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SAZETAK

Unato¢ dugotrajnom procesu istrazivanja i razvoja novih molekula kao potencijalnih lijekova,
vrlo mali broj njih stize do trzista. Uzrok visokoj stopi odljeva ispitivanih molekula (engl.
attrition rate) prvenstveno je njihova neadekvatna podnosljivost, nezeljeni ucinci i u¢inkovitost
u klinickim studijama. Smatra se da je visoka stopa odljeva novih lijekova u podrucju
onkologije posljedica slabe predikcije testova u ranoj fazi testiranja novih kemijskih entiteta
(NKE) na 2D stani¢nim linijama in vitro, koji su postoje¢i standard za testiranje potencijalnih
antitumorskih lijekova. Ograni¢enosti stani¢nih testova u 2D uvjetima su neprirodni oblik
stanice, drukcija izrazenost gena, stanicno okruzenje, metabolizam 1 sli¢no. Razvojem
trodimenzonalnih stani¢nih kultura (3D) in vitro, postizu se uvijeti sli¢ni prirodnim uvjetima u
kojima se stanice nalaze u organizmu. Ovim istrazivanjem validirali smo stani¢nu metodu
probira aktivnih molekula u 3D formatu na 3 stani¢ne linije plu¢nih karcinoma (A549, HCC827
1 NCI-H358), usporedili probir aktivnih antitumorskih molekula u 2D i 3D formatu na istim
stani¢nim linijama za 5 kemijskih serija (amidini, furani, akronitrili, benzamidati i kumarini)
te smo usporedili fizikalno-kemjske i farmakokinetske parametre in vitro probranih spojeva.
Dva aktivna spoja iz serija amidina i furana testirali smo u in vivo mi§jem modelu A549
ksenografta sa inokulumima tumorskih stanica pripremljenim u 2D i1 3D formatu. U istom
modelu analizirali smo razliku ksenografta pripremljenih u 2D i 3D formatu, $to ukljucuje
krivulju rasta tumora, tezinu tumora, koncentraciju ispitne supstance u tumoru LC-MS/MS
analizom, fenotipizaciju infiltranih stanica u tkivu tumora, razinu apoptoze i proliferacije
stanica u tumorskom tkivu analizom proto¢ne citometrije.

Kljucne rijeci: 2D i 3D stani¢ne kulture, stani¢ne linije karcinoma pluca, istrazivanje i razvoj
novih lijekova, amidini, furani, fenotipizacija infiltriranih stanica
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SUMMARY

Despite the long-term process of research and development of new molecules as potential
drugs, very few of them reach the market. The reason for the high attrition rate of test molecules
(eng. attrition rate) is primarily their inadequate tolerability, adverse effects and (non)efficacy
in clinical studies. The high attrition rate of new drugs in the field of oncology is believed to
be a consequence of poor prediction of tests in the early phase of testing new chemical entities
(NCE) on 2D cell lines in vitro, which are the existing standard for testing potential antitumor
drugs. The limitations of cell tests in 2D conditions are the unnatural shape of the cell, different
gene expression, cellular environment, metabolism and the other. By developing three-
dimensional cell cultures (3D) in vitro, it is possible to experience similar natural conditions in
which cells are found in the body. With this research, we validated the cellular method of
screening active molecules in 3D format on 3 lung cancer cell lines (A549, HCC827 and NCI-
H358). We compared the screening of active antitumor molecules in 2D and 3D format on the
same cell lines for 5 chemical series (amidines, furans, acrones, benzamidates and coumarins)
as well as the physicochemical and pharmacokinetic parameters of the in vitro screened
compounds. We tested two active compounds from the amidine and furan series in the in vivo
mouse model of A549 xenograft with tumor cell inoculums prepared in 2D and 3D format. In
the same model, we analyzed the difference of xenografts prepared in 2D and 3D format, which
includes tumor growth curve, tumor weight, concentration of test substance in tumor by LC-
MS/MS analysis, phenotyping of infiltrated cells in tumor tissue, level of apoptosis and cell
proliferation in tumor tissue by flow cytometry analysis.

Key words: 2D and 3D cell culture, lung cancer cell lines, drug R&D, amidines, furans,
immunophenotyping of tumor infiltrating cells by flow cytometry
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1. UVOD



1.1. Karcinom pluca

Karcinom pluca jedan je od najcesc¢e dijanosticiranih malignih tumora, kao 1 vode¢i uzrok smrti
diljem svijeta. Prema podatcima Agencije za istrazivanje raka (IARC, engl. Agency for
Research on Cancer) iz 2022. uclestalost karcinoma pluéa u cjelokupnom broju
dijagnosticiranih malignih bolesti bila je 12,4% (2,5 milijuna slucajeva), dok je smrtnost bila
18,7% (1,8 milujuna slucajeva). Zbog visoke incidencije 1 smrtnosti, ova bolest predstavlja
ozbiljan javnozdravstveni problem (Dickson et al., 2022; La Monica, 2022).

U novije vrijeme primjeceno je da pojavnost (incidencija) ovisi o regiji, pa su Australija i Novi
Zeland prvi u svijetu po incidenciji karcinoma plu¢a, dok zapadna Afrika ima najmanju
incidenciju (Thandra et al., 2021).

Ovu regionalnu razdjeljenost mozemo objasniti pokretanjem mnogobrojnih projekata u
zapadnim zemljama za ranu detekciju karcinoma, posebice probira u visokorizi¢nim
populacijama $to je za karcinom pluéa ukljucuje aktivno puSenje u dobi od 55 do 74 godina
zivota. No unato¢ svim dosada$njim naporima da se statistika vezana za incidenciju i mortalitet
karcinoma pluca poboljsa, predikcije za 2026. godinu pokazuju da ¢e smrtnost od karcinoma
pluca biti visa u odnosu na ukupni broj smrti uslijed kolorektalnog karcinoma 1 karcinoma
pankreasa, koji su trenutno drugo- i tre¢erangirani karcinomi po smrtnosti u svijetu (Siegel et
al., 2025).

Kao iu svijetu, incidencija karcinoma plu¢a u zemljama Europske unije pokazuje isti statistic¢ki
obrazac. U 2022. godini inicidencija karcinoma pluca bila je 95 osoba na 100 000 za musku
populaciju, te 44 osobe na 100 000 za zensku populaciju. Isto tako je vode¢i uzrok smrti od
posljedica karcinoma. I unutar Europske unije primjecene su varijacije u incidenciji. Pa tako
vecu incidenciju imaju zemlje isto¢nog dijela poput Madarske 1 Srbije (Zhou et al., 2024).

Inicidencija karcinoma u Hrvatskoj je medu najviSima unutar zemalja Europske unije, ¢ak 12%
viSa u odnosu na prosjek Unije. Stopa smrtnosti u 2021. bila je 31% vis$a u odnosu na prosjek
Europske unije, te je time pozicionirana na drugo mjesto, odmah iza Madarske na listi zemalja
EU. Karcinom pluca ¢ini 16% novih dijagnosticiranih karcinoma Sto je isto tako vise od
prosjeka EU. Smrtnost od raka plu¢a u Hrvatskoj u 2021. godini bila je 30% visa od prosjeka
Zemalja EU. NajviSe zabrinjava povecanje broja pusaca, posebno u zZenskoj populaciji, u dobi
od 15 godina i viSe. Kao i u ostalim zemljama EU i u Hrvatskoj su pokrenute mjere kako bi se
navedeni podatci poboljsali (Nacionalni probir za rak pluca te nacionalne preventivne
kampanje protiv puSenja) (OECD/European Commission, 2025).

Karcinom pluca i dalje predstavlja veliko optere¢enje za zdravstveni sustav i pojedinca unato¢
napretku u dijagnostickim modalitetima kao $to su gensko sekvenciranje i odredivanje
tumorskih markera, rani dijagnosticki probir, identifikacija i prevencija ¢imbenika rizika,
smanjenje utjecaja nepovoljnog okoliSa, kao 1 lije¢enje novim pametnim lijekovima (Ibodeng
etal., 2023).

Karcinom pluca se tradicionalno Siroko klasificira u karcinom plu¢a malih stanica (SCLC, od
engl. small cell lung cancer) i1 karcinom pluc¢a ne-malih stanica (NSCLC, od engl. non-small
cell lung cancer) na temelju mikroskopskog izgleda. SCLC ¢ini otprilike 15% svih karcinoma
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plu¢a, a NSCLC je dominantniji i obuhvaca otprilike 85% karcinoma plu¢a. Prema najnovijoj
klasifikaciji torakalnih tumora Svjetske zdravstvene organizacije iz 2021. godine (Travis
William D, 2021), mogu se podklasificirati u epitelne tumore, neuroendokrine neoplazme
pluca, tumore ektopi¢nog tkiva i mezenhimalne tumore specifi¢ne za pluca. Epitelni tumori su
¢es¢i 1 mogu se podijelit u adenokarcinomi, karcinomi plocastih stanica (SCC), karcinomi
velikih stanica te pleomorfni karcinom (Ibodeng et al., 2023). S obzirom na navedenu
sistematizaciju tumora moze se zakljuciti da i prateca terapija nije jednostavna i potrebno ju je
prilagoditi svakoj vrsti tumora te samom bolesniku. Stoga je i proces otkri¢a novih lijekva u

navedenom terapijskom podrucju zahtjevan, dugotrajan i skup (Ibodeng et al., 2023; Travis et
al., 2021).

1.2. Proces istrazivanja i razvoja novih lijekova

Istrazivanje i razvoj (R&D) novog lijeka je slozen, dugotrajan i vrlo skup proces. Danasnje
procjene pokazuju da je potrebno 11 do 13 godina istraZivanja i razvoja novog lijeka sa
ulaganjima visim od tri milijarde dolara. Troskovi tog procesa su jos veci ako potencijalni novi
lijek ne prode jednu od tri faze klinickog ispitivanja te ne dode na trziSte. Unato¢ dugotrajnom
i vrlo detaljnom istrazivanju svake molekule koja bi mogla biti novi lijek, samo nekoliko
molekula tijekom predklinickog istrazivanja zadovoljava kriterije potrebne da bi molekula
dobila status predklini¢kog kandidata. UspjeSnost dovodenja lijeka na trZiSte krece se od 3 do
11% $to je nedovoljno dobro naspram velikog ulaganja novaca i svih ostalih kapaciteta
potrebnih da bi lijek doSao na trziSte (Paul et al., 2010; Simoens & Huys, 2021).

Cijeli proces koji dovodi do novog lijeka moZemo podijeliti na dva velika dijela koja se
medusobno u nekim fazama preklapaju a to su: faza istrazivanja i faza razvoja. U procesu
istrazivanja novih lijekova pronalaze se i generiraju novi molekulski entiteti kojima je moguce
tretirati neku bolest. Za razliku od tradicionalne medicine 1 slu¢ajnih znanstvenih otkrica, taj
proces se vodi isklju¢ivo na temelju znanstvenih promisljanja 1 znanstvenih dokaza neke
hipoteze. Stoga je taj dio procesa jako ovisan o znanstvenom i tehnoloSkom stupnju razvoja te
je logi¢no da se brzo razvio u proSlom stolje¢u kao posljedica revolucionarnih otkri¢a i
tehnoloSkog napretka na podru¢ju fundamentalnih prirodnih znanosti. Razvoj i napredak novih
disciplina biologije (biokemije, mikrobiologije, bioinformatike, molekularne biologije,
epigenetike 1 imunoonkologije) osigurao je osnovu za otkrivanje novih lijekova racionalnim,
znanstveno utvrdenim putem. Svaki novi lijek prije ulaska u klinicka ispitivanja prolazi
dugotrajnu fazu predklinickih ispitivanja koja obuhvacaju mnogobrojna ispitivanja novog
kemijskog entiteta (NKE) in vitro na razli¢itim bioloskim materijalima zivotinjskog i humanog
podrijetla, kao 1 ispitivanja in vivo na pokusnim Zivotinjama. Tim ispitivanjima identificiraju
se molekule koje imaju najvecu Sansu postati budu¢i u€inkovit lijek za odredenu terapijsku
indikaciju. Osim toga, tijekom navedenog procesa ispitivanja, izbacuju se molekule za koje se
smatra da je ulaganje u njihov razvoj u lijek previse rizi¢no jer rezultati dobiveni navedenim
istrazivanjima ukazuju da njihova svojstva nisu u skladu sa karakteristikama koje bi trebao
imati buduci lijek (Sleire et al., 2017).

Tijekom Sezdesetih 1 sedamdesetih godina farmaceutske tvrtke ispitivale su velike banke
sintetskih spojeva, prirodnih produkata ili ekstrakata, testiraju¢i njihovu ucinkovitost ili u



modelima sa pokusnim zivotinjama ili na stani¢nim 1 organskim sustavima zivotinjskog i
humanog podrijetla. Taj pristup otkrivanja novih lijekova danas je poznat kao klasi¢ni pristup
ili fenotipski probir aktivnih molekula (Vincent et al., 2022)

Otkrice receptora suspregnutih proteinom G (GPCRs, engl. G —protein-coupled receptors) u
devedesetima godinama proslog stolje¢a, promijenilo je pristup testiranju i odabiru aktivnih
molekula na osnovi njihovog djelovanja na odabranu molekulu (,,ciljnu molekulu®) za koju je
prethodnim istrazivanjima ustanovljeno da ima klju¢nu ulogu u patologiji razvitka bolesti. Taj
pristup otkrivanja novih lijekova naziva se istrazivanje na osnovi ciljne molekule (engl. Target
based drug discovery). Tim pristupom omoguceno je ispitivanje velikih banaka kemijskih
spojeva 1 njihovih interakcija sa mnostvom razli¢itih izoliranih molekula (ve¢inom stani¢nih
receptora) ukljuc¢enih u pojedine bolesti (Jia ZC et al., 2024).

Svaki od pristupa ima svoje prednosti i ograni¢enja, a odabir pristupa ovisi o0 raznim
¢imbenicima: moze li se do¢i do Ciste ciljne molekule, buduéem tretmanu i vrsti bolesti.
Procesom istrazivanja identificiraju se u¢inkovite molekule koje bi mogle postati potencijalni
lijek(ovi) te se one istraZzuju i testiraju puno detaljnije. IstraZzuje se njihova osnovna
farmakokinetika (apsorpcija, distribucija, metabolizam i izlu€ivanje), testiraju se razli¢ite doze
te odreduje njihov raspon za koji se smatra da bi bio siguran u humanoj primjeni, istrazuje se
moze li lijek u odredenoj dozi sti¢i do ciljne molekule/organa, detektiraju se i nezeljeni ucinci
(potencijalna toksi¢nost) i slicno. Time se odreduju molekule sa najboljim svojstvima koje
potom ulaze u fazu pretklinickog razvoja.

Pretklini¢ki razvoj potencijalnog lijeka obuhvaca in vitro testiranja (testovi na stanicama i
molekulama izvan njihova normalnog okruzenja tj. izvan organizma) i in vivo testiranja (pokusi
koji se provode na Zivim organizmima, obi¢no pokusnim Zivotinjama, biljkama ili ljudima).

Tim pokusima pokuSava se istraziti nafin djelovanja molekula te profili njihovih
(ne)skodljivosti jer rezultat pretklinickih ispitivanja trebao bi dati odgovor na pitanje moze li
se molekula testirati dalje na ljudima. Istovremeno se ispituje mogucnost sinteze i pripravka
molekule u velikim koli¢inama. Neke aktivnosti pretklinickog razvoja (sinteza i testiranja
neskodljivosti) provode se pod strogo kontroliranim uvjetima i prema propisima regulatornih
agencija za lijekove (DPP, dobra proizvodacka praksa; DLP dobra laboratorijska praksa; engl.
GMP 1 GLP) onih podrucja i drzava gdje se lijek namjerava registrirati 1 prodavati. Molekula
koja ispuni sve zahtjeve pretklinickog razvoja i pokaze najbolji profil rezultata testiranja,
postaje klinicki kandidat i time pocinje faza klini¢kog ispitivanja novog lijeka (Waskiewicz,
2012).

Da bi klini¢ko ispitivanje bilo odobreno, regulatornoj agenciji daje se na uvid Zahtjev za
ispitivanje novog lijeka (IND, engl. Investigational New Drug Application) koji sadrzi detaljne
informacije o farmakoloSkim podatcima dobivenim iz istrazivanja posebno na pokusnim
zivotinjama, te sve informacije o procesu proizvodnje aktivne molekule. Uz to moraju biti
priloZeni detaljni protokoli klini¢kih studija uz ostalu neophodnu dokumentaciju poput
informiranog pristanka ispitanika i dozvole centralnog etickog povjerenstva (nacionalnog ili
regionalnog).



Slijede faze klinickih ispitivanja novog lijeka. Ukratko, tri su faze klinickih ispitivanja. U prvoj
fazi potencijalni lijek se testira prvi put na ljudima i to na malom broju zdravih dobrovoljaca
(20 do 100). U toj fazi se prije svega prati njegova neskodljivost i farmakokinetika.

Druga faza klinickih ispitivanja ukljucuje manji broj bolesnika (100 do 500) s odredenom
dijagnozom za koju je lijek predviden te se prati uCinkovitost lijeka i pojava nezeljenih reakcija
na lijek. U tre¢oj fazi klinickih ispitivanja ukljucuje se veliki broj bolesnika (1000 do 5000)
kako bi podatci za u¢inkovitost novog lijeka i njegove potencijalne nezeljene ucinke imali
statisticku znacajnost. Ova faza ispitivanja novog lijeka je dugotrajnija i ujedno najskuplja od
svih faza u procesu istrazivanja i razvoja novog lijeka. Potrebno je naglasiti da se tijekom
trajanja klinickih ispitivanja paralelno nastavljaju fundamentalna istrazivanja novog lijeka te
izvode potrebna testiranja koja nisu u sklopu klinic¢kih studija.

Po zavrsetku sve tri faze klinickog ispitivanja i analize podataka koji su dobiveni, regulatorna
agencija dobiva Zahtjev za odobravanje novog (inovativnog) lijeka (NDA, engl New Drug
Application). Krajnji rezultat moze biti odobrenje novog lijeka ili preporuka odgode odobrenja
te zahtjev za dodatna ispitivanja. Nakon odobrenja stavljanja novog lijeka na trziste,
istrazivanja nikako ne prestaju. Lijek ulazi u ¢etvrtu fazu ispitivanja (postmarketinska faza)
tijekom koje veliki broj bolesnika konzumira novi lijek 1 tijekom tog perioda prate se i
analiziraju moguc¢i nezeljeni ucinci lijeka (posebno oni koji su vrlo rijetki te ih je nemoguce
uocCiti na malom broju bolesnika), interakcije sa drugim lijekovima, uc¢inkovitost, brzina
oporavka bolesnika i slicno (Tianyang Wang et al., 2026).

1.3. Problem velikog broja odljeva molekula (attriron rate) u procesu istraZivanja i
razvoja novih lijekova

Unato¢ dugotrajnom i vrlo detaljnom istrazivanju svake molekule koja bi mogla biti novi lijek,
samo nekoliko molekula tijekom pretklinickog istraZzivanja zadovoljava kriterije potrebne da
bi molekula dobila status pretklini¢kog kandidata, a tek jedna do dvije udu u fazu klinickog
istrazivanja. Procjena je da ¢ak 80% novih molekula ne uspije do¢i na trziste u svojstvu novih
lijekova §to nazivamo stopom osipanja ili odljeva (engl. attrition rates).

Farmaceutska industrija je pod ogromnim pritiscima koji ukljucuju, osim identifikacije nove
molekule kao potencijalnog lijeka za odredenu medicinsku indikaciju, ispunjavanje sve
mnogobrojnijih 1 oStrijih zahtjeva regulatornih agencija (EMA, FDA) koje novi lijek mora
ispuniti. Osim toga, morala je razviti niz postupaka kako bi smanjila rizik od neuspjeha
potencijalnog novog lijeka da ne stigne na trziSte te se tako zastitila od prevelikog gubitka
ulozenog novca. Procjena je da cak 80% novih molekula ne uspije do¢i na trziSte u svojstvu
novih lijekova (Slika 1) (Waring et al., 2015)



&
= B Not provided
400 B Progressing
B Terminated

Number of compounds

100 4

50 -
b

e (e 1
Candidate  Phase Phasell Phaselll  Phase vV
nomination

Highest phase
Total
422 231 145 5 2

Ratio of progressing:terminated
017 DA% 0,61 100

Nature Reviews | Drug D

Slika 1. Omjer broja NKE s kojima se ulazi u preklinicka istrazivanja i broja molekula koje
produ sve faze klini¢kih ispitivanja (preuzeto iz Waring M et al., 2015)

Najces¢i razlozi zbog kojih novi lijek ne prode neku od faza klini¢kog razvoja su njegova
nedovoljna ucinkovitost (u 56% slucajeva) i skodljivost/toksi¢nost (28%) buduceg lijeka. Kao
glavni razlog tako velikog broja molekula koje ne dodu na trziSte navodi se koristenje
odredenih testova u predklini¢kim fazama istraZzivanja novih lijekova, u svrhu odredivanja
primarno uc¢inkovitosti, za koje se pokazalo da su premalo pouzdani i nedovoljno prediktivni
da bi se njima mogla unaprijed procijeniti u¢inkovitost novog lijeka u ljudima (Gustavo
Lorenzo Moretta, 2026).

Pokazano je da je najveci broj potencijalnih novih lijekova koji ne prolaze klinicka ispitivanja,
lijekovi za onkoloSku primjenu, njih viSe od 90% (Slika 2) (Hendriks, 2025; Kola & Landis,
2004).
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Slika 2. Stopa osipanja ili odljeva lijekova (attririon rate) od faze FTH (od engl. first time in
human) do registracije lijeka za pojedine terapijske skuppine (preuzeto iz Kola I et al., 2004)

Danas postoji konsenzus akademske zajednice i farmaceutske industrije da je proces
istrazivanja 1 razvoja onkoloskih lijekova u potpunosti neucinkovit te ga je potrebno revidirati
(Arisa et al., 2024).

U posljednjih nekoliko godina identificirana su tri klju¢na ¢imbenika unutar navedenog procesa
koji su uzrok njegove neucinkovitosti: testovi i modeli koji se koriste u pretklinickim
ispitivanjima novih lijekova koji ne odgovaraju u potpunosti patofiziologiji bolesti u ljudi te su
premalo pouzdani i nedovoljno prediktivni da bi se njima mogla unaprijed procijeniti
ucinkovitost novog lijeka u klini€¢kim ispitivanjima, nedostatak identificiranje 1 pracenje
biomarkera tijekom cijelog procesa ispitivanja, te manjkavost translacijskih ispitivanja koji bi
trebali biti premosnica izmedu pretklinickih ispitivanja i humane primjene (Lowenstein &
Castro, 2009, Lowenstein PR et al., 2009).

1.4. Klasi¢ne metode testiranja NKE in vitro 1 in vivo te integriranje novih metoda u
predklinicku fazu evaluacije novih onkoloskih lijekova

Najvaznija karakteristika nekog testa in vitro koji se koristi za probir aktivnih novih kemijskih
entiteta (NKE) je moguc¢nost produkcije pouzdanih i ponovljivih rezultata. Stoga je jedan bitan
dio poboljSanja procesa uvodenje takvih testova u ranu fazu istrazivanja ¢ime bi se unaprijedila
selekcija aktivnih NKE. Testovi koji se koriste za probir aktivnih molekula sa potencijalnom
antitumorskom aktivno$¢u u vrlo ranoj fazi procesa istrazivanja i razvoja novih lijekova,
tradicionalno se izvode na stani¢nim kulturama tumorskih stanica in vitro uzgojenim u
dvodimenzionalnim (2D) uvjetima koje ne pruzaju iste uvjete stanicama za rast i razvoj kao sto
je to slucaj u tumorima u Zivom organizmu. Ogranic¢enosti takvih testova u 2D uvjetima su
neprirodni oblik stanice (plosnat), druk¢ija izrazenost gena, stani¢no okruzenje, metabolizam i
sli¢no. Stoga su u posljednjih deset godina razvijeni in vitro stani¢ni testovi koji imaju sli¢nije
uvjete prirodnim uvjetima stanica u organizmu, a to su trodimenzionalne (3D) uzgojene
stani¢ne kulture (Brajsa et al., 2016).



Termin ,,3D stani¢na kultura® wupotrebljava se =za stanicne kulture koje rastu u
trodimenzionalnim uvjetima bilo na nekim nosa¢ima ili u posebnom matriksu koji im to
omogucuje. Tim terminom se naglasava suprotnost dosadas$njih dvodimenzionalnih ili 2D
stani¢nih kultura (Cordeiro et al., 2024; Lv et al., 2017).

1.5. Trodimenzionalne (3D) stani¢ne kulture

Trodimenzionalne stani¢ne kulture imaju prednost pred dvodimenzionalnima u viSe aspekata.
Dok se u 2D stani¢nim kulturama stanice adaptiraju na rast na ravnoj i ¢vrstoj podlozi, najcesce
plasti¢noj, Sto dovodi do promjene stani¢nih biokemijskih procesa, kinetike stani¢nog ciklusa,
morfologije, funkcije i fizioloskih odgovora na takvu okolinu, trodimenzionalno uzgojene (3D)
& O’Driscoll, 2013; Haycock, 2011; Jong, 2005). Klju¢na razlika izmedu ova dva nacina rasta
je utjecaj na fizicki oblik 1 geometriju stanice. Poznato je da oblik stanice 1 medustani¢ni
kontakti imaju veliki utjecaj na citoskelet stanice a on utjece na izrazenost odredenih gena i
uti¢e na stani¢nu funkciju. U okruzenju koje im omogucuje trodimenzionalni rast, stanice
uglavnom spontano formiraju sferoidne oblike $to u njima pobuduje regulatorne i signalne
procese. Tako formirani sferoidi sastoje se od stanica u razli¢itim fazama stani¢nog ciklusa koje
se nalaze na razli¢itim nivoima sfere: gornji sloj koji je najizloZeniji hranjivim tvarima ¢ine
vecinom vijabilne stanice koje formiraju proliferativau zonu sfere, dok unutrasnjost sfere ¢ine
stanice u mirovanju u hipoksi¢noj zoni te apoptoti¢ne i nekroti¢ne stanice koje €¢ine sami centar
sfere. Brzina proliferacije 1 morfologija stanica u takvim sferama ovisi o stanicnom tipu i
uvjetima u kojima se sfere stvaraju. Razlikujemo homogene 3D stani¢ne kulture koje ¢ine
stanice jedne stanicne linije i heterologne (multistani¢ne) kulture koje ¢ine dvije ili viSe vrsta
stanica 1/ili stanicnih komponenti koje odgovaraju mikrookruZenju tkiva 1 njegovoj
kompleksnoj strukturi. U ovakvim uvjetima dolazi do prirodnijih medustani¢nih interakcija,
komunikacije izmedu stanica i izvanstani¢nog matirksa (Kapatczynska et al., 2018).

Do danas su razvijeni mnogi stanicni testovi koji ukljucuju 3D kulture (Cacciamali et al., 2022;
Urzi et al., 2023).

Trodimenzionalno uzgojene (3D) in vitro stani¢ne kulture mogu u potpunosti razviti slicnu
tkivnu/tumorsku patologiju (Slika 3). U ovakvim uvjetima dolazi do prirodnijih medustani¢nih
interakcija, komunikacije izmedu stanica 1 izvanstanicnog matirksa. Stanice u 3D kulturi imaju
puno vise slicnosti s tumorskim tkivom u morfologiji, rastu i diferencijaciji, metabolickoj
aktivnosti 1 funkciji nego §to to imaju stanice uzgojene u dvodimenzionalnim kulturama
(Asthana & Kisaalita, 2013; X. Xu et al., 2014).



Slika 3. Mikrookoli$ tumora koji raste u trodimenzionalnim uvjetima. Uz tumorske stanice, u
tumoru 1 ko njega nalazimo epitelne stanice, makrofage, fibroblaste, endotelne stanice,
limfocite 1 pericite (preuzeto iz Xu ef al. 2014.)

U ovakvim uvjetima omogucéuje se interakcija izmedu razli¢itih vrsta stanica te stvaranja
sloZenih sustava u kojima se moZe pratiti kako stanice medusobno djeluju. Stanice reagiraju na
protok diferencijacijom i metabolickom prilagodbom te primjenom takvih uvjeta u in vitro
pokusima stanice postaju izlozene uvjetima slicnim protoku krvi ili protoku intersticijske
tekucine u Zivom organizmu. Ovakvi mikrofluidni sustavi kontinuirano osiguravaju hranjive
tvari tamo gdje su potrebne, $to znaci da stanice i organi rastu na realisti¢niji nacin.

Dosadasnja istrazivanja pokazala su znacajne razlike u dobivenim rezultatima aktivnosti za
pojedine nove molekule na testovima koji koriste 2D ili 3D uzgojene stani¢ne kulture (Lv et
al., 2017)

Danas je dobro poznato da se stanice ponaSaju strukturno i funkcionalno drugacije kad rastu
na tankoj 2D povrsinskoj podlozi nasuprot debelom sloju polimernih 3D molekula. Sustavi za
promatranje 1 analizu stanica u 2D kulturama su godinama razvijani i prilagodavani uvjetima
u kojima stanice rastu. Nadalje, dostupnost literature s kojom se mogu usporediti dobiveni
rezultati je znacajno veca u odnosu na literaturu vezanu za 3D te su ljudi skloniji koriStenju
metoda 1 formi koji su im poznati 1 lakSe upravljivi. Uz to 2D stani¢ne kulture uzgajaju se na
ravnim podlogama, obi¢no izradenim od plastike koje mogu biti obloZene (eng. coating
tissues). lako postoji vidljiva razlika izmedu ova dva stani¢na modela, bioloska vaznost
dobivenih rezultata na 3D stani¢nim modelima te njihovo pozicioniranje unutar R&D procesa
jo$ nije u potpunosti evaluirana. Razlozi su mnogobrojni. Istrazivacki centri sa dugogodi$njim
iskustvima rada sa tradicionalnim testovima na dvodimenzionalno uzgojenim stani¢nim
linijjama nisu spremni ponovno prolaziti procese validacije istith te ponovno mukotrpno
prikupljanje povijesnih podataka koji omogucuju usporedbu aktivnosti sa drugim istrazivackim
centrima. Osim toga, nove tehnologije iziskuju razvoj novih reagensa i opreme koji omogucuju
novim testovima lakSu implementaciju i validaciju.

Jedan od prikladnijih testova za ispitivanje antitumorske aktivnosti NKE in vitro je metoda
»visece kapi“ (od engl.,, hanging-drop) (Guimaraes et al., 2024; Ohguro et al., 2024).

Tom metodom omogucuje se malom alikvotu suspenzije stanica, proliferacija 1 sferoidni rast
na dnu viseée kapi medija (Foty, 2011). Danas je test moguce implementirati za probir velikog
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broja spojeva u HTS formatu (HTS, engl. high throughput screening) te su u tu svrhu
dizajnirane test ploc¢ice sa 96 1 384 jazicama (Perfecta3D) (Slika 4).
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Slika 4. Proces formiranja sfere u 3D Biomatrix vise¢im plo¢icama. Slike preuzete iz
Perfecta3D® Hanging Drop Plates Protocols (https://3dbiomatrix.com/).

Prednost ,,hanging-drop* metode u ranoj fazi ispitivanja NKE je da ne dolazi do reakcija
izmedu spojeva i molekula nosaca, ve¢ spojevi u takvom slobodnom okruzenju djeluju na
sferoidni rast stanica sto je sli¢nije uvjetima u organizmu (Shri et al., 2017).

Osim toga, u tako ranoj fazi istrazivanja i probira molekula u HTS formatu, malo se zna o
fizikalno-kemijskim svojstvima testiranih molekula te bi svaka dodatna interakcija s drugim
ve¢ postojec¢im molekulama u sustavu mogla dovesti do lazno pozitivnih ili lazno negativnih
rezultata.

Stanice koje rastu sferoidno u 3D uvjetima stvaraju proliferativhu zonu na samom rubu sfere
¢ime im se povecava dostupnost hranjivim tvarima u mediju te se tako stvara gradijent
dostupnosti kisika 1 hranjivih tvari 1 stabilnost proliferativne zone. Obrnuti gradijent stvara se
prema unutrasnjosti sfere (CO; i1 razgradene tvari) te unutrasnjost sfere ispunjena stanicama u
nekrozi (Slika 5) (Brajsa et al., 2016; Hirschhaeuser et al., 2010).

Gradient: CO,, otpad

Gradient: O,, hranjive tvari

Slika 5. Zone rasta sferoidnih stanica; PZ — proliferacijska zona, QZ — mirujuca ili hipoksi¢na
zona, NZ — nekroti¢na zona (preuzeto iz Brajsa ef al. 2016.)

To ¢ini ovaj sustav mnogo boljim biomimetickim modelom koji je fizioloSki relevantniji i
prediktivniji u odnosu na 2D stani¢ne kulture.

Jedna od bitinih prednosti 3D stani¢nih modela je smanjenje upotrebe broja Zivotinja u in vivo
modelima. Modeli na pokusnim Zivotinjama pokazali su se nedovoljno pouzdani 1 prediktivni
u razvoju novih onkloskih molekula. U skladu sa znanstvenim napretkom u istrazivanju modela
humanog tkiva u proteklim desetlje¢ima novi lijekovi ne¢e morati prolaziti testiranje iskljuc¢ivo

10



na animalnim modelima (FDA Releases Draft Guidance on Alternatives to Animal Testing in
Drug Development; https://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-releases-
draft-guidance-alternatives-animal-testing-drug-development (pristupljeno 10.014. 2026).

Sukladno zakonima koji su prethodili, Ameri¢ka agencija za hranu 1 lijekove (od engl. FDA,
Federal drug agency) ve¢ je uvela nacin ukljucivanja podataka iz in vitro studija kao dio
formalnog podnosenja dokumeata za odobrenje lijeka. (Wadman, 2023.). Osim toga, glavne
europske 1 americke agencije pocele su koristiti metodologije temeljene na dokazima, poput
sustavnih pregleda i sustavnih karata, u toksikoloskoj procjeni (Wadman, 2023).

1.6. In vivo modeli u predklinickoj fazi istrazivanja novih onkoloskih lijekova

Najces¢i model in vivo u predklinickim israzivanjama djelotvornosti onoloskih lijekova su
modeli misjih ksenografta (Slika 6).

Singeniénl ksenograft Potkoinl ksenograft Ortotopskl ksenograft GEMM
+ Tranaplatiran * Transplatiran + Transplatiran + Spontanl
* Imunokompeatentan i * Imunodeficijentni + Imunodeficijentni . *  Imunokompeatentan
3 ) y [PHRAS
s & P & P &5 A — I P
s, -

G /\} .:._/. v »—‘j 2 q‘ .« ~ ( :\ q“f - »-’-\ G120
= 7y T S T <A S0 S )
- = e 2 A BN A

—

l Metastaza l l l
Q-"p,_’_:!‘a Primarnitumor f;'_ ’_,“\ q..p;_'____’?"_f O'/;:_ "D —
o Sy BN~ AT 3

Metastatskl Nemetastatskl Metastatski Nemetastatskl

Slika 6. Modeli miSjih ksenografta (preuzeto 1 prilagodeno i1z Francia et al. 2010.)

