Procjena ucinka nesteroidnih protuupalnih lijekova u
kulturama zivotinjskih stanica

Jakopec, Marta

Master's thesis / Diplomski rad
2017

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / SveuciliSte u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:159:138781

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

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-13

prehrambeno Repository / Repozitorij:

biotehnoloki Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:138781
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:2629
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:2629
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:2629

SVEUCILISTE U ZAGREBU

PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, srpanj 2017. Marta Jakopec
795/MB



PROCJENA UCINKA
NESTEROIDNIH PROTUUPALNIH
LIJEKOVA U KULTURAMA
ZIVOTINJSKIH STANICA



Rad je izraden u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije na Zavodu
za biokemijsko inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloSkog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu pod

mentorstvom doc.dr.sc. Kristine Rado$evié.



Zahvaljujem se mentorici doc.dr.sc. Kristini Radosevi¢ na posvecenom vremenu, trudu i

prenesenom znanju tijekom provodenja eksperimenata i pisanja ovog rada.

Veliko hvala mojoj obitelji, a posebno roditeljima, na iznimnoj potpori i bodrenju tijekom

studija.

Za kraj, zahvaljujem se mom dragom Alenu, na svoj podrsci tijekom izrade ovog rada.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Diplomski rad
Sveuciliste u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Zavod za biokemijsko inZenjerstvo
Laboratorij za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije

Znanstveno podrucje: Biotehni¢ke znanosti
Znanstveno polje: Biotehnologija

PROCJENA UCINKA NESTEROIDNIH PROTUUPALNIH LIJEKOVA U KULTURAMA
ZIVOTINJSKIH STANICA

Marta Jakopec, 795/MB

Sazetak: Nesteroidni protuupalni lijekovi (NSAID, eng. nonsteroidal anti-inflammatory drug)
intenzivno se istrazuju posljednjih desetljec¢a obzirom na njihov antitumorski potencijal te smanjenje
rizika za razvoj i napredak malignih bolesti njihovom primjenom. Cilj ovog rada je ispitati in vitro
uéinak 25 razli¢itih NSAID-ova na humanim stani¢nim linijjama te antitumorski potencijal i
mehanizam djelovanja onih s najizrazenijim citotoksi¢nim ucinkom. Ispitani NSAID-i imaju
potencijal kao antitumorski lijekovi obzirom na njihov jaéi antiproliferativni u¢inak na tumorske
stanice, MCF-7, HepG2 i HelLa, nego na HEK293T stanice porijeklom iz zdravog tkiva, za koje su
izraCunate najvece vrijednosti ICso. Mogu¢i mehanizmi djelovanja NSAID-a ukljuc¢uju indukciju
apoptoze, koja je znacajnija kod tumorskih stanica nego kod normalnih stanica, te indukciju zastoja
stani¢nog ciklusa u Go/G; fazi odgovornu za antiproliferacijski u¢inak u tumorskim stani¢nim

linijama.

Kljuéne rijeci: nesteroidni protuupalni lijekovi, antitumorska aktivnost, kulture stanica, apoptoza,
stanicni ciklus

Rad sadrzi: 53 stranice, 15 slika, 3 tablice, 93 literaturna navoda

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektroni¢ckom (pdf format) obliku pohranjen u: Knjiznica Prehrambeno-

biotehnoloskog fakulteta, Kaciceva 23, Zagreb

Mentor: Doc.dr.sc. Kristina Radosevi¢

Struc¢no povjerenstvo za ocjenu i obranu:
1. Izv.prof.dr.sc. Ivana Kmeti¢

2. Doc.dr.sc. Kristina Radosevié¢

3. Prof.dr.sc. Visnja Gaurina Sréek

4. Prof.dr.sc. Ksenija Durgo (zamjena)
Datum obrane: 20. srpnja 2017.



BASIC DOCUMENTATION CARD

Graduate Thesis
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
Department of Biochemical Engineering
Laboratory for Cell Technology, Application and Biotransformations

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Biotechnology

EFFECTS ESTIMATION OF NONSTEROIDAL ANTI-INFLAMMATORY DRUGS IN
ANIMAL CELL CULTURES

Marta Jakopec, 795/MB

Abstract: Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) have been intensively investigated in the
last decades in view of their anticancer potential and reducing the risk of developing and progressing
malignant diseases by their application. The aim of this paper is to examine the in vitro effect of 25
different NSAIDs on human cell lines and the anticancer potential and mechanism of action of those
with the most potent cytotoxic effect. Studied NSAIDs have potential as antitumor drugs due to their
stronger antiproliferative effect on tumor cells, MCF-7, HepG2 and HelLa than on HEK293T cells
derived from healthy tissue that have the highest calculated ICs, values. Possible mechanisms of
NSAIDs action include induction of apoptosis, which is more significant in tumor cells than in normal
cells, and induction of cell cycle arrest in the Go/G; stage responsible for the antiproliferative effect in

tumor cell lines.

Keywords: nonsteroidal anti-inflammatory drugs, antitumor activity, cell cultures, apoptosis, cell
cycle
Thesis contains: 53 pages, 15 figures, 3 tables, 93 references

Original in: Croatian
Graduate Thesis in printed and electronic (pdf format) version is deposited in: Library of the

Faculty of Food Technology and Biotechnology, Kaci¢eva 23, Zagreb.

Mentor: PhD. Kristina RadosSevi¢, Assistant professor

Reviewers:

1. PhD. Ivana Kmeti¢, Associate professor

2. PhD. Kristina Radosevié, Assistant professor
3. PhD. Visnja Gaurina Srcek, Full professor

4. PhD. Ksenija Durgo, Full professor (substitute)

Thesis defended: 20 July 2017



Sadrzaj

LU UVOD et b e bbb R R R E b £ e Rt R e bRt et bt e bt e e b nre s 1
2. TEORIISKI DO ...ttt bbb bbbttt eb e sb e e s bt e sab e be e beenbeenbeenbneas 2
2.1, POVIJESE NSAID-0OVa......oiiiiieieiicieeiesteetete sttt ettt ettt stesra e beste e s e beessessesaeensesteessensesrnenes 2
2.2. Mehanizam djelovanja NSAID-0Va .......cccccveciirieieeriiiieieiteete st sre s ere e ste s ae e seebesanenes 3
2.2.1. Mehanizam djelovanja CiKIOOKSIGENAZA..........ccevrueriiririiieieicee e 3
2.2.1.1. ODIICi CIKIOOKSIGENAZA ......coveevieiieieteieieiee ettt 4

2.3. KIBSITIKACTA NSAID -0V ...ttt sttt ebe e s 6
2.4, TOKSICNOSt NSAID -0V ....eeiuiiiiieiieitieeiie ettt ettt sttt sttt e st e sbeesbeesatesatesabeebeenbeesbeesmteeneeentean 8
2.5. Antikancerogeno djelovanje NSAID-G..........ccoevieieriiiieieceeese et st e 8
2.5.1. Inhibicija COX-2 i antitumorska aKtivVNoSt ...........ccocveeeiiiiecieii e 9
2.5.2. Suzbijanje proliferacije inhibicijom stanicnog CiklUSa........ccecervieerieerienieriiirieeeeieenieenees 10
2.5.3. INAUKCI] QPOPLOZE......c.veuieuieiieieeieeieeest ettt sttt be e nes 10
2.5.4. REPIeSija ANGIOGENEZE .....c.eeueeueeuirtertirtestertet ettt sttt st sttt et ebe b sbe sttt e e eseeseebesbenaennan 10

2.6. In vitro ispitivanje citotoksi¢nosti primjenom kulture zivotinjskih stanica..........ccccecvverveninnene 11

2.6.1. Pregled in vitro ispitivanja antitumorske aktivnosti NSAID-a primjenom kultura stanica. 12

2.6.2. Invitro i in vivo u¢inak NSAID-ova na kolorektalni Karcinom .............ccccecevevencencinnennns 14

3. EKSPERIMENTALNI DIO ..ottt sttt ettt st b et ens 16
B L. MATERIJALLI .ottt st sttt ettt e ste s be st et e e eneeneesensensens 16
3.1.1. OtOPINE NSAID-0VA.....ccuiitieiiitieieiecteete ettt ettt st ste e e e be e e besbeensesbeeseebesanenes 16
312, KBMIKAIIJE ettt ettt ettt ettt et e st et e s teesbesbeeta e besbeenbesteessanbesanenes 17
TR T @ o) o[ L= I U {1 PSP 17
3.1.4. Humane StaniCne LINIJE .....c.eecveerueereereerierireeieesieeseeneesseesieeseessseesseessessseesasesssesssesseensessnes 18

3. 1.5, UTedaji 1 OPTEIMA ...everueeierieeienieeieetesie ettt sttt e e e s r s e r e s b s e sreemeenreseeeeesneeanes 19
B2, IMETODE ...ttt sttt te s b et e e eseeseese e s e ste et e te s e st eneeneenennentens 20
0 I U 0 o 3 - g o USSP 20
3.2.2. Odredivanje broja stanica metodom tripan-plavo i tretman NSAID-ovima...........c.ccoce... 20
3.2.3. Odredivanje preZivljenja stanica MTS mMetodOm .......ccevvereervieriieinieenee e see e ereesieeseee e 21
3.2.4. PrOtOCNA CILOMGIIIJA. .eevvverurerreerieesieeseeseeereeseeseesseesseessessssesssessesssesssesssessssssssessesssesssessses 22

3.2.4.1. Odredivanje tipa stani¢ne smrti primjenom Muse™ Annexin V & Dead Cell Kita .... 23

3.2.4.2. Odredivanje zastoja u stani¢noj diobi primjenom Muse™ Cell Cycle Kita................. 25
3.3. OBRADA REZULTATA .ottt ettt sttt eb e enes 26
4. REZULTATI T RASPRAVA ...ttt 27

4.1. In vitro ispitivanje citotoksicnosti NSAID-0VA.........ccceerererierieieinineneseseseeeeeee st 28



4.2. Odredivanje mehanizma citotoksi¢nog djelovanja NSAID-ova proto¢nom citometrijom......... 36

4.2.1. UCINak NSAID-2 1 StANICIIA SIMIT.uvvvieiiiiiiiiirreeieeeeeiiiirreeeeesesssesserreeeesssssssssssseeeesssssmsssssseeses 36
4.2.2. UCinak NSAID-a 1 Stanicna diOD@ ..........uuuuueuuurumiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiinesasesssisesesanesesesanasaneaane 40
5. ZAKLIUCCT ..ottt ettt ettt ettt et ettt e sttt n et e et en et en et et en e e s s eeanon 42

B. LITERATURA .ottt r Rt e e Rt e e r e R e e ar e s e e renneennenne e 43



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 najceS¢e koriStenih lijekova u svijetu, koje
svakodnevno koristi preko 30 milijuna ljudi te su prvi odabir u terapiji reumatskih poremecaja
i drugih degenerativnih upalnih bolesti. Mehanizam djelovanja NSAID-ova prvi su opisali
1971.9. Vane i Piper, koji su dokazali da oni inhibiraju biosintezu prostaglandina
sprjeCavanjem 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 ukljuc¢enih
u brojne fizioloske 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 desetljeca
intenzivno istrazuju NSAID-i obzirom na njihov antitumorski potencijal budu¢i 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 o0 COX-2 inhibiciji Sto 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, povecanjem tumorske angiogeneze,
spreCavanjem apoptoze stanica raka, modulacijom imunoregulacijskih reakcija 1

pojac¢avanjem metastaza tumora.

