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1.  UVOD 

 

Rak je jedan od najvećih zdravstvenih problema za čovjeka u 21. stoljeću i drugi vodeći 

javnozdravstveni problem u svim zemljama svijeta. Sve češća pojava malignih bolesti može se 

pripisati starenju, rastu populacije, okolišnom zagađenju, konzumiranju akohola i duhana, kao 

i nezdravom zapadnjačkom načinu prehrane. Rastući broj slučajeva raka uzrokuje značajno 

socijalno i ekonomsko opterećenje, te je stoga razvoj strategije za borbu protiv ove bolesti od 

velikog interesa.  

Proces pretvorbe nemaligne stanice u malignu uključuje postepeno nakupljanje promjena koje 

vode do pojačane proliferacije stanica, izbjegavanja stanične smrti i inhibicije rasta, indukcije 

angiogeneze (nastanka novih krvnih žila), te na koncu do aktivacije staničnih programa koji 

vode do invazije tumora u druga tkiva i metastaziranja [1]. Rak je dinamična bolest kod koje 

tumor nastavlja evoluirati i nakon maligne pretvorbe, što ima za posljedicu nastanak heterogene 

tumorske mase unutar koje se nalaze stanice s različitom genetičkom podlogom i različitom 

razinom osjetljivosti na protutumorsku terapiju. Takva heterogenost može kao podlogu imati 

genetičku, epigenetičku, fenotipsku promjenu ili može biti posljedica promjena u 

transkriptomu. Heterogenost tumorske mase je dobra podloga za razvoj otpornosti tumora na 

terapiju [1]–[3]. 

 

1.1.  Otpornost tumorskih stanica na terapiju 

 

Za liječenje raka se, osim kirurških pristupa, primjenjuju i ciljana biološka terapija, hormonska 

terapija, radioterapija, imunoterapija i kemoterapija, kao prva linija obrane od tumora i 

neizostavna strategija u efikasnom liječenju raka krvnih stanica i metastatskih tumora [4] [5]. 

Pojava otpornosti tumora na kemoterapiju postaje veliki klinički problem koji dovodi do 

neuspjeha u liječenju, relapsa i u konačnici smrti oboljelog. Razlikujemo primarnu i stečenu 

otpornost, ovisno o tome javlja li se prije početka terapije ili nakon/uslijed nje. Neki od 

mehanizama koji dovode do ove pojave su pojačani popravak DNA, inhibicija apoptoze, 

promjena u signalnim putevima, inaktivacija ili smanjena koncentracija lijekova u tumorskoj 

stanici.  

Prilikom liječenja raka kemoterapeutikom se eliminiraju stanice tumora osjetljive na terapiju, 

dok one koje su otporne preživljavaju i iz njih se razvija sekundarni tumor otporan na 
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primijenjeni kemoterapeutik [3], [6]. Posebno važan razlog otpornosti tumorskih stanica na 

lijekove jest prekomjerna ekspresija transportera ABC (od eng. ATP-binding cassette), koji 

doprinose razvoju tzv. višestruke otpornosti na lijekove [4], [7]. To je česti problem u liječenju 

oboljelih od raka, a označava neosjetljivost tumora na više funkcionalno i strukturno 

nepovezanih skupina lijekova [4], [8], [9]. Unatoč nastojanjima da se razviju novi 

protutumorski lijekovi i biološke terapije, kao i da se istraže mnogi mogući mehanizmi 

tumorske otpornosti na takve terapije, većina pacijenata s metastatskim rakom će umrijeti zbog 

razvoja višestruke otpornosti na lijekove [6], [9]. 

Juliano i Ling su 1976. godine otkrili da je glikoprotein veličine 170 kDa odgovoran za to što 

su stanice jajnika kineskog hrčka, otporne na kolhicin, dodatno razvile otpornost i na široki 

spektar nepovezanih lijekova. Nazvali su ga P-glikoprotein (P-gp) na temelju izmijenjene 

propusnosti otpornih stanica za pojedine lijekove, a koja nije pronađena u divljem tipu stanica. 

Kasnije je otkriveno da P-gp pripada obitelji membranskih transportera ABC te je time 

započelo njihovo istraživanje u kontekstu višestruke otpornosti na lijekove, ali i mnogih drugih 

fizioloških procesa [9], [10].   

 

1.2.  Obitelj transportera ABC 

 

Transporteri ABC jedna su od najvećih obitelji membranskih aktivnih transportera, evolucijski 

dobro očuvani i prisutni u genomu svih organizama, od prokariota do čovjeka. Razvili su se 

kao složeni sustav stanične obrane od štetnih spojeva koji u stanice i organizme ulaze iz okoliša. 

Do sada je u genomu čovjeka otkriveno 48 gena koji kodiraju za različite transportere ABC, 

podijeljene u 7 potporodica (označenih ABCA-ABCG), na temelju sličnosti u sekvenci [5], 

[11].  

Transporteri ABC nazvani su prema specifičnim domenama koje vežu i hidroliziraju adenozin 

trifosfat - ATP. Funkcionalna jedinica transportera se obično sastoji od dvije transmembranske 

domene (TMD) i dvije domene koje vežu ATP i čine potpuni transporter, dok se članovi nekih 

potporodica sastoje od jednog seta obiju domena, te formiraju heterodimere ili homodimere 

kako bi bili potpuno funkcionalni. Domena koja veže ATP se nalazi na karboksilnom (C) kraju 

polipeptidnog lanca kod većine transportera, dok je kod članova potporodice ABCG ta domena 

smještena na amino (N) kraju lanca [5], [8], [12]. Domena koja veže ATP je globularna 

proteinska jedinica koja se sastoji od nekoliko snažno očuvanih motiva proteinskih sekvenci, 

od kojih je motiv Leu-Ser-Gly-Gly-Gln specifičan isključivo za obitelj proteina ABC i prema 
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tome ih se može razlikovati od ostalih transportera koji vežu ATP. Transmembranska domena 

je sastavljena od šest α zavojnica koje premošćuju membranu i unutar nje se odvija 

prepoznavanje i vezanje supstrata [4], [9], [12].  

Mehanizam prijenosa supstrata transportera ABC se intenzivno proučava eksperimentalnim i 

kompjuterskim metodama, ali kompletan ciklus još uvijek nije potpuno definiran. Do sada se 

zna da se tijekom ciklusa transporta izmjenjuju dva osnovna stanja transportera (slika 1): stanje 

u kojemu su domene koje vežu ATP razdvojene i protein je otvoren prema unutrašnjosti stanice 

(otvoreni dimer), te stanje u kojemu su te domene u formi dimera i protein je otvoren prema 

izvanstaničnom prostoru (zatvoreni dimer). Dok je otvoren prema unutrašnjosti, transporter 

ABC može vezati supstrate u transmembranskoj šupljini, a vezanje ATP-a na citoplazmatsku 

domenu koje uzrokuje otvaranje transportera prema izvanstaničnom prostoru smanjuje afinitet 

za vezanje supstrata i on se oslobađa izvan stanice (1. i 2. korak). Hidroliza ATP-a vraća 

transporter u početno stanje, kada je otvoren prema unutrašnjosti stanice (3. i 4. korak). 

Transporter sadrži dva aktivna mjesta za vezanje ATP-a, ali samo je jedna molekula 

hidrolizirana u datom trenutku [4], [13]–[18]. 

 

 

Slika 1. Ciklus transporta supstrata pomoću transportera ABC. Mjesto vezanja supstrata označeno je 

ružičastom i plavom bojom na transmembranskoj domeni (narančasti i žuti cilindri). Prilagođeno 

prema Higgins i Linton, 2004. [15] 

 

Zanimljiva je činjenica da kod prokariota transporteri ABC gotovo uvijek služe kao pumpe za 

unos, dok je njihova uloga u eukariotima prenošenje tvari iz citoplazme ili stanične membrane 

izvan iz stanice. Transporteri ABC reguliraju stanične razine hormona, lipida, iona, ksenbiotika 
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i drugih malih molekula tako što ih prenose preko stanične membrane i s obzirom na to imaju 

brojne fiziološke uloge u organizmu. Smješteni su i u membranama organela poput 

mitohondrija, lizosoma, endoplazmatske mrežice i Golgijevog aparata [8], [9], [19]. Neki od 

njih su važni ionski kanali, poput SUR1 i SUR2 (ABCC8 i ABCC9), koji reguliraju razinu 

kalija, ili CFTR (ABCC7, od eng. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), koji 

je kloridni kanal. Heterodimer transportera ABCB2 i ABCB3 (TAP, od eng. transporter 

associated with antigen processing) sudjeluje u stečenoj imunosti tako što vrši prijenos 

antigenskih peptida [20]. Raspodjela transportera po tkivima odgovara njihovoj zaštitnoj ulozi 

u organizmu, te su stoga snažno eksprimirani na važnim farmakološkim barijerama, kao što su 

membrane crijevnih stanica, stanice jetre, bubrega, krvno moždana barijera i drugo (tablica 1) 

[21].  
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Tablica 1. Ekspresija i uloga različitih transportera ABC u tkivima, prilagođeno iz Glavinas i suradnici, 

2008. [21] 

Potporodica Član Mjesto ekspresije Uloga 

ABCA 

ABCA1 

ABCA2 

ABCA3 

ABCA4 

ABCA5 

ABCA6 

ABCA7 

ABCA8 

ABCA9 

ABCA10 

ABCA11 

ABCA12 

Sveprisutan 

Mozak 

Pluća 

Štapićasti fotoreceptori 

Mišići, srce, testisi 

Jetra 

Gušterača, timus 

Jajnici 

Srce 

Mišići, srce 

Želudac 

Nisko u svim tkivima 

Prijenos kolesterola i lipida 

 

Otpornost na lijekove 

ABCB 

ABCB1 

ABCB2 

ABCB3 

ABCB4 

ABCB5 

ABCB6-8 

ABCB9 

ABCB10 

ABCB11 

Crijeva, bubreg, jetra, testisi, mozak 

Sveprisutan 

Sveprisutan 

Jetra 

Sveprisutan 

Sveprisutan 

Srce, mozak 

Sveprisutan 

Jetra 

Otpornost na lijekove 

Transport peptida u ER 

Transport peptida u ER 

Transport fosfatidilkolina 

 

Transport željeza i hema 

 

 

Transport žučnih soli 

ABCC 

ABCC1 

ABCC2 

ABCC3 

ABCC4 

ABCC5 

ABCC6 

ABCC7 

ABCC8 

ABCC9 

ABCC10-12 

Sveprisutan 

Jetra 

Pluća, tanko crijevo, jetra 

Prostata 

Sveprisutan 

Bubreg, jetra 

Egzokrine žlijezde 

Gušterača 

Srce, mišići 

Nisko u svim tkivima 

Otpornost na lijekove 

Transport organskih aniona 

Otpornost na lijekove 

Transport nukleozida 

Transport nukleozida 

 

Transport kloridnih iona 

Transport kloridnih iona 

Transport kloridnih iona 

ABCD ABCD1-4 Peroksisomi 

Regulacija transporta 

masnih kiselina vrlo dugog 

lanca 

ABCE ABCE1 Jajnici, testisi, slezena Imunološki odgovor 

ABCF ABCF1-3 Sveprisutan  

ABCG 

ABCG1 

ABCG2 

ABCG4 

ABCG5 

ABCG8 

Sveprisutan 

Posteljica, crijeva, mozak 

Jetra 

Jetra, crijeva 

Jetra, crijeva 

Transport kolesterola 

Otpornost na lijekove 

 

Transport sterola 

Transport sterola 

 

Mutacije u genima koji kodiraju za neke od transportera rezultiraju razvojem određenih bolesti, 

poput cistične fibroze (ABCC7, odnosno kloridni ionski transporter CFTR), nasljedne bolesti 

vezivnog tkiva „pseudoksantoma elasticum“ (ABCC6), Stargardtove degeneracije makule 

(ABCA4), poremećaja metabolizma lipida kao što su Tangierska bolest (ABCA1) i 

sitosterolemija (ABCG5, ABCG8) te Harlequin ihtioze (ABCA12) [9].  
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Transporteri su mjesta međusobne interakcije lijekova ili lijekova i endogenih supstrata što 

značajno utječe na njihovu apsorpciju, distribuciju, metabolizam i ekskreciju (ADME), kao i 

na toksičnost. Stoga transporteri ABC imaju važnu ulogu u farmakokinetici lijekova. Na 

mišjem modelu koji nema transporter ABCB1 pokazano je da je ukupna izmjerena izloženost 

kemoterapeutiku paklitakselu, koji je supstrat ABCB1, šest puta veća nego u divljem tipu miša 

s aktivnim transporterom [22]. Spojevi koji inhibiraju transportere povećavaju biodostupnost i 

smanjuju ekskreciju drugih lijekova koji su uneseni u isto vrijeme, dok spojevi koji induciraju 

aktivnost transportera smanjuju apsorpciju drugih lijekova u crijevima i povećavaju njihovu 

ekskreciju [21], [23]–[25]. Na taj način transporteri ABC mogu utjecati na toksičnost lijekova, 

posebno onih koji uslijed inhibicije transportera mogu slobodno prijeći krvno-moždanu 

barijeru i nakupljati se u mozgu. Transporteri ABC imaju važnu ulogu i u homeostazi svojih 

endogenih supstrata te stoga farmakološka inhibicija njihovog transporta može uzrokovati 

toksičnost i druge nuspojave [21]. Zbog svoje važnosti u farmakokinetici lijekova, testovi 

interakcije s transporterom ABCB1 su uključeni u proces razvoja lijekova, a rade se na 

staničnim modelima in vitro ili mišjim modelima in vivo [23], [26].              

Pored njihove fiziološke uloge u organizmu, za članove nekih potporodica transportera ABC 

pokazano je da su prekomjerno eksprimirani u staničnim linijama tumora koje su uzgajane pod 

selekcijskim pritiskom određenog kemoterapeutika [5], [10], [27] i koje su razvile višestruku 

otpornost na lijekove. Glavni mehanizam takve otpornosti je prekomjerna ekspresija nekog od 

transportera ABC. Stanice tumora pokazuju heterogenost po pitanju ekspresije transportera 

ABC te su neprestano izložene selekciji za pojačano preživljenje i proliferaciju. S obzirom na 

primarnu zaštitnu ulogu transportera ABC, one stanice koje ga eksprimiraju u većoj mjeri 

dobivaju selektivnu prednost tijekom prilagodbe na nove uvjete, kao što je primjerice tretman 

kemoterapeuticima koji su mahom supstrati transportera ABC. Citotoksični agensi stoga mogu 

eliminirati većinu tumorske mase, ali otporne stanice koje prežive mogu dati klonove koji su 

također otporni na ponavljajuće cikluse kemoterapije [8]. 

Iako je pokazano da je najmanje 12 transportera uključeno u staničnu otpornost na terapiju, od 

njih su P-gp (ABCB1), MRP-1 (od eng. Multidrug resistance associated - protein 1, ABCC1) 

i BCRP (od eng. Breast cancer resistance protein, ABCG2) prvi otkriveni u tom kontekstu, 

najviše se povezuju sa fenomenom višestruke otpornosti na lijekove i klinički su najrelevantniji 

[5], [8], [19], [28], [29].   
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1.3.  Transporter ABCB1 

 

Transporter ABCB1 (P-glikoprotein, MDR1) je prototip transportera ABC, prvi otkriveni, 

najproučavaniji i medicinski vrlo važan [8]. Član je potporodice ABCB, koja se kod čovjeka 

sastoji od 11 transportera i najraznovrsnija je. U njoj se nalaze potpuni transporteri i oni koji 

trebaju stvoriti dimere kako bi bili funkcionalni, transmembranski transporteri koji prenose 

lijekove, ionski transporteri i specifični transporteri za prijenos peptida koji sudjeluju u 

prezentaciji antigena i imunosnom odgovoru [21]. Gen MDR1 je smješten na duljem kraju 

kromosoma 7, na poziciji 21, i sastoji se od 28 egzona koji kodiraju glikoprotein ABCB1 dug 

1280 aminokiselina, molekulske mase 170 kDa. Unutar gena MDR1 nađeno je 15 različitih 

polimorfizama jednog nukleotida, koji ne utječe na lokalizaciju, razinu ekspresije ili mjerljivu 

promjenu funkcije transporta glikoproteina ABCB1 [11], [30]–[32]. 

Kristalna struktura ljudskog transportera ABCB1 do danas još nije riješena, a struktura mišjeg 

ortologa ima 87% homologije s ljudskim [33]. Izniman napredak metode krioelektronske 

mikroskopije danas omogućava uvid u strukturu membranskih proteina bez potrebe za 

kristalom, a s razlučivošću kakvu ima i rendgenska kristalografija, te se stoga i struktura 

ljudskog transportera ABCB1 sve detaljnije opisuje [34]–[36]. Transporter ABCB1 se sastoji 

od dvije polovice koje imaju pseudo-simetriju, a svaka je sastavljena od unutarstanične 

homologne domene koja sadrži dva odvojena vezna mjesta na koja se vežu i hidroliziraju 

molekule ATP-a, te homologne transmembranske domene koja sadrži šest α zavojnica i tvori 

središnju globularnu šupljinu u kojoj se nalaze najmanje tri mjesta za vezanje supstrata i 

modulatora (slika 2) [7], [37], [38]. Sve se četiri domene  mogu nalaziti na jednom 

polipeptidnom lancu ili na dva odvojena lanca. Domene su povezane jedna s drugom 

takozvanom vezujućom regijom koja ima važnu ulogu u koordinaciji hidrolize ATP-a i 

prijenosa supstrata, dok su dvije polovice transportera međusobno povezane citoplazmatskom 

vezujućom regijom koja je jako nabijena [4]. 
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Slika 2. Membranska topologija transportera ABCB1 i raspored transmembranskih (ljubičaste 

krivulje) i unutarstaničnih (crveni ovalni oblici) domena, preuzeto iz Gottesman, Fojo i Bates, 2002. 

[7] 

 

Transporter ABCB1 prepoznaje široki spektar supstrata koji pripadaju vrlo različitim 

kemijskim skupinama. To su većinom hidrofobne, amfipatske molekule koje mogu biti 

neutralne ili pozitivno nabijene, a uključuju klinički i toksikološki relevantne spojeve, kao što 

su protutumorski lijekovi, inhibitori proteaza virusa humane imunodeficijencije (HIV), 

antibiotici, antidepresivi, antiepileptici, analgetici i drugi (tablica 2) [39], [40].     

