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1. UVOD 
 

 Nesteroidni protuupalni lijekovi (NSAID, eng. nonsteroidal anti-inflammatory drug) 

pripadaju raznovrsnoj skupini lijekova s analgetskim, antipiretskim i protuupalnim 

djelovanjem (Vane, 2000). Oni su jedni od najčešće korištenih lijekova u svijetu, koje 

svakodnevno koristi preko 30 milijuna ljudi te su prvi odabir u terapiji reumatskih poremećaja 

i drugih degenerativnih upalnih bolesti. Mehanizam djelovanja NSAID-ova prvi su opisali 

1971.g. Vane i Piper, koji su dokazali da oni inhibiraju biosintezu prostaglandina 

sprječavanjem vezanja supstrata, arahidonske kiseline, u aktivno mjesto enzima 

ciklooksigenaze (COX) (Vane i Botting, 1998). Postoje dvije izoforme ciklooksigenaza: 

COX-1 koja je konstitutivno eksprimirana i katalizira proizvodnju prostaglandina uključenih 

u brojne fiziološke funkcije te COX-2 koja je inducirana faktorima rasta, tumorskim 

promotorima te onkogenima i prekomjerno je eksprimirana u brojnim tumorima kod sisavaca 

te se povezuje s procesom tumorogeneze (Chi i sur., 2009). Stoga se posljednjih desetljeća 

intenzivno istraţuju NSAID-i obzirom na njihov antitumorski potencijal budući da mnoge 

studije ukazuju na smanjenje rizika od razvoja i napretka malignih bolesti njihovom 

primjenom. Pretpostavlja se kako je antitumorska aktivnost NSAID-a posljedica inhibicije 

aktivnosti enzima COX-2, dok novije studije ukazuju na to da neki NSAID-ovi imaju 

antitumorsko djelovanje neovisno o COX-2 inhibiciji što govori u prilog dodatnim 

mehanizmima djelovanja tih lijekova (Chi i sur., 2009). Studije pokazuju da je COX-2 

prekomjerno eksprimiran u mnogim ljudskim tumorima gdje djeluje na razvoj tumora 

stimulacijom proliferacije tumorskih stanica, povećanjem tumorske angiogeneze, 

sprečavanjem apoptoze stanica raka, modulacijom imunoregulacijskih reakcija i 

pojačavanjem metastaza tumora.  

 U ovom radu istraţit će se in vitro učinak 25 različitih NSAID-ova na humanim 

staničnim linijama, te će oni s najizraţenijim citotoksičnim učinkom biti ispitani s obzirom na 

njihov antitumorski potencijal. Primjenom analizatora staničnog zdravlja Muse™ i 

odgovarajućih kitova kvantificirat će se tip stanične smrti, odnosno postotak stanica u fazama 

G0/G1, S i G2/M staničnog ciklusa kako bi se eventualno zapaţeni učinci ispitivanih NSAID-

ova povezali s mogućim mehanizmom njihovog djelovanja. 
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2. TEORIJSKI DIO 
  

 Nesteroidni protuupalni lijekovi (eng. nonsteroidal anti-inflammatory drug, NSAID) 

predstavljaju raznoliku grupu lijekova, a svima im je zajedničko analgetičko, protuupalno i 

antipiretsko djelovanje. Najčešće su korišteni analgetici u svijetu, unatoč tome što je njihova 

dugotrajna uporaba povezana s nizom različitih nuspojava. Korištenje NSAID-a, a naročito 

njihova kronična uporaba, povećava se s dobi pacijenta, pri čemu se procjenjuje da 10-40% 

osoba starijih od 65 godina koristi dnevno propisane NSAID-ove (Hawkey i sur., 2000). 

Poznato je da su svi NSAID-ovi povezani s različitim stupnjem gastrointestinalnog i 

kardiovaskularnog rizika, a poboljšanje u smislu smanjenja neţeljenih nuspojava omogućili su 

tzv. selektivni NSAID-ovi koji imaju sličnu učinkovitost kao tradicionalni NSAID-ovi, ali su 

blaţi za gastrointestinalni sustav.  

 

2.1. Povijest NSAID-ova 

 

 Analgetski učinak NSAID-ova zapravo je poznat već više od 5000 godina kada su 

ljudi koristili koru vrbe za ublaţavanje mišićno-koštane boli, no tada naravno nisu znali da je 

to učinak NSAID-a kao djelatne tvari. Aktivni sastojak iz kore vrbe, salicin, izoliran je tek 

1828.g., dok je industrijska proizvodnja salicilne kiseline počela 1874.g. Moţda najpoznatiji 

NSAID, aspirin (acetilsalicilna kiselina) razvijen je 1897.g., dok su indometacin i ibuprofen 

bili meĎu prvim NSAID-ovima koji su usljedili nakon aspirina, 1964.g. i 1969.g. Ubrzo 

nakon njih, uslijedile su mnoge nove klase NSAID-ova, uključujući diklofenak 1974.g. i 

naproksen 1976.g. (Brune i Hinz, 2004; Jones, 2001). Tzv. tradicionalni ili klasični NSAID-

ovi inhibiraju obje izoforme enzima ciklooksigenaze (COX), ali imaju za posljedicu izraţenu 

gastrointestinalnu (GI) toksičnost. 1990-ih godina došlo je do velikog napretka u razvoju ove 

skupine lijekova, nakon uvoĎenja dva nova visoko selektivna inhibitora COX-2, poznatih kao 

koksibi (celekoksib i rofekoksib) za koje je pokazano da imaju niţu toksičnost za 

gastrointestinalni sustav te da su obzirom na neţeljene nuspojave bolji nego tradicionalni 

NSAID-ovi. Iako su spomenuti lijekovi djelomično ispunili navedena očekivanja, 2004.g. 

došlo je do zaokreta kada je rofekoksib povučen diljem svijeta zbog ozbiljnih 

kardiovaskularnih nuspojava.  
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2.2. Mehanizam djelovanja NSAID-ova 

 

 1960-tih godina J. R. Vane proučavao je novo otkrivenu grupu signalnih molekula, u 

koje spadaju i prostaglandini, koji su uzrokovali bol, oticanje i crvenilo te utjecali na 

kontrakcije glatkog mišićja, uključujući maternicu. Na sve navedene pojave djelovao je 

aspirin te je Vane pretpostavio da aspirin na neki način blokira sintezu prostaglandina. Proveo 

je in vitro ispitivanje NSAID-a na stanicama zamorca kao izvoru prostaglandin sintaze te je 

1971.g. prvi put opisano njihovo djelovanje čime su Sir John Vane i Piper dokazali da 

NSAID-ovi blokiraju biosintezu prostaglandina inhibicijom enzimske aktivnosti prostaglandin 

H sintaze (takoĎer nazvana ciklooksigenaza). Inhibitorno djelovanje NSAID-a se očituje u 

sprječavanju vezanja arahidonske kiseline, supstrata, u aktivno mjesto COX enzima (Vane i 

Botting, 1998) čime NSAID-ovi spriječavaju stvaranje prostaglandina H2, prvog 

meĎuprodukta u metabolizmu arahidonske kiseline. Time se zaustavlja mogućnost daljnje 

biosinteze niza signalnih lipida, kao što su prostaglandin D2, prostaglandin E2, prostaglandin 

F2, prostaglandin I2 te tromboksana.  

 

 2.2.1. Mehanizam djelovanja ciklooksigenaza 

 

 Arahidonska kiselina je nezasićena masna kiselina od 20 ugljikovih atoma ugraĎena u 

fosfolipidima membrane stanica koja se pod utjecajem hormonskih i proteolitičkih signala 

oslobaĎa iz membrane djelovanjem fosfolipaze A2 te djeluje kao signalna molekula. TakoĎer, 

arahidonska kiselina je prekursor za sintezu eikozanoida, biološki aktivnih molekula sa 

širokim spektrom djelovanja u normalnim fiziološkim uvjetima kao i u raznim patološkim 

stanjima. Razlikujemo tri puta u metabolizmu arahidonske kiseline ovisno o enzimu koji 

sudjeluje u reakciji. Lipooksigenaze kataliziraju sintezu hidroksi-eikozatetraenoičnih kiselina 

i leukotriena, citokrom P-450 katalizira sintezu epoksida, dok ciklooksigenaze sudjeluju u 

sintezi prostanoida (Smith, 1989; Sigal, 1991; Cook, 2005; Wang i Dubois, 2010; Cathcart i 

sur., 2011). COX veţe arahidonsku kiselinu i prevodi u prostaglandin H2 (PGH2) dvijema 

enzimskim reakcijama, ciklooksigenaznom kojom se arahidonska kiselina prevodi u 

prostaglandin G2 (PGG2) te peroksidaznom kojom se prostaglandin G2 (PGG2) reducira do 

prostaglandina H2 (PGH2). Zatim se nestabilni intermedijer prostaglandin H2 (PGH2) pomoću 

specifičnih sintaza i izomeraza prevodi u prostanoide, biološki aktivne lipide s lokalnim 
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autokrinim i parakrinim hormonskim djelovanjem, koji obuhvaćaju prostaglandine, 

prostacikline i tromboksane (slika 1) (Breyer i sur., 2001; Smyth i sur., 2009; Woodward i 

sur., 2011). Razlikujemo prostaglandin E2 (PGE2), prostaglandin F2α (PGF2α), prostaglandin 

D2 (PGD2), prostaciklin (PGI2) i tromboksan A2 (TXA2). Njihova sinteza je uz druge 

čimbenike uvjetovana i COX izoformom koja je predominantna u sintezi prostaglandina H2 

(PGH2) u toj stanici.  

 

 

Slika 1. Uloga ciklooksigenaza u biosintezi prostanoida (Catela Ivković, 2014)  

 

 2.2.1.1. Oblici ciklooksigenaza 

 

 U stanicama sisavaca identificirane su dvije različite izoforme ciklooksigenaza, 

COX-1 i COX-2. Kodirane su s 2 različita gena, COX-1 je okarakteriziran 1976.g., a gen za 

izoenzim COX-2 otkriven je kasnije 1991.g. (Vane i Botting, 1998). Iz visokog stupnja 

homologije (oko 90% sličnosti u sekvenci) i visokog stupnja sličnosti proteinske strukture ove 

dvije izoforme proizlazi njihova ista uloga u biosintezi prostaglandina. MeĎutim, razlikuju se 
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u strukturi aktivnih mjesta i mehanizmu njihovog djelovanja što doprinosi različitoj aktivnosti 

COX-1 i COX-2 te specifičnim ulogama u pojedinim tkivima (Smith i sur., 2000; Catela 

Ivković, 2010). Gen COX-1 koji kodira za izoformu COX-1 smješten je na duljem kraku 

kromosoma 9, dug je ~22kb i sadrţi 11 eksona i 10 introna (Yokoyama i Tanabe, 1989; Funk 

i sur., 1991), dok je gen COX-2 smješten na duljem kraku kromosoma 1, dug je ~8kb i ima 10 

eksona i 9 introna (slika 2). 

 

 

Slika 2. Struktura gena COX-1 i COX-2 (brojevima su označeni egzoni) (Catela Ivković, 

2014)  

 

COX-1 se konstitutivno eksprimira u mnogim tkivima, osobito u trombocitima, endotelnim 

stanicama, gastrointestinalnom traktu, glomerulima, itd. te ima vaţnu ulogu u kontroli 

homeostaze (Dubois i sur., 1998). Konstitutivna aktivnost COX-1 katalizira nastajanje 

prostaglandina koji su uključeni u brojne fiziološke funkcije, uključujući odrţavanje normalne 

funkcije bubrega i zaštitu sluznice u gastrointestinalnom traktu (Rao i sur., 2008). Nasuprot 

tome, COX-2 je dominantno inducibilni enzim, iako postoji niska konstitutivna ekspresija u 

bubrezima, mozgu, kostima, ţenskom reproduktivnom sustavu i gastrointestinalnom traktu. 

