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Predgovor

Uspostaviti tradiciju je mnogo teZe nego realizovati inicijativu. Pokazalo se da je prvi broj tematskog
zbornika Trendovi u molekularnoj biologiji 1 pobudio interesovanje nau¢ne zajednice u Srbiji, tako da
drugi broj nije bilo tesko sastaviti. Broj poglavlja u tematskom zborniku Trendovi u molekularnoj biologiji 2
je premasio ocekivanja. Kao da je Tematski zbornik simboli¢no postao - Ko je ko u molekularnoj biologiji u
Srbiji. | ponovo se pokazalo da se naucnici u nasoj zemlji bave aktuelnim istraziva¢kim temama i aktivno
doprinose napretku molekularne biologije na mnogim poljima. | mladi molekularni biolozi su prikazom
svojih doktorskih teza pokazali da prate svetske trendove i savremene naucne pristupe.

Posebnost ovog broja je $to se objavljuje u vreme kada obelezavamo jubilej, pedesetogodisnjicu Beo-
gradske Skole molekularne biologije, o ¢emu svedoci tekst u kome je prikazan put razvoja programa za mo-
lekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Pre viSe godina na jednom nau¢nom skupu se govorilo o tome kako saznanja iz molekularne biologije
prozimaju sve naucne oblasti koje se bave Zivim organizmima i kako se moze predvideti da ¢e njena primena
obeleZiti novi vek. Iz auditorijuma je stigao komentar:,Proci ¢e i vase”. Vreme svedodi da je era molekularne

biologije tek pocela.

| $ta éemo sad?”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Drugi broj tematskog zbornika ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” predstavlja nastavak prikazivanja
i objavljivanja najznacajnijih nau¢nih radova proisteklih iz doktorskih disertacija mladih nauc¢nika Srbije,
kao i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih u svetu u oblasti molekularne biologije, u protekloj godini,
u kojima su nasi nau¢nici dali svoj doprinos. U ovom broju, prikazano je 18 nau¢nih radova, od kojih je 12 iz
oblasti biomedicine, koji su posveéeni rezultatima ostvarenim u oblasti molekularne biologije retkih bolesti,
tumora i centralnog nervnog sistema. Ovi rezultati su od ogromnog znacaja za unapredenje dijagnostike i
terapije bolesti.

Rezultati koje su nasi naucnici ostvarili u oblasti molekularne biologije biljaka prikazani su kroz tri rada,
a akcenat u njima je na mogucnosti primene tih rezultata u oblasti ekologije, hortikulture i unapredenja
zdravlja ljudi (potraga za ekoloski prihvatljivim bioherbicidima, modifikacija boje cveta, bioloska aktivnost
prirodnih supstanci).

Dva rada su posvecena naprednim metodama u oblasti molekularne biologije i prikazana su u poseb-
nom poglavlju, sto smatram veoma vaznim.

Posebno bih istakla poglavlje u kojem je prikazan jedan od najznacajnijih naucnih rezultata u svetu u
protekloj godini (otkice receptora za temperaturu i dodir), za koji je dodeljena Nobelova nagrada za
fiziologiju i medicinu 2021. godine. Uvodno poglavlje ovog tematskog zbornika posveceno je znacajnom
jubileju — pedesetogodisnjici Beogradske skole molekularne biologije, i u njemu je prikazan razvojni put
studijskog programa Molekularna biologija i fiziologija na Univerzitetu u Beogradu - Bioloskom fakultetu.

Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” nastavlja svoju misiju nau¢ne avangarde za-
pocetu proslogodisnjim brojem. Prikazivanjem najkvalitetnijih i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih
u oblasti molekularne biologije u protekloj godini u kojima su nasi mladi nau¢nici dali svoj ogromni dopri-
nos, prenose se informacije Sirem krugu istraZivaca i zaposlenih u razlic¢itim oblastima (medicina, farmacija,
poljoprivreda), ¢ime se otvaraju mogucnosti za saradnju, a samim tim za primenu rezultata, kao i za nova
istrazivanja.

Svojom koncepcijom i odabirom radova ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ prate napredak u oblasti
molekularne biologije i ne samo da prenose najznacajnije nauc¢ne rezultate, vec i inspirisu i podsti¢u nova
istraZivanja i Sire interesovanje za ovu veoma znacajnu naucnu oblast. Ovaj zbornik opravdava svoj naziv i
nadam se da ¢e se nastaviti trend njegovog objavljivanja i narednih godina.

Dr Svetlana Radovi¢, redovni profesor,
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Monografija/Tematski zbornik,,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ je drugi broj u nizu izdanja koje ima
za cilj da prikaze naucne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije u
prethodnoj godini. Sacinjen je od 18 poglavlja, od kojih 8 predstavlja revijske radove proizasle iz doktorskih
disertacija mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos odredenoj nau¢noj oblasti moleku-
larne biologije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 7 poglavlja su prikazi aktuelnih
tema iz molekularne biologije u kojima su nasi nau¢nici dali svoj znacajni doprinos. Uvodno poglavlje je
posveceno jubileju, pedesetogodisnjici Beogradske Skole molekularne biologije, u kome je prikazan put
razvoja programa za molekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvecen istrazivanjima iz oblasti biomedicine. Posebno je znaca-
jno poglavlje u kome je prikazan doprinos nasih istraZivaca u oblasti kojoj je dodeljena Nobelova nagrada
iz medicine za 2021. godinu (receptori za temperaturu i dodir).

Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno veliki. Danas su u klini¢koj
praksi u svetu mnogobrojni dijagnosticki, prognosticki i terapijskih molekularni markeri. Posebno je znaca-
jno Sto je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujudi i velikim naporima molekularnih bio-
loga u nasoj zemlji. Ovaj Tematski zbornik je svedocanstvo o znacajnim postignu¢ima molekularnih biologa
u Srbiji koji su doneli napredak nasoj medicini i drugim nauénim oblastima.

Monografija/Zbornik je izuzetno zanimljivo koncipiran sa sadrzajem koji je na visokom nau¢nom nivou
bez molekularne biologije. Primeri primenljivosti rezultata istrazivanja u praksi (medicinskoj i drugima) je
poseban kvalitet ovog Zbornika.

Prvi broj Tematskog zbornika, Trendovi u molekularnoj biologiji 1“ je doziveo veliko interesovanje. In-
teresovanje autora da objave svoj doprinos svetskoj nauci u broju 2 govori da je ovakav sadrzaj bio neopho-
dan nasoj nau¢noj javnosti. Sigurno je da ¢e ovako koncipiran Tematski zbornik imati buduénost, jer je
napredak medicine i drugih oblasti (biotehnologija, poljoprivreda, farmacija) nemoguce zamisliti bez novih
dostignu¢a molekularne biologije

Dr Vesna Skodri¢ Trifunovié, redovni profesor,
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
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Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ sadrzi nau¢ne rezultate koji su prepoznati na
svetskom nivou, a koje su istrazivaci iz Srbije ostvarili u prethodnoj godini iz ove oblasti. Zbornik je sacinjen
od 18 poglavlja, preglednih radova, grupisanih u pet celina. Prva celina je posveéena vaznom jubileju,
pedesetogodisnjici osnivanja Beogradske skole molekularne biologije na Bioloskom fakultetu Univerziteta
u Beogradu, dok druga sadrzi prikaz rezultata nasih istrazivaca iz oblasti fiziologije i medicine za koju je u
2021. godini dodeljena Nobelova nagrada. Najvedi broj poglavlja je u okviru treée celine koja se bavi bio-
medicinom i to molekularnom biologijom retkih bolesti, tumora i centralnog nervnog sistema. Preostale
dve celine su posvecene molekularnoj biologiji biljaka i naprednim metodama molekularne biologije. Vazno
je istaci da su mladi doktori nauka aktivno ucestvovali u izradi ovog Zbornika, tako da 8 poglavlja u okviru
biomedicine i molekularne biologije biljaka predstavljaju revijske radove proizasle iz njihovih doktorskih
disertacija.