 

Tablica 2. Supstrati transportera ABCB1, prilagođeno prema Ambudkar i sur., 1999 i Litman i sur., 

2001. [39], [40]   

Supstrati transportera ABCB1 

 

Protutumorski lijekovi 
Vinka alkaloidi (vinkristin, vinblastin) 

Doksorubicin 

Daunorubicin 

Epirubicin 

Paklitaksel 

Aktinomicin D 

Topotekan 

 

Citotoksični agensi 
Kolhicin 

Etidij bromid 

Puromicin 

 

 

Ciklički i linearni peptidi 

Gramicidin D 

Valinomicin 

 

Inhibitori HIV proteaza 

Ritonavir 

Indinavir 

Sakinavir 

 

Ostali spojevi 

Hoechst 33342 

Rodamin 123 

Kalcein-AM (acetoksimetil ester) 

 

Specifičan mehanizam kojim transporter ABCB1 prepoznaje široki spektar strukturno i 

funkcionalno nepovezanih supstrata za prijenos još uvijek nije dovoljno objašnjen. Istraživanja 

su do sada pokazala da se unutar središnje globularne šupljine nalaze najmanje tri kooperativna 

mjesta za vezanje supstrata i modulatora. Shapiro i Ling [41] su prva dva otkrivena vezna mjeta 

nazvali „H“, po tome što ima veći afinitet za vezanje supstrata Hoechst 33342 (H 33342), 
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odnosno „R“ zbog afiniteta prema supstratu rodaminu 123. Vezna mjesta stupaju u interakciju 

na način da svako od njih može stimulirati transport u suprotnom mjestu, dok si dva H mjesta 

ili dva R mjesta mogu međusobno inhibirati transport [38], [42]. Dosadašnja istraživanja 

ukazuju i na postojanje dodatnog veznog mjesta za modulatore, nazvanog „M“- vezno mjesto 

[33]. Pojedini supstrat/modulator ima afinitet za određeno vezno mjesto, a to se može objasniti 

kemijskom strukturom supstrata na temelju koje ostvaruje kontakt s različitim ostacima 

aminokiselina koje su specifične unutar svakog veznog mjesta [42]. Supstrati slobodno 

difundiraju u stanicu, a ABCB1 ih prepoznaje prije nego dođu do citoplazme, na razini stanične 

membrane, i izbacuje ih u izvanstanični prostor (slika 3) [8], [33], [43]. 

 

 
Slika 3. Model vezanja supstrata unutar transportera ABCB1. Crveno je označen supstrat kojeg 

transporter prepoznaje na razini stanične membrane, plavo su označeni aminokiselinski ostaci u 

veznim mjestima unutar središnje globularne šupljine a žuto su označene molekule ATP-a koje se 

vežu na unutarstanične domene. Prilagođeno prema Aller i sur., 2009. [33] 

 

ABCB1 pokazuje visoku ekspresiju u apikalnim membranama epitelnih stanica crijevnih 

resica, membranama epitelnih stanica proksimalnog tubula bubrega, membranama hepatocita, 

te u kapilarnim endotelnim stanicama testisa i mozga. Na taj način ograničava apsorpciju 

ksenbiotika u gastrointestinalnom traktu, koji predstavlja prvu liniju obrane od lijekova i 

toksina unesenih oralno, te potiče eliminaciju ksenobiotika u jetri, bubrezima i crijevima, i 

regulira njihov unos u stanice i tkiva. Posebno osjetljivi organi poput mozga i testisa su 

zaštićeni krvno-moždanom, odnosno krvno-tkivnom barijerom, gdje ABCB1 ograničava ulaz 

spojevima koji bi inače prošli kroz ove barijere pasivnom difuzijom. Ekspresija ABCB1 se 

može detektirati i u nadbubrežnoj žlijezdi, maternici tijekom trudnoće, trofoblastima posteljice 
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i krvotvornim matičnim stanicama, gdje također ima ulogu zaštite od toksičnih spojeva i 

metabolita [8], [21]. 

 

1.4.  Transporter ABCG2 

 

Transporter ABCG2 je zadnji otkriven iz obitelji transportera ABC, a prvi puta je otkriven i 

identificiran u staničnoj liniji tumora dojke MCF-7 otpornoj na kemoterapeutik adriamicin 

(doksorubicin) u prisutnosti verapamila, poznatog inhibitora transportera ABCB1. Stanična 

linija MCF-7/AdrVp je pokazivala višestruku otpornost na još neke kemoterapeutike, kao što 

su daunorubicin i mitoksantron, ali je pokazivala osjetljivost na neke od supstrata 

karakteristične za transportere ABCB1 i ABCC1. To je značilo da je novi, do tada nepoznati, 

transporter zaslužan za fenotip višestruke otpornosti ove stanične linije. Nazvan je BCRP (od 

eng. breast cancer resistance protein) jer je izoliran iz tumorske linije dojke otporne na 

određene lijekove. Unosom tog proteina u osjetljivu roditeljsku staničnu liniju MCF-7 i 

njegovom pojačanom ekspresijom postigao se fenotip višestruke otpornosti [28], [44], [45]. 

Naziva se još i MXR (od eng. mitoxantrone resistance protein) zbog otpornosti stanica na 

mitoksantron [46] i ABCP (od eng. placental ABC protein), jer je kloniran i iz posteljice [47]. 

ABCG2 pripada potporodici ABCG, koja sadrži najmanje pet transportera od kojih su neki 

uključeni u prijenos kolesterola, fosfolipida i sterola, dok je fiziološka funkcija za neke još 

uvijek nepoznata. Članovi ove potporodice imaju jedinstveni raspored domena, pri čemu je 

domena koja veže ATP smještena na N-kraju polipeptidnog lanca, obrnuto od ostalih 

potporodica transportera ABC [48], [49].  

Transporter ABCG2 se sastoji od jedne unutarstanične domene koja veže i hidrolizira ATP i 

jedne transmembranske domene koja se sastoji od šest α zavojnica i sudjeluje u prepoznavanju 

i vezanju supstrata i modulatora. Obje domene se nalaze na jednom polipeptidnom lancu i čine 

„polu-transporter“, koji stvara homodimer kako bi bio potpuno funkcionalan (slika 4) [7], [8], 

[49], [50]. 

 



 
 

 

11 
 

 

 

 

Slika 4. Membranska topologija transportera ABCG2 i raspored transmembranskih (ljubičaste 

krivulje) i unutarstaničnih (crveni ovalni oblici) domena, preuzeto iz Gottesman, Fojo i Bates, 2002 

[7]. 

 

Gen BCRP je kod čovjeka smješten na duljem kraku kromosoma 4, na poziciji 22, i dugačak 

je 66 kb. Sastoji se od 16 egzona i kodira za membranski glikoprotein ABCG2 koji je sastavljen 

od 655 aminokiselina i ima molekukulsku masu 72 kDa [19], [51]. Unutar gena BCRP 

pronađeno je nekoliko tisuća polimorfizama jednog nukleotida, a preko 450 njih rezultira 

promjenom jedne aminokiseline u proteinu i promjenom okvira čitanja gena. Polimorfizmi koji 

su se do sada najviše proučavali i koji utječu na funkciju transportera su Q141K, R482G ili 

R482T i M71V. Polimorfizam jednog nukleotida koji rezultira zamjenom amonikoseline lizin 

u aminokiselinu glutamin na poziciji 141 (Q141K) povezuje se s hiperuricemijom i gihtom, 

kao posljedica povećane koncentracije urata u krvi. Rezultira nepravilnim smatanjem proteina 

ABCG2, njegovom razgradnjom i smanjenom ekspresijom [52] [53]. Zamjena aminokiseline 

arginin sa glicinom ili treoninom na poziciji 482 (R482G ili R482T) se često može naći u 

tumorskim stanicama koje su bile pod selekcijskim pritiskom nekog lijeka i utječe na prijenos 

supstrata. Divlji tip transportera s aminokiselinom arginin prenosi kemoterapeutik 

mitoksantron, dok dva mutirana oblika uz mitoksantron prenose i kemoterapeutik daunorubicin 

i fluorescentnu boju rodamin 123 [54], [55]. Polimorfizam u kojemu je aminokiselina metionin 

zamijenjena valinom na poziciji 71 (M71V) rezultira smanjenom ekspresijom transportera 

ABCG2 i otežanim transportom mokraćne kiseline, što može dovesti do razvoja gihta [56].  

Transporter ABCG2 prenosi široki spektar strukturalno različitih supstrata koji uključuje velike 

hidrofobne molekule koje mogu biti pozitivno ili negativno nabijene, protutumorske lijekove, 

hormonske metabolite, inhibitore tirozin kinaza, antibiotike, flavonoide, soli mokraćne 

kiseline, metabolit klorofila feoforbid a, fluorescente boje poput H 33342 i BODIPY-prazosin 

i druge (tablica 3) [8], [19], [57].  
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Tablica 3. Primjeri nekih od poznatih supstrata transportera ABCG2, prilagođeno prema Robey i sur., 

2009 i Polgar, Robey i Bates, 2008 [19], [57]. Zvjezdicom su označeni supstrati čiji prijenos je moguć 

u mutiranom obliku transportera koji ima polimorfizam jednog nukleotida na poziciji 482.   

Supstrati transportera ABCG2 

 

Protutumorski lijekovi 
Mitoksantron 

Daunorubicin* 

Doksorubicin* 

Epirubicin* 

Flavopiridol 

Etopozid* 

9-aminokamptotecin 

Topotekan 

Irinotekan 

SN-38 

Metotreksat* 

Imatinib 

Gefitinib 

Nilotinib  

 

Konjugati sulfata 
Estron-3-sulfat 

 

 

Fluorescentne boje 

Rodamin 123* 

BODIPY-prazosin 

Lysotracker Green* 

Hoechst 33342 

 

Antibiotici 

Ciprofloksacin 

Ofloksacin 

Norfloksacin 

Eritromicin 

Nitrofurantoin 

 

Porfirini 

Feoforbid A 

Protoporfirin IX 

Fitoporfirin 

 

Blokatori kalcijevih kanala 

Azidopin 

Dipiridamol 

Nitrendipen 

 

Flavonoidi 

Genistein 

Kvercetin 

 

Karcinogeni spojevi 

Aflatoksin B1 

 

Ostali spojevi 

Riboflavin 

Vitamin K3 

Folna kiselina 

d- Luciferin 

 

Kristalna struktura transportera ABCG2 nije dostupna, te su se za uvid u strukturu proteina 

koristili računalni modeli temeljeni na kristalnoj strukturi heterodimera ABCG5/ABCG8 [58], 

koji upravlja sekrecijom neutralnih sterola u jetri i crijevima [59] i elektronska mikroskopija 

koja ima nisku rezoluciju. Detaljna struktura transportera ABCG2 snažne rezolucije je 

dobivena tek 2017. godine pomoću metode krio-elektronske mikroskopije [52], čime je 

omogućen uvid u mjesto vezanja supstrata i modulatora. Transmembranske zavojnice u 

membrani tvore „šupljinu 1“, u koju se vežu supstrati i inhibitori, a optimalna je za vezanje 

relativno ravnih, hidrofobnih i policikličkih molekula. „Šupljina 2“, koja se nalazi između 

izvanstaničnih petlji, odvojena je od šupljine 1 leucinskim čepom i ne sudjeluje u vezanju 

supstrata i inhibitora. Pretpostavlja se da ABCG2 prepoznaje supstrate na razini stanične 

membrane [60] te se oni vežu u šupljinu 1, prije nego odu u šupljinu 2 te zatim izvan stanice, 

dok se inhibitori također vežu u šupljinu 1, ali ostaju u njoj čvrsto vezani (slika 5). S obzirom 

da se vežu na isto mjesto, inhibitori najčešće djeluju kompetitivno sa supstratima jer 

onemogućuju njihovo vezanje i transport [52], [61].  
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Slika 5. Model vezanja supstrata unutar transportera ABCG2. Prilagođeno prema Jackson i sur., 2018 

[61]. 

 

Pokazano je da transporter ABCG2 za pravilnu funkciju treba veliki udio kolesterola u 

membrani i da nedostatak kolesterola značajno smanjuje njegovu aktivnost, dok se taj učinak 

nije vidio kod mutiranih formi transportera R482G i R482T niti kod transportera ABCB1 [62] 

[63].  

Fiziološka uloga transportera ABCG2 je zaštita organizma od ksenobiotika. Pokazuje značajnu 

ekspresiju u korionskom epitelu posteljice, gdje pomaže u zaštiti fetusa od lijekova i toksina iz 

okoliša, u kapilarama krvno-moždane barijere, u mliječnim žlijezdama, testisima, tankom i 

debelom crijevu, bubrezima, jetri i žuči te u krvotvornim matičnim stanicama. Matične stanice 

iz koštane srži, ali i mišića i drugih tkiva mogu se identificirati po tome što imaju sposobnost 

izbacivanja fluorescentne boje nakon bojanja s H 33342 i čine izdvojenu populaciju stanica 

koja se može vidjeti metodom protočne citometrije [64]. Pokazano je da je za to odgovoran 

transporter ABCG2 [65], [66], koji ima zaštitinu ulogu u matičnim stanicama, primjerice 

uslijed hipoksije i izloženosti toksičnim spojevima [8], [19], [67]. Stoga je ABCG2 dobar 

marker za identifikaciju i izolaciju matičnih stanica [68].     
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1.5.  Transporter ABCC1 

 

Transporter ABCC1 je prvi puta otkriven u staničnoj liniji tumora malih stanica pluća čovjeka 

(NCI-H69), koja je stekla otpornost na doksorubicin, nakon opetovanog izlaganja stanica tom 

kemoterapeutiku [69]. Stanična linija je razvila višestruku otpornost na razne druge lijekove te 

nije pokazivala ekspresiju transportera ABCB1 koji je otkriven prije toga i bio je poznati uzrok 

višestruke otpornosti stanica u kulturi. Dokazano je da je novi glikoprotein, nazvan MRP-1, 

zaslužan za ovaj fenomen i da pripada obitelji transportera ABC kao prvi otkriveni iz 

potporodice ABCC [70], [71]. Ostali članovi potporodice ABCC su ABCC2-6 te 10-12, 

zajedno sa kloridnim ionskim kanalom ABCC7 (CFTR) te ABCC8 i 9, koji su regulatori 

kalijevih kanala [72].  

Svojom strukturom pripada skupini „dugih“ proteina ABCC, koji uz tipičnu građu transportera 

ABC, sa dvije transmembranske domene i dvije domene koje vežu ATP, imaju dodatnu 

transmembransku domenu na N-kraju polipeptidnog lanca, koja u topologiji ABCC1 sadrži pet 

transmembranskih zavojnica (slika 6) [7], [71].  

 

 

 

 

Slika 6. Membranska topologija transportera ABCC1 i raspored transmembranskih (ljubičaste 

krivulje) i unutarstaničnih (crveni ovalni oblici) domena, preuzeto iz Gottesman, Fojo i Bates, 2002 

[7]. 

 

Značajna ekspresija transportera ABCC1 u organizmu nađena je u plućima, testisima, bubregu, 

mišićima uključujući i srčani mišić te u posteljici i krvno-moždanoj barijeri, a služi kao zaštita 

organizma od ksenobiotika i štetnih produkata metabolizma.  

Supstrati ovog transportera su protutumorski lijekovi, neki antibiotici, medijatori upale poput 

citokina leukotriena, konjugirani organski anioni, folati, peptidi poput glutationa, glukuronidni 

i sulfatni konjugati endo- i ksenobiotika, fluorescentne boje i drugi spojevi [71], [73].          
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1.6.  Povećanje osjetljivosti tumorskih stanica na terapiju 
 

Transporteri ABC su prisutni, osim u zdravom tkivu, i u mnogim tumorima, gdje pojačana 

ekspresija ovih proteina može biti uzrok višestruke otpornosti na lijekove zbog pojačanog 

izbacivanja kemoterapeutika izvan stanice, što snižava njegovu koncentraciju i smanjuje 

učinkovitost. Višestruka otpornost na terapiju je otpornost tumorskih stanica na kemoterapijske 

lijekove koji imaju različite strukture i različite mehanizme djelovanja [6], [74]. 

Primjerice, pojačanu ekspresiju transportera ABCB1 nalazimo u karcinomima koji su se razvili 

od epitelnog tkiva u kojemu je i prije ekspresija ABCB1 bila visoka, kao što su karcinomi 

bubrega, jetre i debelog crijeva, te u tumorima u kojima je u početku ekspresija ABCB1 bila 

niska, a nakon kemoterapije i relapsa bolesti tumor pokazuje visoku ekspresiju ABCB1, poput 

leukemija, limfoma i multiplog mijeloma. Ekspresija transportera ABCB1 može se naći i u 

tumorima poput kronične mijeloične leukemije i neuroblastoma, kod kojih ovaj transporter ima 

ulogu u samom razvoju tumora [9], [11], [75].  

Transporter ABCG2 ima važnu ulogu u otpornosti na terapiju kod hematoloških malignih 

oboljenja, a neki od lijekova za liječenje ovih bolesti su njegovi supstrati. Visoka ekspresija 

ABCG2 je pokazana u nezrelim bijelim krvnim stanicama (blastima) kod pacijenata s akutnom 

i kroničnom mijeloičnom leukemijom, kod kojih postoji i veća vjerojatnost slabijeg odgovora 

na kemoterapiju [76]–[79]. Ekspresija transportera ABCG2 također je detektirana u tumoru 

dojke, tumorima malih i nemalih stanica pluća, tumorima gušterače, debelog crijeva, želuca, 

tumorima mozga i drugim [79].  

Uz brojne fiziološke uloge u organizmu, transporter ABCC1 također ima ulogu u kliničkoj 

otpornosti na terapiju. Povećana ekspresija ovog transportera nađena je u brojnim solidnim 

tumorima poput tumora malih i nemalih stanica pluća, gdje je značajan marker lošeg odgovora 

na terapiju [80], [81]. ABCC1 je negativni prognostički marker u ranom stadiju raka dojke, te 

ima važnu ulogu i u metastatskoj bolesti. Njegova ekspresija u tumoru prostate i neuroblastomu 

je također važna za prognozu tijeka bolesti [82].  

Detekcija transportera u kliničkim uzorcima je kompleksna i prati ju niz poteškoća, a neke od 

njih su kontaminacija tumorskog tkiva zdravim, niska osjetljivost i specifičnost dostupnih 

metoda detekcije (RT-PCR i imunohistokemija), te poteškoće s kvantifikacijom rezultata 

dobivenih metodom imunohistokemije. Stoga još uvijek nije nađen uniformni sustav mjerenja 

zbog čega su rezultati istraživanja na kliničkim uzorcima, posebice solidnim tumorima, 

heterogeni [83].                   

Važan cilj istraživanja višestruke otpornosti tumora na terapiju u klinici je točno utvrditi 
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ekspresiju pojedinog transportera u tumorskom tkivu, odrediti je li funkcionalan i izmjeriti ima 

li njegova inhibicija efekt na odgovor tumora na terapiju.  

Na temelju do sada pokazanih istraživanja in vitro, inhibicija aktivnosti transportera ABC koji 

sudjeluju u višestrukoj otpornosti tumora na terapiju trebala bi poboljšati odgovor na 

kemoterapiju na način da poveća nakupljanje kemoterapeutika unutar tumorskih stanica i 

njihovu osjetljivost, kada se inhibitor koristi u kombinaciji s određenim kemoterapeutikom. U 

tu su svrhu do sada otkriveni te se još uvijek razvijaju brojni inhibitori transportera ABCB1, 

ABCC1 i ABCG2 [6], [9], [83].   