Aktivira se kao odgovor na izvanstanične podraţaje kao što su djelovanje faktora rasta i 

proupalnih citokina (Simmons i sur., 2004) te je COX-2 ekspresija potaknuta u mnogim 

tkivima tijekom upale, zacjeljivanja rana i nastanka novotvorevina. Stoga je protuupalna 

aktivnost NSAID-ova posljedica inhibicije COX-2, dok su neţeljene nuspojave kao što je 

iritacija mukoze ţeluca posljedica inhibicije aktivnosti konstitutivnog enzima COX-1.  
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2.3. Klasifikacija NSAID-ova 

 

 NSAID-ovi se mogu kategorizirati prema brojnim karakteristikama, uključujući COX 

selektivnost te kemijska i farmakološka svojstva (tablica 1). Općenito su kemijski slični po 

tome što su NSAID-i liposolubilne slabe kiseline, no postoje neke klinički značajne razlike u 

njihovim farmakokinetičkim svojstvima. NSAID-ovi obično imaju visoku biodostupnost 

nakon oralne primjene i dobru apsorpciju iz gastrointestinalnog trakta. MeĎutim, stopa 

apsorpcije razlikuje se meĎu NSAID-ovima, o čemu ovisi primjerenost različitih NSAID-ova 

za pojedine namjene (Day i sur., 1988). Brza apsorpcija je poţeljna značajka za pacijente koji 

koriste NSAID za trenutačno analgetsko olakšanje boli, ali ti ne moraju biti prikladni za 

bolesnike s kroničnom boli. NSAID-ovi se takoĎer kategoriziraju prema vremenu poluţivota 

u dvije skupine: one s kratkim poluţivotom (< 6 sati) i one s dugim poluţivotom (> 6 sati). O 

podjeli obzirom na vrijeme poluţivota ovisi doziranje lijeka pa se tako npr. ibuprofen 

općenito primjenjuje svakih 6-8 sati dok se NSAID-ovi s duljim poluţivotom (npr. naproksen 

i celekoksib) primjenjuju jednom ili dva puta dnevno (Conaghan, 2012). 
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Tablica 1. Kemijska i farmakološka svojstva NSAID-ova 

NSAID 
COX-2 

selektivnost 

Biodostupnost 

(%) 

Vrijeme 

poluţivota 

(sati) 

cmax 

(sati) 

Izlučivanje 

bubregom 

(%) 

Izlučivanje 

fecesom 

(%) 

Kemijska 

struktura 

Klinička 

doza (mg 

dan
-1

) 

Celekoksib Selektivni 22-40 11 3 27 57 Fenamat 200 

Diklofenak Neselektivni 50-60 2 2 65 0 
Derivat 

acetatne kis. 
100-150 

Etodolak Neselektivni ≥80 7.3 1.5 72 16 Indol 50-100 

Fenoprofen Neselektivni / 3 2 90 0 

Derivat 

propionske 

kis. 

800-2400 

Flurbiprofen Neselektivni / 5.7 1.5 >70 0 

Derivat 

propionske 

kis. 

100-300 

Ibuprofen Neselektivni ≥80 1.8-2 1-2 45-79 0 

Derivat 

propionske 

kis. 

1200-3200 

Indometacin Neselektivni 98 4.5 2 60 33 Indol 600-1200 

Ketoprofen Neselektivni 90 2.1 0.5-2 80 0 

Derivat 

propionske 

kis. 

200-300 

Ketoprofen 

ER 
Neselektivni 90 5.4 6-7 80 0 

Derivat 

propionske 

kis. 

200-300 

Ketorolak Neselektivni 100 5-6 2-3 91 6 Indol 120 

Mefenamatna 

kiselina 
Neselektivni / 2 2-4 52 20 Fenamat 1000 

Meklofenamat Neselektivni 100 1.3 0.5-2 70 30 Fenamat 200-400 

Meloksikam Selektivni 89 15-20 4-5 50 50 Oksikam 7.5-15 

Nabumeton Neselektivni ≥80 22.5 9-12 80 9 Naftilalkanon 1000-2000 

Naproksen Neselektivni 95 12-17 2-4 95 0 

Derivat 

propionske 

kis. 

500-1000 

Oksaprozin Neselektivni 95 42-50 3-5 65 35 Indol 600-1200 

Piroksikam Neselektivni / 50 3-5 / / Oksikam 20 

Rofekoksib Selektivni 93 17 2-3 72 14 Koksib 25 

Sulindak Neselektivni 90 7.8 2-4 50 25 Indol 300 

Tolmetin Neselektivni / 2-7 0.5-1 100 0 Indol 800-1600 

Valdekoksib Selektivni 83 8-11 3 90 <5 Koksib 10-40 
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2.4. Toksičnost NSAID-ova 

 

 Kao i mnogi drugi lijekovi, primjena NSAID-a ima niz neţeljenih nuspojava, 

uključujući bubreţnu toksičnost, hipertenziju, zadrţavanje tekućine, kardiovaskularne i 

gastrointestinalne komplikacije (Jones, 2001), pri čemu se npr. endoskopski ulkus javlja u 10-

30% pacijenata koji koriste te lijekove, dok su ozbiljnije komplikacije zabiljeţene kod 1-2% 

pacijenata (Laine, 1996; Silverstein i sur., 1995). Suvremene preporuke u razvoju te skupine 

lijekova usmjerene su k smanjenju toksičnosti NSAID-a te se naglašava vaţnost odabira 

odgovarajućeg NSAID-a prilikom propisivanja terapije obzirom na rizične faktore kod svakog 

pojedinačnog pacijenta. Većina studija u kojima je ispitivana gastrointestinalna sigurnost 

NSAID-ova ukazala je da su COX-2 selektivni inhibitori povezani s niţim rizikom od čira i 

komplikacija gastrointestinalnog sustava nego neselektivni NSAID-i (Singh i sur., 2006; 

Silverstein i sur., 2000), meĎutim povećana selektivnost prema COX-2 se povezuje s 

povećanim rizikom od kardiovaskularne toksičnosti (Warner i Mitchell, 2008).  

 

2.5. Antikancerogeno djelovanje NSAID-a 

 

 Brojne eksperimentalne, epidemiološke i kliničke studije upućuju na to da nesteroidni 

protuupalni lijekovi, posebice visoko-selektivni inhibitori COX-2, imaju veliki potencijal za 

primjenu kao antikancerogeni lijekovi. Prva naznaka da NSAID-ovi mogu inhibirati pojavu 

i/ili napredak kolorektalnog karcinoma datira iz sredine 1970-ih kada su Bennett i Del Tacca 

te Jaffe objavili da je koncentracija prostaglandina E2 veća u ljudskom kolorektalnom 

tumorskom tkivu nego u okolnoj normalnoj sluznici (Bennet i Del Tacca, 1975; Jaffe, 1974). 

Ova zapaţanja potaknula su brojna istraţivanja u kojima je pokazano da različiti NSAID-ovi 

štite od kemijski induciranog raka debelog crijeva ili stvaranja neoplastičnih lezija kod 

štakora ili miševa. NSAID-ovi djeluju na mehanizme koji pomaţu suzbiti malignu 

transformaciju i rast tumora poticanjem apoptoze te sprječavanjem angiogeneze kod ljudskih 

adenomatoznih kolorektalnih polipa, eksperimentalnih tumora debelog crijeva, te u različitim 

staničnim linijama raka. Epidemiološke studije pokazale su da je dugotrajna upotreba 

NSAID-ova povezana s niţim rizikom od raka debelog crijeva i adenomatoznih polipa te 

nekih drugih karcinoma. Obzirom da aktivnost COX-2 i sinteza prostaglandina doprinose 

razvoju tumora putem višestrukih mehanizama, a NSAID-ovi djeluju na inhibiciju COX-a, 

time zapravo indirektno djeluju na signalne molekule uključene u te mehanizme i inhibiraju 
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tumorogenezu. U nastavku slijedi kratki opis molekularnih mehanizama na kojima se temelji 

NSAID-ima potaknuta inhibicija tumora. 

 

 2.5.1. Inhibicija COX-2 i antitumorska aktivnost 

 

 Prema do sada dostupnoj literaturi NSAID-ovi djeluju na smanjenje rizika 

karcinogeneze debelog crijeva putem inhibicije pretvorbe arahidonske kiseline djelovanjem 

COX enzima, koji sudjeluju u sintezi prostaglandina, koji pak utječu na proliferaciju stanica, 

rast tumora i imunosnu reakciju (Marnett, 1992; Smith i sur., 2000). Istraţivanja su takoĎer 

pokazala da je prekomjerna ekspresija COX-2 često prisutna u mnogim vrstama raka, 

uključujući debelo crijevo, pluća, dojke, gušteraču, vrat i glavu (Hwang i sur., 1998; Okami i 

sur., 1999; Tucker i sur.,1999; Hida i sur., 1998; Cohen i sur., 2003), a obično je povezan s 

lošom prognozom i kratkim preţivljavanjem. In vitro istraţivanjem na epitelnim stanicama 

koje prekomjerno eksprimiraju COX-2 gen utvrĎeno je da razvijaju adhezijska svojstva i 

otpornost na apoptozu (Tsujii i sur., 1995) te je zaključeno da prekomjerna ekspresija COX-2 

moţe promijeniti proliferacijski kapacitet i tumorogeni potencijal epitelnih stanica. 

Pretpostavlja se da je nekoliko mehanizama koji rezultiraju protumorskom aktivnošću COX-

2. Prvi mehanizam obuhvaća prostaglandine, metabolite COX-2, koji su promotori rasta i 

mogu izravno stimulirati proliferaciju stanica raka (Pai i sur., 2002; Mutoh i sur., 2002). 

Nadalje, prostaglandini mogu djelovati i kao antiapoptotičke molekule koje mogu spriječiti 

apoptozu induciranu antitumorskim lijekovima (Lin i sur., 2001; Sorokin, 2004), a takoĎer su 

i imunoregulacijske molekule za koje je dokazano da potiskuju antitumorsku aktivnost 

prirodnih stanica ubojica i makrofaga (Huang i sur., 1996). Zatim, dokazano je da COX-2 

angiogeni stimulator koji povećava proizvodnju angiogenih faktora i migraciju endotelnih 

stanica što takoĎer pridonosi razvoju tumora (Tsujii i sur., 1998; Gately, 2000). Konačno, 

ekspresija COX-2 moţe povećati invazivnu sposobnost tumorskih stanica što rezultira 

metastazama (Dermond i Ruegg, 2001; Costa i sur., 2002). 
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 2.5.2. Suzbijanje proliferacije inhibicijom staničnog ciklusa 

  

 NSAID-ovi dokazano smanjuju ekspresiju ili djeluju na aktivnost promotora staničnog 

ciklusa. Primjerice, neki od njih inhibiraju ekspresiju ciklina D1, A i B te enzimske aktivnosti 

ciklina E/ciklin-ovisne kinaze 2 (CDK2) i ciklina B1/CDK1 što posljedično dovodi do 

zaustavljanja rasta in vitro i regresije tumora in vivo (Kardosh i sur., 2004; Narayanan i sur., 

2003; Grosch i sur., 2001; Maier i sur., 2004). NSAID-ovi takoĎer mogu djelovati na 

smanjenu proliferaciju stanica povećavanjem ekspresije negativnih regulatora staničnog 

ciklusa, kao što su p21Waf1 i p27Kip1 (Kardosh i sur., 2004; Hung i sur., 2000). 