Znacaj ovog Zbornika je visestruk. Najpre, ve¢ drugu godinu za redom se objavljuju najrelevantnija
saznanja iz navedenih oblasti koja su proizasla iz rada istrazivaca iz Srbije i dostupna su $iroj javnosti na
maternjem jeziku. Takode, svoje radove su napisali istrazivaci iz razli¢itih naucnih instituta (5) i fakulteta (5)
iz Srbije, $to ohrabruje da ¢e se u nasoj zemlji i dalje nastaviti sa istrazivanjima u molekularnoj biologiji koja
su aktuelna u svetu.

~Trendovi u molekularnoj biologiji 2 je Tematski zbornik u kome su objedinjeni rezultati fundamental-
nih i primenjenih istrazivanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u nasoj zemlji u prethodnoj godini.
Kori$¢enjem najnovijih metodoloskih pristupa u ovoj oblasti, ali i bioinformatickih i drugih softverskih alata,
postignut je znacajan napredak u dijagnozi i primeni novih strategija leCenja mnogih bolesti, forenzickim
analizama, razvoju novih lekova. Ovaj sveobuhvatni prikaz istraZivanja, koja se aktivno sprovode u nau¢nim
institutima i na fakultetima u Srbiji, doprinosi saznanjima o znacaju koji molekularna biologija ima kako u
humanoj i veterinarskoj medicini, poljoprivredi, farmaciji, tako i u razvoju biotehnologije, o¢uvanju zivotne
sredine i biodiverziteta.

Poseban doprinos Zbornika se ogleda u tome $to se u njemu nalaze aktuelni podaci o dostupnosti
navedenih savremenih metodologija, ¢ime se otvaraju realne mogucnosti za uspostavljanje novih saradniji
medu istrazivac¢ima, kao i u uspostavljanju inter- i multi-disciplinarnosti i daljem razvoju nauke u Srbiji.

Dr Gordana Nikcevi¢, naucni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu
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Antitumorski potencijal novih derivata steroidnih hidrazona

Marijana B. Zivkovi¢

Univerzitet u Beogradu - Institut za hemiju, tehnologiju i metalurgiju,
Centar za hemiju, Njegoseva 12, 11000 Beograd, Republika Srbija
Kontakt: marijana.zivkovic@ihtm.bg.ac.rs

Apstrakt

Kako maligne celije viemenom mutiraju i postaju rezistentne na postojece lekove postoji stalna po-
treba za novim antitumorskim lekovima. Steroidni molekuli igraju vrlo vazne uloge u bioloskim sistemima.
Usled hidrofobnosti nesmetano prolaze kroz celijske membrane pa su pogodan polazni materijal za di-
zajn novih lekova. Trasformacijama krutog tetracikli¢cnog steroidnog skeleta nastaju bioloski aktivni mo-
lekuli sa novim fizioloskim funkcijama. Sa druge strane, hidrazoni sadrze heteroatome i smatraju se
znacajnim intermedijerima pri sintezi heterocikli¢nih jedinjenja. Stoga je sintetisano i okarakterisano pe-
deset novih derivata steroidnih hidrazona, a zatim je odredena njihova citotoksi¢nost i ispitani su me-
hanizmi citotoksi¢nog delovanja.

Prema testiranim malignim ¢elijskim linijjama (HeLa, K562, MDA-MB-361, MDA-MB-453, L5174, A549),
narocito prema Hela celijama adenokarcinoma cerviksa i prema K562 ¢elijama hroni¢ne mijeloidne leu-
kemije, nova jedinjenja su ispoljila selektivnu citotoksi¢nost zavisnu od koncentracije na mikrogramskoj
skali, u mnogim slucajevima bolju od hemioterapeutika cisplatina. Nasuprot tome, pokazala su vrlo slabu
citotoksi¢nost na humane PBMC, sto se ogleda u koeficijentima selektivnosti daleko visim od vrednosti
2,5. Morfoloskom analizom Hela ¢elija tretiranih novim derivatima utvrdeno je njihovo pro-apoptotsko dej-
stvo $to je potvrdeno rezultatima protoc¢ne citometrije. Odredivanjem ciljnih kaspaza ustanovljeno je da
do apoptoze dolazi posredstvom kaspaze-3, -8 i -9. Svi ispitivani derivati su pokazali sposobnost da inhi-
biraju angiogenezu ¢elija EA.hy926 in vitro. Testirani tiazolidin-4-oni nisu prouzrokovali znacajne promene
u nivoima ekspresije gena MMP2, MMP9 i VEGFA u tretiranim Hela ¢elijama.

Rezultati sprovedenih in vitro istrazivanja mogu da ukazu na znacajan antitumorski potencijal $to ova
jedinjenja ubraja u potencijalne kandidate za in vivo ispitivanja.

Kljucne reci: steroidni hidrazoni, citotoksi¢nost, apoptoza, angiogeneza, ekspresija gena, celijski ciklus.



Antitumor potential of new steroidal hydrazone derivatives

Marijana B. Zivkovi¢

University of Belgrade - Institute of Chemistry, Technology and Metallurgy,
Department of chemistry, NjegoSeva 12, 11000 Belgrade, Republic of Serbia
Correspondence: marijana.zivkovic@ihtm.bg.ac.rs

Abstract

As malignant cells mutate over time and become resistant to existing drugs, there is a constant
need for new antitumor drugs. Steroid molecules play very important roles in biological systems. Due to
hydrophobicity, they pass through cell membranes unhindered, so they are a suitable starting material
for the new drugs design. Biologically active molecules with new physiological functions are created by
transformations of the solid tetracyclic steroid sceleton. Therefore, fifty new steroidal hydrazone deriva-
tives were synthesized and characterized, afterwards their cytotoxicity was determined, and the mecha-
nisms of cytotoxic action were investigated.

According to the tested malignant cell lines (HelLa, K562, MDA-MB-361, MDA-MB-453, LS174, A549),
especially according to Hela cells of cervical adenocarcinoma, and K562 cells of chronic myeloid leuke-
mia, the new compounds showed concentration-dependent selective cytotoxicity on a microgram
scale, in many cases better than chemotherapeutic cisplatin. In contrast, they showed very low toxicity
to human PBMC, which is reflected in selectivity coefficients far higher than 2.5. By morphological analy-
sis of Hela cells treated with new derivatives their pro-apoptotic effect was determined, which was con-
firmed by the results of flow cytometry. By determining the target caspases, it was established that
apoptosis is mediated by caspases-3, -8, and -9. All derivatives tested showed the ability to inhibit
EA.hy926 cells angiogenesis in vitro. Thiazolidin-4-ones tested did not cause significant changes in
MMP2, MMP9, and VEGFA gene expression levels in treated Hela cells.

I Trendovi u molekularnoj biologiji

The results of in vitro studies may indicate significant anticancer potential, which makes these com-
pounds potential candidates for in vivo testing.

Keywords: steroidal hydrazones, cytotoxicity, apoptosis, angiogenesis, gene expression, cell cycle
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1.UVOD

Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije rak, $to po ucestalosti pojavljivanja $to po smrtnosti,
zauzima drugo mesto na listi nezaraznih bolesti - odmah posle kardiovaskularnih oboljenja. Brza mutacija
malignih ¢elija i pojava rezistencije na postojece lekove opravdavaju postojanje ogromnog broja istrazi-
vanja na polju raka i nastojanje da se pronadu novi lekovi protiv ove opake bolesti.