U ovom radu istrazit ¢e se in vitro ucinak 25 razli¢itih NSAID-ova na humanim
stani¢nim linijama, te ¢e oni s najizraZenijim citotoksi¢nim uc¢inkom biti ispitani s obzirom na
njihov antitumorski potencijal. Primjenom analizatora stanicnog zdravlja Muse™ i
odgovarajucih kitova kvantificirat ¢e se tip stani¢ne smrti, odnosno postotak stanica u fazama
Go/G1, S i G2/M stani¢nog ciklusa kako bi se eventualno zapazeni uéinci ispitivanih NSAID-

ova povezali s mogu¢im mehanizmom njihovog djelovanja.



2. TEORIJSKI DIO

Nesteroidni protuupalni lijekovi (eng. nonsteroidal anti-inflammatory drug, NSAID)
predstavljaju raznoliku grupu lijekova, a svima im je zajedniCko analgeticko, protuupalno i
antipiretsko djelovanje. Najcesce su koriSteni analgetici u svijetu, unato¢ tome $to je njihova
dugotrajna uporaba povezana s nizom razli¢itih nuspojava. Koristenje NSAID-a, a narocito
njihova kroni¢na uporaba, povecava se s dobi pacijenta, pri ¢emu 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 razli¢itim stupnjem gastrointestinalnog i
kardiovaskularnog rizika, a poboljSanje u smislu smanjenja nezeljenih nuspojava omogucili su
tzv. selektivni NSAID-ovi koji imaju slicnu ucinkovitost kao tradicionalni NSAID-ovi, ali su

blazi za gastrointestinalni sustav.

2.1. Povijest NSAID-ova

Analgetski u¢inak NSAID-ova zapravo je poznat ve¢ viSe od 5000 godina kada su
ljudi koristili koru vrbe za ublazavanje miSi¢no-kostane boli, no tada naravno nisu znali da je
to uc¢inak NSAID-a kao djelatne tvari. Aktivni sastojak iz kore vrbe, salicin, izoliran je tek
1828.g., dok je industrijska proizvodnja salicilne kiseline pocela 1874.g. Mozda najpoznatiji
NSAID, aspirin (acetilsalicilna kiselina) razvijen je 1897.g., dok su indometacin i ibuprofen
bili medu prvim NSAID-ovima koji su usljedili nakon aspirina, 1964.g. i 1969.g9. Ubrzo
nakon njih, uslijedile su mnoge nove klase NSAID-ova, ukljuc¢uju¢i diklofenak 1974.g. i
naproksen 1976.g. (Brune i1 Hinz, 2004; Jones, 2001). Tzv. tradicionalni ili klasi¢éni NSAID-
ovi inhibiraju obje izoforme enzima ciklooksigenaze (COX), ali imaju za posljedicu izrazenu
gastrointestinalnu (GI) toksi¢nost. 1990-ih godina doslo je do velikog napretka u razvoju ove
skupine lijekova, nakon uvodenja dva nova visoko selektivna inhibitora COX-2, poznatih kao
koksibi (celekoksib i rofekoksib) za koje je pokazano da imaju nizu toksi¢nost za
gastrointestinalni sustav te da su obzirom na nezeljene nuspojave bolji nego tradicionalni
NSAID-ovi. lako su spomenuti lijekovi djelomi¢no ispunili navedena ocekivanja, 2004.g.
doSlo je do =zaokreta kada je rofekoksib povucen diljem svijeta zbog ozbiljnih

kardiovaskularnih nuspojava.



2.2. Mehanizam djelovanja NSAID-ova

1960-tih godina J. R. Vane proucavao je novo otkrivenu grupu signalnih molekula, u
koje spadaju i prostaglandini, koji su uzrokovali bol, oticanje i crvenilo te utjecali na
kontrakcije glatkog misi¢ja, ukljucujuéi maternicu. Na sve navedene pojave djelovao je
aspirin te je Vane pretpostavio da aspirin na neki nacin 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 ¢ime su Sir John Vane i Piper dokazali da
NSAID-ovi blokiraju biosintezu prostaglandina inhibicijom enzimske aktivnosti prostaglandin
H sintaze (takoder nazvana ciklooksigenaza). Inhibitorno djelovanje NSAID-a se ocituje u
sprjeCavanju vezanja arahidonske Kiseline, supstrata, u aktivno mjesto COX enzima (Vane i
Botting, 1998) c¢ime NSAID-ovi sprijeCavaju stvaranje prostaglandina Hj, prvog
meduprodukta u metabolizmu arahidonske kiseline. Time se zaustavlja moguénost daljnje
biosinteze niza signalnih lipida, kao $to su prostaglandin D,, prostaglandin E,, prostaglandin

F,, prostaglandin I, te tromboksana.

2.2.1. Mehanizam djelovanja ciklooksigenaza

Arahidonska kiselina je nezasi¢ena masna kiselina od 20 ugljikovih atoma ugradena u
fosfolipidima membrane stanica koja se pod utjecajem hormonskih i proteolitickih signala
oslobada iz membrane djelovanjem fosfolipaze A, te djeluje kao signalna molekula. Takoder,
arahidonska kiselina je prekursor za sintezu eikozanoida, bioloski aktivnih molekula sa
Sirokim spektrom djelovanja u normalnim fizioloSkim uvjetima kao i u raznim patoloSkim
stanjima. Razlikujemo tri puta u metabolizmu arahidonske kiseline ovisno o enzimu koji
sudjeluje u reakciji. Lipooksigenaze kataliziraju sintezu hidroksi-cikozatetraenoi¢nih 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 veze arahidonsku kiselinu i prevodi u prostaglandin H, (PGH;) dvijema
enzimskim reakcijama, ciklooksigenaznom kojom se arahidonska kiselina prevodi u
prostaglandin G, (PGG,) te peroksidaznom kojom se prostaglandin G, (PGG;) reducira do
prostaglandina H, (PGHy). Zatim se nestabilni intermedijer prostaglandin H, (PGH,) pomocu

specifiénih sintaza i izomeraza prevodi u prostanoide, bioloski aktivne lipide s lokalnim



autokrinim 1 parakrinim hormonskim djelovanjem, koji obuhvacaju prostaglandine,
prostacikline i tromboksane (slika 1) (Breyer i sur., 2001; Smyth i sur., 2009; Woodward i
sur., 2011). Razlikujemo prostaglandin E, (PGE,), prostaglandin F,, (PGF,,), prostaglandin
D, (PGD,), prostaciklin (PGl,;) i tromboksan A, (TXA.). Njihova sinteza je uz druge
¢imbenike uvjetovana i COX izoformom koja je predominantna u sintezi prostaglandina H,
(PGHy) u toj stanici.
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Slika 1. Uloga ciklooksigenaza u biosintezi prostanoida (Catela Ivkovi¢, 2014)

2.2.1.1. Oblici ciklooksigenaza

U stanicama sisavaca identificirane su dvije razliCite izoforme ciklooksigenaza,
COX-1 i COX-2. Kodirane su s 2 razli¢ita gena, COX-1 je okarakteriziran 1976.9., a gen za
izoenzim COX-2 otkriven je kasnije 1991.g. (Vane i Botting, 1998). Iz visokog stupnja
homologije (oko 90% sli¢nosti u sekvenci) 1 visokog stupnja slicnosti proteinske strukture ove

dvije izoforme proizlazi njihova ista uloga u biosintezi prostaglandina. Medutim, razlikuju se



u strukturi aktivnih mjesta 1 mehanizmu njihovog djelovanja sto doprinosi razlicitoj aktivnosti
COX-1 i COX-2 te specificnim ulogama u pojedinim tkivima (Smith i sur., 2000; Catela
Ivkovi¢, 2010). Gen COX-1 koji kodira za izoformu COX-1 smjesten je na duljem kraku
kromosoma 9, dug je ~22kb i sadrzi 11 eksona i 10 introna (Yokoyama i Tanabe, 1989; Funk
i sur., 1991), dok je gen COX-2 smjesten na duljem kraku kromosoma 1, dug je ~8kb i ima 10
eksona i 9 introna (slika 2).

gen COX-1  9g32-g33.3

C I N | N | D N =

gen COX-2 1q25.2-q25.3

Cleimns i =

Slika 2. Struktura gena COX-1 i COX-2 (brojevima su oznaceni egzoni) (Catela Ivkovic,
2014)

COX-1 se konstitutivno eksprimira u mnogim tkivima, osobito u trombocitima, endotelnim
stanicama, gastrointestinalnom traktu, glomerulima, itd. te ima vaznu ulogu u kontroli
homeostaze (Dubois i sur., 1998). Konstitutivna aktivnost COX-1 Kkatalizira nastajanje
prostaglandina koji su uklju¢eni u brojne fizioloSke funkcije, uklju¢ujuéi odrzavanje normalne
funkcije bubrega i zastitu sluznice u gastrointestinalnom traktu (Rao 1 sur., 2008). Nasuprot
tome, COX-2 je dominantno inducibilni enzim, iako postoji niska konstitutivna ekspresija u
bubrezima, mozgu, kostima, Zenskom reproduktivnhom sustavu i gastrointestinalnom traktu.
Aktivira se kao odgovor na izvanstanicne podrazaje kao Sto 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 nezeljene nuspojave kao $to je

iritacija mukoze zeluca posljedica inhibicije aktivnosti konstitutivnog enzima COX-1.



2.3. Klasifikacija NSAID-ova

NSAID-ovi se mogu kategorizirati prema brojnim karakteristikama, ukljucuju¢i COX
selektivnost te kemijska i farmakoloska svojstva (tablica 1). Opéenito su kemijski sli¢ni po
tome $to su NSAID-i liposolubilne slabe kiseline, no postoje neke klinicki znacajne razlike u
njihovim farmakokinetickim svojstvima. NSAID-ovi obi¢no imaju visoku biodostupnost
nakon oralne primjene i dobru apsorpciju iz gastrointestinalnog trakta. Medutim, stopa
apsorpcije razlikuje se medu NSAID-ovima, o ¢emu ovisi primjerenost razli¢itih NSAID-ova
za pojedine namjene (Day 1 sur., 1988). Brza apsorpcija je pozeljna znacajka za pacijente koji
koriste NSAID za trenuta¢no analgetsko olakSanje boli, ali ti ne moraju biti prikladni za
bolesnike s kroni¢nom boli. NSAID-ovi se takoder kategoriziraju prema vremenu poluzivota
u dvije skupine: one s kratkim poluzivotom (< 6 sati) i one s dugim poluzivotom (> 6 sati). O
podjeli obzirom na vrijeme poluzivota ovisi doziranje lijeka pa se tako npr. ibuprofen
opéenito primjenjuje svakih 6-8 sati dok se NSAID-ovi s duljim poluzivotom (npr. naproksen

i celekoksib) primjenjuju jednom ili dva puta dnevno (Conaghan, 2012).