 

 2.5.3. Indukcija apoptoze  

 

 Učinak NSAID-ova na vitalnost stanica ovisi o vrsti lijeka i tipu stanica. Tako 

naprimjer COX-2 inhibitor celekoksib učinkovito potiče apoptozu stanica raka debelog 

crijeva, kolangiokarcinoma i stanica raka prostate (Nam i sur., 2004; Wun i sur., 2004; 

Dandekar i sur., 2005), dok COX-2 selektivni inhibitor NS398 ne inducira apoptozu u 

stanicama karcinoma pluća (Huang i sur., 2002), a rofekoksib pokazuje malu citotoksičnost in 

vitro (Waskewich i sur., 2002). TakoĎer dokazano je da sposobnost NSAID-ova da potaknu 

apoptozu tumorskih stanica ovisi o uvjetima kulture, pri čemu je zapaţeno da su stanice koje 

se uzgajaju pri niskoj koncentraciji seruma osjetljivije na djelovanje NSAID-a (Chang i 

Weng, 2001). Molekule koje se povezuju sa sposobnošću NSAID-ova da izazovu apoptozu 

uključuju obitelj bcl-2 gena, survivin, Mcl-1, kaspaze i medijatore poput ceramida i AKT 

kinaze (Jazirehi i Bonavida, 2004; Kern i sur., 2002; Kundu i sur., 2002). 

 

 2.5.4. Represija angiogeneze 

 

 Stanični proces pomoću kojeg inhibitori COX-2, odnosno odreĎeni NSAID-ovi, 

takoĎer mogu inhibirati rast tumora su inhibicija angiogeneze i neovaskularizacije. 

Najmoćniji angiogeni faktor rasta je vaskularni endotelijski faktor rasta (VEGF). Prekomjerna 

ekspresija COX-2 dovodi do povećane proizvodnje eikozanoida, kao što su prostaglandini i 



11 
 

tromboksani, koji mogu potaknuti ekspresiju VEGF te tako stimulirati angiogenezu tumora 

(Li i sur., 2002). Stoga, inhibicija aktivnosti COX-2, npr. celekoksibom, smanjuje 

angiogenezu i rast tumora in vivo. Prema rezultatima istraţivanja na miševima i štakorima, 

dokazano je da selektivni inhibitori COX-2 suprimiraju rast kapilarnih krvnih ţila roţnice u 

štakora izloţenim bazičnom faktoru rasta fibroblasta i inhibiraju rast nekoliko tipova ljudskih 

tumora transplantiranih u miševe (Gately i sur., 2004). 

 

2.6. In vitro ispitivanje citotoksičnosti primjenom kulture životinjskih stanica 

 

 Primjena kultura ţivotinjskih stanica vrlo je raznolika te uključuje brojna područja 

znanosti. U svakodnevnom znanstveno-istraţivačkom radu najčešće se koriste kontinuirane 

stanične linije dobivene subkultiviranjem primarne kulture. Koriste se u biotehnologiji kao 

proizvodne stanične linije, u područjima genetičkog i tkivnog inţenjerstva, u staničnoj i 

molekularnoj biologiji, fiziologiji te imunologiji. TakoĎer, imaju značajnu ulogu u 

farmakologiji za ispitivanje djelovanja i metabolizma lijekova te u toksikologiji za ispitivanje 

citotoksičnosti. 

 Uporaba in vitro sustava obuhvaća primjenu staničnih frakcija, staničnih linija, 

primarne stanične kulture, dijelova tkiva, kulture organa, itd., a koriste se kao alternativa 

klasičnim in vivo testovima na pokusnim ţivotinjama (Kniewald i sur., 2005). Imaju široku 

primjenu u toksikološkim istraţivanjima te se najčešće rabe u istraţivanjima molekularnih, 

staničnih i fizioloških mehanizama toksičnosti izazvanih kemikalijama. Interakcija ispitivane 

tvari i bioloških sustava javlja se ponajprije na staničnoj razini, što je činjenica na kojoj se 

temelji primjena in vitro kultura stanica. Općenito, pomoću in vitro testova odreĎuje se 

bazalna citotoksičnost koja se definira kao učinak nastao meĎudjelovanjem ispitivane tvari 

i/ili procesa neophodnih za preţivljavanje, proliferaciju ili funkcije zajedničke svim stanicama 

u organizmu (Ekwall, 1995). Stoga, rezultati dobiveni in vitro testovima mogu posluţiti kao 

smjernice za daljnje planiranje in vivo ispitivanja. Razumijevanje mehanizama kojima 

kemikalije uzrokuju oštećenje stanica i tkiva te povećanu osjetljivost pojedinih vrsta ili 

pojedinaca ili tkiva na odreĎene kemikalije, značajno pridonose predviĎanju mogućih 

posljedica izloţenosti ljudi i/ili okoliša tim kemikalijama. Osim navedenog, prednostima 

primjene in vitro testova toksičnosti smatraju se visok stupanj standardizacije i 

reproducibilnosti, niţa cijena od in vivo testova, rutinska i relativno brza provedba, manja 

količina toksičnog otpada te mogućnost simultanog i/ili ponovljenog uzimanja uzoraka, čime 
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se smanjuje broj pokusnih ţivotinja potrebnih za in vivo testiranja. S druge strane, nedostaci 

in vitro testova su mogućnost reakcije ispitivane tvari sa sastojcima medija za uzgoj te 

činjenica da kontinuirane stanične linije u in vitro uvjetima imaju izmijenjena svojstva i 

metaboličku aktivnost zbog čega kemikalije u takvim sustavima mogu iskazati drugačije 

djelovanje nego u ţivom organizmu. Usprkos tome, dokazana je relativno dobra podudarnost 

za oko 80% rezultata istraţivanja toksičnosti provedenih primjenom in vitro i in vivo testova 

(Fent, 2001). 

 Alternativni in vitro testovi u kulturama stanica imaju široku upotrebu i mogu se 

koristiti za ispitivanje citotoksičnosti, odnosno antitumorskog potencijala lijeka u 

predkliničkoj fazi ili za odreĎivanje biološke aktivnosti potencijalno aktivnih tvari. Nacionalni 

institut za rak (eng. National Cancer Institute, NCI) 1990.g. predloţio je primjenu tzv. 

primarnog in vitro testa koji uključuje listu 60 najvaţnijih humanih tumorskih staničnih linija 

za testiranje različitih tvari u definiranim rasponima koncentracija (Boyd i Paull, 1995). Cilj 

takvog pristupa je ustanoviti relativni stupanj inhibicije rasta ili citotoksičnosti za svaku 

staničnu liniju stoga takvi testovi sluţe za odabir spojeva koji imaju potencijal kao 

antitumorski lijekovi za daljnja in vivo istraţivanja. TakoĎer, primjenom in vitro testova 

moguće je pretpostaviti mehanizam djelovanja ispitivanog spoja (Covell i sur., 2007). 

 U in vitro testovima citotoksičnosti i/ili odreĎivanja biološke aktivnosti spojeva 

najčešće se koriste razne stanične linije sisavaca, uključujući humane, te stanične linije riba. 

Izvor staničnih linija za potrebe znanstvenih istraţivanja najčešće su American Type Culture 

Collection (ATCC) i The European Collection of Animal Cell Culture (ECACC), dvije 

najveće kolekcije stanica s preko 3000 staničnih linija. 

 

 

 2.6.1. Pregled in vitro ispitivanja antitumorske aktivnosti NSAID-a primjenom kultura 

stanica 

 

 Niz istraţivanja na staničnim linijama ukazuju na potencijal NSAID-ova kao efikasnih 

antitumorskih agenasa. 

Prema studiji Dai i suradnika (2012) celekoksib inhibira in vitro proliferaciju dvije stanične 

linije raka dojke, MCF-7 i MDA-MB-231, prevenira pojavu kemijski induciranog raka dojke 

u štakorima stoga se smatra efikasnim lijekom u antitumorskoj terapiji. Stanice su tretirane 
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različitim koncentracijama navedenog lijeka te je utvrĎen stupanj inhibicije proliferacije 

stanica raka ovisan o dozi te vremenu izloţenosti (slika 3). 

 

 
 

Slika 3. Inhibicija rasta MCF-7(A) i MDA-MB-231(B) celekoksibom u ovisnosti o vremenu i 

različitim koncentracijama lijeka (Dai i sur., 2012) 

 

 

 U drugoj studiji, ispitivan je antitumorski učinak te mehanizam djelovanja ibuprofena, 

flurbiprofena, indometacina, mefenamatne kiseline, diklofenaka i sulindak sulfona u staničnoj 

liniji raka debelog crijeva, HT29. Rezultati su pokazali da svi lijekovi imaju malu do srednju 

antitumorsku aktivnost, dok je flurbiprofen najpotentniji te inducira ekspresiju enzima koji 

sudjeluje u katabolizmu prostaglandina i na taj način sprječava proliferaciju stanica raka (Chi 

i sur., 2009). 

  In vitro citotoksičnost celekoksiba, sulindaka, nimesulida, deksametazona, 

mefenamatne kiseline, flufenamatne kiseline i meklofenamatne kiseline ispitivana je na 

staničnim linijama raka grlića maternice: HeLa, VIPA, INBL i SiHa. UstvrĎeno je da 

navedeni NSAID-ovi imaju slabo do umjereno toksično djelovanje (10-40% smrtnost stanica), 

dok meklofenamatna kiselina pokazuje značajnu citotoksičnost na svim testiranim staničnim 

linijama (50-90% smrtnost stanica). Na temelju tih rezultata provedena su in vivo istraţivanja 

na miševima koji su tretirani meklofenamatnom kiselinom i kod kojih je zapaţena redukcija 

veličine tumora te povećano preţivljenje miševa (Soriano-Hernandez i sur., 2015). 

  Provedeno je i istraţivanje mefenamatne kiseline i njenih metalnih kompleksa obzirom 

na njihovu in vitro antiproliferacijsku aktivnost na tri stanične linije raka: MCF-7, T24 
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(stanična linija raka mokraćnog mjehura) i A-549 (stanična linija raka pluća) te na staničnoj 

liniji mišjih fibroblasta, L-929. Prema izračunatim IC50 vrijednostima, kompleks mefenamatne 

kiseline s Cu(II) ima vaţno biološko djelovanje zbog toga što u odnosu na IC50 vrijednost 

cisplatine, poznatog kemoterapeutika, ima slična ili bolja antiproliferacijska svojstva (Kovala-

Demertzi, 2009). 

 

 

 2.6.2. In vitro i in vivo učinak NSAID-ova na kolorektalni karcinom 

 

 NSAID-ovi kao protuupalni lijekovi mogu imati pozitivan zaštitni učinak kod osoba s 

predispozicijom prema razvoju različitih oblika karcinoma. Najviše istraţivanja je provedeno 

s ciljem ispitivanja djelovanja NSAID-ova kod obiteljske adenomatozne polipoze (eng. 

Familial Adenomatous Polyposis, FAP) vezano za sklonost obolijevanju od karcinoma 

debelog crijeva. Terapija celekoksibom pokazala je značajno smanjenje broja polipa i 

adenoma (Steinbach i sur., 2000; Arber i sur., 2006; Bertagnolli i sur., 2006), a sličan učinak 

imao je i rofekoksib (Baron i sur., 2006). Unatoč brojnim kliničkim istraţivanjima COX-2 

selektivnih inhibitora, jedino je celekoksib odobren za upotrebu od strane Američke agencije 

za hranu i lijekove (FDA), dok su rofekoksib i valdekoksib povučeni zbog jakih nuspojava 

izazvanih dugotrajnim korištenjem. Apoptoza ili programirana stanična smrt, potrebna je za 

odrţavanje homeostaze u tkivima koja se konstantno repliciraju, kao što je tkivo crijeva. 

