danas stanicne kulture predstavljaju vazan ,,alat" koji se koristi u
razlicitim znanstvenim istrazivanjima, od onih temeljnih do primjenjenih. Kulture stanica
danas se koriste za fizioloska ili biokemijska istrazivanja; ispitivanje ucinaka razlicitih tvari
poput hormona, metabolita ili faktora rasta na specificnim tipovima stanica; proizvodnju
umijetnih tkiva (umjetna koza); sintezu visokovrijednih proizvoda u vecoj koli¢ini poput
virusnih cjepiva, monoklonskih protutijela i drugih proizvoda biotehnoloske industrije (Butler,
2004).

Primarna kultura stanica nastaje kada se tkivo izuzme iz organizma, mehanicki i
enzimski obradi kako bi se dobile pojedinacne stanice te nacijepe u medij pogodan za uzgoj
gdje se one priCvrste, dijele i rastu. Primarna kultura najslicnija je izvornom tkivu tj. /in vivo
stanicama. S obzirom da su tako izuzete stanice adherentnog tipa, kako bi rasle i djelile se,
kljuan korak je njihovo prihvacanje za povrSinu za rast. Nakon Sto su stanice u primarnoj
kulturi dovoljno narasle i popunile sav prostor potrebno je provesti subkultiviranje.
Subkultiviranje je precijepljivanje stanica u novu, ve¢u posudu za uzgoj uz dodatak novog,

svijezeg medija za uzgoj kako bi imale dovoljno mjesta i hranjivih tvari. Primarne se kulture



smatraju primarnim sve dok se viSestrukom subkultivacijom ne postignu svojstva stanicne
linije (Freshney, 2000). Konacna stani¢na linija ¢e nakon odredenog broja subkultiviranja
odumrijeti zbog skracivanja telomera te se nakon toga stanice visSe ne dijele (iznimke su
transformirane stanice, mati¢ne i spolne stanice). Transformacijom Zivotinjskih stanica
omogucava se njihov neograniceni rast i tada ih smatramo kontinuiranim stani¢nim linijama.
Karakteristike transformiranih (kontinuiranih) stanica su uspjesna proliferacija, neograniceni
Zivotni vijek, promijenjena morfologija i metabolizam stanica, smanjena potreba za
serumom, brzi rast (Freshney, 2000). Primjenom postupaka selekcije ili kloniranja stani¢nih
linija nastaje populacija geneticki jednakih stanica koja se naziva stani¢ni soj. Karakteristike
kultiviranih stanica rezultat su njihovog podrijetla i o tome ovisi kako ¢e se brzo prilagoditi i
opstati u /n vitro uvjetima u kulturi. Ovisno u promjenama kojima su stanice bile izlozene
tijekom prilagodbe od primarne kulture stanica pa do kontinuirane stanicne linije ili stani¢nog
soja, one se mogu manje ili viSe razlikovati od izvornih stanica u organizmu. Pomocu
biokemijskih markera i genskih testova moze se provijeriti imaju li stanice u kulturi jos uvijek

specificne funkcije koje imaju ishodne stanice /in vivo.

Prilikom kultivacije zivotinjskih stanica potrebno je paziti da ne dode do kontaminacije
mikroorganizimima, tako da sve radnje izvode u komori za sterilni rad, a svo posude i pribor
koje se koristi mora biti sterilno. Za dobar rast i razvoj stanica u kulturi potrebno je ostvariti
in vitro uvjete Sto sli¢nije onima koje su stanice imale /n vivo, odnosno u izvornom mediju za
uzgoj, stanicama je potrebno osigurati optimalne fizikalno-kemijske uvjete, koji ovise o
stani¢noj liniji koja se uzgaja. Vecina stanicnih linija sisavaca rastu pri pH 7,4 dok je
optimalan raspon osmotskog tlaka 260-320 mOsm/kg. Idealna atmosfera za uzgoj
Zivotinjskih stanica sadrzi 5%-7% CO,, a osigurava se uzgojem stanica u inkubatoru s
kontroliranom atmosferom. Za vecinu ljudskih stani¢nih linija i stanicnih linija sisavaca
optimalna temperatura uzgoja je 36 °C-37 °C, dok su temperature pri kojima se uzgajaju
stanicne linije riba nesto nize, uglavnom od 18 °C-30 °C, jer optimalna temperatura za uzgoj

Zivotinjskih stanica ovisi o tjelesnoj temperaturi organizma iz kojeg stanice potjecu.

Prvotni medij koji se koristio za uzgoj kultura stanica sastojao se od komponenti Ciji
kemijski sastav nije bilo moguce tocno definirati, poput plazme, seruma i embrionalnog
ekstrakta. Veliki napredak je postignut 1955. godine kada je Harry Eagle opisao formulaciju
prvog kemijski definiranog medija za uzgoj stanica u kulturi. Izbor odgovaraju¢eg medija
jedan je od najbitnijih ¢imbenika za uspjesnost uzgoja zivotinjskih stanica u kulturi, a njegov
sastav ovisi o tipu stanica i 0 namjeni uzgoja. Glavni sastojci hranjivog medija potrebni za

rast i razmnoZavanje stanica su ugljikohidrati, aminokiseline, anorganske soli i vitamini.