PotkoZni ksenograft (SC, od engl. subcutaneous xenograft) je medicinski i istrazivacki pojam
koji oznaCava presadivanje tkiva, stanica ili organa s jedne vrste na drugu, pri cemu se taj
materijal smjesta ispod koZe (subkutano) primatelja. Stanice raka (¢esto humane) ubrizgavaju
se pod kozu imunokompromitiranog misa (naj¢esS¢e na boku ili ledima). Ova metoda je
popularna zbog jednostavnosti, visoke pouzdanosti te u nekim slucajevim lako¢e mjerenja
volumena tumora (pracenje rasta) (C. Xu et al., 2019)

Razlikujemo singeni¢ne ksenografte (izografte) u kojima se su davatelj i primatelj ksenografta
genetski identi¢ne jedinke, kod kojih je tkivna kompatibilnost vrlo visoka ¢ime se izbjegava
odbacivanje presadenog biloSkog materijala, te ortotopske (gr¢. Orthos, ravno, ispravno; topos,
mjesto) koji oznacava ksenografte nastale od materijala koji potjece od istog organa u koji se
stanice implementiraju. Time se simulira ponaSanje tumora kao u stvarnom ljudskom tijelu
(van Rijt et al., 2023)

Zbog potreba mnogobrojnih onkoloskih projekata i istrazivanja antitumorskih lijekova, u
IstrazivaCkom institutu PLIVA je 2011. razvijen model A549 misjih ksenografta koji se koristi
1 danas.
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Subcutaneous injection of tumor cell line A549 suspension in PBS

v 200pL volume in the dorsal flank
Weekly measurements Tumor size (growth)
Every 2-3 days two perpenicular
diameters
60 days with caliper
Body weights

CD-1 and BALB/c nude males and females

Advanced stage tumors

Slika 7. Model A549 mi§jih ksenografta razvijen u IstraZivatkom institutu PLIVA. Preuzeto
iz Seveljevi¢ —Jaran D. and Hrvaci¢ B: Reduction and refinement in a xenograft tumor
efficacy study FELASA/Scand-LAS Finland, June 2010.

1.7. Kancerogeneza

Smatra se da je nastajanje tumora ili kancerogeneza postepeni proces koji se odvija u vise
koraka, a poc¢inje nakupljanjem genskih mutacija u stanici te prijenosom tih mutacija na druge
stanice nastale diobom. Model klonalne ekspanzije pretpostavlja nastanak tumora od jedne
takve stanice sa nakupljenim genetskim mutacijama. (Slika 8.). Osim toga, stanice tumora
razvijaju odredeni stupanj neovisnosti od vanjskih ¢imbenika koji kontroliraju stanicni ciklus
(primjerice hormona ili ¢imbenika rasta).
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Slika 8. Shematski prikaz nastajanja maligne neoplazije (kancerogeneza)

Uz stani¢ne ¢imbenike na razvoj tumora utjeCu i ostali ¢imbenici iz okoliSa (organska otapala,
neki lijekovi, policiklicki aromatski ugljikovodici, radioaktivno i UV zracenje, pesticidi, virusi
(HBV, HPV) i bakterije (H. pylori).

Iako se mnogo zna o molekularnim promjenama u stanici, maligni tumori vrlo su slozene
bolesti i ne mogu se objasniti isklju¢ivo molekularnim promjenama u stanici. Tumorska masa
nije sastavljena od jedne vrste stanica, ve¢ je populacijski heterogena zbog stalnih dioba
stanica, nestabilnosti genoma zlo¢udno promijenjenih stanica i okolnog tkiva na koje tumor
rastom djeluje. Stoga su Hanahan i Weinberg 2000. godine (Hanahan & Weinberg, 2000)
istaknuli znacajna obiljezja malignog tumora:

1. stalna nekontrolirana stani¢na proliferacija

2. stalna prisutnost signala koji poticu stanicu na diobu (¢imbenici rasta i onkogeni)

3. odsutnost signala koji u normalnim stanicama zaustavljaju proces diobe (mutacije u
tumorskim supresijskim genima)

4. diferencijacija stanica i gubitak primarne funkcije

5. izostanak apoptoze (programirane smrti stanice)

6. invazivni rast (prodiranje u okolno tkivo)

7. angiogeneza: indukcija stvaranja novih krvnih zila koje opskrbljuju tumor

8. metastaziranje: Sirenje tumorskih stanica u druge organe putem limfe ili krvi te
stvaranje novih tumorskih Zarista.

Sve navedeno potvrduje da je rak kompleksna 1 viSedimenzionalna bolest ¢ije razumijevanje
zahtijeva integraciju molekularnih, stani¢nih i okoliSnih ¢imbenika. Time je pronalazak
ucinkovitog novog antitumorskog lijeka optere¢en kompleksnom patofiziologijom.

Posebno je bitna karakteristika nekontrolirana proliferacija stanica. Stanica neprekidno ima
uvid u svoj status, Sto ukljucuje pristup kisiku 1 potrebnim hranjivim tvarima, integritetu
genoma i uravnotezenosti svojeg stani¢nog ciklusa. Ako sustav koji nadzire odvijanje stanicnog
ciklusa detektira bilo kakav poremecaj, primjerice nedostatak hranjivih tvari, aktivirat ¢e
sustave u stanici koji ¢e pokrenuti procese programirane stanicne smrti ili apoptoze. Apoptoza
je kontrolirani fizioloSki proces stani¢ne smrti koji ima kljuénu ulogu u regulaciji homeostaze
tkiva, ¢ime se odrzava ravnoteza izmedu gubitka stanica 1 stvaranja novih stanica u tkivima.
Postoje razni ¢imbenici koji mogu aktivirati apoptozu. Uglavnom se nakon pokretanja procesa
apoptoze aktiviraju proteoliticki enzimi kaspaze, koji sudjeluju u cijepanju pojedinih dijelova
stanice i genskog materijala. Stanica se pocinje smanjivati i formira se apoptotsko tjelesce, koje
fagocitiraju okolne stanice i1 rezidualni makrofazi. Stanice koje odumiru nekrozom pucaju 1
otpustaju stani¢ni sadrzaj u okolno tkivo te time otpustaju tvari koje izazivaju upalnu reakciju,
dok stanice koje odumiru apoptozom ne uzrokuju upalnu reakciju okolnog tkiva.

Apopotoza i proliferacija dva su komplementarna procesa koja moraju biti strogo kontrolirana
da bi se odrzavala ravnoteza u broju stanica. Njihov odnos ujedno je i prilagodba na
potencijalno oStec¢enje. Poremecaj u samom procesu regulacije homeostaze moze dovesti do
razvitka malignog tumora jednako kao $to to ¢ini poremecaj regulacije stani¢nog ciklusa. Ako
se odnos tih dvaju procesa narusi te prevagne jedan od njih, posljedice su za tkivo ili
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hiperplazija tkiva kod pojacane nekontrolirane proliferacije ili atrofija u slucaju kad vecina
stanica odumire procesom apoptoze, a proces proliferacije ih nedovoljno brzo ili uopce ne
nadomjesta. Stoga je uvid u status apoptoze i proliferacije tumorskog jedan od bitnih ¢imbenika
u dijagnostickoj diferencijaciji maligne bolesti (Bai et al., 2015).
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Slika 9. Shematski prikaz odnosa procesa proliferacije i apoptoze u tkivu. Proliferacija i
apoptoza komplementarni su i kontrolirani fizioloski procesi. U narusavanju homeostaze
dolazi do patoloskih promjena u tkivima (hiperplazije ili atrofije).

1.8. Uloga infiltriranih stanica u tumoru

Tumorski mikrookoli§ (TME, od engl. tumor microenvironment) predstavlja sloZen i dinamican
sustav koji okruzuje tumorske stanice 1 aktivno sudjeluje u razvoju i napredovanju raka. Sastoji
se od razli¢itih komponenti, ukljucujuci tumorske stanice, mati¢ne stanice raka, fibroblaste
povezane s rakom, pericite, imunoloske 1 upalne stanice, kao 1 izvanstani¢ni matriks (ECM, od
engl. extracelullar matrix) s pripadaju¢im faktorima rasta. Upravo zbog te kompleksne
strukture TME ima klju¢nu ulogu u regulaciji proliferacije, preZivljavanja i migracije
tumorskih stanica te predstavlja neizostavan dio neoplasti¢nog procesa (Wang et al., 2023).

Interakcija izmedu tumorskih stanica i mikrookoli$a izrazito je sloZena i dvosmjerna. Normalna
stroma ima vaznu ulogu u odrZavanju homeostaze i strukturalnog integriteta epitelnog tkiva.
Medutim, tijekom razvoja tumora dolazi do znaCajnih promjena: bazalna membrana se
razgraduje, izvanstani¢ni matriks postaje dezorganiziran uslijed pojacane aktivnosti proteaza,
a istovremeno dolazi do sinteze novih, tumorski specifiénih makromolekula ECM-a. Ove
promjene dovode do aktivacije strome, ¢ime se dodatno potie rast i1 invazivnost tumora
(Almazrouei et al., 2025).

Jednu od klju¢nih komponenti tumorskog mikrookoliSa ¢ine fibroblasti, koji su odgovorni za
sintezu 1 remodeliranje ECM-a. Osim strukturne uloge, fibroblasti sudjeluju 1 u signalnim
procesima jer luCe faktore rasta koji aktiviraju unutarstani¢ne signalne puteve, ¢ime poti¢u
proliferaciju i preZivljavanje stanica. Posebno vaznu ulogu imaju fibroblasti povezani s rakom
(CAF, od engl. Cancer Associated Fibroblasts), koji predstavljaju heterogenu populaciju
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aktiviranih fibroblasta prisutnih unutar tumorskog mikrookolisa. CAF-ovi naj¢esce potjecu iz
lokalnih fibroblasta, ali mogu nastati i iz drugih stanica, ukljucuju¢i mezenhimalne mati¢ne
stanice. Takoder se mogu razviti kroz procese epitelno-mezenhimalne (EMT, od engl.
epithelial-mesenchimal transition) ili endotelno-mezenhimalne tranzicije. Njihova uloga u
progresiji tumora je viSestruka jer lucenjem transformirajuc¢eg ¢imbenika rasta beta (TGF-f3)
poticu invaziju tumorskih stanica i EMT, ali i moduliraju imunoloski odgovor i mikrookolis.
Osim toga, izluCuju razli¢ite Cimbenike rasta i kemokine koji poti¢u proliferaciju i migraciju
tumorskih stanica. CAF-ovi takoder doprinose angiogenezi lu¢enjem ¢imbenika poput VEGF-
a, FGF-a 1 PDGF-a, ¢ime omogucuju stvaranje novih krvnih zila nuznih za rast tumora (Kalluri,
2016; Orimo & Weinberg, 2007).

Vazan dio tumorskog mikrookolisa ¢ine i leukociti koji infiltriraju tumor (TIL, od engl. tumor
infiltrating leukocytes) koji se nalaze unutar tumora i njegove okoline. Oni imaju klju¢nu ulogu
u imunoloskom odgovoru na tumor, ali i u odredivanju prognoze bolesti. Njihov uc¢inak ovisi
o tipu 1 funkeiji pojedinih stanica. TIL-ovi su heterogena skupina imunoloskih stanica koja
ukljucuje T limfocite, B limfocite, prirodne stanice ubojice (NK stanice), dendriticke stanice,
makrofage i druge populacije. Njihovo djelovanje moze biti dvosmjerno — ovisno o tipu stanica
1 uvjetima u mikrookoliSu, mogu poticati antitumorski imunitet ili doprinositi imunosupresiji i
napredovanju tumora. Poveéan broj odredenih populacija, poput dendriti¢kih stanica, prirodnih
stanica ubojica (NK stanica), T limfocita i B limfocita, ¢esto je povezan s boljim klinickim
ishodima. Nasuprot tome, prisutnost ve¢eg broja imunoloskih stanica s imunosupresivnim ili
protumorski nepovoljnim djelovanjem, kao §to su neutrofili, monociti i regulatorni T limfociti,
moze biti povezana s loSijom prognozom. U idealnim uvjetima, TIL-ovi infiltriraju tumorsko
tkivo 1 djeluju putem izravne citotoksicnosti, prezentacije antigena i lucenja citokina, ¢ime
pojacavaju imunoloski odgovor protiv tumora (Binnewies et al., 2018; Fridman et al., 2012;
Hanahan & Weinberg, 2011; Ma et al., 2024).

VaZnu ulogu unutar tumorskog mikrookoliSa imaju makrofazi, pri ¢emu razliciti podtipovi (M1
1 M2) imaju suprotne ucinke na tijek bolesti. M1 makrofagi mogu djelovati protutumorski dok
M2 makrofazi Cesto potic¢u rast i progresiju tumora. Zbog toga omjer i funkcionalno stanje
imunoloskih stanica unutar TME-a znac¢ajno utjecu na ishod bolesti (Mantovani et al., 2017,
Qian & Pollard, 2010).

Tumorski mikrookoli§ je aktivni sudionik u razvoju tumora. Razumijevanje slozenih
interakcija izmedu tumorskih stanica 1 njihovog mikrookoliSa klju¢no je za razvoj novih,
ciljano usmjerenih terapijskih pristupa i prevladavanje postojecih ogranicenja u lije¢enju raka.

Regrutiranje TIL-ova u tumorsko tkivo odvija se prvenstveno putem kemokinske signalizacije.
Nakon dolaska u tumor, oni ulaze u slozene interakcije s tumorskim stanicama 1 stromalnim
komponentama. Medutim, tumorski mikrookoli§ Cesto je imunosupresivan, $to ograni¢ava
njihovu u€inkovitost. Unato¢ prisutnosti u tumoru, mnogi TIL-ovi pokazuju tzv. funkcionalnu
iscrpljenost, pri ¢emu dolazi do smanjenja njihove citotoksi¢ne aktivnosti. Ovaj fenomen
povezan je s pojacanom ekspresijom molekula imunoloskih kontrolnih to¢aka, metabolickom
konkurencijom i djelovanjem inhibitornih citokina (Binnewies et al., 2018; Griffith et al., 2014;
Wherry & Kurachi, 2015).
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Zbog svoje klju¢ne uloge u antitumorskom imunitetu, TIL-ovi su u srediStu suvremenih
istrazivanja i razvoja imunoterapije. Posebno su vazni u terapijama koje ukljucuju blokadu
imunoloskih kontrolnih tocaka, gdje njihova prisutnost, funkcionalno stanje i prostorna
organizacija mogu znacajno utjecati na terapijski odgovor. Osim toga, razvijaju se i terapije
temeljene na TIL-ovima kao oblik personalizirane stani¢ne terapije s ciljem poticanja regresije
tumora (Wei et al., 2018).

In vivo modeli pruzaju sveobuhvatniji uvid u ponaSanje TIL-ova. Singenetski misji modeli
omogucuju proucavanje imunoloskog odgovora u ocuvanom imunoloSkom sustavu, dok
ksenograftni modeli izvedeni od pacijenata (PDX, od engl. patient derived xenografts)
omogucuju istrazivanje ljudskih tumora, ali uz ogranicenje nedostatka potpunog imunoloskog
sustava. Kako bi se to nadvladalo, razvijeni su i humanizirani misji modeli u koje se uvode
ljudske imunoloske stanice, ¢ime se bolje oponasaju interakcije izmedu tumora i imunoloSkog
sustava (Chuprin et al., 2023; Okada et al., 2019).

Leukociti koji infiltriraju u tumor imaju klju¢nu ulogu u biologiji tumora i predstavljaju vazan
cilj za razvoj novih terapijskih strategija.

1.8.1. Citotoksi¢éni T limfociti

Citotoksi¢ni T limfociti (CTL, CD3" CD8") su medu naj¢es¢im efektorskim stanicama unutar
tumora, gdje se diferenciraju u CTL nakon prezentacije antigena od strane dendriti¢nih stanica
ili drugih stanica koje prezentiraju antigen (APC, od engl. antigen presenting cells). Nakon
aktivacije, CTL oslobadaju citoliticke granule koje sadrze perforin i granzime, zapocinjuci
apoptozu u tumorskim stanicama oznacenim za uniStenje. Perforin stvara pore u membrani
tumorskih stanica, omogucuju¢i granzimima da udu i aktiviraju puteve stani¢ne smrti ovisne 1
neovisne o kaspazama. (Chowdhury & Lieberman, 2008; Zhong et al., 2025)

Osim izravnog ubijanja, CTL luce citokine poput interferona-y (IFNy) i faktora tumorske
nekroze-a (TNFa), koji dodatno stimuliraju antitumorski imunitet. Neke citotoksi¢ni T
limfociti prelaze u memorijske T stanice, uklju¢ujuéi memorijske T stanice rezidentne u tkivu,
karakterizirane ekspresijom CD103 i CD39, koje su povezane s produljenim prezivljavanjem
u raznim vrstama raka. Medutim, produljena izloZenost antigenu moze dovesti do iscrpljivanja
T stanica, smanjujuci njihovu citotoksi¢nu funkciju 1 proliferativni kapacitet. Ipak, visoka
gusto¢a CTL-ova, posebno unutar tercijarnih limfoidnih struktura, korelira s povoljnom
prognozom kod mnogih vrsta tumora, dok je prisutnost memorijskih podskupina povezana sa
smanjenim metastazama 1 poboljSanim preZivljavanjem (Ahmadvand et al., 2019; Melssen et
al., 2023; Molodtsov & Turk, 2018; Smazynski & Webb, 2018) .

1.8.2. Pomoc¢nicéki T limfociti

Pomo¢nicki T limfociti (CD3" CD4") predstavljaju glavnu podskupinu TIL-ova te imaju
sredi$nju ulogu u regulaciji adaptivnog imunoloskog odgovora. Izlu¢ivanjem IFN-y, TNF-a i
IL-2 pojacavaju citotoksi¢nost CD8" T limfocita, poticu Thl polarizaciju i olakSavaju
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prezentaciju tumorskog antigena. Nakon aktivacije prezentacijom antigena, naivni CD4" T
limfociti diferenciraju se u efektorske podskupine ovisno o citokinskim signalima i kontekstu
okoline (Bevington et al., 2017). Medu njima, Thl stanice su klju¢ne u antitumorskim
odgovorima, potaknutim IL-12 1 posredovanim putem STAT signalnih puteva, Sto kulminira
ekspresijom T-bet transkripcijskog fakotra i proizvodnjom proupalnih citokina. Ovi citokini
regrutiraju i aktiviraju dodatne imunoloske efektore, ja¢ajuc¢i lokalni imunitet (Montauti et al.,
2024).

1.8.3. B limfociti

Limfociti B infiltrirani koji se nalaze u u tumoru takoder su identificirani kao dobri prediktori
terapijskog odgovora i prezivljenja. Ove B stanice mogu se diferencirati u plazma stanice kako
bi proizvele antitijela koja ciljaju invazivne antigene na uniStavanje makrofazima ili mogu
postati memorijski B limfociti. Memorijski B limfociti pomo¢i ¢e imunoloskom sustavu da
izazove brzi odgovor pri susretu s istim antigenom. Otkriveno je 15 podksupina B limfocita
koji infiltriraju tumor povezanih s tumorom diferenciranih u stanice koje luce antitijela bilo
ekstrafolikularnim putem ili putem germinativnog centra. Tipovi tumora gdje B limfociti luce
protutijela ekstrafolikularnim putem pokazali su loSe klinicke ishode i otpornost na
imunoterapiju, §to je stimuliralo imunosupresivni odgovor T limfocita. Ovakav odgovor
pokazuje vaznost ravnoteze intratumorskih podskupina B stanica i sugerira da bi imunoterapija
usmjerena na B stanice mogla iskoristiti humoralni imunitet (Laumont et al., 2022; Ma et al.,
2024).

1.8.4. Prirodne stanice ubojice

NK stanice (NK engl. natural killer cells) ili prirodne stanice ubojice, definirane su kao CD56"
CD3" stanice. One su klju¢ne stanice u urodenom protutumorskom imunitetu. Mogu eliminirati
tumorske stanice bez prethodne senzibilizacije otkrivanjem liganada induciranih stresom i
smanjeno reguliranih molekula MHC klase 1. NK stanice posreduju citotoksi¢nost putem
oslobadanja granzima i perforina te proizvode citokine koji moduliraju imunoloski odgovor
(Coénon et al., 2024; Wolf et al., 2023).

Podskupine NK stanica, CD56™€" CD16™ i CD56%™ CD16", pokazuju razli¢ita funkcionalna
svojstva. Dok je CD56%™ CD16" vrlo citotoksi¢na, CD56"€" CD16™ mogu posti¢i snaznu
citoliticku aktivnost nakon IL-15 pripreme. NK stanice takoder igraju ulogu u regrutiranju T
stanica 1 preoblikovanju TME-a putem oslobadanja citokina i liganada smrti poput TRAIL-a 1
FASL-a. Medutim, njihovu funkciju €esto potiskuju regulatorni T limfociti, M2 makrofazi i
inhibitorni citokini (IL-10, TGF-), kao i molekule kontrolnih tocaka poput PD-1 1 TIM-3, koje
doprinose ranoj funkcionalnoj iscrpljenosti (Coénon et al., 2024; Dean et al., 2024; Wagner et
al., 2017).

1.8.5. Dendriti¢éne stanice

Dendriti¢ne stanice (DC, od engl. dendritic cells) unutar tumorskog mikrookruzenja igraju
kljucnu ulogu u prezentaciji antigena, premoscujuci urodene 1 adaptivne imunoloske odgovore
1 pripremajuci naivne T stanice za efektorske funkcije. DC su specijalizirane stanice koje
hvataju, obraduju i prezentiraju antigene povezane s tumorom T limfocitima, pokrecuci
adaptivni imunoloski odgovor protiv tumora. DC patroliraju lokalnim okruzenjem, koristeci
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membranske 1 citosolne receptore za prepoznavanje signala opasnosti, uklju¢ujuéi one iz
tumorskih stanica (Del Prete et al., 2023). Nakon unosa antigena, DC prezentiraju te antigene
naivnim T limfocitima, pokrecu¢i antigen-specificne imunoloSke odgovore i regulirajuci
toleranciju i1 imunitet. DC mogu prezentirati antigene putem molekula MHC klase I 1 MHC
klase II, aktivirajuéi citotoksicne i pomo¢nicke T limfocite (Ascic et al., 2024).

Unutar TME postoje razli¢ite vrste DC-a, ukljucuju¢i konvencionalne DC-e (cDC1, c¢DC2,
cDC3), DC-e izvedene iz monocita (moDC) i plazmacitoidne DC-e (pDC), svaki s razli¢itim
ulogama. ¢cDC1 su posebno vazni za unakrsnu prezentaciju, proces u kojem prezentiraju
antigene na molekulama MHC klase I citotoksicnim T limfocitima, $to dovodi do njihove
aktivacije 1 citotoksi¢ne aktivnosti. Visok postotak cDC1 u TME opéenito je povezan s boljom
prognozom. cDC2, iako manje vjesti u unakrsnoj prezentaciji od cDC1, u¢inkovito prezentiraju
antigene povezane s MHC klasom II pomoc¢nickim T limfocitima, poti¢u¢i odgovore T
pomo¢nickih limfocita. Infiltracija pomo¢nickih limfocita u TME korelira s omjerom c¢DC2 i
regulatornih T stanica. Veca ucestalost DC korelira s ve¢om infiltracijom tumora T limfocita i
boljim prezivljenjem (Zhang et al., 2024).

Imunosupresivni TME oste¢uje funkcije dendriti¢nih stanica (DC), inhibirajuéi sazrijevanje,
prezentaciju antigena i aktivaciju T-stanica, Sto dovodi do imunoloske tolerancije i progresije
tumora (Del Prete A. et al., 2023; Zhang Y. et al., 2024). TME negativno regulira sazrijevanje,
migraciju i efektorske funkcije DC-a, pri ¢emu imunosupresivne populacije poput regulatornih
T limfocita, makrofaga povezanih s tumorom te MDSC-a igraju znacajnu ulogu (Del Prete et
al., 2023; Zhang et al., 2024)

1.8.6. Makrofazi povezani s tumorom

Mikrookruzenje tumora je snazno infiltrirano imunosupresivnim stanicama koje kolektivno
inhibiraju aktivaciju, Sirenje 1 citotoksi¢nu funkciju limfocita koji infiltriraju tumor. Ove
stanice, posebno makrofazi povezani s tumorom (TAM, engl. Tumor associated macrophages),
supresorske stanice izvedene iz mijeloida (MDSC) i regulatorne T stanice (Tregovi) stvaraju
supresivhu mreZzu koja ometa antitumorski imunitet na viSe razina, znacajno doprinoseci
otpornosti na TIL terapiju i inhibitore imunoloskih kontrolnih toaka (Binnewies et al., 2018;
Hinshaw & Shevde, 2019).

TAM-ovi su medu najzastupljenijim imunoloskim stanicama unutar TME-a 1 pokazuju visoku
plasti¢nost, sposobni su za polarizaciju u dva glavna funkcionalna stanja: klasi¢no aktivirane
(M1) 1 alternativno aktivirane (M2) makrofage. M1 makrofagi imaju proupalnu, antitumorsku
ulogu. Induciraju ih IFN-y, TNF-a i mikrobni produkti poput LPS-a, te eksprimiraju visoke
razine inducibilne sintaze duSikovog oksida (iNOS), reaktivnih vrsta kisika (ROS) i [L-12. M1
makrofazi poti¢u uniStavanje tumora izravnim ubijanjem tumorskih stanica i poja¢avanjem
regrutiranja 1 aktivacije citotoksi¢nih T limfocita i prirodnih stanica ubojica putem lucenja
razli¢itih kemokina (CXCL9, CXCL10 i CXCLI11). Takoder lu¢e TNF-a i1 IL-1PB, koji
pojacavaju odgovore T stanica 1 olakSavaju prezentaciju antigena (Kraja et al., 2025).

Nasuprot tome, M2 makrofage stimuliraju IL-4, IL-10 i IL-13 (citokini Th2 odgovora) te
pokazuju snazno imunosupresivni, protumorski fenotip. Eksprimiraju CD206 i luce visoke
razine IL-10 i TGF-B, pri ¢emu oba potiskuju odgovore T limfocita. M2 TAM-ovi poticu
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napredovanje tumora ekspresijom PD-L1, preoblikovanjem izvanstani¢nog matriksa putem
matriks metaloproteinaza (MMP2, MMP9), pojaavanjem angiogeneze putem faktora rasta
vaskularnog endotela (VEGF) 1 regrutiranjem imunosupresivnih stanica poput Treg stanica.
Oni olakSavaju epitelno-mezenhimalnu tranziciju (EMT) i metastaze. Omjer M1 1 M2
makrofaga unutar tumora sve se viSe prepoznaje kao prognosticki pokazatelj: visoka M2
infiltracija povezana je s loSim ishodima kod mnogih vrsta raka, ukljuc¢ujuci rak dojke, pluca i
kolorektalni rak (Cortese et al., 2020; Larionova et al., 2020; M. Liu et al., 2022).

1.9. Novi kemijski entiteti (NEK) kao izvor potencijalnih novih kemoterapeutika za
lije¢enje karcinoma pluca

Lijecenje karcinoma pluca i dalje je suoceno s brojnim izazovima, osobito u uznapredovalim
stadijima bolesti. Standardne metode lijecenja, poput kirurSkog zahvata, radioterapije,
kemoterapije 1 ciljane terapije, mogu biti ucinkovite u ranim fazama ili kod lokalno
uznapredovalih tumora. Medutim, kirurSka resekcija moguca je tek kod manjeg broja
bolesnika, dok kemoterapija i radioterapija Cesto imaju ograni¢en ucinak, uz znacajne
nuspojave i visoke stope povrata bolesti. Primjerice, adjuvantna kemoterapija nakon operacije
karcinoma plu¢a nemalih stanica donosi tek skromno pobolj$anje petogodisnjeg prezivljenja
(Merie et al., 2022; Xie et al., 2024).

U novije vrijeme imunoterapija, osobito primjena inhibitora imunoloskih kontrolnih to¢aka,
donijela je odredeni napredak i produljenje prezivljenja kod dijela bolesnika. Ipak, u€inkovitost
ovih terapija ogranicena je razvojem otpornosti, sposobnos¢u tumora da izbjegne imunoloski
sustav te sloZzenim medudjelovanjem unutar tumorskog mikrookolisa. Zbog svega navedenog,
prevladavanje postojecih terapijskih ogranienja i poboljSanje ishoda lije¢enja ostaju kljucni
ciljevi suvremene onkologije (Aryal et al., 2023).

Iako je lijecenje karcinoma pluca napredovalo od standardne kemoterapije koja je ukljucivala
lijekove na bazi platine poput cisplatine ili karboplatine u kombinaciji s lijekovima poput
gemcitabina, paklitaksela ili pemetrekseda do visoko personaliziranih pristupa, istraZivanje
novih klasi¢nih tradicionalnih kemoterapeutika i dalje traje.

Priroda ima jedinstvenu kolekciju malih i snaznih bioaktivnih molekula koji su od velikog
znacaja za medicinsku kemiju. IskoriStavanjem strukturnih znacajki prirodnih proizvoda,
istrazivaci kontinuirano otkrivaju nove klase bioaktivnih spojeva, prosiruju kemijski prostor i
identificiraju jedinstvene bioaktivne nosace (Grigalunas et al., 2022; Newman & Cragg, 2020).
U kontekstu otkrivanja novih lijekova, prirodni proizvodi posjeduju jedinstvene karakteristike
u usporedbi s konvencionalnim sintetskim molekulama. Ovaj kontrast dovodi do kombinacije
prednosti 1 izazova tijekom procesa otkrivanja lijekova jer prirodni proizvodi pokazuju Sirok
raspon strukturnih okvira i sloZzenih aranZmana, $to istice njihovu bitnu ulogu u oblikovanju
puta razvoja lijekova (Atanasov et al., 2021; Mathur & Hoskins, 2017). Biljke su vode¢i izvor
novih kemijskih entiteta koji se koriste u istrazivanju novih lijekova, §to se pripisuje
raznolikosti njihovog kemijskog 1 strukturnog sastava. Istrazivanja novih lijekova 1 dalje se vrte
oko prirodnih proizvoda, potaknuta nedostacima alternativnih pristupa otkrivanju lijekova u

19



proizvodnji novih vodecih spojeva unutar kljucnih terapijskih podrucja, poput infektivnih 1
metabolickih bolesti. Istrazivaci kontinuirano proucavaju nove prirodne proizvode u svojim
nastojanjima da otkriju nova terapijska sredstva (Chin et al., 2006). Metaboliti koji nastaju iz
sinteti¢kih lijekova pokazuju smanjenu terapijsku ucinkovitost i ¢esto vise nuspojav (Tai &
Fantegrossi, 2014). Sinteticki lijekovi sastoje se od malih kemijskih molekula koje su
uglavnom dizajnirane koriStenjem razli¢itih kemijskih izvora ili raCunalno potpomognutih
metodologija, poput racunalne kemije i molekularnog modeliranja, ¢ime se koristi viSe resursa
1 vremena (Mathur & Hoskins, 2017).

Tijekom istrazivanja testirala su se citotoksi¢na i antiproliferacijska svojstva novih kemijskih
entiteta iz razli€itih kemijskih skupina. Ispitivane spojeve sintetizirala je istrazivacka skupina
Zavoda za organsku kemiju Fakulteta kemijskog inzenjerstva i tehnologije SveuciliSta u
Zagrebu. Doksorubicin (Apollo, SAD), staurosporin (Biotrend, Svicarska), vandetanib
(Selleckchem, SAD) te cisplatina (Apollo, SAD) su standardni spojevi koji su sluzili kao
kontrolni spojevi u ovom istrazivanju.

Benzimidazoli, furani, kumarini, akrilonitrili i pirimidini su strukturni dijelovi brojnih bioloski
aktivnih spojeva koji takoder posjeduju razliite bioloske aktivnosti kao Sto su
antihiperglikemijske, analgetske, protuupalne, antibakterijske, antigljivicne ili antitumorske
aktivnosti.

1.9.1. Amidini

Amidini su vazan dio u raznim bioloski aktivnim molekulama. Ovi spojevi imaju viSestruko
znacenje, koje obuhvaca njihovu rasprostranjenost u prirodnim spojevima, kao i njthovu
korisnost u podruc¢jima otkrivanja 1 sinteze lijekova. Amidini su prepoznati kao bitan okvir u
raznolikom nizu bioaktivnih prirodnih proizvoda. Ove strukture su takoder dobro poznate kao
klju¢ni farmakofori u mnostvu bioloski aktivnih spojeva. Benzimidazoli su vazni i temeljni
gradivni kostur raznih esencijalnih sintetskih i1 prirodnih bioloSki vaZnih spojeva. Zbog
strukturne sli€nosti substruktura benzimidazola s prirodnim nukleotidima, njithovi derivati
igraju klju¢nu ulogu u funkciji mnogih bioloski vaznih molekula i mogu lako djelovati s DNA,
RNA ili razli¢itim proteinima iz zivih sustava te pokazuju Sirok spektar razlicitih bioloSkih
svojstava (Vicini et al., 2003). Posljednjih godina, amidini su privukli znacajnu pozornost,
prvenstveno zbog svog Sirokog raspona bioloskih aktivnosti koje obuhvacaju antimikrobna
(Elgemeie & Mohamed, 2019; Nandi & Jesin, 2018), antifungalna (Charaimuria & Phukan,
2024), protuupalna (He & Wang, 2021), antitumorska (Cao et al., 2020, 2021) i antivirusna
(Galieva et al., 2021; H. Liu et al., 2021) svojstva.

1.9.2. Furani

Furani su razred organskih spojeva niza heterocikli¢kih aromata karakteriziranih prstenastom
strukturom koja se sastoji od jednog atoma kisika i Cetiri atoma ugljika.

1.9.3. Akrilonitrili

lako se akrilonitril ne moZe pronac¢i samostalno u prirodi, to je strukturni motiv u brojnim
prirodnim spojevima, a u medicinskoj kemiji je farmakofor koji dovodi do poboljsanja
topljivosti spojeva kao i moguénosti stvaranja hidrofobnih interakcija ili vodikovih veza (J. R.

20



Baker et al., 2021; Perin et al., 2022). Akrilonitrili s heteroaromatskim ili aromatskim
dijelovima mogu biti bioloski aktivni spojevi koji posjeduju Sirok raspon bioloskih aktivnosti
poput antikancerogenih, antituberkulostatskih, antibakterijskih ili antioksidativnih djelovanja
(Pavlinac et al., 2025).

1.9.4. Kumarini

Kumarini spadaju u Siroku obitelj sekundarnih metabolita koji se nalaze u raznim vrstama
biljaka, posebno zelenih biljaka, ali i gljiva i mikroorganizama. Iako su kumarini
rasprostranjeni u svim dijelovima biljke, u najvecoj koncentraciji pojavljuju se u plodovima, a
slijede korijenje, stabljike i listovi (Borges et al., 2005). Naziv klase izveden je od biljke
Coumarouna odorata (Dipteryx odorata) iz koje je Vogel 1820. godine izolirao
najjednostavnijeg ¢lana ove porodice, sam kumarin (Barot et al., 2015). Kumarini zauzimaju
znacajno mjesto unutar domene prirodnih produkata. Njegova temeljna struktura tvori osnovni
kostur razli¢itih polifenola, alkaloida i kromena, doprinose¢i njegovoj Sirokoj prisutnosti i
Sirokoj rasprostranjenosti medu bioloski aktivnim spojevima naglaSavaju njegovu klju¢nu
ulogu unutar kemijskog prostora prirdonih produkata (M. 1. Hussain et al., 2019; Stefanachi et
al., 2018). Kumarini imaju nekolio farmakoloskih djelovanja, medu ostalim i antikoagulantna,
antimikrobna, protuupalna, neuroprotektivna, antidijabeticka i antiproliferativna (Srikrishna et
al., 2016). Ovaj viSestruki farmakoloski profil naglasava njihov veliki znacaj u otkrivanju i
razvoju lijekova, a njihov doprinos proteze se od pruzanja molekularnih okvira za medicinsku
kemiju do sluzenja kao izvora inspiracije za inovativne terapije (M. K. Hussain et al., 2024). U
zadnjih nekoliko godina ima puno dokaza njihovog antiproliferativnog djelovanja na razlic¢itim
stani¢nim linijama (A. Musa et al., 2012; Kawaii et al., 2001; Wada et al., 2023).