Djelomično suzbijanje apoptoze javlja se u ranom stadiju tumorogeneze kod pribliţno 85% 

ljudskih kolorektalnih karcinoma zbog inaktivacije oba alela gena adenomatozna polipoza 

debelog crijeva (eng. adenomatous polyposis coli, APC) (Morrin i sur., 1996; Kinzler i sur., 

1998), a daljnja supresija nastaje kada se u stanicama nakupe dodatne genetske mutacije i 

dogode fenotipske promjene. Iako molekularni mehanizmi kojima NSAID-ovi inhibiraju 

kolorektalnu neoplaziju nisu u potpunosti razjašnjeni, postoji sve više dokaza da je inhibicija 

tumora djelovanjem NSAID-a vezana s njihovom sposobnošću da potaknu apoptozu u 

tumorskim stanicama s nedostatkom APC gena (He i sur., 1999) te njihovu sposobnost da 

inhibiraju angiogenezu. Prema rezultatima epidemioloških studija, postoji veza izmeĎu 

uzimanja aspirina i smanjenog rizika od razvitka karcinoma debelog crijeva (Thun i sur., 

1991). Sulindak uzrokuje redukciju sinteze prostaglandina te regresiju adenomatoznih polipa 

kod 11 od 15 pacijenata s nasljednim adenomatoznim polipima, stanjem u kojem mnogi 

kolorektalni polipi spontano prijeĎu u tumore. Svakodnevna upotreba NSAID-a povezana je 

sa smanjenjem razvitka adenomatoznih polipa te smanjenjem smrtnosti od raka debelog 

crijeva za čak 30% -50% (Paganini-Hill i sur., 1989). U in vitro uvjetima, selektivni inhibitori 
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COX-2 i neselektivni NSAID-ovi potiču apoptozu u stanicama s inaktivnim genom 

adenomatozna polipoza debelog crijeva, koje još nisu podvrgnute malignoj transformaciji, 

dok samo selektivni NSAID-ovi imaju sposobnost inhibicije kemijski induciranih tumora 

kada polipi proĎu malignu transformaciju. Prema rezultatima niza istraţivanja, selektivni 

inhibitori COX-2 potiču apoptozu i suzbijaju rast mnogih karcinoma, uključujući studije 

kultiviranog ljudskog karcinoma ţeluca, jednjaka, jezika, mozga, pluća, gušterače, dojke, 

prostate i jajnika (Thun i sur., 2002). Točan mehanizam kojim NSAID-ovi induciraju 

apoptozu tumorskih stanica koje su izgubile tu sposobnost još nije sasvim razjašnjen, premda 

je jasno da utječe na čimbenike povezane s nedostatkom gena adenomatozna polipoza 

debelog crijeva ili indukciju COX-2 ili oboje. Tvrdnju da je aktivnost COX uključena u 

proces razvitka karcinoma debelog crijeva potkrijepili su i rezultati istraţivanja da je razina 

COX-2 visoko eksprimirana u stanicama raka debelog crijeva kod ljudi i ţivotinja kao i kod 

ljudskih kolorektalnih adenoma što ukazuje na njegovu ulogu u ranim stadijima 

karcinogeneze (Kutchera i sur., 1996), dok je razina COX-1 u tumorskom tkivu 

nepromijenjena ili je neznatno sniţena u odnosu na normalnu sluznicu debelog crijeva. U 

studiji na Apc mutantima miševa, koji su modeli za obiteljsku adenomatoznu polipozu kod 

ljudi, razvoj intestinalnih polipa značajno je reduciran ili delecijom gena za COX-2 ili 

tretmanom visokoselektivnim COX-2 inhibitorom (Sheng i sur., 1997). 
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3. EKSPERIMENTALNI DIO 

3.1. MATERIJALI 

 

3.1.1. Otopine NSAID-ova 

 

 Ishodne otopine NSAID-ova otopljenih u metanolu u 500 ppm (0,5 mg mL
-1

) i 1000 

ppm (1 mg mL
-1

) koncentracijama dobivene su od Hrvatskog veterinarskog instituta u 

Zagrebu (tablica 2). 

 

Tablica 2. Popis NSAID-ova korištenih u ovom radu  

NSAID Skraćenica c (ppm) 

ANTIPIRIN A 1000 ppm 

4-AMINOANTIPIRIN  AA 1000 ppm 

KARPROFEN  CPF 1000 ppm 

DIKLOFENAK  DC 1000 ppm 

FLUFENAMATNA KISELINA  FFA 1000 ppm 

NAPROKSEN  NP 1000 ppm 

NIFLUMANATNA KISELINA  NFA 1000 ppm 

OKSIFENBUTAZON  OPB 1000 ppm 

FLUNIKSIN  FLU 1000 ppm 

5-HIDROKSI FLUNIKSIN  FLUOH 1000 ppm 

4-HIDROKSIANTIPIRIN OH-A 1000 ppm 

IBUPROFEN  IBP 1000 ppm 

KETOPROFEN  KTP 1000 ppm 

MEKLOFENAMATNA KISELINA MCA 1000 ppm 

MEFENAMATNA KISELINA  MFA 1000 ppm 

MELOKSIKAM  MLX 1000 ppm 

PIROKSIKAM  PRX 1000 ppm 

SALICILATNA KISELINA   SA 1000 ppm 

TOLFENAMATNA KISELINA  TFA 1000 ppm 

VEDAPROFEN  VDP 500 ppm 

FIROKOKSIB  FCX 500 ppm 

ISOPROPILAMINOANTIPIREN 

(sinonim RAMIFENAZON) IPAA/RAM 500 ppm 

4-METILAMINOANTIPIRIN  MAA 500 ppm 

4-FORMILAMINOANTIPIRIN  FAA 500 ppm 

FENILBUTAZON  PBZ 500 ppm 
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3.1.2. Kemikalije 

 

0,25% Tripsin-EDTA, GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, Velika Britanija 

Dinatrijev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH 

DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium), GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, 

Velika Britanija  

Etanol, Kemika, Zagreb, RH  

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

Kalijev dihidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH  

Kalijev klorid, Kemika, Zagreb, RH 

Metanol, Kemika, Zagreb, RH 

CellTiter 96
® 

AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS test), Promega 

Corporation, Madison, WI, SAD 

Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit, Merck KGaA, Darmstadt, Njemačka 

Muse™ Cell Cycle Kit, Merck KGaA, Darmstadt, Njemačka 

Natrijev klorid, Kemika, Zagreb, RH 

Tripan-plavo, Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD 

 

3.1.3. Otopine i puferi 

 

PBS pufer (pH=7,4): 

Natrijev klorid                          8,0 g  

Kalijev klorid                           0,2 g  

Dinatrijev hidrogenfosfat       1,44 g  

Kalijev dihidrogenfosfat        0,24 g  
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Destilirana voda            do 1000 mL 

0,4 % otopina tripan-plavo: 

Boja tripan-plavo                    0,08g  

PBS pufer                         20,00 mL 

 

 

3.1.4. Humane stanične linije  

 

 U ovom radu korištene su četiri humane stanične linije, od toga su tri tumorske, HeLa, 

HepG2 i MCF-7 te jedna normalna, HEK293T, dobivene iz American Type Culture 

Collection (ATCC) radne banke stanica.  

 Prva i najčešće korištena humana stanična linija, HeLa, čiji naziv potječe od 

pacijentice Henriette Lacks, izolirana je i uspostavljena 1952.g. iz tumora grlića maternice. 

HepG2 je stanična linija humanog karcinoma jetre izolirana iz pacijenta s uznapredovalim 

hepatocelularnim karcinomom. MCF-7 je stanična linija tumora dojke, uspostavljena 1973.g. 

na institutu u Detroitu, Michigan Cancer Foundation-7, prema kojem je i dobila ime. 

HEK293T stanična linija dobivena je transfekcijom HEK293 stanične linije u laboratoriju na 

Stanfordu, a izvorno potječu iz humanih embrionalnih stanica bubrega. Korištene stanične 

linije su morfološki epitelne stanice adherentnog tipa koje rastu u monosloju. 

 Sve stanične linije su odrţavane i uzgajane u inkubatoru s kontroliranom atmosferom 

od 95% zraka i 5% CO2, pri temperaturi 37 °C, u Petrijevim zdjelicama za kultivaciju 

ţivotinjskih stanica. Stanice su odrţavane u eksponencionalnoj fazi rasta te korištene za 

postavljanje pojedinačnih pokusa u pločama s jaţicama. Medij koji je korišten za uzgoj 

stanica je DMEM, uz dodatak 10 % (v/v) FBS. 
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3.1.5. UreĎaji i oprema  

 

Čitač ploča, Tecan Sunrise, Mannedorf, Švicarska  

Dyno-Eye digital camera, ANMO Electronics Corporation, Tajvan 

Hladnjak (4 °C i -20 °C), Gorenje, Slovenija  

Inkubator s kontroliranom atmosferom CO2, Kambič, Slovenija  

Inverzni mikroskop, Carl Zeiss, Njemačka  

Komora za sterilni rad, Iskra PIO, Slovenija  

Laboratorijska centrifuga, Hettich Zentrifugen, ROTOFIX 32, Tuttlingen, Njemačka  

Muse™ Cell Analyzer (Analizator staničnog zdravlja), EMD Milipore Corporation, 

Massachusetts, SAD 

Neubauer-ova komorica za brojanje stanica, Reichert Bright-Line, Buffalo, NY, SAD 

Petrijeve posude za uzgoj stanica, Thermo Scientific BioLite, SAD 

Ploče s 6 i 96 jaţica, Corning, SAD  

Svjetlosni mikroskop Axiostar 1122-100, Carl Zeiss, Njemačka 

T-boce od 25 cm
2
, Corning, SAD  
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3.2. METODE 

3.2.1. Uzgoj stanica 

 

 Uzgoj započinje odmrzavanjem stanica u koncentraciji od oko 1x10
7
 stanica mL

-1
 u 

ampulama od 1 mL, koje se čuvaju zamrznute na -80 ºC u mediju za zamrzavanje, naglim 

uranjanjem u vodenu kupelj, na 37 °C. Zatim se stanice centrifugiraju pri 1000 okretaja min
-1

 

tijekom 3 minute i ukloni supernatant, a talog stanica se resuspendira u DMEM mediju za 

uzgoj koji sadrţi 10% FBS. Stanice se prebace u T-bocu ili Petrijevu zdjelicu koja se stavlja u 

inkubator na odgovarajuću temperaturu uz atmosferu s 95% zraka i 5% CO2. Morfologija 

stanica, njihovo opće stanje i brojnost provjerava se pod inverznim mikroskopom te se 

precjepljuju kada je pokrivenost površine oko 80% kako bi se odrţavale u eksponencijalnoj 

fazi rasta. Tijekom uzgoja se takoĎer prati i boja medija, jer nagla promjena boje često 

ukazuje na pojavu kontaminacije u kulturi. 