 

1.6.1.  Inhibitori transportera ABCB1 
 

Do danas su razvijene tri generacije inhibitora transportera ABCB1 koje su klasificirane na 

temelju efikasnosti, toksičnosti i selektivnosti [84]. Prvoj generaciji inhibitora pripadaju 

spojevi od kojih su većina u kliničkoj upotrebi kao terapeutici za druge bolesti, poput 

verapamila (blokator kalcijevih kanala), ciklosporina A (imunosupresiv), kvinidina 

(antiaritmik), kvinina (antimalarik), rezerpina (antihipertenziv), tamoksifena (antiestrogen) i 

progesterona [85]. Imaju slabi učinak na inhibiciju ABCB1, slabu selektivnost i visoku 

toksičnost u dozama koje su potrebne za učinkovitu inhibiciju [86]. Druga generacija inhibitora 

je imala bolju učinkovitost i selektivnost prema ABCB1, kao i nisku toksičnost, ali su inhibirali 

određene enzime sustava citokroma P450, što značajno utječe na farmakokinetiku drugih 

lijekova. Inhibitori druge generacije uključuju derivate inhibitora prve generacije, a primjeri 

takvih agensa su valspodar (PSC833, analog ciklosporina A koji ne djeluje imunosupresivno), 

birikodar citrat (VX-710) i deksverapamil („R“ enantiomer verapamila) [87]. Treću generaciju 

inhibitora karakterizira još bolja efikasnost i selektivnost bez interakcije sa sustavom citokroma 

P450. Dizajnirani su uz pomoć računalne metode kvantitativne analize povezanosti strukture i 

funkcije (QSAR od eng. quantitative structure–activity relationships). Ovoj skupini pripadaju 

tarikvidar (XR9576), zosukvidar (LY335979), lanikvidar (R101933) i elakridar (F12091) [4], 

[83], [88]–[90]. Nakon otkrića transportera ABCG2 pokazalo se da tarikvidar i elakridar 

inhibiraju i ovaj transporter, te da nisu specifični samo za ABCB1 [9]. Iako su inhibitori treće 

generacije pokazivali obećavajući potencijal u testovima in vitro i in vivo, nisu pokazali 

značajan učinak u kliničkim ispitivanjima, što je dovelo do razvoja inhibitora četvrte 

generacije. Ovoj skupini pripadaju spojevi izolirani iz prirodnih izvora i njihovi derivati [85], 

peptidomimetici i dvojni ligandi (spojevi koji mogu uz ABCB1 inhibirati i neki drugi medijator 
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višestruke otpornosti) [91]. Premda su mnogi inhibitori transportera ABCB1 pokazali 

obećavajući potencijal u testovima in vitro i in vivo, niti jedan od njih još uvijek nije odobren 

za kliničku upotrebu.  

Do sada je istraženo i prijavljeno mnogo spojeva različitih kemijskih struktura koji posjeduju 

inhibitorni potencijal prema transporteru ABCB1. Na temelju mjesta gdje se vežu, to mogu biti 

kompetitivni inhibitori koji se direktno vežu u šupljinu za vezanje supstrata, kao i 

nekompetitivni inhibitori koji se vežu izvan šupljine i moduliraju konformaciju transportera ili 

se vežu na mjesto vezanja ATP-a na unutarstaničnim domenama transportera. Neki spojevi 

mogu djelovati tako da naruše lipidni dvosloj i na taj način utječu na pravilnu lokalizaciju 

transportera na membrani, što je ključno za njegovu aktivnost. Određeni modulatori mogu 

smanjiti ekspresiju transportera tako što djeluju na različite signalne puteve [92]–[94]. 

Temeljem dosadašnjih istraživanja interakcije inhibitora i transportera ABCB1, jedna od 

glavnih karakteristika koju inhibitor treba imati kako bi kompetitivno blokirao vezanje 

supstrata je velik broj hidrofobnih i aromatskih kontakata koje ostvaruje unutar veznog mjesta. 

Hidrofobne molekule, koje mogu formirati hidrofobne i van der Waalsove interakcije u veznom 

mjestu, prisutnost aromatskih prstena, određena molekulska masa, s najmanje 18 atoma u 

strukturi, koja će omogućiti zauzimanje više od jedne regije unutar veznog mjesta u  

transporteru te mogućnost stvaranja vodikove veze s ostacima aminokiselina u veznom mjestu 

su neke od glavnih karakteristika potentnih inhibitora [95], [96].           

 

1.6.2.  Inhibitori transportera ABCG2 
 

Prvi otkriveni inhibitor transportera ABCG2 je bio fumitremorgin C (FTC), toksin izoliran iz 

gljivice Aspergillus fumigatus [97], ali njegova upotreba in vivo nije bila moguća zbog 

neurotoksičnosti samog spoja. Među derivatima fumitremorgina, Ko143 se pokazao kao dosta 

snažan inhibitor ABCG2 u testovima in vivo u nanomolarnoj koncentraciji i nije imao 

sveukupan toksični učinak na miševe [98]. Inhibitor Ko143 nije specifičan za ABCG2, već 

inhibira, pri većim mikromolarnim koncentracijama, i transportere ABCB1 i ABCC1 [99]. 

Elakridar i tarikvidar, inhibitori transportera ABCB1, se uz Ko143 koriste za inhibiciju ABCG2 

u bazičnim istraživanjima.  

Molekularne osnove kemijske inhibicije ABCG2 do danas nisu potpuno jasne, jer je 

trodimenzionalna struktura proteina pokazana relativno nedavno metodom krioelektronske 

mikroskopije, kao i struktura proteina sa vezanim inhibitorom [52], [61]. U dosadašnjim 

istraživanjima su se, uz pomoć analize QSAR, predvidjele određene strukturne značajke koje 
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bi molekula trebala imati kako bi inhibirala ABCG2, a neke od njih su lipofilnost molekule, 

planarna struktura te sposobnost stvaranja vodikove veze. Pokazano je i da je prisutnost amina 

vezanog za ugljik heterocikličkog prstena u molekuli, kao i prisutnost fuzioniranih 

heterocikličkih prstena u strukturi, važna karakteristika za interakciju s transporterom ABCG2 

[98], [100]. Modulatori mogu utjecati na aktivnost transportera tako da stupaju u interakciju s 

veznim mjestom za supstrate/modulatore u transporteru, te djeluju kao supstrati koji se jako 

sporo prenose i na taj način blokiraju prijenos drugih supstrata, ili se vežu na unutarstanične 

domene transportera i sprječavaju vezanje i hidrolizu ATP-a.  

Do sada je prijavljeno mnogo različitih inhibitora ABCG2, među kojima su i inhibitori 

tirozinskih kinaza, protutumorski lijekovi koji imaju visoku specifičnost i selektivnost, a 

koriste se kao inhibitori receptora uključenih u proliferaciju tumora, poput gefitiniba [101], 

telatiniba [102], imatiniba [103], sunitiniba [104], sorafeniba [105] i drugih. Neki od njih su i 

supstrati transportera ABCG2 [106]. Još jedna skupina već postojećih lijekova koja djeluje 

inhibitorno na transporter ABCG2 su lijekovi protiv virusa HIV-a [107], [108]. Ostale skupine 

spojeva koje su pokazale inhibitorno djelovanje su flavonoidi i kromoni te njihovi derivati, 

rotenoidi, analozi fumitremorgina C i tarikvidara, prirodni spojevi i njihovi derivati poput nekih 

antibiotika, kurkuminoida i drugi [57], [98], [109], [110]. Niti jedan od inhibitora još uvijek 

nije u kliničkoj upotrebi, zbog toksičnosti i/ili slabog učinka in vivo.  

U nekim slučajevima postoji potreba za kombiniranom inhibicijom više transportera. Na 

mišjim modelima, kod kojih je jedan ili više transportera disfunkcionalno, pokazano je da 

transporteri ABCB1 i ABCG2 imaju sinergističko djelovanje u sprječavanju penetracije 

lijekova preko krvno-moždane barijere, što znači da je potrebno inhibirati oba transportera u 

slučajevima kada je nužno da terapija dođe do tumora ili do metastaza na mozgu [79], [111]–

[113].  

 

1.7.  Tumorske matične stanice  

 

Koncept tumorskih matičnih stanica (TMS) unutar tumora prvi je put potvrđen u akutnoj 

mijeloičnoj leukemiji, gdje je pokazano da je mala skupina leukemijskih stanica sposobna 

inicirati tumor nakon transplantacije u imunokompromitiranog miša (SCID, od eng. severe 

combined immunodeficiency disease). Stanice su identificirane na temelju specifičnih 

površinskih markera CD34+/CD38-, pri čemu je CD34 obično eksprimiran na maloj populaciji 

stanica u koštanoj srži, uključujući progenitorske stanice i multipotentne matične stanice. 

CD38 na CD34+ stanicama je važan marker koji označava usmjerenje prema mijeloidnoj lozi 
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stanica tijekom hematopoeze, što znači da fenotip CD34+/CD38- označava nezrele stanice 

unutar koštane srži [114]–[116]. Tumorske matične stanice su nakon toga identificirane i u 

tumoru dojke, gdje je pokazano da je samo mali dio stanica, koje nose površinske markere 

adhezije CD44+/CD24-, sposoban inicirati tumor u SCID-mišu [117]. Nakon toga su TMS 

izolirane iz niza solidnih tumora, uključujući tumor mozga, debelog crijeva, prostate, 

gušterače, kao i iz melanoma i glioblastoma [116], [118].   

Postanak heterogene tumorske mase se objašnjava modelom tumorskih matičnih stanica tako 

da samo mala populacija tumorskih stanica ima sposobnost tumorigeničnosti i 

samoobnavljanja  te diferencira u različite tipove stanica, što čini hijerarhijsku organizaciju 

stanica unutar tumora [119]. 

Postoje dvije teorije o postanku TMS-a. Prema jednoj od njih TMS nastaju od normalnih 

matičnih stanica koje dobiju svojstvo stvaranja tumora nakon određene genetičke mutacije ili 

promjene iz okoliša, a prema drugoj teoriji one nastaju reprogramiranjem iz normalnih 

somatskih stanica nakon što te stanice dobiju svojstva matičnih stanica i postanu maligne 

uslijed genetičke ili heterotipske promjene. Primjerice, tumorske stanice dobivaju svojstva 

matičnih kroz epitelno-mezenhimalnu tranziciju (EMT), proces koji se aktivira prilikom 

invazije tumora i metastaziranja. Pokazano je da indukcija EMT u imortaliziranim epitelnim 

stanicama dojke čovjeka (HMLE od eng. human mammary epithelial cells) dovodi do pojave 

mezenhimalnih svojstava, povećane ekspresije markera matičnih stanica te su stanice HMLE 

nakon procesa EMT sposobne stvarati mamosfere, agregate stanica sa svojstvima matičnih koje 

mogu inicirati nastanak tumora [116], [120], [121].  

Transporter ABCG2 jedan je od markera TMS. Baš kao i matične stanice, TMS se mogu 

identificirati na temelju sposobnosti izbacivanja fluorescentne boje nakon bojanja s H 33342, 

supstratom ABCG2, a vide se kao izdvojena populacija stanica s niskom fluorescencijom 

pomoću metode protočne citometrije [122]. Iako je H 33342 također i supstrat transportera 

ABCB1, pokazano je da je izdvojena populacija stanica prisutna i u stanicama u kojima je 

utišan ABCB1, što potvrđuje da je ekspresija ABCG2 važna za fenotip TMS-a [65].   

Prisutnost TMS-a u tumoru povezana je s lošijom prognozom tijeka bolesti, metastaziranjem, 

ponovnim javljanjem bolesti i povećanom otpornosti tumora na terapiju, zbog čega je ciljano 

uništenje TMS-a obećavajuća strategija u liječenju tumora [120]. Povećana ekspresija ABCG2 

pronađena je u TMS izdvojenim iz različitih tumora, poput tumora pluća, jetre, gušterače i 

drugih [123]–[125]. Uz ABCG2, TMS imaju i snažnu ekspresiju transportera ABCB1, što ih 

sve zajedno štiti od kemoterapeutika i jedan je od mehanizama povećane otpornosti TMS-a na 

terapiju, te doprinosi sveukupnom razvoju višestruke otpornosti tumora na terapiju [67], [88], 
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[123]. Stoga je modulacija aktivnosti transportera ABCB1 i ABCG2 obećavajuća strategija u 

liječenju tumora i rješavanju problema višestruke otpornosti na terapiju, kako TMS tako i 

ostalih stanica u tumoru. 

Neuspjeh mnogih terapija protiv tumora temelji se na činjenici da lijek eliminira većinu 

tumorske mase, ali ne i TMS koje imaju mehanizme otpornosti, preživljavaju i sposobne su 

tvoriti nove tumore. Stoga je terapija lijekovima koji ciljano djeluju na TMS od velike važnosti 

za dugoročni učinak antitumorske terapije. Gupta i suradnici [126] su napravili opsežno 

pretraživanje sa 16000 prirodnih i komercijalnih kemijskih spojeva u potrazi za onima koji 

ciljano djeluju na TMS. Tada su prvi put otkrili da salinomicin, prirodni ionofor za kalij koji 

se koristi kao antibiotik u veterinarskoj medicini, pokazuje selektivnu toksičnost prema TMS, 

premda se ne zna mehanizam djelovanja. Nigericin, još jedan polieterski ionofor koji ima 

strukturu sličnu salinomicinu, također je djelovao ciljano na TMS [126]. 

Brojna istraživanja su pokazala da salinomicin inducira apoptozu u tumorskim stanicama 

čovjeka različitog podrijetla koje pokazuju otpornost na lijekove i apoptozu [127]–[129], a 

potvrđeno je i da ciljano djeluje na TMS kolorektalnog karcinoma čovjeka i adenokarcinoma 

pluća čovjeka [130], [131]. Salinomicin djeluje i kao inhibitor transportera ABCB1[132]–[134] 

dok njegova interakcija s transporterom ABCG2 još nije istražena. Problem primjene 

salinomicina u klinici je njegova toksičnost, koja se treba ispitati u većoj kliničkoj studiji. Iz 

literature je, međutim, poznata mala „pilot“ studija kliničke primjene salinomicina u svrhu 

protutumorske terapije, gdje se primjenom salinomicina smanjilo napredovanje bolesti i 

metastaza, a uzrokovalo manje nuspojava od konvencionalnih kemoterapeutika [135]–[137].

                  

1.8.  Krunasti eteri 

 

Krunasti eteri su heterociklički polieteri čija sinteza je prvi put objavljena 1967. godine [138]. 

To su makrociklički spojevi koji sadrže 3-20 atoma kisika u strukturi prstena, koji su razdvojeni 

jedan od drugoga s dva ili više atoma ugljika. Trivijalna imena krunastih etera se koriste 

umjesto sistematskih imena, a sastoje se na prvom mjestu od broja i tipa ugljikovodikovih 

prstena koji su prikvačeni za polieterski prsten krunastog etera kod onih koji ih imaju. Zatim 

slijedi ukupan broj atoma u polieterskom prstenu, ime skupine - „kruna“, zbog oblika molekule 

i sposobnosti da „okruni“ metalni ion kojeg kompleksira, te na kraju broj kisikovih atoma u 

prstenu. Primjer jednog takvog krunastog etera je 18-kruna-6, čija je struktura prikazana na 

slici 7 [139]. 
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Slika 7. Strukturna formula 18-kruna-6 etera, preuzeto iz Kralj, Tušek-Božić i Frkanec, 2008. [139] 

  

S obzirom da posjeduju hidrofobni prsten etilenskih grupa koji okružuje hidrofilnu šupljinu 

sastavljenu od atoma kisika etera, imaju veliki afinitet za vezanje metalnih iona (kationa) i 

različitih neutralnih i ionskih organskih molekula, što omogućava njihovu široku primjenu u 

kemiji i biokemiji [138], [139].  

Kako bi se poboljšala njihova svojstva vezanja, rade se različite modifikacije krunastih etera, 

kao što su promjena veličine polieterskog prstena i skupine koja je za njega prikačena. Jedna 

od strukturnih modifikacija je i promjena atoma donora, primjerice zamjena atoma kisika u 

prstenu s atomima dušika, pri čemu nastaju aza-krunasti eteri. Dodatak bočnih ogranaka, 

posebice rigidnih policikličkih molekula poput adamantana, utječe na njihovu konformacijsku 

fleksibilnost i sposobnost vezanja molekula. Nadalje, lipofilni policiklični bočni ogranci 

povećavaju topivost krunastih etera u nepolarnoj sredini i poboljšavaju transport iona [140]–

[142]. Zbog sposobnosti vezanja različitih kationa služe kao model prirodnih ionofora za 

proučavanje procesa prijenosa iona, pogotovo kalijevih, natrijevih i kalcijevih, preko stanične 

membrane [139], [143], [144].  

Krunasti eteri imaju karakteristike vrlo slične prirodnim ionoforima poput valinomicina, 

gramicidina i salinomicina, koji djeluju na način da narušavaju protok iona kroz membranu a 

time i ionski gradijent, što dovodi do fiziološkog i osmotskog stresa te na taj način imaju 

izraženu biološku aktivnost. Do sada je sintetizirano mnogo različitih krunastih etera koji su 

pokazali protumikrobnu, protuparazitsku i protufungalnu aktivnost [139], [145], [146].  

Brojna istraživanja potvrđuju i protutumorsku aktivnost krunastih etera, među njima i derivata 

18-kruna-6 etera koji se najviše proučavaju [147]–[150]. Poznato je da između tumorskih i 

netumorskih stanica postoji razlika u membranskom potencijalu i koncentraciji kalijevih i 

drugih iona [151], [152]. Jedan od načina na koji krunasti eteri i njihovi derivati mogu djelovati 

na tumorske stanice je da mijenjaju koncentraciju kalijevih iona djelujući kao membranski 

ionofori [139]. Također, krunasti eteri mogu biti dizajnirani kao nosači konvencionalnih 

kemoterapeutika, primjerice 5-fluorouracila, što može optimizirati oralnu apsorpciju lijeka i 

smanjiti toksične nuspojave [153].  
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S obzirom na interakciju nekih prirodnih ionofora, poput salinomicina, s transporterom 

ABCB1, istražena je i pokazana inhibitorna aktivnost nekih krunastih etera spram ABCB1 

[154]. Guberović i suradnici [96] su ispitali interakciju 16 mono- i diaza-18-kruna-6 etera 

supstituiranih adamantanom, za koje je prethodno već pokazana protutumorska aktivnost na 

različitim staničnim linijama tumora čovjeka [140], [141], [149], s transporterom ABCB1. 