1.9.5. Citozinski derivati supstituirani triazolom

Pirimidini su neophodne molekule za Zivot stanica te jedni od najvaznijih heterociklickih
spojeva. Uz to, heterociklicki spojevi na bazi pirimidina zanimljivi su kao potencijalne
bioaktivne molekule jer posjeduju Sirok spektar bioloskih aktivnosti poput antikancerogenog,
antibakterijskog, antifungalnog, antivirusnog, protuupalnog, antituberkuloznog 1
antimalarijskog djelovanja (Mohana et al., 2013). Modificirani pirimidinski nukleozidi bili su
medu prvim kemoterapeutskim sredstvima koja su uvedena u medicinsko lijecenje raka
(Ferrero & Gotor, 2000). U literaturi je objavljeno puno radova u kojima je niz pirimidinskih
derivata s potentnim bioloskim svojstvima pripremljen supstitucijom s 1,2,3-triazolom
vezanim za pirimidinski nukleozid; s 1,2,3-triazolom kao supstituentom na pirimidinskom
prstenu; sa Secernim dijelom ili Se¢ernim imitatorom te imaju izrazenu citostatsku aktivnost
(Babi¢ et al., 2017).

1.10. Farmakokinetske metode in vitro za profiliranje fizikalno-kemijskih svojstava
aktivnih molekula

Kineticka topljivost je in vitro test koji se koristi u ranim fazama procesa istrazivanja i razvoja
novih lijekova, za testiranje velikog broja NKE (HTS format) kako bi se utvrdila njihova
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topljivost Sto je kljuCan paramertar iz dva razloga: za odabir i daljnju optimizaciju aktivnih
molekula te u slucaju testiranja vec¢eg broja molekula iste serije, identifikacija potencijalnog
ranog problema losije topljivosti. Kineticka topljivost mjeri koncentraciju pri kojoj prezasic¢ena
otopina prvi put postaje nestabilna na talozenje. Topljivost nekog spoja opcenito ovisi o
njegovoj strukturi i uvjetiima u kojima se topljivost ispituje, poput pH, ionske jakosti vremena
1 temperature medija (Kerns et al., 2008).

Lipofilnost je vazan fizikalno-kemijski parametar koji orijentacijski pokazuje kakva je
propusnost membrane za odredeni spoj $to utjeCe na aprospciju i distribuciju supstance te
njegovu eliminaciju metaboliCkim jetrenim putem ili putem bubrega. Lipofilnost se izrazava
logaritamskom vrijednosti particijskog koeficijenta (logP) koji ukazuje da 1i je spoj viSe topiv
u vodi ili mastima. Izrazavanje lipofilnosti putem distribucijskog koeficienta (logD) koristi se
te 6.5 (crijeva). Treba napomenuti da su vrijednosti koje se dobivaju navedenim metodama
orijentacijske 1 pomoc¢ u daljnjem odabiru potencijalno optimalnih molekula (Arnott & Planey,
2012; Testa et al., 2000).

Da bi lijek ili njegov aktivni metabolit mogao djelovati na Zeljenu ciljnu molekulu i/ili proces,
potrebno je da se zadrzi u tijelu odredeno vrijeme. PoZeljno vrijeme moze odredivati sama
bolest ili terapijsko podrucje za koje se potencijalni lijek razvije. Stoga je bitno u ranoj fazi
istrazivanja odrediti brzinu metabolicke transformacije lijeka u jetri. U tu svrhu spojevi se
testiraju na testu metabolicke stabilnosti in vitro koriste¢i humane, misje, Stakorske ili psece
mikrosome mjerenjem brzine nestanka izvornog spoja. PoZeljno je testiranje u ranoj fazi
napraviti na mi§jim i huanim mikrosomima te odbaciti one molekule koje pokazuju preveliku
razliku u stabilnosti izmedu vrsta. Ako su spojevi jako stabilni na mi§jim mikrosomima a slabo
na humanima, molekula nije pogodna za daljnnji farmakoloSki razvoj jer ¢e se problem brze
razgradnje teSko moc¢i rjesiti u kasnoj fazi razvoja lijeka. I obrnuto: ako su jako nestabilni u
testu sa miSjim mikrosomima a stabilni u humanim, tesko ¢emo mo¢i koristiti miSa kao
pokusnu Zivotinju i na temelju dobivenih podataka napraviti predikciju klirensa u ljudi.
Koristenjem jetrenih mikrosoma s NADPH+, ovi testovi prvenstveno pokazuju metabolizam
faze I (CYP450) Rezultati se koriste za izracun intrinzi¢nog klirensa 1 optimizaciju kemijskih
struktura kako bi se smanjila brza razgradnja (Attwa et al., 2023; J. A. Baker et al., 2018;
Stoczynska et al., 2019).

Vecina lijekova veze se za proteine plazme (najces¢e albumini) i ¢ini revrzibilni kompleks s
njima. Danasnja hipoteza je da djelovanje postize samo nevezana frakcija lijeka. Iako je
poznato da postoje visokoucinkoviti lijekovi sa visokim afinitetom vezanja za proteine (poput
varfarina; PPB 99%) procjena vezanja lijeka za protein in vitro kljucna je komponenta u ranoj
fazi razvoja novih lijekova (Akshara et al., 2024; Bowman & Benet, 2018).

Isto tako, klju¢ne su i metode za odredivanje stabilnosti lijeka u plazmi in vitro kojima se
odreduje brzina razgradnje lijeka. Navedenim testovima moze se predvidjeti poluvijek same
supstance in vivo. U tu svrhu, NKE inkubiraju se u plazmi humanog, misjeg ili Stakorskog
podrijetla na 370C 1 u odredenim vremenskim razmacima mjeri se koncentracija izvornog
spoja. I u ovom testu, stabilnost se moze razlikovati medu vrstama te je klju¢ni parametar u
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odabiru Zivotinjske vrste za daljnje farmakodinamske, farmakokineticke 1 posebno
toksikoloske testove (Di et al., 2005).

Jedan od testova za procjenu propusnosti lijeka kroz membranu te mogucih interakcija sa
transportnim molekulama poput PgP-a, koristi ss MDCK-MDR 1 model (stanice Madin-Darby
pseceg bubreznog epitela adenokarcinoma ljudskog debelog crijeva) in vitro. Osim toga,
moguce je procijeniti pasivnu propusnost kroz stanice crijeva te prelaz krvno-mozdane granice
(Irvine et al., 1999; Volpe, 2011).

Stani¢na linija MDCK-MDRI transficirana je ljudskim genom MDRI ¢ime se prekomjerno
eksprimira P-glikoprotein (P-gp), koji moZze biti supstrat za ispitivani spoj.

1.11. Opis istrazivanja

Ovo istrazivanje obuhvaca validaciju 3D stani¢nih kultura na 3 stani¢ne linije pluénih
karcinoma (A549, HCC827 i NCI-H358). Kao 3D stani¢ni model koristen je ,,hanging-drop*
model koji smanjuje moguénost interakcije NKE sa drugim supstratima koji se koriste kao
nosaci u trodimenzionalnom uzgoju stanica. Za svaku stani¢nu liniju definirao sam krivulju
rasta te dinamiku formiranja sferoida, testiraju¢i razli¢itu pocetnu koncentraciju stanica. Na
temelju toga odredio sam vrijeme pocetka inkubacije sferoida sa NKE iz serije amidina (16),
furana (18), akronitrila (21) te benzamida (13) tijekom 24 do 48 sati. Spojevima je odredena
antitumorska aktivnost provedena MTS testom te antiproliferativna aktivnost mjerena BrdU
testom. Testove sam proveo paralelno i na dvodimenzionalno (2D) uzgojenim navedenim
stanicnim kulturama te usporedili vrijednosti inhibitornih koncentracija (ICso). U testovima
sam kao standardne supstance koristio najmanje dva do 4 testiranih kemoterapeutika
(doksorubicin, gemcetabin, pemetreksed, cisplatinu, vandetanib i staurosporina) koijma sam
prethodno validirao testove provedene na 3D stanicnim kulturama. Analizom proto¢nim
citometrom, aktivnim supstancama iz serije amidina, potvrdio sam mehanizam djelovanja
odredivanjem broja apoptoti¢nih stanica u populaciji 1 to detekcijom aneksina V, kao 1
odredivanjem proliferativnog markera Ki-67. Svim aktivnim spojevima odredio sam
farmakokinetska svojstva in vitro (topljivost, lipofilnost, permeabilnost, metaboli¢ku stabilnost
1 vezanje na proteine plazme) kako bi odredio ,,drugability* spojeva, te kako bi odredili spoj
koji bi mogao biti apliciran miSevima. U drugom dijelu istrazivanja, uspostavom misjeg in vivo
modela A549 ksenografta, stanicnom linijjom uzgojenom dvodimenzionalnim i
trodimenzionalnim nacinom, pracen je rast tumora i odredena krivulja rasta te odredeno
vrijeme prihvacanja tumora i dinamika njegovog rasta. Time se Zeljelo utvrditi koje su stvarne
prednosti implementacije stani¢nih kultura uzgojenih u 3D uvjetima u rano profiliranje novih
kemijskih entiteta u procesu istrazivanja i razvoja novih lijekova.

Svi navedeni testovi uvedeni su u Selviti d.o.o. (prije Fideltl d.o.0.) unutar probira novih
kemijskih entiteta te se rutinski izvode u daljnjim istrazivanjima.
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2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Op¢i cilj istrazivanja je bio odrediti prednosti tesetiranja NKE u ranoj fazi procesa detekcije
potentnih molekula sa antitumorskim djelovanjem na 3D kulturama stanica u odnosu na

konvencionalno testiranje u 2D formatu.

Istrazeni novi kemijski entiteti (NKE) iz 5 kemijskih serija, testirani su u prethodno validiranim

metodama za odredivanje aktivnosti (ICso) na tri stani¢ne linije humanih plu¢nih tumora in

vitro u 2D 1 3D uvjetima. Testirana je njihova citotoksi¢nost (test vijabilnosti stanica) te utjecaj

na proliferaciju (test prliferacije). Odabrani aktivni spojevi profilirani su in vitro na panelu za

odredivanje farmakokinetskih karakteristika te su usporedbom dobivenih rezultata odabrana
dva spoja za testiranje u modelu A549 misjih ksenografta in vivo.

Specifi¢ni ciljevi istrazivanja su:

Validirati bioloski sustav 3D uvijeta stani¢nih kultura za testiranje novih kemijskih
entiteta (NKE) iz kemijskih serija s potencijalnom antitumorskom aktivnosti kako bi
se izdvojile najpotentnije molekule u 2D 1 3D uvjetima i detektirale podudarnosti i
razlike u aktivnosti za pojedine spojeve.
Potvrditi mogu¢i mehanizam djelovanja najaktivnijeg NKE iz skupine amina koji osim
dobrog u¢inka na stanice karcinoma plu¢au 2D 1 3D, ima i prihvatljive farmakokinetske
parametre koji mu omoguéuju ulazak u stanice (tkivo tumora).
Odabrati kemijske molekule sa optimalnim navedenim karakteristikama dobivenim u
in vitro studijama (odnos toksi¢nosti i aktivnosti) za testiranje u modelu A549 misjih
ksenografta in vivo te procjeniti dobivene rezultate kao mogucénost odabira
potencijalnog predklinickog kandidata.
Implementirati model misjih ksenografta koriste¢i 2D 1 3D stani¢ni inokulum te testirati
odabranu molekulu sa pra¢enjem slijede¢ih parametara:
o Kirivuljarasta i tezina tumora u svrhu usporedbe dinamike progresije tumorskog
rasta
o Fenotipizacija infiltriranih stanica u tumorske ksenografte
o Odredivanje koncentracije testirane molekule u plazmi 1 tumorskom tkivu LC-
MS/MS metodom

25



26



3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Kemikalije i bioloski materijal

3.1.1. Kemikalije za in vitro pokuse

Dimetil sulfoksid, DMSO (Sigma, CatN°D8418, LotN°RNBD)

RPMI-1640 Medij (Gibco, kat. br. A10491-01, LotN°1868634)

Ham F-12 (Gibco, kat. br. 21765-029, LotN°1825583)

EMEM (ATCC, kat. br. 30-2003, LotN°64174097)

DMEM (Sigma, kat. br. D5796)

Glutamax-100 (Sigma, kat. br. G8541)

Antibiotic/Antimycotic (Invitrogen, kat. br. 15240)

Trypan blue, 0.4% (Sigma, kat. br. T8154)

MEM Non-essential amino acids, MEM NEAA (Sigma, kat. br. M7145)

Fetalni serum goveda (engl. Fetal Bovine Serum, FBS) (Biowest, kat. br. S1810-500,
LotN°S16141S1810)

Cell Titer 96® Aqueous One Solution Assay (Promega, kat. br. G3581, LotN°171446)
CellTiter-Glo 96® 3D Cell Viability Assay (Promega, kat. br. G9628, LotN°0000270792)

Cell Proliferation ELISA, BrdU, colorimetric (Sigma, kat. br. 11647229001, LotN°24890800)
TrypLE (Sigma, kat. br. T3924, LotN°SLBR9330V)

3.1.2. Stani¢ne linije

Tablica 1. Stani¢ne linije koriStene za testiranje NKE

Stani¢na linija Vrsta stanica Proizvodad

A549 Humani karcinom pluc¢a ATCC CCL-185

HCC827 Humani  adenokarcinom | ATCC CRL-2868
pluca

NCI-H358 Humani karcinom pluéa ATCC, CRL-5807

MRC-5 Humani normalni | ATCC, CCL-185
fibroblasti pluca

MDCKII-MDR1 Madine-Darby psece | Solvo Biotechnologies,
epitelne stanice bubrega

3.1.2.1.  Hranjivi mediji za uzgoj stanica

Stanicna linija karcinoma pluc¢a A549 (ATCC CCL-185)

Hamova F-12 hranjiva mjesavina (F-12, Gibco, SAD) s L-glutaminom, fenolnim crvenilom i
1,176 g/L NaHCO3, 10% fetalnog govedeg seruma (engl. Fetal Bovine Serum, FBS, inaktiviran
na 56°C 30 min)

Stanicna linija adenokarcinoma pluca HCC827 (ATCC CRL-2868)
Roswell Park Memorial Institute 1640 medij (RPMI-1640, Gibco, SAD) s 4500 mg/L glukoze,
2.383 mg/L HEPES, L-glutaminom, fenolnim crvenilom i 1,5 g/ NaHCOs3, 110 mg/L
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natrijevog piruvata obogacen s 10% fetalnog seruma goveda (engl. Feetal Bovine Serum, FBS,
inaktiviran na 56°C 30 min).

Stanicna linija karcinoma plu¢a NCI-H358 (ATCC®, kat. br. CRL-5807)

RPMI-1640 medij (RPMI-1640, Gibco, SAD) s 4500 mg/L glukoze, 2.383 mg/L HEPES, L-
glutaminom, fenolnim crvenilom i 1,5 g/L NaHCO3, 110 mg/L natrijevog piruvata obogacen s
10% fetalnog seruma goveda (engl. Fetal Bovine Serum, FBS, inaktiviran na 56°C 30 min).

Stanicna linija normalnih fibroblasta pluca MRC-5 (ATCC CCL-185

Eagleov minimalni esencijalni medij (engl. Eagle's Minimum Essential Medium, EMEM,
ATCC, SAD) s neesencijalnim aminokiselinama, 2 mM L-glutaminom, 1,5 g/LL NaHCOs, 1
mM natrijevog piruvata obogacenog s 10% fetalnog govedeg seruma (FBS, Biowest,
inaktiviran na 56°C 30 min).

Stanicna linija Madin-Darby epitelne stanice pseceg bubrega MDCKII-MDRI (sonbo
Technologies)

Dulbeccov modificirani Eagleov medij (engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM,
Sonbo Technologies, SAD) s 1% Glutamax-100, 1% antibiotik/antimikotik, 1% MEM NEAA
obogacenog s 10% fetalnog govedeg seruma (FBS, Biowest, inaktiviran na 56°C 30 min).

3.1.3. Kemikalije za in vivo pokus

Xylazine 2%, Alfasan International B.V., Netherlands,

Narkamon, Bioveta, Czech Republic

NaCl 0.9%, HZTM, ref. 1449113

Formalfix, Shandon™ Formal-Fixx USA, ref. 302200

1 mL syringes, BD Plastipak, ref. 300013,

Sterilne igle, za jednokratnu upotrebu; BD MICROLANCE, 25G 5/8", Nr. 20 ref. 300600,
Becton Dickinson Drogheda, Ireland;

Sterilne igle, za jednokratnu upotrebu; BD MICROLANCE, 27G 3/4", Nr. 20 ref. 300635,
Becton Dickinson Drogheda, Ireland;

Isofluran (tekucina za inhaliranje) Piramal, Healthcare;

Elektronicko digitalno pomicno mjerilo (engl. Electronic digital caliper)

Grijaca podloga (engl. Heating pad)

F-12 (Gibco, kat. br. 31765) (500ml)

10 % FBS (50mL) (BioWest, Kat. br. S1810-500) heat inactivated 56°C, 30 min

EDTA-Na2 (Sigma, kat. br. E-4884) 0.38 g otopljeno u 1000 mL slane (Natrii chloridi
infundible PLIVA) otopine 1 sterilizirano autoklaviranjem (121 oC 20min)

0.01M PBS pH 7.4

1 vrecica PBS (Sigma, P-3813) u 1 litru deionizirane vode, sterilizirano (121 oC 20min)
TRYPSIN Sigma, kat. br. T3924
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3.14.  Zivotinjski model

BALB/c nu/nu (engl. nude) mi§ je osnovni imunodeficijentni ksenograftski model kojem
nedostaju timus i1 funkcionalne T-stanice, a koji se intenzivno koristi za uzgoj stani¢nih linija
humanih tumora (CDX) i tkiva zbog niske stope odbacivanja transplantata. Za misji model
ksenografta koriSteni su miSevi stari 6 tjedana u vrijeme unosa inokuluma 2D i 3D stani¢ne
kulture. Uzorkovanje je provedeno nakon 6-7 tjedana.

Misevi su uzgajani u Selviti d.o.o. u laboratoriju Znanost o laboratorijskim zivotinjama.

3.1.5. Kontrolni spojevi 1 novi kemijski entiteti (NKE)

Tablica 2. Kontrolni kemijski spojevi koristeni za validaciju metode 2D i 3D stani¢nih
kultura in vitro za testiranje novih kemijskih entiteta

Kemijski spoj Proizvodacd

Cisplatina Sigma, Kat. br. P4394, LotN°MKCD9167
Doksorubicin Apollo Scientific, kat. br. BID0120, LotN°AS456845
Staurosporin Apollo Scientific, kat. br. BIS0504, LotN°AS435501
Vandetanib ChemSelleck, kat. br. T1912-5mg, LotN°SLBX600

Sve serije spojeva su sintetizirane na Zavodu za organsku kemiju, Fakulteta kemijskog
inzenjerstva i tehnologije (FKIT) Sveucilista u Zagrebu. Testirani spojevi, njihove strukture i
mase prikazani su u PRIVITKU A.

Tablica 3. Kemijske serije 1 broj testiranih novih kemijskih entiteta

Ime serije Broj testiranih spojeva
Amidini 16
Furani 18
Akrilonitrili 21
Citozinski derivati supstituirani triazolom 13
Kumarini 17
3.1.6. Protutijela koriStena za odredivanje statusa stani¢nog ciklusa in vitro

metodom protocne citometrije

Annexin V Conjugates for Flow Cytometry (Thermo Fisher Scientific, kat. br. A23204)
Ki-67 (Miltenyi Biotec, kat. br. 130-120-416)

3.1.7. Protutijelo koriSteno za imunohistokemijsko bojanje histoloskih
preparata 2D 1 3D tumora
Anti-Ki67 antibody [SP6] (Abcam, SAD, kat. br. ab16667)
ImmPRESS HRP Horse Anti-Rabbit IgG Polymer Detection Kit, Peroxidase (Vector
Laboratories, SAD, kat. br. MP-7401)
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3, 3'-diaminobenzidine Liquid DAB+, 2-component system, Immunohistochemistry
Visualization, 1100 tests, 110 mL (DAKO, SAD, kat. br. K3468)

3.1.8. Protutijela koriStena za imunofenotipizaciju infiltriratnih imunoloskih
stanica u tumore misjih ksenografta metodom protoc¢ne citometrije

Anti-Mouse MHC ClasslI (I-A/I-E) eFluor450 (Thermo Fisher Scientific, kat. br. 48-5321-82)
Brilliant Violet 510™ anti-mouse CD8a Antibody (BioLegend, kat. br. 100752)

Live/Dead Yellow Dead Stain Kit (Thermo Fisher Scientific, kat. br. L34959)

BV711 Rat Anti-Mouse F4/80 (BD Bioscience, kat. br. 565612)

FITC labeled anti-mouse CD11b (BD Bioscience, kat. br. 553310)

PerCP/CyanineS5.5 anti-mouse CD3 Antibody (BioLegend, kat. br. 100218)

Ly-6C Monoclonal Antibody (HK1.4), PE (Thermo Fisher Scientific, kat. br. 12-5932-82)
PE-CF594 Rat Anti-Mouse CD4 (BD Bioscience, kat. br. 562285)

Anti-Human CD326 (EpCAM) PE 100 tests (Thermo Fisher Scientific, kat. br. 12-9326-42)
PE-Cy 7 Rat Anti-Mouse Ly-6G (BD Bioscience, kat. br. 560601)

BD Pharmingen™ APC Hamster Anti-Mouse CD11c (BD Bioscience, kat. br. 550261)
CD45R (B220) Monoclonal Antibody (RA3-6B2), Alexa Fluor 700 (Thermo Fisher Scientific,
kat. br. 56-0452-82)

anti-mouse CD45 APC-eF780 (Thermo Fisher Scientific, kat. br. 47-0454-82)

Liberase™ TL Research Grade (Sigma/Roche, kat. br. 05401020001)

DNase I (Sigma/Roche, kat. br. D5025)

Purified Rat Anti-Mouse CD16/CD32, Mouse BD Fc Block™ (BD Bioscience, kat. br.
553142)

APC anti-mouse CD64 (FcyRI) Antibody (BioLegend, kat. br. 139306)

Rat anti-CD11b BD Pharmingen™ Alexa Fluor® 700 (BD Bioscience, kat. br. 557960)

3.1.9. Oprema

Janus robotska pipetorska jedinica za tekuce reagense (Perkin Elmer, SAD)
Mosquito HV (SPT Labtech, SAD, kat. br. )

Sysmex XS-5001 (Sysmex, Japan, kat. br. )

Centrifuga SL40 (Thermo Fisher Scientific, SAD, kat. br. 75004527)

EnVision (PerkinElmer, SAD)

Zeiss Axio Imager.A1 upright mikroskop (Carl Zeiss Microscopy GmbH)

Canon EOS 60D (18.0-megapixel CMOS sensor, APS-C)

gentleMACS Octo disocijator (Miltenyi Biotec, Germany, kat. br. 130-096-427)
Attune NxT protoc¢ni citometar (Thermo Fisher Scientific, SAD, kat. br. A24858)
Aparat za fiksiranje, bojanje, rezanje sa fluorescentni mikroskop Dako Autostainer Link48
automated system

Histological slide scanner (Axioscan.Z1, Zeiss, Germany)

Multi channel pipette 8x10 (Eppendorf, kat. br. 012471C)

Multi channel pipette 8x100 (Eppendorf, kat. br. Q15402C)

Automatic pipette Xplorer 8x1200 (Eppendorf, kat. br. P36880C)
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LC-MS/MS (Waters Corporation, Milford, MA, USA)

3.1.10.  Potrosni sterilni materijal

TP90151 TPP®Tissue Culture Flask, T150, Filter Cap (TPP, kat. br. 90151)
Nunclon™ Sphera™ Flasks (Thermo Fisher Scientific, SAD, kat. br. 174951)
15mL Conical Centrifuge Tubes, STRL, PP (TPP, kat. br. 91017)

50 mL TPP Premium Centrifuge Tube, Conical, PP (TPP. Kat. br. 91050)
Eppendorf safe lock tubice 2.0 mL (Eppendorf, kat. br. 30 120 094)
Eppendorf safe lock tubice 1.5 mL (Eppendorf, kat. br. 30 120 086)

96-Well Hanging Drop plocice (3D Biomatrix, kat. br. HDP1096)

96 well, PS, F-bottom, LUMITRAC 200, white (Greiner Bio One, kat. br. 655075)
96 well, PS, F-bottom, crystal clear, with lid (Greiner Bio One, kat. br. 655180)
96 well, PP, V-bottom, clear (Greiner Bio One, kat. br. 651201)

epTIPS Reloads 0.1-10 uL (Eppendorf, kat. br. 0030 073 363)

epTIPS Reloads 0.1-20 pL (Eppendorf, kat. br. 0030 073 380)

epTIPS Reloads 20-300 uL (Eppendorf, kat. br. 0030 073 444)

epTIPS Reloads 20-200 pL (Eppendorf, kat. br. 0030 073 428)

epTIPS Reloads 50-1000 pL (Eppendorf, kat. br. 0030 073 460)

Pipette 2.5 puL (Eppendorf, kat. br. 2830466)

Pipette 10 uL (Eppendorf, kat. br. 3310966)

Pipette 20 pL (Eppendorf, kat. br. 3496856)

Pipette 100 pL (Eppendorf, kat. br. 3376982)

Pipette 200 pL (Eppendorf, kat. br. 2020236)

Pipette 1000 uL (Eppendorf, kat. br. 3393296)

Pipette 5000 puL (Eppendorf, kat. br. 1362493)
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3.2. Metode in vitro

3.2.1. Priprema serijskih razrjedenja spojeva za testove vijabilnosti i
proliferacije stanica in vitro

Maticne plocice (96- well; V dno, polipropilen, Greiner Bio-one, kat.br. 651201) sa serijskim
razrjedenjima kontrolnih spojeva pripremljene su od otopina pocetne koncentracije 10 mM
(doksorubicin); 5 mM (vandetanib) i 2 mM (staurosporin) u DMSO-u te 300 mM (cisplatina)
u vodi, na Janus robotskoj pipetorskoj jedinici (Perkin-Elmer). Kontrolni spojevi su razrijedeni
uomjeru 1:3. Pocetna koncentracija kontrolnog spoja doksorubicina bila je 30 uM (2D stani¢na
kultura) ili 100 uM (3D stani¢na kultura). PoCetna koncentracija staurosporina bila je 1uM u
oba testa (2D 1 3D), dok je pocetna koncentracija vandetaniba bila 25 uM (2D stani¢na kultura)
ili 50 uM (3D stani¢na kultura).

Mati¢ne plocice (96- well; V dno, polipropilen, Greiner Bio-one, kat. 651201) sa serijskim
razrjedenjima novih kemijskih entiteta (NKE) pripremljene su od otopina pocetne
koncentracije 10 mM u DMSO-u na Janus robotskoj pipetorskoj jedinici (Perkin-Elmer).
Spojevi su razrijedeni u omjeru 1:3. Pocetna koncentracija testnih spojeva bila je 50 uM (2D
stani¢na kultura) ili 100 uM (3D stani¢na kultura).

S mati¢ne plocice na testnu plo¢icu preneseno je 500 nL (za 2D stani¢nu kulturu) ili 400 nL (za
3D stani¢nu kulturu) otopine spoja na pomocu Mosquito-a (SPT labtech). Postotak DMSO-a u
testnim koncentracijama bio je 0.5 — 1.0 %.

3.2.2. Odredivanje kontrole kvalitete pojedine ploCice za test citotoksicnosti 1
proliferacije

Za odredivanje kontrole kvalitete pojedine ploCice za test citotoksi¢nosti 1 proliferacije
koriSteni su Z'-faktor (Z') te signal u odnosu na pozadinski signal (engl. signal-to-background,
S:B). Z' je metrika kvalitete testa, izraCunata iz pozitivnih i1 negativnih kontrola, koja
kvantificira odvojenost izmedu signala i pozadine, uzimaju¢i u obzir i njihove srednje
vrijednosti 1 standardne devijacije. Sluzi za validaciju robusnosti testa prije probira uzoraka,
navodeci jesu li signal 1 pozadina dovoljno razli€iti za otkrivanje pravih rezultata(Azargoshasb
et al., 2023; Bar & Zweifach, 2020).

Z'-faktor je odreden s Cetiri parametra: srednjim vrijednostima (p) 1 standardnim devijacijama
(o) pozitivne (p) 1 negativne (n) kontrole (,, 6p, and pn, 6n). S obzirom na ove vrijednosti, Z'-
faktor je definiran kao:

Z' faktor=1— 3+(op—on)
(1p —pn)

Nasuprot tome, S:B je osnovni omjer koji usporeduje srednje vrijednosti (i) Zeljenog signala s
srednjim vrijednostima pozadine, pri ¢emu je S:B manje robustan (u odnosu na Z') jer
zanemaruje devijacije podataka.

ssB=
B=1C
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3.2.3. Umnozavanje stanica pojednih stani¢nih linija

Sve stani¢ne linije (tablica 1) komercijalno su nabavljene od American Type Cell Culture
(ATCC, SAD).

Stani¢na linija karcinoma plu¢a A549 uzgajana je u F-12K mediju s 10% fetalnog govedeg
seruma (FBS, Biowest, inaktiviran na 56°C 30 min).

Stani¢na linija adenokarcinoma plu¢a HCCS827 uzgajana je u RPMI-1640 mediju s 10%
fetalnog govedeg seruma.

Stani¢na linija karcinoma plu¢a NCI-H358 (ATCC, kat. br. CRL-5807) uzgajana je u RPMI-
1640 mediju obogacenog s s 10% fetalnog govedeg seruma.

Stani¢ne linije normalnih fibroblasta plu¢a MRC-5 (ATCC, kat. br. CCL-185) uzgajane su u
minimalnom esencijalnom mediju, EMEM, obogacenog s 10% fetalnog govedeg seruma.
Stani¢na linija psec¢eg bubrega MDCKII-MDRI (Madin-Darby epitelne stanice, Solvo
Biotechnology) uzgajana je u Dulbeccovom modificiranom Eagleovom mediju (engl.
Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM, Sonbo Technologies, SAD) s 1% Glutamax-100,
1% antibiotik/antimikotik, 1% MEM NEAA obogacenog s 10% fetalnog govedeg seruma
(FBS, Biowest, inaktiviran na 56°C 30 min).

Sve stani¢ne linije uzgajane su u COz inkubatoru (INCO2, Memmert) pri 37°C uz 5% CO: 1
95% relativne vlaznosti zraka. Za sve prikazane pokuse, navedene stani¢ne kulture koriStene
suizmedu 5. 1 15. pasaze. U trenutku kada stanice dosegnu 90% konfluencije presadivane su u
sterilnim uvjetima. Stanice su tripsinizirane u 0,25 %-tnoj otopini tripsina 10 minuta pri 37°C,
a reakcija je zaustavljena dodatkom medija sa serumom. Prosje¢ni ukupni broj stanica je
odreden na elektronskom brojacu stanica Sysmex XS-500i.

3.2.4. Test vijabilnosti stanica na 2D stani¢nim kulturama (MTS)

Stanice su uzgajane u polistirenskim ploc¢icama s 96 jazica ravnog dna. Stanice su posijane 4
sata prije tretmana u koncentraciji 10 000 stanica/jazici nakon ¢ega su dodani spojevi u
padaju¢im koncentracijama. Test vijabilnosti stanica (Mosmann, 1983) proveden je nakon 72
sata inkubacije prema uputama proizvodaca, koristenjem vodene otopine CellTiter-Glo 96%,
MTS kit (Promega, Madison, WI, SAD). Inkubacija sa MTS-om je trajala od 0.5-2 sata.
Plocice su ocitane koristenjem PE EnVision apsorbancije na 492 nm.

Rezultati za svaki od testiranih spojeva prikazani su kao postoci rasta iz dvije neovisne krivulje
rasta stanica u usporedbi s netretiranim stanicama.

3.2.5. Test vijabilnosti stanica na 3D stani¢nim kulturama (CellTiter-Glo®)

Stanice su uzgajane u 96-jazi¢nim vise¢im plo¢icama Perfecta 3D s 5000 stanica/jazici tijekom
4 dana dok se nisu formirale sfere. Nakon formiranja sfera, stanice su tretirane spojevima,
nakon Cega je slijedila 72-satna inkubacija. Test vijabilnosti stanica u 3D formatu, proveden je
prema uputama proizvodaca, koristenjem CellTiter-Glo® 3D za 3D stani¢nu kulturu
(Promega); inkubacija stanica trajala je 5 minuta na tresilici, a zatim 25 minuta u mraku.
Ploc¢ice su ocitane pomoc¢u PE EnVision luminescencije. Rezultati za svaki od testiranih
spojeva prikazani su kao postoci rasta iz dvije neovisne krivulje rasta stanica u usporedbi s
netretiranim stanicama.
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3.2.6. BrdU test proliferacije stanica na 2D i1 3D pripremljenim stani¢nim
kulturama

Test proliferacije proveden je koriStenjem ELISA testa za proliferaciju stanica, BrdU (Sigma,
SAD) prema uputama proizvodaca. Ukratko, 48 sati nakon dodavanja spoja, u svaku jazicu
dodano je 10 uM BrdU i inkubirano sljede¢ih 24 sata. Nakon inkubacije, pripremljena je
suspenzija pojedinacnih stanica za 3D stani¢nu kulturu u novoj plo¢i s 96 jazica. PloCice su
centrifugirane i supernatanti su uklonjeni iz svake plocice (za 2D 1 3D stani¢nu kulturu), nakon
cega je slijedila inkubacija od 60 minuta na 60°C. Dodano je 200 pL otopine FixDenat i
inkubirano 30 minuta. Nakon §to je otopina FixDenat uklonjena, u svaku jazicu dodan je anti-
BrdU konjugiran s peroksidazom i inkubiran 90 minuta, nakon cega su slijedila 3 koraka
ispiranja. U svaku jaZicu dodano je 100 uL supstrata, inkubirano 5-30 minuta, reakcija je
zaustavljena dodatkom 25 pL 1M sulfatne kiseline (H2SO4). Plocice su o€itane koristenjem PE
EnVision apsorbancije na 450 nm.