Tablica 1. Kemijska i farmakoloSka svojstva NSAID-ova

i . Vrijeme Izlu¢ivanje | Izlucivanje . Klini¢ka
NSAID sel(é koti)f/nzost Blodczi/toL;pnost poluzivota (z’g;;‘) bubregom fecesom I:;:R(':Slr(: doza (mg
(sati) (%) (%) dan™)
Celekoksib Selektivni 22-40 11 3 27 57 Fenamat 200
Diklofenak | Neselektivni 50-60 2 2 65 0 Derivat 100-150
acetatne kis.
Etodolak Neselektivni >80 7.3 15 72 16 Indol 50-100
Derivat
Fenoprofen Neselektivni / 3 2 90 0 propionske 800-2400
Kis.
Derivat
Flurbiprofen Neselektivni / 5.7 15 >70 0 propionske 100-300
Kis.
Derivat
Ibuprofen Neselektivni >80 1.8-2 1-2 45-79 0 propionske 1200-3200
Kis.
Indometacin Neselektivni 98 45 2 60 33 Indol 600-1200
Derivat
Ketoprofen Neselektivni 90 2.1 0.5-2 80 0 propionske 200-300
Kis.
Ketoprofen Derivat
é’R Neselektivni 90 5.4 6-7 80 0 propionske 200-300
Kis.
Ketorolak Neselektivni 100 5-6 2-3 91 6 Indol 120
Mefenamatna | -\ oo lektivni / 2 2-4 52 20 Fenamat 1000
kiselina
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 >80 225 9-12 80 9 Naftilalkanon | 1000-2000
Derivat
Naproksen Neselektivni 95 12-17 2-4 95 0 propionske 500-1000
Kis.
Oksaprozin Neselektivni 95 42-50 3-5 65 35 Indol 600-1200
Piroksikam Neselektivni / 50 35 / / 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




2.4. Toksi¢nost NSAID-ova

Kao 1 mnogi drugi lijekovi, primjena NSAID-a ima niz neZeljenih nuspojava,
ukljucujuéi bubreznu toksi¢nost, hipertenziju, zadrzavanje tekuéine, kardiovaskularne i
gastrointestinalne komplikacije (Jones, 2001), pri ¢emu se npr. endoskopski ulkus javlja u 10-
30% pacijenata koji koriste te lijekove, dok su ozbiljnije komplikacije zabiljeZzene kod 1-2%
pacijenata (Laine, 1996; Silverstein i sur., 1995). Suvremene preporuke u razvoju te skupine
lijekova usmjerene su k smanjenju toksi¢nosti NSAID-a te se naglasava vaznost odabira
odgovaraju¢eg NSAID-a prilikom propisivanja terapije obzirom na rizi¢ne faktore kod svakog
pojedina¢nog pacijenta. Vecina studija u kojima je ispitivana gastrointestinalna sigurnost
NSAID-ova ukazala je da su COX-2 selektivni inhibitori povezani s nizim rizikom od ¢ira i
komplikacija gastrointestinalnog sustava nego neselektivni NSAID-i (Singh i sur., 2006;
Silverstein i sur., 2000), medutim poveéana selektivnost prema COX-2 Se povezuje S

povecanim rizikom od kardiovaskularne toksi¢nosti (Warner i Mitchell, 2008).

2.5. Antikancerogeno djelovanje NSAID-a

Brojne eksperimentalne, epidemioloske 1 klinicke studije upucuju 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 E, ve¢a u ljudskom kolorektalnom
tumorskom tkivu nego u okolnoj normalnoj sluznici (Bennet i Del Tacca, 1975; Jaffe, 1974).
Ova zapazanja potaknula su brojna istrazivanja u kojima je pokazano da razlic¢iti NSAID-ovi
Stite od kemijski induciranog raka debelog crijeva ili stvaranja neoplasti¢nih lezija kod
Stakora ili miSeva. NSAID-ovi djeluyju na mehanizme koji pomazu suzbiti malignu
transformaciju i rast tumora poticanjem apoptoze te sprjeCavanjem angiogeneze kod ljudskih
adenomatoznih kolorektalnih polipa, eksperimentalnih tumora debelog crijeva, te u razli¢itim
stanicnim linijjama raka. EpidemioloSke studije pokazale su da je dugotrajna upotreba
NSAID-ova povezana s nizim rizikom od raka debelog crijeva i adenomatoznih polipa te
nekih drugih karcinoma. Obzirom da aktivnost COX-2 i sinteza prostaglandina doprinose
razvoju tumora putem visestrukih mehanizama, a NSAID-ovi djeluju na inhibiciju COX-a,

time zapravo indirektno djeluju na signalne molekule ukljucene u te mehanizme 1 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 utjeu na proliferaciju stanica,
rast tumora i imunosnu reakciju (Marnett, 1992; Smith i sur., 2000). Istrazivanja su takoder
pokazala da je prekomjerna ekspresija COX-2 ¢esto prisutna u mnogim vrstama raka,
ukljucujuéi debelo crijevo, pluca, dojke, gusteracu, vrat i glavu (Hwang i sur., 1998; Okami i
sur., 1999; Tucker i sur.,1999; Hida i sur., 1998; Cohen i sur., 2003), a obi¢no je povezan s
loSom prognozom i kratkim prezivljavanjem. In vitro istraZivanjem na epitelnim stanicama
koje prekomjerno eksprimiraju COX-2 gen utvrdeno je da razvijaju adhezijska svojstva i
otpornost na apoptozu (Tsujii i sur., 1995) te je zakljuceno da prekomjerna ekspresija COX-2
moze promijeniti proliferacijski kapacitet 1 tumorogeni potencijal epitelnih stanica.
Pretpostavlja se da je nekoliko mehanizama koji rezultiraju protumorskom aktivnoséu COX-
2. Prvi mehanizam obuhvaca 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 1 kao antiapoptoti¢ke molekule koje mogu sprijeciti
apoptozu induciranu antitumorskim lijekovima (Lin i sur., 2001; Sorokin, 2004), a takoder 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 povecava proizvodnju angiogenih faktora i migraciju endotelnih
stanica Sto takoder pridonosi razvoju tumora (Tsujii i sur., 1998; Gately, 2000). Konacno,
ekspresija COX-2 moze povecati invazivnu sposobnost tumorskih stanica $to rezultira

metastazama (Dermond i Ruegg, 2001; Costa i sur., 2002).



2.5.2. Suzbijanje proliferacije inhibicijom stani¢nog ciklusa

NSAID-ovi dokazano smanjuju ekspresiju ili djeluju na aktivnost promotora stanicnog
ciklusa. Primjerice, neki od njih inhibiraju ekspresiju ciklina D1, A i B te enzimske aktivnosti
ciklina E/ciklin-ovisne kinaze 2 (CDK2) i ciklina BI/CDK1 §to posljedi¢éno 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 takoder mogu djelovati na
smanjenu proliferaciju stanica povecavanjem ekspresije negativnih regulatora stani¢nog

ciklusa, kao §to su p21Wafl i p27Kip1 (Kardosh i sur., 2004; Hung i sur., 2000).

2.5.3. Indukcija apoptoze

Uc¢inak NSAID-ova na vitalnost stanica ovisi o vrsti lijeka i tipu stanica. Tako
naprimjer COX-2 inhibitor celekoksib uc¢inkovito poti¢e 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 pluc¢a (Huang i sur., 2002), a rofekoksib pokazuje malu citotoksi¢nost in
vitro (Waskewich i sur., 2002). Takoder dokazano je da sposobnost NSAID-ova da potaknu
apoptozu tumorskih stanica ovisi o uvjetima kulture, pri ¢emu je zapazeno da su stanice koje
se uzgajaju pri niskoj koncentraciji seruma osjetljivije na djelovanje NSAID-a (Chang i
Weng, 2001). Molekule koje se povezuju sa sposobno$¢u NSAID-ova da izazovu apoptozu
ukljucuju 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

Stani¢ni proces pomocéu kojeg inhibitori COX-2, odnosno odredeni NSAID-ovi,
takoder mogu inhibirati rast tumora su inhibicija angiogeneze 1 neovaskularizacije.
Najmoc¢niji angiogeni faktor rasta je vaskularni endotelijski faktor rasta (VEGF). Prekomjerna

ekspresija COX-2 dovodi do povecane proizvodnje eikozanoida, kao $to su prostaglandini i
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tromboksani, koji mogu potaknuti ekspresiju VEGF te tako stimulirati angiogenezu tumora
(Li i sur., 2002). Stoga, inhibicija aktivnosti COX-2, npr. celekoksibom, smanjuje
angiogenezu 1 rast tumora in vivo. Prema rezultatima istrazivanja na miSevima i Stakorima,
dokazano je da selektivni inhibitori COX-2 suprimiraju rast kapilarnih krvnih Zila roznice u
Stakora izloZenim bazi¢nom faktoru rasta fibroblasta i inhibiraju rast nekoliko tipova ljudskih

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

2.6. In vitro ispitivanje citotoksi¢nosti primjenom kulture Zivotinjskih stanica

Primjena kultura Zivotinjskih stanica vrlo je raznolika te ukljucuje brojna podrucja
znanosti. U svakodnevnom znanstveno-istrazivackom radu najéesce se koriste kontinuirane
stani¢ne linije dobivene subkultiviranjem primarne kulture. Koriste se u biotehnologiji kao
proizvodne stanicne linije, u podrucjima genetickog i tkivnog inZenjerstva, u stanicnoj i
molekularnoj biologiji, fiziologiji te imunologiji. Takoder, imaju znacajnu ulogu u
farmakologiji za ispitivanje djelovanja i metabolizma lijekova te u toksikologiji za ispitivanje
citotoksi¢nosti.

Uporaba in vitro sustava obuhvaca primjenu staniénih frakcija, stani¢nih linija,
primarne stani¢ne kulture, dijelova tkiva, kulture organa, itd., a koriste se kao alternativa
klasi¢nim in vivo testovima na pokusnim zivotinjama (Kniewald i sur., 2005). Imaju Siroku
primjenu u toksikoloskim istrazivanjima te se najce$ée rabe u istrazivanjima molekularnih,
stani¢nih 1 fizioloSkih mehanizama toksicnosti izazvanih kemikalijama. Interakcija ispitivane
tvari i bioloskih sustava javlja se ponajprije na stani¢noj razini, §to je ¢injenica na kojoj se
temelji primjena in vitro kultura stanica. Opcenito, pomocu in vitro testova odreduje se
bazalna citotoksi¢nost koja se definira kao ucinak nastao medudjelovanjem ispitivane tvari
1/ili procesa neophodnih za preZivljavanje, proliferaciju ili funkcije zajedni¢ke svim stanicama
u organizmu (Ekwall, 1995). Stoga, rezultati dobiveni in vitro testovima mogu posluZiti kao
smjernice za daljnje planiranje in vivo ispitivanja. Razumijevanje mehanizama kojima
kemikalije uzrokuju oSteCenje stanica i tkiva te povecanu osjetljivost pojedinih vrsta ili
pojedinaca ili tkiva na odredene kemikalije, znac¢ajno pridonose predvidanju mogucih
posljedica izlozenosti ljudi i/ili okolisa tim kemikalijama. Osim navedenog, prednostima
primjene in vitro testova toksi¢nosti smatraju se visok stupanj standardizacije i
reproducibilnosti, niza cijena od in vivo testova, rutinska i relativno brza provedba, manja

koli¢ina toksi¢nog otpada te mogucénost simultanog i/ili ponovljenog uzimanja uzoraka, ¢ime
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se smanjuje broj pokusnih Zivotinja potrebnih za in vivo testiranja. S druge strane, nedostaci
in vitro testova su mogucnost reakcije ispitivane tvari sa sastojcima medija za uzgoj te
¢injenica da kontinuirane stani¢ne linije u in vitro uvjetima imaju izmijenjena svojstva i
metabolicku aktivnost zbog cega kemikalije u takvim sustavima mogu iskazati drugacije
djelovanje nego u zivom organizmu. Usprkos tome, dokazana je relativno dobra podudarnost

za oko 80% rezultata istrazivanja toksi¢nosti provedenih primjenom in vitro i in vivo testova
(Fent, 2001).