Dokazali su inhibitorna svojstva nekoliko diaza-18-kruna-6 etera te pokazali da njihova 

aktivnost ovisi o lipofilnosti molekule i o vrsti kemijske veze (aminska ili amidna) u poveznici 

između polieterskog prstena i bočnog ogranka adamantana (slika 8).  

 

 

Monoaza-18-kruna-6 eter Diaza-18-kruna-6 eter 

  

   

 

Slika 8. Strukturna formula mono- i diaza-18-kruna-6 etera supstituiranih adamantanskim bočnim 

ograncima. „n“ označava broj ugljikovih atoma u poveznici između polieterskog prstena i bočnog 

ogranka adamantana i može biti 0-3. Prilagođeno iz Guberović i sur., 2018, Mlinarić-Majerski i 

Šumanovac, 2002. i Šumanovac, Mlinarić-Majerski i Bertoša 2012. [96], [140], [141] 

 

 

Testirani spojevi su povećali osjetljivost tumorske stanične linije s prekomjernom ekspresijom 

ABCB1 na kemoterapeutik paklitaksel [96], što je obećavajući rezultat za dizajn novih spojeva 

s još boljim inhibitornim svojstvima u borbi s višestrukom otpornosti tumora na terapiju. 

Interakcija krunastih etera i njihovih derivata s transporterom ABCG2 do sada još nije 

istražena.   
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1.9.   Derivati antimalarika primakina 

 

Infekcije parazitima su i dalje jedan od vodećih uzroka smrti u zemljama trećega svijeta poput 

zemalja Afrike, istočne Azije i indijskog potkontinenta. Jedna od najopasnijih tropskih bolesti 

je malarija, čiji je uzročnik jednostanični eukariot, parazit iz roda Plasmodium, koji se na 

čovjeka prenosi ubodom ženke zaraženog komarca iz roda Anopheles. Od pet vrsta parazita 

koji uzrokuju bolest kod čovjeka, Plasmodium falciparum i Plasmodium vivax su odgovorni 

za više od 95% slučajeva malarije u svijetu. Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije 

iz 2021. godine procijenjen je 241 milijun slučajeva malarije u 85 zemalja [155].  

Lijekovi protiv malarije (antimalarici) koji sadrže kinolin u svojoj strukturi čine većinu lijekova 

za liječenje ove bolesti. Prvi kinolinski antimalarici su bili prirodni alkaloidi poput kinina, 

izoliranog iz kore drveta kininovca. Pokušaji pripreme sintetskih antimalarika su počeli s 

metilenskim modrilom, nakon što je otkriveno da ono ima određenu antimalarijsku aktivnost. 

Jedan od prvih sintetiziranih antimalarika iz skupine 8-aminokinolina bio je pamakin ali je 

zbog svoje toksičnosti zamijenjen analogom primakinom, koji je po svojoj strukturi također 8-

aminokinolin i koji je pokazivao manju toksičnost i visoku učinkovitost (slika 9) [156]–[158]. 

 

 

 

Slika 9. Strukturna formula antimalarika primakina, preuzeto s  

https://quod.lib.umich.edu/m/medchem1ic?page=index. 

 

Primakin i njegov derivat tafenokin, koji je nedavno registriran, jedini su antimalarici koji 

imaju učinak na dormantne jetrene stadije P. vivax i P. ovale te preveniraju njihov relaps [159]. 

Primakin se koristi za liječenje raznih oblika malarije i djelotvoran je protiv svih stadija 

parazita izvan eritrocita. Uvijek se daje u kombinaciji s drugim antimalarikom koji djeluje 

protiv eritrocitnih stadija parazita. Koristi se i kao gametocitocid kako bi spriječio transmisiju 

infekcije iz domaćina čovjeka u komarce i tako zaustavio ciklus širenja bolesti [157], [160]. 

Primakin se u jetri pretvara u aktivni kinonski metabolit, a predloženi mehanizam 
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antimalarijske aktivnosti je kroz akumulaciju medijatora oksidativnog stresa poput vodikovog 

peroksida što dovodi do oksidacije i oštećenja proteina [161].      

Do kraja Drugog svjetskog rata, uspješna strategija u borbi protiv malarije uključivala je 

uporabu primakina i klorokina, još jednog sintetskog antimalarika koji je po strukturi 4-

aminokinolin i koji je djelotvoran protiv eritrocitnih stadija parazita te učinkovit protiv 

najsmrtonosnijih sojeva P. falciparum. Neki od problema koji su se počeli javljati u vezi 

terapije su povećana hemoliza tijekom terapije primakinom u ljudi koji imaju genetičko stanje 

manjka enzima glukoza-6-fosfat dehidrogenaze (G6FD) i čiji su eritrociti pojačano osjetljivi 

na oksidativni stres [162], brza metabolička razgradnja do inaktivnog karboksiprimakina, što 

zahtjeva češće unošenje lijeka i povećava nuspojave te pojava otpornosti soja P. falciparum na 

klorokin [163]. Sve je to zahtjevalo razvoj novih, aktivnijih i sigurnijih antimalarika, iako se 

klorokin i primakin, uz atovakin, meflokin, artezunat i doksiciklin, i danas najčešće koriste 

[157], [164].   

Prenamjena antimalarika u nove svrhe, primjerice u protuparazitske, protubakterijske i 

protuvirusne lijekove [157], [165] je primjer prenamjene već postojećih i odobrenih lijekova, 

što značajno smanjuje troškove razvoja lijeka i rizik od neuspjeha, te smanjuje vrijeme 

potrebno da lijek izađe na tržište. Prenamjena antimalarika u protutumorske lijekove je od 

posebnog interesa, jer mnogi antimalarici poput klorokina, hidroksiklorokina, primakina i 

antimalarika iz skupine artemizinina pokazuju direktnu ili adjuvantnu protutumorsku aktivnost. 

Mnogi od njih su u brojnim kliničkim ispitivanjima aktivnosti protiv različitih tipova tumora 

[156], [166]–[174].  

Poznato je i da određeni antimalarici stupaju u interakciju s transporterom ABCB1 i inhibiraju 

ga, a neki su i njegovi supstrati [158]. Antimalarici meflokin i primakin inhibiraju ABCB1 i 

značajno povećavaju osjetljivost tumorskih stanica otpornih na vinblastin [164], kao i klorokin, 

koji povećava osjetljivost tumorskih stanica otpornih na antimitotske kemoterapeutike [175]. 

Značajna inhibicija transportera ABCB1 s antimalarikom kininom je također pokazana, dok 

antimalarik atovakon značajno inhibira aktivnost transportera ABCG2, kao i antimalarici 

klorokin, kinin, artemizinin, meflokin, progvanil, lumefantrin i dihidroartemizinin [176]. 

Antimalarik artezunat inhibira transporter ABCG2 i smanjuje njegovu ekspresiju, te povećava 

osjetljivost tumorskih stanica jednjaka čovjeka na kemoterapeutik mitoksantron [177]. 

Kako bi se poboljšala biodostupnost antimalarika, smanjila toksičnost i produljila njegova 

aktivnost, rade se modifikacije strukture primakina i na kinolinskom heterocikličnom prstenu 

i na primarnoj amino skupini. Svrha takvih modifikacija je dobiti nove, poboljšane  
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antimalarike ili dobiti nove spojeve s različitim biološkim aktivnostima, poput protumikrobnih, 

protufungalnih i protutumorskih [174], [178], [179]. 

Perković i suradnici [180] su pripremili seriju novih derivata primakina koji imaju bis-urea 

funkcionalnu grupu i halogenanilin u svojoj strukturi i testirali njihova antiproliferativna 

svojstva na osam staničnih linija tumora, kako bi ispitali koje su strukturne modifikacije 

potrebne za poboljšanje aktivnosti (slika 10).  

 

 

Slika 10. Kemijska struktura derivata primakina sa bis-urea funkcionalnom skupinom i 

halogenanilinom. Aril predstavlja halogen-supstituirani benzen koji vezan s bis-ureom preko dušika 

čini halogenanilin. Preuzeto iz Perković i sur., 2016. [180] 

 

Većina pripremljenih spojeva pokazala je značajnu antiproliferativnu aktivnost u niskim 

mikromolarnim koncentracijama u svim ispitivanim staničnim linijama, dok je spoj s para-

supstituiranim klorom pokazao izrazitu selektivnost u tumorskoj liniji adenokarcinoma dojke 

čovjeka, MCF-7. 

Spojevi koji sadrže ,-nezasićene karbonilne grupe koje se nazivaju Michaelovi akceptori, 

poput derivata fumarne kiseline, sposobni su za reakcije konjugirane adicije, takozvane 

Michaelove reakcije. To je nukleofilna adicija karbaniona ili nekog drugog nukleofila ,-

nezasićenom karbonilnom spoju. Takvi fragmenti se koriste u sintezi novih protutumorskih 

lijekova jer omogućuju ireverzibilno kovalentno vezanje na cisteinske ostatke specifičnog 

proteina i mogu regulirati selektivnost i učinkovitost lijeka od interesa [181], [182].       

Rajić i suradnici [182] su dizajnirali i pripremili diamide fumarne kiseline kod kojih je jedna 

amidna veza postignuta s terminalnom amino skupinom primakina, a druga s halogenanilinom 

koji ima supstituiran klor ili trifluorometilnu skupinu u meta ili para položaju (slika 11).  
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Slika 11. Kemijska struktura fumardiamida primakina i halogenanilina. Crveno je označen dio koji je 

Michaelov akceptor. Preuzeto iz Rajić i sur., 2018 [182]. 

 

Pokazano je da su para-supstituirani derivati dobri polazni spojevi za razvoj antimikrobnih 

lijekova, dok su meta-supstituirani derivati pokazali selektivnost prema staničnoj liniji akutne 

limfoblastične leukemije i potencijalni su polazni spojevi za razvoj protutumorskih lijekova.   
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2.   CILJ ISTRAŽIVANJA 

 

Cilj ovog istraživanja je ispitati mogućnost modulacije aktivnosti transportera ABCB1 i 

ABCG2 kako bi se postigao bolji odgovor stanica tumora na terapiju. Istražit ćemo mehanizme 

interakcije dviju skupina spojeva svestranog biološkog potencijala s transporterima, kao i 

odgovor stanica na njihovo djelovanje. Radi se o skupini monoaza- i diaza-18-kruna-6 etera 

supstituiranih adamantanom koji su prethodno pokazali protutumorsku aktivnost i istražuju se 

u različitim biološkim kontekstima te skupini fumardiamida i bis-urea primakina i 

halogenanilina koji su dizajnirani zbog poboljšanja antimalarijskog djelovanja primakina, ali i 

kao novi potencijalni protumikrobni i protutumorski lijekovi.  

Pretpostavka ovog istraživanja je da spojevi od interesa posjeduju strukturu koja ih, temeljem 

literaturnih podataka, čini dobrim potencijalnim modulatorima transportera ABCB1 i/ili 

ABCG2. S obzirom na to da spojevi unutar pojedine skupine posjeduju specifične razlike u 

strukturi, očekujemo da će one utjecati na snagu interakcije s transporterom. Ukoliko pojedini 

spojevi pokažu inhibitorno djelovanje, konačna je pretpostavka da će povećati osjetljivost 

tumorskih stanica na kemoterapeutike u modelnim staničnim linijama. Navedeno bi omogućilo 

primjenu kombinacije inhibitora i kemoterapeutika, koja bi omogućila smanjenje doze 

primijenjenog kemoterapeutika uz zadržavanje toksičnosti po tumorske stanice.  

Rezultati ovog istraživanja rasvijetlit će utjecaj strukture testiranih spojeva na interakciju s 

pojedinim transporterom. Predložit ćemo mogući mehanizam inhibicije te dati doprinos za 

dizajn i sintezu novih spojeva s još boljim sposobnostima inhibicije aktivnosti transportera. 

Dodatno, uzevši u obzir važnu ulogu ABC transportera u farmakokinetici lijekova, rezultati će 

doprinijeti rasvjetljavanju mehanizma njihove aktivnosti, kao i dizajnu molekula s 

potencijalnom biološkom aktivnošću. 
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3.  MATERIJALI I METODE 

 
3.1.   MATERIJALI 

 

3.1.1.  Stanične linije  

 
U ovom radu koristili smo staničnu liniju akutne mijeloične leukemije čovjeka (PLB–985 -  

roditeljske stanice) i modificiranu inačicu PLB/ABCG2, s prekomjernom ekspresijom 

transportera ABCG2. Ova je linija dobivena retroviralnom transdukcijom plazmida koji nosi 

cDNA gena ljudskog proteina ABCG2 u stanice te selekcijom otpornih stanica 

mitoksantronom (stanice su dobivene ljubaznošću dr. Agnes Telbisz i dr. Balazsa Sarkadija, 

Institut za enzimologiju, Istraživački centar za prirodne znanosti, Budimpešta, Mađarska). 

Koristili smo i staničnu liniju karcinoma jajnika čovjeka A2780 (European Collection of 

Authenticated Cell Cultures – ECACC: 93112519) i modificiranu inačicu A2780/Adr 

(ECACC: 93112520) s prekomjernom ekspresijom proteina ABCB1, dobivenu izlaganjem 

roditeljske stanične linije A2780 kemoterapeutiku adriamicinu (doksorubicinu). U radu smo 

koristili i stanične linije epitela distalnog tubula nefrona bubrega psa (MDCK-II, od eng. 

Madin-Darby canine kidney epithelial cell), modificiranu inačicu MDCK-II/ABCG2 koja je 

stabilno transficirana plazmidom koji nosi cDNA gena ljudskog proteina ABCG2 (dobivene 

ljubaznošću dr. Tvrtka Smitala iz Laboratorija za molekularnu ekotoksikologiju, IRB, Zagreb, 

Hrvatska), te komercijalno dostupnu staničnu liniju bubrega embrija čovjeka HEK293 

(American Type Culture Collection – ATCC: CRL-1573).  

 

3.1.2.  Membranski sustavi 

 

Sustav membranskih vezikula kojeg smo koristili u ovom radu dobili smo izolacijom iz stanica 

ovarija kukaca Spodoptera frugiperda Sf9 prethodno inficiranih rekombinantnim 

bakulovirusom koji nosi cDNA gena ljudskog proteina ABCG2 [50], [183]–[185]. Vezikule su 

izvrnute, s unutarstaničnim dijelom okrenutim prema van i izvanstaničnim dijelom prema 

unutra, a priprema je opisana u odjeljku 3.2.7 (slika 12).  
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Slika 12. Shematski prikaz izvrnute membranske vezikule. Kružići predstavljaju molekule ATP-a, 

dok zvjezdice pretstavljaju supstrat transportera ABCG2. 

 

3.1.3.  Spojevi  

 

U ovom radu smo testirali monoaza- i diaza-18-kruna-6 etere supstituirane adamantanom, koji 

su sintetizirani u Laboratoriju za sintetsku organsku kemiju, Zavoda za organsku kemiju i 

biokemiju Instituta Ruđer Bošković u Zagrebu, te skupine fumardiamida i bis-urea primakina 

i halogenanilina koje su sintetizirane u Zavodu za farmaceutsku kemiju, Farmaceutsko-

biokemijskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu [140], [141], [180], [182]. Osim navedenih 

spojeva, koristili smo i komercijalno dostupne spojeve – supstrate i/ili inhibitore transportera 

ABC. Strukture svih spojeva koje smo koristili u ovom radu prikazane su u tablici 4.     
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  Tablica 4. Strukturne formule spojeva korištenih u radu. 

Ime spoja Struktura 

MAC-1 

O O

O

O

N

O
 

MAC-1Amid 

O O

O

O

N

OO

 

MAC-2 

O O

O

O

N

O
 

MAC-2Amid 

O O

O

O

N

O

O

 

MAC-3 

O O

O

O

N

O
 

MAC-3Amid 

O O

O

O

N

OO

 

MAC-4 
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O
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N

O

 

MAC-4Amid 
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O
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O

O

 

DAC-1 
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N

O
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DAC-1Amid 
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DAC-2 
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N
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DAC-2Amid 
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O
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DAC-3 
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DAC-3Amid 
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Nastavak tablice 4  

DAC-4 

O O

N

O

N

O
 

DAC-4Amid 

O O

N

O

N

O

OO

 

1786 

 

1787 

 

1788 

 

1789 

 

1790 

 

1791 

 

Primakin 
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Nastavak tablice 4 

Klorokin 

 

Ko143 

 

Verapamil 

 

Salinomicin 

 

Nigericin 

 

Monenzin 

 

Doksorubicin 

 

Mitoksantron 
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Nastavak tablice 4 

Rodamin 123 

 

Kalcein AM 

 

Lucifer yellow 

 

Hoechst 33342 

 

DAPI 

 
 

 

3.1.4.  Plazmidi 

 

U ovom radu koristili smo vektorski sustav pEGFP-N1 u kojemu je polipeptidni lanac 

transportera ABCG2 obilježen fluorescentnim zelenim proteinom (GFP) na N kraju te smo ga 

nazvali  pEGFP-G2 (dobili smo ga ljubaznošću dr. Laszla Homolya, Institut za enzimologiju, 

Istraživački centar za prirodne znanosti, Budimpešta, Mađarska) [60].  

 

3.2.  METODE 

 

3.2.1.  Stanična kultura 

  

Stanične linije uzgajali smo u sterilnim bocama za uzgoj stanica (T75, TPP Techno Plastic 

Products AG, Švicarska), u tekućim hranjivim podlogama (medijima) na temperaturi od 37ᵒC, 
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5% CO2 i sa visokim udjelom vlage u inkubatoru. Tekuće hranjive podloge koje smo koristili 

za uzgoj su slijedeće: DMEM (Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium s niskim udjelom glukoze, 

Sigma-Aldrich, SAD) za uzgoj staničnih linija MDCK-II i MDCK-II/ABCG2 te RPMI 1640 

(Roswell Park Memorial Institute, Sigma-Aldrich, SAD) za uzgoj staničnih linija PLB-985, 

PLB/ABCG2, A2780 i A2780/Adr. Medije smo kompletirali s 10%-tnim fetalnim serumom 

goveda - FBS (od eng. fetal bovine serum, Sigma-Aldrich, SAD), 2 mM L-glutaminom (Sigma-

Aldrich, SAD), 100 jedinica/mL penicilina i 100 μg/mL streptomicina (Lonza, Švicarska). 

Stanice smo promatrali pod invertnim mikroskopom (Olympus CKX41, Japan) kako bismo 

otkrili eventualna zagađenja i presađivali ih kada bi dosegnule konfluentnost (oko 75% 

prekrivene površine boce), pomoću tripsina (0,25%, Capricorn Scientific, Njemačka) i EDTA 

(0,02% u tripsinu, Sigma-Aldrich, SAD). Prilikom presađivanja određivali smo broj stanica 

pod svjetlosnim mikroskopim pomoću Neubauerove komorice (Blau Brand, Njemačka) i 10%-

tne otopine tripanskog modrila (Sigma-Aldrich, SAD). Stanice smo razrijedili u otopini 

tripanskog modrila pet puta te ih stavili u komoricu za brojanje, dimenzija 1 mm × 1 mm × 0,1 

mm, sastavljenu od 4 velika kvadrata koja su podijeljena u 16 jednakih manjih kvadrata, u 

kojima se broje žive stanice. Broj stanica po mililitru izračunali smo prema formuli:    

broj stanica/mL = (n/4) × 5 × 104 stanica/mL, u kojoj „n“ predstavlja broj izbrojenih stanica u 

komorici.  