3.2.7. Statisticka analiza podataka dobivenih testovima viabilnosti i
proliferacije stanica in vitro

Izracun ICso vrijednosti, krivulja 1 kontrola kvalitete (engl. quality control, QC) analize
proveden je koriStenjem Microsoft Office (Microsoft, CA, SAD) 1 GraphPadPrism softvera (La
Jolla, CA, SAD), v. 5.03. Ukratko, pojedinac¢ne krivulje djelovanja spojeva u razli¢itim
koncentracijama generiraju se crtanjem logaritma koncentracije testiranih spojeva (X) u
odnosu na odgovarajuce postotne vrijednosti inhibicije (Y) koriStenjem metode nelinearnog
regresijskog  modela  (log(inhibitor) vs. odgovor sa promjenjivim  nagibom
(Cetveroparametarska logisticka ili 4PL)). Ovaj model definira sigmoidalni oblik krivulje
pomocu Cetiri parametra: vrhunac, dno, ICso 1 Hillov nagib (nagib krivulje).

Vrijednosti  ICso najboljeg prilagodavanja izracunavaju se koriStenjem jednadzbe
Log(inhibitor) u odnosu na normalizirani odgovor — varijabilni nagib, gdje je Y = 100 / (1 +
10((LogICso — X) * HillSlope)). Parametri QC kriterija (Z', S:B, R?, HillSlope) provjereni su
za svaku ICs krivulju.

3.2.8. Aneksin V test za detekciju apoptoti¢nih stanica tretiranih potentnim
spojevima amidinske serije na A549 stani¢noj liniji

Apoptotski test Aneksina V proveden je koriStenjem konjugata Aneksina V Alexa Fluor 488
(Thermo Fisher Scientific, SAD) prema uputama proizvodac¢a. Ukratko, 1*10° A549 stanica je
posijano na plo€icu s 24 jazice i tretirano s ICso koncentracijom odabranih spojeva iz amidinske
serije tijekom 36 sati.

Suspenzije stanica su sakupljene nakon inkubacije u 5 mL Falcon epruvete, isprane i
centrifugirane 2 puta (jednom s DPBS-om, a zatim s puferom za vezanje aneksina V (engl.
Annexin V Binding Buffer, AVBB)) tijekom 5 minuta, 400 g na sobnoj temperaturi. U svaku
epruvetu dodano je 100 uL AVBB-a, a zatim 2 pL konjugata aneksina V Alexa Fluor 488 1
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inkubirano 15 minuta na sobnoj temperaturi. Stanice su isprane u AVBB-u tijekom 5 minuta,
400 g na RT. Za detekciju kasnih apoptotickih i nekroti¢nih stanica koristen je SYTOX™
AADvanced™ Dead Cell Stain Kit (Thermo Fisher Scientific). U svaku epruvetu dodano je 1
uL SYTOX AADvanced-a i1 inkubirano na sobnoj temperaturi tijekom 5 minuta u mraku.
Dodano je 500 nL. AVBB-a i uzorci su ¢uvani na ledu do analize. Rezultati za svaki od testiranih
spojeva prikazani su kao postotak vijabilnih stanica ((Aneksin V—/ Sytox AAD-), apoptotickih
stanica (Aneksin V+ / SytoxAAD-), kasnih apoptotickih/nekroti¢nih stanica (Aneksin V+ /
SytoxAAD+) i nekroti¢nih stanica (Aneksin V—/ SytoxAAD+)).

3.2.9. Analiza aktivnih 1 odabranih neaktivnih spojeva za odredivanje
farmakokinetic¢kih svojstava na testovima in vitro

3.2.9.1. Kineticka topljivost

Testirani i kontrolni spojevi (sulfafenazol i a-naftoflavon) serijski su razrijedeni u DMSO-u
faktorom 3,3x, 3x, 3,3x 1 3x (5 razli¢itih koncentracija) u plo¢icama sa 96 jaZica ravnog dna.
Fosfatni pufer (50 mM, pH 7,4) obogacen je razrijedenim testnim spojevima i kontrolama s
kona¢nim rasponom koncentracija u testu kako slijedi: 100, 30, 10, 31 1 uM (1% DMSO).
Plocice su zatim inkubirane uz lagano treSenje (200-300 rpm) tijekom 1 sata i 45 minuta na 37
°C. Nakon 15 minuta na sobnoj temperaturi (bez tre$nje), apsorbancija plo¢ice na 620 nm
izmjerena je ¢itatem mikroplocica Tecan, Infinite F500 (ukupno vrijeme inkubacije = 2 sata).

3.2.9.2.  Studija kromatografske lipofilnosti

Kako bi se odredio raspon lipofilnosti, indeks kromatografske hidrofobnosti mjeren je
gradijentom HPLC-a s reverznom fazom pri fizioloSkom pH. Radne otopine uzoraka
pripremljene su od 10 mM DMSO osnovnih otopina razrjedivanjem acetonitrilom do kona¢ne
koncentracije od 1,25 mM 1 analizirane na Agilent 1100 Series teku¢inskom kromatografskom
sustavu s HPLC diodno-niznim detektorom (DAD) spojenim s Micromass Quattro micro API
masenim spektrometrom. Uzorci su ubrizgani na HPLC kolonu (Phenomenex Luna C18, 50x
3 mm, 5 um) 1 eluirani gradijentom na sobnoj temperaturi (temperatura uzorka 15°C). Mobilna
faza sastojala se od 50 mM amonijevog acetata, pH = 7,4 1 acetonitrila. Ukupno vrijeme rada
bilo je 5 minuta, s brzinom protoka od 1 mL/min (u uvjetima gradijenta). HPLC sustav je
inicijalno kalibriran koriStenjem kalibracijskog seta od 10 spojeva s literaturnim CHI
vrijednostima. Eksperimentalno odredena vremena zadrzavanja gradijenta prikazana su u
odnosu na vrijednosti CHI7.4 objavljene u literaturi, $to je rezultiralo jednadzbom dobivenom
linearnom regresijskom analizom. Ova jednadzba je dalje koriStena za izracun CHI7.4 za
ispitivane spojeve iz odredenih vremena zadrZavanja glavnog kromatografskog vrha iz UV
kromatograma za svaki spoj. Dobivene vrijednosti CHI7.4 dalje su pretvorene u Chrom log
D7.4 na sljede¢i nacin: CHI7.4 x 0.0857 — 2.

3.2.9.3.  Metabolicka stabilnost u mikrosomima jetre

Testirani spojevi (kona¢na koncentracija 1 uM, 0,1% DMSO), kao 1 testosteron 1 propranolol
kao pozitivne kontrole i kofein kao negativna kontrola, inkubirani su u fosfatnom puferu (50
mM, pH 7,4) tijekom 60 minuta na 37 °C s mikrosomima jetre (humanim i misjim) u odsutnosti
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1 prisutnosti kofaktora NADPH. Sustav za stvaranje NADPH pripremljen je u fosfatnom puferu
i sastojao se od nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (NADP, 0,38 mM), glukoza-6-fosfata
(1,49 mM), glukoza-6-fosfat dehidrogenaze (1,5 U) i magnezijevog klorida (0,1 mM).
Alikvotni uzorci su uzeti u razlicitim vremenskim tockama (0, 10, 20, 30, 45 1 60 min) i reakcija
je prekinuta dodatkom smjese MeCN/MeOH (2:1) koja sadrzi diklofenak kao interni standard.
Uzorci su zatim centrifugirani (pri 4500 okretaja u minuti, pri 4 °C, tijekom 30 minuta) i
dobiveni supernatanti su podvrgnuti LC-MS/MS analizi.

Poluvrijeme in vitro (t'2) odredeno je iz nagiba linearne regresije In % preostalog mati¢nog
spoja u odnosu na vrijeme inkubacije. Intrinzic¢ni klirens in vitro, izraZzen kao pl/min/mg jetre,
odreden je iz poluvrijeme in vitro (t/2) i normaliziran za koncentraciju proteina u inkubacijskoj
smjesi. Predvideni jetreni klirens in vivo odreden je iz intrinzi¢nog klirensa in vitro uz
pretpostavku 52,5 mg proteina/g jetre i koriStenje konstantnih vrijednosti za tezinu
jetre/tjelesnu tezinu [g/kg] (25,7 za ljude, 87,5 za miSeve) i1 protok krvi u jetri (LBF)
[ml/min/kg] (21 za ljude i 131 za miSeve).

3.2.9.4.  Vezanje proteina plazme

Stupanj vezanja proteina plazme procijenjen je metodom ravnotezne dijalize. Plazma (humana
1 miS§ja) obogacena je ispitivanim spojevima i trima kontrolnim spojevima (nikardipin i
verapamil kod obje vrste, acebutolol kod humane i kofein u misjoj plazmi) kako bi se dobila
konac¢na koncentracija od 5 uM (0,5% DMSO). Hidrirane membrane umetnute su u jedinicu
za ravnoteznu dijalizu (HT dijaliza) prema uputama proizvodaca. Strana dijalizata zatim je
napunjena odgovaraju¢im volumenom pufera, dok je isti volumen obogacene plazme dodan u
stranu uzorka. Inkubacija je trajala 4 sata na 37°C uz lagano treSnju. Nakon toga, taloZenje
proteina provedeno je mijeSanjem alikvota plazme ili pufera uskladenog s matricom s 3
volumena smjese MeCN/MeOH (2:1), koja sadrzi interni standard (diklofenak). Nakon
centrifugiranja (pri 4000 okretaja u minuti, na 4°C, tijekom 30 minuta) dobiveni supernatanti
podvrgnuti su LC-MS/MS.

3.2.9.5.  Stabilnost u mi§joj 1 humanoj plazmi
Testirani spojevi (kona¢na koncentracija 5 uM, 0,5% DMSO) inkubirani su 4 satana 37 °C u
humanoj i misjoj plazmi. Alikvoti su uzeti u razli¢itim vremenskim tockama (0, 30, 120 i 240
min) i reakcija je prekinuta dodatkom smjese MeCN/MeOH (2:1) koja sadrzi unutarnji
standard (diklofenak). Uzorci su zatim centrifugirani (pri 4500 rpm, pri 4 °C, tijekom 30 min)
1 dobiveni supernatanti su podvrgnuti LC-MS/MS analizi. Isti postupak je prac¢en za kontrole
koristene u testu: propranolol (obje vrste), benfluoreks (mis) i eukatropin (Covjek).

3.2.9.6. MDCKII-MDRI test permeabilnosti
Procjena permeabilnosti 1 P-glikoproteinskog supstrata provedena je na MDCKII-hMDRI,
Stanice su pripremljene za transportne studije sijanjem na umetke za stani¢nu kulturu s 96
jazica (Millipore, MA, SAD) u koncentraciji od 0,25 x 106 stanica po ml. Stanice su hranjene
svjezim medijem 24 sata nakon sijanja i uzgajane do konfluencije 3 dana prije upotrebe. Na
dan eksperimenta, stani¢ni monoslojevi su isprani i uravnotezeni transportnim medijem
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(DPBS, pH 7.4 koji sadrzi 1% DMSO) sa ili bez specifi¢nog inhibitora P-gp, elakridara (2uM)
tijekom 45 minuta (37°C, 5% CO2, 95% vlaznosti). Otopina ispitivanog spoja sastojala se od
ispitivane tvari (10 uM) u D-PBS mediju koji je sadrzavao luciferin (100 pM) i 1% DMSO).
Ispitivanja transporta provedena su u smjeru od apikalnog do bazolateralnog (A2B) i
bazolateralnog do apikalnog (B2A) smjera. Monoslojevi su inkubirani s otopinom spoja 60
minuta na 37 °C uz lagano mijeSanje. Apikalni 1 bazolateralni odjeljci uzorkovani su na kraju
eksperimenta transporta, dok su otopine donora takoder uzorkovane na pocetku eksperimenta
kako bi se odredila pocetna koncentracija. Koncentracije ispitivane tvari u oba odjeljka
odredene su LC-MS/MS. U ispitivanju je koriSteno nekoliko kontrola: 1) amprenavir (0,5 uM)
sluzio je kao niskopropusna kontrola, a ujedno je i P-gp supstrat; 2) diklofenak (10 uM)
koristen je kao visokopropusna kontrola; 3) Lucifererin, fluorescentni marker za transport kroz
paracelularnu membranu, koriSten je kao kontrola integriteta stani¢nog monosloja.

3.2.9.7. LC-MS/MS analiza

Svi ADME uzorci analizirani su na Sciex API 4000 ili Sciex API4500 trostrukom
kvadrupolnom masenom spektrometru (Sciex, Framingham, MA, SAD) spojenom na UHPLC
sustav (Shimadzu Nexera X2; Shimadzu, Kyoto, Japan). Uzorci su ubrizgani na UPLC kolonu
(HALO2 C18, 2,1x20 mm, 2 pm ili Phenomenex Luna Omega Polar C18, 30x2,1 mm, 1,6 pm)
1 eluirani gradijentom na temperaturi od 50°C. Mobilna faza sastojala se od acetonitrila (s 0,1%
mravlje kiseline) 1 0,1% mravlje kiseline u deioniziranoj vodi. Ukupno vrijeme mjerenja bilo
je 11ili 1,5 minuta, s protokom od 0,7 mL/min (u uvjetima gradijenta). Za detekciju masenom
spektrometrijom koriSten je mod pozitivnog iona s turbo raspr$ivanjem, temperatura izvora
iona od 500 °C i vrijeme zadrzavanja od 150 ms. ViSestruko prac¢enje reakcija (MRM) koriSteno
je na specifi¢énim prijelazima za svaki testirani spoj/kontrolu: spoj 5c: 361,9 — 304,9; spoj 5d:
344,8 — 287,9; spoj Se: 349,8 — 292,9; spoj 5g: 350,8 — 293,9; spoj Sh: 344,0 — 286,9; spoj
LM-1: 276,9 — 220,0; spoj 5b: 319,0 — 262,0; spoj 6b: 302,1 — 245,1; spoj 6¢: 344,9 —
288,0; spoj 6d: 333,0 — 276,0; spoj 6e: 316,1 — 259,0; spoj 6f: 327,1 — 270,0; spoj 6g: 377,1
— 320,1; testosteron: 289,3 — 97,1; propranolol: 260,1 — 182,8; kofein: 195,2 — 138,1;
acebutolol: 337,2 — 116,2, nikardipin: 480,2 — 315,0; verapamil: 455,4 — 165,1; amprenavir:
506,2 — 245.4; diklofenak: 296,1 — 213,7 ili 296,2 — 215,3; eukatropin: 292,2 — 109,1;
benfluoreks: 352,1 — 230,3 i varfarin: 309,2 — 163,2.

3.3. Metode in vivo

3.3.1. Dobrobit zivotinja i odobrenje Etickog komiteta Selvita d.o.0. CARE

Sva istrazivanja vezana uz Zivotinje odobrena su i provedena u skladu s Direktivom
2010/63/EU 1 nacionalnim zakonodavstvom koje regulira koristenje laboratorijskih zivotinja u
znanstvenim istrazivanjima i u druge svrhe (Narodne novine 55/13). Institucionalni odbor za
etiku istrazivanja zivotinja (engl. Institutional Committee on Animal Research Ethics, CARE-
Zg) nadgledao je da postupci vezani uz Zivotinje ne ugroZavaju dobrobit Zivotinja.

Istrazivanja vezana uz zivotinje provode se u skladu s regionalnim zakonodavstvom o zastiti
zivotinja 1 Europskom konvencijom o zastiti kraljeznjaka koji se koriste u eksperimentalne 1
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druge znanstvene svrhe. Institucionalni zahtjevi ispunjavaju se opravdanjem potrebe za ovim
istrazivanjem pred Odborom za etiku istrazivanja Zivotinja - Zagreb i dobivanjem njegovog
sluzbenog odobrenja

3.3.2. Uyvjeti drzanja Balb/C NU/NU miseva

Nakon prihvata, po 10 zZivotinja smjesteno je u kaveze (Sealsafe plus mouse IVC green line
system TECNIPLAST S.p A., Italy) tijekom aklimatizacijskog perioda od 5 dana. MiSevi su
drzani na visokoupijajucoj podlozi od celuloznih vlakana, promjera Cestica Smm (ALPHA-dri
dust free bedding, LBS Serving Biotechnology) pri temperaturi od 25°C. Peletirana hrana (SDS
VRF 1 (P), UK) bila je dostupna ad libitum kao 1 voda za pi¢e (boce TECNIPLAST S.p.A.
Italy).

3.3.3. Priprema suspenzije A549 stanica za inokulacija Balb/C NU/NU
miSeva za razvoj tumorskih ksenografta

3.3.3.1.  Priprema suspenzije A549 stanica u 2D formatu
Na dan eksperimenta, stanice A549 su sakupljene u 7. pasazi 2D stani¢ne kulutre te su
tripsinizirane, centrifugirane (1100 okretaja u minuti/5 minuta na 21°C), resuspendirane
DPBS-u te im je broj podesen je na 1x107 stanica po mL. Stanice su pohranjene na ledu do
inokulacije miSevima.

3.3.3.2.  Priprema suspenzije A549 stanica u 3D formatu

Da bi se postigao isti broj stanica inokuluma za 2D 1 3D ksenografte, potrebno je bilo izracunati
broj stanica u 3D sferi. Stanice iz 2D stani¢ne kulture koriStene su za izradu bazdarne krivulje.
Stanice su tripsinizirane, centrifugirane (1100 okretaja u minuti/5 minuta na 21°C),
resuspendirane, procijedene, te prenesene u plocicu s 96 jazica i razrijedene 1:2 kako bi se
napravilo 5 razrjedenja s pocetnim brojem stanica od 1x10° stanica u 50 uL po jazici u
duplikatu. Paralelno, stanice iz 3D stani¢ne kulture u obliku malih sfera su centrifugirane 1
suspenzija je mehanicki pripremljena treSnjom. Deset nerazrijedenih uzoraka od 50 pL
posijano je u plo¢icu s 96 jaZica. Za mjerenje broja vijabilnih stanica dodan je CellTiter-Glo®
(Luminescent Cell Viability Assay (Promega, #G7573)) 1 luminiscencija je o€itana na EnVision
2104. Prema formuli za polinomsku liniju trenda (reda 2) iz Office 2019 (Microsoft, Redmond,
WA, SAD), odreden je broj stanica po mL volumena odrzavanih u 3D stani¢noj kulturi (slika
11). Sa tom metodom smo odredili broj stanica 3.8 x 10° cells po tikvici T75 FLASK
NUNCLON SPHERA u tjedan dana umnoZavanja stanica. Tako smo izracunali koliko nam je
tikvica 1 vremena potrebno za uzgoj broja stanica za pokus in vivo.

Na dan eksperimenta, stanice A549 su sakupljene u 5. pasazi 3D stani¢ne kulutre.
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Slika 10. Polinomska krivulja reda dva za odredivanje broja A549 stanica u 3D sferi u
odnosu na broj stanica u 2D stani¢noj kulturi

3.3.4. Inokulacija suspenzije tumorskih stanica

Prije inokulacije miSevi su anestezirani u indukcijskoj komori inhalacijske anestezije, koristeci
smjesu kisika 1 4% izoflurana. Tijekom postupka miSevi su smjesteni na grijacu podlogu kako
bi se sprijecila hipotermija. Svi postupci su se provodili sterilnim nac¢inom rada.

Svaki mi§ inokuliran je stanicama A549 potkozno potkoZno u intraskapularno podrucje leda
pomocu hipodermicne igle (25G BD, Becton Dickinson) postavljene na jednokratnu Strcaljku
od 1 ml BD. Tijekom injekcije igla je umetnuta potkoZzno 5 do 10 mm od mjesta uboda.
Koncentracija stanica po mis$u bila je 1x10° u 100 pl. Nakon aplikacije stanica miSevi su
vraceni u kavez. Ukupan broj inokuliranih miSeva bio je 60 (30 miSeva sa stanicama
pripremljenim u 2D uvjetima i 30 miSeva sa stanicama pripremljenim u 3D uvjetima).

3.3.5. Mjerenje rasta i izraun veli¢ine tumora

Tjelesna teZina miSeva mjerena je 3 puta tjedno do zZrtvovanja, a rast tumora pracen je svaka
dva dana. Razvoj tumora pracen je makroskopski, a nakon §to su tumori postali palpabilni,
mjerenje je zapoceto digitalnim kaliperom (Mitutoyo). Tumori su mjereni u dvije dimenzije
(Tomayko MM et al, 1989): duljina (najduza dimenzija) i Sirina (najuZa dimenzija). Volumen
tumora je aproksimiran sljede¢om formulom: (Duljina x Sirina?) /2 [mm?].

Kad je volumen tumora dosegao priblizno 100 £ 50 mm?, misevi su ukljuceni u istraZivanje
kako bi se osiguralo da je prosje¢ni volumen transplantiranog tumora kod misSeva prije lijeenja
bio oko 100 mm?>. Misevi su podijeljeni u skupine prema tretmanu.
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3.3.6. Kriterij isklju¢ivanja zivotinja iz pokusa
Misevi su ukljuceni u pokus dok tezina tumora ne dosegne 10% tjelesne tezine ili dok tumor

ne postane ulceriran/nekrotic¢an, $to god nastupi prije. MiSevi koji nisu razvili tumor ili su ga
odbacili (prestanak rasta) iskljuceni su iz pokusa (Kim Kmet al, 2017).

3.3.7. Alokacija zivotinja po skupinama u pokusu:

Kod zZivotinja inokuliranih tumorskim stanicama uzgojenim u 2D uvjetima, 29 od 30 Zivotinja
pokazalo je palpabilne i mjerljive tumore do 14. dana, kada je poCeo tretman sa test
supstancama.

Zivotinje inokulirane tumorskim stanicama uzgojenim u 3D uvjetima, 11 Zivotinja nije
pokazalo nikakvo palpabilno tumorsko tkivo, a 5 zivotinja je pokazalo manje tumore od
veliCine koja je potrebna za uklju¢ivanje u pokus. Zbog smanjenog broja zivotinja koje su usle
u pokus, smanjen je broj grupa u pokusu te su zivotinje malocirane u grupe metodom
randomizacije (Tablica 26)

3.3.8. Formulacija testnih supstanci i IP treatman Balb/C NU/NU miSeva s
testnim supstancama LM-1a i CR-2

Prije upotrebe, cjelokupna koli¢ina testnih spojeva pohranjena je na +4 °C. Testirani spojevi su
vagani i otopljeni u 1% Natrosol (HEC)/5% DMSO (v/v)) sa finalnom koncentraciojm spoja
2.5 mg/mL §to odgovara dozi od 25mg/kg. Alikvoti tako pripremljenih formuliranih spojeva
pohranjeni su na -20 °C za svaki dan doziranja. MiSevi su tretirani dva puta tjedno (IP) u
volumenu od 100 puL po miSu.

3.3.9. Zavr$no uzimanje uzoraka

3.3.9.1.  Uzorkovanje plazme:
Na 39. dan, krv je prikupljena od Zivotinja u skupinama tretiranim spojevima CR-2 1 LM-1a
(skupine 3, 4 1 6) punkcijom lateralne repne vene ¢ 100 pL u KoEDTA epruvetu). Pet uzoraka
plazme pripremljeno je za PK analizu. Plazma je pripremljena centrifugiranjem uzoraka krvi
pri 3500 rpm/10 min/+4 °C, te je alikvotirana i pohranjena na -80 °C do bioanalize.

3.3.9.2.  Uzorkovanje tumora:
Na dan zavrSetka eksperimenta, provedena je eutanazija natrijevim pentobarbitalom i
cervikalnom dislokacijom kako bi se smanjila patnja Zivotinja. ZabiljeZena je tjelesna tezina
miseva, a cijela tumorska masa je sakupljena, izvagana i odabrana za razliCite analize: tumori
za histopatolosku analizu stavljeni su u 10% puferirani formalin i fiksirani, tumori za analizu
proto¢nom citometrijom stavljeni su u RPMI stani¢ni medij bez seruma, a tumori za bioanalizu
stavljeni su u Precellys epruvetu, brzo zamrznuti i pohranjeni na -80 °C.
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3.3.10. LC-MS/MS analiza CR-2 i LM-1a u plazmi i tumoru

Spojevi CR-2 1 LM-1a otopljeni su u DMSO-u u koncentraciji od 1 mg/mL. Otopine za
dodavanje pripremljene su u rasponu koncentracija od 5 do 50 000 ng/mL koriste¢i gore
navedenu otopinu. Kalibracijski i QC standardi pripremljeni su koriStenjem iste osnovne
otopine. Kao metoda ekstrakcije odabrana je metoda taloZenja proteina.

Uzorci plazme in vivo Cuvani su smrznuti na -20 °C i odmrznuti na dan analize. Volumen od
20 pL plazme pomijesan je s 20 uL vode i 2 pLL. DMSO-a kako bi se postigli uzorci uskladeni
s kalibracijskim standardima. Proteini u uzorcima plazme taloZeni su koriStenjem 300 pL
otopine za talozenje (acetonitril:metanol 2:1 sa 100 ng/mL diklofenaka kao internog standarda).
Nakon dodavanja svih komponenti, cijela smjesa je dobro promijeSana u vrtlogu i
centrifugirana pri 4500 rpm 1 4 °C tijekom 30 minuta.

Kalibracijski 1 QC standardi, slijepi i dvostruko slijepi uzorci svjeze su pripremljeni
koriStenjem slijepe matrice na isti nacin kao i in vivo uzorci. Otopine analita pripremljenih u
DMSO-u dodane su kalibracijskim uzorcima 1 QC-ovima, dok je DMSO bez analita dodan
uzorcima, slijepim i dvostrukim slijepim uzorcima. Nakon centrifugiranja, supernatanti su
pomijesani s vodom (1:2) u LCMS plocici. Kona¢ne razine koncentracije bile su 0,5-5000
ng/mL, a razine koncentracije QC-a pripremljene su kako bi pokrile analiti¢ki raspon.

Uzorci tumorskog tkiva homogenizirani su u 2 volumena vode, koristeci epruvete s kuglicama
i homogenizator Precellys (3 puta pri 6000 rpm tijekom 30 sekundi, s pauzom od 10 sekundi
izmedu). Ciklus homogenizacije proveden je dva puta s pauzom od 10 minuta, drZeci uzorke
na ledu izmedu. Nakon homogenizacije, uzorci su razrijedeni 5 puta u plazmi (1:4 v/v) 1 nakon
toga obradeni su na isti na¢in kao i uzorci plazme.

Ekstrakti uzoraka plazme 1 tkiva razrijedeni su vodom 1:1 (v/v) prije analize, a zatim je
ubrizgano 1 pL ove smjese. Analiza je provedena LC-MS/MS sustavom koriStenjem
kromatografske kolone Acquity UPLC BEH C18 (21 mm x 50 mm x 1,7 pum) (Waters
Corporation, Milford, MA, SAD) na 50 °C instalirane u Shimadzu Nexera tekucinskom
kromatografu (LC) povezanom s AB Sciex Instruments QTRAP 6500 detektorom mase. Ista
LC metoda primijenjena je za oba analita. Ukupni protok bio je 0,500 mL/min. Kao mobilna
faza A koristena je 0,1 % mravlja kiselina i 10 mM amonijev acetat u vodi, a kao mobilna faza
B acetonitril. Gradijent: 0 min 10 % B; 0,90-1,40 min 90 % B; 1,80-2,40 min 10% B.

Koncentracija oba analita izraCunata je koriStenjem omjera povrSine vrha analita/unutarnjeg
standarda za najintenzivniji prijelaz prac¢enja viSestrukih reakcija (MRM) u MS/MS.

3.3.11.  Postupak disocijacije tumorskog tkiva i izolacija stanica za
imunofenotipizaciju

Svaki tumor je ispran u Petrijevoj zdjelici koja je sadrzavala Dulbeccovu fosfatno puferiranu
otopinu soli (DPBS) kako bi se uklonila preostala krv. Tumori su prebaceni u odgovarajucu
gentleMACS C epruvetu koja je sadrzavala 2.5 mL enzimske smjese (liberaza i DNaza I) te su
inkubirani 30 minuta u inkubatoru na 37°C. Nakon toga, 10 uM EDTA je dodano u kona¢noj
koncentraciji u medij za digestiju 1 stanice su inkubirane dodatnih 5 minuta na 37°C. Nakon
inkubacije, gentleMACS C epruvete su postavljene na gentleMACS Octo disocijator te su
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tumori disocirani u suspenziju stanica na programu m_tumor 1.1. Nakon disocijacije, dodano
je 5 mL ledeno hladnog DPBS-a u svaku epruvetu. Stani¢na suspenzija je nanesena na cjedilo
za stanice od 70 um (Falcon, 352350) postavljeno na vrh epruvete Falcon od 50 ml i sakupljena.
Epruveta GentleMACS C je isprana s 10 mL ledeno hladnog DPBS-a i isti volumen je nanesen
na cjedilo za stanice od 70 pm. Stani¢ne suspenzije su centrifugirane pri 300 g tijekom 10
minuta na 4°C.

Nakon odstranjenja supernatanta, stani¢ni talog je resuspendiran u 5 mL 1X pufera za lizu (10X
pufer za lizu crvenih krvnih stanica razrijeden na 1X radnu koncentraciju s deioniziranom
vodom, BioLegend, #420302) i inkubiran na ledu 4 minute uz povremeno protresanje. Reakcija
je zaustavljena dodavanjem 25 mL DPBS. Stanice su centrifugirane 10 minute pri 300 g na
4°C i supernatant je odbacen.

Stani¢ni talog je resuspendiran u 1 mL pufera za bojanje stanica (2 mM EDTA s 2% fetalnog
govedeg seruma, FBS). Dobivena stani¢na suspenzija je propustena kroz cjedilo za stanice od
40 um i stanice su prebrojane na Sysmex XS-500i.

3.3.12.  Protokol bojanja izoliranih stanica iz tkiva tumorskih kenografta za
imunofenotipizaciju stanica tumora proto¢nom citometrijom

Bojanje za analizu protoénom citometrijom provedeno je odmah nakon izolacije stanica. 1x10°
stanica preneseno je po jazici ploCice s 96 jazica 1 U-dnom (BD Biosciences, 357711) u 50 uL
pufera za bojenje stanica, nakon ¢ega je dodano 50 puLL DPBS-a s bojom za mrtve stanice
(Live/Dead yellow Dead Stain Kit, Invitrogen, L34959) razrijedenom 1:1000. Uzorci su
inkubirani na sobnoj temperaturi 20 minuta. Nakon inkubacije, u svaku jazicu dodano je 100
pL pufera za bojenje stanica (2 % FBS fi 2 mM EDTA u DPBS-u) i plocica je centrifugirana
na 500 g tijekom 5 minuta. Nakon odbacivanja supernatanata, dodano je 50 uL otopine
antitijela za blokiranje FcR-a (BD Biosciences, 553142) prethodno razrijedene 1:50 u puferu
za bojenje stanica i inkubirano na sobnoj temperaturi 10 minuta. Bez ispiranja, dodan je koktel
primarno obiljeZenih antitijela za svaku plocu u odgovaraju¢em razrjedenju u puferu za bojenje
stanica (tablica 4). Uzorci su lagano pomijesani viSekanalnom pipetom 1 ostavljeni 30 minuta
na 4°C zasticeni od svjetlosti. Nakon inkubacije, u svaku jazicu dodano je 150 puL pufera za
bojenje stanica, stanice su centrifugirane na 500 g tijekom 5 minuta na 4°C. Supernatant je
uklonjen i korak ispiranja ponovljen je jo§ 2 puta (ukupno 3 ispiranja) s 250 pL pufera za
bojenje stanica. Nakon odbacivanja supernatanata, u svaku jazicu dodano je 250 pL pufera za
bojenje stanica te je 100 pL uzorka analizirano na Attune NxT proto¢nom citometru.
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Tablica 4. Popis biljega analiziranih u tumorskom tkivu sa pripadaju¢im primarnim

protutijelima
Imunofenotipiziranje tumorskih stanica
Biljeg Fluorokrom Proizvodac Volumen u 100 KataloSki Klon
pL broj
MHC Classll eFluor450 Thermo Fisher 1 uL 48-5321-82 | M5/114.15.2
Scientific
CD8a BV510 BioLegend 1.25 pL 100752 53-6.7
F4/80 BVT7I11 BD Biosciences 1 pL 565612 T45-2342
CDl11b FITC BD Biosciences 0.5 uL 553310 M1/70
CD3 PerCP- BioLegend 1.25 pL 100218 17A2
Cys.5
Ly-6C PE Thermo Fisher 1 uL 12-5932-82 HK1.4
Scientific

CD4 PE-CF594 | BD Biosciences 1 uL 562285 RM4-5
CD326 PE eBioscience 0.25 uL 12-9326-42 1B7
(EpCAM)
Ly-6G PE-Cy7 BD Biosciences 1 uL 560601 1A8
CDllIc APC BD Biosciences 1 uL 550261 HL3
CD45R (B220) AF700 eBioscience 1.25 uL 56-0452-82 RA3-6B2
CD45 APC-eF780 eBioscience 1.25 uL 47-0454-82 104
Live/Dead Invitrogen 0.1 uL L34959 na
yellow Dead
Stain Kit

3.3.13.  Protokol zamrzavanja i odmrzavanja stanica izoliranih iz tumora

3.3.13.1. Zamrzavanje stanica
Stanice su centrifugirane 5 minuta pri 300 x g na 4 °C, a stani¢ni talozi su lagano resuspendirani
u mediju za zamrzavanje (10% DMSO + 90% FBS) u koncentraciji od 20x10° stanica/mL,
alikvotirane u krioviale i pohranjene na -150°C do upotrebe.

3.3.13.2. Odmrzavanje stanica
Krioviale su odmrznute kratkom inkubacijom u vodenoj kupelji na 37°C, a 1 mL stani¢ne
suspenzije otpipetirano je u 10 mL RPMI 1640 medija nadopunjenog s 10% FBS-a 1 1% otopine
antibiotika i antimikotika. Stanice su centrifugirane 10 minuta pri 300xg na sobnoj temperaturi.
Supernatanti su uklonjeni, stani¢ni talog resuspendirani u 1 mL DPBS-a i prebrojani na
hematoloskom analizatoru Sysmex XS 500i. Vijabilnost stanica odredena je bojenjem
tripanskim plavilom i automatskim brojanjem stanica Countess II.

3.3.14.  Protokol bojanja izoliranih stanica tumora za analizu Aneksin V 1 Ki-
67 biljega proto¢nom citometrijom

50 uL stani¢ne suspenzije u koncentraciji od 6x10°/mL stavljeno je u plo¢icuu s 96 jazica (300
000 stanica po jazici) s U-dnom (BD Biosciences, 357711), nakon ¢ega je dodano 50 uL boje
za vijabilnost prethodno razrijedene 1:500 u DPBS-u. Uzorci su inkubirani na sobnoj
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temperaturi 20 minuta. U svaku jazicu dodano je 100 puL pufera za bojenje stanica (DPBS + 2
mM EDTA + 2 % FBS) i plocice su centrifugirane na 500xg tijekom 5 minuta. Supernatanti su
odbaceni, a plocice pazljivo protresene.

Nakon uklanjanja supernatanata, dodano je 50 puL otopine antitijela za blokiranje FcR-a (BD
Biosciences, 553142) prethodno razrijedene 1:50 u puferu za bojenje stanica po jazici i
inkubirano na sobnoj temperaturi 10 minuta. Bez ispiranja, dodan je koktel primarno
obiljeZenih antitijela (EpCAM 1 CD45) u odgovaraju¢em razrjedenju u puferu za bojenje
stanica (tablice 5 1 6)). Uzorci su lagano pomijeSani viSekanalnom pipetom i ostavljeni 30
minuta na 4°C zasti¢eni od svjetlosti. Nakon inkubacije, u svaku jazicu dodano je 150 pL
pufera za bojenje stanica, stanice su centrifugirane na 500 g tijekom 5 minuta na 4°C.
Supernatant je uklonjen i korak ispiranja ponovljen je jednom s 250 pL pufera za bojenje
stanica. Nakon posljednjeg ispiranja, uzorci su podijeljeni u 2 skupine: jedna skupina je
obojena aneksinom V i SytoxAAD-om za odredivanje statusa apoptoze i odrzivosti, dok je
druga skupina obojena s Ki67 za odredivanje statusa proliferacije.