Steroidi predstavljaju grupu Siroko rasprostranjenih bioloski aktivnih molekula koji imaju veoma vazne
uloge u bioloskim sistemima. Zbog toga su trasformacije krutog tetracikli¢cnog sistema koje izazivaju
promene u njihovim fizioloskim funkcijama i koje vode ka stvaranju novih bioloski aktivnih molekula postale
jedan od glavnih ciljeva danasnje steroidne hemije. U tom pogledu narocito se isticu modifikacije koje
ukljucuju uvodenje heteroatoma (azot, sumpor, kiseonik), novih funkcionalnih grupa i heterociklicnih prste-
nova.

Tako je u okviru disertacije iz koje proistice ovaj revijalni rad, u nadi da ¢e posedovati znacajan poten-
cijal za razvijanje novih selektivnih antikancerskih agenasa, sintetisano i detaljno okarakterisano pedeset
novih derivata steroidnih hidrazona, a zatim je odredena njihova citotoksi¢nost i ispitani su mehanizmi cito-
toksi¢nog delovanja.

2. STEROIDNI MOLEKULI

Steroidi spadaju u klasu lipida sa tetracikli¢nim jezgrom prikazanim na Shemi 1. Razlikuju se po bo¢nim
nizovima i funkcionalnim grupama koje sadrze.

Shema 1. Tetracikli¢no jezgro zajednicko za sve steroidne molekule

Ugljovodonicni skelet steroida je hidrofoban $to im omoguéava neometan prolazak kroz ¢elijske mem-
brane. Upravo zbog toga predstavljaju znacajan polazni skelet za dizajniranje antikancerskih lekova. Po-
larne funkcionalne grupe endogenih steroida, hidroksilna, fenil- ili keto-grupa, od klju¢nog su znacaja za
vezivanje steroida za receptore pri ¢emu njihovo prisustvo ne menja hidrofobnu prirodu steroidnog
molekula kao celine [1]. Steroidni molekuli su uglavnom hormoni, osim holesterola koji ima i mnostvo ne-
hormonskih uloga, te su u telu prisutni u miligramskim koli¢inama [2]. Ogroman interes nauc¢ne zajednice
danasnjice za steroidne hormone je posledica njihove uloge u kancerogenezi hormonski zavisnih tumora
kao $to su maligni tumori dojke, jajnika, prostate i testisa. Kako je rak kao skup oboljenja pri samom vrhu liste
nezaraznih bolesti na globalnom nivou [3] opravdana su mnogobrojna nastojanja naucnika da pronadu
nove antikancerske lekove.

2.1. FUNKCIONALIZACIJA STEROIDNIH MOLEKULA

Promenom strukture steroidnih molekula menjamo bioloska svojstva istih. Jedan od najznacajnijih
nacina za funkcionalizaciju steroidnih molekula, a samim tim i za prosirenje vec¢ Sirokog spektra bioloskih
aktivnosti steroida, jeste uvodenje heteroatoma (N, O, S, P), bo¢nih nizova koji sadrze heteroatome i hete-
rocikli¢nih prstenova u steroidni skelet. Heteroatomi u krutom steroidnom skeletu igraju ulogu donora i



akceptora vodonic¢nih veza ¢ime omogucavaju efikasno povezivanje sa ciljnim enzimima i receptorima.
Uvodenjem heteroatoma u neki molekul menja se njegova lipofilnost ili povecava rastvorljivost u vodi ¢ime
se poboljsavaju farmakokineti¢ka i farmaceutska svojstva tog molekula [4]. Prednosti steroidnih u odnosu
na ostale hemioterapeutike su njihova visoka biodostupnost u ¢eliji, manja toksi¢nost od ostalih i manja
verovatnoca za razvoj rezistencije na veliki broj lekova (multidrug resistance, MDR) [5].

Na Shemi 2 prikazano je nekoliko heterosteroidnih molekula iz literature za koje se ispostavilo da is-
poljavaju antitumorsku aktivnost.
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Shema 2. Heterosteroidi sa antikancerskom aktivnosc¢u [6-13]
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Naime, 16-spiroizoksazolin (1) autorke Frank i saradnika je pokazao znacajnu antikancersku aktivnost
prema celijama adenokarcinoma cerviksa Hela (IC5q 7,4 pM) [6]. Huang i saradnici su sintetisali holestan-
ski A-aza-heterosteroid (2) ¢iji se mehanizam antikancerskog delovanja ogleda u pokretanju unutrasnjeg
puta apoptoze u malignim celijama prostate [7]. Poc¢ev od 3B-acetoksipregnenolona Koutsourea i saradnici
su sinteisali B-laktam (3) koji karakterise smanjena toksi¢nost i impresivan antikancerski potencijal prema
Celijskoj liniji leukemije P388. Ovaj heterosteroid dovodi do izlecenja 4/6 miseva podvrgnutih eksperimentu
[8]. 5-Androstenski D-laktami (4 i 5) Dhingre i saradnika ispoljili su dobru aktivnost na humanoj celijskoj
liniji karcinoma prostate DU-145 u odnosu na lek finasterid kao pozitivhu kontrolu [9]. B-Laktam (6) ena-
midnog tipa autorke Krsti¢ i saradnika ispoljio je citotoksi¢nu aktivnost prema Hela ¢elijama na mikro-
gramskoj skali pri ¢emu je aktivacija apoptoze bila jedan od mehanizama citotoksi¢nog dejstva [10]. lvanyi
i saradnici sintetisali su aza-egzonuklearne pirazolinil-pregnenolone koji inhibiraju rast malignih ¢elija za
vise od 90% pri cemu se ispostavilo da je 5'S-epimer jedinjenja (7) daleko aktivniji [11]. A-kondenzovani piri-
midin (8) Baji-ja i saradnika ispoljio je antikancersku aktivnost prema malignim ¢elijskim linijjama prostate,
od kojih je izuzetno znacajna aktivnost prema ¢elijskoj liniji adenokarcinoma prostate PC-3 koja vodi poreklo
od metastaza u kostima (IC5q 9,1 uM) [12]. Isti autori su ustanovili da uvodenje voluminoznih hetero-
prstenova kondenzovanih u polozaju 2,3 ili 16,17 prisutnih u jedinjenjima 9 i 10 moze da dovede do re-
dukcije ili pak eliminacije hormonskog efekta androgena. Jedinjenje 9 ispoljilo je znac¢ajnu antikancersku
aktivnost prema trostruko negativnom adenokarcinomu dojke MDA-MB-231 (IC5q 4,5 uM), dok je jedinjenje
10 delovalo priblizno istim intenzitetom na celijsku liniju duktalnog karcinoma dojke T47D [13].

Pored najzastupljenijih aza-heterosteroida, steroida koji sadrze azot kao heteroatom, postoji znacajan
broj steroidnih jedinjenja sa uvedenim atomom sumpora ili fosfora [14-171].
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Shema 3. Neki sumporni i fosforni heterosteroidi [15-17]

Holestanski sulfidni dimer (11, Shema 3) pokazao je dobru selektivnost za tumorske u odnosu na nor-
malne Celije pri Cemu je citotoksi¢na aktivnost na Hela celije iznosila ICgq 21,2 uM [17]. Kako u prirodi pos-
toji mnostvo organofosfornih jedinjenja sa znacajnim bioloskim aktivnostima [15] to je bio podstrek da
autorka Krsti¢ i saradnici sintetisu fosforne heterocikli¢ne derivate androst-4-ena (12 i 13) i ispitaju njihovu
antikancersku aktivnost [15-16]. Ispostavilo se da derivat 13 sa tiokso-grupom u polozaju C-3 ispoljava jacu
antikancersku aktivnost prema K562 ¢elijama od svog 3-okso analoga [16]. Mohareb i saradnici su sinteti-
sali sumporne heterosteroide (14—17, Shema 4) koji se izdvajaju po svojoj antikancerskoj aktivnosti jacoj
od aktivnosti doksorubicina [18].
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Shema 4. Sumporni heterosteroidi sa antikancerskom aktivnosc¢u [18]

2.2, HIDRAZONI

Hidrazoni su klasa organskih jedinjenja koja sadrze strukturni fragment prikazan na Shemi 5. Oni na-
staju zamenom karbonilnog kiseonikovog atoma aldehida i ketona =NNH, grupom.