Alternativni in vitro testovi u kulturama stanica imaju Siroku upotrebu i mogu se
koristiti za ispitivanje citotoksi¢nosti, odnosno antitumorskog potencijala lijeka u
predklinic¢koj fazi ili za odredivanje bioloske aktivnosti potencijalno aktivnih tvari. Nacionalni
institut za rak (eng. National Cancer Institute, NCI) 1990.g. predlozio je primjenu tzv.
primarnog in vitro testa koji ukljucuje listu 60 najvaznijih humanih tumorskih stani¢nih linija
za testiranje razlicitih tvari u definiranim rasponima koncentracija (Boyd i Paull, 1995). Cilj
takvog pristupa je ustanoviti relativni stupanj inhibicije rasta ili citotoksi¢nosti za svaku
stanicnu linijju stoga takvi testovi sluze za odabir spojeva koji imaju potencijal kao
antitumorski lijekovi za daljnja in vivo istrazivanja. Takoder, primjenom in vitro testova

moguce je pretpostaviti mehanizam djelovanja ispitivanog spoja (Covell 1 sur., 2007).

U in vitro testovima citotoksi¢nosti i/ili odredivanja bioloske aktivnosti spojeva
najcesce se koriste razne stanicne linije sisavaca, ukljucuju¢i humane, te stani¢ne linije riba.
Izvor stani¢nih linija za potrebe znanstvenih istrazivanja naj¢es¢e su American Type Culture
Collection (ATCC) i The European Collection of Animal Cell Culture (ECACC), dvije

najvece kolekcije stanica s preko 3000 stani¢nih linija.

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

Niz istrazivanja na stani¢nim linijama ukazuju na potencijal NSAID-ova kao efikasnih
antitumorskih agenasa.
Prema studiji Dai i suradnika (2012) celekoksib inhibira in vitro proliferaciju dvije stani¢ne
linije raka dojke, MCF-7 i MDA-MB-231, prevenira pojavu kemijski induciranog raka dojke

u Stakorima stoga se smatra efikasnim lijekom u antitumorskoj terapiji. Stanice su tretirane
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razli¢itim koncentracijama navedenog lijeka te je utvrden stupanj inhibicije proliferacije

stanica raka ovisan o dozi te vremenu izlozenosti (slika 3).
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Slika 3. Inhibicija rasta MCF-7(A) i MDA-MB-231(B) celekoksibom u ovisnosti o vremenu i

razli¢itim koncentracijama lijeka (Dai i sur., 2012)

U drugoj studiji, ispitivan je antitumorski uc¢inak te mehanizam djelovanja ibuprofena,
flurbiprofena, indometacina, mefenamatne kiseline, diklofenaka i sulindak sulfona u stani¢noj
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 1 na taj nacin sprjecava proliferaciju stanica raka (Chi
i sur., 2009).

In vitro citotoksi¢nost celekoksiba, sulindaka, nimesulida, deksametazona,
mefenamatne kiseline, flufenamatne kiseline i meklofenamatne kiseline ispitivana je na
staniénim linijjama raka grlica maternice: HeLa, VIPA, INBL i SiHa. Ustvrdeno je da
navedeni NSAID-ovi imaju slabo do umjereno toksi¢no djelovanje (10-40% smrtnost stanica),
dok meklofenamatna kiselina pokazuje znacajnu citotoksic¢nost na svim testiranim stani¢nim
linijama (50-90% smrtnost stanica). Na temelju tih rezultata provedena su in vivo istrazivanja
na misevima koji su tretirani meklofenamatnom kiselinom 1 kod kojih je zapaZena redukcija
veli¢ine tumora te povecano prezivljenje miseva (Soriano-Hernandez i sur., 2015).

Provedeno je i istrazivanje mefenamatne kiseline i njenih metalnih kompleksa obzirom

na njihovu in vitro antiproliferacijsku aktivnost na tri stani¢ne linije raka: MCF-7, T24
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(stani¢na linija raka mokra¢nog mjehura) i A-549 (stani¢na linija raka pluca) te na stani¢noj
liniji misjih fibroblasta, L-929. Prema izracunatim ICsg vrijednostima, kompleks mefenamatne
kiseline s Cu(Il) ima vazno biolosko djelovanje zbog toga $to u odnosu na ICsy vrijednost
cisplatine, poznatog kemoterapeutika, ima sli¢na ili bolja antiproliferacijska svojstva (Kovala-
Demertzi, 2009).

2.6.2. In vitro i in vivo u¢inak NSAID-ova na kolorektalni karcinom

NSAID-ovi kao protuupalni lijekovi mogu imati pozitivan zastitni u¢inak kod osoba s
predispozicijom prema razvoju razlicitih oblika karcinoma. NajviSe istrazivanja 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 znaCajno smanjenje broja polipa i
adenoma (Steinbach i sur., 2000; Arber i sur., 2006; Bertagnolli i sur., 2006), a sli¢an u¢inak
imao je 1 rofekoksib (Baron i sur., 2006). Unato¢ brojnim klinickim istraZzivanjima COX-2
selektivnih inhibitora, jedino je celekoksib odobren za upotrebu od strane Americke agencije
za hranu i lijekove (FDA), dok su rofekoksib i valdekoksib povuceni zbog jakih nuspojava
izazvanih dugotrajnim koriStenjem. Apoptoza ili programirana stani¢na smrt, potrebna je za
odrZavanje homeostaze u tkivima koja se konstantno repliciraju, kao Sto je tkivo crijeva.
Djelomi¢no suzbijanje apoptoze javlja se u ranom stadiju tumorogeneze kod priblizno 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. lako molekularni mehanizmi kojima NSAID-ovi inhibiraju
kolorektalnu neoplaziju nisu u potpunosti razjasnjeni, postoji sve vise dokaza da je inhibicija
tumora djelovanjem NSAID-a vezana s njihovom sposobno$¢u da potaknu apoptozu u
tumorskim stanicama s nedostatkom APC gena (He i sur., 1999) te njihovu sposobnost da
inhibiraju angiogenezu. Prema rezultatima epidemioloSkih studija, postoji veza izmedu
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 prijedu u tumore. Svakodnevna upotreba NSAID-a povezana je
sa smanjenjem razvitka adenomatoznih polipa te smanjenjem smrtnosti od raka debelog

crijeva za ¢ak 30% -50% (Paganini-Hill i sur., 1989). U in vitro uvjetima, selektivni inhibitori
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COX-2 i neselektivni NSAID-ovi poti¢u apoptozu u stanicama s inaktivnim genom
adenomatozna polipoza debelog crijeva, koje jo§ nisu podvrgnute malignoj transformaciji,
dok samo selektivni NSAID-ovi imaju sposobnost inhibicije kemijski induciranih tumora
kada polipi produ malignu transformaciju. Prema rezultatima niza istrazivanja, selektivni
inhibitori COX-2 poti¢u apoptozu i suzbijaju rast mnogih karcinoma, ukljucujuéi studije
kultiviranog ljudskog karcinoma Zeluca, jednjaka, jezika, mozga, pluca, gusterace, dojke,
prostate i jajnika (Thun i sur., 2002). To¢an mehanizam kojim NSAID-ovi induciraju
apoptozu tumorskih stanica koje su izgubile tu sposobnost joS nije sasvim razjasnjen, premda
je jasno da utjeCe na Cimbenike povezane s nedostatkom gena adenomatozna polipoza
debelog crijeva ili indukciju COX-2 ili oboje. Tvrdnju da je aktivnost COX ukljucena u
proces razvitka karcinoma debelog crijeva potkrijepili su i1 rezultati istrazivanja da je razina
COX-2 visoko eksprimirana u stanicama raka debelog crijeva kod ljudi i Zivotinja kao i kod
ljudskih kolorektalnih adenoma S§to ukazuje na njegovu ulogu u ranim stadijima
karcinogeneze (Kutchera i sur., 1996), dok je razina COX-1 u tumorskom tkivu
nepromijenjena ili je neznatno snizena u odnosu na normalnu sluznicu debelog crijeva. U
studiji na Apc mutantima miSeva, koji su modeli za obiteljsku adenomatoznu polipozu kod
ljudi, razvoj intestinalnih polipa znacajno 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

ppm (1 mg mL™) koncentracijama dobivene su od Hrvatskog veterinarskog instituta u

Zagrebu (tablica 2).

Tablica 2. Popis NSAID-ova koristenih u ovom radu
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Ishodne otopine NSAID-ova otopljenih u metanolu u 500 ppm (0,5 mg mL™) i 1000

NSAID Skraéenica ¢ (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 \VVDP 500 ppm
FIROKOKSIB FCX 500 ppm
ISOPROPILAMINOANTIPIREN
(sinonim RAMIFENAZON) IPAA/IRAM 500 ppm
4-METILAMINOANTIPIRIN MAA 500 ppm
4-FORMILAMINOANTIPIRIN FAA 500 ppm
FENILBUTAZON PBZ 500 ppm




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® AQueus One Solution Cell Proliferation Assay (MTS test), Promega
Corporation, Madison, WI, SAD

Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit, Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka
Muse™ Cell Cycle Kit, Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka
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 8,0g
Kalijev klorid 0,29
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 0,089

PBS pufer 20,00 mL

3.1.4. Humane stanic¢ne linije

U ovom radu koriStene su Cetiri humane stani¢ne linije, od toga su tri tumorske, HelL a,
HepG2 i MCF-7 te jedna normalna, HEK293T, dobivene iz American Type Culture
Collection (ATCC) radne banke stanica.

Prva 1 najceS¢e koriStena humana stani¢na linija, Hela, ¢iji naziv potjeCe od
pacijentice Henriette Lacks, izolirana je i uspostavljena 1952.9. iz tumora grlica maternice.
HepG2 je stani¢na linija humanog karcinoma jetre izolirana iz pacijenta s uznapredovalim
hepatocelularnim karcinomom. MCF-7 je stani¢na linija tumora dojke, uspostavljena 1973.g.
na institutu u Detroitu, Michigan Cancer Foundation-7, prema kojem je i dobila ime.
HEK293T stani¢na linija dobivena je transfekcijom HEK293 stani¢ne linije u laboratoriju na
Stanfordu, a izvorno potjecu iz humanih embrionalnih stanica bubrega. KoriStene stani¢ne
linije su morfoloski epitelne stanice adherentnog tipa koje rastu u monosloju.