 

3.2.2.  Ispitivanje antiproliferativnog učinka spojeva in vitro 
 

Za ispitivanje antiproliferativnog učinka spojeva in vitro koristili smo modificirani protokol 

prema Nacionalnom Institutu za rak (National Cancer Institute - https://dtp.cancer.gov/). 

Stanice smo nasadili na mikrotitarske pločice s 96 jažica u koncentraciji 1×104 do 3×104 

stanica/mL, ovisno o staničnoj liniji i brzini diobe, u konačnom volumenu od 150 µL po jažici, 

u tetraplikatima. Idući dan pripremili smo dekatska razrjeđenja ispitivanih spojeva tako da 

konačne koncentracije u jažici budu 100, 10, 1, 0,1 i 0,01 μM, dodane u volumenu od 50 μL 

po jažici, a u negativnu kontrolu smo dodali kompletirani hranjivi medij u istom volumenu. 

Ispitivanje učinka spojeva na osjetljivost tumorskih stanica na mitoksantron proveli smo na isti 

način pomoću kombiniranog testa u kojemu smo istovremeno dodali dekatska razrjeđenja 

mitoksantrona u volumenu od 25 μL i 25 μL testiranog spoja kojemu je konačna koncentracija 

5 μM u slučaju fumardiamida primakina i halogenanilina, a 1 ili 2 μM u slučaju diaza-krunastih 

etera supstituiranih adamantanom. Referentni inhibitor Ko143 dodali smo u kombinaciji s 
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mitoksantronom u koncentraciji od 1 μM. Mitoksantron smo dodali i kao kontrolu u volumenu 

od 50 μL po jažici. Vijabilnost stanica provjerili smo testom MTT nakon inkubacije pri 37°C 

tijekom 72h.  

 

3.2.3.  Metil tiazolil tetrazolij test (MTT test) 

 

Aktivnost enzima dehidrogenaze, koja reducira žuti, u vodi topivi spoj 3-(4,5-dimetiltiazol-2-

il)-2,5-difeniltetrazolij bromid (MTT) u ljubičasti formazan netopiv u vodi, se koristi kao test 

za određivanje vijabilnosti stanica. Uklonili smo medij sa stanica i dodali 40 µL reagensa MTT 

(Sigma-Aldrich, SAD) u konačnoj koncentraciji 0,5 µg/µL, a u praznu jažicu smo stavili isti 

volumen, što je poslužilo kao slijepa proba. Nakon inkubacije pri 37 °C tijekom 4 sata, nastale 

formazanske kristale otopili smo u dimetil sulfoksidu (DMSO) uz potresanje, te smo na 

spektrofotometru za mikrotitarske pločice (Multiskan EX, Thermo Labsystems, Austrija) 

izmjerili apsorbanciju (optičku gustoću) pri valnoj duljini od 570 nm. Apsorbancija je direktno 

proporcionalna vijabilnosti stanica, a postotak rasta stanica izračunali smo prema jednom od 

dva slijedeća izraza: 

1. Ako je (srednja vrijednost ODtest – srednja vrijednost ODt0) ≥ 0 onda je: 

postotak rasta (%) = 100 × (srednja vrijednost ODtest – srednja vrijednost ODt0) / (srednja 

vrijednost ODkontrola – srednja vrijednost ODt0). 

2. Ako je (srednja vrijednost ODtest – srednja vrijednost ODt0) < 0 onda je: 

postotak rasta (%) = 100 × (srednja vrijednost ODtest – srednja vrijednost ODt0) / ODt0,  

gdje je: 

srednja vrijednost ODtest = srednja vrijednost optičkih gustoća tretiranih stanica izmjerena 72 

h nakon tretmana 

srednja vrijednost ODt0 = srednja vrijednost optičkih gustoća netretiranih stanica izmjerena 24 

h nakon nasađivanja (nulti dan)  

srednja vrijednost ODkontrola = srednja vrijednost optičkih gustoća netretiranih stanica izmjerena 

nakon 72 h.  

Rezultate smo prikazali na dva načina – grafički i tablično. Nakon određivanja postotka rasta 

stanica, za svaku pojedinačnu koncentraciju nacrtali smo krivulje odnosa koncentracije spoja i 

postotka rasta (od engl. dose-response). Iz tih krivulja linearnom regresijom smo izračunali 

vrijednosti IC50.  
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3.2.4.  Praćenje ekspresije proteina metodom SDS-PAGE i Western blot 

 

Za potvrdu ekspresije proteina ABCG2 u staničnim linijama koje su stabilno transficirane 

genom ABCG2, te za praćenje ekspresije ABCG2 uslijed tretmana spojevima koristili smo 

metode denaturirajuće elektroforeze u poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijevog dodecil 

sulfata (eng. SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) i 

Western blot.  

Stanice smo uzgajali u Petrijevim zdjelicama promjera 6 mm u hranjivim podlogama pri 37°C 

uz prisutstvo spojeva u koncentraciji 1, 2 i 5 M (tijekom 72 h) ili bez (do konfluentnosti), 

nakon čega smo medij uklonili, stanice isprali 3 puta u fosfatnom puferu (PBS, od eng. 

phosphate-buffered saline), te ručno strugali u 50 µL RIPA pufera (50 mM Tris-HCl, 150 mM 

NaCl, 1% Triton, 0,1% SDS, 12 mM natrijev deoksikolat) uz dodatak inhibitora fosfataza i 

proteinaza (Roche Diagnostics GmbH, Švicarska). Stanične lizate skupili smo u označene 

tubice Eppendorf i nakon inkubacije na ledu (20 min) sonicirali ultrazvučno 5 puta tijekom 20 

sekundi s 30% amplitude. Uzorke smo centrifugirali u mikrocentrifugi (Eppendorf centrifuge 

5424R), tijekom 20 min pri 4°C i maksimalnoj brzini (21130 × g), nakon čega smo supernatant 

prebacili u novu tubicu i pohranili na -80°C. Koncentraciju proteina odredili smo testom Pierce 

BCA (Thermo Fisher Scientific, SAD) prema protokolu proizvođača, a vrijednosti smo 

izmjerili na spektrofotometru za mikrotitarske pločice (Multiskan EX, Thermo Labsystems, 

Austrija) pri valnoj duljini od 570 nm.   

Gelove za SDS-PAGE pripremili smo i izlijevali u kalupe za izlijevanje gela, a sastav gela za 

razdvajanje (donji gel) i gela za sabijanje (gornji gel) prikazani su u tablici 5.  
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Tablica 5. Sastav gelova za SDS-PAGE. 

Kemikalije 

Gel za sabijanje 

(5%, 5 mL) 

Gel za razdvajanje 

(8%, 10 mL) 

Volumen (mL) 

dH2O 2,975 4,6 

akrilamid/bisakrilamid (30%/0,8% w/v) 0,67 2,6 

1,5 M Tris-HCl (pH = 8,8) - 2,6 

0,5 M Tris-HCl (pH = 6,8) 1,25 - 

10% SDS 0,05 0,1 

10% amonijev persulfat (APS) 0,05 0,1 

TEMED 0,005 0,01 

 

Uzorke smo pomiješali sa 6× Laemli puferom za nanošenje uzoraka (30 mL glicerola, 6 g SDS, 

1,55 g DTT, 6,25 mL Tris 0,5M, pH 6,8, 20 mg bromfenol plavo u re-H20 za 50 mL), u količini 

od 25 µg proteina po jažici, i razdvojili u gelu u Tris-glicinskom puferu za elektroforezu 

(pripremljen razrjeđivanjem 5 puta koncentriranog pufera koji sadrži 30 g Tris baze, 144 g 

glicina i 10 g SDS-a u re-H20 za 2L) uz stalni napon od 150 V. Kao proteinski marker poznate 

molekulske mase koristili smo PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher 

Scientific, SAD).  

Nakon razdvajanja, proteine smo prenijeli na poliviniliden difluorid membranu (PVDF 

membranu, Roche Diagnostics GmbH), veličine pora 0,2 µm, mokrim prijenosom uz jakost 

struje 0,1 A preko noći, pri 4°C, u puferu za prijenos (pripremljen razrjeđivanjem 10 puta 

koncentriranog pufera koji sadrži 60 g Tris baze i 288 g glicina u re-H20  za 2 L, uz dodatak 

10% metanola). Membrane smo isprali u PBS-u, bojali 1 min otopinom boje amidocrno (0,1% 

amidocrno, 10% metanol, 2% octena kiselina, re-H2O) na zibalici kako bi se provjerila 

uspješnost prijenosa proteina te ih ispirali u otopini za odbojavanje (45% metanol, 7% octena 

kiselina, re-H2O) 2 puta tijekom 30 min, dok nisu bile vidljive plave vrpce na svijetloj podlozi. 

Membrane smo inkubirali dodatnih 30 min u finalnoj otopini za odbojavanje (25% izopropanol, 

10% octena kiselina, re-H2O), isprali 4 puta tijekom 1 min u dH2O i 2 puta tijekom 15 min u 

puferu TN (15 mL NaCl koncentracije 5M, 15 mL Tris-HCl koncentracije 1M, pH 8, re-H2O) 

i blokirali tijekom 60 min u 5% - tnoj otopini mlijeka u puferu TBST (12g Tris baze i 90 g 

NaCl u re-H20 za 1 L, uz dodatak 1 mL Tween20).  

Primarna mišja protutijela BXP-21 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., SAD) za detekciju 

proteina ABCG2 i Mdr-1 (klon G-1, Santa Cruz Biotechnology, Inc., SAD) za detekciju 

proteina ABCB1 pripremili smo u razrijeđenju 1/100 u 5%-tnoj otopini mlijeka u puferu TBST 

i inkubirali smo membrane preko noći, pri 4°C uz zibanje. Idući dan smo membrane isprali 3 
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puta tijekom 10 min u puferu TBST i inkubirali sa sekundarnim protutijelom IgG proizvedenim 

u ovci, a usmjerenim protiv mišjeg primarnog protutijela, obilježenim peroksidazom iz hrena 

(GE Healthcare Life Sciences, SAD), kojeg smo pripremili u otopini 5%-tnog mlijeka i pufera 

TBST u razrjeđenju 1:4000 za ABCG2 ili 1:10000 za ABCB1, tijekom 2 h na sobnoj 

temperaturi.   

Membrana smo isprali tri puta tijekom 10 min u puferu TBST i posušili, nakon čega smo 

nanijeli kemiluminiscentni reagens (oksidirajući reagens i pojačivač signala u omjeru 1:1, 

Western Lightning® Plus-ECL, PerkinElmer, SAD) izravno na membranu, ostavili 1 min na 

tamnom mjestu, uklonili ostatak reagnesa i signal smo snimili pomoću uređaja za snimanje 

kemiluminiscencije (Uvitec Alliance Q9 Mini, Cambridge, UK). Kvantifikaciju signala 

dobivenih metodom Western blota napravili smo pomoću programa ImageJ (NIH, SAD).  

 

3.2.5.  Test nakupljanja supstrata  

 

3.2.5.1.  Transporter ABCB1  

 

Kako bismo ispitali sposobnost spojeva da inhibiraju transporter ABCB1, koristili smo testove 

nakupljanja supstrata rodamina 123 odnosno kalceina AM (acetoksimetil ester).   

Za test s rodaminom, stanične linije A2780 i A2780/Adr odvojili smo s podloge na kojoj su 

rasle, izbrojili, prebacili u označene Eppendorf tubice (200000 stanica po tretmanu) i 

centrifugirali tijekom 5 min pri 1200 rpm na sobnoj temperaturi. Medij smo uklonili, stanice 

resuspendirali u kompletiranom mediju RPMI-1640 uz prisutnost (ili odsutnost - kontrola) boje 

rodamin 123 i inkubirali u termobloku (Eppendorf Thermomixer comfort, Eppendorf, 

Njemačka) tijekom 30 min pri 37°C uz lagano potresanje (300 rpm) u tami. Uzorke smo  

centrifugirali tijekom 5 min pri 1200 rpm i 4°C, odlili smo medij s rodaminom, stanice isprali 

u PBS-u, centrifugirali tijekom 5 min pri 1200 rpm i 4°C te dodali spojeve za testiranje ili 

komercijalni inhibitor verapamil u konačnoj koncentraciji od 10 µM.  

Nakon inkubacije u termobloku tijekom 45 min pri 37°C uz lagano potresanje (300 rpm) u 

tami, uzorke smo centrifugirali, uklonili medij i isprali u PBS-u kako je opisano i nakon 

inkubacije s bojom rodamin 123. Svaki uzorak nakon ispiranja resuspendirali smo u 400 µL 

PBS-a i analizirali u protočnom citometru (FACSCalibur flow cytometer, Becton Dickinson, 

SAD). Uzorke smo pobudili laserom valne duljine 488 nm, dok smo emitiranu fluorescenciju 



 
 

 

39 
 

prikupili kroz filter pri 530 nm. Rezultate smo analizirali pomoću programa FlowJo (TreeStar 

Inc., SAD). 

Za test s kalceinom, stanične linije A2780 i A2780/Adr nasadili smo na mikrotitarske pločice 

s 96 jažica u koncentraciji od 30000 stanica i konačnom volumenu od 200 μL po jažici. Idući 

dan medij smo odlili, stanice isprali u PBS-u i inkubirali u 200 μL medija RPMI-1640 bez FBS 

uz prisutnost (ili odsutnost – kontrola) kalceina konačne koncentracije 0,25 µM i ispitivanih 

spojeva konačne koncentracije 10 µM tijekom 60 min pri 37°C, u tami.  

Nakon što smo uklonili medij, stanice smo isprali u PBS-u i u zadnjem koraku prije mjerenja 

kalcein nakupljen unutar stanica ispustili van u otopinu pomoću 0,2%-tne otopine tritona X-

100 u 200 µL PBS-a tijekom 10 min uz potresanje na sobnoj temperaturi, što je omogućilo 

ravnomjerno mjerenje fluorescencije. Fluorescenciju smo mjerili na fluorimetru za 

mikrotitarske pločice (TECAN infinite M200, Tecan Group Ltd., Švicarska), uz ekscitaciju pri 

485 nm i emisiju pri 530 nm.   

 

3.2.5.2.  Transporter ABCG2  

 

Kako bismo ispitali sposobnost spojeva da inhibiraju transporter ABCG2, koristili smo test 

nakupljanja supstrata feoforbida A i H 33342.  

Test sa supstratom feoforbidom A proveli smo prema protokolu opisanom za test s bojom 

rodamin 123 (opisano u dijelu 3.2.5.1.), na staničnim linijama MDCK-II i MDCK-II/ABCG2 

(20000 stanica po jažici), s konačnom koncentracijom feoforbida od 5 µM. Uzorke smo mjerili 

u protočnom citometru (FACSCalibur flow cytometer, Becton Dickinson, SAD) sa valnim 

duljinama ekscitacije pri 488 nm i emisije pri 670 nm. Rezultate smo analizirali pomoću 

programa FlowJo (TreeStar Inc., BD, SAD). 

Za test s H 33342, stanične linije MDCK-II, MDCK-II/ABCG2, PLB i PLB/ABCG2 nasadili 

smo na mikrotitarske pločice s 96 jažica u koncentraciji od 25000 i konačnom volumenu od 

200 μL po jažici. Idući dan medij smo odlili, stanice isprali u PBS-u i inkubirali u 200 μL 

medija bez FBS uz prisutnost (ili odsutnost – kontrola) H 33342 konačne koncentracije 0,5 µM 

i testiranih spojeva konačne koncentracije 10 µM tijekom 60 min pri 37°C, u tami. Nakon što 

smo medij uklonili, isprali smo stanice u PBS-u i izmjerili jačinu fluorescencije na fluorimetru 

za mikrotitarske pločice (TECAN infinite M200, Tecan Group Ltd., Švicarska ), uz ekscitaciju 

pri 360 nm i emisiju pri 465 nm.   
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3.2.6.  Test vezanja konformacijski osjetljivog protutijela 5D3  

 

Za ispitivanje inhibitorne sposobnosti spojeva koristili smo protu-ABCG2 protutijelo 5D3 

[186]. Ovo je protutijelo osjetljivo na promjenu konformacije transportera ABCG2 te se veže  

na njega dok je transporter u konformaciji s vezanim inhibitorom. U tu smo svrhu stanice PLB 

ili PLB/ABCG2 izbrojali i razrijedili tako da koncentracija stanica u 25 µL po uzorku bude 

150000, te smo im dodali 25 µL otopine spoja čije konačne koncentracije trebaju biti 1, 5 i 10 

µM. U reakcijsku smjesu smo zatim dodali 0,5 µg neobilježenog protu-ABCG2 primarnog 

protutijela 5D3 (Merck Millipore, Njemačka) razrijeđenog u 50 µL PBS-a uz dodatak 5,5 mM 

glukoze i 1% albumina goveđeg seruma (od eng. bovine serum albumin, BSA) i sve zajedno 

inkubirali tijekom 45 min pri 37°C uz lagano potresanje. Nakon inkubacije stanice smo 

centrifugirali tijekom 4 min na 1500 rpm, isprali u hladnom PBS-u, ponovno centrifugirali i na 

njih dodali 0,25 µg sekundarnog protutijela usmjerenog protiv mišjeg primarnog, a koje je 

fluorescentno obilježenog zelenom bojom (IgG-Alexa Fluor 488, Thermo Fisher Scientific, 

SAD), u 50 µL PBS-a uz dodatak 5,5 mM glukoze i 0,5% BSA. Nakon 30 min inkubacije pri 

37°C uz lagano potresanje, stanice smo centrifugirali, isprali u hladnom PBS-u, resuspendirali 

u 400 µL PBS-a i analizirali u protočnom citometru (FACS Calibur flow cytometer, Becton 

Dickinson, SAD). Koristili smo valnu duljinu ekscitacije pri 488 nm i emitiranu fluorescenciju 

prikupili kroz filter pri 530 nm. Rezultate smo analizirali pomoću programa FlowJo (TreeStar 

Inc., BD, SAD). 

 

3.2.7.  Priprema membranskih vezikula 

 

Za pripremu izvanstaničnog sustava membranskih vezikula koje nose transporter ABCG2, 

stanice ovarija kukaca Spodoptera frugiperda inficirali smo rekombinantnim bakulovirusom 

koji nosi cDNA gena ljudskog proteina ABCG2. Stanice smo uzgajali u bocama za uzgoj 

stanica (T150) pri koncentraciji od 2×107 stanica u 30 mL medija TNM-FH (Sigma-Aldrich, 

SAD) kompletiranog sa 10% FBS-a tijekom 72 h.   