Mediji koji se danas najcesce koriste su: BME (Basal Medium Eagle’s) oblikovan 1955.
godine za miSje L i humane Hela stanice; EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium)
oblikovan kao poboljSanje BME; DMEM (Dulbecco’s Modification of Eagle's Medium) i GMEM
(Glasgow's Modification of Eagle's Medium) koji sadrze vecu koncentraciju aminokiselina i
vitamina od EMEM i BME. Za rast i razmnozavanje stanica u kulturi koristi se medij tocno
definiranog sastava, kojem se najceS¢e dodaje serum sisavaca u volumnom udjelu 5-10 %.
Serum se dobiva zgruSavanjem krvi Zivotinjskog podrijetla, a sluzi prvenstveno kao izvor
raznih proteina i polipeptidnih faktora rasta koji stimuliraju stani¢nu diobu i kljucni su u
procesima diferencijacije i stanicne komunikacije. Serum je iznimno sloZzenog i kemijski
nedefiniranog sastava, skup je te je glavni izvor kontaminacija. Zbog navedenih i nekih
drugih nedostataka uporabe seruma, kao Sto je npr. okrutnost prema Zzivotinjama (eticki
razlozi), nastoji se smanijiti upotreba seruma te se iz godine u godinu povecava primjena
medija bez seruma (SFM, serum-free media). Medij bez seruma je selektivan i specifican za
odredeni tip stanica te je odrzavanije razlicitih stanicnih linija u laboratoriju otezano, jer svaki
tip stanica zahtijeva posebnu formulaciju i sastav SFM. Ostali nedostaci primjene SFM su

sporiji rast stanicnih linija, manji prinos i ograniceni Zivotni vijek stanica.

2.2.1. Primjena kultura Zivotinjskih stanica u toksikoloskim istrazivanjima

Kao Sto je ve¢ spomenuto kulture Zivotinjskih stanica imaju Siroku primjenu. Koriste
se kao modelni sustavi za osnovnu stani¢nu biologiju i biokemiju, u podrucju biomedicine za
proucavanije interakcija izmedu uzrocnika bolesti i stanice, procesa i uzro¢nika starenja te u
nutritivnim istrazivanjima, genetskom inzenjerstvu i genskoj terapiji. Takoder se koriste i
razlicitim toksikoloskim istrazivanjima, kod testiranja toksicnosti raznih novosintetiziranih
kemikalija pri ¢emu se prati prezivljenje viSe razliCitih stanic¢nih linija. Sve viSe se paznja
pridaje i koristenju kultura Zivotinjskih stanica sa ciljem otkrivanja novih antitumorskih

lijekova i njihove citotoksi¢nosti.

In vitro sustavi su idealni za praenje molekularnih, stanicnih i fizioloSkih mehanizama
tijekom ispitivanja toksi¢nosti nekog spoja koja se ne moZe proucavati in vivo. In vitro
sustavi razvijeni su kao alternativa ispitivanju toksi¢nosti na zivotinjama. UkljuCuju ispitivanja
na razliCitim stani¢nim frakcijama, primarnim staniCnim kulturama, stani¢nim linijama,
dijelovima tkiva, kulturama organa itd. Prednosti primjene kultura Zivotinjskih stanica u

toksikoloskim istrazivanjima su bolja kontrola modelnog sustava, jeftiniji su, toksi¢nost se



moZze uociti puno brze, moguce je ucinkovito i brzo testirati veliki broj kemikalija u Sirokom
rasponu koncentracija te se u konacnici smanjuje potreba za brojem pokusnih Zivotinja u /in
vitro testiranjima (Kniewald i sur., 2005). U ekotoksikoloskim istrazivanjima, proucavanje
djelovanja spojeva na stanice je vrlo vazno jer se primarna interakcija izmedu kemikalije i
organizma odvija na povrsini ili unutar stanice, Sto je i osnova na kojoj se temelji primjena
kultura stanica i in vitro testova. Ukoliko se utvrdi Stetan ucinak na stanicu, moze se zakljuciti
da ¢e ucinak biti Stetan i na viSim razinama bioloSke organizacije buduci da je utvrdena
dobra korelacija rezultata dobivenih u brojnim /n vivo i in vitro studijama (Fent, 2001). U /in
vitro testovima toksic¢nosti naj¢eSée se odreduje bazalna citotoksic¢nost koja je definirana kao
uc¢inak nastao medudjelovanjem ispitivane tvari i procesa neophodnih za prezivijavanje,

proliferaciju ili funkcije zajednicke svim stanicama u organizmu (Ekwall, 1995).

2.2.2, In vitroispitivanja antitumorske aktivnosti primjenom kultura stanica

Nacionalni institut za rak (NCI, eng. National Cancer Institute) je 1990. godine
predlozio primjenu tumorskih stanicnih linija za ispitivanje razlicitih tvari od kojih se ocekuje
antitumorsko djelovanje. Utemeljen je test u kojem se primjenjuje 60 razli¢itih humanih
stanicnih linija na kojima se testiraju spojevi, novosintetizirani ili izolirani iz prirodnih izvora,
ali i razni biljni ekstrakti ili frakcije, u Sirokom rasponu koncentracija kako bi se ustanovilo
ima li koja od njih inhibitorni ili citotoksicni ucinak na tumorske stanicne linije. Od 1990.
godine do danas ispitano je vise od 30 000 spojeva primjenom tog preliminarnog testa.
Tretman moZe trajati 24, 48 ili 72 sata i nakon toga slijedi primjena najéeSée neke
kolorimetrijske metode i odredivanje postotka prezZivljenja stanica, odnosno inhibicije rasta
kao posljedice djelovanja ispitivanog spoja. Primjena NCI metode je vrlo vazna u /in vitro
istrazivanjima, jer olakSava otkrivanje novih antikancerogenih lijekova i odabir onih spojeva

koji imaju potencijal za daljnja /n vivo istrazivanja (Boyd i Paull, 1995).