Sve stanicne linije su odrzavane i uzgajane u inkubatoru s kontroliranom atmosferom
od 95% zraka i 5% CO,, pri temperaturi 37 °C, u Petrijevim zdjelicama za kultivaciju
zivotinjskih stanica. Stanice su odrZavane u eksponencionalnoj fazi rasta te koriStene za
postavljanje pojedinacnih pokusa u plo¢ama s jazicama. Medjij koji je koriSten za uzgoj

stanica je DMEM, uz dodatak 10 % (v/v) FBS.
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3.1.5. Uredaji 1 oprema

Citag plo¢a, Tecan Sunrise, Mannedorf, Svicarska

Dyno-Eye digital camera, ANMO Electronics Corporation, Tajvan

Hladnjak (4 °C 1 -20 °C), Gorenje, Slovenija

Inkubator s kontroliranom atmosferom CO,, Kambi¢, Slovenija

Inverzni mikroskop, Carl Zeiss, Njemacka

Komora za sterilni rad, Iskra PIO, Slovenija

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

Muse™ Cell Analyzer (Analizator stani¢nog 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

Ploce s 6 1 96 jaZica, Corning, SAD

Svjetlosni mikroskop Axiostar 1122-100, Carl Zeiss, Njemacka

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

3.2.1. Uzgoj stanica

Uzgoj zapocinje odmrzavanjem stanica u koncentraciji od oko 1x10" stanica mL™ u
ampulama od 1 mL, koje se ¢uvaju zamrznute na -80 °C u mediju za zamrzavanje, naglim
uranjanjem u vodenu kupelj, na 37 °C. Zatim se stanice centrifugiraju pri 1000 okretaja min™
tijekom 3 minute i ukloni supernatant, a talog stanica se resuspendira u DMEM mediju za
uzgoj koji sadrzi 10% FBS. Stanice se prebace u T-bocu ili Petrijevu zdjelicu koja se stavlja u
inkubator na odgovarajuc¢u temperaturu uz atmosferu s 95% zraka i 5% CO,. Morfologija
stanica, njihovo opce stanje i brojnost provjerava se pod inverznim mikroskopom te se
precjepljuju kada je pokrivenost povrSine oko 80% kako bi se odrzavale u eksponencijalnoj
fazi rasta. Tijekom uzgoja se takoder prati i boja medija, jer nagla promjena boje Cesto

ukazuje na pojavu kontaminacije u kulturi.

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

Za utvrdivanje broja zivih stanica koriStena je metoda tripan-plavo (0,4% m/v). Iz
Petrijeve zdjelice u kojoj se uzgaja 1 odrZzava biomasa stanica, ukloni se hranjivi medij, a
povrSina 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 povrSine za uzgoj. Stanice se zaokruze kada se odvoje od podloge, a uspjesnost
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 pL) pomijesa s 20 pL boje tripan-plavo. Zatim se 20 uL tako
pripremljene suspenzije stanica nanese u Neubauer-ovu komoricu za brojanje. Mrtve stanice
¢e se obojati u plavo zbog oStecene membrane koja je propusna, te ih tako razlikujemo od
zivih stanica, koje aktivno izbacuju boju te ostaju neobojene. Za svaki uzorak izra¢una se broj

stanica po mL suspenzije stanica prema izrazu:

Broj stanica mL™ suspenzije = zbroj stanica u 4 kvadrata x 5000 Q)
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Nakon odredivanja ukupnog broja stanica izraCuna se volumen suspenzije stanica koji je
potreban za nacjepljivanje ploce s 96 jazica za svaku stani¢nu liniju u Zeljenoj pocetnoj
koncentraciju stanica. U svaku jazicu nacijepi se po 100 pL suspenzije stanica, pri ¢emu su
HepG2, MCF-7 i Hela stanice nacjepljivane u podetnoj koncentraciji od 5x10* stanica mL™,
a HEK293T stanice 3x10* stanica mL™. Nakon 24 sata, kada su se stanice prihvatile za
podlogu, tretirane su razli¢itim volumenima ishodnih otopina NSAID-ova kako bi nominalne
koncentracije ispitivanih tvari u jazici bile: 10 uM, 50 uM, 100 uM 1 200 uM, pri ¢emu su za
svaku koncentraciju postavljene po 4 paralele. Nakon 72 sata MTS metodom odredena je
vijabilnost, odnosno preZivljenje stanica i izrazena kao postotak prezivljenja tretiranih stanica

u odnosu na netretirane kontrolne stanice.

3.2.3. Odredivanje prezivljenja stanica MTS metodom

CellTiter 96% AQueous One Solution Cell Proliferation test ili skraceno MTS test je in
vitro kolorimetrijska metoda koja se najce$ce koristi za kvantitativno odredivanje Zivih
stanica u proliferacijskim testovima ili testovima citotoksi¢nosti. Princip testa se temelji na
klasicnoj 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 smedi produkt formazan koji
je topiv u mediju za uzgoj stanica §to ovaj test ¢ini brzim i jednostavnijim za korisStenje od
originalnog MTT testa. Koli¢ina nastalog formazana, odnosno obojenja, odreduje se
mjerenjem apsorbancije uzorka pri 490 nm, a izmjerena apsorbancija direktno je
proporcionalna broju Zivih stanica u uzorku.

Odredivanje preZivljenja stanica MTS metodom provedeno je sukladno uputama
proizvodaca s manjim izmjenama. Ukratko, stanicama koje su tretirane razli¢itim
koncentracijama NSAID-ova, ukloni se medij s lijekovima te se doda svjezi DMEM s MTS
reagensom (10 uL MTS reagensa u 100 uL medija za uzgoj). Ploc¢a sa stanicama se zatim
vrati u inkubator narednih 3-4 sata, ovisno o stani¢noj liniji. Nakon zavrSetka inkubacije

intenzitet razvijene boje odreduje se spektrofotometrijski pomocu citaca ploca pri 490 nm.
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Postotak prezivljenja stanica izraCunat je kao omjer apsorbancije tretiranih i netretiranih

(kontrolnih) stanica prema izrazu:

srednja vrijednost A490(uzorka)

Prezivljenje stanica (%) = [ %X 100 (2

srednja vrijednost A490 (kontrola)

Sva mjerenja citotoksi¢nosti NSAID-ova provedena su sa po Cetiri paralele za svaku
koncentraciju, a svako mjerenje je ponovljeno dva puta. Prikazani rezultati su prosjecne

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

Ako je u ispitanom rasponu koncentracija, pri odredivanju prezivljenja stanica, odnosno,
citotoksi¢nog u¢inka 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 ¢ija je vrijednost
koeficijenta determinacije R? bliza 1 (R?~1). RjeSavanjem pripadajuce jednadZbe izraunata je
ICso Vvrijednost, koja definira onu koncentraciju ispitivane tvari koja inhibira rast 50% stanica

u kulturi.

3.2.4. Protocna citometrija

Proto¢na citometrija je metoda koja se koristi za sortiranje stanica na temelju
njihovih svojstava (izgled 1 volumen stanica) te omogucuje istovremenu analizu fizi¢kih 1
kemijskih znacajki na temelju razli¢itih parametara pri ¢emu je moguce analizirati i do tisucu
stanica u sekundi. Primjena proto¢ne citometrije omogucava analizu velikog broja stanica u
vrlo kratkom vremenu stoga je to vrlo dobra i relativno brza kvantitativna analiza. Koristi se u
razliitim istraZzivanjima, klinickim ispitivanjima te u dijagnosticke svrhe s ciljem otkrivanja
mehanizma djelovanja tvari na razli¢ite stani¢ne procese, kao $to su utjecaj na stani¢ni ciklus,
aktivacija odredenog oblika smrti stanice (apoptoza, starenje, mitotska smrt) te aktivacija
odnosno inhibicija gena i proteina.

Proto¢na citometrija primijenjena je u ovom radu kako bi se ispitalo uzrokuje li
djelovanje NSAID-ova na stani¢ne linije zastoj stani¢nog ciklusa (primjena Muse™ Cell
Cycle Kita) ili potice stani¢nu smrt (primjena Muse™ Annexin V & Dead Cell Kita).

Postupak je proveden prema uputama proizvodaca.
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3.2.4.1. Odredivanje tipa stanicne smrti primjenom Muse™ Annexin V & Dead Cell Kita

Apoptoza, ili programirana smrt stanica, vazan je stani¢ni proces koji je u ravnotezi sa
stanicnom diobom, a s ciljem odrzavanja homeostaze organizma. Stanice reagiraju na razlicite
izvanstanicne ili unutarstanicne signale pokretanjem specificnih signalnih puteva koji

rezultiraju karakteristicnim biokemijskim i morfoloSkim promjenama.

U pocetnoj fazi apoptoze dolazi do translokacije fosfolipida fosfatidil serina (PS) s unutras$nje
na vanjsku stranu stani¢ne membrane. Protein aneksin V, koji je oznacen s fluorescentnim
bojama, specificno se veze na PS na vanjskoj membrani apoptoti¢nih stanica te se kao takav
koristi za detektiranje apoptoze pomocu proto¢ne citometrije (slika 4), najées¢e uz primjenu
jos jedne boje kao Sto je npr. propidij jodid koji ulazi u oStecene stanice, veze za DNA i

fluorescira u kasno apoptoti¢énim, odnosno mrtvim, nekroti¢énim stanicama.

Fosfatidil serin Fluorescentna boja

/\ Aneksin V
9 o 9 Propidij jodid ili neka
& v
WY ) — druga fluorescentna
"> Sy’ boja koja ulazi u
> 4 AR oStecene stanice

Zivastanica  Rano apoptotiéna Mrtva stanica

stanica

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

fluorescentno obiljeZenim proteinom aneksin V (prema Millipore, 2013)

Muse™ Annexin V & Dead Cell reagens osim fluorescentno obiljezenog aneksina V
sadrzi 1 7-aminoaktinomicin D (7-AAD) koji sluzi kao marker za mrtve stanice i pokazatelj je
integriteta stanicne membrane. Njime nece biti obiljeZene Zive i zdrave stanice te one rano
apoptoticke. 7-AAD je fluorescentni interkalator koji ima spektralni pomak prilikom stvaranja
kompleksa 7-AAD/DNK te se primjenjuje pri analizi uzoraka fluorescentnom mikroskopijom
1 proto¢nom citometrijom. 7-AAD se uglavnom izlucuje iz zivih stanica te se koristi za
obiljezavanje stanica koje imaju o$te¢enu stani¢nu membranu ili su prethodno fiksirane i

permeabilizirane (slika 5).
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Mrtva stanica Ziva stanica

Slika 5. Obiljezavanje stanica primjenom fluorescentne boje 7-aminoaktinomicin D (7-AAD)
(prema Millipore, 2013)

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

a moguce je razlikovati Cetiri populacije stanica unutar analiziranog uzorka:

. zive 1 zdrave stanice: aneksin V (-) i 7-AAD (-)

. rano apoptoti¢ne stanice: aneksin V (+) i 7-AAD (-)

. kasno apoptoti¢ne stanice | mrtve stanice: aneksin V (+) i 7-AAD (+)
. mrtve stanice i stani¢ni ostaci: aneksin V (-) i 7-AAD (+)

Budu¢i da je jedna od prvih promjena u ranoj apoptozi premjeStanje PS s unutraSnje na
vanjsku stranu membrane, ova metoda omogucuje raniju detekciju apoptoze nego metode
kojima se odreduje DNA fragmentacija ili aktivacija kaspaza. No pri koriStenju aneksina V 1
interpretaciji rezultata treba imati na umu i ¢injenicu da eksternalizacija fosfatidil serina nije
prisutna u svim stanicama tijekom apoptoze (svega oko 30%) te da se javlja relativno rano

nakon segmentiranja stani¢ne jezgre.