Nakon što smo uspješnost infekcije provjerili pod svjetlosnim mikroskopom, stanice smo 

skupili mehaničkim struganjem u puferu tris-manitol (50 mM Tris-HCl, pH 7,0, koji sadrži 300 

mM manitola i 0,5 mM fenilmetilsulfonil fluorida, Sigma-Aldrich, SAD) nakon čega smo 

proveli korake izolacije membranskih vezikula. Stanice smo homogenizirali i lizirali pomoću 

stakleno – teflonskog homogenizatora za tkiva u puferu TMEP (50 mM Tris-HCl, pH 7,0, koji 
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sadrži 50 mM manitola, 2 mM EGTA, 10 pg/ml leupeptina, 8 pg/ml aprotinina, 0,5 mM 

fenilmetilsulfonil fluorida i 2 mM β-merkaptoetanola, Sigma-Aldrich, SAD) a zaostale čitave 

stanice i jezgreni debris uklonili  centrifugiranjem tijekom 10 min pri 500 × g. Supernatant smo 

centrifugirali tijekom 60 min pri 100000 × g a talog u kojemu se nalaze membranske vezikule 

resuspendirali smo u puferu TMEP te smo koncentraciju proteina odredili testom Pierce BCA 

(Thermo Fisher Scientific, SAD) prema protokolu proizvođača. Vrijednosti smo izmjerili na 

spektrofotometru za mikrotitarske pločice (Multiskan EX, Thermo Labsystems, Austrija) pri 

valnoj duljini od 570 nm. Sve korake smo radili pri 4°C a membrane smo pohranili na -80°C.  

Prije zadnjeg koraka centrifugiranja (tijekom 60 min pri 100000 × g), izolirane membrane smo 

inkubirali s 2-4 mM kompleksa nasumično metiliranih beta ciklodekstrina (eng. RAMEB - 

random methylated beta, CycloLab, Mađarska) i kolesterola (CycloLab, Mađarska), pri čemu 

je udio kolesterola 4,4%. Stanice smo zatim razrijedili 20 puta i centrifugirali, pri čemu je 

uklonjen ostatak ciklodekstrina i kolesterola. 

 

3.2.8.  Test nakupljanja supstrata u izvrnutim membranskim vezikulama 

 

Za mjerenje nakupljanja fluorescentnog supstrata Lucifer yellow (LY), suspenziju izvrnutih 

membranskih vezikula koje sadrže ljudski protein ABCG2 smo inkubirali u koncentraciji od 

50 g proteina u membrani/uzorku sa 4 mM Mg-ATP-a (Sigma-Aldrich, SAD), fluorescentnim 

supstratom LY (Sigma-Aldrich, SAD) u koncentraciji od 10 M i spojevima koji se ispituju. 

Nakon inkubacije tijekom 10 min pri 37°C u otopini koja sadrži 40 mM MOPS, 56 mM KCl i 

6 mM MgCl2 (sve Sigma-Aldrich, SAD) u vodi, reakciju smo zaustavili hladnim puferom za 

ispiranje koji sadrži 40 mM MOPS-Tris i 70 mM KCl u vodi, reakcijsku smjesu prenijeli u 

mikrotitarske pločice s 96 jažica sa filterom (MScn HTS GFB Opaque NS, Merck Milipore, 

Njemačka), filtrirali pomoću vakuuma i oprali pet puta u puferu za ispiranje. Membranske 

vezikule koje su ostale na filteru smo izdvojili u standardne mikrotitarske pločice s 96 jažica 

dodavanjem 100 L 10%-nog SDS po uzorku i centrifugiranjem pri brzini od 1200 rpm. Za 

optimizaciju mjerenja fluorscencije, u svaku jažicu smo dodali 100 L DMSO i izmjerili 

fluorescenciju supstrata LY pomoću fluorimetra EnSpire (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) 

s laserom čija je valna duljina pobude i emisije pri 427 nm, odnosno 535 nm.  
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3.2.9.  Mjerenje bazalne i stimulirane ATP-azne aktivnosti  

 

Transporteri ABC koriste energiju ATP-a za prijenos supstrata preko membrane suprotno od 

koncentracijskog gradijenta, pa je količina fosfata oslobođenog u reakciji hidrolize ATP-a 

proporcionalna aktivnosti transportera, a može se direktno mjeriti osjetljivim kolorimetrijskim 

testom.  

Za mjerenje bazalne i stimulirane ATP-azne aktivnosti, suspenziju izvrnutih membranskih 

vezikula (5-20 µg membranskih proteina) stavili smo u 0,1 mL medija koji sadrži 40 mM 

MOPS–Tris (pH 7.0), 50 mM KCl, 2 mM ditiotreitol, 500 µM EGTA–Tris, 5 mM Na-azid i 1 

mM ouabain (sve Sigma-Aldrich, SAD) pri 37°C u vodenoj kupelji i ATP-aznu reakciju smo 

započeli dodavanjem 3,3 mM MgATP. Testirane spojeve sotopili smo u DMSO i dodali, te 

smo reakciju inkubirali tijekom 20 min pri 37°C u vodenoj kupelji uz miješanje, nakon čega 

smo ju zaustavili dodavanjem 0,1 mL otopine 5%-tnog SDS-a (Sigma-Aldrich, SAD). Kod 

stimulirane ATP-azne aktivnosti, u reakcijsku smjesu dodali smo i kvercetin (Sigma-Aldrich, 

SAD), poznati supstrat transportera ABCG2, u koncentraciji od 0,2 µM. Na uzorke smo dalje 

dodali 0,4 mL reagensa koji sadrži 2,5 M H2S04, 1% amonijevog molibdata, 0,014% antimonij 

kalij tartarata (sve Sigma-Aldrich, SAD) i 1 mL destilirane vode.  

Za redukciju nastalih kompleksa dodali smo 0,2 mL svježe pripremljene 1%-tne askorbinske 

kiseline (Sigma-Aldrich, SAD), uzorke smo prebacili u kivete i očitali optičku gustoću na 

spektrofotometru pri valnoj duljini od 880 nm. ATP-aznu aktivnost izrazili smo kao razliku u 

količini izmjerenog anorganskog fosfata između 0 min (kada je reakcija odmah prekinuta 

otopinom SDS-a) i nakon inkubacije od 20 min.  

 

3.2.10.  Transfekcija stanične linije HEK293 plazmidom pEGFP-G2  

 

Za transfekciju stanične linije HEK293 s plazmidom pEGFP-G2, koji je opisan u potpoglavlju 

3.1.4., koristili smo Lipofectamine 2000 reagens (Invitrogen, SAD), prema uputama 

proizvođača. Stanice smo dan prije transfekcije nasadili u mediju DMEM bez antibiotika u 

Petrijeve posudice promjera 35 mm, podijeljene u 4 jednaka odjeljka u kojima se na dnu nalazi 

pokrovno stakalce debljine 0,16-0,19 mm (Cellvis, SAD). Kako bi na dan transfekcije bile 90-

95% konfluentne, nasadili smo ih u koncentraciji od 100000 stanica i konačnom volumenu 500 

µL po odjeljku. Svaki je odjeljak zasebna reakcija transfekcije, te smo prvo pripremili 0,8 µg 

DNA u 50 µL medija bez antibiotika i seruma, a 2 µL Lipofectamina 2000 smo pomiješali sa 
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48 µL medija bez antibiotika i seruma, te smo obje otopine inkubirali 5 min na sobnoj 

temperaturi. Nakon inkubacije suspenziju DNA i Lipofectamina smo pomiješali u konačnom 

volumenu od 100 µL i inkubirali 20 min na sobnoj temperaturi, te potom stavili u odjeljke sa 

stanicama u 500 µL medija DMEM bez antibiotika. Posudice smo lagano protresli i inkubirali 

tijekom 48 h pri 37°C, ali smo 4 h nakon dodavanja kompleksa na stanice medij zamijenili 

svježim medijem bez antibiotika.  

 

3.2.11.  Nakupljanje supstrata u stvarnom vremenu u staničnoj liniji HEK-

EGFP-G2 

 

Staničnu liniju HEK293, transficiranu plazmidom pEGFP-G2 kako je opisano ranije u odjeljku 

3.2.10.,  koristili smo za praćenje nakupljanja supstrata H 33342 ili mitoksantrona (oboje 

Sigma-Aldrich, SAD) u stvarnom vremenu. Stanicama smo, 48 h nakon transfekcije, dodali H 

33342 (8 M) ili mitoksantron (5 M) u hranjivom mediju bez FBS-a te smo pratili plavu (461 

nm) odnosno crvenu (> 650 nm) fluorescenciju, čije su valne duljine pobude pri 405 nm 

odnosno 633 nm, pomoću konfokalnog mikroskopa (TCS X, Leica Microsystems GmbH, 

Wetzlar, Njemačka) tijekom 5 min. Nakon dodavanja ispitivanog spoja (5 µM) ili poznatog 

inhibitora Ko143 (1 µM, Sigma-Aldrich, SAD), pratili smo plavu ili crvenu fluorescenciju 

tijekom dodatnih 5 min.  

Za analizu kinetike transporta stanice smo na temelju zelene fluorescencije (505-525 nm) čija 

je valna duljina pobude pri 488 nm, podijelili na transficirane (zelene) i netransficirane, te smo 

nakupljanje H 33342 odredili za oboje. Za svaki tretman analizirali smo ukupno 100 stanica u 

četiri do šest vidnih polja tijekom 5 vremenskih perioda (0, 2, 5, 7 i 9 min), u dva zasebna 

eksperimenta. Plavu fluorescenciju pratili smo u regijama od interesa koje se nalaze u području 

stanične jezgre.  

Za prikupljanje slika koristili smo program Leica Application Suite X software (LAS X, 

3.1.1.15751, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Njemačka), a za uređivanje slika program 

Adobe Illustrator CS2. Program ImageJ (NIH, SAD) koristili smo za analizu slika.    

 

3.2.12.  Imunofluorescencija 

 

Za praćenje promjene lokalizacije transportera ABCG2, stanice MDCK-II/ABCG2 nasadili 

smo u mediju DMEM na mikroskopska pokrovna stakalca koja su prethodno tretirana FBS-om 



 
 

 

44 
 

u pločicama s 24 jažice u koncentraciji od 100000 stanica po jažici. Idući dan tretirali smo ih 

spojevima u koncentraciji od 2 M. Nakon inkubacije tijekom 72 h pristupili smo bojanju 

ukupnog staničnog proteina ABCG2 prema slijedećem protokolu: medij smo uklonili i  stanice 

isprali tri puta u PBS-u koji sadrži kalcij i magnezij (PBS + Ca/Mg). Uzorke smo fiksirali u 

4% paraformaldehidu (PFA), pripremljenom u istom PBS-u, tijekom 10 min na sobnoj 

temperaturi. Stanice smo ponovno isprali u puferu PBS + Ca/Mg tri puta i nakon toga smo 

uzorke permeabilizirali s 0,1% saponinom pripremljenim u istom puferu, tijekom 10 min na 

sobnoj temperaturi. Nakon toga je slijedila još jedna serija ispiranja u puferu kojem smo dodali 

i 0,1% saponina i zatim blokiranje s 1% BSA kojeg smo pripremili u puferu PBS + Ca/Mg uz 

dodatak 0,1% saponina tijekom 1 h na sobnoj temperaturi. Stakalca smo nakon toga inkubirali 

s mišjim protu-ABCG2 primarnim protutijelom BXP-21 (1:100, IgG2a, Santa Cruz 

Biotechnology, SAD) u otopini za blokiranje preko noći pri 4°C. Idući dan stakalca smo isprali 

tri puta u puferu PBS + Ca/Mg uz dodatak 0,1% saponina i inkubirali sa kozjim sekundarnim 

protutijelom usmjerenim protiv mišjeg primarnog protutijela i obilježenim s Alexa Fluor 488 

bojom (IgG, Thermo Fisher Scientific, SAD) u razrjeđenju 1/250 u otopini za blokiranje 

tijekom 1 h na sobnoj temperaturi. Nakon serije ispiranja stakalca smo obojali bojom DAPI 

koja boji stanične jezgre u koncentraciji od 1g/mL tijekom maksimalno 2 min te smo ih zatim 

obilno isprali i uklopili na predmetna stakalca pomoću medija za uklapanje (Dako North 

America, Inc., SAD).  

Uzorke smo promatrali pomoću konfokalnog mikroskopa (TCS X, Leica Microsystems GmbH, 

Wetzlar, Njemačka) te smo pratili plavu (461 nm) odnosno zelenu (505-525nm) fluorescenciju 

čije su valne duljine pobude 405 nm odnosno 488 nm. Za prikupljanje slika koristili smo  

program Leica Application Suite X software (LAS X, 3.1.1.15751, Leica Microsystems 

GmbH, Wetzlar, Njemačka), a za uređivanje slika program Adobe Illustrator CS2.    

 

3.2.13.  Analiza staničnog ciklusa 

 

Za analizu staničnog ciklusa nakon tretmana spojevima od interesa, stanice PLB i PLB/ABCG2 

smo razrijedili u mediju RPMI i stavili ih u pločice sa 6 jažica u koncentraciji od 200000 

stanica/jažici, te ih idući dan tretirali spojevima (mitoksantron u koncentraciji od 0,02 M, a 

ispitivani spojevi u koncentraciji od 1 M, zasebno ili u kombinaciji). Nakon inkubacije sa 

spojevima tijekom 24 h, stanice smo zajedno s medijem sakupili u epruvete i centrifugirali tri 

puta 5 min pri 1500 rpm uz ispiranje taloga s 2,5 mL PBS-a između centrifugiranja. U zadnjem 
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koraku smo na talog dodali 1,5 mL PBS-a, uzorke stavili na led i uz blago miješanje u svaki 

postepeno, kap po kap, dodali 3 mL apsolutnog etanola ohlađenog na -20°C, kako bismo ih 

fiksirali te ih pohranili na -20°C. Na dan analize uzorke smo centrifugirali 5 min pri 1500 rpm 

i 4°C, talog isprali dva puta s 2 mL PBS-a uz centrifugiranje te u zadnjem koraku na talog u 

svakom uzorku dodali po 200 L otopine RNA-ze A u koncentraciji od 0,1 g/L i inkubirali 

ih u vodenoj kupelji (PURA, Julabo GmbH, Njemačka) tijekom 30 min pri 37°C. Otopinu 

propidij jodida pripremili smo u koncentraciji od 50 g/L i dodali u volumenu od 200 L u 

svaku epruvetu za protočni citometar, u koje smo prebacili i uzorke nakon inkubacije s RNA-

zom te smo sve zajedno inkubirali minimalno 1 h pri 4°C u mraku. Koristili smo valnu duljinu 

ekscitacije pri 488 nm, dok smo emitiranu fluorescenciju prikupili kroz filter pri 610 nm. 

Rezultate smo analizirali pomoću programa FlowJo (TreeStar Inc., BD, SAD). 

 

3.2.14.  Molekulsko uklapanje u protein ABCG2 

 

Molekulsko uklapanje u protein ABCG2 radila je grupa prof. Branimira Bertoše na 

Prirodoslovno-matematičkom fakultetu u Zagrebu [187]. Trodimenzionalne strukture diaza-

18-kruna-6 etera koji imaju amidnu vezu u lancu između prstena krune i adamantanskog 

bočnog ogranka i diaza-18-kruna-6 etera bez amidne veze, čije vezanje na protein ABCG2 se 

istražuje, izradili su pomoću programa Maestro (Schrödinger, LLC, New York, 2021). 

Trodimenzionalne strukture poznatih inhibitora i supstrata transportera ABCG2 preuzeli su iz 

baze podataka kemijskih molekula PubChem (Ko143 - CID: 10322450; MX - CID: 4212) 

[188]. Protonaciju struktura napravili su u programu MolProbity [189].  

Priprema 3D-modela proteina ABCG2 uključuje 3D-strukture preuzete iz proteinske baze 

podataka PDB [190], dok su dijelove strukture koji nedostaju u dostupnim strukturama izgradili 

pomoću programa za homologno modeliranje strukture proteina SWISS-MODEL [191]. 

Strukture proteina koje su korištene kao predlošci za dobivanje najkvalitetnijih strukturnih 

modela prema SWISS-MODELU uključuju strukturu transportera s vezanim inhibitorom 

MZ29 (PDB kod: 6FFC i 6HIJ), strukturu s vezanim supstratom MX (PDB kod: 6VXI), 

strukturu s vezanim inhibitorom imatinibom (PDB kod: 6VXH) te strukturu proteina kada za 

njega ništa nije vezano (PDB kod: 6VXF). Svih pet strukturnih modela smo koristili u ovom 

istraživanju. Iz odabranih modela su uklonili molekule kolesterola, fosfatidiletanolamina i 

prisutnih inhibitora ili supstrata. Protonaciju proteina napravili su u programima Chimera 

[192], H++ [193], MolProbity [189] i Propka [194], u uvjetima pH 7,4 što odgovara pH 
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vrijednosti citoplazme stanica epitela dojke i neurona. Svi su programi dali jednaku protonaciju 

te su za molekulsko uklapanje odabrali protonirane strukture koje su dobili pomoću programa 

MolProbity.  

Pomoću programa AutoDock Vina [195] napravili su dva računa molekulskog uklapanja 

liganada na svim strukturnim modelima transportera ABCG2. Prilikom prvog izračuna koristili 

su takozvano slijepo uklapanje odnosno 3D-mreža koja obuhvaća cijeli protein, dok su u 

drugom izračunu koristili 3D-mrežu koja obuhvaća isključivo šupljinu 1 proteina ABCG2 i 

služi kao potvrda rezultata molekulskog uklapanja na cijelom proteinu (slika 13). Koordinate 

središta 3D-mreža odredili su u programu AutoDock Tools4 [196]. Svaka pretraga sprema 15 

načina vezanja koji se nalaze unutar 2 kcal mol-1 od energijski najpovoljnijeg pronađenog. 

 
Slika 13. Veličina i položaj 3D-mreže koja obuhvaća cijeli protein (lijevo) i isključivo šupljinu 1 

(desno), prikazani u programu AutoDock Tools4. 

 

Struktura proteina s uklopljenim ligandima prikazana je pomoću programa VMD (Visual 

Molecular Dynamics) (Humphrey i sur. 1996), Chimera (Pettersen i sur. 2004) te Maestro 

(Schrödinger, LLC, New York, 2021). Aminokiselinske ostatke koji sudjeluju u interakciji s 

ligandom i vrstu interakcije odredili su pomoću programa PLIP (Protein Ligand Interaction 

Profiler) [197].   