U raznim istrazivanjima, ispitana je i in vitro antitumorska aktivnost nekih NSAID-a.
Jedna studija je ispitivala djelovanje derivata hidroksamske kiseline (ibuproksam i
oksametacin). Navedenim lijekovima tretirane su stanice HelLa (karcinom vrata maternice),
SW620 (karcinom debelog crijeva), MIA Pa Ca-2 (karcinom gusterace), MCF-7 (karcinom
dojke), WI38 (normalna diploidna humana stanicna linija vezivnog tkiva) te L1210, Molt4/C8
i CEM stanice (limfocitna leukemija). Rezultati su pokazali da NSAID-i, derivati hidroksamske

kiseline, imaju antiproliferativni uinak na testirane stanicne linije i da je taj ucinak izrazen pri



koncentraciji od 100 pmol L. No, nemaju svi testirani NSAID lijekovi jednak ucinak na
stanicne linije, a djelovanje im je takoder ovisno o dozi (Rajic i sur., 2009). Druga studija je
istrazivala zajednicki ucinak aspirina i reversina na Hela i U14 stanicne linije. Poznato je da
aspirin moze inducirati apoptozu nekih kancerogenih stanica, no vise doze tog lijeka uzrokuju
nuspojave poput gastrointestinalnih Cireva i krvarenja. Reversin je jedan od jeftinih
alternativnih lijekova za oralnu uporabu kod lijeenja karcinoma dojke, a u ovoj studiji je
testirano moze li zajedno s aspirinom ucinkovito djelovati i na suzbijanje karcinoma vrata
maternice. Rezultati su pokazali da aspirin i reversin inhibiraju rast tumorskih stanica vrata
maternice u ovisnosti o primjenjenoj koncentraciji, Sto ukazuje na njihov sinergisticki
antitumorski ucinak. Takoder, dokazano je i da je njihov inhibicijski ucinak veci kada se
koriste zajedno nego pri pojedinacnoj primjeni (Qin i sur., 2013).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

e DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley,
UK

e FBS (Fetal Bovine Serum), GIBCO Invitrogen Corporation, Auckland, Novi Zeland

e 0,25 % Tripsin-EDTA, GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, UK

e Tripsin-plavo, Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD

e Kristal-ljubi¢asto, Kemika, Zagreb, RH

e CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega, Madison, WI,
SAD

e Etanol, p.a., Kemika, Zagreb, RH

e Natrijev klorid, Kemika, Zagreb, RH

e Natrijev hidroksid, Kemika, Zagreb, RH

e Kalijev klorid, Kemika, Zagreb, RH

e Dinatrijev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH

¢ Kalijev dihidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH

¢ Nesteroidni protuupalni lijekovi: Ketoprofen (KTP), Karprofen (CPF), Fluniksin (FLU),
4-metilaminoantipirin monohidrat (MAA), Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD

e eutekticno otapalo kolin klorid:ksilitol (Ch:Xyol) 50%, Laboratorij za tehnologiju i
primjenu stanica i biotransformacije, PBF, Zagreb, RH

3.1.2. Otopine i puferi

e PBS pufer (pH=7,4)

NaCl 8,0g¢

KCI 0,29
NazHPO4 1,44 g
KH2PO4 0,24 g
Destilirana voda do 1000 mL
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e 0,4 % otopina tripan-plavo
boja tripan-plavo 0,04 g
PBS pufer do 10 mL

e 0,2 % otopina kristal-ljubi¢asto
boja kristal-ljubiCasto 0,02 g
2 % etanol do 10 mL

3.1.3. Uredaji i oprema

e Komora za sterilni rad, Kambi¢, Slovenija

e Inkubator s kontroliranom atmosferom CO,, Kambi¢, Slovenija

e Inverzni mikroskop, Zeiss, Njemacka

e Svjetlosni mikroskop, Zeiss, Njemacka

e Dyno-Eye digital camera, ANMO Electronics Corporation, Tajvan
e T-boce od 25 cm?, Corning, SAD

e Ploce s 96 jaZica, Corning, SAD

o Cita¢ plo¢a, Tecan, Mannedorf, Svicarska

e Hladnjak (4 °Ci -20 °C), Gorenje, Slovenija

e Hladnjak (-75 °C), TT 80 FRYKA, Njemacka

« Digitalna vaga Tehnica ET-1111, Zeleznik, Slovenija

¢ Digitalna vaga AX200, Shimadzu Co., Japan

e Neubauer komorica za brojanje stanica, Reichert, NY, SAD

e Laboratorijski pribor (pipete, nastavci za pipete, laboratorijske ¢ase)

3.1.4. Humane stanicne linije

Stanicne linije koristene u ovom pokusu su HEK293T i HepG2. HepG2 stanicna linija iz
ATCC banke stanica uspostavljena je iz epitelnih stanica jetre, izvedenih iz hepatocelularnog
karcinoma. HEK293T stanicna linija iz ATCC banke stanica uspostavljena je iz epitelnih stanica
bubrega embrija, izvedenih iz zdravog tkiva. Za uzgoj obje stanicne linije potrebni su
kontrolirani uvjeti u inkubatoru s atmosferom od 95% zraka i 5% CO, te temperaturom od

37 °C. Preporuceni medij za uzgoj stanica je ATCC-formuliran EMEM uz dodatak seruma
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govedeg fetusa do konacne 10% koncentracije. Za HEK293T stanice potreban je jos
dodatak 2 mmol L*! glutamina i 1% penicilina/streptomicina. U ovom radu stanice su
uzgajane u DMEM mediju uz dodatak 10% FBS-a, bez koristenja antibiotika/antimikotika.

3.1.5. Nesteroidni protuupalni lijekovi

U radu su koristeni nesteroidni protuupalni lijekovi koji su za potrebe eksperimenta
otopljeni u etanolu, mediju za uzgoj stanica i eutekticnom otapalu kolin klorid:ksilitolu
(Ch:Xyol) s udjelom vode od 50% koji je prethodno sintetiziran u Laboratoriju za tehnologiju
i primjenu stanica i biotransformacije, PBF, Zagreb. Pripremljene su ishodne otopine

pojedinog NSAID-a u svakom od navedenih otapala kako je prikazano u tablici 1.