X i
N._R Ss N.__R
P 2 Cap-R H,N H Y 2 HQNJLN’NYRE
R; R H R
1
hidrazoni izotiocijanat tiosemikarbazoni semikarbazoni

Shema 5. Opsta formula hidrazona, tiosemi- i semikarbazona

Hidrazoni se smatraju znacajnim intermedijerima pri sintezi heterocikli¢nih jedinjenja [19]. Ispoljavaju
mnostvo razli¢itih bioloskih efekata od kojih su neki antituberkulozni [20], antifungalni [21] i antikancerski
[22-24]. Dakle, hidrazoni ¢ine vaznu klasu jedinjenja za razvoj lekova Cija je toksi¢nost svedena na minimum.

2.3. DERIVATI STEROIDNIH HIDRAZONA SA ANTITUMORSKOM AKTIVNOSCU

Mohareb i saradnici su sintetisali ¢itav niz razli¢itih derivata steroidnih hidrazona kojima je potom
odredena citotoksi¢na aktivnost. Mnoga od tih jedinjenja, medu kojima i jedinjenje 18 prikazano na Shemi
6, ispoljila su bolju citotoksi¢nu aktivnost od doksorubicina na ¢elijskoj liniji adenokarcinoma dojke MCF-7
i liniji nesitnocelijskog karcinoma pluc¢a NCI-H460 (IC5q 0,01 uM) [5]. Jabeen i saradnici su ispitali antikan-
cerska svojstva hidrazona dobijenih iz progesterona i testosterona. Testosteronski tiosemikarbazon (19) bio
je aktivan prema celijskoj liniji adenokarcinoma dojke, MCF-7 (IC5 4,8 uM), dok je progesteronski semika-
rbazon (20) pokazao znacajnu aktivnost prema celijama adenokarcinoma prostate PC-3 (IC5 4 uM) [25].
Steroidne 17-hidrazone sa heterocikli¢nim prstenovima u bo¢nom nizu sintetisali su Cui i saradnici. Od njih,
jedinjenje 21, sa indolnim prstenom u bo¢nom lancu, ispoljilo je citotoksi¢nu aktivnost prema Hela ¢elijama
(IC5p<5 uM) bolju od kontrolnog citostatika, cisplatina [26]. Od serije hidrazona koje su sintetisali Nadaria i
saradnici izdvaja se hidrazon (22) koji je na ¢elijskoj liniji karcinoma pluca A549 ispoljio citotoksi¢nu ak-
tivnost (IC5( 17,4 uM) u rangu kontrole, etoposida [27].
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Shema 6. Steroidni hidrazoni koji poseduju antikancersku aktivnost [5, 25-27]
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2.3.1. TIOSEMI/SEMIKARBAZONI | NJIHOVI DERIVATI

Tiosemikarbazoni i njihovi kiseoni¢ni analozi, semikarbazoni, su derivati hidrazona koji sadrze stru-
kturne fragmente prikazane na Shemi 5.

Tiosemikarbazoni su vrlo korisni intermedijeri pri sintezi razli¢itih heterocikli¢nih jedinjenja i helirajuci
su ligandi za metalne jone [28-37]. Pored toga, ispoljavaju Citav niz razli¢itih bioloskih efekata kao Sto su:
smirujuce [38], miorelaksantsko, psihoanaleptic¢ko i hipnoti¢ko [39-41], antidepresivno [20], antimikrobno
[21,23,42], antiameboidno [22], analgeti¢ko, antiinflamatorno [24,43] i citotoksi¢no dejstvo [44]. Farmako-
fora tiosemikarbazona sadrzi izotiocijanatni motiv za koji je poznato da ima hemioprotektivno dejstvo [45].

Na Shemi 7 su navedene strukture nekoliko steroidnih tiosemi- i semikarbazona iz literature koji su is-
poljili bolju antikancersku aktivnost od hemioterapeutika cisplatina.

Tiosemikarbazon (23) Huang-a i saradnika bio je aktivan prema mnostvu razli¢itih malignih ¢elijskih
linija [46]. Cui i saradnici su, polazeci od sitosterola i stigmasterola, sintetisali B-homosteroidne laktame sa
tiosemikarbazonskim fragmentom smestenim u polozaj C-3. Derivati sitosterola pokazali su se kao bolji
citotoksi¢ni agensi od kojih su jedinjenja 24 i 25 ispoljila izuzetnu citotoksi¢nu aktivnost na ¢elijskoj liniji he-
patocelularnog karcinoma jetre, Bel-7404 (IC5q 3,91 5,6 uM, redom) [47]. Derivati holesterola i stigmasterola,
6-tiosemi/semi-karbazoni (26—-30) Gan-a i saradnika, takode su ispoljili jacu citotoksi¢nu aktivnost od cis-
platina prema Bel-7404 celijama [48].



CaHy7
H-M H
a
NS
s H O
R . 24 R = NNHCSNH,
23 H O 25 R=NNHCSNHCH;
CeHyy R

()
b

§7 NH; 27 X=TSC
28 X=3C
29 X=5C
30 X=SC

=~
-

!
@
el
I
5
=
=
(R

non mn

o owao
(]

26

A0 3031

Shema 7. Steroidni tiosemi/semi-karbazoni sa antikancerskom aktivnosc¢u [46-48]

U okviru disertacije iz koje proisti¢e ovaj revijalni rad sintetisano je i okarakterisano pedeset novih a,3-
nezasicenih steroidnih tiosemi/semi-karbazona i njihovih derivata nakon ¢ega im je odredena citotoksi¢nost,
a potom su za najaktivnija jedinjenja ispitani mehanizmi citotoksi¢nog delovanja. 3-Tiosemikarbazon (31,
Shema 8) je na tri maligne celijske linije, K562, MDA-MB-452 i A549, ispoljio citotoksi¢nost sa IC5 vredno-
stima nizim od 10 uM [49]. Za sintetisane semikarbazone i njihove derivate ispostavilo se da su imali daleko
nizu citotoksi¢nu aktivnost od njihovih sumpornih analoga te je 3,17-bis(semikarbazon) (32) ispoljio
umerenu citotoksi¢nost na celije Hela [50].

1,3,4-Tijadiazolini, petoc¢lani heterocikli koji sadrze dva atoma azota i atom sumpora, nastaju transfo-
rmacijama tiosemikarbazona. Njihova strukturna podjedinica je sastavni deo prirodnih proizvoda kao $to su
hormoni, vitamini, antibiotici i alkaloidi. Literaturni podaci svedoce da tijadiazolini ispoljavaju mnostvo ra-
zlicitih bioloskih svojstava i ponasaju se kao analgetici, deluju antiinflamatorno, antimikrobno i antitumorski
[33,51]. Novi 3,17-bis(tijadiazolin) (33) sintetisan u okviru ove disertacije ispoljio je citotoksi¢nu aktivnost
prema celijama Hela i K562 na mikrogramskoj skali, dok su koeficijenti selektivnosti (Ks) za navedene ma-
ligne u odnosu na zdrave celije iznosili preko 20 [49].