Protokol za odredivanje tipa stani¢ne smrti proveden je prema uputama proizvodaca.
Nakon uzgoja stanica, nacjepljivanja i tretmana NSAID-ima tijekom 72 sata, kako je opisano
u poglavlju 3.2.2., slijedi tripsinizacija svakog uzorka, pri cemu se medij u kojem su uzgajane
stanice ne baca ve¢ se spoji s tripsiniziranim stanicama. Od tuda se uzima alikvot (20 puL) za
odredivanje broja stanica u uzorku, a nakon toga, stanice se centrifugiraju, baca se supernatant
te se stanice resuspendiraju u odgovaraju¢em volumenu DMEM-a s minimalno 1% FBS-a
kako bi kona¢na koncentracija stanica u uzorku bila 1-5x10° stanica mL™. U 100 uL

suspenzije stanica doda se 100 uL. Muse™ Annexin V & Dead Cell reagensa te se inkubira 20
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minuta na sobnoj temperaturi, zasticeno od svijetla. Prije mjerenja na Muse uredaju svaki
uzorak potrebno je lagano resuspendirati kako agregirane stanice ne bi zacepile cjevcice.
Zatim se postavljaju parametri analize s negativnom i pozitivnom kontrolom te se analiziraju
pojedinacni uzorci. Za svaki uzorak postavljene su po dvije paralele, a odredivanje tipa

stani¢ne smrti ponovljeno je dva puta.

3.2.4.2. Odredivanje zastoja u stanicnoj diobi primjenom Muse™ Cell Cycle Kita

Stani¢ni ciklus jedan je od najznacajnijih procesa u eukariotskim stanicama, koji
rezultira rastom stanice i podjelom na dvije stanice kéeri, stoga je regulacija stani¢nog ciklusa
klju¢na za prezivljavanje stanica. Regulacija stani¢nog ciklusa usko je vezana za popravak
genetickog materijala i sprjeCavanje nekontrolirane stani¢ne diobe. Poremecaji u regulaciji
stani¢nog ciklusa su karakteristicna osobina tumorskih stanica, a mutacije u genima koji su
ukljuceni u kontrolu stani¢nog ciklusa vrlo su ¢este kod oboljelih od raka. S obzirom na to,
analiza stani¢nog ciklusa vazna je za razumijevanje djelovanja antitumorskih spojeva.

Muse™ Cell Cycle Kit omogucuje kvantitativno mjerenje postotka stanica u Go/Gy, S i
G2/M fazama stani¢nog ciklusa primjenom Muse™ analizatora stani¢nog zdravlja. Kit sadrzi
reagens koji ukljucuje boju propidij jodid (PI) koja interkalira u nuklearnu DNK Sto
omogucuje razlikovanje populacija stanica u razli¢itim fazama stani¢nog ciklusa na temelju
razli¢itog sadrzaja DNK. Stanice u Go/G; fazi sadrze dvije kopije svakog kromosoma. Kako
se stanice pocinju dijeliti, sintetiziraju kromosomsku DNK (S faza). Intenzitet fluorescencije
PI povecava se sve dok se sva kromosomska DNK ne udvostruéi (G,/M faza). U ovoj fazi,
G,/M stanice fluoresciraju s dvostrukim intenzitetom od Go/G; populacije. G,/M stanice na
kraju se podijele u dvije stanice.

Protokol za odredivanje postotka stanica u svakoj fazi stani¢nog ciklusa proveden je
prema uputama proizvodaca. Metoda zapocinje uzgojem, nacjepljivanjem i tretmanom stanica
te fiksiranjem stanica, za §to je potrebno oko 1x10° stanica mL™. Suspenzija stanica se zatim
centrifugira (300xg, 5 min), supernatant odbaci te se stanicnom peletu doda PBS (1x10°
stanica mL™) i resuspendira. Ponovno slijedi centrifugiranje te odbacivanje supernatanta tako
da na dnu ostane otprilike 50 pL PBS za 1x10° stanica u ¢&emu se one resuspendiraju. U 1 mL
svjezeg pripravljenog ledeno hladnog 70% etanola dodaje se kap po kap suspenzije stanica uz
vorteksiranje na srednjoj brzini te se tako pripravljene stanice ostave u zamrzivacu na - 20 °C

najmanje 3 sata, a moze i preko no¢i, da se fiksiraju. Nakon fiksiranja slijedi obiljezavanje,
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odnosno bojanje stanica PI tako da se izuzme alikvot od 200 pL fiksiranih stanica,
centrifugira (300xg, 5 min), odbaci supernatant, a talog stanica se resuspendira u PBS puferu
(0,25 mL PBS za 5x10° stanica). Nakon jo§ jednog centrifugiranja, supernatant se baca te se
talog stanica resuspendira u 200 pL. Muse™ Cell Cycle reagensa i inkubira 30 minuta na
sobnoj temperaturi, zasticeno od svijetla. Zatim slijedi analiza na Muse™ uredaju koja
zapocCinje postavljanjem parametara analize nakon ¢ega se analiziraju pojedinacni uzorci. Za
svaki uzorak postavljene su po dvije paralele, a odredivanje tipa stani¢ne smrti ponovljeno je

dva puta.

3.3. OBRADA REZULTATA

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

_ 1
X == 1 Xi [3]

s pripadaju¢im standardnim devijacijama S.D.:

[4]

gdje je n ukupan broj uzoraka u skupini, a x; pojedina¢na vrijednost uzoraka.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Nesteroidni protuupalni lijekovi su najée$¢e koriSteni analgetici u svijetu, ¢ija se
kroni¢na uporaba povecava Ssa starosnom dobi, unato¢ nizu dokazanih nezeljenih nuspojava.
Analgetske dobrobiti NSAID-ova poznate su od davnina, kada su ljudi koristili koru vrbe za
misi¢no-ko$tanu bol, a tek kasnije je ucinak 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
posljedi¢no biosintezu prostaglandina. U stanicama sisavaca identificirane su dvije razlicite
izoforme ciklooksigenaza, COX-1 i COX-2. Tradicionalni, neselektivni NSAID-ovi inhibiraju
obje izoforme te su povezani s razli¢itim stupnjem gastrointestinalnog rizika, jer konstitutivno
prisutna aktivnost COX-1 katalizira nastajanje prostaglandina koji Stite sluznicu
gastrointestinalnog trakta. S druge strane, selektivni COX-2 inhibitori inhibiraju samo
inducibilnu COX-2 izoformu ¢ija je ekspresija inducirana u mnogim tkivima tijekom upale,
zacjeljivanja rana i nastanka novotvorevina te imaju sli¢nu ucinkovitost kao tradicionalni
NSAID-ovi, ali s manjim nepozeljnim uéincima na gastrointestinalni sustav.

Unatrag nekoliko desetljeca, NSAID-i se intenzivno istrazuju 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 bas visoko-
selektivni inhibitori COX-2 zanimljivi i intenzivno se istrazuju kao obecéavajuca
antikancerogena sredstva. Takoder, novije studije ukazuju na to da odredeni NSAID-ovi
preko COX-2 nezavisnih mehanizama iskazuju svoje antitumorsko djelovanje §to upucuje na
postojanje do sada nepoznatih mehanizama djelovanja tih lijekova. Navedena zapazanja
potaknula su brojna istrazivanja koja dokazuju da mnogi NSAID-ovi S$tite organizam od
nastanka i razvoja razli¢itih tipova karcinoma kao §to su karcinom zeluca, jednjaka, jezika,
mozga, pluca, gusterace, dojke, prostate i jajnika. Najvise je istrazeno djelovanje NSAID-ova
na obiteljsku adenomatoznu polipozu i za nju vezanu sklonost obolijevanju od karcinoma
debelog crijeva za Ciju terapiju je FDA odobrila celekoksib, ¢ija upotreba rezultira znatnim

smanjenjem broja polipa i adenoma.
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4.1. In vitro ispitivanje citotoksi¢nosti NSAID-ova

Alternativni in vitro testovi na kontinuiranim stani¢nim linijjama Koriste se za
ispitivanje potencijala koju odredene tvari imaju kao antitumorski agensi na temelju
odredivanja relativnog stupnja inhibicije rasta ili citotoksi¢nosti za svaku koriStenu stani¢nu
liniju. Prema tako dobivenim rezultatima vr$i se odabir spojeva za daljnja in vitro i in vivo
istrazivanja onih spojeva koji imaju antitumorsko djelovanje odnosno iskazuju potencijal za

razvoj lijekova.

U ovom radu je koristena MCF-7 stani¢na linija, koja se nalazi na listi za in vitro
primarni probir Nacionalnog instituta za rak (eng. National Cancer Institute, NCI) (NCI,
2015) te se Cesto koristi u istrazivanjima antitumorskog djelovanja raznih spojeva. Stoga je
primarni probir odabranih 25 NSAID-ova, navedenih u tablici 2, napravljen upravo na MCF-7
stani¢noj liniji. Ukratko, stanice su nacjepljene te su nakon 24 sata tretirane sa 100 uM lijeka.
72 sata nakon tretmana, kolorimetrijskom MTS metodom odredeno je prezivljenje MCF-7
stanica i prikazano kao postotak prezivljenja tretiranih stanica u odnosu na netretirane,

kontrolne stanice, §to je prikazano na slici 6.
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Slika 6. Prezivljenje MCF-7 stanica nakon 72-satnog tretmana s 25 razlic¢itih NSAID-a u
koncentraciji 100 uM

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 vecina ispitanih NSAID-ova u 100 uM
koncentraciji iskazuje odredeni postotak citotoksi¢nosti, odnosno inhibicije rasta MCF-7
stanica i to u rasponu od oko 7% (SA) do 66% (VDP). Obzirom da je koriStena humana
tumorska stani¢na linija, koja je na NCI listi za probir spojeva s antitumorskim potencijalom,

ovim pocetnim probirom potvrdena je pretpostavka da NSAID-i imaju antitumorsko
djelovanje.