Tablica 1. Pregled nesteroidnih protuupalnih lijekova koristenih u radu

Nesteroidni protuupalni spojevi

ISHODNE OTOPINE
MOLARNA MASA masene
IME KRATICA
(g mol?) koncentracije
(mg mL?)
Ketoprofen KTP 254,281 1
Karprofen CPF 273,714 1
Fluniksin FLU 296,24 1
4-metilaminoantipirin
MAA 217,27 0,5
monohidrat
3.2. Metode

Tijekom rada s kulturama stanica u laboratoriju je potrebno koristiti sterilne tehnike
rada i sterilan pribor te odrzavati asepticne uvjete kako nebi doslo do kontaminacije stanica.
Rad sa stanicama provodi se u laminaru, a radnu povrsinu i ruke je prije rada potrebno

prebrisati 70% etanolom.
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3.2.1. Uzgoj stanica

Sve stanicne linije navedene u poglavlju 3.1.4. ¢uvane su na -70 °C. Najprije je
potrebno odmrznuti ampulu stanica uranjanjem u kupelj na 37 °C. Nakon odmrzavanja
stanice se centrifugiraju pri 1000 okretaja min kroz 3 minute, kako bi se uklonio sav medij
za zamrzavanje te se talog stanica resuspendira u svijezem mediju za uzgoj uz dodatak 10%
FBS. Stanice se odrzavaju u petrijevoj zdjelici, u inkubatoru s reguliranom atmosferom koja
sadrzi 95% zraka i 5% CO, pri temperaturi od 37 °C. Uzgoj se svakodnevno prati inverznim
mikroskopom, a stanice je potrebno precjepljivati kada povrSina petrijeve zdjelice bude
prekrivena oko 80%, buduci da su HEK293T i HepG2 stanice adherentnog tipa treba paziti da
stanice ne udu u stacionarnu fazu rasta zbog kontaktne inhibicije. Najbolje je stanice

odrzavati u eksponencijalnoj fazi rasta stoga su pasazirane otprilike svaka 3-4 dana.

3.2.2. Odredivanje broja stanica pomocu boje tripan-plavo

Kod odredivanja broja stanica najprije je potrebno ukloniti hranjivi medij u kojem se
stanice uzgajaju i zatim dodati 1 mL tripsina, proteolitickog enzima koji sluzi za odvajanje
adherentnih stanica od podloge za uzgoj. Petrijevka sa stanicama i tripsinom vraca se u
inkubator na 37 °C na 5 do 10 minuta. Nakon inkubacije, pod inverznim mikroskopom
provjeri se djelovanje tripsina. Prihvaéene stanice u su nepravilnog, romboidalnog i
izduljenog oblik, dok su stanice odvojene djelovanjem tripsina pravilnog i kruznog oblika te
plutaju u njemu. Nakon Sto su se stanice odvojile, dodaje se 1 mL medija kako bi se
zaustavila reakcija tripsinizacije. Uzme se 20 L tako pripremljene suspenzije stanica i doda
se 20 uL boje tripan-plavo te se dobro resuspendira. U Neubauerovu komoricu za brojanje
(Slika 2) nanese se tako pripravljena obojena suspenzija stanica. Neubauerova komorica se
sastoji od 9 kvadrata (Slika 3) povrsSine 0,0025 mm? i dubine 0,1 mm. Stanice se broje u 4
kvadrata koji se nalaze na kutevima velikog kvadrata i podijeljeni su na 16 (4x4) malih

kvadrata. Broj stanica se racuna prema formuli :

Broj stanica mL™ suspenzije = broj stanica izbrojenih u sva 4 kvadrata x 5000 (1)
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Slika 2. Neubaerova komorica za brojanje stanica

1 mm

Slika 3. Podjela Neubaureove komorice za brojanje stanica

3.2.3. Nacjepljivanje i tretman HEK293T i HepG2 stanica

Nakon brojanja stanica u Neubaerovoj komorici izracunat je volumen suspenzije
stanica potreban za nacijepljivanje ploce s 96 jazica za svaku stani¢nu liniju kako bi pocetna
koncentracija suspenzije bila 3x10* stanica mL? (HEK293T stanice) odnosno 5x10* stanica
mL? (HepG2 stanice). U svaku jazicu nacijepljeno je 100 pL suspenzije stanica te je ploca
stavljena u inkubator na 37 °C narednih 24 sata, koliko je potrebno da se stanice prihvate za
povrSinu i nastave rasti. Nakon 24 sata stanice su tretirane NSAID-ima otopljenima u
etanolu, DMEM-u te i Ch:Xyol 50%. Za tretman stanica koristene su ishodne otopine NSAID-
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a kako je navedeno u Tablici 1. te su odgovarajuce nominalne koncentracije u jazici bile 10
MM, 50 uM, 100 pM i 200 uM Sto je postignuto dodatkom odredenog volumena ishodne
otopine NSAID-a. Za svaku koncentraciju postavljene su po tri paralele, a kontrolne stanice
nisu bile tretirane. Pokus je ponovljen dva puta. Potom su stanice inkubirane na 37 °C
tijekom 72 sata nakon Cega je odreden ucinak NSAID-a na HEK293T i HepG2 stanice
primjenom kolorimetrijske MTS metode.