 

3.2.15.  Mjerenje nakupljanja reaktivnih kisikovih vrsta (RKV) u stanicama 

 

Za mjerenje nakupljanja reaktivnih kisikovih vrsta (RKV), stanične linije MDCK-II i MDCK-

II/ABCG2 nasadili smo u mikrotitarske pločice sa 96 jažica 24 h prije provođenja pokusa. 

Idućeg dana stanice smo odvojili od podloge pomoću tripsina i inkubirali u mediju DMEM koji 

ne sadrži FBS zajedno sa fluorescentnom bojom DCFHDA u koncentraciji od 20 M tijekom 
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45 min pri 37°C. Nakon inkubacije smo dodali spojeve u koncentraciji od 10 M bez ispiranja 

stanica i stanice smo inkubirali tijekom jednog sata pri 37°C. Vodikov peroksid smo koristili 

kao pozitivnu kontrolu. Nakon što smo uklonili medij, stanice smo isprali u PBS-u i izmjerili 

fluorescenciju na fluorimetru za mikrotitarske pločice (TECAN infinite M200, Tecan Group 

Ltd., Švicarska), uz ekscitaciju pri 485 nm i emisiju pri 535 nm.   

 

3.2.16.  Statistička analiza podataka 

 

Sve grafikone smo prikazali kao srednju vrijednost ± standardna devijacija (SD). Za ispitivanje 

statističke značajnosti između uzoraka koristili smo parametrijski test ANOVA s post-hoc 

testom Dunnett, a statističke izračune smo radili u programu GraphPad Prism 5 (NS = 

nesignifikantno, * = p < 0.05, ** = p < 0.01,  *** = p < 0.001).  
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4.  REZULTATI 

 

U ovom smo radu ispitali osam derivata monoaza-18-kruna-6 etera, od kojih četiri imaju 

amidnu vezu u poveznici između eterskog prstena i bočnog ogranka adamantana (MAC-

1Amid, MAC-2Amid, MAC-3Amid, MAC-4Amid), a četiri su povezana aminskom vezom 

(MAC1, MAC2, MAC3, MAC4,) te osam derivata diaza-18-kruna-6 etera s amidnom vezom 

(DAC-1Amid, DAC-2Amid, DAC-3Amid, DAC-4Amid) i aminskom vezom (DAC-1, DAC-

2, DAC-3, DAC-4,) [96], [140], [141]. Također ispitali smo četiri fumardiamida primakina i 

halogenanilina (1786, 1787, 1788, 1789) [182] i dva bis-urea primakina i halogenanilina (1790, 

1791) [180]. Nizom staničnih i biokemijskih testova istražili smo interakciju spojeva s 

transporterima ABCB1 i ABCG2 kao i odgovor stanica na njihovo djelovanje.  

Stanične linije koje smo u ovom istraživanju koristili kao model za ispitivanje aktivnosti 

transportera ABCG2 su stanična linija akutne mijeloične leukemije čovjeka PLB-985 i 

modificirana inačica PLB/ABCG2, s prekomjernom ekspresijom ABCG2 transportera koja je 

dobivena nakon retroviralne transdukcije plazmida koji nosi cDNA gena za ljudski protein 

ABCG2 u stanice PLB985 i selekcije mitoksantronom [198], [199]. Korištena je i stanična 

linija epitela distalnog tubula nefrona bubrega psa MDCK-II te njezina modificirana inačica 

MDCK-II/ABCG2 s prekomjernom ekspresijom proteina ABCG2 dobivena stabilnom 

transfekcijom stanica MDCK-II plazmidom koji nosi cDNA gena za ljudski protein ABCG2 

[200]. Za ispitivanje aktivnosti transportera ABCB1 koristili smo staničnu liniju karcinoma 

jajnika čovjeka A2780 i modificiranu inačicu A2780/Adr s prekomjernom ekspresijom 

proteina ABCB1, dobivenu izlaganjem roditeljske stanične linije A2780 kemoterapeutiku 

adriamicinu (doksorubicinu). 

Osim staničnog sustava, u ovom smo radu koristili izvrnute membranske vezikule koje sadrže 

transporter ABCB1 ili ABCG2, a dobivene su nakon kloniranja cDNA gena za ljudski protein 

ABCB1 ili ABCG2 u bakulovirusni vektor i infekcije stanica ovarija kukaca Sf9 

rekombinantnim virusom [50], [183].     
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4.1.  Karakterizacija modelnih staničnih linija  

 

Prije provođenja pokusa, ispitali smo ekspresiju transportera ABCB1 i ABCG2 u modelnim 

staničnim linijama koje ćemo koristiti za ispitivanje utjecaja spojeva na aktivnost transportera, 

pomoću metode SDS-PAGE i Western blot (slika 14).  

 

 

                                             

 

Slika 14. Ekspresija proteina ABCB1 (lijevo) i proteina ABCG2 (desno) u modelnim staničnim 

linijama. Rezultati su dobiveni iz ukupnog staničnog lizata metodom Western blot. Proteini ABCB1 i 

ABCG2 detektirani su pomoću specifičnih protutijela Mdr-1 i BXP-21, a kao kontrola jednolikog 

nanošenja uzoraka membrana je obojana bojom amido crno. 

 

Rezultati pokazuju da modelne stanične linije A2780/Adr, MDCK-II/ABCG2 i PLB/ABCG2 

imaju prekomjernu ekspresiju proteina ABCB1 odnosno ABCG2, dok njihove roditeljske 

inačice A2780, MDCK-II i PLB-985 ne pokazuju mjerljivu ekspresiju.      

  

S obzirom da bi stanice s povišenom ekspresijom transportera trebale biti otpornije na 

kemoterapeutike, koji su njihovi supstrati, testom MTT ispitali smo razliku u osjetljivosti 

staničnih linija s prekomjernom ekspresijom transportera i njihovih roditeljskih inačica na 

kemoterapeutik. Koristili smo adriamicin (doksorubicin), supstrat transportera ABCB1, 

odnosno mitoksantron, koji je supstrat transportera ABCG2. Rezultati prikazani na slici 15 

pokazuju ovisnost postotka rasta (postotka živih stanica) o koncentraciji kemoterapeutika, dok 

su u tablici 6 rezultati prikazani kao vrijednosti IC50, što označava koncentraciju spoja potrebnu 

za inhibiciju rasta 50% stanica u usporedbi s netretiranim kontrolnim stanicama. Niže 

vrijednosti IC50 upućuju na jače djelovanje spoja.  
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A) B) 

  

 

C) 

 

 

Slika 15. Krivulje preživljenja stanica u odnosu na koncentraciju kemoterapeutika. (A) stanice A2780 

i A2780/Adr s prekomjernom ekspresijom ABCB1; (B) stanice MDCK-II i MDCK-II/ABCG2 s 

prekomjernom ekspresijom ABCG2; (C) stanice PLB-985 i PLB/ABCG2 s prekomjernom 

ekspresijom ABCG2. Pokusi su rađeni u tetraplikatima, svaka točka predstavlja srednju vrijednost 

najmanje tri nezavisna pokusa. 

 

Tablica 6. Inhibicija rasta stanica A2780, A2780/Adr, MDCK-II, MDCK-II/ABCG2, PLB-985 i 

PLB/ABCG2 uslijed tretmana kemoterapeutikom doksorubicinom, odnosno mitoksantronom, 

prikazana kao vrijednost IC50, određena testom MTT i izražena u M. IC50 – koncentracija koja izaziva 

50%-tnu inhibiciju rasta. 

Spoj 
IC50 (M) 

A2780 A2780/Adr MDCK-II 
MDCK-II 

/ABCG2 
PLB-985 PLB/ABCG2 

doksorubicin 0,03 ± 0 1,6 ± 0,8 - - - - 

mitoksantron - - 0,03 ± 0,01 0,12 ± 0,02 0,02 ± 0 0,15 ± 0,06 
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Rezultati nedvojbeno pokazuju da su stanične linije koje imaju prekomjernu ekspresiju 

transportera otpornije na kemoterapeutik koji je njihov supstrat, odnosno, da on inhibira njihov 

rast pri značajno većoj koncentraciji u usporedbi s roditeljskom staničnom linijom koja je 

osjetljiva na kemoterapeutik u niskim koncentracijama. Time smo potvrdili da su ovi stanični 

modeli prikladni za provođenje daljnjih testova. 

 

4.2.  Ispitivanje antiproliferativne aktivnosti testiranih spojeva in vitro 

 

4.2.1. Antiproliferativna aktivnost mono- i diaza-18-kruna-6 etera   
 

Antiproliferativna aktivnost mono- i diaza-18-kruna-6-etera prethodno je ispitana na stanicama 

A2780 i A2780/Adr od strane naše grupe [96], a rezultati su prikazani na slici 16 i 17 te u 

tablici 7.  
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A) B) 

  

C) D) 

  

E) F) 

  

G) H) 

  

 

Slika 16. Krivulje preživljenja stanica A2780 i A2780/Adr s prekomjernom ekspresijom proteina 

ABCB1 u odnosu na koncentraciju različitih monoaza-18-kruna-6 etera. Pokusi su rađeni u 

tetraplikatima, svaka točka predstavlja srednju vrijednost najmanje tri nezavisna pokusa. 
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A) B) 

  

C) D) 

  

E) F) 

  

G) H) 

  

 

Slika 17. Krivulje preživljenja stanica A2780 i A2780/Adr s prekomjernom ekspresijom proteina 

ABCB1 u odnosu na koncentraciju različitih diaza-18-kruna-6 etera. Pokusi su rađeni u 

tetraplikatima, svaka točka predstavlja srednju vrijednost najmanje tri nezavisna pokusa. 
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Tablica 7. Inhibicija rasta stanica A2780 i A2780/Adr uslijed tretmana mono- i diaza-18-kruna-6 

eterima, prikazana kao vrijednost IC50, određena testom MTT i izražena u µM. 

Ime spoja Struktura 
IC50 (µM) 

A2780 A2780/Adr 

 

MAC-1 

O O

O

O

N

O
 

24±4 39±32 

 

MAC-1Amid 

O O

O

O

N

OO

 

19±12 58±44 

 

MAC-2 

O O

O

O

N

O
 

12±1 26±6 

 

MAC-2Amid 

O O

O

O

N

O

O

 

13±1 20±4 

 

MAC-3 

O O

O

O

N

O  
9±5 19±10 

 

MAC-3Amid 

O O

O

O

N

OO

 

11±1 14±0,9 

 

MAC-4 

O O

O

O

N

O
 

3±1 11±0,1 

 

MAC-4Amid 

O O

O

O

N

O

O

 

5±3 15±1 

 

DAC-1 

O O

N

O

N

O

 

21±1,8 50±6 

 

DAC-1Amid 

O O

N

O

N

O OO

 

2±,8 3±3 

 

DAC-2 

O O

N

O

N

O  
1±0,2 2±0,02 

 

DAC-2Amid 

O O

N

O

N

O

O O

 

5±1,7 20±5 

 

DAC-3 

O O

N

O

N

O

 

2±0,5 8±2 

 

DAC-3Amid 

O O

N

O

N

OO O

 

18±4 32±7 

 

DAC-4 

O O

N

O

N

O  

2±0,1 4±0,4 

 

DAC-4Amid 

O O

N

O

N

O

OO

 

18±3 46±15 
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Iz rezultata je vidljivo da mono- i diaza-18-kruna-6 eteri različito inhibiraju rast obiju staničnih 

linija, te da su stanice A2780/Adr s prekomjernom ekspresijom proteina ABCB1 nešto 

otpornije na tretman većinom spojeva od roditeljske stanične linije A2780. Nadalje, vidljivo je 

da diaza-18-kruna-6 eteri koji imaju amidnu vezu u poveznici između prstena krune i bočnog 

ogranka adamantana pokazuju manju toksičnost od onih koji u svojoj strukturi nemaju amidnu 

vezu (DAC-2Amid, DAC-3Amid i DAC-4Amid spram DAC-1,DAC-2 i DAC-3). Izuzetak je 

spoj s najmanjim brojem ugljikovih atoma u poveznici, DAC-1Amid, koji inhibira rast pri 

nižim koncentracijama od DAC-1. Za razliku od njih, monoaza-18-kruna-6 eteri podjednako 

inhibiraju rast stanica, neovisno o razlikama u vrsti veze u poveznici između prstena krune i 

adamantana, ali je vidljivo da su spojevi koji imaju dulje bočne lance (s više ugljikovih atoma) 

i samim tim veću lipofilnost, aktivniji.  

Antiproliferativnu aktivnost diaza-18-kruna-6 etera, čiju ćemo interakciju s transporterom 

ABCG2 proučavati u ovom radu, dodatno smo ispitali na staničnim linijama MDCK-II i PLB-

985, te na MDCK-II/ABCG2 i PLB/ABCG2 koje imaju prekomjernu ekspresiju proteina 

ABCG2. Rezultati su prikazani na slikama 18 i 19 te u tablicama 8 i 9.  
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A)       B) 

  

C) D) 

  

E) F) 

  

G) H) 

  

 

Slika 18. Krivulje preživljenja stanica MDCK-II i MDCK-II/ABCG2 s prekomjernom ekspresijom 

proteina ABCG2 u odnosu na koncentraciju razčitih diaza-18-kruna-6 etera. Pokusi su rađeni u 

tetraplikatima, svaka točka predstavlja srednju vrijednost najmanje tri nezavisna pokusa. 
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A) B) 

  

Slika 19. Krivulje preživljenja stanica PLB-985 i PLB/ABCG2 s prekomjernom ekspresijom proteina 

ABCG2 u odnosu na koncentraciju DAC-2Amida (A) i DAC-3Amida (B). Pokusi su rađeni u 

tetraplikatima, svaka točka predstavlja srednju vrijednost najmanje tri nezavisna pokusa. 

 

Tablica 8. Inhibicija rasta stanica MDCK-II i MDCK-II/ABCG2 uslijed tretmana diaza-18-kruna-6 

eterima, prikazana kao vrijednost IC50, određena testom MTT i izražena u µM. 

Spoj Struktura 
IC50 (M) 

MDCK-II MDCK-II/ABCG2 

DAC-1 

O O

N

O

N

O

 

17 ± 3,5 13 ± 3,5 

DAC-1Amid 

O O

N

O

N

O OO

 

19 ± 5 24 ± 6,5 

DAC-2 

O O

N

O

N

O
 

1,9 ± 0,06 1 ± 0,9 

DAC-2Amid 

O O

N

O

N

O

O O

 

9 ± 6 9 ± 3 

DAC-3 

O O

N

O

N

O

 

2,5 ± 0,8 2 ± 1 

DAC-3Amid 

O O

N

O

N

OO O

 

8 ± 3 9 ± 4,5 

DAC-4 

O O

N

O

N

O
 

3,6 ± 0,3 3,2 ± 0,5 

DAC-4Amid 

O O

N

O

N

O

OO

 

11,3 ± 3 18,9 ± 4,5 
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Tablica 9. Inhibicija rasta stanica PLB-985 i PLB/ABCG2 uslijed tretmana diaza-18-kruna-6 eterima, 

prikazana kao vrijednost IC50, određena testom MTT i izražena u µM.  

Spoj Struktura 
IC50 (M) 

PLB-985 PLB/ABCG2 

DAC-2Amid 

O O

N

O

N

O

O O

 

2,02 ± 0,08 2,8 ± 1,5 

DAC-3Amid 

O O

N

O

N

OO O

 

1,4 ± 0,3 1,8 ± 0,09 

 

Rezultati pokazuju da diaza-18-kruna-6 eteri s amidnom vezom slabije inhibiraju rast PLB-985 

i MDCK-II u odnosu na spojeve s aminskom vezom. Međutim, za razliku od učinka spojeva 

na stanice A2780, ovi nam rezultati pokazuju da kod obje stanične linije diaza-18-kruna-6 eteri 

podjednako inhibiraju rast u roditeljskoj staničnoj liniji i liniji koja ima prekomjernu ekspresiju 

proteina ABCG2, neovisno o kemijskoj strukturi spoja. To sugerira da nevedeni spojevi nisu 

supstrati ABCG2, a moguće jesu supstrati ABCB1. Jedino u slučaju spoja DAC-4Amid, 

stanična linija MDCK-II/ABCG2 pokazuje nešto veću otpornost u usporedbi sa staničnom 

linijom MDCK-II (slika 18 H, tablica 8).  

 

4.2.2. Antiproliferativna aktivnost fumardiamida primakina i 

halogenanilina i bis-urea primakina i halogenanilina    
 

Antiprolieferativnu aktivnost fumardiamida primakina i halogenanilina (spojeva 1786, 1787, 

1788 i 1789) i bis-urea primakina i halogenanilina (1790 i 1791), spojeva čija će se interakcija 

s transporterima ABCG2 i ABCB1 također proučavati u ovom radu, ispitivali smo u staničnim 

linijama PLB-985 i PLB/ABCG2 testom MTT [201]. Rezultati su prikazani na slici 20 i u 

tablici 10.  
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A) B) 

  

C) D) 

  

E) F) 

  

 

Slika 20. Krivulje preživljenja stanica PLB-985 i PLB/ABCG2 s prekomjernom ekspresijom proteina 

ABCG2 u odnosu na koncentraciju fumardiamida primakina i halogenanilina i bis-urea primakina i 

halogenanilina. Pokusi su rađeni u tetraplikatima, svaka točka predstavlja srednju vrijednost najmanje 

tri nezavisna pokusa. 
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Tablica 10. Inhibicija rasta stanica PLB-985 i PLB/ABCG2 uslijed tretmana fumardiamidima 

primakina i halogenanilina te bis-urea primakina i halogenanilina, prikazana kao vrijednost IC50, 

određena testom MTT i izražena u µM.  

Spoj Struktura 
IC50 (M) 

PLB-985 PLB/ABCG2 

1786 

 

37,7 ± 0,7 68,6 ± 9,8 

1787 

 

≥100 ≥100 

1788 

 

47,7 ± 14,9 ≥100 

1789 

 

≥100 ≥100 

1790 

 

43,8 ± 5,3 ≥100 

1791 

 

9,37 ± 1,09 12,1 ± 6,1 

 

Fumardiamidi primakina i halogenanilina 1787 i 1789, koji imaju kloridnu, odnosno, 

trifluorometilnu skupinu u para- položaju na benzenskom prstenu nisu pokazali značajnu 

inhibiciju rasta u testiranim koncentracijama niti u jednoj staničnoj liniji, za razliku od svojih 

analoga 1786 i 1788 koji iste skupine imaju u meta- položaju benzenskog prstena (slika 20 A-

D, tablica 10). Derivat bis-urea primakina i halogenanilina 1791 pokazao je najveću inhibitornu 

aktivnost (s najnižom vrijednosti IC50) koja je podjednaka u obje stanične linije (slika 20 F, 

tablica 10). Općenito, svi spojevi su pokazali podjednak inhibitorni učinak u obje stanične 

linije, osim spojeva 1788 i 1790, koji su pokazali slab inhibitorni učinak na rast stanične linije 
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PLB/ABCG2 s prekomjernom ekspresijom proteina ABCG2 u usporedbi s roditeljskom 

staničnom linijom PLB-985, koja je pokazala veću osjetljivost na njih (slika 20 C i E, tablica 

10).  