 

3.2.2. OdreĎivanje broja stanica metodom tripan-plavo i tretman NSAID-ovima 

 

 Za utvrĎivanje broja ţivih stanica korištena je metoda tripan-plavo (0,4% m/v). Iz 

Petrijeve zdjelice u kojoj se uzgaja i odrţava biomasa stanica, ukloni se hranjivi medij, a 

površina za uzgoj ispere sterilnim PBS puferom. Zatim se doda 1 mL tripsina i posuda sa 

stanicama se stavlja natrag u inkubator na oko 5 minuta kako bi se one djelovanjem tripsina 

odvojile od površine za uzgoj. Stanice se zaokruţe kada se odvoje od podloge, a uspješnost 

odvajanja pratimo inverznim mikroskopom. Odvojenim stanicama dodajemo 1 mL 

kompletnog medija (DMEM + 10 % FBS) za inaktivaciju tripsina, stanice se resuspendiraju te 

se alikvot suspenzije stanica (20 μL) pomiješa s 20 μL boje tripan-plavo. Zatim se 20 μL tako 

pripremljene suspenzije stanica nanese u Neubauer-ovu komoricu za brojanje. Mrtve stanice 

će se obojati u plavo zbog oštećene membrane koja je propusna, te ih tako razlikujemo od 

ţivih stanica, koje aktivno izbacuju boju te ostaju neobojene. Za svaki uzorak izračuna se broj 

stanica po mL suspenzije stanica prema izrazu:  

 

                     Broj stanica mL
-1

 suspenzije = zbroj stanica u 4 kvadrata x 5000                      (1) 
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Nakon odreĎivanja ukupnog broja stanica izračuna se volumen suspenzije stanica koji je 

potreban za nacjepljivanje ploče s 96 jaţica za svaku staničnu liniju u ţeljenoj početnoj 

koncentraciju stanica. U svaku jaţicu nacijepi se po 100 μL suspenzije stanica, pri čemu su 

HepG2, MCF-7 i HeLa stanice nacjepljivane u početnoj koncentraciji od 5x10
4
 stanica mL

-1
, 

a HEK293T stanice 3x10
4
 stanica mL

-1
. Nakon 24 sata, kada su se stanice prihvatile za 

podlogu, tretirane su različitim volumenima ishodnih otopina NSAID-ova kako bi nominalne 

koncentracije ispitivanih tvari u jaţici bile: 10 μM, 50 μM, 100 μM i 200 μM, pri čemu su za 

svaku koncentraciju postavljene po 4 paralele. Nakon 72 sata MTS metodom odreĎena je 

vijabilnost, odnosno preţivljenje stanica i izraţena kao postotak preţivljenja tretiranih stanica 

u odnosu na netretirane kontrolne stanice.  

 

 

3.2.3. OdreĎivanje preţivljenja stanica MTS metodom 

  

 CellTiter 96
®
 AQueous One Solution Cell Proliferation test ili skraćeno MTS test je in 

vitro kolorimetrijska metoda koja se najčešće koristi za kvantitativno odreĎivanje ţivih 

stanica u proliferacijskim testovima ili testovima citotoksičnosti. Princip testa se temelji na 

klasičnoj MTT metodi, no danas se koriste razne modifikacije te metode u kojima su supstrati 

za djelovanje mitohondrijskih dehidrogenaza tetrazolijeve soli (MTS, WST-1, XTT, itd.) koje 

se metaboliziraju u topivi produkt te nije potreban korak otapanja kristala formazana s 

organskim otapalom dimetilsulfoksidom. CellTiter 96
®

 AQueous One Solution Cell 

Proliferation test se temelji na bioredukciji nove tetrazolijeve soli 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-

(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolij (MTS) u smeĎi produkt formazan koji 

je topiv u mediju za uzgoj stanica što ovaj test čini brţim i jednostavnijim za korištenje od 

originalnog MTT testa. Količina nastalog formazana, odnosno obojenja, odreĎuje se 

mjerenjem apsorbancije uzorka pri 490 nm, a izmjerena apsorbancija direktno je 

proporcionalna broju ţivih stanica u uzorku.  

 OdreĎivanje preţivljenja stanica MTS metodom provedeno je sukladno uputama 

proizvoĎača s manjim izmjenama. Ukratko, stanicama koje su tretirane različitim 

koncentracijama NSAID-ova, ukloni se medij s lijekovima te se doda svjeţi DMEM s MTS 

reagensom (10 μL MTS reagensa u 100 μL medija za uzgoj). Ploča sa stanicama se zatim 

vrati u inkubator narednih 3-4 sata, ovisno o staničnoj liniji. Nakon završetka inkubacije 

intenzitet razvijene boje odreĎuje se spektrofotometrijski pomoću čitača ploča pri 490 nm. 
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Postotak preţivljenja stanica izračunat je kao omjer apsorbancije tretiranih i netretiranih 

(kontrolnih) stanica prema izrazu: 

                                      ( )  [  
                       (      )

                        (        )
 ]                    (2) 

 

Sva mjerenja citotoksičnosti NSAID-ova provedena su sa po četiri paralele za svaku 

koncentraciju, a svako mjerenje je ponovljeno dva puta. Prikazani rezultati su prosječne 

vrijednosti dvaju mjerenja te su iskazana zajedno sa standardnom devijacijom (±S.D.).  

Ako je u ispitanom rasponu koncentracija, pri odreĎivanju preţivljenja stanica, odnosno, 

citotoksičnog učinka NSAID-ova postignuta 50%-tna inhibicija rasta stanica, eksperimentalni 

podatci su aproksimirani krivuljom koja ih najbolje opisuje. Regresijskom analizom odabrana 

je ona krivulja koja najmanje odstupa od eksperimentalnih podataka tj. ona čija je vrijednost 

koeficijenta determinacije R
2
 bliţa 1 (R

2
~1). Rješavanjem pripadajuće jednadţbe izračunata je 

IC50 vrijednost, koja definira onu koncentraciju ispitivane tvari koja inhibira rast 50% stanica 

u kulturi. 

 

3.2.4. Protočna citometrija 

 

 Protočna citometrija je metoda koja se koristi za sortiranje stanica na temelju 

njihovih svojstava (izgled i volumen stanica) te omogućuje istovremenu analizu fizičkih i 

kemijskih značajki na temelju različitih parametara pri čemu je moguće analizirati i do tisuću 

stanica u sekundi. Primjena protočne citometrije omogućava analizu velikog broja stanica u 

vrlo kratkom vremenu stoga je to vrlo dobra i relativno brza kvantitativna analiza. Koristi se u 

različitim istraţivanjima, kliničkim ispitivanjima te u dijagnostičke svrhe s ciljem otkrivanja 

mehanizma djelovanja tvari na različite stanične procese, kao što su utjecaj na stanični ciklus, 

aktivacija odreĎenog oblika smrti stanice (apoptoza, starenje, mitotska smrt) te aktivacija 

odnosno inhibicija gena i proteina. 

 Protočna citometrija primijenjena je u ovom radu kako bi se ispitalo uzrokuje li 

djelovanje NSAID-ova na stanične linije zastoj staničnog ciklusa (primjena Muse™ Cell 

Cycle Kita) ili potiče staničnu smrt (primjena Muse™ Annexin V & Dead Cell Kita). 

Postupak je proveden prema uputama proizvoĎača. 
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3.2.4.1. Određivanje tipa stanične smrti primjenom Muse™ Annexin V & Dead Cell Kita 

  

 Apoptoza, ili programirana smrt stanica, vaţan je stanični proces koji je u ravnoteţi sa 

staničnom diobom, a s ciljem odrţavanja homeostaze organizma. Stanice reagiraju na različite 

izvanstanične ili unutarstanične signale pokretanjem specifičnih signalnih puteva koji 

rezultiraju karakterističnim biokemijskim i morfološkim promjenama. 

U početnoj fazi apoptoze dolazi do translokacije fosfolipida fosfatidil serina (PS) s unutrašnje 

na vanjsku stranu stanične membrane. Protein aneksin V, koji je označen s fluorescentnim 

bojama, specifično se veţe na PS na vanjskoj membrani apoptotičnih stanica te se kao takav 

koristi za detektiranje apoptoze pomoću protočne citometrije (slika 4), najčešće uz primjenu 

još jedne boje kao što je npr. propidij jodid koji ulazi u oštećene stanice, veţe za DNA i 

fluorescira u kasno apoptotičnim, odnosno mrtvim, nekrotičnim stanicama.  

 

 

Slika 4. Razlikovanje tri populacije stanica unutar uzorka na temelju obiljeţavanja s 

fluorescentno obiljeţenim proteinom aneksin V (prema Millipore, 2013) 

 

 Muse™ Annexin V & Dead Cell reagens osim fluorescentno obiljeţenog aneksina V 

sadrţi i 7-aminoaktinomicin D (7-AAD) koji sluţi kao marker za mrtve stanice i pokazatelj je 

integriteta stanične membrane. Njime neće biti obiljeţene ţive i zdrave stanice te one rano 

apoptotičke. 7-AAD je fluorescentni interkalator koji ima spektralni pomak prilikom stvaranja 

kompleksa 7-AAD/DNK te se primjenjuje pri analizi uzoraka fluorescentnom mikroskopijom 

i protočnom citometrijom. 7-AAD se uglavnom izlučuje iz ţivih stanica te se koristi za 

obiljeţavanje stanica koje imaju oštećenu staničnu membranu ili su prethodno fiksirane i 

permeabilizirane (slika 5).  

Ţiva stanica       Rano apoptotična        Mrtva stanica               

    stanica   

  

Fosfatidil serin Fluorescentna boja 

Propidij jodid ili neka 

druga fluorescentna 

boja koja ulazi u 

oštećene stanice 

Aneksin V 
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Slika 5. Obiljeţavanje stanica primjenom fluorescentne boje 7-aminoaktinomicin D (7-AAD) 

(prema Millipore, 2013) 

 

Na temelju dvostrukog obiljeţavanja stanica primjenom Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit-

a moguće je razlikovati četiri populacije stanica unutar analiziranog uzorka: 

• ţive i zdrave stanice: aneksin V (-) i 7-AAD (-) 

• rano apoptotične stanice: aneksin V (+) i 7-AAD (-) 

• kasno apoptotične stanice i mrtve stanice: aneksin V (+) i 7-AAD (+) 

• mrtve stanice i stanični ostaci: aneksin V (-) i 7-AAD (+) 

Budući da je jedna od prvih promjena u ranoj apoptozi premještanje PS s unutrašnje na 

vanjsku stranu membrane, ova metoda omogućuje raniju detekciju apoptoze nego metode 

kojima se odreĎuje DNA fragmentacija ili aktivacija kaspaza. No pri korištenju aneksina V i 

interpretaciji rezultata treba imati na umu i činjenicu da eksternalizacija fosfatidil serina nije 

prisutna u svim stanicama tijekom apoptoze (svega oko 30%) te da se javlja relativno rano 

nakon segmentiranja stanične jezgre. 

 Protokol za odreĎivanje tipa stanične smrti proveden je prema uputama proizvoĎača. 

Nakon uzgoja stanica, nacjepljivanja i tretmana NSAID-ima tijekom 72 sata, kako je opisano 

u poglavlju 3.2.2., slijedi tripsinizacija svakog uzorka, pri čemu se medij u kojem su uzgajane 

stanice ne baca već se spoji s tripsiniziranim stanicama. Od tuda se uzima alikvot (20 µL) za 

odreĎivanje broja stanica u uzorku, a nakon toga, stanice se centrifugiraju, baca se supernatant 

te se stanice resuspendiraju u odgovarajućem volumenu DMEM-a s minimalno 1% FBS-a 

kako bi konačna koncentracija stanica u uzorku bila 1-5x10
5
 stanica mL

-1
. U 100 μL 

suspenzije stanica doda se 100 µL Muse™ Annexin V & Dead Cell reagensa te se inkubira 20 

Mrtva stanica Ţiva stanica 
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minuta na sobnoj temperaturi, zaštićeno od svijetla. Prije mjerenja na Muse ureĎaju svaki 

uzorak potrebno je lagano resuspendirati kako agregirane stanice ne bi začepile cjevčice. 

Zatim se postavljaju parametri analize s negativnom i pozitivnom kontrolom te se analiziraju 

pojedinačni uzorci. Za svaki uzorak postavljene su po dvije paralele, a odreĎivanje tipa 

stanične smrti ponovljeno je dva puta. 

 

3.2.4.2. Određivanje zastoja u staničnoj diobi primjenom Muse™ Cell Cycle Kita 

 

 Stanični ciklus jedan je od najznačajnijih procesa u eukariotskim stanicama, koji 

rezultira rastom stanice i podjelom na dvije stanice kćeri, stoga je regulacija staničnog ciklusa 

ključna za preţivljavanje stanica. Regulacija staničnog ciklusa usko je vezana za popravak 

genetičkog materijala i sprječavanje nekontrolirane stanične diobe. Poremećaji u regulaciji 

staničnog ciklusa su karakteristična osobina tumorskih stanica, a mutacije u genima koji su 

uključeni u kontrolu staničnog ciklusa vrlo su česte kod oboljelih od raka. S obzirom na to, 

analiza staničnog ciklusa vaţna je za razumijevanje djelovanja antitumorskih spojeva. 