3.2.4. MTS metoda za odredivanje prezivljenja stanica

Za odredivanje prezivljenja stanica koristen je The CellTiter 96® AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay (Promega, SAD) ili skraéeno MTS-test. MTS metoda je kolorimetrijska
metoda koja se koristi za pracenje proliferacije stanica u ovisnosti o faktorima rasta,
citokinima, mitogenima i nutrijentima, za analizu citotoksicnih i citostatickih spojeva te za
odredivanje antitijela koja inhibiraju rast stanica u kulturi. The CellTiter 96® AQueous reagens
sadrzi tetrazolijevu sol MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolium] i PES (fenazin etosulfat) koji sluzi sa povecanje stabilnosti
reagensa. MTS sol se u stanicama, djelovanjem mitohondrijskih dehidrogenaza, reducira do
ljubiCasto obojenog produkta, formazana koji je topljiv u stanichom mediju (Slika 4). Ta
konverzija se vrsi u prisutnosti NADH i NADPH koji se djelovanjem dehidrogenaze oksidiraju
u NAD* i NADP*.

OCH,COOH 503 OCH.COOH SOS
3
ST g
@\( *N Q\JN‘\J
/. \
N=N.® ,S CHa, N=N_H_S CH-
X I; \{ 3
N—4 N4
CH, CH,
MTS - Formazan

Slika 4. Struktura tetrazolijeve soli MTS i njezinog produkta formazana

15



Nakon tretmana NSAID-ima u trajanju od 72 sata, medij s ispitivanom tvari se ukloni
te se u svaku jazicu doda 100 pL svjezeg medija s MTS reagensom (10% v/v). Ploca se vrati
u inkubator i inkubira idué¢a 3-4 sata. Intenzitet razvijene boje mjeri se spektrofotometrijski
primjenom citaca ploca pri valnoj duljini od 490 nm u odnosu na slijepu probu. Izmjerena
apsorbancija proporcionalna je broju zivih stanica u jazici, jer je koli¢ina nastalog obojenog
produkta tj. formazana proporcionalna broju Zivih stanica. Dobiveni rezultat izrazen je kao
postotak prezivljenja tretiranih stanica u odnosu na netretirane kontrolne stanice prema

izrazu:

PreZivijenje (%) = (Apsorbancija tretiranih stanica / Apsorbancija kontroinih stanica) x 100

3.2.5. Bojanje stanica otopinom kristal-ljubicasto

Kako bi lakse uodili i fotografirali eventualno nastale promjene u izgledu HEK293T i
HepG2 stanica tijekom tretmana ispitivanim NSAID-ovima stanice su nacijepljenje u plocu sa
6 jazica. Nacijepljeno je 1 mL suspenzije stanica koncentracije 3x10* stanica mL* (HEK293T
stanice) i 5x10* stanica mL*' (HepG2 stanice) te tretirano kako je prethodno opisano u
poglavlju 3.2.3. Nakon 72 sata tretmana uklonjen je medij za uzgoj te su stanice isprane
dodatkom 0,5 mL PBS pufera, a zatim je dodano 0,25 mL otopine boje kristal-ljubicasto.
PloCa je vracena u inkubator na 15-tak min do pola sata, nakon cega je uklonjena boja,
stanice su isprane PBS puferom te slikane Dyno-Eye kamerom pod inverznim svjetlosnim

mikroskopom.

16

(2)



4. REZULTATI I RASPRAVA

Nesteroidni protuupalni lijekovi su danas jedni od najzastupljenijih lijekova u humanoj
i veterinarskoj medicini zbog svog analgetskog, protuupalnog, antipiretskog i
antitrombotskog djelovanja. Zbog Siroke rasprostranjenosti i upotrebe NSAID-a, velik je
interes znanstvenika za njihovo unaprijedenje i otkrivanje novih potencijalnih primjena te
rjeSavanje problema toksi¢nosti. U proteklih 30-ak godina provedene su brojne
eksperimentalne, epidemioloske i klinicke studije koje su pokazale da osim ve¢ poznatog
djelovanja, NSAID-i imaju potencijalno antikancerogeno djelovanje. Istrazivanja se i nadalje
provode kako bi se utvrdila njhova sigurnost i ucinkovitost. Stoga je u ovom radu ispitano
djelovanje Cetiri NSAID-a (ketoprofen, karprofen, fluniksin i 4-metilaminoantipirin
monohidrat), otopljena u tri razli¢ita otapala, na humane stanicne linije HEK293T i HepG2.
Djelovanije je ispitano primjenom kulture stanica i /n vitro metode. In vitro testovi se sve vise
koriste kao alternativa /n vivo testovima na pokusnim Zivotinjama sa ciliem smanjenja broja
laboratorijskih zivotinja potrebnih za ispitivanja. Na /n vitro modelnim sustavima moze se
ucinkovito i brzo ispitati velik broj kemikalija u Sirokom rasponu koncentracija (Kniewald i
sur., 2005), a ukoliko se neka od ispitanih tvari pokaze Stethom za stanicu, moze se zakljuditi
da ¢e ucinak biti Stetan i na viSim razinama bioloske organizacije (Fent, 2001).

4.1. Ucinak nesteroidnih protuupalnih lijekova otopljenih u etanolu na HEK293T i
HepG2 stanice

Etanol koji se Cesto koristi za otapanje raznih tvari u toksikoloskim ispitivanjima,
odabran je kao prvo od otapala za otapanje navedenih NSAID-a. U radu je ispitano
djelovanje Cetiri NSAID-a otopliena u etanolu u ishodnim konentracijama navedenim u
Tablici 1. Ukratko, stanice su nacijepljenje u ploCe s 96-jazica i nakon 24 sata tretirane
razli¢itim koncentracijama ispitivanih spojeva (10 uM, 50 uM, 100 uM i 200 uM) te je nakon
72-satnog tretmana njihovo djelovanje na prezZivljenje stanica odredeno primjenom
kolorimetrijskog MTS testa, a rezultati su izrazeni kao postotak preZivljenja tretiranih u
odnosu na kontrolne stanice. UcCinak ispitanih NSAID-ova na stanicnu liniju HEK293T prikazan

je na slici 5., a na stanicnu liniju HepG2 na slici 6.
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Slika 5. Ucinak ketoprofena (KTP), karprofena (CPF), fluniksina (FLU) i 4-
metilaminoantipirin monohidrata (MAA) otopljenih u etanolu na HEK293T stani¢nu liniju
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Slika 6. Ucinak ketoprofena (KTP), karprofena (CPF), fluniksina (FLU) i 4-metilaminoantipirin
monohidrata (MAA) otopljenih u etanolu na HepG2 stanicnu liniju