Tablica 5. Popis biljega analiziranih za proliferacijski status stanica u tumorskom tkivu

Panel za analizu proliferacijskog statusa stanice
Biljeg Fluorokrom Proizvodac Volumen u 100 pL. Kataloski broj Klon
CD326 (EpCAM) PE eBioscience 0.25 pL 12-9326-42 1B7
Ki-67 APC Miltenyi Biotec 1 L 130-120-416 REA183
CD45 APC-eF780 eBioscience 1.25 ul 47-0454-82 104
ng:gf;jiiell(liw Invitrogen 0.1 pL 134959 na

3.3.14.1. Protokol bojenja Ki-67 izoliranih stanica tumora

Pripremljen je 70%-tni etanol 1 ohladen na -20°C. Stanice su dva puta isprane s DPBS-om,
centrifugirajuci na 350xg tijekom 5 minuta. Supernatant je odbacen i 3 mL hladnog 70%-tnog
etanola je dodano kap po kap u talog stanica uz vrtlozenje. Stanice su vrtloZene jo§ 30 sekundi,
a zatim inkubirane na -20°C tijekom 2 sata. Uzorci su isprani 3X puferom za bojenje stanica.
100 pL razrijedenog Ki-67 antitijela dodano je svakom uzorku i inkubirano na sobnoj
temperaturi u mraku tijekom 30 minuta. Uzorci su isprani dva puta puferom za bojenje stanica,
a zatim resuspendirani u 200 pL pufera za bojenje stanica za proto¢nu citometrijsku analizu.

% Ki67 pozitivnih stanica > 100
*

Ki67 = (
! Ukupan broj analiziranih stanica

3.3.14.2. Protokol bojenja aneksina V
Prije eksperimenta pripremljen je 10x koncentrirani pufer za vezanje aneksina (engl. Annexin
Binding Buffer, ABB) koji se sastoji od 100 mM HEPES, 1400 mM NacCl, 40 mM KCl, 7,6 mM
MgCl, 25 mM CaCl; s pH 7,4. 1X pufer za vezanje aneksina pripremljen je mijeSanjem 1
dijela 10X pufera za vezanje s 9 dijelova destilirane vode.

Stanice su jednom isprane u DPBS-u, a zatim jednom u 1X puferu za vezanje aneksina. Nakon
posljednjeg ispiranja, stanice su resuspendirane u 90 pL 1 X pufera za vezanje aneksina. U svaki
uzorak dodano je 10 uL 20x razrijedenog antitijela aneksina V 1 inkubirano 15 minuta na sobnoj
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temperaturi, zasticeno od svjetlosti. Zatim je dodano 150 puL 1X pufera za vezanje aneksina i
uzorci su centrifugirani pri 500 x g tijekom 5 minuta na sobnoj temperaturi. Supernatant je
odbacen, a stanice su dva puta isprane u 250 uL 1X pufera za vezanje aneksina. Nakon
posljednjeg ispiranja, stanice su resuspendirane u 90 uL 1X pufera za vezanje aneksina, dodano
je 10 uL 100x razrijedene otopine za bojenje vijabilnosti Sytox AAD 1 inkubirano 5 minuta na
sobnoj temperaturi. U svaku jazicu dodano je 150 pL 1X pufera za vezanje aneksina, a uzorci
su analizirani na Attune NxT proto¢nom citometru.

Tablica 6. Popis biljega analiziranih za apoptotski status stanica u tumorskom tkivu

Panel za analizu apoptotskog statusa stanice
Biljeg Fluorokrom Proizvodac Volumen u 100 pL. Kataloski broj Klon
Annexin V AF488 Invitrogen 0.2 uL A13201 M1/70
CD326 (EpCAM) PE eBioscience 0.25 uL 12-9326-42 1B7
CD45 APC-eF780 eBioscience 1.25 uL 47-0454-82 104
SytoxAAD Invitrogen 0.1 uL S10274 na
3.3.15.  Statisticka analiza podataka dobivenih u in vivo pokusu

Rezultati ex vivo analiza statisti¢ki su obradeni Mann-Whitney U-testom kako bi se utvrdilo
postoji li statisti¢ki znacajna razlika izmedu netretiranih 1 tretiranih (s aktivhom molekulom
dobivenom testiranjem in vitro) zivotinja kojima je implementiran inokulum stanica razvijenih
u 2D ili 3D stani¢noj kulturi u infiltraciji odabranih leukocita u tumorsko tkivo, koncentraciji
testirane molekule u plazmi 1 tumoru te postoji li razlika izmedu 2D 1 3D. Razina znacajnosti
bit ¢e p <0.05.

Statisticka analiza i1 graficki prikaz proveo sam koriStenjem GraphPad Prism softvera (verzija
9). Razlike izmedu skupina smatraju se statisti¢ki znacajnima kada je p < 0,05.

3.3.16.  HistopatoloSka analiza tumora iz mi§jih ksenografta

Histolos8ki uzorci tumora fiksirani su po primitku u 10%-tnom formalinu 1 uklopljeni. Uzorci
uklopljeni u parafin su secirani na debljinu od 1 pm i obojeni H&Es. Histopatoloskom
analizom, opisane su citoloSke 1 stromalne znacajke, kao 1 mitoticka aktivnost tumorskog tkiva.

3.3.17.  Imunohistokemijska analiza Ki-67 pozitivnih stanica u preparatima
tumora

IHC je proveden s uzorcima fiksiranim u formalinu i uklopljenim u parafin. Uzorci su
deparafinizirani u ksilenu i silaznom nizu alkohola u vodi, nakon ¢ega je provedena prethodna
obrada histopatoloSkih preparata u puferu na 95°C (PT Link, Dako). Histoloski preparati su
obojeni u automatiziranom sustavu Dako Autostainer Link48 za Ki-67 (Abcam, ab16667).
Sekundarno ze¢je protutijelo s dodatkom normalnog konjskog seruma koristeno je za detekciju
primarnog protutijela (Vector, Horse anti rabbit kit, MP-7401). Vizualizacija pozitivnog
kromogenog signala postignuta je dodavanjem 3,3'-diaminobenzidina (DAB, DAKO, K3468).
Preparati su kontrastirani hemalaum bojom, dehidrirani u uzlaznom nizu alkohola 1 ksilena te
prekriveni pokrovnim stakalcem. Svi histoloski uzorci skenirani su u histoloskom skeneru za
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slajdove (Axioscan.Z1, Zeiss, Njemacka). Analizirana je 1 opisana jacina ekspresije signala i
polozaj proteina u stanici.

3.3.18.  Odredivanjue koncentracije testiranih spojeva u plazmi i tumorskom
tkivu kesnografta LC-MS/MS analizom

Spojevi CR-2 1 LM-1a otopljeni su u DMSO-u u koncentraciji od 1 mg/mL. Otopine za
dodavanje pripremljene su u rasponu koncentracija od 5 do 50 000 ng/mL koriste¢i gore
navedenu otopinu. Kalibracijski i QC standardi pripremljeni su koriStenjem iste osnovne
otopine. Kao metoda ekstrakcije odabrana je metoda taloZenja proteina.

Uzorci plazme in vivo ¢uvani su smrznuti na -20 (ili -80 °C) 1 odmrznuti na dan analize.
Volumen od 20 pL plazme pomijesan je s 20 pL vode i 2 pnLL. DMSO-a kako bi se postigli uzorci
uskladeni s kalibracijskim standardima. Proteini u uzorcima plazme talozeni su koriStenjem
300 pL otopine za taloZenje (acetonitril:metanol 2:1 sa 100 ng/mL diklofenaka kao internog
standarda). Nakon dodavanja svih komponenti, cijela smjesa je dobro promijesana i
centrifugirana pri 4500 rpm 1 4 °C tijekom 30 minuta.

Kalibracijski 1 QC standardi, slijepi i dvostruki slijepi uzorci svjeze su pripremljeni koriStenjem
slijepe matrice na isti nac¢in kao i in vivo uzorci. Otopine analita pripremljenih u DMSO-u
dodane su kalibracijskim uzorcima 1 QC-ima, dok je DMSO bez analita dodan uzorcima,
slijepim 1 dvostrukim slijepim uzorcima. Nakon centrifugiranja, supernatanti su pomijesani s
vodom (1:2) u LCMS ploci. Kona¢ne razine koncentracije bile su 0,5-5000 ng/mL, a razine
QC koncentracije pripremljene su kako bi pokrile analiti¢ki raspon.

Uzorci tumorskog tkiva homogenizirani su u 2 volumena vode, koriste¢i epruvete s kuglicama
1 homogenizator Precellys (3 puta pri 6000 rpm tijekom 30 sekundi, s pauzom od 10 sekundi
izmedu). Ciklus homogenizacije proveden je dva puta s pauzom od 10 minuta, drZeci uzorke
na ledu izmedu. Nakon homogenizacije, uzorci su razrijedeni 5 puta u plazmi (1:4 v/v) i nakon
toga obradeni su na isti nacin kao 1 uzorci plazme.

Ekstrakti uzoraka plazme 1 tkiva razrijedeni su vodom 1:1 (v/v) prije analize, a zatim je
ubrizgano 1 pL ove smjese. Analiza je provedena LC-MS/MS sustavom koriStenjem
kromatografske kolone Acquity UPLC BEH CI8 (21 mm x 50 mm x 1,7 pm) (Waters
Corporation, Milford, MA, SAD) na 50 °C instalirane u Shimadzu Nexera tekucinskom
kromatografu (LC) povezanom s AB Sciex Instruments QTRAP 6500 detektorom mase. Ista
LC metoda primijenjena je za oba analita. Ukupni protok bio je 0,500 mL/min. Kao mobilna
faza A koristena je 0,1 % mravlja kiselina i 10 mM amonijev acetat u vodi, a kao mobilna faza
B acetonitril. Gradijent: 0 min 10 % B; 0,90-1,40 min 90 % B; 1,80-2,40 min 10% B.

Koncentracija oba analita izracunata je koriStenjem omjera povrSine vrha analita/internog
standarda za najintenzivniji prijelaz pracenja visestrukih reakcija (MRM) u MS/MS. MRM
koristen za CR-2 bio je m/z 407,100 — 302,000 Da, za prijelaz LM-1a bio je m/z 277,219 —
220,000 Da, a za interni standard diklofenak bio je m/z 296,000 — 214,100 Da.
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4. REZULTATI

4.1. Validacija metoda testiranja spojeva na stani¢nim kulturma humanog karcinoma
pluc¢a u 3D uvjetima

Validacija metode je dokumentirani proces kojim se dokazuje pouzdanost, toCnost i
reporducibilnost odredene analiticke metode. To je sveobuhvatan postupak koji ukljucuje
testiranje 1 statisticku evaluaciju. Potrebna je pri razvoju novih metoda i/ili prijenosu metoda
na druge mjerne instrumente te laboratorije. Tijekom validacije sustavno se procjenjuju
parametri poput toc¢nosti, preciznosti, specifi¢nosti, granice detekcije, granice kvantifikacije,
linearnosti 1 robusnosti testa (analize). Procjenom navedenih parametara, validacija osigurava
tocne i usporedive podatke.

Testovi za probir aktivnih supstanci ne smiju biti prerobusni (lazno negativni rezultati) a niti
previse propusni (lazno pozitivni rezultati) te je njihova validacija u tom smislu presudna za
uptrebu testa za detekciju aktivnih spojeva u ranoj fazi procesa istrazivanja i razvoja.

Kroz opseznu evaluaciju, validacija rano otkriva slabosti metode ili testa, smanjuju¢i rizik od
pogresaka u reguliranim uvjetima rada. Prihvatljivi postotak lazno pozitivnih rezultata prilikom
validacije teasta za koriStenje u HTS probirima (eng. high throughtput screening) je
maksimalno 10% od ulaznog broja testiranih spojeva (Myler et al., 2022).

Validacija testiranja spojeva u 3D kulturi u HTS probiru obuhvacala je: odredivanje broja
stanica za optimalni rast odreden krivuljom rasta, rast sfere stanica i odredivanje dana pocetka
tretmana sa standardnim spojevima te odredivanje ICso vrijednosti standardnih spojeva u
prethodno odredenim uvjetima.

4.1.1. Odredivanje pocetnog broja stanica po jaZici za dobivanje optimalne
krivulje rasta za pojedine stani¢ne kulture u 3D uvijetima

Validacija testiranja spojeva u 3D uvjetima usporedivana je s testovima u 2D uvjetima stani¢nih
kultura. Za validaciju odredivan je broj stanica po jazici koji daje u vremenskom periodu (5
dana) krivulju rasta sa vidljivim eksponencijalnim rastom (Slika 12). Podatak broja stanica po
jazici 1 vremena formiranja sferi¢nog rasta potreban je zbog odredivanja pocetka tretmana
standardnim spojevima.
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Krivulje rasta 2D stani€nih kultura
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Slika 11. Krivulje rasta stani¢nih linija u 2D stani¢noj kulturi ovisne o pocetnoj koncentraciji
stanica po jazici tijekom 5 dana. Odabrani broj stanica je za sve stani¢ne linije 10 000 po
jazicl.

Rezultati su pokazali da je pocCetni broj stanica dovoljan za eksponencijalan rast za sve stanicne
linije u 2D kulturi 10 000 stanica po jaZici dok je za 3D stani¢ne kulture potrebno 5 000 stanica
po jazici. Krivulje rasta u 2D 1 3 D uvjetima prikazane su na slikama 12 1 13. Kod svih stani¢nh
linija u 3D uvjetima, krivulja rasta pokazala je pad izmedu 3 1 4 dana te ponovni ekspoencijani
rast do 7 dana. Usporedbom sa pracenjem sfericnog rasta stani¢nih linija opti¢kim
mikroskopom (Slika 14-17) pad krivulja rasta poklapa se sa formiranjem sfera koje imaju
manju proliferativiu zonu na povrsini te se broj stanica povecava daljnjim rastom sfere i time
krivulja ponovno pokazuje eksponencijalni rast (6. 1 7. dan).

51



2000000

1500000+
3 1000000
o

500000+

0-

4000000

3000000
3 2000000
o

1000000

Krivulje rasta 3D stani€nih kultura

A549

0-

Dani

NCI-H358

bdorbe

boatoe

500
1000
2500
5000
10000

500
1000
2500
5000
10000

2500000

2000000+
) 1500000+
-

& 1000000+

500000

0-

400001
30000
o)
— 20000+
o

10000+

HCC-827

bhorb e

baoa

500
1000
2500
5000
10000

500
1000
2500
5000
10000

Slika 12. Krivulje rasta stani¢nih linija u 3D stani¢noj kulturi ovisne o pocetnoj koncentraciji
stanica po jazici tijekom 5 dana. Odabrani broj stanica za sve stani¢ne linije je 5 000 stanica
po jazici.

Prikaz formiranja sfere stani¢nih linija u 3D uvjeima

Rast svih stani¢nih linija u 3D uvjetima u pracen je opti€¢kim mikroskopom u kulturi “hanging

drop” (vise¢a kap) na Perfecta 3D plocicama te je formiranje sfera pojedinih stani¢nih kultura
dokumentirano fotografijama prikazanim na slikama 14-17. Stanice su sadene u koncentraciji

od 500 do 10 000 stanica po jazZici 1 pracene 12 dana. Formiranje sfera je trajalo do 4 dana a

nakon toga je uslijedio rast sfere do konacnog volumena. Za odredivanje pocetka tretmana sa
standardnim 1 novim kemijskim spojevima u obzir je uzet izgled 1 veliCina sfere: formirana

stabilna sfera koja se ne raspada prilikom manipulacije sa ploCicom. Za sve stani¢ne linije
odabran je 4. dan od inokulacije stanica za pocetak tretmana standardnim 1 NKE testiranim

spojevima.
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Slika 13. Prikaz formiranja 3D sfera za stani¢nu liniju A549 tijekom 12 dana u 3 razlicite
gustoce stanica pra¢eno optickim mikroskopom (povecanje 5x, Zeiss). Odabrana pocetna
koncentracija stanica za testiranje spojeva je 5000 stanica po jaZici.
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Slika 14. Prikaz formiranja 3D sfera za stani¢nu liniju HCC-827 tijekom 12 danau 3
razli¢ite gustoce stanica prac¢eno optickim mikroskopom (povecanje 5x, Zeiss). Odabrana
pocetna koncentracija stanica za testiranje standardnih je 5000 stanica po jaZici.
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Slika 15. Prikaz formiranja 3D sfera za stani¢nu linijju NCI-H358 tijekom 12 danau 3
razli¢ite gustoce stanica prac¢eno optickim mikroskopom (povecanje 5x, Zeiss). Odabrana
pocetna koncentracija stanica za testiranje spojeva je 5000 stanica po jaZici. Na slici je
vidljivo stagniranje rasta sfere 4.1 5. dana §to se podudara sa dobivenom krivuljom rasta.
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Slika 16. Prikaz formiranja 3D sfera za stani¢nu liniju MRC-5 tijekom 12 dana u 3 razlicite
gustoce stanica pra¢eno optickim mikroskopom (povecanje 5x, Zeiss). Odabrana pocetna
koncentracija stanica za testiranje spojeva je 5000 stanica po jaZici. MRC-5 stani¢na linija je
linija humanih pluénih fibroblasta i nje podloznazna sfericnom rastu u hanging drop kulturi,
te su sfere manje izraZene u usporedbi sa drugim stani¢nim linijama.

4.1.3. Testiranje standardnih spojeva koriStenih u validaciji metoda in vitro u
3 D uvjetima

Kako bih provjerio djelovanje standardnih kemoterapeutika pod uvjetima koje sam odredio
krivuljom rasta i vremenom pocetka tretmana sa testiranim spojevima testirao sam standardne
spojeve u MTS testu citotoksi¢nosti koji daje informacije o broju Zivih stanica (metabolicki
aktivnih stanica). Izradio sam krivulje rasta za svaki pojednini standardni spoj na svim
stani¢nim kulturama u 2D 1 3D uvijetima (Slike 19-21) te izraCunao pripadajuce ICso prema
dobivenim krivuljama (Tablice 7 do 10).

Dobiveni rezultati pokazali su da je koristenje ocitanja plocica 72 sata nakon dodatka spoja
optimalno za testiranje NKE.
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4.1.3.1.  Doksorubicin
Doksorubicin je jedan od najces¢e koriStenih kemoterapijskih lijekova za lijeCenje brojnih
karcinoma. Inducira stani¢nu smrt putem viSestrukih unutarstani¢nih ciljeva: interkalacijom u
DNA te dolazi do pokretanja apoptoze i zaustavljanja stani¢nog ciklusa i prekida popravka
DNA posredovanog topoizomerazom II. Pri tom se stvaraju slobodni radikal te dolazi do
oStecenja stanicne membrane, DNA i proteina (Sritharan & Sivalingam, 2021).

4.1.3.2.  Staurosporin

Staurosporin inhibira enzim protein kinaze putem blokiranja ATP-veznog dZepa protein kinaze,
blokira ekspresije proteina stanicnog ciklusa i zaustavlja stani¢ni ciklus u G2/M fazi, aktivira
kaspazu-3 te inducira apoptozu (Park et al., 2013; Toledo, et al., 2022).

4.1.3.3.  Cisplatina

Cisplatina je kemoterapeutik na bazi platine (kemijska formula cis-[Pt(NH3)2CI2]) koji se
koristi za lije€enje raznih vrsta karcinoma, ukljucujuéi karcinome testisa, jajnika, mjehura,
pluéa i glave/vrata, oSte¢uju¢i DNA stanica karcinoma, zaustavljaju¢i diobu stanica i
uzrokujuéi stani¢nu smrt. Kovalentnim vezanjem platine na purinske baze gvanin i adenin
dovodi do unakrsnih veza unutar i izmedu DNA koje uzrokuju naknadne lomove DNA —
nespecifi€na citotoksi¢nost. Ucinkovita je u ciljanju stanica koje se brzo dijele (Dasari &
Bernard Tchounwou, 2014; Tchounwou et al., 2021).

4.1.3.4.  Vandetanib (Zactima)

Vandetanib je lijek protiv karcinoma koji se koristi za lijeCenje odredenih tumora kao Sto su
tumori Stitnjace 1 karcinomi pluca. Djeluje kao inhibitor kinaze brojnih stani¢nih receptora,
medu kojima selektivno inhibira aktivnost tirozin kinaze receptora 2 faktora rasta vaskularnog
endotela (VEGFR2), ¢ime blokira proliferaciju 1 migraciju endotelnih stanica stimuliranu
VEGF-om 1 smanjuje propusnost tumorskih krvnih zila. Takoder blokira aktivnost tirozin
kinaze receptora epidermalnog faktora rasta (EGFR), receptora tirozin kinaze koji posreduje u
proliferaciji 1 migraciji tumorskih stanica te angiogenezi. Stani¢na linija A549 je rezistentnija
na vandetanib zbog niske izraZajnosti receptora 2 faktora rasta vaskularnog endotela
(VEGFR2) (Belani et al., 2012; Siegfried et al., 2012).
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Slika 17. Test vijabilnosti kontrolnih spojeva u 2D 1 3D uvjetima rasta stanica A549 stani¢ne
linije. Stani¢na linija A549 je rezistentnija (Siegfried JM et al, 2012) na vandetanib zbog
niske izrazajnosti receptora 2 faktora rasta vaskularnog endotela (VEGFR2).
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Tablica 7. ICso vrijednosti kontrolnih spojeva (uM) u testu viabilnosti stanica (MTS) na
A549 stani¢noj kulturi u 2D 13D uvjetima

Test citotoksi¢nosti ICso vrijednosti (uM)

A549 / 1Cs0 (UM)£SD; N=2
Standardni 24 h 48 h 72h
Spojev 2D 3D 2D 3D 2D 3D

Doksorubicin | 1.09+0.01 >100 1.29+0.02 | 6.23+£1.85 | 1.21+0.14 2.42+0.94

Staurosporin | 0.56+0.04 | 0.05+0.02 | 0.81+0.17 | 0.14+0.11 | 0.68+0.00 0.09+0.11
Cisplatina >300 >300 >300 >300 30.81+£0.21 | 19.32+0.13
Vandetanib >25 >50 >25 >50 >25 >50
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Slika 18. Test vijabilnosti kontrolnih spojeva na 2D 1 3D stani¢nim kulturama HCC827
stanicne linije
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Tablica 8. ICso vrijednosti kontrolnih spojeva (uM) u testu viabilnosti stanica (MTS) na
HCC827 stani¢noj kulturi u 2D i 3D uvjetima

Test citotoksicnosti ICsg vrijednosti (LM)
HCC827 / ICso (UM)£SD; N=2
Standardni 24 h 48 h 72 h
spojevi 2D 3D 2D 3D 2D 3D

Doksorubicin >30 >100 1.90+0.37 | 1.27+£0.07 | 0.30+0.36 1.34+0.31
Staurosporin | 8.07+0.01 | 0.01+0.001 | 0.13+0.01 | 0.01£0.001 | 0.044+0.01 | 0.008+0.001

Cisplatina >300 >300 >300 >300 12.9+£0.06 | 64.59+90.80
Vandetanib | 4.13+1.25 >50 2.28+0.22 | 11.09+£3.78 | 5.84+1.66 | 0.02+0.003
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Slika 19. Test vijabilnosti kontrolnih spojeva na 2D i 3D stani¢nim kulturama NCI-H358

stanicne linije
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Tablica 9. ICso vrijednosti kontrolnih spojeva (uM) u testu viabilnosti stanica (MTS) na
NCI-H358 stani¢noj kulturi u 2D I 3D uvjetima

Test citotoksicnosti ICsp vrijednosti (LM)
NCI-H358 / ICs0 (uM)£SD; N=2
Standardni 24 h 48 h 72 h
spojevi 2D 3D 2D 3D 2D 3D

Doksorubicin >30 >100 0.44+0.08 0.54+0.05 0.38+0.01 0.48+0.10
Staurosporin | 0.03+0.0003 >1 0.12+£0.05 | 0.003+0.001 | 0.0015.00 | 0.0003+0.00

Cisplatina >300 61.99+£35.68 >300 84.04+0.81 | 330+51.84 | 64.95+37.16
Vandetanib >25 >50 8.5540.01 6.09+5.43 7.43+0.4 | 0.027+0.003
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Slika 20. Test vijabilnosti kontrolnih spojeva na 2D 1 3D stani¢nim kulturama MRC-5

stanicne linije
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Tablica 10. ICso vrijednosti kontrolnih spojeva (uM) u testu viabilnosti stanica (MTS) na
NCI-H358 stani¢noj kulturi u 2D i 3D uvjetima

Test citotoksicnosti ICsp vrijednosti (LM)
MRC-5 / I1Cs0 (UM)£SD; N=2
Standardni 24 h 48 h 72 h
spojevi 2D 3D 2D 3D 2D 3D
Doksorubicin >30 >100 0.077+£0.02 | 2.31£3.23 0.11£0.002 | 0.31£0.05
Staurosporin | 0.052+0.004 >1 0.027+0.002 | 0.013£0.001 | 0.017+0.002 | 0.007+0.002
Cisplatina >300 >300 >300 >300 25.524+0.48 60.97+1.2
Vandetanib >25 >50 1.08+0.02 2.52+0.12 1.09+0.08 5.77+£3.48

4.14. Parametri kontrole kvalitete (QC) testnih plocica:

Osim navedenih parametara u procesu validacije potrebno je pratiti zadane parametre koji
odreduju kvalitetu provedenog testa. U ovom slu€aju, kontrolni parametri se odreduju za svaku
testiranu pocicu i za HTS uvjete zadani su prema literaturnim podatcima (Zhang J-H et al,

1999)

Kvaliteta testa odreduje se za svaku ploc¢icu izraCunom Z' (Z-faktor) i S:B (engl. signal to
background) parametara. Za pokuse sa stani¢nim linijama, Z' potreban za prihvacanje
rezulatata na testoj plocici kreée se od 0.4 do 1.00. (Bar H et al, 2020). Parametar S:B je odnos
signala pozitivne kontrole i negativne kontrole te je prihvatljiv ve¢i od 2.0. (Azargoshasb S et
al, 2023). Ako plocica ne zadovoljava navedene parametre ona se iskljucuje iz pokusa 1
testiranje spojeva na toj plocici se ponavlja.

U tablici 11 prikazane su vrijednosti navedenih parametara od dva nezavisna pokusa. Kako su
pokusi u 2D uvjetima pokazali da ¢e optimalno vrijeme inkubacije biti vece od 24 sata, u pokus
u 3D uvjetima testirani su spojevi od 48 1 72 sata. Visoke vrijednosti S:B parametra za 3D su
posljedica koristenja testa CellTiter-Glo® kojim se mjeri koncentracija ATP-a (indikator
metabolicke aktivnosti stanica) metodom luminiscencije. Tijekom testiranja stadardnih
spojeva kao 1 NKE vrijednosti kontrole kvalitete testa bile su u dozvoljenim navedenim
rasponima.
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Tablica 11. Vrijednosti parametara kontrole testnih plocica za pojedine stani¢ne linije
tretirane standardnim spojevima u 2D i 3 D uvjetima

|| AS49 | HCC827 | NCIH35 | MRCS
2D 3D 2D 3D 2D 3D 2D 3D

24 h 0,92 0,87 0,82 0,75
Z 48h 088 0,73 0,85 0,7 084 082 08 0,38
72h 08 091 08 048 08 053 08 041

24h 20,15 7,37 7,53 8,80
S:B  48h 2021 137 8,0 287 9,65 137 11,14 103

72h 192 165 10,63 165 12,88 163 12,25 121

4.2. Odredivanje ICso vrijednosti za pojedine NKE i kontrolne spojeve u testu
proliferacije i vijabilnosti stanica

Testirao sam NKE spojeve 5 razlicitih kemijskih serija (amidini, furani, akrilonitrili, kumarini
1 citozinski derivati supstituirani triazolom) u MTS testu citotoksi¢nosti i1 u BrdU testu
proliferacije. MTS test nam daje informacije o broju zivih stanica, u ovom slu¢aju metabolicki
aktivnih stanica, dok BrdU proliferacijski test daje mjeru stani¢ne populacije u fazi aktivne
diobe.

Kako bih izbjegao da neke aktivne spojeve odbacim u ranoj fazi probira testirao sam spojeve
u 2D 1 3D uvjetima. Za 2D test koristio sam klasi¢ni dvodimenzionalni in vitro test (Mosmann
T, 1983), a kao 3D test koristio sam test proliferacije stanica vise¢om kapljicom. (Brajsa et al,
2016. jos ref)

Spojevi visoke aktivnosti (ref)smatraju se oni kojiima je ICso u rasponu od 0.1 uM do 10 uM;
umjerenom aktivnosti u rasponu od 10 pM — 50 uM te slaboaktivni u rasponu od 51 uM — 100
uM.

4.2.1. Amidini

Novo sintetizirani amidin supstituirani derivat benzimidazola/benzotiazola 5a-51 1 6a-6g
testirao sam na tri stanicne linije humanog karcinoma pluc¢a: A549, HCC827 i NCI-H358.
Standardni spojevi u testu su bili doksorubicin, staurosporin i vandetanib. Antiproliferativna
(citotoksi¢na) aktivnost za svaki spoj prikazana je kao ICso vrijednost izraCunata pomocu
programa GraphPadPrism (La Jolla, CA), v. 5.03., i izrazena je kao srednja vrijednosti iz tri
neovisne krivulje rasta ovisne o dozi. Dobivene inhibitorne koncentracije ICso u 2D 1 3D
uvjetima prikazane su za svaku stani¢nu liniju u Tablici 12-17).
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Kao $to je prikazano u Tablici 12, nekoliko spojeva, uglavnom derivati benzotiazola (5c—e, 5
g, 5 h) i jedan derivat benzimidazola, 6a (LM-1a), pokazali su citotoksi¢nu aktivnost u 2D kao
1u 3D testovima na sve tri tumorske stani¢ne linije. Derivati benzotiazola 5¢ 1 5d pokazali su
istu ili nesto nizu aktivnost u 2D MTS testu u usporedbi s 3D testom. Aktivnost derivata
benzotiazola Se, 5 g, 5 h takoder je bila ista ili niza u 2D formatu u usporedbi s ICso
vrijednostima na 3D formatu testa, s izuzetkom stani¢ne linije A549 (Tablica 12) gdje su
spojevi pokazali vecu aktivnost u 3D formatu. U proliferativnom (BrdU) testu, aktivnost
derivata benzotiazola 5d, Se, 5g bila je ista ili niza u 2D u usporedbi s 3D (Tablica 13), dok su
5c 1 5h pokazali isti obrazac aktivnosti kao 1 prethodni spojevi, s izuzetkom stani¢nih linija
A549 1 NCI-H358 gdje je aktivnost bila suprotna: visa u 3D formatu testa.

Najpotentniji spoj bio je derivat benzimidazola 6a (LM-1a) supstituiran fenilnim prstenom na
poloZaju 2 s najnizim ICso vrijednostima u oba testa, MTS i BrdU, te u formatu testa, 2D 1 3D.

Ostali testirani spojevi pokazali su vrlo nisku aktivnost ili uopée nisu bili aktivni. Svi aktivni
spojevi (5c—e, 5 g, 5 h i 6a) pokazali su snaznu aktivnost u BrdU testu na stani¢noj liniji NCI-
H358, u usporedbi s MTS testom za istu stani¢nu liniju, Sto znaci da spojevi imaju obecavajuci
antiproliferativni uc¢inak s nizim citotoksi¢nim u¢inkom. Kao §to sam prethodno opisao, stanice
uzgojene u 3D uvjetima odrzavaju svoj prirodni 3D fizicki oblik, jer se Zive stanice u fazi
proliferacije uglavnom nalaze na vanjskom sloju sfere 1 viSe su izlozene mediju.
Pretpostavljam da su niske vrijednosti ICso u 3D testovima za neke aktivne spojeve posljedica
izlozenijeg vanjskog sloja proliferativnih stanica na sferoidima. Ipak, brzina proliferacije
stanica u sferoidima ovisi o tipovima stanica, broju stanica u inokulumu, uvjetima u kojima se
stanice uzgajaju, ali prije svega o osjetljivosti stanicne linije 1 podloznosti antitumorskim
lijekovima.

Poznato je da je stani¢na linija A549 manje osjetljiva u usporedbi s druge dvije stanicne linije
1 stoga su vrijednosti 1Cso vece (Siegfried JM et al, 2012). U usporedbi sa standardnim
lijekovima, svi derivati bili su znac¢ajno manje aktivni osim nekoliko spojeva (5c—e, 5 g, 5Sh i
6a) koji su bili aktivniji na stani¢noj liniji A549 u usporedbi s vandetanibom jer je A549
stani¢na manje osjetljiva na vandetanib. Sto se tiGe dobivenih rezultata proliferacijske
aktivnosti (Tablica 13), dobiveni su sli¢ni rezultati, s tim da su spojevi 5c—e, 5 g, 5 hi 6a (LM-
la) najaktivniji (Racané et al, 2021a).