1,3-Tiazolidin-4-oni, jo$ jedna klasa organskih jedinjenja koja nastaje ciklizacijom tiosemikarbazona,
derivati su petoclanog zasi¢enog tiazolidina koji je u prirodi prisutan u penicilinu [52]. Vodeni ovom ¢inje-
nicom istrazivaci sintetiSu tiazolidinone i ispituju njihov bioloski profil. Tako su iz ove disertacije proistekle
dve serije novih steroidnih tiazolidinona, medu kojima je i jedinjenje 34, koji su ispoljili izuzetnu citoto-
ksi¢nost prema ispitivanim malignim celijskim linijama i imali Ks vrednosti daleko vise od vrednosti 2,5 [53].
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Shema 8. Tiosemi/semi-karbazoni i njihovi derivati sintetisani u okviru disertacije koji ispoljavaju citotoksi¢nu aktivnost [49,50,53]

3. CITOTOKSICNOST I MEHANIZMI CITOTOKSICNOG DELOVANJA

3.1. Citotoksi¢na aktivnost novih derivata steroidnih hidrazona

Za sva nova jedinjenja uradena je in vitro citotoksi¢na aktivnost na humanim malignim éelijskim linijama:
Hela (adenokarcinom cerviksa), K562 (hroni¢na mijeloidna leukemija), MDA-MB-361 (adenokarcinom dojke),
MDA-MB-453 (karcinom dojke), LS174 (adenokarcinom kolona) i A549 (karcinom pluca). Pored toga, cito-
toksi¢nost ovih jedinjenja ispitana je i na normalnim humanim fibroblastima plu¢a, MRC-5 [49,53]. Dobi-
jene IC5q vrednosti za odabrana jedinjenja Cije su strukture prikazane na Shemi 9 nalaze se u Tabeli 1.

Ry, NHAC
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b R=CH; R,;=H 3-tiosemikarbazoni 3,17-bis(tijadiazolin)
¢ R=CH, A 1a-c 2a
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Shema 9. Strukture novih jedinjenja koja su ispoljila najbolju citotoksi¢nost na ispitivanim malignim celijskim linijjama [49,53]



1C;, £ 5D (uM)

Jedinjenje
Hela K562 MDA-MB-361 MDA-MB-453 L5174 AS49 MRC-5

1a 181433 11,3422 1441 £ 366 444429 61.3+£13,0 10,3407 77411
1b The+02 67202 20,7 £ 6,0 58+02 352116 B9+0,5 6,501
1ec 173468 6,7 +03 187 89 69403 262 +6,0 95+0,5 72413
2a 78103 88x1.3 > 200 11,019 126+ 38 206+£13 12720
cisplatin 21202 5403 17,1+£1,2 3605 17806 144+0,7 92+02
3a B9+19 B E+1,] 12,7 £2,0 23,7 £32,7 482449 223447 62,7 4632
ib 10,7 £ 2,5 B87+11 256+46 238+1,7 487 £ 05 495+ 0.6 448473
3c 25+09 88+1.2 19,6+22 26,2+ 27 51.3%3.2 404 +75 499+9.3
da 13,5+ 0,1 Bo£1, 36,0 46,3 30,9 £ 6,2 42,6464 253440 58,1426
ab 129129 105%1,3 30,2£73 37325 21,851 27.6+72 534+90
4c 11,2+£1.6 9617 4.6 +£04 33.5+£63 47839 249102 488+ 1.6
cisplatin 52105 571056 21.5£1.5 6505 186+20 174£18 13.0+1,7

Tabela 1. In vitro citotoksi¢nost novih steroidnih tiosemikarbazona (1a-c) i njihovih derivata, tijadiazolina 2a i tiazolidin-4-ona (3a-c, 4a-c) [49,53].

3-Tiosemikarbazoni 1b i 1c su na K562 Celije ispoljili citotoksi¢nost u rangu hemioterapeutika cisplatina
koji je sluZio kao pozitivna kontrola (IC5y<10 uM). Derivat 1b ispoljio je dobru citotoksi¢nost na Hela Celije,
dok su preostala dva jedinjenja ove serije ispoljila umerenu aktivnost. Na MDA-MB-361 Celije dva tiosemika-
rbazona su ispoljila citotoksi¢nost u rangu cisplatina. Kada su u pitanju ¢elije MDA-MB-453, na njima su dva
derivata ovog tipa ispoljila citotoksi¢nost nizu od 10 uM, ali su bila duplo manje citotoksi¢na od cisplatina.
Slabu citotoksi¢nu aktivnost tiosemikarbazoni su ispoljili na ¢elijama LS174. Tiosemikarbazoni su bili izuzetno
citotoksi¢ni na celije A549, jace od cisplatina, ali su bili jos jace citotoksi¢ni na normalne humane fibroblasti
plu¢a MRC-5 $to znadi da izostaje selektivnost za maligne u odnosu na zdrave Celije. Ipak, i cisplatin,
hemioterapeutik koji se decenijama koristi za leCenje mnogih tipova malignih tumora, ukljucujucii karcinom
pluca, bio je jednako neselektivan za A549 ¢elije u odnosu na MRC-5 celije.

3,17-Bis(tijadiazolin) 2a se pokazao kao citotoksi¢an za K562, HeLa i MDA-MB-453 ¢elije dok za drugu
Celijsku liniju raka dojke, MDA-MB-361, nije bio citotoksi¢an. Na Celije LS174 pomenuti tijadijazolin je bio cito-
toksican jace od cisplatina. Dobra citotoksi¢nost na celije A549 ostaje u senci Cinjenice da je jedinjenje 2a
jos jace citotoksi¢no za normalne ¢elije MRC-5.

3-Tiazolidin-4-oni su na K562 i HeLa celije ispoljili citotoksi¢nost sa IC5 vrednostima od oko 10 uM. De-
rivati 3a i 3¢ su na celije MDA-MB-361 ispoljili citotoksi¢nu aktivnost bolju od cisplatina, a 3b u rangu ci-
splatina. Na preostale testirane maligne ¢elijske linije, MDA-MB-453, LS174 i A549, tiazolidinoni su ispoljili
umerenu, slabu, odnosno slabu do umerenu citotoksi¢nost, redom.

3,17-Bis(tiazolidin-4-oni) su bili citotoksi¢ni na HelLa i K562 ¢elije dok su na ostale ¢elije bili umereno
aktivni. Umerena citotoksi¢nost utvrdena je i za A549 Celije, ali je bila duplo ja¢a na maligne u odnosu na
zdrave humane MRC-5 Celije.

Ukupno uzevsi, K562 i HelLa ¢elije su bile najosetljivije na citotoksi¢nost novih derivata steroidnih hidra-
zona zbog ¢ega je ispitivanje mehanizama citotoksi¢nog delovanja istih radeno upravo na tim ¢elijama.

Sumiranjem prikazanih rezultata moze da se dode do zakljucka da su a,3-nezasiéeni supstituenti u C-3
poloZaju tiosemikarbazona ili tiazolidin-4-ona, spiro-heterocikli¢ni prsten ili okso-grupa u poloZaju C-17 i
tiazolidinonski prsten u poziciji C-17 strukturni fragmenti koji su u najve¢oj meri odgovorni za citotoksi¢nu
aktivnost novosintetisanih steroidnih hidrazona i njihovih derivata.
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3.2. Ispitivanje citotoksi¢nosti na PBMC

Derivati steroidnih hidrazona koji su ispoljili najvisi intenzitet citotoksi¢ne aktivnosti na ispitivanim ma-
lignim ¢elijskim linijjama odabrani su za dalja ispitivanja citotoksi¢nosti na normalnim humanim mononu-
klearnim ¢elijama periferne krvi (eng. Peripheral blood mononuclear cells, PBMC), pri ¢emu je kao pozitivna
kontrola koris¢en hemioterapeutik cisplatin (Tabela 2). Na osnovu ovih rezultata tiosemikarbazoni (serija 1),
nasuprot preostalim testiranim jedinjenjima, ispoljavaju umerenu do dobru citotoksi¢nost na PBMC.