Iz rezultata prikazanih na slici 5. moze se zakljuCiti da sva Cetri ispitana lijeka
pokazuju antiproliferativan, odnosno inhibitoran ucinak na HEK293T stanice koji je ovisan o

dozi te je sukladno tome najmanje preZivljenje stanica zapazeno pri najviSoj ispitanoj
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koncentraciji (200 puM). Najvecu inhibiciju rasta (~ 61,5%) izazvao je 4-metilaminoantipirin
monohidrat, gdje pri 200 uM koncentraciji prezivljenje iznosi oko 38,5 %. Kod rezultata na
HepG2 stanicnoj liniji prikazanih na slici 6. takoder je vidljivo da veca koncentracija NSAID-a
izaziva vecu inhibiciju rasta, pri ¢emu je taj trend skoro pa neznatan pri djelovanju CPF-a.
Najjacu inhibiciju rasta pri 200 uM takoder je izaziva izazvao je MAA (~ 61 %), dok je
najslabiji utjecaj na proliferaciju stanica imao ketoprofen, kod kojeg ¢ak vidljiva i stimulacija
rasta stanica od +27% pri najnizoj ispitanoj koncentraciji KTP-a (10 puM). U dostupnoj
literaturi nisu pronadeni rezultati /in vitro ispitivanja citotoksi¢nosti navedenih NSAID-ova na
kulturama stanica stoga je moguca usporedba samo s drugim spojevima iz te velike skupine
lijekova. U radu Dai i suradnika (2012) ispitivan je antiproliferativni ucinak celekoksiba na
dvije stanicne linije raka dojke, MCF-7 i MDA-MB-231 te je takoder ustanovljena ovisnost
ucinka o primjenjenoj koncentraciji i vremenu provodenja tretmana, Sto je u skladu s ovdje

prikazanim rezultatima.

4.2, Ucinak nesteroidnih protuupalnih lijekova otopljenih u mediju za uzgoj
stanica na HEK293T i HepG2 stanice

Drugo koristeno otapalo je medij za uzgoj stanica. Ako je moguce, otapanje u mediju
za uzgoj stanica idealno je za ispitivanje spojeva primjenom kultura stanica, jer omogucava
pracenje ucinka Cistih spojeva u uvjetima koji su najpogodniji za rast stanica. Time se
takoder izbjegava moguci nepovoljni ucinak samog otapala na stanice. Proveden je postupak
nacjepljivanja i tretmana opisan u poglavlju 3.2.3. i 3.2.4. Ukratko, ketoprofen, karprofen,
fluniksin i 4-metilaminoantipirin monohidrat otopljeni su u DMEM-u, mediju koristenom za
uzgoj stanicnih linija te su pripremljene ishodne otopine NSAID-a kako je navedeno u Tablici
1. HEK293T i HepG2 stanice su tretirane 24 sata nakon nacijepljivanja te je nakon 72-satnog
tretmana odredeno prezivljenje dviju stani¢nih linija tretiranih razli¢itim koncentracijama

ispitivanih NSAID-a, Sto je prikazano na slikama 7. i 8.
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Slika 7. Ucinak ketoprofena (KTP), karprofena (CPF), fluniksina (FLU) i 4-metilaminoantipirin
monohidrata (MAA) otopljenih u DMEM-u na HEK293T stanicnu liniju
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Slika 8. Ucinak ketoprofena (KTP), karprofena (CPF), fluniksina (FLU) i 4-metilaminoantipirin
monohidrata (MAA) otopljenih u DMEM-u na HepG2 stani¢nu liniju

Na slici 7. prikazan je ucinak ispitivanih NSAID-ova na HEK293T stani¢nu liniju. Iz
prikazanih rezultata je vidljivo da je trend ovisnosti prezivljenja stanica o primjenjenoj

koncentraciji lijeka jasno izraZzen samo kod karprofena i fluniksina, koji se ujedno pokazao
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kao i naucinkovitiji od Cetiri ispitana NSAID-a obzirom na /n vitro inhibiciju proliferacije
HEK293T stanica. Prezivljenje stanica tretiranih 200 pM otopinom FLU iznosi ~ 39,5%.
Rezultati sa slike 8. prikazuju utjecaj NSAID-a otopljenih u mediju na HepG2 stani¢nu liniju.
Vrlo sli¢no kao i kod HEK293T stanica, CPF i FLU pokazuju inhibitorni u¢inak na rast HepG2
stanica ovisan o koncentraciji ispitivane tvari, pri ¢emu je najveéi postotak inhibicije zapazen
pri tretmanu s 200 UM (~ 34%). Ketoprofen i 4-metilaminoantipirin monohidrat otopljeni u
DMEM-u ne pokazuju antiproliferativni ucinak na HepG2 stanice, Cak i kod najvece ispitane

koncentracije. Dapace, tu je zapazen pozitivan ucinak na rast stanica (+ 18%).