Tablica 12. ICso vrijednosti (uM) za test citotoksi¢nosti u 2D 1 3D uvijetima na stanicnim
kulturama za NKE amidinske serije i standardne spojeve (*kasnije u tekstu Lm-1a)

Test citotoksi¢nosti ICsg vrijednosti (LM)
Stani¢na 1Cso (MM)+SD; N=2
linija / A549 HCC827 NCI-H358 MRC-5

Spojevi 2D 3D 2D 3D 2D 3D 2D 3D
5a >50 >100 >50 >100 >50 >100 >50 >100
5b >50 60+1.44 >50 >100 >50 >100 >50 >100
5¢c 34+8.65 | 16+0.65 7+0.45 12+0.16 23+0.79 | 34+0.70 7+0.50 4+3.75
5d >50 16£1.3 14+2.09 >100 20+2.53 | 40+4.89 7+£0.12 4+0.73
5e 36+6.37 | 23+6.24 7+0.12 22+9.45 16+£0.98 | 34+0.16 7+0.10 5+£2.44
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5f >50 >100 >50 >100 >50 >100 >50 >100
50 41+0.54 | 15+£1.35 | 19+2.21 17+0.93 26+0.30 | 31+0.05 8+0.14 4+0.24
5h 384+3.68 | 14+0.38 6+0.05 12+0.26 10+1.00 | 31+0.33 6+0.24 24+0.58

5i >50 >100 >50 >100 >50 >100 >50 >100
6a* 15£1.70 | 13+1.46 6+0.5 9+3.05 13+0.28 | 17+1.94 3+0.45 13+2.06

6b >50 >100 >50 >100 >50 >100 >50 >100

6c >50 >100 >50 >100 >50 >100 >50 >100

6d >50 >100 >50 >100 >50 >100 >50 >100

6e >50 >100 >50 >100 >50 >100 >50 >100

6f >50 >100 >50 >100 >50 >100 >50 >100

69 >50 >100 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Doksorubicin 2+0.23 5+0.26 0.39+0.05 | 0.78+0.08 | 0.76+0.01 | 1.17+0.09 | 0.11£0.01 | 0.7+0.19
Staurosporin 1+0.07 0.16+0.11 | 0.15+0.01 | 0.023+0.003 | 0.01+£0.00 | <0.0046 | 0.15+£0.02 | 0.12+0.0

Vandetanib >25 >50 0.81+0.05 2+0.11 13.8344.1 3+0.85 >25 >50

Tablica 13. ICso vrijednosti (uM) za test proliferacije na 2D i 3D stani¢nim kulturama za
NKE amidinske serije i standardne spojeve

Test proliferacije I1Csp vrijednosti (uM)
Stani¢na 1Cso (WM)+SD; N=2
linija / A549 HCC827 NCI-H358 MRC-5
Spojevi 2D 3D 2D 3D 2D 3D 2D 3D

5a >50 >100 >50 >100 >50 >100 >50
5b >50 87+0.11 >50 >100 >50 >100 24+0.62
5¢c 48+0.73 13+0.78 15+£2.18 21+1.41 16+4.14 5.00 12+3.42
5d 1 16+£1.30 11+0.17 32+11.68 9+0.31 13+1.65 3+0.09
5e 16+0.39 23+6.24 10£1.21 24+7.63 9+0.65 16£11.63 4+0.36
5f >50 >100 >50 >100 >50 >100 >50
5¢ 7+2-31 14£3.07 | 18+0.76 17+0.93 13+0.45 7+£2.02 2+0.13
5h 10£0.78 14+0.06 9+0.83 12+0.26 7+0.07 1+0.36 4+0.35
5i >50 >100 >50 >100 >50 >100 >50
6a 11+£5.56 12+0.28 7+0.35 12+0.25 7+0.3 4+0.25 8+0.16
6b >50 >100 >50 >100 >50 >100 18+3.31
6C >50 >100 >50 >100 >50 12.00 10+1.44
6d >50 >100 >50 >100 >50 >100 15+9.79
6e >50 >100 >50 >100 >50 >100 >50
6f >50 >100 >50 >100 >50 >100 >50
69 >50 >100 >50 >100 >50 >100 >50

Doksorubicin | 0.06+0.01 | 0.39+0.02 | 0.02+0.00 1.03+£0.71 0.04+0.00 0.39+0.06 0'0006]%0'0

Staurosporin | 0.23+0.05 | 0.16£0.06 | 0.06+£0.01 | 0.04£0.01 | 0.15£0.02 | 0.16+0.11 0'0881:0'0

Vandetanib >50 1.25+2.82 | 2.82+1.98 0.87+1.15 1+0.28 1+1.16 3+0.29

Navedeni rezultati objavljeni su u Journal of enzyme inhibition and medicinal chemistry:
Racané ef al, 2021a. Preclinical in vitro screening of newly synthesised amidino substituted
benzimidazoles and benzothiazoles.
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4.2.2. Furani

Novosintetizirane benzimidazole i1 furane supstituirane derivatima benzotiazola 4 — 22 testirao
sam na 2D i 3D testovima stani¢ne kulture in vitro na tri stani¢ne linije humanog karcinoma
pluca A549, HCC827 i NCI-H358 u testovima na antiproliferativnu aktivnost. Kao standardne
spojeve koristio sam doksorubicin, staurosporin 1 vandetanib.

Dobivene ICso vrijednosti testiranih spojeva, kao i za standardne spojeve u 2D i 3D uvjetima
stani¢nih kultura u MTS testu citotoksi¢nosti prikazane su u Tablici 14. Kao $to je prikazano u
Tablici 14, nitro supstituirani spoj 5 (u daljnjem tekstu CR-2) koji nosi izopropil amidinsku
skupinu pokazao je visoku citotoksi¢nu aktivnost u 2D testu na stani¢nim linijama A549 1 NCI-
H358 te umjerenu na HCC827. Osim toga, spoj CR-2 ima umjerenu citotoksi¢nu aktivnost na
zdrave pluéne fibroblaste MRC-5, §to je obecavajuce 1 moze biti dobar pocetak za daljnju
optimizaciju molekule. Spoj 6 s imidazolinilnom skupinom pokazao je visoki potencijal
citotoksi¢ne aktivnosti u 2D 1 3D uvijetima testiranja. Ovaj spoj je takoder djelovao na stani¢nu
linjju MRC-5 u 2D uvjetima. Spoj 8 pokazao je sli€nu aktivnost na stani¢nim linijjama
karcinoma pluc¢a u 2D uvjetima dok je izrazeniju aktivnost pokazao na stani¢noj liniji A549 u
3D uvjetima u usporedbi s druge dvije stani¢ne linije HCC827 1 NCI-H358. Aktivnost kloro
supstituiranog spoja 8 bila je znacajno visa u 2D uvjetima na dvije stani¢ne linije HCC827 i
NCI-H358 u usporedbi s aktivnoséu u 3D uvjetima. Isti obrazac aktivnosti pokazali su i imid-
azolinilom supstituirani spojevi 91 15 (visoka aktivnost u 2D uvjetima i srednja aktivnost u 3D
uvjetima). Razlog veée aktivnoste spojeva u 2D uvjetima u odnosu na 3D uvjete je vjerojatno
nemogucnost djelovanja spoja na prodiranje u stani¢nu sferu. Spoj 20 nije bio aktivan na A549
1 pokazao je vrlo nisku aktivnost na drugim stani¢nim linijjama, osim na HCC827 u 3D formatu
ispitivanja (9,48 = 1,15 pM). Spojevi 8 1 9 pokazali su slicnu aktivnost na MRC-5, kao i na
preostale 3 stani¢ne linije, dok je spoj 15 bio neaktivan na MRC ali je pokazao aktivnost u
stani¢nim linijama karcinoma A549, HCC827 1 NCI-H358 samo pri najvisoj testiranoj dozi.
Dodatno, osim spoja 15 koji je pokazao vrlo nisku aktivnost na svim stani¢nim linijama i u oba
testirana formata, svi ostali testirani spojevi nisu pokazali aktivnost u testu citotoksi¢nosti.

Navedeni spojevi furanske serije neselektivno su aktivni prema svim testiranim stani¢nim
linijama. Osim toga, u tablicama su prikazane i ICso vrijednosti kontrolnih standardnih spojeva
(doksorubicin, staurosporin i1 vandetanib) koje su pokazale istu neselektivnu aktivnost protiv
stani¢nih linija karcinoma pluc¢a na kojima su testirani. lako u tako ranoj fazi probira aktivnih
spojeva ovo nije iskljucujuéi faktor za daljnje profiliranje klasi¢nih kemoterapeutskih spojeva,
treba imati na umu da moZe utjecati na daljnji razvoj spojeva povezanih s akutnom i kroni¢nom
toksi¢nosc¢u u smislu ograni¢avanja doze 1 ne dosizanja ocekivanog ucinka
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Tablica 14. ICso vrijednosti (uM) za test citotoksi¢nosti na 2D i 3D stani¢nim kulturama za

NKE furanske serije i standardne spojeve (*kasnije u tekstu CR-2)

Test citotoksi¢nosti |Cso vrijednosti (uM)
St_ar}_iéna I1Cs0 (uM)£SD; N=2
S')L“(:j: ¢ AB49 HCC827 NCI-H358
2D 3D 2D 3D 2D 3D

4 >50 >100 >50 >100 >50 >50
5* 8.76£1.69 26.44+13.37 19.33+1.72 43.59+6.45 9.97+0.59 14.80+0.57
6 2.12+0.21 4.01+0.95 5.13+0.97 7.024£3.25 0.85+0.05 1.73+0.01
7 >50 >100 >50 >100 >50 >100
8 6.74+0.19 9.31+0.78 6.26+0.33 20.46+8.63 6.48+0.11 16.00+9.38
9 4.39+0.79 16.81+2.61 5.94+0.58 19.99+7.92 4.48+0.30 15.49+0.07
10 >50 >100 >50 >100 >50 >100
11 >50 >100 >50 >100 >50 >100
12 >50 >100 >50 >100 >50 >100
13 >50 >100 >50 >100 >50 >100
14 >50 >100 >50 >100 31.07+0.67 >100
15 24.29+0.40 55.84+8.29 22.70+0.04 65.424+5.04 19.39+0.57 81.62+7.71
17 >50 >100 >50 >100 3.50+1.14 >100
18 >50 >100 >50 >100 3.5840.95 >100
19 >50 >100 >50 >100 >50 >100
20 >50 >100 >50 >100 >50 >100
21 >50 >100 >50 >100 >50 >100
22 >50 >100 43.53+8.17 9.48+1.15 31.08+4.42 >100

Doxorubicin 1.31£0.11 5.86£1.10 0.32+0.03 1.47+0.12 0.15+0.06 0.99+0.15

Staurosporin | 0.047+0.007 0.095+0.01 0.033+£0.002 | 0.002+0.0001 | 0.041£0.007 | 0.002+0.001

Vandetanib >25 >50 0.58+0.03 0.16+£0.04 3.12+35.99 0.38+0.20

Usporedujuci aktivnost spojeva u antiproliferativnom testu prikazanih u Tablici 15 s aktivnos$éu
spojeva u testu citotoksicnosti (Tablica 14), moze se zakljuciti da su svi spojevi, osim spoja 15,
takoder pokazali antiproliferativnu aktivnost. Najaktivniji spoj 6 u testu citotksicnosti takoder
je pokazao najizrazeniju antiproliferativnu aktivnost osim na stani¢noj liniji HCC827 u 2D
uvjetima kod kojeg je antiproliferativna aktivnost bila umjerena.

Spoj 8 pokazao je visoku aktivnost na A549 1 NCI-358 u 2D uvjetima testiranja, ali je pokazao
umjerenu aktivnost u 3D uvjetima testiranja. Osim toga antiproliferativna aktivnost bila je
umjerena na stanicnij liniji HCC827 u obje vrste uvjeta testiranja. Spojevi 5 1 9 pokazali su isti
raspon 1 obrazac aktivnosti kao u testu citotksic¢nosti (veca aktivnost u 2D u usporedbi s 3D
uvjetima) s izuzetkom NCI-H358 u 3D formatu testa, u kojem je 9 pokazao promjenu aktivnosti
od umjerene aktivnosti u testu citotoksi¢nosti do visoke aktivnosti u testu proliferacije. Spoj
22 nije bio aktivan na A549 u 2D uvjetima dok je pokazao je umjerenu aktivnost na drugim
stanicnim linijama 1 visoku aktivnost na HCC827 u 3D uvjetima testa kao 1 u testu
citotoksi¢nosti. Zanimljivo je da, osim spoja 15, koji je pokazao vrlo nisku aktivnost na svim
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stani¢nim linijama u 2D 1 3D uvjetima i nije bio aktivan u proliferativnom testu osim na NCI-
H358, spojevi 13 i1 14, dodatno su pokazali nisku antiproliferativnu aktivnost u stani¢noj liniji
NCI-H358 u 2D uvjetima. Svi ostali testirani spojevi nisu pokazali aktivnost u testu
proliferacije.

Navedeni rezultati objavljeni su u Molecules: Racané et al, 2021. Biological Activity of
Newly Synthesized Benzimidazole and Benzothizole 2,5-Disubstituted Furane Derivatives

Tablica 15. ICso vrijednosti (uM) za test prolifercije na 2D i 3D stani¢nim kulturama za NKE
furanske serije i standardne spojeve

Test proliferacije 1Cso vrijednosti (uM)

Stani¢na |Cs0 (uM)ESD; N=2
linija / A549 HCC827 NCI-H358
Spojevi 2D 3D 2D 3D 2D 3D

4 >50 >100 >50 >100 >50 >100
5* 4.76£1.03 65.93+3.66 13.66+3.13 14.69+13.36 3.56£0.18 14.29+0.84
2.27+0.13 5.52+0.10 16.69+9.39 7.63£5.00 1.10+0.001 2.36+1.17

>50 >100 >50 >100 >50 >100
8.78+3.62 19.94+2.19 13.48+0.81 17.75+4.24 6.68+0.15 11.27+0.49
9 9.97+5.37 17.01£3.53 8.69+2.79 20.28+13.87 5.57+0.81 6.39+3.29

10 >50 >100 >50 >100 >50 >100

11 >50 >100 >50 >100 >50 >100

12 >50 >100 >50 16.85+8.33 >50 >100

13 22.73+0.54 >100 >50 >100 15.67+0.86 >100

14 >50 >100 >50 >100 20.20+0.71 >100

15 >50 >100 >50 >100 20.08+2.82 >100

17 >50 >100 >50 >100 >50 >100

18 >50 >100 >50 >100 >50 >100

19 >50 >100 >50 >100 >50 >100

20 >50 >100 >50 >100 >50 >100

21 >50 >100 >50 >100 >50 >100

22 43.86+£54.27 >100 >50 >100 14.36+6.46 >100
Doxorubicin 0.13+0.01 0.48+0.03 0.25+0.28 1.89+2.30 0.07+0.04 2.30+1.91
Staurosporin | 0.047+0.007 0.095+£0.01 | 0.0005+0.0001 | 0.003+£0.002 | 0.0005+0.00003 0.02+0.01
Vandetanib >25 >50 0.20+0.11 0.08+0.02 >25 0.38+0.17
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4.2.3. NKE iz serije akrilonitrila, kumarina i cisteinskih derivata

Spojevi iz serije akrilonitrila, kumarina i cisteinskih derivata nisu pokazali znacajniju aktivnost.
Rezultati spojeva i pripadajucih kontrolnih spojeva prikazani su u obliku tablica u Privitak 1.

Od ukupno 21 testiranog spoja iz serije akrilonitrila, jedan spoj, PC-5, pokazao je vrlo slabu
aktivnost na svim stani¢nim linijama u 2D i 3D uvjetima testiranja (Tablice 21.122.).

1z serije kumarina, od ukupno 17 testiranih spojeva, tri spoja su pokazala umjerenu akrtivnost
u oba testa ve¢inom u 2D uvjetima (Tablice 23. 1 24.) dok iz skupine MOR spojeva ni jedan od
13 testiranih spojeva nije pokazao aktivnost (Tablice 25. 1 26.).

Od testiranih spojeva iz 5 serija za daljnje profiliranje fokusirao sam se na spojeve iz serije
amidina i furana.

4.3. Mogu¢i mehnizam djelovanja najaktivnijih spojeva iz amidinske serije metodom
proto¢ne citometrije

Medu svim poznatim duSikovim heterociklima, benzimidazolni i benzotiazolni dijelovi
prepoznati su kao vazni i dobro poznati sastojci bioloski vaznih molekula u medicinskoj i
farmaceutskoj kemiji. Osim antimikrobnih, antivirusnih, protuupalnih, antihistaminskih te
antioksidativnih, medu njihovim svestranim farmakoloSkim svojstvima bitna su i antitumorska
svojstva (Irfan et al., 2020; Racané, Rep, et al., 2021). Jedna od najces¢e koriStenih klasa
kemoterapijskih sredstava u medicinskoj kemiji 1 dalje su molekule koje interagiraju s
DNA/RNA. U takvu skupinu molekula spadaju i NKE iz skupina amidina i furana koje sam
koristio u ovom radu.

Iz tog razloga je odabran doksorubicin kao standardni kontrolni spoj u 2D 1 3D testovima.
Doksorubicin je snazan antraciklinski kemoterapijski lijek koji djeluje prvenstveno
interkalacijom u DNK 1 inhibicijom topoizomeraze II, sprje€avajuci replikaciju i transkripciju
DNA. Uzrokuje oSte¢enje DNA, potice proizvodnju slobodnih radikala §to dovodi do
oksidativnog stresa i pokrece apoptozu (stani¢nu smrt) u brzo dijele¢im stanicama raka (Thorn
et al., 2011). Spojevi iz amidinske 1 furanske serije trebali bi imati slicno djelovanje te sam
njihov moguc¢i nacin djelovanja istrazio pra¢enjem apoptoze u tretiranim stanicama.

4.3.1. Test aneksina V - apoptoticke promjene u plazmatskoj membrani

U fizioloSkim uvjetima, kolinski fosfolipidi (fosfatidilkolin, sfingomijelin) izloZeni su na
vanjskom dijelu stanicne membrane, dok su aminofosfolipidi (fosfatidilserin,
fosfatidiletanolamin) isklju¢ivo smjeSteni na citoplazmatskoj povrsini lipidnog dvosloja. Ova
asimetrija se poremecuje tijekom apoptoze kada se fosfatidilserin izlozi na izvanstanicnoj strani
membrane (Wlodkowic et al., 2009). Fosfatidilserin se detektira antikoagulantnim proteinom
Aneksinom V (oznacenim fluorokromom) koji se reverzibilno veZe za ostatke fosfatidilserina
na izvanstani¢noj strani membrane.

Mehanizam djelovanja vec¢ine aktivnih spojeva u antiproliferativnom testu, testirani su derivati
benzotiazola 5c, 5d, 5e, 5g, Sh i jedan derivat benzimidazola 6a. Kao §to je prikazano na slici
22, svi aktivni spojevi imaju sli¢an nacin djelovanja na stani¢nu liniju A549 kao standardni
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spoj doksorubicin. Ovi rezultati su u skladu s predlozenom kemijskom strukturom novih
amidino supstituiranih derivata benzimidazola/benzotiazola koji sugeriraju mogucéu
interkalaciju u DNA zbog strukturne sli¢nosti benzimidazolskog skeleta s prirodno prisutnim
purinima (Racané et al., 2014; Racané, Rep, et al., 2021). Sli¢ni rezultati dobiveni su i za druge
testirane stani¢ne linije (nisu prikazani).

.Y

‘N Doxorubicin LA

SytoxAAD

Annexin V AF488 ’

Slika 21. Bojenje aneksinom V za mjerenje apoptoze. Stanice A549 tretirane su aktivnim
spojevima (6a, 5c, 5d, Se, 5g 1 5h) ili standardnim spojevima (doksorubicin i staurosporin) pri
odredenoj vrijednosti IC50 tijekom 36 sati kako bi se inducirala apoptoza u 2D stani¢noj
kulturi (V — vijabilne stanice, A — apoptoticke, LA — kasno apoptoticke, N — nekroti¢ne).
(pruezeto iz Racané et al, 2021.a)

4.4. Analiza aktivnih 1 odabranih neaktivnih spojeva na testovima in vitro za odredivanje
farmakokinetickih svojstava

Analizom dobivenih rezultata, fokusirao sam se na daljnje profiliranje spojeva iz dviju serija
sa najve¢im brojem aktivnih spojeva: amidini 1 furani. Da bih utvrdio je li aktivnost spojeva
posljedica boljih farmakokinetskih parametara, testirao sam aktivne i neaktivne spojeve iz
navedenih serija: 6 aktivnih i 7 neaktivnih iz serije amidina te 4 aktivna i 1 neaktivni iz skupine
furana na panelu za odredivanje farmakokinetickih parametara in vitro. Odabrani spojevi i
njihova aktivnost prikazani su u tablici 16.

Tablica 16. Odabrani spojevi za farmakokinetsko profiliranje in vitro prema njihovim
aktivnostima na testu citotoksi¢nosti u 2D i 3D uvjetima na stani¢nim kulturama humanog
karcinoma pluca

Test citotoksic¢nosti ICsp vrijednosti (M)
Stani¢na I1Cs0 (uM)+SD; N=2
linija / A549 HCC827 NCI-H358
Spojevi
2D 3D 2D 3D 2D 3D
5¢c 34+8.65 16+0.65 7+0.45 12+0.16 23+0.79 34+0.70
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5d >50 16213 14+2.09 >100 204253 | 40+4.89
Aktivni 5e 365637 | 234624 740.12 22+9.45 16£0.98 | 34+0.16
Spojevi 59 41+0.54 15+1.35 19+2.21 17+0.93 26+0.30 31+0.05
arTf;i?zke 5h 3843.68 | 144038 6+0.05 1240.26 10£1.00 | 314033
6a 1(I;)M' 15+1.70 13+1.46 6+0.5 9+3.05 13+0.28 17+£1.94
5b >50 60+1.44 >50 >100 >50 >100
6b >50 >100 >50 >100 >50 >100
Neaktivni 6c >50 >100 >50 >100 >50 >100
. ;ﬁg‘lﬁ‘s’l'(e 6d >50 >100 >50 >100 >50 >100
serije 6e >50 >100 >50 >100 >50 >100
of >50 >100 >50 >100 >50 >100
69 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Adtivn |5 (CR2) | 8.76+1.69 | 2644+13.37 | 1933+1.72 | 43594645 | 9.97+0.59 | 14.80£0.57
spojevi 6 2124021 | 4.01£0.95 | 5.1340.97 | 7.02£3.25 | 0.85£0.05 | 1.73+0.01
furanske 8 6.74£0.19 | 9.31£0.78 | 6.26+0.33 | 20.46+8.63 | 6.48+0.11 | 16.00+9.38
serije 9 4394079 | 16.8142.61 | 594058 | 19.99+7.92 | 4.4840.30 | 15.49+£0.07
Neaktivni
fufg’r?;ke 10 >50 >100 >50 >100 >50 >100
serije

Navedeni spojevi profilirani su na farmakokinetskom panelu in vitro koji se sastoji od
slijedecih testova: odredivanje kineticke topljivosti, lipofilnosti (logD), metabolicka stabilnost
u mi§jim 1 humanim mikrosomima, vezanje za misje 1 humane proteine plazme (PPB), te
permeabilnost kroz staniénu membranu (MDCKII-MDR). Dobiveni rezultati prikazani su u
tablicama 17, 18 1 19).

44.1.

Vecina spojeva amidinske serije pokazala je dobru (>100 uM) ili umjerenu topljivost (30-100
uM), s izuzetkom slabo topljivih (10-30 uM) spojeva (5h, 6d 1 6¢), dok su furani pokazali vrlo
slabu topljivost (3 do 10 uM) sa iznimkom spoja 9.

Kineticka topljivost

4.4.2.

Vecina aktivnih 1 neaktivnih spojeva amidinske serije ima vrijednosti chromlogD7.4 u rasponu

Kromatografska studija lipofilnosti

od 1-3 $to pokazuje optimalnu lipofilnost. Iznimka su aktivni spojevi Sc, Se 1 Sh te slabo lipofini
6a/LM-1a. Svi spojevi iz furanske serije pokazali su jaku lipofilnost (>3).

4.4.3.

Svi aktivni 1 nekativni spojevi iz amidinske serije imaju niski klirens, osim LM-1a koji ima

Metabolicka stabilnost u mikrosomima jetre

umjereni klirens, dok su spojevi iz serije furana pokazali niski klirens osim neaktivnog spoja
(10).
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Tablica 17. Prikaz rezultata za in vitro ADME svojstva aktivnih spojeva iz amidinske serije

5¢ 5d 5e 59 5h 6a/LM-1a
Raspon kineticke
topljivosti nakon 2h (M) >100 30-100 30-100 30-100 10-30 >100
Chrom logD 331 2.87 3.19 271 331 0.92
Mikrosomi (1uM)
Predvidanje za in vivo hep
CL expressed (%LBF)
Mis <30 <30 63 <30 <30 41
Covijek <30 <30 <30 <30 <30 56
PPB
% vezanih (oporavak)
Mi§ 97.5 (86) 96.0 (82) 98.7 (82) 96.0 (85) 97.3 (85) 62.9 (79)
Covijek 97.0 (89) 94.7 (76) 97.9 (79) 95.1 (94) 97.6 (80) 59.7 (75)
Sabilnost u plazmi (%
remaining nakon 4h)
Mis 94 85 77 81 85 79
Covjek 83 81 82 86 74 73
MDCKII-MDR1
E:;’;’((BA‘ZZAB))" <01->66 | <01->65 | <0.1->20 | <0.1->39 | <01->07 | 04->07
Efflux ratio 215->58 15.8->5.6 76->18 16.5->5.7 7.7->18 1.4->09
>200->0.9 | >158->09 | >78->1.0 >17 ->2.0 >77->35 3.7->15
(w/o->w/
P-gp inhibitor)

4.4.4.

Vezanje za proteine plazme 1 stabilnost u humanoj i mi§joj plazmi

Testirani spojevi pokazuju razli€it raspon vezanja za proteine humane i1 mi§je plazme.
Opcenito, nize vezanje opaZeno je u skupini neaktivnih spojeva, s izuzetkom 6g, a aktivni
spojevi iz iste skupine pokazali su jaCe vezanje za proteine plazme. Spojevi iz skupine furana
pokazali su visoki postotak vezanja za proteine plazme (>98%).

4.4.5.

Svi testirani spojevi stabilni su i u humanoj 1 u misjoj plazmi (>70% nakon 4 sata inkubacije),

Stabilnost u mi§joj i humanoj plazmi

osim neaktivnog spoja iz furanske serije (39% 1 50%).
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Tablica 18. Prikaz rezultata za in vitro ADME svojstva neaktivnih spojeva iz amidinske serije

5b 6b 6¢ 6d 6e 6f 69

Raspon kineticke

topljivosti nakon 2h (uM >100 >100 >100 10-30 10-30 30-100 30-100

Chrom logD 2.18 1.17 2.60 2.43 1.38 2.18 3.27

Mikrosomi (1pM)
Predvidanje za in vivo hep
CL expressed (%LBF)

Mis <30 <30 <30 71 78 77 31
Coviek <30 <30 <30 <30 <30 <30 <30
PPB
% vezanih (oporavak)
Mis 75.1(98) | 63.5(87) | 87.0(117) | 93.9(89) | 74.1(91) | 88.0 (102) | 99.7 (95)
Covijek 66.6 (93) | 54.3(91) | 85.6(97) | 92.6(86) | 65.1(81) | 81.0(91) | 98.5(96)

Sabilnost u plazmi (%
remaining nakon 4h)

Mis 95 119 94 92 84 NA 81
Coviek 86 98 96 95 98 106 85
MDCKII-MDR1
Papp(A2B), 0.59 0.92 0.69 0.11 0.57 0.78 0.02
Papp(B2A), 20.5 1.02 1.93 0.86 2.17 2.49 0.2
efflux ratio 35.4 1.13 2.82 7.75 3.89 3.23 6.6

4.4.6. MDCKII-MDRI1 test permeabilnosti

MDCKII-MDRI su Madin-Darby epitelne stanice pseceg bubrega koje prekomjerno
eksprimiraju gen za viSestruku otpornost na lijekove (MDRI) kodirajuéi P-glikoprotein (P-gp).
Predstavljaju dobar model za brzi in vitro probir pasivne propusnosti 1 za procjenu potencijala
humanog P-gp za transport spojeva od interesa.

Aktivni 1 neaktivni spojevi iz serije amidina pokazuju nisku permeabilnost, s vrijednostima
Papp(A2B) ispod 2x10° cm/s u smjeru A2B bez inhibitora P-gp (Tablica 23 i 24). U prisutnosti
elakridara (testiranog samo za aktivne spojeve), propusnost A2B, tj. pasivna propusnost,
postaje umjerena za aktivne spojeve 5c, 5d, Se 1 5g. Za preostala dva spoja, Sh i 6a/ LM-1a,
propusnost ostaje niska (<2x10-6 cm/s) ¢ak i u prisutnosti inhibitora P-gp. Osim toga, svi
aktivni spojevi mogli bi se klasificirati kao supstrati P-gp s omjerom efluksa >2 u odsutnosti
inhibitora P-gp 1 njegovim znacajnim smanjenjem (najmanje 50%) u prisutnosti elakridara.
Neaktivni spojevi takoder bi se mogli klasificirati kao supstrati P-gp na temelju omjera efluksa
(>2) u odsutnosti inhibitora. Jedina iznimka je 6b (neaktivni amidin), spoj niske propusnosti
¢iji transport kroz membranu, Cini se, nije pod utjecajem P-gp (omjer efluksa <2). Spojevi iz
skupine furana imaju nisku permeabilnost (<0) osim neaktivnog spoja 10 (0.6).
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Tablica 19. Prikaz rezultata za in vitro ADME svojstva spojeva iz furanske serije

5/CR-2 6 8 9 10
Raspon kineticke 3-10 (#10-30) 10-30 10-30 (#3-10) 30-100 1-3
topljivosti nakon 2h
(uM)
Chrom logD 3.38 3.13 4.22 3.97 5.89
Mikrosomi (1uM)
Predvidanje za in vivo
hep CL expressed
(%hl;[ii,':) <30 34 <30 <30 69
- . <30 <30 <30 <30 66
Covjek
PPB
% vezanih (oporavak)
Mis 98.7 (94) 98.9 (83) 99.8 (95) 99.9 (84) 100 (58)
Covjek 97.8 (88) 99.1 (85) 99.7 (96) 99.9 (98) 100 (56)
Sabilnost u plazmi (%
remaining nakon 4h)
Mis 100 88 100 95 39
Covjek 94 96 98 100 50
MDCKII-MDR1
Papp(A2B), <0.1; <0.1; <0.1;=1.56 <0.1; 0.6; =0.66
Papp(B2A), =12.9 <0.1 =NA <0.1 =10
Efflux ratio >128 =NA =NA
(w/o-> w/
P-gp inhibitor)

Kod odabranih spojeva, LM-1a iz amidinske serije 1 CR-2 iz furanske serije, nije bilo slicnosti
prilikom analize njihovih in vitro ADME svojstava.

LM-1a spoj je pokazao dobru topljivost (>100mM), dok je CR-2 pokazao nisku topljivost (3-
10uM). LM-1a je slabo lipofilan spoj (logD 0.92) dok CR-2 jako lipofilan (logD3.38).

LM-1a je u kategoriji umjerenog klirensa (30-70%), a CR-2 je u kategoriji niskog klirensa
(<30) §to znaci da se LM-1a slabije metabolizira dok se CR-2 slabije ili uopée ne metabilizira.
Rezultati klirensa in vitro moraju se potvrditi u in vivo pokusima jer ponekad spojevi pokazuju
razlicito djelovanje u in vivo studijama u odnosu na dobivene rezultate in vitro, te se ovako
mogu uzeti samo kao orijentacija u probiru za daljnje profiliranje spoja. Osim toga, potrebno
je da testirani spoj pokazuje donekle sli¢ne rezultate izmedu vrsta, u ovom slucaju izmedu
humanih i migjih mikrosoma, da bi se izbjegao odabir spojeva koji imaju preveliku razliku te
bi to moglo dovesti do komplikacija u kasnijem razvoju potencijalnog lijeka.

U testovima stabiliteta u mi§joj 1 humanoj plazmi oba spoja su pokazala vrlo dobru stabilnost,
a kod vezanja za proteine plazme, LM-1a spoj je pokazao nize vrijednosti (63 1 60%) od CR-
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2 spoja (98 1 99%). Podatak govori o potencijalno slobodnoj frakciji spoja u plazmi jer samo
nevezani spoj moze biti aktivan. No u primjeni su spojevi koji imaju vrlo visoki postotak spoja
vezanog za proteine plazme i pokazuju visoku aktivnost poput varfarina (D1 L. et al, 2017).
Bitna je kinetika vezanja i otpuStanja slobodne frakcije spoja. Stoga na temelju podatka o
vezanju spoja na proteine plazme spoj se ne eliminira iz plana daljnjeg profiliranja.

Mjerenje permeablnosti u testu na MDCKII-MDRI1 pokazalo je da oba spoja imaju nisku
permeabilnost (<0.1%) 1 da su oba potencijalni supstrati za P-gp eflux pumpu $to znaci da ih
stanica putem pumpe moze izbacivati van te teSko mogu pasivno ulaziti u stanicu kroz stani¢nu
membranu.

Odlucio sam u in vivo pokusu testirati 6a/LM-1a i 5/CR-2 prema dobivenim rezultaima o
aktivnosti spojeva, njihovoj potencijalnoj toksi¢nosti na stanicama te in vitro farmakokinetskim
parametrima.

4.5. Rezultati in vivo pokusa

Oba spoja, odabrana za in vivo pokus, 6a/LM-1a i 5/CR-2 (slika 23), sintetizirana su u koli¢ini
potrebnoj za cjelokupni tretman zivotinja. Spojevi su sintetizirani koriStenjem prethodno
objavljenih eksperimentalnih postupaka koji nisu modificirani (CR-2 je spoj 5 iz rada
objavljenog u Molecules; LM-1a spoj 6a iz rada objavljenog u J. Enz. Inh. Med. Chem).
Rekristalizirani su iz etanola; ¢isto¢a im je potvrdena HPLC/MS-om (CR-2: 98,8 %; LM-1a:
100,0 %). Podaci o strukturnoj karakterizaciji u skladu su s prethodno objavljenim
spektroskopskim podacima (Racané, Cindri¢, et al., 2021; Racané, Zlatar, et al., 2021). Tako
sintetizirani spojevi ¢uvani na suhom i tamnom mjestu na sobnoj temperaturi do upotrebe.

CR-2 LM-1a

H
N
ci~ HaN >

-: .} )

Slika 22. CR-2 je derivat furana, MW 442.92 g/mol. LM-1a je derivat amidina, MW 312.8
g/mol. Oba spoja su liofilizirana i drzana u mraku na sobnoj temperaturi (Racané¢, Cindri¢, et
al., 2021; Racané, Zlatar, et al., 2021)

Da bi ustanovili razliku kojom stanice uzgojene u 2D i 3D uvjetima nakon inokulacije razvijaju
ksenografte u NU/NU miSvima, pripremili smo potrebni broj stanica u 3D uvjetima u posebnim
tikvicama koje promovirauju sferi¢ni rast stanica i u 2D uvijetima na klasi¢ni nacin.

Plan poksa prikazan je na slici 24:

78



Rast tumora Rast tumora

3, I
o / a' }
\ x%y 5 - A‘. é\o}ﬁ ) 4
\_,,_/_'_/ \\~.-,/
= =

Slika 23. Plan pokusa inokulacije A549 stanica uzgojenih u 2D i1 3D uvjetima

4.5.1. Analiza broja prihvacenih tumora u Balb/cNU/NU miSeva

Od 30 zivotinja inokuliranih sa stani¢nom suspenzijom A549 pripremljenom u 2D uvijetima,
tumor je prihvatilo 29 Zivotinja. Veliina tumora je zadovoljavala kriterije postavljene za
ukljucivanje u pokus tijekom 39 dana trajanja pokusa. Pocetak tretmana bio je 14 dana, a nakon
zavrSetka pokusa 1 odredivanja krivulje rasta, tumori zivotinja dani su na dodatne pripadajuce
analize (Tablica 20.)