Na temelju prikazanih rezultata pocetnog probira (slika 6) vidljivo je da najmanje izrazen
citotoksi¢ni u¢inak na MCF-7 stanice imaju salicilatna kiselina (SA), meloksikam (MLX) i 4-
hidroksiantipirin (OH-A), dok su najizrazeniji citotoksi¢ni u¢inak 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 staniénim linijama:
HEK293T, HepG2 i HeLa. Kao §to je prethodno opisano u poglavlju 3.2.2., MCF-7, HepG2,
HeLa i HEK293T stanice tretirane su razli¢itim koncentracijama (10 pM, 50 uM, 100 uM i
200 pM) odabrana cetiri NSAID-a te je nakon 72 sata odreden njihov u¢inak na prezivljenje

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

120
100
mFLU
~ 80
X
=
-E 60 mDC
8
2
=
8, 40 N TFA
Z
N
£ 20
=%
mVDP
0

10 50 100 200

Koncentracija NSAID-a (uM)

Slika 7. Prezivljenje MCF-7 stanica nakon 72-satnog tretmana razli¢itim koncentracijama
vedaprofena (VDP), fluniksina (FLU), tolfenamatne kiseline (TFA) i diklofenaka (DC)

U skladu s rezultatima pocetnog probira, najizrazenije citotoksi¢no djelovanje na MCF-7
stanice ima VDP i to pri sve Cetiri ispitane koncentracije s najmanjim postotkom prezivljenja
stanica pri najvecoj ispitanoj koncentraciji od 200 uM (23,93%). Linearno povecanje
citotoksi¢nosti odnosno smanjenje preZivljenja stanica ovisno o primjenjenoj koncentraciji
slijede i FLU (27%), TFA (28,25%) te DC koji pokazuje najmanji citotoksi¢ni uéinak na

tretiranim stanicama kod najvece koncentracije ispitanog lijeka (43,46%) (slika 7).
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Slika 8. Prezivljenje HepG2 stanica nakon 72-satnog tretmana razli¢itim koncentracijama

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

Sliéno rezultatima na MCF-7 stanicama, VDP ima najjaci citotoksi¢ni uc¢inak na HepG2
stani¢noj liniji, koji raste s upotrijebljenom dozom i najveéi postotak inhibicije je malo veci u
odnosu na MCF-7 (76,07%) te iznosi 81,4% kod 200 uM koncentracije VDP-a. Prema
zapazenom inhibitornom ucinku zatim slijede TFA (77,07%), DC (64,18%), te FLU (49,29%)
s najslabijim citotoksi¢nim u¢inkom na HepG?2 stanice kod 200 uM koncentracije lijeka (slika
8).
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Slika 9. Prezivljenje HeLa stanica nakon 72-satnog tretmana razli¢itim koncentracijama

vedaprofena (VDP), fluniksina (FLU), tolfenamatne kiseline (TFA) i diklofenaka (DC)
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Svi ispitani lijekovi pokazuju najjaci citotoksicni uc¢inak na HeLa stani¢noj liniji pri najvecoj
koncentraciji NSAID-ova, odnosno prezivljenje stanica se proporcionalno smanjuje s
porastom koncentracije NSAID-a. Najmanji postotak prezivljenja HelLa stanica zapazen je
kod TFA (15,76%) i VDP (15,95%) u 200 uM koncentraciji NSAID-a. Malo manje
citotoksi¢no djelovanje pokazuje FLU (18,65%), dok je DC (23,99%) pokazao najslabiji
citotoksi¢ni uc¢inak na HeLa stani¢noj liniji (Slika 9). Dakle, zapazeni citotoksi¢ni u¢inak na
sve tri tumorske stani¢ne linije ovisan je o koncentraciji ispitivane tvari za Cetiri NSAID-a te
se moze pretpostaviti da ispitani spojevi imaju antitumorski potencijal, koji nadalje treba

istraziti.

Kod in vitro ispitivanja antitumorskog djelovanja neke tvari na humanim stani¢nim linijama
pretpostavlja se razlika u djelovanju na tumorske stanice i one porijeklom iz zdravog,
normalnog tkiva, pri ¢emu je o€ekivani rezultat jaci inhibitorni u€inak na rast tumorskih nego
normalnih stanica. Stoga je u ovom radu uéinak odabrana Cetiri NSAID-a ispitan i na

HEK293T stani¢noj liniji porijeklom iz zdravog tkiva $to je prikazano na slici 10.
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Slika 10. Prezivljenje HEK293T stanica nakon 72-satnog tretmana razli¢itim koncentracijama

vedaprofena (VDP), fluniksina (FLU), tolfenamatne kiseline (TFA) i diklofenaka (DC)
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Rezultati prikazani na slici 10 u skladu su s ocekivanjima, odnosno najslabiji citotoksi¢ni
ucinak NSAID-ova zapazen je na normalnim HEK293T stanicama pri ¢emu je i ovdje ucinak

ovisan o koncentraciji ispitivanog lijeka. Najjaci citotoksic¢ni u€inak pokazuje TFA s najveéim

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

Eksperimentalni podatci o prezivljenju tretiranih MCF-7, HepG2, HeLa i HEK293T stanica
aproksimirani su odgovarajué¢im krivuljama koje najbolje opisuju dobivene rezultate (R*~1) te
su iz jednadzbi pripadajucih krivulja izracunate ICso vrijednosti za sva Cetiri NSAID-a za

pojedinu stani¢nu liniju i prikazane u tablici 3.

Tablica 3. 1Csq vrijednosti za odabrane NSAID-ove ispitane na Cetiri stani¢ne linije

Stani¢na linija
NSAID
MCF-7 HEK?293T HepG2 HelLa
130,47 n.i.* n.i.* 1275
95,41 n.i.* 123,86 145,21
TOLFENAMATNA KISELINA 130,32 200,95 141,28 113,51
78,19 205,09 83,57 106,28

*n.i. = nije izraCunato iz eksperimentalnih podataka

Manja 1Csp vrijednost odgovara jatem citotoksicnom ucinku ispitivane tvari te prema
izraCunatim ICsp vrijednostima (tablica 3) moZzemo zakljuéiti da najjaci citotoksi¢ni ucinak
ima vedaprofen na MCF-7 stanice (IC5,=78,19 uM), a zatim slijede diklofenak (I1C5,=95,41
uM), tolfenamatna kiselina (1C5,=130,32 uM) te fluniksin (IC5,=130,47 uM) na istoj stani¢noj
liniji, za koju stoga mozemo reci da je najosjetljivija na djelovanje ispitivanih NSAID-ova.
Vedaprofen takoder ima najjaci u€inak i na preostale dvije tumorske stani¢ne linije, HepG2 1
HelLa, 83,57 uM odnosno 106,28 uM, sto je u skladu s primarnim probirom na MCF-7
ICso vrijednosti izraCunate su za HEK293T stani¢nu liniju, porijeklom iz zdravog tkiva, a u
odnosu na preostale tri humane tumorske stani¢ne linije koristene u ovom radu. Kao §to je veé
spomenuto, takav rezultat je pozitivan pri istrazivanju 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 moze ocekivati ja¢i antiproliferativni ili inhibitorni

ucinak na tumorske nego na zdrave stanice.

Prema Sankpal i suradnicima (2013), tolfenamatna kiselina selektivno inhibira rast Pancl,
L3.6pl i MiaPaCa-2 tumorskih stanica, dok je u normalnim i diferenciranim stanicama,
hTERT-HPNE i SH-SY5Y, zabiljezen blagi citotoksi¢ni u¢inak, $to je u skladu s rezultatima
prikazanim u ovom radu. Sli¢no su pokazali Kim i suradnici (2013), u ¢ijem radu je dokazano
da TFA inhibira proliferaciju i poti¢e apoptozu u MDA-MB-231 stanicama raka dojke, §to je
u skladu s ovdje prikazanim rezultatima na MCF-7 stani¢noj liniji raka dojke. Obzirom na
navedene literaturne podatke i nase rezultate, moze 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 istrazivanju koje su proveli Yagi i suradnici (2014),
50 ug mL™* DC-a inhibira proliferaciju HepG2 stani¢ne linije pri ¢emu je zabiljeZeno
prezivljenje oko 75% stanica, §to je sli¢no rezultatima dobivenim u ovom ispitivanju. Sli¢ne
rezultate, na istoj stani¢noj 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 znacajno inhibira
proliferaciju tih tumorskih stanica ovisno o koncentraciji, s postotkom inhibicije od 40,47%
nakon 48 sati izlozenosti 50 uM diklofenaku i 1Csp vrijednos¢u od 70,54 uM. U ovom radu
najjaci antiproliferativni u¢inak na rast tumorskih stanica ima vedaprofen, za koji u dostupnoj
znanstvenoj literaturi nismo nasli podatke o in vitro ispitivanjima, no obzirom da su rezultati
za TFA 1 DC u skladu s objavljenim rezultatima drugih znanstvenika, moZemo zakljuciti da
VDP-a ima obecavajuc¢i antitumorski potencijal. No, svakako su nuzna daljnja ispitivanja
njegovog djelovanja i moguénosti primjene kao antitumorskog lijeka za razne tipove

karcinoma, budu¢i da je pokazao citotoksicni u€inak na tri razli¢ite tumorske stani¢ne linije.
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Pri ispitivanju uc¢inka NSAID-ova na rast MCF-7, HepG2, HelLa i HEK293T stanica
zapazena je slabija ili jaca inhibicija rasta stanica, ovisna o koncentraciji i vrsti lijeka, te su
uoCene odredene promjene u izgledu tretiranih u odnosu na kontrolne stanice. Stoga su s
ciljem utvrdivanja morfoloskih 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
uM NSAID-a (povecanje 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, ) tretirane s VDP

Pri svjetlosnoj mikroskopiji HEK293T 1 HepG2 stanica uocene su morfoloske promjene

tretiranih stanica u odnosu na kontrolne stanice. Kod kontrolnih stanica vidljive su dobro
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prihvacéene stanice tipi¢nog fibroblastnog, odnosno epitelnog izgleda. U obje kulture nakon
tretmana ispitanim NSAID-ovima (100 uM) smanjen je broj stanica, naruSen je izgled
stani¢nog monosloja 1 vidljiv je gubitak kontakta izmedu stanica zbog Cega se stanice
zaokruzuju 1 odvajaju od podloge za rast S§to u konacnici rezultira njihovom manjom
brojnos¢u. Za okrugle stanice, kod kojih je vidljiva kondenzacija kromatina 1 jezgre, mozemo
pretpostaviti da su apoptoti¢ne stanice, jer su to pocetna biokemijska obiljezja stani¢ne smrti

procesom apoptoze, Sto je svakako potrebno jos dokazati nekom drugom metodom.

4.2. Odredivanje mehanizma citotoksicnog djelovanja NSAID-ova proto¢nom
citometrijom

Zapazeni citotoksi¢ni uc¢inak NSAID-ova na koriStene stani¢ne linije moze biti
posljedica utjecaja na razli¢ite stanicne procese. NajceS¢e je smanjenje prezivljenja tretiranih
stanica posljedica indukcije stani¢éne smrti ili inhibicije stani¢ne diobe zbog djelovanja
ispitivane tvari. Stoga je u ovom radu primjenom proto¢ne citometrije ispitan mehanizam
citotoksi¢nog djelovanja NSAID-ova. Koristen je Muse ™ Cell Analyzer te je primjenom
Muse ™ Cell Cycle Kit-a ispitan utjecaj NSAID-a na stani¢ni ciklus, dok je Muse™ Annexin
V & Dead Cell Kit koriSten za odredivanje tipa stani¢ne smrti u stanicama tretiranim NSAID-

ovima.