Istrazivanjem u kojem je ispitano /n vitro djelovanje fenprofena i ketoprofena te
njihovih derivata na razli¢itite humane tumorske stanicne linije i normalnu humanu stani¢nu
liniju ustanovljeno je da neki od testiranih spojeva pokazuju antiproliferativni ucinak.
Fenprofen i ketoprofen, primjenjeni u niskim koncentracijama, nisu pokazali inhibicijski
uc¢inak, kao i ketoprofen u nasem slucaju, dok su njihovi derivati s amidnom skupinom
pokazali jak antiproliferativni ucinak (Marjanovi¢ i sur., 2007). Iz svega navedenog, jasno je
da je potrebno i dalje provoditi istrazivanja i testiranja kako bi se pronasla optimalna doza i

odgovarajudi lijek za antitumorsku primjenu.

4.3. Ucinak nesteroidnih protuupalnih lijekova otopljenih u eutekticnom otapalu
na HEK293T i HepG2 stanicne linije

Trece otapalo koristeno za otapanje NSAID-a je eutekti¢no otapalo, kolin klorid:ksilitol
(Ch:Xyol) s udjelom vode od 50%. EutektiCna otapala se nazivaju ,zelenim® otapalima jer
imaju povoljniji utjecaj na okolis od klasi¢nih organskih otapala, a pri tome imaju dobra
tehnoloska svojstva (nehlapljivost, nezapaljivost, mogucnost viSestruke upotrebe) koja im
omogucuju primjenu u razli¢itim podrucjima. Sastoje se od dviju ili viSe komponenta koje
stvaraju eutekticnu smjesu nizeg taliSta od temperature taliSta komponenata zasebno. Zbog
prirodnog podrijetla i sinergistickog ucinka komponenti eutekti¢ne smjese, topljivost lijekova
u njima je dosta dobra. Stoga se primjena eutekticnih otapala sve viSe istrazuje u biomedicini
kao biorazgradivi elastomeri te u biotehnologiji i u farmaceutskoj industriji kao sredstva za
otapanje lijekova (Mbous i sur., 2016). Eutekti¢no otapalo koriSteno za otapanje NSAID-a je
kolin klorid:ksilitol (Ch:Xyol) s udjelom vode od 50%. Buduéi da ketoprofen i karprofen nisu
bili topivi u navedenom eutekticnom otapalu, ispitan je ucinak samo dva NSAID-a, fluniksina i
4-metilaminoantipirin monohidrata, koji su pripremljeni kao ishodne otopine istih masenih
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koncentracija kao i u ostala dva otapala (Tablica 1). Rezultati dobiveni nakon tretmana
HEK293T i HepG2 stanica prikazani su na slikama 9. i 10.
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Slika 9. Ucinak fluniksina (FLU) i 4-metilaminoantipirin monohidrata (MAA) otopljenih u
eutekti¢nom otapalu kolin klorid:ksilitol na HEK293T stani¢nu liniju
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Slika 10. Ucinak fluniksina (FLU) i 4-metilaminoantipirin monohidrata (MAA) otopljenih u
eutekticnom otapalu kolin klorid:ksilitol na HepG2 stani¢nu liniju

Iz rezultata prikazanih na slici 9. vidljivo je da FLU i MAA imaju antiproliferativno
djelovanje na HEK293T stanice pri svim ispitivanim koncetracijama, a intenzitet inhibicije
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ovisi 0o koncentraciji. Jaci inhibitorni ucinak na rast HEK293T stanice ima FLU, koji pri
najvecoj ispitanoj koncentraciji (200 pM) iznosi oko 51,5%. Rezultati prikazani na slici 10.
pokazuju da su oba lijeka jace inhibirala rast HEK293T stanica nego HepG2 stanica, pri ¢emu
je postotak inhibicije s najvecom ispitanom koncentracijom (200 uM) sli¢an za FLU i MAA te
iznosi oko 60%. Takoder, vidljivo je da je MAA pri najmanjoj koncentraciji (10 uM) pozitivho
djelovao na rast stanica (+ 40%), Sto je stimulatorni ucinak koji nije zapazen kod HEK293T
stanica. SliCan trend zapazen je u studiji koja je ispitivala antitumorsku aktivnost
ibuproksama i oksimetacina na tumorske i normalne humane stani¢ne linije. Rezultati su

pokazali da ucinak nije jednak kod svih stanic¢nih linija i da ovisi o dozi (Rajic i sur., 2009).

Ako usporedujemo djelovanje ketoprofena, karprofena, fluniksina i 4-
metilaminoantipirin monohidrata na HEK293T i HepG2 stanice obzirom na koriSteno otapalo
ucinak sva Cetiri lijeka otopljena u etanolu bio je inhibitoran i ovisan o dozi (Slika 5 i 6), a od
ispitivanih spojeva najjace je djelovanje imao 4-metilaminoantipirin monohidrat. Ketoprofen i
4-metilaminoantipirin monohidrat otopljeni u DMEM-u nemaju antiproliferativni ucinak i ¢ak
je zapazen pozitivan ucinak na rast navedenih stanica, dok je jasno izrazeni trend ovisnosti
prezivljenja stanica o primjenjenoj dozi ispitivanih tvari otopljenih u DMEM-u vidljiv samo kod
karprofena i fluniksina koji jace djeluju Sto je primjenjena doza veéa (Slika 7 i 8). Kada je za
otapanje djelatnih tvari koristeno eutekti¢no otapalo ispitana su samo dva lijeka koja su bila
topiva u ChCl:Xyol, fluniksin i 4-metilaminoantipirin monohidrat. Usporedbom slika 9 i 10
moze se zakljuciti da je inhibicijski ucinak oba liijeka bio jac¢i na HEK293T stanice nego na
HepG2 stanice, s time da je kod HepG2 stanica uocen i pozitivni ucinak na rast najmanje
doze 4-metilaminoantipirin monohidrata, dok je taj isti lijek otopljen u etanolu imao najjaci
inhibitorni ucinak od sva Cetiri ispitana spoja. Buduci se ucinak fluniksina i 4-
metilaminoantipirin monohidrata, koji su ispitani u sva tri otapala, razlikuje ovisno o vrsti
otapala, mozemo pretpostaviti da interakcije djelatne tvari i samog otapala, takoder utjecu

na zapazeni ucinak, Sto svakako treba nadalje istraziti i imati na umu pri formulaciji lijeka.