 Muse™ Cell Cycle Kit omogućuje kvantitativno mjerenje postotka stanica u G0/G1, S i 

G2/M fazama staničnog ciklusa primjenom Muse™ analizatora staničnog zdravlja. Kit sadrţi 

reagens koji uključuje boju propidij jodid (PI) koja interkalira u nuklearnu DNK što 

omogućuje razlikovanje populacija stanica u različitim fazama staničnog ciklusa na temelju 

različitog sadrţaja DNK.
 
 Stanice u G0/G1 fazi sadrţe dvije kopije svakog kromosoma. Kako 

se stanice počinju dijeliti, sintetiziraju kromosomsku DNK (S faza). Intenzitet fluorescencije 

PI povećava se sve dok se sva kromosomska DNK ne udvostruči (G2/M faza). U ovoj fazi, 

G2/M stanice fluoresciraju s dvostrukim intenzitetom od G0/G1 populacije. G2/M stanice na 

kraju se podijele u dvije stanice.  

 Protokol za odreĎivanje postotka stanica u svakoj fazi staničnog ciklusa proveden je 

prema uputama proizvoĎača. Metoda započinje uzgojem, nacjepljivanjem i tretmanom stanica 

te fiksiranjem stanica, za što je potrebno oko 1x10
6
 stanica mL

-1
. Suspenzija stanica se zatim 

centrifugira (300xg, 5 min), supernatant odbaci te se staničnom peletu doda PBS (1x10
6
 

stanica mL
-1

) i resuspendira. Ponovno slijedi centrifugiranje te odbacivanje supernatanta tako 

da na dnu ostane otprilike 50 µL PBS za 1x10
6
 stanica u čemu se one resuspendiraju. U 1 mL 

svjeţeg pripravljenog ledeno hladnog 70% etanola dodaje se kap po kap suspenzije stanica uz 

vorteksiranje na srednjoj brzini te se tako pripravljene stanice ostave u zamrzivaču na - 20 °C 

najmanje 3 sata, a moţe i preko noći, da se fiksiraju. Nakon fiksiranja slijedi obiljeţavanje, 
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odnosno bojanje stanica PI tako da se izuzme alikvot od 200 µL fiksiranih stanica, 

centrifugira (300xg, 5 min), odbaci supernatant, a talog stanica se resuspendira u PBS puferu 

(0,25 mL PBS za 5x10
5
 stanica). Nakon još jednog centrifugiranja, supernatant se baca te se 

talog stanica resuspendira u 200 µL Muse™ Cell Cycle reagensa i inkubira 30 minuta na 

sobnoj temperaturi, zaštićeno od svijetla. Zatim slijedi analiza na Muse™ ureĎaju koja 

započinje postavljanjem parametara analize nakon čega se analiziraju pojedinačni uzorci. Za 

svaki uzorak postavljene su po dvije paralele, a odreĎivanje tipa stanične smrti ponovljeno je 

dva puta.  

 

 

 

3.3. OBRADA REZULTATA 

  

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti ( ̅) uzoraka u skupini: 

 ̅  
 

 
∑   
 
                             [3] 

 s pripadajućim standardnim devijacijama S.D.:            

                                               
 

n

xxi 


2

.S.D                [4] 

gdje je n ukupan broj uzoraka u skupini, a xi  pojedinačna vrijednost uzoraka. 
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4. REZULTATI I RASPRAVA 
 

 Nesteroidni protuupalni lijekovi su najčešće korišteni analgetici u svijetu, čija se 

kronična uporaba povećava sa starosnom dobi, unatoč nizu dokazanih neţeljenih nuspojava. 

Analgetske dobrobiti NSAID-ova poznate su od davnina, kada su ljudi koristili koru vrbe za 

mišićno-koštanu bol, a tek kasnije je učinak tog narodnog „lijeka“ pripisan NSAID-ovima kao 

djelatnim tvarima. Mehanizam djelovanja NSAID-ova otkriven je 1971. godine kada Sir John 

Vane i Piper dokazuju da NSAID-ovi blokiraju enzimsku aktivnost ciklooksigenaze te 

posljedično biosintezu prostaglandina. U stanicama sisavaca identificirane su dvije različite 

izoforme ciklooksigenaza, COX-1 i COX-2. Tradicionalni, neselektivni NSAID-ovi inhibiraju 

obje izoforme te su povezani s različitim stupnjem gastrointestinalnog rizika, jer konstitutivno 

prisutna aktivnost COX-1 katalizira nastajanje prostaglandina koji štite sluznicu 

gastrointestinalnog trakta. S druge strane, selektivni COX-2 inhibitori inhibiraju samo 

inducibilnu COX-2 izoformu čija je ekspresija inducirana u mnogim tkivima tijekom upale, 

zacjeljivanja rana i nastanka novotvorevina te imaju sličnu učinkovitost kao tradicionalni 

NSAID-ovi, ali s manjim nepoţeljnim učincima na gastrointestinalni sustav.  

 Unatrag nekoliko desetljeća, NSAID-i se intenzivno istraţuju obzirom na njihov 

antitumorski potencijal za koji se pretpostavlja da je posljedica inhibicije aktivnosti enzima 

COX-2 koji je prekomjerno eksprimiran u mnogim ljudskim tumorima. Stoga su baš visoko-

selektivni inhibitori COX-2 zanimljivi i intenzivno se istraţuju kao obećavajuća 

antikancerogena sredstva. TakoĎer, novije studije ukazuju na to da odreĎeni NSAID-ovi 

preko COX-2 nezavisnih mehanizama iskazuju svoje antitumorsko djelovanje što upućuje na 

postojanje do sada nepoznatih mehanizama djelovanja tih lijekova. Navedena zapaţanja 

potaknula su brojna istraţivanja koja dokazuju da mnogi NSAID-ovi štite organizam od 

nastanka i razvoja različitih tipova karcinoma kao što su karcinom ţeluca, jednjaka, jezika, 

mozga, pluća, gušterače, dojke, prostate i jajnika. Najviše je istraţeno djelovanje NSAID-ova 

na obiteljsku adenomatoznu polipozu i za nju vezanu sklonost obolijevanju od karcinoma 

debelog crijeva za čiju terapiju je FDA odobrila celekoksib, čija upotreba rezultira znatnim 

smanjenjem broja polipa i adenoma. 
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4.1. In vitro ispitivanje citotoksičnosti NSAID-ova 

 

 Alternativni in vitro testovi na kontinuiranim staničnim linijama koriste se za 

ispitivanje potencijala koju odreĎene tvari imaju kao antitumorski agensi na temelju 

odreĎivanja relativnog stupnja inhibicije rasta ili citotoksičnosti za svaku korištenu staničnu 

liniju. Prema tako dobivenim rezultatima vrši se odabir spojeva za daljnja in vitro i in vivo 

istraţivanja onih spojeva koji imaju antitumorsko djelovanje odnosno iskazuju potencijal za 

razvoj lijekova.  

 U ovom radu je korištena MCF-7 stanična linija, koja se nalazi na listi za in vitro 

primarni probir Nacionalnog instituta za rak (eng. National Cancer Institute, NCI) (NCI, 

2015) te se često koristi u istraţivanjima antitumorskog djelovanja raznih spojeva. Stoga je 

primarni probir odabranih 25 NSAID-ova, navedenih u tablici 2, napravljen upravo na MCF-7 

staničnoj liniji. Ukratko, stanice su nacjepljene te su nakon 24 sata tretirane sa 100 μM lijeka. 

72 sata nakon tretmana, kolorimetrijskom MTS metodom odreĎeno je preţivljenje MCF-7 

stanica i prikazano kao postotak preţivljenja tretiranih stanica u odnosu na netretirane, 

kontrolne stanice, što je prikazano na slici 6.  
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Slika 6. Preţivljenje MCF-7 stanica nakon 72-satnog tretmana s 25 različitih NSAID-a u 

koncentraciji 100 μM 

IBP, ibuprofen; A, antipirin; AA, 4-aminoantipirin; OH-A, 4-hidroksiantipirin; KTP, ketoprofen; OPB, oksifenburazon; PBZ, 

fenilbutazon; VDP, vedaprofen; CPF, karprofen; NP, naproksen; FLU, fluniksin; FCX, firokoksib; RAM, ramifenazon; 

MAA, 4-metilaminoantipirin; FAA, 4-formilaminoantipirin; MLX, meloksikam; PRX, piroksikam; SA, salicilatna kiselina; 

TFA, tolfenamatna kiselina; FLUOH, 5-hidroksifluniksin ; MCA, meklofenamatna kiselina; MFA, mefenamatna kiselina; 

DC, diklofenak; FFA, flufenamatna kiselina; NFA, niflumanatna kiselina. 

 

Iz rezultata prikazanih na slici 6, vidljivo je da većina ispitanih NSAID-ova u 100 µM 

koncentraciji iskazuje odreĎeni postotak citotoksičnosti, odnosno inhibicije rasta MCF-7 

stanica i to u rasponu od oko 7% (SA) do 66% (VDP). Obzirom da je korištena humana 

tumorska stanična linija, koja je na NCI listi za probir spojeva s antitumorskim potencijalom, 

ovim početnim probirom potvrĎena je pretpostavka da NSAID-i imaju antitumorsko 

djelovanje. 

Na temelju prikazanih rezultata početnog probira (slika 6) vidljivo je da najmanje izraţen 

citotoksični učinak na MCF-7 stanice imaju salicilatna kiselina (SA), meloksikam (MLX) i 4-

hidroksiantipirin (OH-A), dok su najizraţeniji citotoksični učinak na MCF-7 stanice imali 

vedaprofen (VDP), fluniksin (FLU), tolfenamatna kiselina (TFA) i diklofenak (DC) stoga su 
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upravo ti NSAID-ovi odabrani za daljnje ispitivanje i na drugim humanim staničnim linijama: 

HEK293T, HepG2 i HeLa. Kao što je prethodno opisano u poglavlju 3.2.2., MCF-7, HepG2, 

HeLa i HEK293T stanice tretirane su različitim koncentracijama (10 μM, 50 μM, 100 μM i 

200 μM) odabrana četiri NSAID-a te je nakon 72 sata odreĎen njihov učinak na preţivljenje 

tih stanica što je prikazano na slikama 7, 8, 9 i 10. 

 

 

Slika 7. Preţivljenje MCF-7 stanica nakon 72-satnog tretmana različitim koncentracijama 

vedaprofena (VDP), fluniksina (FLU), tolfenamatne kiseline (TFA) i diklofenaka (DC)  

 

U skladu s rezultatima početnog probira, najizraţenije citotoksično djelovanje na MCF-7 

stanice ima VDP i to pri sve četiri ispitane koncentracije s najmanjim postotkom preţivljenja 

stanica pri najvećoj ispitanoj koncentraciji od 200 μM (23,93%). Linearno povećanje 

citotoksičnosti odnosno smanjenje preţivljenja stanica ovisno o primjenjenoj koncentraciji 

slijede i FLU (27%), TFA (28,25%) te DC koji pokazuje najmanji citotoksični učinak na 

tretiranim stanicama kod najveće koncentracije ispitanog lijeka (43,46%) (slika 7). 
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Slika 8. Preţivljenje HepG2 stanica nakon 72-satnog tretmana različitim koncentracijama 

vedaprofena (VDP), fluniksina (FLU), tolfenamatne kiseline (TFA) i diklofenaka (DC)  

Slično rezultatima na MCF-7 stanicama, VDP ima najjači citotoksični učinak na HepG2 

staničnoj liniji, koji raste s upotrijebljenom dozom i najveći postotak inhibicije je malo veći u 

odnosu na MCF-7 (76,07%) te iznosi 81,4% kod 200 μM koncentracije VDP-a. Prema 

zapaţenom inhibitornom učinku zatim slijede TFA (77,07%), DC (64,18%), te FLU (49,29%) 

s najslabijim citotoksičnim učinkom na HepG2 stanice kod 200 μM koncentracije lijeka (slika 

8). 