IC., £ 5D (pM) IC., % 5D (pM)
Jedinjenje pPBMC Jedinjenje PBMC
1a 44,1 £ 13,7 3a 1458+ 25
b 15,7 + 3,0 3b >3200
1c 24,9+ 14,8 3c 1234+ 4,4
2a 2200 4a 1888+ 15,9
f / ab 87.140,5
/ / ac 5200
Cisplatin 68+126 Cisplatin 71,3+820

*Iz cetiri nezavisna eksperimenta (zdravi donori kryi)

Tabela 2. In vitro citotoksi¢nost prema PBMC za najaktivnije tiosemikarbazone (1a-c), tijadiazolin 2a i tiazolidin-4-one (3a-c, 4a-c) [49,53].

Jasnije znadenje rezultata ovog eksperimenta dobija se uvidom u izracunate koeficijente selektivnosti
(Ks), odnose ICg vrednosti dobijenih za normalne PBMC i maligne celijske linije, Sto je prikazano u

Tabelama 3i 4.

Koeficijent selektivnosti (Ks)

Jedinjenje PBMC/ PEMC/ PBMC/ PBMC/ PEMC/ PBMC/

Hela K562 MDA-MB-361 MDA-MB-353 L5174 AS549
1a 24 39 0.3 1.0 0.7 43
1b 21 24 08 23 0.5 1.8
1c 14 37 1.3 36 1.0 2.6
2a =255 =228 =1 =181 =159 =87
Cisplatin 189 11,3 36 16,9 34 4.2

Tabela 3. Koeficijent selektivnosti (Ks) u citotoksi¢cnom dejstvu mono-tiosemikarbazona 1a-ci bis(tijadiazolina) 2a u odnosu na PBMC [49].

Koeficijent selektivhosti (Ks)

Jedinjenje PBMCS PEBMC/ PEMC/ PBMC/ FBMCS PBMC/S

Hela K562 MDA-MB-361 MDA-MB-453 L5174 A549
3a 16,3 16,6 11,5 6,2 3 6.5
3b = 18,6 =23 =78 =84 = =40
3c 13 14 63 4.7 24 31
4a 14 213 52 a,1 44 7.5
4b 6,7 B3 29 23 4.0 32
4c =178 > 208 >81 »6 =42 >80
Cisplatin 13,6 12,6 33 111 i8 4.1

Tabela 4. Koeficijent selektivnosti (Ks) u citotoksi¢nom dejstvu odabranih tiazolidin-4-ona, jedinjenja 3a-c i 4a-c u odnosu na PBMC [53]

Naime, smatra se da ukoliko su vrednosti koeficijenata selektivnosti iznad 2,5 jedinjenja za koja su isti
dobijeni svrstavaju se u grupu onih jedinjenja koja imaju potencijal da se, u cilju dalje procene njihove an-
tikancerske efikasnosti, ispituju in vivo.

Tiosemikarbazoni (serija 1, Tabela 3) [49] su pokazali viSu citotoksi¢nost na Hela, K562, MDA-MB-453 i
A549 ¢elije u odnosu na normalne PBMC, dok za LS174 Celije to ne vazi. Jedinjenje 1a je za K562 i A549 Celije

imalo Ks vrednosti iznad 2,5, dok je za jedinjenje 1c to vazilo i za MDA-MB-453 ¢elije.



Ks dobijeni za najbolji od testiranih bis(tijadiazolina), jedinjenje 2a, ukazuju na visu citotoksi¢nu ak-
tivnost na sve ispitane maligne ¢elijske linije u odnosu na normalne PBMC. Ks ovog derivata su za sve celi-
jske linije osim za MDA-MB-361 veci od 2,5 i imaju najvise vrednosti od svih novih derivata, tacnije krecu se
u intervalu 9,7-25,5, $to ovo jedinjenje ubraja u grupu potencijalnih kandidata za in vivo ispitivanja an-
tikancerske aktivnosti.

Kada su u pitanju tiazolidin-4-oni (Tabela 4) [53], sva ispitivana jedinjenja ispoljila su visi intenzitet cito-
toksi¢ne aktivnosti na sve maligne ¢elijske linije, narocito na Hela, K562, MDA-MB-361 i MDA-MB-453, u
odnosu na PBMC. Selektivnost pri antikancerskoj aktivnosti tiazolidin-4-ona bila je veoma visoka, u velikom
broju slucajeva bolja nego za cisplatin, pri ¢emu su Hela i K562 celijske linije bile najosetljivije na citoto-
ksi¢ne efekte ove klase jedinjenja. Pored toga, jedinjenja 3a, 3b, 4a i 4c su takode ispoljila vrlo dobru sele-
ktivnost pri antikancerskom delovanju na humane ¢elijske linije kancera dojke, MDA-MB-361 i MDA-MB-453,
kao i na ¢elije karcinoma pluca A549.

Efikasno i selektivno ubijanje malignih ¢elija uz ispoljavanje minimalne toksi¢nosti na normalne ne-
transformisane celije, a narocito na celije imunskog sistema koje ucestvuju u antikancerskom imunskom
odgovoru, izuzetno su vazna svojstva pri razvoju novih antikancerskih lekova. Stoga, vrlo dobra selektivnost
pri citotoksicnom delovanju ispitivanih derivata steroidnih hidrazona za humane maligne Celijske linije (po-
sebno za K562 i Hela ¢elije) u poredenju sa normalnim humanim PBMC, ukazuje na znacajan antikancerski
potencijal ovih jedinjenja, koji bi trebalo dalje da se ispituje in vivo.

3.3. Promene u distribuciji HeLa i K562 celija po fazama celijskog ciklusa

S ciljem da se rasvetle mehanizmi citotoksi¢nog delovanja novih steroidnih derivata ispitivane su
promene u raspodeli HeLa i K562 ¢elija po fazama celijskog ciklusa nastale kao posledica tretiranja ¢elija
IC5q i dvostrukim IC5q koncentracijama jedinjenja 3ai 4a u trajanju od 24§ 48 h [53].

Oba ispitana derivata steroidnih hidrazona, bilo da su primenjeni u ICg ili 2IC5 koncentracijama pri
periodu inkubiranja od 24 ili 48 h, dovela su do promena u distribuciji HelLa i K562 ¢elija po odredenim
fazama celijskog ciklusa.

Tiazolidin-4-oni 3a i 4a primenjeni pri ICgq i dvostrukim IC5q koncentracijama u trajanju od 24 hili 48
h indukovali su statisticki znac¢ajno povecanje procenta Hela ¢elija u subG1i G2/M fazama ¢elijskog ciklusa
u poredenju sa kontrolnim uzorkom ¢elija (Slika 1). Ove promene su pra¢ene znacajnim smanjenjem pro-
centa tretiranih Hela celija u G1 fazi. Pored toga, izloZenost jedinjenju 3a 2IC5 koncentraciji u trajanju od
24 hi1Cgq koncentraciji u trajanju od 48 h dovela je do znacajne akumulacije Hela celija u S fazi, dok je sta-
tisticki znacajno povecanje procenta celija u S fazi primeceno u Hela ¢elijama tretiranim sa obe konce-
ntracije jedinjenja 4a u trajanju od 24 h ili 48 h.