Od 30 zivotinja inokuliranih sa stanicnom suspenzijom A549 pripremljenom u 3D uvjetima,
11 tumora nije bilo palpabilno, a 5 nije postiglo Zeljeni rast. Preostalih 14 Zivotinja alocirano
je u dvije grupe po prioritetima dobivanja potrebnih rezultata. Makro patoloSkom razudbom
utvrdeno je da kod 11 zivotinja koji nisu razvili palpabilne tumore, tumori su se razvili dublje
u tkivu te nisu bili ni detektabilni ni mjerljivi.
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Tablica 20. Grupe zivotinja u pokusu s tretmanom, postupcima i uzorkovanjem

Inokulum Broj N/Group Tretman (D10*-D30** Postupci i uzorkovanje
grupe and D40*-60**)#
1 5 Netretirani miSevi e Tjelesna tezina 3x/tjedno
2 4 Vehicle IP 2x tjedno, 100

] e Veli¢ina tumora 3x/tjedno
L. pL/misu
Inokulirani s
A549 3 10 CR-2 e Uzorci uzeti na dan

Zrtvovanja miSeva:

stanicama )
s 25 mg/kg IP 2x tjedno,
uzgojenim u N "
2D uvietima 100 pL/misu o TeZina tumora
uve o Uzorci krvi za
4 10 LM-1a bioanalizu

o Uzorkovanje

25 mg/kg IP 2x tjedno, tumora za analizu

100 pL/misu protoénom
— citometrijom
5 7 Netretirani miSevi o PK analiza
Inokulirani s 6 7 LM-1a histopatologija
A549 .
stanicama 25 mg/kg IP 2x tjedno,

.. 100 pL/misu
uzgojenim u

3D uvjetima

4.5.2. Usporedba rasta i tezine tumora netretiranih miSeva inokuliranih A549
stanicama uzgojenim u 2D 1 3D uvjetima

Prije nego rast tumora postane vidljiv, Zivotinje se periodicki prate. Ucestalost ovisi o tome
koliko brzo rast tumora postaje vidljiv nakon inokuliranja stanica. Kako priblizno vrijeme rasta
tumora za inokulum stanica iz 3D kulture nije bilo poznato, Zivotinje su pazljivo pracene, svaki
drugi dan. Nakon §to je rast tumora potvrden, zivotinje su pracene tri puta tjedno. Za modele
solidnih tumora opterecenje tumorom ne bi smijelo prelaziti 5 % izmjerene tezine zivotinja.
(Workman et al, 2010.) Tijekom ovog pokusa nije bilo takvog optere¢enja kod nijedne
Zivotinje.

Usporedba krivulja rasta tumora netretiranih Zivotinja inokuliranih A549 stanicama uzgojenim
u 2D 1 3D uvjetima pokazala je da tumori nastali iz stanica uzgojenim u 2D uvjetima rastu brze
nego tumori nastali iz stanica uzgojenim u 3D uvjetima (Slika 24a). Brzi rast tumora nastalih
iz stanica uzgojenim u 2D uvjetima primjecen je od 25. dana od inokulacije stanica.

Na dan zavrSetka pokusa usporedba tezine tumora (Slika 24b) pokazala je da su tumori nastali
1z stanica uzgojenim u 2D uvjetima bili puno tezi (t = 231 = 137 mg) u odnosu na tumore
nastale iz stanica uzgojenim u 3D uvjetima (t = 105 £ 71 mg).
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Slika 24. a) Krivulja rasta tumora nastalih iz inokuluma 2D i 3D stani¢nih kultura (Volumen
tumora ra¢unan prema formuli: Volumen tumora = duZina tumora * (3irina tumora)’ / 2). b)
Tezina netretiranih tumora na dan zrtvovanja (39. dan pokusa). Sredis$nji pravokutnik
predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentile), a sredi$nja
linija predstavlja medijan. Horizontalne linije se pruzaju od minimalne do maksimalne
vrijednosti. * p < 0,050 (vs netretirana skupina; t-test, Mann-Whitney U test)
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4.5.2.1.  Patohistoloska usporedba ksenografta iz netretiranih miSeva

PatohistoloSkom analizom tumora u A549 mi§jim ksenograftima dobivenih stani¢nim
inokulumom uzgojenim u 2D (Slika 25a) i 3D (Slika 25b) uvjetima kod netretiranih Zivotinja
primjeceno je da se uocene promjene podudaraju u oba uvjeta te nije bilo znacajnije razlike
medu analiziranim uzorcima.

Slika 25. PatohistoloSka usporedba tumora u A549 misjim ksenograftima dobivenih
stani¢nim inokulumom uzgojenim u 2D (a) i 3D (b) uvjetima kod netretiranih Zivotinja.
Histoloski prikaz netretiranih stanica u misu obojen hematoksilin-eozinom (H&E). Tumorske
stanice su okrugle, s obilnom bazofilnom citoplazmom te hiperkromatskim, okruglim do
ovalnim jezgrama. Prisutna fibro-vaskularna stroma te multifokalna podru¢ja nekroze.
Mitotska aktivnost je niska (1-2 mitoze/HPF). Povecanje 5x (Zen, Zeiss)
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4.5.3. Usporedba rasta i tezine tretiranih tumora u 2D

Usporedba krivulja rasta tumora netretiranih zivotinja i zivotinja tretiranih sa spojevima Lm-
la i CR-2 inokuliranih A549 stanicama uzgojenim u 2D uvjetima pokazala je da tumori
netretiranih Zivotinja rastu brze nego tumori nastali u Zivotinja tretiranih sa spojevima (Slika
26a). Brzi rast tumora kod netretiranih zivotinja primjeéen je od 32. dana od inokulacije stanica.

Na dan zavrSetka pokusa usporedba tezine tumora (Slika 26b) pokazala je da su tumori iz
netretiranih zivotinja bili teZi (t2p Netretirani = 231 £ 137 mg, tap vehicle = 257 = 77 mg) u odnosu
na tumore iz tretiranih Zivotinja (t2p tmi-a = 209 = 119 mg, top cr-2 = 213 + 95 mg).

a Krivulja rasta tumora b Tezina tumora
5007 2D
& etretirani 500
2D
400 = Vehicle IP
0 400
-
i LM-1a 25 mg/kg IP 2/w =3
£ £ —_
E 300 > 2D ®
= CR-2 25 mg/kg IP 2/w 5 3004
: E
E 2004 2
= £ 200+
5 N e —
g 100 e
s 100+ | — €L
0 T T T T T T T T T T T T
D0 D7 D9 D14 D16 D18 D21 D22 D23 D25 D28 D30 D32 D35 D37 0 T T r T
100 n=5 n=4 n=10 n=10 2D Vehicle IP 2D LM-1a 2D CR-2
Volumen tumora = duZina tumora * (3irina tumora)?/ 2 netretirani 2D 25mg/kg  25mg/kg
IP 2x tjedno IP 2xtjedno
n=5 n=4 n=10 n=9

Slika 26. Usporedba netretiraih sa Zivotinjama tretiranim s NKE. a) Krivulja rasta misjih
ksenografta tokom vremena nastalih iz inokuluma 2D stani¢nih kultura; b) TeZine tumora na
dan (39. dan) rezudbe. Sredis$nji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg
kvartila (od 25. do 75. percentile), a srediSnja linija predstavlja medijan. Horizontalne linije
se pruzaju od minimalne do maksimalne vrijednosti. * p < 0,050 (vs netretirana skupina; t-
test, Mann-Whitney U test)

4.54. Usporedba rasta i tezine tretiranih tumora u 3D

Usporedba krivulja rasta tumora netretiranih Zivotinja 1 Zivotinja tretiranih sa spojem Lm-1a
inokuliranih A549 stanicama uzgojenim u 3D uvjetima pokazala je da tumori netretiranih
zivotinja rastu sporije nego tumori nastali u Zivotinja tretiranih sa spojem Lm-1a (Slika 27a).
Brzi rast tumora kod tretiranih Zivotinja primjecen je od 30. dana od inokulacije stanica.

Na dan zavrSetka pokusa usporedba tezine tumora (Slika 27b) pokazala je da su tumori iz
netretiranih zivotinja bili 1ak8i (t3p netretirani = 105 = 71 mg) u odnosu na tumore iz Zivotinja
tretirianih s LM-1a spojem (t3p Lmi-a = 191 + 52 mg).
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Slika 27. Usporedba netretiraih sa Zivotinjama tretiranim s NKE. a) Krivulja rasta mi§jih
ksenografta tokom vremena nastalih iz inokuluma 3D stani¢nih kultura; b) Veli¢ina tumora
na dan razudbe. SrediSnji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila

(od 25. do 75. percentile), a srediSnja linija predstavlja medijan. Horizontalne linije se
pruzaju od minimalne do maksimalne vrijednosti. * p < 0,050 (vs netretirana skupina; t-test,
Mann-Whitney U test)

4.54.1.  Analiza koncentracije spojeva u plazmi 1 tumoru tretiranih miSeva
Koncentracija oba analita izracunata je koriStenjem omjera povrSine vrha analita/internog
standarda za najintenzivniji prijelaz pracenja visestrukih reakcija (MRM) u MS/MS. MRM
koristen za CR-2 bio je m/z 407,100 — 302,000 Da, za prijelaz LM-1a bio je m/z 277,219 —
220,000 Da, a za interni standard diklofenak bio je m/z 296,000 — 214,100 Da.

LCms bioanalizom supstanca CR2 je bila nedetekabilna dok je LM-1a bila detektabilna te je
bila poviSena u plazmi Zivotinja koje su imale ksenografte nastale u 2D uvjetima (Slika 28).

S obzirom na samo 1 tumor vidljivo je da se ta supstanca nakuplja i u ksenograftu iako zbog
manjka uzoraka nije bilo moguce napraviti statisti¢ku analizu.

Zbog losijih farmakokinetickih svojstava spoja CR-2 prikazanih u A549 mi§jim ksenograftima
nastalih iz inokuluma 2D stani¢nih kultura, u A549 misjim ksenograftima nastalih iz inokuluma
3D stani¢nih kultura zivotinje su tretirane samo s LM-1a spojem (IP, 25 mg/kg, 2x tjedno).

Bolju aktivnost na 2D tumorima je imala supstanca LM-1la, dok na 3D tumorima rezultat
djelovanja LM-1a nije ponovljen.
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Slika 28. LC-MS/MS bioanaliza in vivo uzoraka koncentracije supstance LM-1a u plazmi i
tumoru tretiranih misSeva terminalnog dana pokusa (39. dan)

4.5.5. Imunofenotipizacija infiltriranih imunoloskih stanica u misjim
ksenograftima u 2D 1 3D

U svaku jaZicu je dodano po 1*10° stanica te je na tom broju stanica napravljena
imunofenotipizacija. Na proto¢nom citometru je analizirano 100 pL uzorka (od 250 pL u koliko
je uzorak resuspendiran nakon imunofenotipizacije. Postotak dobiven analizom je kasnije
koriSten za izraCun ukupnog broja stanica odredene populacije u svakom uzorku iz ukupnog
broja stanica koje su izolirane iz tumora svake Zivotinje. Za analizu dobivenih podataka
koriSten je FlowJo softver v10.8. Protokol za odredivanje stanica u tumorskom tkivu
proto¢nom citometrijom prikazan je na slici 29. Prvi korak pri analizi je pregled prikaza s
raspodjelom stanica prema veli€ini i granuliranosti (prikaz A: FSC-A/SSC-A) gdje je u donjem
lijevom kutu prikazan tzv. ,,otpad* (engl. debris), odnosno raspadnute stanice koje ne ulaze u
analizu te prilikom prikupljanja uzorka nisu sacuvane. Pregledom iduceg prikaza (prikaz B:
FSC-W / FSC-H 1 FSC-A / FSC-H) odvajaju se stanice koje su jedna po jedna prosle kroz
proto¢nicu (engl. singlets). Potom se analizira prikaz CD45" stanica u odnosu na Ep-CAM"
stanica (prikaz D: CD45 APC-eF780-A / Ep-CAM PE-A) gdje se odreduju leukociti (CD45%),
epitelne stanice (Ep-CAMY) te ostale stanice (CD45", Ep-CAM). Zatim se analizira prikaz
Zivih CD45", Ep-CAM" i ostalih stanica. Stanice su Zive ukoliko su Fixable Yellow negativne
(prikaz G 1 H: FSC-A / Dead Fixable Yellow -A). Iz populacije Zivih leukocita odredene su
subpopulacije leukocita. Prvo se analizira prikaz Ly6G u odnosu na CD11b gdje su izdvojeni
neutrofili (Ly6G™). Iz populacije Ly6G™ / CD11b"" napravljen je prikaz T (Q3: CD3")i B (QI:
B220") limfocita. Dodatno je analizirana populacija T limfocita na pomoc¢ni¢ke (CD4") i
citotoksi¢ne (CD8") T limfocite. Zatim je iz Q4: CD3” B220 napravljen prikaz CD11b u odnosu
na CD1lc gdje su odvojene CD11c¢" od CD1l1c¢ populacaija. Iz CD11¢" populacije napravljen

85



je prikaz MHC II u odnosu na CD11¢ te su tu odredene dendriti¢ke stanice (DC, CD11¢” MHC
IT" stanice). CD11¢" MHC II" stanice su dodatno analizirane na F4/80 i CD11b markere.
Ustanovljeno je da bi dvostrukopozitivna populacija (CD11b" F4/80%) mogla biti skupina
dendriti¢nih stanica iz koStane srzi.

Iz CD11c¢ populacije napravljen je prikaz Ly6C u odnosu na F4/80 gdje su odredeni makrofazi
(F4/80") i monociti (Ly6C* F4/80")
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Slika 29. Protokol za odredivanje stanica u tumorskom tkivu proto¢nom citometrijom

Vijabilnost izoliranih stanica iz tumora bila je ve¢a od 50 % za leukocite i ostale stanice dok je
za epitelne stanice bila veca od 60 %.
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a Ukupni broj stanica u tumoru b Broj vijabilnih stanica u tumoru
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Slika 30. a) Ukupni broj stanica izoliranih iz misjih ksenografta b) Ukupni broj vijabilnih
stanica izoliranih iz mi§jih ksenografta. Sredis$nji pravokutnik predstavlja vrijednosti od
donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentile), a sredi$nja linija predstavlja medijan.
Horizontalne linije se pruzaju od minimalne do maksimalne vrijednosti. * p < 0,050 (vs
netretirana skupina; t-test, Mann-Whitney U test).

Ukupni broj stanica izoliranih iz tumora na dan zavrSetka pokusa (slika 30a) nije pokazivao
znacajnu razliku izmedu tretiranih i netretiranih zivotinja iz ksenografta dobivenih stanicama
uzgojenim u 2D 1 3D uvijetima. Ukupni broj stanica tretiranih Zivotinja u ksenograftima
dobivenih uzgojem stanica u 3D uvijetima bio je neSto viSi u odnosu na broj stanica iz
ksenogratfta dobiveni inokulumom stanica uzgojenih u 2D uvijetima (3.76x10° vs 6,23x10°).

Analiza broja viabilnih stanica nije pokazala znacajne razlike medu usporedivanim grupama
(30b)

Naslici 31. prikazan je broj 1 frekvencija pojedinih populacija stanica infiltriranih u ksenograft:
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a Leukociti infiltrirani u tumor Epitelne stanice infiltrirane u tumor Ostale stanice u tumoru
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Slika 31. (a) Ucestalost vijabilnih populacija iz mi§jih ksenografta i (b) ukupan broj Zivih
leukocita (CD45"), epitelnih (EpCAM™) i ostalih stanica (CD45" EpCAM"), u tkivu misjih
ksenografta netretiranih 1 tretiranih Zivotinja dobivenih uzgojem stanica u 2D i 3D uvijetima.
Sredi$nji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75.
percentile), a srediS$nja linija predstavlja medijan. Horizontalne linije se pruZaju od minimalne
do maksimalne vrijednosti. * p < 0,050 (vs netretirana skupina; t-test, Mann-Whitney U test)
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4.5.5.1.  Limfociti
S obzirom na soj miSeva, NU/NU Balb ¢, koji je koristen (J. Chen et al., 2022) u ovom
istrazivnaju, nije bilo ocekivano da ¢e se detektirati vece koli¢ine limfocita. U tumorima su
detektirani B limfociti (3.93 —5.24 %) 1 T limfociti (12 — 17.56 %) s manjim razlikama izmedu
analiziranih grupa. Nije bilo znacajne razlike u ucestalosti izmedu tretiranih i netretiranih
zivotinja te izmedu miSeva inokuliranih s A549 stanicama uzgojenim u 2D i 3D uvjetima (Slika
32).
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Slika 32. Usporedba frekvencije (a) i ukupnih brojeva (b) B i T limfocita u tumorskom tkivu
netretiranih 1 tretiranih Zivotinja kojima je injiciran 2D 1 3D inokulum Sredi$nji pravokutnik
predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentile), a srediSnja
linjja predstavlja medijan. Horizontalne linije se pruzaju od minimalne do maksimalne
vrijednosti. * p < 0,050 (vs netretirana skupina; t-test, Mann-Whitney U test)

Ve¢i ukupan broj i uéestalost infiltriraju¢ih pomoc¢nickih limfocita (CD45" CD3" CD4")
primjecen je kod miSeva tretiranih s 6a/LM-1a spojem te inokuliranih s A549 stanicama
uzgojenim u 2D uvjetima.
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Statisticki znaGajno povecanje ucestalosti i apsolutnih brojeva citotoksi¢nih limoficta T (CD45*
CD3"CD8") primjeceno je kod miseva tretiranih s 6a/LM-1a spojem te inokuliranih s A549
stanicama uzgojenim u 2D uvjetima (slika 33).

Za razliko od njih, kod miSeva tretiranih s 6a/LM-1a spojem te inokuliranih s A549 stanicama
uzgojenim u 3D uvjetima vidljiv je trend u poveéanju ucestalosti i apsolutnih brojeva
citotoksi¢ni h limoficta T u odnosu na netretirane Zivotinje ali nije statisticki zna¢ajno.
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Slika 33. Usporedba frekvencije (a) i ukupnih brojeva (b) CD4 i CD8 T limfocita u
tumorskom tkivu netretiranih 1 tretiranih Zivotinja kojima je injiciran 2D 1 3D inokulum.
Sredi$nji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75.

percentile), a sredi$nja linija predstavlja medijan. Horizontalne linije se pruzaju od minimalne
do maksimalne vrijednosti. * p < 0,050 (vs netretirana skupina; t-test, Mann-Whitney U test)

4.5.5.2.  Mijeloidna populacija
Veca ucestalost infiltriraju¢ih monocita (CD45" CD11b" Ly6C") primjecena je kod miseva
inokuliranih s A549 stanicama uzgojenim u 2D uvjetima te je to izraZenije kod netretiranih
(4.16+0.16) u odnosu na tretirane zivotinje (3.17+0.5). Spoj 6a/LM-1a je znafajno smanjio
uCestalost tumor infiltriraju¢ih makrofaga (CD45" CD11b* F4/80") kod miseva inokuliranih s
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AS549 stanicama uzgojenim u 2D i1 3D uvjetima. Smanjenje ucestalosti infiltriraju¢ih makrofaga
bilo je izrazenije kod miSeva inokuliranih s A549 stanicama uzgojenim u 3D uvjetima (slika
34). Razlika u ukupnim brojevima izoliranih makrofaga nije vidljiva.
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Slika 34. Usporedba frekvencije (a) i ukupnih brojeva (b) monocita 1 makrofoga u 2D 1 3D
tumorskom tkivu kod netretiranih i tretiranih zivotinjaSredis$nji pravokutnik predstavlja
vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentile), a srediSnja linija
predstavlja medijan. Horizontalne linije se pruZaju od minimalne do maksimalne vrijednosti.
*p < 0,050 (vs netretirana skupina; t-test, Mann-Whitney U test)

Sli¢na ucestalost infiltriraju¢ih dendriti¢kih stanica (CD45" CD11¢” MHC IIY) i infiltrirajucih
dendritickih stanica iz koStane srzi (CD45" CD11¢" MHC II" F4/80") primje¢ena je kod
neteretiranih misSeva inokuliranih s A549 stanicama uzgojenim u 2D i 3D uvjetima. Tretman sa
spojem 6a/LM-1a nije utjecao na ucestalost i brojnost infiltriraju¢ih dendritickih stanica miseva
inokuliranih s A549 stanicama uzgojenim u 2D uvjetima, dok je kod miSeva tretiranih sa
spojem 6a/LM-1a te inokuliranih stanicama uzgojenim u 3D uvjetima primjecen znacajno veci
ukupni broj ucestalost infiltriraju¢ih dendritiCkih stanica u odnosu na netretirane zivotinje.
Nasuprot tome, tretman sa spojem 6a/LM-la znacajno je smanjio ucestalost infiltrirajucih
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dendritickih stanica iz koStane srzi kod miSeva inokuliranih s A549 stanicama uzgojenim u 3D
uvjetima (slika 35).
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Slika 35. Usporedba frekvencije (a) 1 ukupnih brojeva (b) DC 1 DC nastalih iz koStane srzi u
2D 1 3D tumorskom tkivu kod netretiranih i tretiranih Zivotinja. SrediSnji pravokutnik
predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentile), a srediSnja
linija predstavlja medijan. Horizontalne linije se pruzaju od minimalne do maksimalne
vrijednosti. * p < 0,050 (vs netretirana skupina; t-test, Mann-Whitney U test)

4.5.6. Analiza faza stani¢nog ciklusa infiltriranih stanica

Uz imunofenotipizaciju stanica iz tumora, pracena je i programirana stani¢na smrt ili apoptoza.
U ranim fazama apoptoze dogadaju se promjene na povrSini stanice. Jedna od promjena
plazmatske membrane je translokacija fosfatidilserina s unutarnje strane plazmatske membrane
na vanjsku stranu, $to ga Cini izloZenim na povrSini stanice. Aneksin V je protein koji ima
visoki afinitet za vezanje fosfatidilserina te detektira pocetnu fazu apoptoze u kojoj je stani¢na
membrana jo§ ocuvana. Medutim, translokacija fosfatidilserina nije svojstvena samo za
apopotzu, ve¢ se dogada i tijekom nekroze stanica.
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Rana apoptoza karakterizirana je netaknutom stanicnom membranoom, smanjenjem stanice i
eksternalizacijom fosfatidilserina. Kasnu fazu apoptoze karakterizira fragmentacija DNA
(karioreksis), koja zapocCinje nakon zavrsetka nuklearne kondenzacije (piknoza). Posredovana
je 1 ovisnim 1 neovisnim putovima o kaspazama. U kasnoj fazi takoder dolazi do znacajnih
morfoloskih 1 fenotipskih promjena kao $to su citoplazmatsko i stani¢no skupljanje,
reorganizacija organela te fragmentacija (nastajanje apoptoti¢nih tijela) i gubitak integriteta
membrane. Trajanje kasne apoptoze moze trajati 24 do 48h sati dok se promjene na stanici
tokom rane apoptoze mogu primjetiti i nakon 30 minuta od pocetka apoptoze.

Razlika izmedu ova dva oblika stani¢ne smrti je u tome Sto tijekom pocetnih faza apoptoze
stanicna membrana ostaje netaknuta, dok u trenutku kada se dogodi nekroza stani¢na
membrana gubi svoj integritet i postaje propusna. Za razlikovanje apoptoze od nekroze te rane
od kasne apoptoze, koristi se bojanje propidij jodidom (PI) ili novijim molekulama koje veze
DNA molekule. Zbog sposobnosti ulaska u stanice s oStecenom membranom, takve molekule
sluze kao indikator kasne apoptoze (Wlodkowic D et al. 2009).

Kako bi dodatno odredio status stanice, pratio sam status proliferacije metodom proto¢ne
citometrije. Ki-67 je protein koji sluzi kao marker proliferacije stanica te je kljucan u
patohistoloSkoj analizi tumora. Prisutan je u svim aktivnim fazama stani¢nog ciklusa, a odsutan
u stanicama mirovanja. Ve¢i postotak Ki-67 (obi¢no >20 %) ukazuje na brZzu diobu 1 agresivniji
tumor (National Cancer Institute: https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-
terms/def/ki-67-proliferation-index).

4.5.6.1. Apoptoza

Programirana smrt stanica u 2D i1 3D tumorskom tkivu kod netretiranih i tretiranih Zivotinja
pracena je kod svih stanica. Udio apoptotskih stanica u suspenziji stanica iz tumorskog tkiva
mjeren je proto¢nom citometrijom uz upotrebu protutijela za aneksina V.

Najznacajnija razlika je uoCena kod Zivotinja inokuliranih s stanicama uzgojenim u 2D
stani¢noj kulturi stanicama, gdje je kod skupine misSeva tretiranih (67.26+4.27) s LM-1a spojem
(IP, 25 mg/kg, 2x tjedno) primjec¢ena niZa razina apoptoti¢nih stanica u odnosu na skupinu
netretiranih miSeva (79.23+4.03) (Slika 35).
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Slika 36. Ekspresija Aneksina V u A549 misjim ksenograftima dobivenih stani¢nim
inokulumom uzgojenim u 2D 1 3D uvjetima kod netretiranih i tretiranih zivotinja u ukupnom
uzorku stanica u misjem modelu ksenografta. Sredi$nji pravokutnik predstavlja vrijednosti od
donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentile), a sredi$nja linija predstavlja medijan.
Horizontalne linije se pruzaju od minimalne do maksimalne vrijednosti. * p < 0,050 (vs
netretirana skupina; t-test, Mann-Whitney U test)

Osim apoptoze, pracena je i kasna apoptoza ili nekroza. Udio nekroti¢nih stanica bio je visi
kod zZivotinja inokuliranih stanicama uzgojenim u 3D uvjetima te tretiranih sa spojem 6a/LM-
la kod svih pra¢enih populacija (leukociti, epitelne stanice, ostale stanice).
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Slika 37. Programirana smrt stanica. Ekspresija Aneksina V u A549 misjim ksenograftima
dobivenih stani¢nim inokulumom uzgojenim u 2D i 3D uvjetima kod netretiranih i tretiranih
Zivotinja u ukupnom uzorku stanica u mi§jem modelu ksenografta. SrediSnji pravokutnik
predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentile), a srediSnja
linija predstavlja medijan. Horizontalne linije se pruzaju od minimalne do maksimalne
vrijednosti. * p < 0,050 (vs netretirana skupina; t-test, Mann-Whitney U test)
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4.5.6.2.  Proliferacija
Proliferacija stanica mjerena je klasicnim markerom proliferacije stanica Ki-67 koji je prisutan
u jezgri stanica u svim aktivnim fazama stani¢nog ciklusa (G1, S, G2 i mitoza) a nije prisutan
u fazi mirovanja (GO) (Scholzen & Gerdes, 2000). Ekspresija Ki-67 ukupnom uzorku vijabilnih
stanica u uzorku A549 ksenografta prikazana je na slici 37.

Osim analizom indeksa proliferacije s protocnom citometrijom, ekspresija Ki-67 je analizirana
klasi¢nom ICH patohistoloskom metodom (slika 39).

Proliferativni indeks nije se znacajno razlikovao kod analiziranih grupa.
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Slika 38. a) Ekspresija Ki-67 mjerena proto¢nom citometrijom u A549 misjim ksenograftima
dobivenih stani¢nim inokulumom uzgojenim u 2D i 3D uvjetima kod netretiranih i tretiranih
zivotinja u ukupnom uzorku vijabilnih stanica. b) Proliferacijski indeks mjeren ekspresijom
Ki-67 IHC metodom u A549 mi§jim ksenograftima dobivenih stani¢nim inokulumom
uzgojenim u 2D 1 3D uvjetima kod netretiranih 1 tretiranih Zivotinja. (Proliferacijski index =
(Ki67 pozitivne / Ki67 pozitivne+negativne) x 100). SrediSnji pravokutnik predstavlja
vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentile), a srediSnja linija
predstavlja medijan. Horizontalne linije se pruZaju od minimalne do maksimalne vrijednosti.
p > 0,050 (vs netretirana skupina; t-test, Mann-Whitney)

Medutim, kad se usporedi indeks proliferacije pojedinih subpopulacija, leukcita, epitelnih
stanica te ostliah stanica (A549 stanice tumora, mi§ji fibroblasti, endotel 1 mi§ja stroma) uocena
je statisti¢ka znacajnost unutar subpopulacije vijabilnih leukocita (slika 38). Ekspresija Ki-67
je povecana u A549 misjim ksenograftima dobivenih stanicnim inokulumom uzgojenim u 3D
uvjetima kod tretiranih Zivotinja u usporedbi s 3D netretiranom skupinom. Kod druge dvije
skupine takva razlika nije uocena.

Kad se usporedi indeks proliferacije (% stanica pozitivnih na Ki-67 u odnosu na sve stanice
iste populacije) stanica unutar razli€itih vrsta stanica, primjetno je da epitelne stanice imaju
puno visu ucestalost proliferacije Sto ukazuje na brzu diobu tih stanica bez obzira na tretman i
vrstu inokuluma (Slika 38).
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Slika 39. Ekspresija Ki-67 u tkivu A549 misjih ksenografta netretiranih 1 tretiranih Zivotinja
dobivenih uzgojem stanica u 2D i 3D uvjetima u analiziranim subpopulacijama. Sredis$nji
pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25. do 75. percentile), a
srediSnja linija predstavlja medijan. Horizontalne linije se pruzaju od minimalne do
maksimalne vrijednosti. *p < 0,050 (vs netretirana skupina; t-test, Mann-Whitney)

(ostale stanice — A549 stanice tumora, misji fibroblasti

Patohistoloskom analizom nije dobivena nikakva zna¢jna razlika u ekspresiji Ki-67 antigena
kod zivotinja inokuliranih sa stani¢nim inokulumima pripremljenih od A549 stanica uzgojenih
u 2D 1 3D stani¢nim kulturama (nije prikazano). Analiza je napravljena pomocu softwarea za
digitalnu patologiju (Visiopharm, Danska).
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Slika 40. Ekspresija Ki-67 u A549 misjim ksenograftima dobivenih stani¢nim inokulumom
uzgojenim u 2D (a) i 3D (b) uvjetima kod netretiranih Zivotinja u ukupnom uzorku vijabilnih
stanica u uzorku ksenografta obojen na IHC Ki67. Tumorske stanice s izrazenim
proliferativnim jezgrama. Povecanje 5x (Zen, Zeiss)

4.5.7. Citokini u plazmi
Proupalni odgovor mjeren je proupalnim (TNFa, IFNy, IL-6) i protuupalnim (IL-4 1 IL-10)
citokinima. Op¢enito je bio vec¢i kod miSeva injektiranim stanicama uzgojenim u 2D stani¢noj
kulturi u odnosu na miSeve injektiranim stanicama uzgojenim u 3D stani¢noj kulturi.

IL-4 1 IL-10 pokazali su puno nize koncentracije te nisu pokazali znafajnije promjene u
uspredenim grupama. Najznacajnija razlika je uocena kod zivotinja tretiranih s LM-1a spojem
gdje je koncentracija IL-6 u plazmi bila znacajno ve¢a kod miSeva injektiranih stanicama
uzgojenim u 2D (65.03+£48.25) stani¢noj kulturi u odnosu na miSeve injektiranim stanicama
uzgojenim u 3D (5.89+1.45) stanicnoj kulturi.
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Slika 41. Proupalni (a) i protuupalni (b) citokini u plazmi kod A549 mis§jih ksenografta
dobivenih stani¢nim inokulumom uzgojenim u 2D 1 3D uvjetima kod netretiranih 1 tretiranih
zivotinja. SrediSnji pravokutnik predstavlja vrijednosti od donjeg do gornjeg kvartila (od 25.
do 75. percentile), a srediSnja linija predstavlja medijan. Horizontalne linije se pruzaju od
minimalne do maksimalne vrijednosti. *p < 0,050 (vs netretirana skupina; t-test, Mann-
Whitney U test)
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5. DISKUSIJA

Da bi proces testiranja novih kemijskih entitea bio tocan i reproducibilan validirao sam sve
korake unutar analize. To ukljuc¢uje dobivanje optimalne krivulje rasta s obzirom na pocetni
broj stanica u jazici, vrijeme potrebno za stvaranje sfere, optimalnu veli¢inu sfere i1 njezinu
koherentnost te odredivanje dana tretmana sa standardnim kemoterapeuticim u odnosu na
razvoj sfere 1 odredivanje vremena ocCitanja (24h, 48h i 72h) s obziorm da se testiranje provodilo
u HTS formatu. Osim toga outread razli¢itih metoda je dodatno validiran.

Testiranje novih spojeva s potencijalnom antitumorskom aktivnos¢u nije toliko ucestalo u ranoj
fazi istrazivanja i razvoja lijekova u HTS formatu. Zlatni standard je joS uvijek testiranje na
tumorskim stani¢nim kulturama u 2D uvjetima. S obzirom na veliki broj novih metoda koje
koriste razne 3D uvjete, vrlo je tesko naci potrebne literaturne podatke koji bi pomogli u
usmjeravanju procesa validacije pojedinih metoda (Brajsa et al., 2016; Hikage et al., 2019).

Odabir hanging drop metode bio je pogodan za koristenje u HTS uvjetima prvenstveno zbog
toga Sto spojevi djeluju na stanice unutar kapi medija i ne ulaze u nikakve interakcije s
mogucim povrSinskim spojevima koji se koriste u plo¢icama da bi se stanice forsirale u sferi¢ni
rast (Zanoni et al., 2016). To je vrlo bitno u ranoj fazi testiranja gdje je potrebno izbjeci
interakcije s drugim spojevima i materijalima jer fizikalno kemijska svojstva NKE jo§ nisu
poznata. Osim navednog, poteSkoce u validaciji navedene metode bile su nepostojanje
specificnih kemikalija i opreme na trziStu koje bi se koristile u provodenju validiranja ovom
3D metodom, ve¢ sam morao koristiti kemikalije koje su prilagodene za testiranje u 2D
uvjetima. Primjerice: nije postojao specifi¢ni pufer kojim bi se stanice sfere mogle dovesti u
stanje stani¢ne suspenzije bez oSte¢enja proteina na vanjskoj strani membrane ve¢ se do te faze
dolazilo laganom treSnjom 1 pipetiranjem do zadovoljavajuceg izgleda; odredivanje broja
stanica nije bilo moguce direktno izracunati te sam morao uvesti usporednu metodu
indirektnog izracuna stanica. Danas se 3D stani¢ne kulture koriste u drugim istrazivanjima, te
je tehnologija prilagodena posbeno za primarne stanicne kulture (engl. stem cells)

Za odredivanje djelovanja NKE u testu citotoksi¢nosti 1 proliferacije koristeni su kitovi koji se
koriste 1 za 2D kulture (MTS 1 BrdU). Jedini prilagodeni kit koji sam mogao koristit za 3D
stani¢ne kultrue je CellTiter-Glo® 3D koji se koristi za praéenje metaboli¢ke akitvnosit stanica
u tkivima.

Zbog svega navedenog, testove validacije radio sam paralelno s komercijalnim testovima
prilagodenim za 2D uvjete. Od testiranih parametara poklapali su se pocetni broj stanica (u
klasi¢nom 2D testu bio 10000 stanica dok je za formiranje sfere bilo potrebno 5000 stanica po
jazici). Ako se usporeduju krivulje rasta u 2D i 3D uvjetima , veéi rasap vrijednosti dobiven je
za 3D kulturu stanica s obzirom da se radi o vanjskom proliferativnom dijelu sfere.

Osim toga, krivulje rasta na 3D stani¢nim kulturama pokazale su pad Cetvrti dan od pocetka
stani¢ne kultrue Sto pripisujem stagnaciji rasta sfere te ponovnom eksponencijalnom rastu koji
se dogada od petog dana. To potvrduju i fotografije rasta sfera koje sam pratio na optickom
mikroskopu.
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Navedena faza validacije obuhvacala je testiranje standardnih kemoterapeutika te odredivanje
ICso vrijednosti kao i kontrolu kvalitete pojedinog testa.

Odabir i broj standardnih terapeutika bio je Siri od navedenog medutim zbog specificnosti
metode nismo uspjeli validirati dio spojeva. Uspjesno sam validirao doksorubicin (Casey et al.,
2016), staurosporin (Glassmann et al., 2018) te cisplatinu (N. Baek et al., 2016; Dasari &
Bernard Tchounwou, 2014) i vandetanib (Siegfried et al., 2012). Za cisplatinu i vandetanib sam
pokazao da stani¢na linija A549 pokazuje rezistentnost u 2D i1 3D uvjetima.