4.4. Morfologija HEK293T i HepG2 stanica tretiranih NSAID-ovima otopljenim u
razlic¢itim otapalima

Uz ispitivanje djelovanja NSAID-a otopljenih u razli¢itim otapalima na rast i
prezivljenje HEK293T i HepG2 stanicne linije, svakodnevno je promatran izgled i brojnost
stanica svjetlosnim mikroskopom te su stanice fotografirane nakon 72-satnog tretmana i
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bojanja otopinom boje kristal-ljubicasta. Obzirom da je fluniksin bio ispitan u sva tri otapala
te da je uglavnom imao i najizrazeniji inhibitorni ucinak, slikane su upravo morfoloske

promjene uocene pri njegovom djelovanju, Sto je prikazano na slikama 11(a-d) i 12(a-d).

d)

Slika 11. Izgled HEK293T stanica tretiranih s fluniksinom (100 pM) tijekom 72 sata i potom
obojanih kristal-ljubicastim i slikanih pod svjetlosnim inverznim mikroskopom (povecanje
400x): kontrolne stanice (a), stanice tretirane FLU otopljenim u etanolu (b), stanice tretirane
FLU otopljenim u DMEM-u (c), stanice tretirane FLU otopljenim u eutekti¢nom otapalu s 50%
udjelom vode (d).

Vidljivo je da se izgledom i gustocom HEK293T stanica tretirane 100 pM fluniksinom
(Slika 11 b-d) razlikuju od kontrolnih stanica (Slika 11a), koje imaju gus¢i monosloj i
odgovarajuée su morfologije za taj tip stanica. Osim manje gustoce monosloja kod tretiranih
stanica, moze se uoCiti gubitak medusobnog kontakta i zaokruZivanje stanica. Brojnost

tretiranih HEK293T, u odnosu na kontrolne stanice, u skladu je s rezultatima citotoksi¢nosti
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buduéi da je tretman FLU otopljenim u etanolu, DMEM-u i eutektichom otapalu kolin
klorid:ksilitolu izazvao u odredenom postotku inhibiciju rasta stanica.

-a) .b)
- ) - 4

Slika 12. Izgled HepG2 stanica tretiranih s fluniksinom (100 pM) tijekom 72 sata i potom

obojanih kristal-ljubicastim i slikanih pod svjetlosnim inverznim mikroskopom (povecanje
400x): kontrolne stanice (a), stanice tretirane FLU otopljenim u etanolu (b), stanice tretirane
FLU otopljenim u DMEM-u (c), stanice tretirane FLU otopljenim u eutekti¢nom otapalu s 50%
udjelom vode (d).

1z slike 12. jasno je vidljivo da tretman 100 uM fluniksinom, neovisno o koriStenom
otapalu, rezultira znacajnim promjena u izgledu i broju tretiranih (Slika b-d) u odnosu na
kontrolne HepG2 stanice (Slika 12a). Najveca razlika u morfologiji HepG2 stanica vidljiva je
kod onih koje su tretirane FLU otopljenim u eutekticnom otapalu kolin klorid:ksilitolu.

Opcenito, mozemo zakljuciti da je kod obje stanicne linije jasno vidljiva razlika izmedu

kontrolnih i tretiranih stanica koja se ocituje manjom gusto¢om monosloja, zaokruZivanjem
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stanica te gubitkom medusobnog kontakta Sto je u skladu sa zapazenom inhibicijom rasta

stanica u /n vitro testu prezivljenja stanica.

Ovim radom potvrdena je glavna hipoteza da nesteroidni protuupalni lijekovi imaju
antiproliferativno, odnosno mogucée antitumorsko djelovanje, koje je ovdje pokazano za
spojeve koji do sada nisu ispitani in vitro testom citotoksi¢nosti na humanim stani¢nim
linijama. Buduci da zapazeni antiproliferativni ucinak ovisi o primjenjenoj dozi te o otapalu u
kojem je djelatna tvar otopljena svakako su potrebna daljnja ispitivanja njhove ucinkovitosti i
najbolje formulacije kao lijeka. Takoder, u ovom su radu ketoprofen, karprofen, fluniksin i 4-
metilaminoantipirin monohidrat djelovali inhibitorno na tumorske HepG2 stanice, Sto je u
skladu s pretpostavljenim antitumorskim ucinkom, ali i na normalnu stani¢nu liniju HEK293T
stoga su nuzna opseznija istrazivanja kako bi se potvrdio njihov antitumorski potencijal te

sigurnost primjene kao lijeka za tu namjenu.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece :

1. Ucinak cetiri NSAID-a (ketoprofena, karprofena, fluniksina i 4-metilaminoantipirin
monohidrata) ispitan na HEK293T i HepG2 stani¢nim linijama ovisan je o dozi
ispitivanih tvari te u vedini slu¢ajeva veca koncentracija uzrokuje vedi inhibicijski
ucinak na prezivljenje stanica.

2. Ucinak ispitivanih NSAID-a razlikuje se ovisno o otapalu u kojem su djelatne tvari
otopljene.

3. Inhibitorni ucinak zapazen je i na normalnoj HEK293T stanicnoj liniji i na tumorskim
HepG2 stanicama, Sto ukazuje da su potrebna daljna ispitivanja navedenih NSAID-a

kao potencijalnih antitumorskih lijekova.
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Izjava o izvornosti

Lzjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

(fgfra J])e.yawzc,
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