U celijama humane mijeloidne leukemije K562 tretman ICgy i 2IC5q koncentracijama mono-tiazolidin-
4-ona 3a u trajanju od 24 h i 48 h prouzrokovao je statisti¢ki znacajno povecanje procenta celija u subG1 fazi
Celijskog ciklusa, kao i znacajno povecanje u G2/M fazi Celijskog ciklusa u poredenju sa kontrolnim ¢éelijama
(Slika 2). Takode je evidentirano i znacajno smanjenje procenta K562 celija u fazama G1 i S. Bis(tiazolidin-
4-on) 4a u obe primenjene koncentracije doveo je do znacajne akumulacije K562 celija u subG1 i G2/M
fazama celijskog ciklusa u poredenju sa kontrolnim uzorkom. Pored toga, primecen je i statisticki znacajan
pad procenta K562 celija u G1 fazi, dok je redukovan broj ¢elija u S fazi bio statisti¢ki znacajan samo ukoliko
je tretman trajao 24 h.
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Slika 1. Promene u distribuciji HeLa celija po fazama celijskog ciklusa. Analiza ¢elijskog ciklusa je vrSena na Hela celijama koje su bile tretirane IC50 ili 2IC50 ko-
ncentracijama tiazolidin-4-ona 3a i 4a [53] u trajanju od 24 ili 48 h. Rezultati eksperimenta su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija tri nezavisna
eksperimenta. Za statisticku obradu podataka je koris¢en program ANOVA pri ¢emu su statisticki znacajne vrednosti (p < 0,05) oznacene zvezdicom (¥).
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Slika 2. Promene u distribuciji K562 celija po fazama celijskog ciklusa. Analiza celijskog ciklusa je vr$ena na K562 ¢elijama tretiranim IC50 ili 2IC50 koncentraci-
jama tiazolidin-4-ona 3ai 4a[53] u trajanju od 24 ili 48 h. Rezultati eksperimenta su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija tri nezavisna eksperimenta.
Program ANOVA je koriscen za statisticku obradu podataka pri ¢emu su statisticki znacajne vrednosti (p < 0,05)



3.4. Detekcija tipa celijske smrti HelLa celija
3.4.1. Morfoloska analiza tipa celijske smrti fluorescentnom mikroskopijom

Tip celijske smrti koju indukuju jedinjenja 3a i 4a na Hela ¢elijama ispitan je morfoloskom analizom flu-
orescentnom mikroskopijom ciljnih ¢elija obojenih smesom boja akridin-oranzi etidijum-bromid (Slika 3).
Kao pozitivna kontrola koris¢en je hemioterapeutik cisplatin [53].

Na fotomikrografijama HeLa Celija koje su bile tretirane 2ICgq koncentracijama (odredene MTT testom
nakon 72 h delovanja) steroidnih jedinjenja u trajanju od 24 h mogla su da se uoce tipi¢na morfoloska
obelezja apoptoze - skupljanje ¢elija, kondenzacija hromatina, smanjivanje i fragmentacija nukleusa, pri-
sustvo narandzasto-crvenoobojenih ¢elija u kasnoj fazi apoptoze ili sekundarne nekroze. Kruzni oblik HelLa
Celija koji je zapazen pri tretmanu jedinjenjima 3ai 4a jednim delom je uzrokovan i zaustavljanjem u G2/M
fazi celijskog ciklusa o ¢emu svedoci eksperiment analize ¢elijskog ciklusa.

kontrola 3

Slika 3. Indukovanje apoptoze Hela celija tiazolidin-4-onima 3a i 4a [53].

3.4.2. Detekcija tipa Celijske smrti proto¢nom citometrijom

Identifikacija HeLa ¢elija u razli¢itim stadijumima apoptoze indukovane ispitivanim steroidnim deriva-
tima uradena je proto¢nom citometrijom nakon bojenja ¢elija smeSom boja aneksin V-FITC (A) i propidijum-
jodid (P) [49]. Frakcija zivih ¢elija (A/P) koja nije prikazana na Slici 4 najzastupljenija je u netretiranim
kontrolnim celijama. Tretman Hela Celija 21C5q koncentracijama ovih steroidnih derivata je doveo do
povecanja procenta ¢elija u ranoj fazi apoptoze (A*/P), ¢elija u kasnoj fazi apoptoze ili sekundarne nekroze,
(A*/P*), kao i mrtvih celija (A/P*). Dakle, ovaj eksperiment je pokazao da novosintetisana jedinjenja
prouzrokuju apoptozu Hela ¢elija.

Hela 2ICg 24h

20 celija

K 1a 1b 1le 2a

Slika 4. Analiza proto¢nom citometrijom kontrolnih i tretiranih HeLa celija obojenih aneksin V FITC-om i propidijum-jodidom. HeLa celije su bile tretirane 21C50
koncentracijama steroidnih tiosemikarbazona 1a-c i tijadiazolina 2a u trajanju od 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.D. dva nezavisna eksperimenta

[49].
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3.5. Odredivanje ciljnih kaspaza

Kaspaze, aspartat-specifi¢ne cistein-proteaze, izuzetno su znacajni ucesnici signalnih puteva apoptoze.
Proizvode se u obliku neaktivnih monomernih prokaspaza koje zahtevaju dimerizaciju i razlaganje za akti-
vaciju. Od apoptotskih kaspaza -3, -8 i -9, kaspaze -8 i -9 su inicijatorske, dok je kaspaza-3 jedna od glavnih
egzekutorskih (efektorskih) kaspaza. Kaspaza-8 je ucesnik spoljasnjeg puta apoptoze kojeg pokrecu ligandi
koji se vezuju za receptore smrti. Kao posledica raznih celijskih stresova mitohondrije otpustaju citohrom ¢,
formira se apoptozom i na taj nacin se pokrece unutrasniji ili mitohondrijski put apoptoze posredstvom ka-
spaze-9 (Slika 5) [54,55].

Ligand Bl spoljasnii put Unutrasnji put  Razni éelijski stresovi
Receptor

Domen .

| Prokaspaze | _ W

m 3,6.7
Pro- Aktivna Aktivna | i
kaspaza-8 | | kaspaza 8 kaspaza 9
Aktivne - Ciohoonics
= | kaspaze| ==
3,67
-
—
kaspaza 9
Apoptoza

FADD - domen smrti povezan sa ligandom Fas; APAF1 - apoptotski proteazno aktivirajuéi faktor 1;
BID - proapoptotski Bcl-2 protein koji sadrZi samo BH3 domen; tBID — kaspazom-8 aktivirani BID
Slika 5. Spoljasnji i unutrasnji put apoptoze

Odgovor na pitanje koje od apoptotskih kaspaza-3, -8 i -9 ucestvuju u indukciji apoptoze Hela celija
izlozenih dejstvu sintetisanih derivata steroidnih hidrazona dobijen je upotrebom specifi¢nihinh inhibitora
tih kaspaza, fluormetil-ketoni derivatizovanih peptida, Z-DEVD-FMK (inhibitor kaspaze-3), Z-IETD-FMK
(inhibitor kaspaze-8) i Z-LEHD-FMK (inhibitor kaspaze-9) pri ¢emu je meren procenat Hela ¢elija u subG1 fazi,
odnosno procenat apoptotskih ¢elija (Slika 6).