4.2.1. U¢inak NSAID-a i stani¢na smrt

Stanice su uzgojene te tretirane nakon 24 sata sa 100 uM NSAID-a. 1z suspenzije
stanica pripremljene prema protokolu proizvodaca, odnosno kako je opisano u poglavlju
3.2.4.1., uzme se alikvot od 100 pL te se zatim doda isti volumen Muse™ Annexin V & Dead
Cell Kit reagensa i inkubira 20 minuta zasticeno od svjetla. Nakon postavljanja parametara
analize s negativnom i pozitivnom kontrolom na Muse uredaju krece se s analizom
pojedinac¢nih uzoraka pri ¢emu su rezultati vidljivi kao ,,dot-plot™ dijagrami (slika 12), a
parametri mjerenja su postavljeni tako da je moguce razlikovati Cetiri populacije stanica
unutar uzorka: Zive, rane apoptoti¢ne, kasno apoptoticne/mrtve te mrtve stanice. Analizirane
su MCF-7 stanice (slika 13) kao humana tumorska stani¢na linija koja se u ispitivanju
citotoksi¢nosti pokazala najosjetljivijom te HEK293T stanice (slika 14), kao normalna

stani¢na linija porijeklom iz zdravog tkiva.
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Slika 12. Prikaz jednog reprezentativnog ,dot-plot“ dijagrama dobivenog prilikom

odredivanja tipa stani¢ne smrti primjenom Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit-a nakon 72-

satnog djelovanja vedaprofena (VDP) na MCF-7 stani¢nu liniju
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Slika 13. Postotak zivih, stanica u ranoj apoptozi, kasno apoptoti¢énih/mrtvih stanica te

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

(FLU), tolfenamatnom kiselinom (TFA) i diklofenakom (DC) u koncentraciji od 100 pM
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Slika 14. Postotak zivih, stanica u ranoj apoptozi, kasno apoptoticnih/mrtvih stanica te
ukupno apoptoticnih HEK293T stanica nakon tretmana vedaprofenom (VDF), fluniksinom
(FLU), tolfenamatnom kiselinom (TFA) i diklofenakom (DC) u koncentraciji od 100 pM

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 Zivih stanica, stanica u ranoj apoptozi, kasno
apoptoti¢nih/mrtvih stanica te ukupno apoptotiénih MCF-7 stanica nakon tretmana sa 100 uM
vedaprofena, fluniksina, tolfenamatne kiseline i diklofenaka prikazanih na slici 13, uocena je
mala razlika u postotku zivih te ukupnih apoptoti¢nih stanica kod tretiranih u odnosu na
kontrolne MCF-7 stanice (5,48%), pri ¢emu je porast postotka ukupnih apoptoti¢nih stanica
(12,21%) najizrazeniji kod vedaprofena (slika 13) koji je pokazao i najjaci citotoksicni
ucinak. S druge strane, kod normalne HEK293T stanic¢ne linije (Slika 14) ne postoji znacajna
razlika u postotcima unutar populacija stanica, pri ¢emu je postotak populacije zivih stanica
vrlo visok i sli¢an izmedu kontrolnih (97,40%) i stanica tretiranih VDP-om (96,73%). Stoga
se moze zakljuciti da je indukcija apoptoze nakon tretmana ispitivanim NSAID-ovima
znacajnija kod tumorskih MCF-7 stanica nego kod normalnih HEK293T stanica, pri ¢emu
vedaprofen osim $to ima najizrazenije citotoksi¢no djelovanje ima i najjaci proapoptoti¢ni
ucinak. Nakon VDP-a, najjaci uéinak na apoptozu MCF-7 stanica ima tolfenamatna kiselina,
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tretman koji je rezultirao s 10,67% ukupno apoptoti¢nih stanica (slika 13). U dostupnoj
literaturi nema podataka obzirom na sposobnost vedaprofena da potakne apoptozu u
tumorskim stanicama, ali poznato je da TFA selektivno utjece na rast tumorskih stanica, tako
da poti¢e transkripciju tumor supresora, $to rezultira apoptozom stanica kolorektalnog
karcinoma, te inhibira ekspresiju transkripcijskih faktora koji pridonose proliferaciji
metastaziraju¢ih tumora, ¢ija je prekomjerna ekspresija negativni ¢imbenik prezivljavanja kod
mnogih ljudskih karcinoma. Osim navedenog mehanizma antitumorskog djelovanja TFA
putem indukcije apoptoze, TFA takoder utjeCe na ekspresiju receptora vaskularnog
endotelijskog faktora rasta (eng. vascular endothelial growth factor receptor-1, VEGFR-1) te
na taj nacin smanjuje angiogenezu i rast tumora in vivo. Takoder, poznato je da TFA iskazuje
znacajan citotoksi¢ni u¢inak u in vitro uvjetima na stanice karcinoma pluca, ali i u in vivo

uvjetima, na miSevima (Ligget i sur., 2014).
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4.2.2. U¢inak NSAID-a i stani¢na dioba

Nakon 72 sata tretmana stanica ispitivanim NSAID-ima (100 uM) MCF-7 stanice su
prema uputama proizvodaca i kako je opisano u poglavlju 3.2.4.2. prvo fiksirane te obojane
na nacin da je izuzet alikvot od 200 pL fiksiranih stanica te nakon dva centrifugiranja talog
stanica resuspendiran u 200 pL reagensa iz Muse ™ Cell Cycle Kit-a i inkubiran 30 minuta na
sobnoj temperaturi, zadti¢eno od svjetla. Zatim slijedi analiza na Muse™ uredaju, koja
zapocCinje postavljanjem parametara analize nakon ¢ega se analiziraju pojedinacni uzorci, a

rezultati dva ponovljena mjerenja prikazani su na slici 15.
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Slika 15. Postotak MCF-7 stanica u pojedinim fazama stani¢nog ciklusa nakon tretmana
vedaprofenom (VDP), fluniksinom (FLU), tolfenamatnom kiselinom (TFA) i diklofenakom
(DC) u koncentraciji od 100 pM

Nakon 72-satnog tretmana MCF-7 stanica 100 uM koncentracijama NSAID-ova izmjeren je
veci postotak stanica u Go/G; fazi stani¢nog ciklusa nego u kontrolnoj grupi, s prisutnim

pripadaju¢im smanjenjem postotka stanica u G»/M fazi. Najveca razlika u odnosu na kontrolu
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(Go/G1=7,85%, G,/M=19,95%), uoCena je nakon tretmana VDP-om (Gy/G;=17,65%,
G2/M=9,8%). Zatim slijede DC (Go/G1=16,9%, G,/M=11,65%), TFA (Go/G;=10,65%,
G2/M=6%) te FLU s najmanjom razlikom u raspodjeli stanica u G¢/G; u odnosu na kontrolu
(Go/G1=9,55%, G2/M=7,1%). Navedeni rezultati sugeriraju da je inhibicija stani¢ne
proliferacije povezana s indukcijom zastoja stani¢nog ciklusa u Go/G; fazi te da su razlike u
proliferaciji stanica koje su tretirane u odnosu na netretirane kontrolne stanice zbog razlike u

regulaciji stani¢nog ciklusa, odnosno zbog utjecaja NSAID-a na stani¢ni ciklus.

Prema Basha i suradnicima (2011), koji su ispitivali mehanizam antitumorskog djelovanja
TFA na stanice karcinoma jajnika, SKOV3-AF2 i ES-2, 50 uM koncentracija TFA nakon 48-
satnog tretmana rezultirala je takoder zaustavljanjem stani¢nog ciklusa u Go/G; fazi. Do
sli¢nih rezultata su dosli i Eslin i suradnici (2013) na LA1-55n i SH-SY5Y stani¢nim linijama
neuroblastoma kod kojih je TFA znacajno inhibirala stani¢ni ciklus uzrokujuci 71%-tni (LA1
55n) i 59%-tni (SH-SY5Y) zastoj stanica u Go/G; u fazi u usporedbi s 30% -tnim (LAL 55n) i
31%-tnim (SH-SY5Y) u kontrolnim stanicama nakon 24-satnog tretmana. Zaustavljanje u
Go/G; pratilo je odgovaraju¢e smanjenje postotka stanica u S i Go/M fazama, $to je sli¢no
rezultatima dobivenim u ovom radu gdje je takoder zapazen porast udjela stanica u Go/G; uz

smanjenje postotka stanica u G,/M fazi.

U eukariotskim stanicama, aktivnost razlicitih proteina regulira rast 1 poti¢e stani¢ni ciklus u
razli¢itim fazama, S$to dovodi do podjele stanica. Dobiveni rezultati upucuju na to da ispitani
NSAID-ovi djeluju na dogadaje u ranijim fazama stani¢nog ciklusa te na zakljucak da je
zastoj stani¢nog ciklusa u Go/G; fazi djelomi¢no odgovoran za zapazeni inhibitorni u¢inak na
rast tumorskih stanica. No obzirom, da na temelju prikazanih rezultata ne moZemo jasno
razlu€iti koji je mehanizam, indukcija stani¢ne smrti ili inhibicija stani¢nog ciklusa, klju¢an
za zapazeni antitumorski u¢inak vedaprofena, fluniksina, tolfenamatne kiseline i diklofenaka

nuzna su daljnja ispitivanja navedenih NSAID-ova.

Takoder, unato¢ sve veéem broju in vitro i in vivo eksperimentalnih dokaza da
NSAID-ovi posjeduju antitumorsku aktivnost, za razvijanje terapijske strategije za njihovu
primjenu u lijeCenju raka, potrebna su daljnja istraZivanja stani¢nih i molekularnih
mehanizama djelovanja NSAID-a te farmako-kineticke studije kako bi primjena navedenih

lijekova u borbi protiv karcinoma bila u¢inkovita i sigurna.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1. Prema rezultatima pocetnog probira, svih 25 ispitanih nesteroidnih protuupalnih lijekova u
100 uM koncentraciji izazivaju citotoksi¢ni uc¢inak, odnosno inhibiraju u odredenom postotku

rast MCF-7 stanica.

2. Najizrazeniji citotoksi¢ni ucinak na MCF-7 stanice imaju vedaprofen, fluniksin,
tolfenamatna kiselina i diklofenak, koji su ispitani na jo$ dvije tumorske (HepG2 i HeLa) i

jednoj normalnoj (HEK293T) stani¢noj liniji.

3. Ucinak ispitanih NSAID-ova nakon 72 sata tretmana (u rasponu koncentracija 10 uM do
200 uM) ovisan je o koncentraciji te je najjaci inhibitorni u¢inak sva Cetiri spoja na sve Cetiri
stani¢ne linije zabiljeZen pri najvecoj ispitanoj koncentraciji (200 uM). Najjaci citotoksicni
u¢inak na MCF-7 i HepG2 stanice je izazvao vedaprofen, dok je na HeLa i HEK293T stanice

najjace djelovala tolfenamatna kiselina.

4. Prema izracunatim ICsy vrijednostima najjaci citotoksi¢ni uéinak na sve tri tumorske
stani¢ne linije ima vedaprofen, pa zatim slijede tolfenamatna kiselina, fluniksin te diklofenak.
Najvece ICsg vrijednosti izracunate su za HEK293T stani¢nu liniju, porijeklom iz zdravog
tkiva, Sto ukazuje na to da ispitani NSAID-i imaju jaci antiproliferativni ili inhibitorni uc¢inak

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

5. Indukcija apoptoze nakon tretmana NSAID-ovima izrazenija je kod tumorskih MCF-7
stanica nego kod normalnih HEK293T stanica, pri ¢emu vedaprofen ima najjaci

proapoptoti¢ni ucinak.

6. Tretman NSAID-ovima rezultira zastojem stani¢nog ciklusa u Go/G; fazi te se moze
pretpostaviti da ispitani spojevi djeluju na dogadaje u ranijim fazama stani¢nog ciklusa ¢ime
se djelomicno mozZe objasniti zapaZeni antiproliferacijski uc¢inak u tumorskim stanicnim

linijama.

7. Potrebna su daljnja istraZivanja mehanizama djelovanja ispitanih NSAID-ova budu¢i da
dobiveni rezultati nisu dovoljni da bi se jednoznac¢no povezao mehanizam djelovanja i

zapazena antitumorska aktivnost NSAID-ova.
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