 

Slika 9. Preţivljenje HeLa stanica nakon 72-satnog tretmana različitim koncentracijama 

vedaprofena (VDP), fluniksina (FLU), tolfenamatne kiseline (TFA) i diklofenaka (DC)  
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Svi ispitani lijekovi pokazuju najjači citotoksični učinak na HeLa staničnoj liniji pri najvećoj 

koncentraciji NSAID-ova, odnosno preţivljenje stanica se proporcionalno smanjuje s 

porastom koncentracije NSAID-a. Najmanji postotak preţivljenja HeLa stanica zapaţen je 

kod TFA (15,76%) i VDP (15,95%) u 200 μM koncentraciji NSAID-a. Malo manje 

citotoksično djelovanje pokazuje FLU (18,65%), dok je DC (23,99%) pokazao najslabiji 

citotoksični učinak na HeLa staničnoj liniji (slika 9). Dakle, zapaţeni citotoksični učinak na 

sve tri tumorske stanične linije ovisan je o koncentraciji ispitivane tvari za četiri NSAID-a te 

se moţe pretpostaviti da ispitani spojevi imaju antitumorski potencijal, koji nadalje treba 

istraţiti. 

Kod in vitro ispitivanja antitumorskog djelovanja neke tvari na humanim staničnim linijama 

pretpostavlja se razlika u djelovanju na tumorske stanice i one porijeklom iz zdravog, 

normalnog tkiva, pri čemu je očekivani rezultat jači inhibitorni učinak na rast tumorskih nego 

normalnih stanica. Stoga je u ovom radu učinak odabrana četiri NSAID-a ispitan i na 

HEK293T staničnoj liniji porijeklom iz zdravog tkiva što je prikazano na slici 10. 

 

 

Slika 10. Preţivljenje HEK293T stanica nakon 72-satnog tretmana različitim koncentracijama 

vedaprofena (VDP), fluniksina (FLU), tolfenamatne kiseline (TFA) i diklofenaka (DC)  
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Rezultati prikazani na slici 10 u skladu su s očekivanjima, odnosno najslabiji citotoksični 

učinak NSAID-ova zapaţen je na normalnim HEK293T stanicama pri čemu je i ovdje učinak 

ovisan o koncentraciji ispitivanog lijeka. Najjači citotoksični učinak pokazuje TFA s najvećim 

postotkom inhibicije pri 200 μM koncentraciji lijeka (50,62%), a zatim slijede VDP (48,24%), 

FLU (46,68%) te DC (41,43%). 

Eksperimentalni podatci o preţivljenju tretiranih MCF-7, HepG2, HeLa i HEK293T stanica 

aproksimirani su odgovarajućim krivuljama koje najbolje opisuju dobivene rezultate (R
2
~1) te 

su iz jednadţbi pripadajućih krivulja izračunate IC50 vrijednosti za sva četiri NSAID-a za 

pojedinu staničnu liniju i prikazane u tablici 3.         

 

Tablica 3.  IC50 vrijednosti za odabrane NSAID-ove ispitane na četiri stanične linije 

NSAID 
Stanična linija 

MCF-7 HEK293T HepG2 HeLa 

FLUNIKSIN 130,47 n.i.* n.i.* 127,5 

DIKLOFENAK 95,41 n.i.* 123,86 145,21 

TOLFENAMATNA KISELINA 130,32 200,95 141,28 113,51 

VEDAPROFEN 78,19 205,09 83,57 106,28 

*n.i. = nije izračunato iz eksperimentalnih podataka 

 

Manja IC50 vrijednost odgovara jačem citotoksičnom učinku ispitivane tvari te prema 

izračunatim IC50 vrijednostima (tablica 3) moţemo zaključiti da najjači citotoksični učinak 

ima vedaprofen na MCF-7 stanice (IC50=78,19 μM), a zatim slijede diklofenak (IC50=95,41 

μM), tolfenamatna kiselina (IC50=130,32 μM) te fluniksin (IC50=130,47 μM) na istoj staničnoj 

liniji, za koju stoga moţemo reći da je najosjetljivija na djelovanje ispitivanih NSAID-ova. 

Vedaprofen takoĎer ima najjači učinak i na preostale dvije tumorske stanične linije, HepG2 i 

HeLa, 83,57 μM odnosno 106,28 μM, što je u skladu s primarnim probirom na MCF-7 

stanicama gdje se VDP pokazao najcitotoksičnijim meĎu 25 testiranih NSAID-a. Najveće 

IC50 vrijednosti izračunate su za HEK293T staničnu liniju, porijeklom iz zdravog tkiva, a u 

odnosu na preostale tri humane tumorske stanične linije korištene u ovom radu. Kao što je već 

spomenuto, takav rezultat je pozitivan pri istraţivanju antitumorskog djelovanja ispitivanih 

lijekova, jer ukazuje na to da ispitani NSAID-i imaju potencijal kao antitumorski lijekovi za 
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daljnja in vivo ispitivanja te da se pri tome moţe očekivati jači antiproliferativni ili inhibitorni 

učinak na tumorske nego na zdrave stanice.  

Prema Sankpal i suradnicima (2013), tolfenamatna kiselina selektivno inhibira rast Panc1, 

L3.6pl i MiaPaCa-2 tumorskih stanica, dok je u normalnim i diferenciranim stanicama, 

hTERT-HPNE i SH-SY5Y, zabiljeţen blagi citotoksični učinak, što je u skladu s rezultatima 

prikazanim u ovom radu. Slično su pokazali Kim i suradnici (2013), u čijem radu je dokazano 

da TFA inhibira proliferaciju i potiče apoptozu u MDA-MB-231 stanicama raka dojke, što je 

u skladu s ovdje prikazanim rezultatima na MCF-7 staničnoj liniji raka dojke. Obzirom na 

navedene literaturne podatke i naše rezultate, moţe se pretpostaviti da TFA ima potencijal kao 

lijek za terapiju raka dojke.  

Eksperimentalne studije dokazuju da diklofenak inhibira proliferaciju stanica raka ovisno o 

koncentraciji (Smirnova i sur., 2012), a u istraţivanju koje su proveli Yagi i suradnici (2014), 

50 μg mL
-1

 DC-a inhibira proliferaciju HepG2 stanične linije pri čemu je zabiljeţeno 

preţivljenje oko 75% stanica, što je slično rezultatima dobivenim u ovom ispitivanju. Slične 

rezultate, na istoj staničnoj liniji objavili su Chen i Wu (2006) koji su ispitivali djelovanje 

DC-a na HepG2 stanice te ustvrdili da on nakon 24, 48 i 72 sata značajno inhibira 

proliferaciju tih tumorskih stanica ovisno o koncentraciji, s postotkom inhibicije od 40,47% 

nakon 48 sati izloţenosti 50 μM diklofenaku i IC50 vrijednošću od 70,54 μM. U ovom radu 

najjači antiproliferativni učinak na rast tumorskih stanica ima vedaprofen, za koji u dostupnoj 

znanstvenoj literaturi nismo našli podatke o in vitro ispitivanjima, no obzirom da su rezultati 

za TFA i DC u skladu s objavljenim rezultatima drugih znanstvenika, moţemo zaključiti da 

VDP-a ima obećavajući antitumorski potencijal. No, svakako su nuţna daljnja ispitivanja 

njegovog djelovanja i mogućnosti primjene kao antitumorskog lijeka za razne tipove 

karcinoma, budući da je pokazao citotoksični učinak na tri različite tumorske stanične linije. 
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 Pri ispitivanju učinka NSAID-ova na rast MCF-7, HepG2, HeLa i HEK293T stanica 

zapaţena je slabija ili jača inhibicija rasta stanica, ovisna o koncentraciji i vrsti lijeka, te su 

uočene odreĎene promjene u izgledu tretiranih u odnosu na kontrolne stanice. Stoga su s 

ciljem utvrĎivanja morfoloških promjena izazvanih djelovanjem ispitivanih lijekova, 

HEK293T i HepG2 stanice 72 sata nakon tretmana slikane pod svjetlosnim mikroskopom 

(slika 11). 

 

 

Slika 11. Svjetlosna mikroskopija HEK293T i HepG2 stanica nakon 72 sata tretmana s 100 

μM NSAID-a (povećanje 400 x). HEK293T stanice: a) kontrolne, b) tretirane s FLU, c) 

tretirane s DC, d) tretirane s TFA, e) tretirane s VDP. HepG2 stanice: f) kontrolne, g) tretirane 

s FLU, h) tretirane s DC, i) tretirane s TFA, j) tretirane s VDP 

Pri svjetlosnoj mikroskopiji HEK293T i HepG2 stanica uočene su morfološke promjene 

tretiranih stanica u odnosu na kontrolne stanice. Kod kontrolnih stanica vidljive su dobro 
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prihvaćene stanice tipičnog fibroblastnog, odnosno epitelnog izgleda. U obje kulture nakon 

tretmana ispitanim NSAID-ovima (100 µM) smanjen je broj stanica, narušen je izgled 

staničnog monosloja i vidljiv je gubitak kontakta izmeĎu stanica zbog čega se stanice 

zaokruţuju i odvajaju od podloge za rast što u konačnici rezultira njihovom manjom 

brojnošću. Za okrugle stanice, kod kojih je vidljiva kondenzacija kromatina i jezgre, moţemo 

pretpostaviti da su apoptotične stanice, jer su to početna biokemijska obiljeţja stanične smrti 

procesom apoptoze, što je svakako potrebno još dokazati nekom drugom metodom.  

 

4.2. OdreĎivanje mehanizma citotoksičnog djelovanja NSAID-ova protočnom 

citometrijom 

 Zapaţeni citotoksični učinak NSAID-ova na korištene stanične linije moţe biti 

posljedica utjecaja na različite stanične procese. Najčešće je smanjenje preţivljenja tretiranih 

stanica posljedica indukcije stanične smrti ili inhibicije stanične diobe zbog djelovanja 

ispitivane tvari. Stoga je u ovom radu primjenom protočne citometrije ispitan mehanizam 

citotoksičnog djelovanja NSAID-ova. Korišten je Muse ™  Cell Analyzer te je primjenom 

Muse ™ Cell Cycle Kit-a ispitan utjecaj NSAID-a na stanični ciklus, dok je Muse™ Annexin 

V & Dead Cell Kit korišten za odreĎivanje tipa stanične smrti u stanicama tretiranim NSAID-

ovima. 