Za svako od ispitivanih steroidnih jedinjenja pokazano je znac¢ajno smanjenje procenta Hela ¢elija u
subG1 fazi u uzorcima koji su prvo tretirani specificnim inhibitorom kaspaze-3, -8 ili -9, a zatim tretirani 2ICg
koncentracijom jedinjenja, u odnosu na procenat Hela ¢elija u subG1 fazi u uzorcima koji su tretirani samo
jedinjenjem. Dakle, upotrebom bilo kojeg od tri koris¢ena inhibitora kaspaza povecano je prezivljavanje
Hela celija $to je dokaz da su ispitivana jedinjenja sposobna da posredstvom kaspaza aktiviraju kako spo-
ljasnji tako i unutrasnji put apoptoze.
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Slika 6. Odredivanije ciljnih kaspaza, u¢esnika u signalnim putevima apoptoze, indukovanog najaktivnijim derivatima steroidnih hidrazona.
Efekat primene specifi¢nih inhibitora kaspaza (Z-DEVD-FMK — inhibitor kaspaze-3; Z-IETD- FMK — inhibitor kaspaze-8; Z-LEHD-FMK — inhibitor kaspaze-9)
na procenat Hela celija u subG1 fazi ¢elijskog ciklusa nakon tretiranja 21C50 koncentracijama novih derivata [49, 53].

3.6. In vitro test za angiogenezu ili test gradenja cevi od endotelnih éelija

Kako bi maligna celija neometano dopremila nutrijente i kiseonik potrebne za opstanak ona tezi da
prosiri i razgrana mrezu krvnih sudova odnosno zapocinje proces angiogeneze. Novonastali krvni sudovi su
strukturno neorganizovani, prosireni i propustljivi tako da povecavaju verovatno¢u metastaziranja tumora.
Pored toga, luc¢e materije koje sprecavaju proces apoptoze. Stoga je jedna od strategija borbe protiv ma-
lignih tumora upravo inhibiranje procesa angiogeneze. Inhibitori angiogeneze su manje toksi¢ni od sta-
ndardno koris¢enih hemioterapeutika i koriste se paralelno uz operaciju, hemioterapiju ili zracenje [1].

Kada se humane endotelne celije pupcane vene, EA.hy926 ¢elije, zaseju na povrsinu matriksnog ma-
trigela one pocinju da se Sire, povezuju i reorganizuju tako da formiraju tubularne strukture nalik na kapi-
lare i poligonalne strukture [56]. Ovaj esej primenjuje se za ispitivanje sposobnosti jedinjenja da inhibira
process angiogeneze in vitro odnosno za ispitivanje antiangiogenetskog potencijala jedinjenja.

Reprezentativne fotomikrografije kontrolnih EA.hy926 celija i ¢elija izlozenih dvadesetoasovnom de-
lovanju suptoksicnih ICy koncentracija novih najaktivnijih i najselektivnijih steroidnih derivata, tiazolidin-
4-ona 3ai4a [53], prikazane su na Slici 7.

Svi ispitivani derivati su pokazali sposobnost da inhibiraju angiogenezu EA.hy926 Celija in vitro.

In vitro esej angiogeneze ukazao je na antiangiogenetske efekte tiazolidin-4-ona 3a i 4a primenjenih pri
niskim suptoksi¢nim koncentracijama. Oba tiazolidin-4-ona inhibirala su Sirenje i povezivanje EA.hy926 ¢elija
kao i formiranje tubularnih struktura sto svedoci o njihovom antiangiogenetskom potencijalu.
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Slika 7. Efekti derivata steroidnih hidrazona na in vitro angiogenezu EA.hy926 celija. Fotomikrografije kontrolnih EA.hy926 celija
i celija izloZenih suptoksi¢nim ICyq koncentracijama tiazolidin-4-ona 3a i 4a u trajanju od 20 h.

3.7. Efekat steroidnih derivata na ekspresiju gena u Hela celijama

Matriksne metaloproteinaze (MMP) su familija cink-zavisnih proteinaza ¢iji su predstavnici MMP-2 i
MMP-9. Ovi proteini se aktiviraju hidrolizom. Geni MMP-2 i MMP-9 kodiraju enzime koji vr$e degradaciju ko-
lagena tipa IV, glavne strukturne komponente bazalne membrane, i samim tim uti¢u na svojstva bazalne
membrane da ometa pokretljivost malignih ¢elija. IstraZivanja su pokazala da MMP-2 i MMP-9 igraju klju¢nu
ulogu u degradaciji ekstracelularnog matriksa kao i u promovisanju invazije tumora i metastaziranja [57].

Kako bi maligna ¢elija obezbedila kiseonik i nutrijente neophodne za opstanaki rast, ona formira mrezu
kapilara iz postojecih krvnih sudova odnosno aktivira proces angiogeneze. VEGFA je gen koji kodira protein
vaskularnog endotelnog faktora rasta A. Spada u najmocnije specificne angiogene faktore, a aktivan je u
formi glikozilovanog homodimernog proteina. VEGFA inhibira apoptozu i dovodi do proliferacije endotelnih
Celija, njihove migracije, organizovanja u tubule i povecanja permeabilnosti $to su sastavni delovi angio-
gene kaskade [58].

U cilju istrazivanja antimetastatskih i antiangiogenetskih svojstava novih steroidnih tiazolidin-4-
onskih derivata 3a i 4a, ispitan je njihov uticaj na ekspresiju gena MMP2, MMP9 i VEGFA u Hela celijama.
Poreden je nivo ekspresije kontrolnih gena kod Hela ¢elija tretiranih steroidnim tiazolidin-4-onima (Slika
8). Tretman jedinjenjima 3a i 4a jedva da je uticao na nivoe ekspresije gena MMP2 i MMP9. Pored toga, ova
jedinjenja nisu uzrokovala znacajne izmene ekspresije gena proangiogenog faktora rasta VEGFA u Hela celi-
jama. Dakle, ispitivani tiazolidin-4-oni ne podsti¢u angiogenezu niti povecavaju verovatnocu nastanka
metastaza.
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Slika 8. Nivo ekspresije gena MMP2, MMP9 i VEGFA u kontrolnim HeLa celijama (K) i HeLa celijama izloZenim suptoksi¢nim IC)q koncentracijama
tiazolidin-4-ona 3a i 4a u trajanju od 24 h.

4. ZAKLJUCAK

Derivati steroidnih hidrazona ispoljavaju mnostvo biolo3kih efekata, a odlikuje ih snizena toksi¢nost u
odnosu na druge vrste lekova. Iz tog razloga mnoge istrazivacke grupe bave se sintezom i ispitivanjem bi-
olosdkih svojstava ovih jedinjenja.

Za nove derivate utvrdeno je da su strukturni fragmenti koji pozitivno uti¢u na njihovu antikancersku
aktivnost a,3-nezasic¢ena tiosemikarbazonska strukturna jedinica u polozaju C-3, spiro heterocikli¢ni sup-
stituent u polozaju C-17 bis(tijadiazolina) i heterocikli¢ni tiazolidinonski prsten uveden u polozaj C-3, a
narocito u polozaj C-17.

Zahvaljujudi njihovom jakom antiproliferativnom i proapoptotskom efektu prema malignim ¢elijskim
linijama, kao i visokoj selektivnosti u citotoksi¢cnom delovanju na maligne u odnosu na normalne ¢elije,
rezultati sprovedenih in vitro istraZzivanja mogu da ukaZu na znacajan antitumorski potencijal steroidnih
tiosemikarbazona 1a—c, tijadiazolina 2a i tiazolidin-4-ona 3a i 4a, $to ova jedinjenja ubraja u potencijalne
kandidate za in vivo ispitivanja.

Na osnovu dobijenih rezultata namece se zakljucak da bi valjalo da se ve¢ postojedi derivati steroidnih
hidrazona koji su pokazali citotoksi¢ni potencijal podvrgnu dodatnim in vitro i in vivo testovima, kao i da se
sintetisu i ispitaju nova jedinjenja ove klase koja bi bila potencijalni buduéi hemioterapeutici.
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