Parametri kontrole testnih plocCica bili su zadovoljavajuéi te su i za 2D 1 3D kulture pokazali
vrijednosti unutar zadanih okvira.

5.1. Testiranje serija spojeva

Od pet testiranih serija NKE, spojevi iz dviju testiranih serija, amidina (16 spojeva) i furana
(18 spojeva), pokazali su potencijalnu antitumorsku aktivnost na 3 stani¢ne linije karcinoma
pluca.

Kod NKE iz preostale tri serije, akrilonitrila, kumarina i cisteinskih derivata akitvnost je
pokazao vrlo mali broj spojeva dok je aktivnost bila slaba do srednje jaka.

Niti jedan spoj iz serije cisteinskih derivata nije pokazao zadovoljavajuéu aktivnost.

Takoder, u prethodnim istrazivanjima, u kojima je testirano 40 NKE u testovima za ispitivanje
njihove potencijalne antitumorske aktivnosti, i to paralelno na dvodimenzionalno (2D) 1
trodimenzionalno (3D) uzgojenim razli¢itim stani¢nim kulturama tumorskih stanica, pokazala
su razliku vrijednosti inhibitornih koncentracija rasta (ICso) za pojedine molekule (Zlatar et al.,
2017).

Po protokolu u laboratoriju u kojem sam radio ovaj rad, svaka kemijska serija testira se na vise
stani¢nih testova usmjerenih na druga terapijska podrucja za Siroku primjenu novih testova i
indikacija. Neaktivnost navedenih kemijskih serija u testu antitumorskog djelovanja ne mora
znaliti da serije nece biti aktivne na nekim drugim setovima testova usmjerene na druge
medicinske indikacija (u drugim podru¢jima) s obzirom da se radi o kemijskim strukturama
koje su poznati dijelovi mnogih bioloski aktivnih spojeva poputa antihiperglikemika,
analgetika, fungicida, protuupalnih spojeva i antibiotika (ref, patent).

Fokus daljnjih istraZivanja bio je na spojevima iz serija amidina i furana te sam pojedine
spojeve iz tih serija profilirao kroz daljnje testove.

5.2. Mogu¢i mehanizam djelovanja

Jedan od daljnjih koraka bio je odredivnje mehanizma djelovanja spojeva iz amidinske serije.
Prethodna istrazivanja grupe autora koji su sintetizirali navedenu seriju detektirala su
mogucénost interkalacije spojeva u DNA 1 inhibiciju enzima topoizomeraze II te time
sprjeCavanje proliferacije stanice (Racané et al., 2014; Racané, Rep, et al., 2021). Da bi proSirio
znanja o djelovanju amidinskih spojeva, testirao sam 6 najaktivinijh spojeva iz serije na
stani¢noj liniji A549 proto¢nom citometrijom mjereci aneksin V koji je marker za stanice u
apoptozi. Dok stanice koje umiru apoptozom odstranjuju imunoloske stanice domacina a da
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pritom ne dolazi do oslobadanja medijatora upale, to nije sluc¢aj kod stanica koje umiru
nekrozom izazivajuéi upalu te otpustaju enzime koji oStecuju okolno tkivo te u nekim
slucajevima mogu pogorsati klinicku sliku (viSe od 3 ref). Literaturno je poznato da
doksorubicin nakon interkalacije u DNA poti¢e proces apoptoze i zaustavlja stani¢ni ckilus te
sam ga odabrao kao kontrolni spoj (N. H. Baek et al., 2016; Damiani et al., 2016; Thorn et al.,
2011). Staurosporin takoder uvodi stanicu u apoptozu aktiviraju¢i druge stani¢ne signalne
puteve (Glassmann et al., 2018). Rezultati su pokazali mogucu interkalaciju spojeva u DNA i
uvodenje stanice u apoptozu. grafovi dobiveni analizom proto¢nom citometrijom za testirane
spojeve pokazali su podudarnost s grafom za doksorubicin (Racané, Cindrié, et al., 2021).

U daljnjem profilirnaju Zelio sam odgovoriti na pitanja je li aktivnost spojeva posljedica
farmakokinetskih parametara koji spojevima omogucéuju prodor u formiranu sferu te njihovo
djelovanje na stanice. Nadalje, ako se pokaZze da su farmakokinetski parametri bitni za aktivnost
spoja usljed lakSeg prodiranja u sferu to bi bila velika prednost koristenja 3D stani¢nih kulutra
za daljnje probiranje NKE u testiranjima in vivo. U tu svrhu testirao sam aktivne i neaktivne
spojeve na in vtiro ADME svojstva i utvrdio da je kod aktivnih spojeva vecina svojstava bolja
u odnosu na neaktivne spojeve. Ovakav sustav mogao bi se koristiti u odabiru novih molekula
za daljnje farmakoloSko profiliranje. Rezultati su pokazali da aktivni spojevi u odnosu na
neaktivne spojeve iz serija amidina i furana imaju bolje farmakokineticke parametre odredene
in vitro. (stabilnost u plazmi, stabilnost u mikrosomima

5.3. In vivo rezultati

Klasi¢no farmakolosko profiliranje spojeva s potencijalnim antitumorskim djelovanjem
ukljucuje model misjih ksenografta na NU/NU Balb ¢ miSevima (Fogh & Giovanella, 1979,
1983; Pantelouris, 1968; Pantelouris & Hair, 1970). Zelio sam usporediti ksenografte miSeva
dobivenih u 3D uvjetima u odnosu na klasi¢ni model. U tu svrhu odabrao sam dvije molekule,
jednu iz serije amidina drugu iz serije furana, te ih testirao u oba navedena modela (Jung et al.,
2010).

Iako postoji puno dostupnih podataka kako pripremiti mi§ji model ksenogafta sa stanicama
uzgojenim u 2D uvjetima, to nije bio slu¢aj za stanice uzgojene u 3D uvjetima. U laboratoriju
u kojem sam radio ovaj rad, u zadnjih desetak godina uspostavljen je humani model
ksenografta. U tom modelu je odreden broj stanica koji se inokulira u Zivotinje, u kojem
volumenu te u kojem vremenskom periodu se prati rast tumora i kad zavrSava studija.

Broj Zivotinja koje su razvile mjerljivi ksenograft je bio puno manji kod zivotinja koje su
primile stanice uzgojene u 3D uvjetima. Iako su obje vrste inokuluma dane u istoj koncentraciji
subkutano, kod razudbe Zivotinja primjeceno je da su tumori nastali iz stanica uzgojenih u 3D
uvjetima usli puno dublje u tkivo u odnosu na ksenografte nastale iz kulture stanica u 2D
uvjetima te zbog toga nije mogao biti pracen rast tumora kroz vrijeme. Razlog agresivnijem
prodiranju 3D ksenografta mogao bi biti zbog adhezijskih molekula koje bi se mogle bolje
eksprimirati na stanicama uzgajanim u 3D uvjetima, a koje nisam karakterizirao te bi u
sljede¢im pokusima trebalo napraviti analizu i takvih tumora.
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Bez obzira §to broj Zivotinja nije bio uniforman po grupama, zelio sam napraviti kvantitativnu
analizu. Pokazalo se da tumori nastali iz stanica uzgojenih u 3D uvjetima rastu nesto sporije u
odnosu na klasi¢ni model ksenografta te da imaju manji rasap kod mjerenja veli¢ine tumora
kroz vrijeme te tezine tumora na kraju pokusa. Tumori iz oba modela rastu jednakom brzinom
do 25. dana nakon cega krece eksponenecijalni rast tumora nastalih is inokuluma stanica
uzgojenih u 2D uvjetima. Ovaj rezultat bi znacio da bi se zivotinje s ksenograftima iz 3D uvjeta
duze mogle tretirati s testnim spojevima jer je rast tumora sporiji te bi se na taj nacin dalo vise
vremena novim spojevima da djeluju u in vivo uvjetima. Budu¢i da nisam imao podatke o
toksiCnosti testiranih spojeva, u pokosu je koriStena najmanja doza s obzirom na rezultate
dobivene u farmakokinetickoj analizi.

Usporedba krivulja rasta inokuluma iz 2D i 3D stani¢nih kultura pokazala je da su 3D tumori
nesto sporije rasli 1 imali manji rasap veli¢ine i teZine tumora. Isto se pokazalo za tezine tumora
gdje se pokazalo da su tumori iz 2D bili tezi u odnosu na 3D.

Literaturno je poznato da su tumorski modeli u miseva limitirani veli¢inom tumora i samim
stanjem Zivotinja zbog ¢ega je ograni¢eno vrijeme tretmanom spojevima (ref). Usporeniji rast
ksenografta tumora 3D kao i niZe tezine netretirnaih tumora mogu biti prednost u produljenom
tretamnu misSeva sa supstancom te se time povecava Sansa da supsanca pokaze statisticki
znacajnu inhibiciju rasta tumora. Time bi koriStenjem ksnograta iz 3D bili prednost u koristenju
u modelu misjih ksenografta.

TeZina tumora moZe biti posljedica povecane nekroze 1 koli€ine vode u samom ksenograftu
zbog koli¢ine upalnih procesa. PatohistoloSkom usporedbom ksenografta iz netretiranih
zivotinja inokuliranim sa stanicama uzgojenim 1 u 2D 1 u 3D ustanovio sam da kvalitativno
nema nikakve razlike u njihovom izgledu. Tumorske promjene se podudaraju u Zivotinja
inokuliranim sa stanicama uzgojenim u 2D i u 3D uvjetima. S obzirom na navedeno,
patohistoloSka analiza nije limitiraju¢i faktor za koriStenje 3D inokuluma u daljnjem koristenju
ovog modela.

U klasiénom modelu ksenografta kojem su za inokulum koriStene stanice uzgojene u 2D
uvjetima testirao sam 2 spoja, LM-1a iz amidinske serije 1 CR-2 iz furanske serije . (Sun et al.,
2022)
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Slika 42. Prikaz STAR modela (engl. Structure—tissue selectivity/exposure—activity
relationship) za odabir supsatnce u ranoj fazi R&D procesa za daljnju optimizaciju 1
farmakolosko profiliranje profiliranje. Za spojeve klase 1 i III potrebna je mala doza za
ucinkovito djelovanje dok je za spojeve klase I11 IV za Zeljeni u¢inak potrebna visoka doza.
Pri tom se spojevi klase IV u pravilu ne uzimaju u faze daljnjeg farmakoloskog profiliranja
(prilagodeno iz (Sun et al., 2022))

U istom modelu testirao sam vehicle (koji) koji nije znatno utjecao na promjenu rasta tumora
pa ga u daljnjoj obradi rezultata nisam prikazao. Nisam dobio nikakve znacajne razlike izmedu
tretiranih 1 netretiranih Zivotinja.

Usporedba rasta i tezina ksenografta iz 3D modela pokazala je da ksenograft nesto brze rastu
u odnosu na netretirane $to je pokazalo i mjerenje teZine tumora na dan Zrtvovanja.

Analiza koncentracije supstance LCms/MS metodom u plazmi i tumoru pokazala je da je
koncentracija supstance LM-1a statisti¢ki znac¢ajno povisena u plazmi zivotinja inokuliranih
stanicama uzgojenih u 3D uvjetima u odnosu na 2D ksenografta. Sto se ti¢e koncentracije iste
supstance u tumoru, moZze se zakljuciti istu tendenciju nakupljanja u tumoru u odnsou na 2D.
dok supstanca CR-2 nije bila detektirana ni u plazmi ni u tumoru. Daljnja istrazivanja trebala
bi biti usmjerena na dokazivanje pokazanih rezultata sa ve¢im brojem Zivotinja i ve¢im brojem
supstanci, kako bi se moglo zakljuciti da tumorski model s stanicama uzgojenim u 3D uvjetima
ima prednost u odnosu na klasi¢ni model kako bi se nove molekule mogle dalje profilirati.

Protocna citometrija

Broj dobivenih stanica iz tumora moZe se €initi pretjerano velik. Razlog bi mogao biti u uredaju
koji je koriSten za mjerenje broja izoliranih stanica iz tumora u suspenziji. Sysemx XN350 je
prvenstveno kalibriran na hematoloske stanice te pokazuje manju preciznost na drugim vrstama
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stanica. U ovom radu dobio sam nekoliko zanimljivih rezultata povezanih s infitracijom
imunol8kih stanica u tumor.

Tumorski mikrookoli§ predstavlja slozen i dinamican sustav koji okruzuje tumorske stanice i
aktivno sudjeluje u razvoju i napredovanju raka. Sastoji se od razliCitth komponenti,
ukljucujuéi tumorske stanice, mati¢ne stanice raka, fibroblaste povezane s rakom, pericite,
imunoloske i upalne stanice, kao i1 izvanstani¢ni matriks s pripadaju¢im faktorima rasta. Vazan
dio tumorskog mikrookoliSa €ine i tumor-infiltriraju¢i leukociti, koji se nalaze unutar tumora i
njegove okoline. Oni imaju kljuénu ulogu u imunoloS$kom odgovoru na tumor, ali i u
odredivanju prognoze bolesti. Njihov uc¢inak ovisi o tipu i funkciji pojedinih stanica. Povecan
broj odredenih populacija, poput dendritickih stanica, prirodnih stanica ubojica (NK stanica),
T limfocita i B limfocita, ¢esto je povezan s boljim klini¢kim ishodima. Nasuprot tome,
prisutnost veceg broja imunoloskih stanica s imunosupresivnim ili protumorski nepovoljnim
djelovanjem, kao Sto su neutrofili, monociti i regulatorni T limfociti, moze biti povezana s
loSijom prognozom (Brummel et al., 2023; Langa & Silva-Santos, 2012).

CD8" citotoksi¢ni T limfociti glavni su efektori u solidnim i hematolo§kim malignim
bolestima, a njihova tumoricidna aktivnost posredovana je citokinima poput IFN-y i TNF-q.
Medutim, trajna izlozenost antigenu u TME cesto izaziva iscrpljenost T stanica -
disfunkcionalno stanje obiljezeno pojacanom regulacijom inhibitornih receptora poput PD-1 i
CTLA-4 te smanjenom proizvodnjom efektorskih citokina. Inhibitori imunoloskih kontrolnih
tocaka koji ciljaju ove puteve pokazali su znacajan uspjeh u ponovnom ozivljavanju TIL
odgovora u solidnim tumorima, dok je njthova primjena u hematoloskim malignim bolestima
1 dalje manje robusna. Znacajno je da prisutnost tercijarnih limfoidnih struktura (TLS) unutar
solidnih tumora korelira s pojacanom aktivacijom TIL-a i poboljSanim klinickim ishodima, jer
ovi ektopi¢ni limfoidni agregati olakSavaju lokalnu prezentaciju antigena 1 pripremu T stanica

Analizom razli¢itih populacija imunoloskih stanica u tumorima primjetio sam da je povecana
frekvencija citotoksi¢nih T limfocita u Zivotinjama tretiranim s LM-1a spojem u odnosu na
netretirane Zivotinje, bez obzira na tip inokuluma (2D ili 3D). Uz to, povecana je frekvencija i
ukupni broj dendriti¢nih stanica u Zivotinja koje su inokulirane sa stanicama uzgojenim u 3D
uvjetima te su tretirane s Lm-la spojem. Kad se ovi rezultati povezu s povecanom
proliferacijom leukocita u Zivotinja koje su inokulirane sa stanicama uzgojenim u 3D uvjetima
1 koje su tretirane s Lm-1a spojem moglo bi se zakljuciti da spoj LM-1a poti¢e imunoloSku
reakciju u samom tumora. Kako nisam koristio markere za detekciju molekula kontrolnih
tocaka poput PD-1 1 TIM-3 koje doprinose ranoj funkcionalnoj iscrpljenosti ne mogu sa
sigurno$¢u tvrditi da je ovakva imuloska reakcija protutmorska iako bi visoka gustoca
citotoksi¢nih T limfocita 1 dendriti¢nih stanica to trebala potvrditi jer korelira s povoljnom
prognozom kod mnogih vrsta tumora (Coénon et al., 2024; Kazemi et al., 2022; Piroozkhah et
al., 2023).

Zanimljivo je da se frekvencija CD4" T limfocita povecala u Zivotinja tretiranim s LM-1la
spojem u odnosu na netretirane zivotinje iako nije bilo o¢ekivano da T limofociti imaju
znacajniju ulogu u ovom modelu (J. Chen et al., 2022). Znacajnija razlika je primje¢ena kod
tretiranih zivotinja inokuliranih s stanicama uzgojenim u 3D uvjetima u odnosu na 2D.
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Analizom rezultata takoder je uoCeno je kako spoj 6a/LM-1a znaCajno smanjuje ucestalost
tumor infiltriraju¢ih makrofaga (CD45" CD11b" F4/80") kod miseva inokuliranih s A549
stanicama uzgojenim u 2D i1 3D uvjetima. Smanjenje ucestalosti infiltriraju¢ih makrofaga bilo
je izrazenije kod miSeva inokuliranih s A549 stanicama uzgojenim u 3D uvjetima. Unutar
tumorskog mikrookoliSa postoje dva tipa makrofaga, protumorski i protutumosrski. M1
makrofazi djeluju protutumorski, a M2 makrofazi protumorski poticuéi rast i progresiju
tumora. U literatrui se spominje CD206 kao marker za razlikovanje M2 makrofaga (Cortese et
al., 2020). Buduc¢i da nisam koristio protutijela kojima bih razlikovao M1 i M2 makrofage ne
mogu zakljuciti na koju vrstu makrofaga je spoj 6a/Lm-1a djelovao.

Dobiveni rezultati pokazuju tendnciju da spoj bolje djeluje u 3D uvjetima, ali rezultati su
individulano vezani po misu te broj analiziranih miSeva po grupi nije dovoljan za donoSenje
kona¢nog zakljucka. U idu¢im pokusima bi trebalo imati viSe zivotinja po grupi, vise razlicitih
protutijela za detekciju vise subpopulacija kojima bi se to¢no utvrdila vrsta stanica u tumoru te
mozda i1 druge organe (kao limfne Evorove povezane s tumorom) kojim bi se dala
sveobuhvatnija slika za inokulume nastale iz 3D uvjeta.

Apoptoza

Indukcija apoptoze u tumorskim stanicama predstavlja kljuéni mehanizam smanjenja
tumorskog rasta u ksenograft modelima, buduéi da ravnoteza izmedu proliferacije i stani¢ne
smrti odreduje progresiju tumora. Aktivacija kaspaza dovodi do eliminacije tumorskih stanica
1 smanjenja proliferacije, dok poremecaji apoptotskih puteva doprinose rastu tumora (Carneiro
& El-Deiry, 2020; Y. Chen et al., 2019). Iako se LM-1a akumulira u tumorima nastalim
inokulacijom stanica nastalih u 3D uvjetima nije se postigla dovoljna koncetracija spoja u
tumoru za djelovanje na stanice.

Proliferacija stanica u uzorku tumora je prac¢ena s Ki-67, staniénim markerom za proliferaciju.
Na patohistoloSkim rezovima je primje¢eno da nema znacajnine razlike u proliferaciji izmedu
tumora nastalih inokulacijom stanica uzgojenih u 2D uvjetima 1 3D uvjetima, tako da bi se 3D
model mogao koristiti za buduce pokuse.

Dobiveni rezultati za indeks proliferacije odreden histoloSkom metodom i metodom proto¢ne
citometrije takoder se preklapaju te bi se obje metode mogle koristiti za prac¢enje proliferacije
u ovakvoj studiji. Prednost protocne citometrije je u tome Sto se to¢no moze odrediti koja
populacija stanica proliferira. Proliferatvini indeks je bio najvisi kod imunoloskih stanica u
zivotinja koje su inokulirane sa stanicama uzgojenim u 3D uvjetima te su tretirane s Lm-1la
spojem (Slika 39, p = 0.0357).

Patohistoloskom analizom tumora primjeceno je da je nekroza manja u Zivotinja koje su
inokulirane sa stanicama uzgojenim u 3D uvjetima. Uz to, koncentracija IL-6 je zna¢ajno manja
u zivotinja koje su inokulirane sa stanicama uzgojenim u 3D uvjetima. IL-6 potice rast tumora
pojacavanjem izbjegavanja imunoloskog odgovora i suzbijanjem infiltracije imunoloskih
stanica u tumore, dok njegova inhibicija dovodi do smanjenog rasta tumora i povecane
infiltracije imunoloskih stanica (Kwon & Hui, 2024; Song et al., 2014). Ovi rezultati se
podudaraju sa rezultatima za rast i tezinu tumora. U kontekstu mi§jeg modela ksenografta,
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ovakvi rezultati bi pogodovali uvodenju inokuluma nastalog u 3D uvjetima jer bi zivotinje duze
zivjele bez da im se dodatno narusi zdravstvenoo stanje te bi dalo viSe vremena novim
kemijskim entitetima da djeluju unutar zivotinja.
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6. ZAKLJUCAK

1. Uvodenje testiranja na 3D stani¢nim kulturama u ranu fazu testiranja NKE probira
aktivnih molekula sa potencijalnim atitumorskim djelovanjem, dovodi do poboljSanja i
organizmu.

2. Zbog nedostatka validiranih metoda i uskladenih protokola, te mnogobrojnih modela
koji se koriste u laboratorijima diljem svijeta, u detektiranju aktivnih molekula sa
potencijalnim antitumorskim djelovanjem, testiranja na 3D stanicnim modelima ne
mogu biti jedini test koji se provodi, te je najbolje provesti oba testiranja istih supstanci
na tradicionalnim 2D stani¢nim kulturama i 3D stani¢nim kulturama bilo da se 3D
testiranje razvije kao primarni ili sekundarni probir (u kojem se testiraju samo supstance
koje su pokazale aktivnost u 2D uvjetima).

3. Metoda ,,visece kapi* (od engl. hanging-drop) vrlo je prikladna za uvodenje u ranu fazu
testiranja NKE sa potencijalnim antitumorskim djelovanjem 1 moguce ju je uspjesno
validirati na sferidnim 3D kulturama in vitro.

4. Prednost same metode je izostanak interakcije NKE sa nekim polimernim molekulama
kojim su oblozene jazice ili nekim drugim nosafima koji omogucuju sferi¢ni rast
stanica. U tako ranoj fazi to je presudno jer se ne zna puno o stabilnosti spojeva,
fizikalno-kemiskim svojstvima, te potencijalnim interakcijama s drugim spojevima i
stvaranjima kemijskih ostataka, koji mogu imati Zeljeno djelovanje i/ili povecati
toksicnost same supstance.

5. Metoda ,,viseCe kapi“ vrlo je prikladna 1 za testiranje prvih fizikalno-kemijskih
parametara NKE 1 dobivanja potrebne prioritetne liste daljnjeg farmakoloskog
profiliranja aktivnih spojeva, s obzirom da je broj supstanci koje se mogu dalje
profilirati ¢esto limitiran raznim resursima.

6. Misji model stvaranja potkoznog ksenografta in vivo je jednostavna metoda Cija je
prednost lako pracenje rasta tumora od inicijacije do zavrSetka terapije NKE. Prednosti
ksenografta formiranih od stani¢nih linija uzgojenih u 3D uvjetima su: manji broj
miSeva koji su odbacili tumor u odnosu na ksenografte formirane od stani¢nih linija
uzgojenih u 2D uvjetima, kao 1 bolji opéi zdravsteni status zivotinja (nizi IL-6 u
sistemskoj cirkulaciji) Sto omogucuje duZzi tretman odredenom supstancom ne
naruSavajuci pravila o dobrobiti Zivotinja. Time se supstanci daje veca Sansa da pokaze
ucinkovitost.

7. Mjerenje rasta samog tumora nije prednost koristenja stani¢nih linija uzgojenih u 3D
uvjetima jer se pokazalo da takvi tumori rastu viSe u dubinu zivotinje i1 time ne postaju
palpilabilni. Stoga je potrebno uvesti drugu metodu mjerenja rasta tumora poput raznih
slikovnih metoda cijelog misa (engl. whole-mouse imaging) koje obuhvacaju niz
tehnika koje omogucuju vizualizaciju anatomije, funkcionalnih procesa ili
molekularnih promjena unutar cijelog tijela laboratorijskog misa.

8. Najveca prednost u primjeni ksenografta dobivenih stani¢énim inokulumom dobivenm
1z uzgoja stanica u 3D uvjetima pokazana je u analizi koncentracije spojeva u plazmi i
tumoru tretiranih miSeva te je bitna u procesu odabira predklini¢kog kandidata.
Potrebno ju je dodatno validirati na ve¢em broju Zivotinja.
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9.

Imunofenotipizacija infiltriranih stanica u miSje ksenografte dobivene stanicama
uzgojenim u 2D 1 3D uvjetima uglavnom je bila podjednaka, medutim vidljivo je da je
brojnost viabilnih stanica neSto ve¢a u tumorima dobivenh stanicama uzgojenim 3D
uvjetima. Osim toga, moguce je promatrati status stanicnog ciklusa (apoptoza vs
proliferacija; te raznih faza procesa apoptoze) upotrebom metode protocne citometrije te
se time moZze izbje¢i upotreba veceg broja zivotinja koje prolaze imunohistokemisku 1
patohistolosku analizu. Te bi se analize radile isklju¢ivo za manji broj uzoraka ¢ime bi se
ekspertiza mogla usmjeriti na mehanizme djelovanja i1 patofizioloske promjene.
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10. POPIS KRATICA

ABB — pufer za vezanje aneksina (engl. annexin binding buffer)

AR — stopa osipanja (od engl. atrrition rate)

CD — (engl. Cluster of differentiation)

DNA — deoksiribonuleinska kiselina (engl. Deoxiribonucleic Acid)
DMSO — dimetil sulfoksid

DPBS — Dulbeccova fosfatna puferirana otopina soli (engl. Dulbecco’s

Phosphate Buffer Solution)

EDTA —

EMA — Europska agencija za lijekove (engl. European Medicines Agency)
FBS — fetalni govedi serum (engl. Foetal Bovine Serum)

FDA — Ameri¢ka agencija za hranu i lijekove (engl. U.S. Food and Drug
Administration)

FKIT — Fakulteta kemijskog inZenjerstva i tehnologije

GPCRs — receptori suspregnuti proteinom G (engl. G —protein-coupled
receptors)

HTS — probir moleukla (eng. high throughtput screening)

IARC — Agencije za istraZivanje raka (engl. International Agency for

Research on Cancer)

NDA — uputa za izdavanje novog lijeka (engl. New Drug Application)
NKE —novi kemijski entiteti

NSCLC — karcinom pluc¢a ne-malih stanica (engl. non-small cell lung cancer)
QC — kontrola kvalitete (engl. quality control)

R&D — istrazivanje i razvoj (engl. research and development)

RPMI 1640 medij —(engl. RPM )

SCLC — karcinom plu¢a malih stanica (engl. small cell lung cancer)
VA — Z-faktor
S:B — odnos pozitivne i negativne kontrole (engl. signal to background)
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11. POPIS SLIKA
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13. PRIVITAK 1

Rezultati za NKE iz serije akrilonitrila, kumarina i cisteinskih derivata

Tablica 21. ICso vrijednosti (uM) za test citotoksi¢nosti na 2D i 3D stani¢nim kulturama za
NKE akrilonitrilne serije i standardne spojeve

Test citotoksicnosti ICsp vrijednosti (LM)

T 1Cs0 (UM)£SD; N=2
Stané%‘;a}el\‘/‘i“]a / A549 HCC827 NCI-H358
2D 3D 2D 3D 2D 3D
PC-1 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-2 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-3 >50 >100 >50 >100 10.00+0.33 >100
PC-4 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-5 45.084+3.30 | 55.84+6.63 17.12+0.30 >100 19.03+0.11 36.59+6.24
PC-6 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-7 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-8 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-9 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-10 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-11 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-12 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-13 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-14 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-15 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-16 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-17 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-18 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-19 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-20 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-21 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Doksorubicin 1.254+0.04 11.67+6.71 0.64+0.07 2.56+1.22 0.13+0.01 1.07+0.2
Cisplatina 13.37+0.26 | 21.96+0.22 11.56+0.21 40.91£2.1 11.50+0.35 45.69+1.93
Vandetanib >25 >50 0.16+0.01 n/a 0.13+0.01 n/a
Staurosporin 0.1240.002 0.02+0.01 0.17+0.02 0.02+0.002 | 0.05+0.004 | 0.007+0.001
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Tablica 22. ICso vrijednosti (uM) za test proliferacije na 2D i1 3D stani¢nim kulturama za

NKE akrilonitrilne serije i standardne spojeve

Test proliferacije 1Cso vrijednosti (uM)

Stani¢na linija /

ICso (UM)£SD; N=2

Spojevi A549 HCC827 NCI-H358
2D 3D 2D 3D 2D 3D
PC-1 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-2 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-3 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-4 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-5 >50 32.80+£14.62 | 24.18+5.66 >100 24.73+£5.48 >100
PC-6 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-7 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-8 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-9 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-10 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-11 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-12 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-13 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-14 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-15 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-16 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-17 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-18 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-19 >50 >100 >50 >100 >50 >100
PC-20 >50 18.62+4.47 >50 >100 >50 >100
PC-21 >50 11.05+6.96 >50 >100 >50 >100
Doksorubicin 0.24+0.04 1.72+£2.02 1.2540.1 1.47+0.52 2.86+0.01 0.18+0.002
Cisplatina 15.45+0.16 10.73+11.36 41.52+2.1 45.3+0.2 137 48.32+0
Staurosporin 0.27+0.06 0.003£0.002 0.03+£0.002 | 0.02+£0.007 | 0.07+0.008 0.02+0.007
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Tablica 23. ICso vrijednosti (uM) za test citotoksi¢nosti na 2D i 3D stani¢nim kulturama za
NKE kumarinske serije i standardne spojeve

Test citotoksi¢nosti ICsp vrijednosti (M)

‘ - 1Cs0 (LM)+SD; N=2
Stanicna linija / A549 HCC827 NCI-H358
Spojevi
2D 3D 2D 3D 2D 3D
Al-1 >50 >100 >50 >100 15.55+1.87 >100
Al-2 >50 >100 1.34+0.13 >100 1.02+0.17 >100
Al-3 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Al-4 27.41+3.90 30.45+18.82 3.04+1.19 14.31+3.61 1.62+0.11 >100
Al-5 >50 >100 >50 >100 2.47+0.32 >100
Al-6 >50 >100 14.71+2.67 >100 >50 >100
Al-7 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Al-8 >50 >100 >50 >100 11.87+0.64 >100
Al-9 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Al-10 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Al-11 >50 >100 0.55+0.05 >100 1.08+0.10 >100
Al-12 29.424+9.31 >100 37.16+2.66 >100 28.28+1.27 >100
Al-13 >50 70.22+18.91 4.81+0.16 74.22+4.44 11.95+0.78 >100
Al-14 >50 >100 0.51+0.01 >100 1.07+0.31 >100
Al-15 >50 >100 0.64+0.07 >100 >50 >100
Al-16 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Al-17 >50 16.29+0.07 >50 >100 >50 31.95+2.94
Doksorubicin 1.76+0.08 4.14+0.05 0.49+0.06 0.89+0.53 0.5340.001 1.02+0.2
Cisplatina 17.85+5.49 12.70+1.05 5.72+0.14 47.07+2.65 7.63+0.21 31.06+0.39
Vandetanib >25 >50 0.32+0.06 0.11+0.03 1.51+0.12 0.57+0.2
Staurosporin 0.25+0.06 0.09+0.01 0.12+0.01 0.09+0.03 0.27+0.1 0.05+0.03
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Tablica 24. ICso vrijednosti (uM) za test proliferacije na 2D i1 3D stani¢nim kulturama za

NKE kumarinske serije i standardne spojeve

Test proliferacije I1Csp vrijednosti (uM)

Stani¢na linija /

ICso (UM)£SD; N=2

Spojevi A549 HCC827 NCI-H358
2D 3D 2D 3D 2D 3D
Al-1 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Al-2 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Al-3 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Al-4 13.68+4.04 40.98+5.95 26.29+0.99 >100 11.07£2.74 | 40.52+18.34
Al-5 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Al-6 >50 >100 43.1542.18 >100 24.35+11.02 >100
Al-7 16.23+£0.14 >100 >50 >100 8.23£1.07 >100
Al-8 >50 >100 >50 >100 6.06+0.88 >100
Al-9 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Al-10 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Al-11 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Al-12 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Al-13 17.11£0.43 58.28+5.78 6.24+0.16 >100 13.38+1.03 >100
Al-14 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Al-15 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Al-16 >50 >100 >50 >100 29.57+0.88 >100
Al-17 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Doksorubicin 0.07+0.01 0.33+0.07 1.14+0.09 0.33+0.07 0.08+0.004 2.27+0.91
Cisplatina 13.91+1.49 7.76+2.35 17.13+0.09 8.94+6.68 1.41+0.41 24.84+4.65
Vandetanib >50 >50 1.44+0.56 <0.02 4.86+1.43 3.26+3.9
Staurosporin 0.09+0.01 0.01+0.003 0.07+0.04 0.02+0.02 0.0140.001 0.03+0.01
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Tablica 25. ICso vrijednosti (WM) za test citotoksi¢nosti na 2D i 3D stani¢nim kulturama za
NKE serije citozinskih derivata i standardne spojeve

Test citotoksi¢nosti ICsp vrijednosti (M)

Stani¢na linija /

ICso (UM)£SD; N=2

Spojevi A549 HCC827 NCI-H358
2D 3D 2D 3D 2D 3D
MOR-1 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-2 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-3 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-4 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-5 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-6 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-7 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-8 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-9 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-10 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-11 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-12 32+17.05 >100 7.33+0.23 >100 >50 >100
MOR-13 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Doksorubicin 2.61+0.03 5.72+1.18 0.48+0.01 0.6+0.1 0.3+£0.12 0.69+0.09
Cisplatina 56.99+17.53 7.58+0.28 34.07+0.33 19.25+£3.16 | 20.99+0.84 32.1£1.68
Vandetanib >25 >50 0.35+0.001 0.96+1.04 0.17+0.01 0.30+0.01
Staurosporin 0.12+0.001 0.014+0.002 | 0.24+0.08 0.05+0.01 0.05+0.01 0.02+0.001

138




Tablica 26. ICso vrijednosti (uM) za test proliferacije na 2D i1 3D stani¢nim kulturama za
NKE serije citozinskih derivata i standardne spojeve

Test proliferacije I1Csp vrijednosti (uM)

Stani¢na linija /

ICso (UM)£SD; N=2

Spojevi A549 HCC827 NCI-H358
2D 3D 2D 3D 2D 3D
MOR-1 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-2 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-3 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-4 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-5 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-6 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-7 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-8 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-9 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-10 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-11 >50 >100 >50 >100 >50 >100
MOR-12 47.81+£1.24 33.39+2.37 >50 >100 >50 >100
MOR-13 >50 >100 >50 >100 >50 >100
Doksorubicin 0.08+0.01 0.10+0.05 0.76+0.3 0.35+0.1 0.09+0.03 4.02+1.82
Cisplatina 30.69+1.78 6.394+3.94 31.30+2.21 25.74+8.95 28.49+2 .85 34.524+8.2
Vandetanib >25 >50 1.93£1.08 0.06+0.06 0.33+0.00 0.26+0.24
Staurosporin 0.15+0.05 0.005+0.006 0.02+0.01 0.05+0.003 0.02+0.00 0.03+0.002
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