 

4.2.1. Učinak NSAID-a i stanična smrt 

 

 Stanice su uzgojene te tretirane nakon 24 sata sa 100 μM NSAID-a. Iz suspenzije 

stanica pripremljene prema protokolu proizvoĎača, odnosno kako je opisano u poglavlju 

3.2.4.1., uzme se alikvot od 100 μL te se zatim doda isti volumen Muse™ Annexin V & Dead 

Cell Kit reagensa i inkubira 20 minuta zaštićeno od svjetla. Nakon postavljanja parametara 

analize s negativnom i pozitivnom kontrolom na Muse ureĎaju kreće se s analizom 

pojedinačnih uzoraka pri čemu su rezultati vidljivi kao „dot-plot“ dijagrami (slika 12), a 

parametri mjerenja su postavljeni tako da je moguće razlikovati četiri populacije stanica 

unutar uzorka: ţive, rane apoptotične, kasno apoptotične/mrtve te mrtve stanice. Analizirane 

su MCF-7 stanice (slika 13) kao humana tumorska stanična linija koja se u ispitivanju 

citotoksičnosti pokazala najosjetljivijom te HEK293T stanice (slika 14), kao normalna 

stanična linija porijeklom iz zdravog tkiva. 
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Slika 12. Prikaz jednog reprezentativnog „dot-plot“ dijagrama dobivenog prilikom 

odreĎivanja tipa stanične smrti primjenom Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit-a nakon 72-

satnog djelovanja vedaprofena (VDP) na MCF-7 staničnu liniju 

 

 

Slika 13. Postotak ţivih, stanica u ranoj apoptozi, kasno apoptotičnih/mrtvih stanica te 

ukupno apoptotičnih MCF-7 stanica nakon tretmana vedaprofenom (VDF), fluniksinom 

(FLU), tolfenamatnom kiselinom (TFA) i diklofenakom (DC) u koncentraciji od 100 μM 
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Slika 14. Postotak ţivih, stanica u ranoj apoptozi, kasno apoptotičnih/mrtvih stanica te 

ukupno apoptotičnih HEK293T stanica nakon tretmana vedaprofenom (VDF), fluniksinom 

(FLU), tolfenamatnom kiselinom (TFA) i diklofenakom (DC) u koncentraciji od 100 μM 

 

Jedan od prethodno opisanih mehanizama kojim NSAID-ovi mogu inhibitorno djelovati na 

nastanak i rast tumora je poticanje, odnosno indukcija apoptoze u stanicama raka. Prema 

rezultatima mjerenja postotka ţivih stanica, stanica u ranoj apoptozi, kasno 

apoptotičnih/mrtvih stanica te ukupno apoptotičnih MCF-7 stanica nakon tretmana sa 100 μM 

vedaprofena, fluniksina, tolfenamatne kiseline i diklofenaka prikazanih na slici 13, uočena je 

mala razlika u postotku ţivih te ukupnih apoptotičnih stanica kod tretiranih u odnosu na 

kontrolne MCF-7 stanice (5,48%), pri čemu je porast postotka ukupnih apoptotičnih stanica 

(12,21%) najizraţeniji kod vedaprofena (slika 13) koji je pokazao i najjači citotoksični 

učinak. S druge strane, kod normalne HEK293T stanične linije (slika 14) ne postoji značajna 

razlika u postotcima unutar populacija stanica, pri čemu je postotak populacije ţivih stanica 

vrlo visok i sličan izmeĎu kontrolnih (97,40%) i stanica tretiranih VDP-om (96,73%). Stoga 

se moţe zaključiti da je indukcija apoptoze nakon tretmana ispitivanim NSAID-ovima 

značajnija kod tumorskih MCF-7 stanica nego kod normalnih HEK293T stanica, pri čemu 

vedaprofen osim što ima najizraţenije citotoksično djelovanje ima i najjači proapoptotični 

učinak. Nakon VDP-a, najjači učinak na apoptozu MCF-7 stanica ima tolfenamatna kiselina, 
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tretman koji je rezultirao s 10,67% ukupno apoptotičnih stanica (slika 13). U dostupnoj 

literaturi nema podataka obzirom na sposobnost vedaprofena da potakne apoptozu u 

tumorskim stanicama, ali poznato je da TFA selektivno utječe na rast tumorskih stanica, tako 

da potiče transkripciju tumor supresora, što rezultira apoptozom stanica kolorektalnog 

karcinoma, te inhibira ekspresiju transkripcijskih faktora koji pridonose proliferaciji 

metastazirajućih tumora, čija je prekomjerna ekspresija negativni čimbenik preţivljavanja kod 

mnogih ljudskih karcinoma. Osim navedenog mehanizma antitumorskog djelovanja TFA 

putem indukcije apoptoze, TFA takoĎer utječe na ekspresiju receptora vaskularnog 

endotelijskog faktora rasta (eng. vascular endothelial growth factor receptor-1, VEGFR-1) te 

na taj način smanjuje angiogenezu i rast tumora in vivo. TakoĎer, poznato je da TFA iskazuje 

značajan citotoksični učinak u in vitro uvjetima na stanice karcinoma pluća, ali i u in vivo 

uvjetima, na miševima (Ligget i sur., 2014). 
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4.2.2. Učinak NSAID-a i stanična dioba 

 

 Nakon 72 sata tretmana stanica ispitivanim NSAID-ima (100 μM) MCF-7 stanice su 

prema uputama proizvoĎača i kako je opisano u poglavlju 3.2.4.2. prvo fiksirane te obojane 

na način da je izuzet alikvot od 200 µL fiksiranih stanica te nakon dva centrifugiranja talog 

stanica resuspendiran u 200 µL reagensa iz Muse ™ Cell Cycle Kit-a i inkubiran 30 minuta na 

sobnoj temperaturi, zaštićeno od svjetla. Zatim slijedi analiza na Muse
TM 

ureĎaju, koja 

započinje postavljanjem parametara analize nakon čega se analiziraju pojedinačni uzorci, a 

rezultati dva ponovljena mjerenja prikazani su na slici 15. 

 

 

Slika 15. Postotak MCF-7 stanica u pojedinim fazama staničnog ciklusa nakon tretmana 

vedaprofenom (VDP), fluniksinom (FLU), tolfenamatnom kiselinom (TFA) i diklofenakom 

(DC) u koncentraciji od 100 μM 

 

Nakon 72-satnog tretmana MCF-7 stanica 100 μM koncentracijama NSAID-ova izmjeren je 

veći postotak stanica u G0/G1 fazi staničnog ciklusa nego u kontrolnoj grupi, s prisutnim 

pripadajućim smanjenjem postotka stanica u G2/M fazi. Najveća razlika u odnosu na kontrolu 
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(G0/G1=7,85%, G2/M=19,95%), uočena je nakon tretmana VDP-om (G0/G1=17,65%, 

G2/M=9,8%). Zatim slijede DC (G0/G1=16,9%, G2/M=11,65%), TFA (G0/G1=10,65%, 

G2/M=6%) te FLU s najmanjom razlikom u raspodjeli stanica u G0/G1 u odnosu na kontrolu 

(G0/G1=9,55%, G2/M=7,1%). Navedeni rezultati sugeriraju da je inhibicija stanične 

proliferacije povezana s indukcijom zastoja staničnog ciklusa u G0/G1 fazi te da su razlike u 

proliferaciji stanica koje su tretirane u odnosu na netretirane kontrolne stanice zbog razlike u 

regulaciji staničnog ciklusa, odnosno zbog utjecaja NSAID-a na stanični ciklus. 

Prema Basha i suradnicima (2011), koji su ispitivali mehanizam antitumorskog djelovanja 

TFA na stanice karcinoma jajnika, SKOV3-AF2 i ES-2, 50 μM koncentracija TFA nakon 48-

satnog tretmana rezultirala je takoĎer zaustavljanjem staničnog ciklusa u G0/G1 fazi. Do 

sličnih rezultata su došli i Eslin i suradnici (2013) na LA1-55n i SH-SY5Y staničnim linijama 

neuroblastoma kod kojih je TFA značajno inhibirala stanični ciklus uzrokujući 71%-tni (LA1 

55n) i 59%-tni (SH-SY5Y) zastoj stanica u G0/G1 u fazi u usporedbi s 30% -tnim (LA1 55n) i 

31%-tnim (SH-SY5Y) u kontrolnim stanicama nakon 24-satnog tretmana. Zaustavljanje u 

G0/G1 pratilo je odgovarajuće smanjenje postotka stanica u S i G2/M fazama, što je slično 

rezultatima dobivenim u ovom radu gdje je takoĎer zapaţen porast udjela stanica u G0/G1 uz 

smanjenje postotka stanica u G2/M fazi. 

U eukariotskim stanicama, aktivnost različitih proteina regulira rast i potiče stanični ciklus u 

različitim fazama, što dovodi do podjele stanica. Dobiveni rezultati upućuju na to da ispitani 

NSAID-ovi djeluju na dogaĎaje u ranijim fazama staničnog ciklusa te na zaključak da je 

zastoj staničnog ciklusa u G0/G1 fazi djelomično odgovoran za zapaţeni inhibitorni učinak na 

rast tumorskih stanica. No obzirom, da na temelju prikazanih rezultata ne moţemo jasno 

razlučiti koji je mehanizam, indukcija stanične smrti ili inhibicija staničnog ciklusa, ključan 

za zapaţeni antitumorski učinak vedaprofena, fluniksina, tolfenamatne kiseline i diklofenaka 

nuţna su daljnja ispitivanja navedenih NSAID-ova.  

TakoĎer, unatoč sve većem broju in vitro i in vivo eksperimentalnih dokaza da 

NSAID-ovi posjeduju antitumorsku aktivnost, za razvijanje terapijske strategije za njihovu 

primjenu u liječenju raka, potrebna su daljnja istraţivanja staničnih i molekularnih 

mehanizama djelovanja NSAID-a te farmako-kinetičke studije kako bi primjena navedenih 

lijekova u borbi protiv karcinoma bila učinkovita i sigurna. 
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5. ZAKLJUČCI 
 

Na temelju provedenih istraţivanja i dobivenih rezultata moţe se zaključiti: 

1. Prema rezultatima početnog probira, svih 25 ispitanih nesteroidnih protuupalnih lijekova u 

100 µM koncentraciji izazivaju citotoksični učinak, odnosno inhibiraju u odreĎenom postotku 

rast MCF-7 stanica.  

2. Najizraţeniji citotoksični učinak na MCF-7 stanice imaju vedaprofen, fluniksin, 

tolfenamatna kiselina i diklofenak, koji su ispitani na još dvije tumorske (HepG2 i HeLa) i 

jednoj normalnoj (HEK293T) staničnoj liniji. 

3. Učinak ispitanih NSAID-ova nakon 72 sata tretmana (u rasponu koncentracija 10 µM do 

200 µM) ovisan je o koncentraciji te je najjači inhibitorni učinak sva četiri spoja na sve četiri 

stanične linije zabiljeţen pri najvećoj ispitanoj koncentraciji (200 µM). Najjači citotoksični 

učinak na MCF-7 i HepG2 stanice je izazvao vedaprofen, dok je na HeLa i HEK293T stanice 

najjače djelovala tolfenamatna kiselina. 

4. Prema izračunatim IC50 vrijednostima najjači citotoksični učinak na sve tri tumorske 

stanične linije ima vedaprofen, pa zatim slijede tolfenamatna kiselina, fluniksin te diklofenak. 

Najveće IC50 vrijednosti izračunate su za HEK293T staničnu liniju, porijeklom iz zdravog 

tkiva, što ukazuje na to da ispitani NSAID-i imaju jači antiproliferativni ili inhibitorni učinak 

na tumorske nego na zdrave stanice stoga imaju potencijal kao antitumorski lijekovi. 

5. Indukcija apoptoze nakon tretmana NSAID-ovima izraţenija je kod tumorskih MCF-7 

stanica nego kod normalnih HEK293T stanica, pri čemu vedaprofen ima najjači 

proapoptotični učinak. 

6. Tretman NSAID-ovima rezultira zastojem staničnog ciklusa u G0/G1 fazi te se moţe 

pretpostaviti da ispitani spojevi djeluju na dogaĎaje u ranijim fazama staničnog ciklusa čime 

se djelomično moţe objasniti zapaţeni antiproliferacijski učinak u tumorskim staničnim 

linijama. 

7. Potrebna su daljnja istraţivanja mehanizama djelovanja ispitanih NSAID-ova budući da 

dobiveni rezultati nisu dovoljni da bi se jednoznačno povezao mehanizam djelovanja i 

zapaţena antitumorska aktivnost NSAID-ova. 
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