 

4.2.3. Antiproliferativna aktivnost prirodnih ionofora  

 

Antiproliferativni učinak prirodnih ionofora salinomicina, nigericina i monenzina, čija će se 

inhibitorna aktivnost spram transportera ABCG2 ispitati u ovom radu, ispitali smo na staničnim 

linijama PLB-985 i PLB/ABCG2. Vijabilnost stanica smo izmjerili nakon tretmana spojevima 

tijekom 72 h testom MTT, kako je već opisano. Rezultati su prikazani na slici 21 i u tablici 11. 

 

A) B) 

  

 

C) 

 

 

Slika 21. Krivulje preživljenja stanica PLB-985 i PLB/ABCG2 s prekomjernom ekspresijom proteina 

ABCG2 u odnosu na koncentraciju prirodnih ionofora. Pokusi su rađeni u tetraplikatima, svaka točka 

predstavlja srednju vrijednost najmanje tri nezavisna pokusa. 
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Tablica 11. Inhibicija rasta stanica PLB-985 i PLB/ABCG2 uslijed tretmana prirodnim ionoforima, 

prikazana kao vrijednost IC50, određena testom MTT i izražena u µM. 

Spoj 
IC50 (M) 

PLB-985 PLB/ABCG2 

Salinomicin 0,06  0,03 0,34  0,19 

Monenzin 0,06  0,01 0,111  0,109 

Nigericin 0,014  0,007 0,02  0,01 

  

Prirodni ionofori pokazali su očekivan snažan utjecaj na inhibiciju rasta stanica, u skladu s 

literaturnim podacima [126]. Stanična linija PLB/ABCG2 se pokazala otpornijom na prirodni 

ionofor salinomicin spram roditeljske linije PLB-985 koja je na njega osjetljivija (slika 21 A, 

tablica 11), što može ukazivati na to da je salinomicin supstrat transportera ABCG2. Prirodni 

ionofori monenzin i nigericin djeluju inhibitorno na obje stanične linije podjednako (slika 21 

B i C, tablica 11).  

   

4.3.  Utjecaj ispitivanih spojeva na aktivnost transportera ABCB1 i ABCG2 

 

Kako bismo odredili inhibitorni potencijal spojeva na transportere ABCB1 i ABCG2, prvi 

korak je bio ispitati utjecaj spojeva na aktivnost transportera, odnosno, na transport njihovih 

supstrata. Funkcionalni testovi koje smo koristili u ovom istraživanju su testovi nakupljanja 

fluorescentnog supstrata unutar stanica u staničnim linijama A2780/Adr, MDCK-II/ABCG2 i 

PLB/ABCG2 te test nakupljanja supstrata u izvrnutim membranskim vezikulama koje nose 

transporter ABCG2.  

Princip korištenih testova je taj da se stanice ili vezikule s prekomjernom ekspresijom proteina 

ABCB1 ili ABCG2 inkubiraju s fluorescentnim supstratom i spojem od interesa, te se nakon 

određenog vremena prati fluorescencija supstrata unutar stanice/vezikule. Spojevi koji djeluju 

inhibitorno na transporter uzrokovat će zastoj u izbacivanju supstrata van stanice, te će doći do 

pojačanog nakupljanja fluorescencije unutar stanice. U slučaju izvrnutih membranskih 

vezikula, u kojima unutrašnjost vezikule odgovara izvanstaničnom dijelu membrane, spojevi 

koji maju inhibitorno djelovanje na aktivnost transportera će zaustaviti transport supstrata u 

vezikulu, te će doći do značajnijeg smanjenja fluorescencije unutar vezikule.   

Koristili smo koncentracije spojeva koje nisu toksične za stanice, a njih smo odredili na temelju 

rezultata dobivenih testiranjem antiproliferativnog učinka spojeva na pojedinu staničnu liniju. 

Osim toga, s obzirom da je vrijeme inkubacije u ovim testovima kratko (do jednog sata), 

mogućnost toksičnog učinka je mala čak i kod spojeva s nižim vrijednostima IC50 izmjerenim 
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nakon 72 h. Vijabilnost stanica smo provjeravali i pod mikroskopom prije mjerenja 

fluorescencije na fluorimetru ili protočnom citometru. Kao kontrolne spojeve koristili smo 

literaturno poznate referentne inhibitore verapamil (za ABCB1) i Ko143 (za ABCG2).       

 

4.3.1.  Test nakupljanja supstrata transportera ABCB1 i ABCG2 u 

modelnim staničnim linijama 

 

4.3.1.1.  Transporter ABCB1 

 

Inhibitorni potencijal monoaza- i diaza-18-kruna-6 etera na transporter ABCB1 ispitali smo 

pomoću testa nakupljanja fluorescentnih supstrata rodamina 123 i kalceina AM u staničnoj 

liniji A2780/Adr. Rezultati su prikazani na slici 22.  
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Slika 22.  Učinak krunastih etera na aktivnost transportera ABCB1. Prikazana je razina fluorescencije 

supstrata rodamina 123 (A, B) i kalceina AM (C) nakon izlaganja stanične linije A2780/Adr, 

monoaza- (A) i diaza- (B,C) 18-kruna-6 eterima te referentnom inhibitoru verapamilu u koncentraciji 

od 10 μM. Svaki stupić prikazuje srednju vrijednost tri nezavisna pokusa. Zvjezdice označuju 

statističku značajnost u odnosu na negativnu kontrolu, određenu parametarskim testom ANOVA uz 

post-hoc test Dunette. *** - p < 0,001; ** - p < 0,01; * - p < 0,05. 

 

Iz rezultata je vidljivo da monoaza-18-kruna-6 eteri ne pokazuju inhibitorni potencijal spram 

transportera ABCB1 (slika 22 A). Spoj MAC-4 jedini je pokazao statistički značajno povećanje 

fluorescencije rodamina 123 u staničnoj liniji A2780/Adr, ali ono je daleko slabije od 

 

K
on

tro
la

V
er

ap
am

il

M
A
C
-1

M
A
C
-1

A
m

id

M
A
C
-2

M
A
C
-2

A
m

id

M
A
C
-3

M
A
C
-3

A
m

id

M
A
C
-4

M
A
C
-4

A
m

id

0.0

0.5

1.0

1.5
*** *

Nakupljanje rodamina 123 u A2780/Adr

N
o

rm
a

li
z
ir

a
n

e
 j

e
d

in
ic

e
 f

lu
o

re
s
c
e

n
c
ij
e

 

Kon
tro

la

Ver
ap

am
il

D
AC

-1

D
AC

-1
Am

id

D
AC

-2

D
AC

-2
Am

id

D
AC

-3

D
AC

-3
Am

id

D
AC

-4

D
AC

-4
Am

id

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0 * *** ***

Nakupljanje rodamina 123 u A2780/Adr

N
o

rm
a

liz
ir

a
n

e
 j

e
d

in
ic

e
 f

lu
o

re
sc

e
n

ci
je



 
 

 

65 
 

povećanja koje se detektira nakon inhibicije transportera referentnim inhibitorom 

verapamilom.   

S druge strane, svi diaza-18-kruna-6 eteri povećavaju fluorescenciju rodamina 123 unutar 

stanica, ali se dva spoja – DAC-2Amid i DAC-3Amid ističu po snažnom inhibitornom 

djelovanju koje je jače od onoga izazvanog verapamilom (slika 22 B). Inhibitorno djelovanje 

diaza-18-kruna-6 etera potvrđeno je i testom nakupljanja kalceina AM, kako bi se isključila 

mogućnost povećanja fluorescencije rodamina 123, koji se koristi u funkcionalnim testovima 

kao supstrat transportera ABCB1, uslijed promjene u membranskom potencijalu stanica, na što 

je ova boja osjetljiva [202]–[205]. Kalcein AM ne ovisi o membranskom potencijalu i na taj 

način je potvrđeno da je uzrok promjene u fluorescenciji interakcija testiranih spojeva s 

transporterom. Razlike u rezultatima između ova dva supstrata literaturno su poznate i 

očekivane, te ih možemo pripisati spomenutoj prirodi svakoga od njih [96]. U testu nakupljanja 

kalceina AM su svi testirani diaza-18-kruna-6 eteri pokazali povećanje fluorescencije u 

određenoj mjeri, ali su samo tri spoja – DAC-1Amid, DAC-2Amid i DAC-3Amid po jačini 

inhibicije bila usporediva s verapamilom.   
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4.3.1.2.  Transporter ABCG2          

 

Inhibitorni potencijal monoaza- i diaza-18-kruna-6 etera na transporter ABCG2 ispitali smo 

pomoću testa nakupljanja fluorescentnih supstrata feoforbida A i H 33342 u staničnim linijama 

MDCK-II/ABCG2 i PLB/ABCG2, a rezultati su prikazani na slici 23.   

 

A) B) 

  

C) D) 

  

Slika 23. Učinak krunastih etera na aktivnost transportera ABCG2. Prikazana je razina fluorescencije 

supstrata feoforbid A (A) i H 33342 (B-D) nakon izlaganja staničnih linija MDCK-II/ABCG2 (A, B, 

C) i PLB/ABCG2 (D), monoaza- (C) i diaza- (A, B, D) 18-kruna-6 eterima u koncentraciji od 10 μM, 

te referentnom inhibitoru Ko143 u koncentraciji od 1 μM. Svaki stupić prikazuje srednju vrijednost tri 

nezavisna pokusa. Zvjezdice označuju statističku značajnost u odnosu na negativnu kontrolu, 

određenu parametarskim testom ANOVA uz post-hoc test Dunette. *** - p < 0,001; ** - p < 0,01; * - 

p < 0,05. Rezultati su prikazani kao postotak nakupljenog supstrata u odnosu na 100%-tno 

nakupljanje pri maksimalnoj inhibiciji transportera uslijed djelovanja referentnog inhibitora Ko143 

(A, B, D). 
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Rezultati testa nakupljanja fluorescentnog supstrata feoforbida A u staničnoj liniji MDCK-

II/ABCG2 pokazuju da diaza-18-kruna-6 eteri koji imaju amidnu vezu u poveznici između 

eterskog prstena krune i bočnog ogranka adamantana djeluju inhibitorno na transporter 

ABCG2, dok njihovi analozi bez amidne veze u poveznici nisu imali učinak na povećanje 

fluorescencije unutar stanica (slika 23 A).     

Navedeni su rezultati potvrđeni i testom nakupljanja fluorescentnog supstrata H 33342 u 

staničnoj liniji MDCK-II/ABCG2 (slika 23 B), kao i u staničnoj liniji PLB/ABCG2 (slika 23 

D). Međutim, spojevi DAC-1Amid i DAC-4Amid u ovom testu nisu pokazali statistički 

značajno povećanje fluorescencije, kao što je to bio slučaj u testu s feoforbidom A. Razlike 

koje postoje u rezultatima između dva testa su očekivane, jer se radi o dva supstrata koja imaju 

različitu brzinu prijenosa, pa se s obzirom na to i spojevi koji se natječu sa supstratom za vezno 

mjesto u transporteru vežu lakše ili teže. 

Inhibitorno djelovanje monoaza-18-kruna-6 etera na ABCG2 smo ispitali testom nakupljanja 

H 33342 u staničnoj liniji MDCK-II/ABCG2, a iz rezultata je vidljivo da nijedan spoj nije imao 

učinak na povećanje nakupljanja fluorescentnog supstrata (slika 23 C).  

Kako bismo potvrdili da je učinak diaza-18-kruna-6 etera na povećanje fluorescencije u 

stanicama s prekomjernom ekspresijom proteina ABCG2 isključivo vezan za interakciju s 

transporterom, proveli smo test nakupljanja supstrata H 33342 i na roditeljskim staničnim 

linijama MDCK-II i PLB-985, a rezultati su prikazani na slici 24.   
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A) B) 

  

Slika 24. Razina fluorescencije supstrata H 33342 nakon izlaganja roditeljskih staničnih linija 

MDCK-II (A) i PLB-985 (B) diaza-18-kruna-6 eterima u koncentraciji od 10 μM, te referentnom 

inhibitoru Ko143 u koncentraciji od 1 μM. Svaki stupić prikazuje srednju vrijednost tri nezavisna 

pokusa. Zvjezdice označuju statističku značajnost u odnosu na negativnu kontrolu, određenu 

parametarskim testom ANOVA uz post-hoc test Dunette. *** - p < 0,001; ** - p < 0,01; * - p < 0,05. 

 

U obje roditeljske stanične linije fluorescentni se supstrat nesmetano nakuplja tijekom 

vremena, neovisno o dodatku referentnog inhibitora Ko143 ili ispitivanog spoja, jer ove 

stanične linije nemaju transporter ABCG2 u membrani koji bi mogao izbaciti supstrat (slika 

24).   

 

U ovom smo radu također ispitali sposobnost prirodnih ionofora salinomicina, monenzina i 

nigericina da inhibiraju transporter ABCG2. Dosadašnja istraživanja su pokazala da 

salinomicin djeluje inhibitorno na transporter ABCB1[128], [206], ali se o njegovoj interakciji 

s ABCG2 do sada ništa ne zna, kao ni za ostala dva ionofora. Sa ciljem ispitivanja njihovog 

inhibitornog potencijala proveli smo test nakupljanja supstrata H 33342 na staničnoj liniji 

PLB/ABCG2, a rezultati su prikazani na slici 25. Rezultati pokazuju da niti jedan od testiranih 

prirodnih ionofora ne stupa u interakciju s transporterom ABCG2 i ne inhibira izbacivanje 

supstrata H 33342 izvan stanice. 
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Slika 25.  Razina fluorescencije supstrata H 33342 nakon izlaganja stanične linije PLB/ABCG2, s 

prekomjernom ekspresijom proteina ABCG2, prirodnim ionoforima u koncentraciji od 10 μM, te 

referentnom inhibitoru Ko143 u koncentraciji od 1 μM. Svaki stupić prikazuje srednju vrijednost tri 

nezavisna pokusa. Zvjezdice označuju statističku značajnost u odnosu na negativnu kontrolu, 

određenu parametarskim testom ANOVA uz post-hoc test Dunette. *** - p < 0,001; ** - p < 0,01; * - 

p < 0,05. 

 

Inhibitorni potencijal derivata antimalarika primakina - fumardiamida primakina i 

halogenanilina i bis-urea primakina i halogenanilina, kao i samih antimalarika primakina i 

klorokina na transporter ABCG2 ispitali smo pomoću testa nakupljanja fluorescentnog 

supstrata H 33342 u staničnim linijama MDCK-II/ABCG2 i PLB/ABCG2 [201], a rezultati su 

prikazani na slici 26.   
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Slika 26. Razina fluorescencije supstrata H 33342 nakon izlaganja staničnih linija MDCK-II/ABCG2 

(A), PLB/ABCG2 (B, C) i roditeljske stanične linije PLB-985 (D) fumardiamidima primakina i 

halogenanilina i bis-urea primakina i halogenanilina (A, B), primakinu i klokinu (C) u koncentraciji 

od 10 μM, te referentnom inhibitoru Ko143 u koncentraciji od 1 μM. Svaki stupić prikazuje srednju 

vrijednost tri nezavisna pokusa. Zvjezdice označuju statističku značajnost u odnosu na negativnu 

kontrolu, određenu parametarskim testom ANOVA uz post-hoc test Dunette. *** - p < 0,001; ** - p < 

0,01; * - p < 0,05. 

 

Svi testirani derivati primakina su pokazali snažan inhibitorni potencijal na transporter ABCG2 

u obje stanične linije (slika 26 A i B), dok sami antimalarici primakin i klorokin nisu imali 

učinka na povećanje razine fluorescencije u stanicama (slika 26 C). Roditeljske stanične linije 

nisu pokazale razliku u nakupljanju fluorescentnog supstrata uslijed djelovanja testiranih 

spojeva (slika 26 D).  
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4.3.2.  Test nakupljanja supstrata transportera ABCG2 u izvrnutim 

membranskim vezikulama 

 

S obzirom da su spojevi DAC-2Amid i DAC-3Amid pokazali najjači inhibitorni potencijal od  

svih testiranih diaza-18-kruna-6 etera u funkcionalnim testovima nakupljanja supstrata u 

staničnim linijama s prekomjernom ekspresijom transportera ABCG2, u narednim smo se 

pokusima detaljnije fokusirali na ispitivanje njihovog učinka. Stoga smo njihov učinak također 

ispitali i u izvrnutim membranskim vezikulama koje u svojoj membrani imaju ABCG2. 

Izvrnute membranske vezikule inkubirali smo s fluorescentnim supstratom lucifer yellow (LY) 

i spojem od interesa tijekom 10 min uz dodatak ATP-a. Nakon zaustavljanja reakcije i ispiranja, 

vezikule smo filtrirali na filter pločicama i izdvojili u standardne mikrotitarske pločice s 96 

jažica, nakon čega smo očitali fluorescenciju na fluorimetru.  

Ukoliko spoj djeluje inhibitorno na transporter ABCG2, doći će do naglog smanjenja 

fluorescencije u unutrašnjosti vezikule koja odgovara izvanstaničnoj strani membrane. Iz 

rezultata na slici 27 vidljivo je da DAC-2Amid pokazuje inhibitorni učinak pri koncentraciji 

od 10 M, dok spoj DAC-3Amid značajno smanjuje fluorescenciju supstrata LY unutar 

vezikula već pri koncentraciji od 1 M.      
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Slika 27. Razina fluorescencije supstrata LY nakon inkubacije izvrnutih membranskih vezikula koje 

nose transporter ABCG2 u membrani sa DAC-2Amidom i DAC-3Amidom u navedenim 

koncentracijama, te referentnim inhibitorom Ko143 u koncentraciji od 1M. Svaki stupić prikazuje 

srednju vrijednost tri nezavisna pokusa. Zvjezdice označuju statističku značajnost u odnosu na 

negativnu kontrolu, određenu parametarskim testom ANOVA uz post-hoc test Dunette. *** - p < 

0,001; ** - p < 0,01; * - p < 0,05. 

 
4.4.  Utjecaj ispitivanih spojeva na vezanje konformacijski osjetljivog 

protutijela 5D3  

 

Nakon što smo u prethodnim pokusima primjetili da određeni spojevi imaju inibitorno 

djelovanje na transporter ABCG2, provjerili smo njihovu sposobnost modulacije transportera 

testom koji se temelji na vezanju konformacijski osjetljivog monoklonskog protutijela 5D3 na 

vanjski epitop proteina ABCG2 na površini stanica. Pokazano je da vezanje protutijela ovisi o 

konformaciji koju transporter zauzima prilikom interakcije s inhibitorom i supstratom, na način 

da je vezanje pojačano u slučaju interakcije s nekim od poznatih inhibitora poput Ko143, a 

smanjeno uslijed vezanja supstrata (osim kada je supstrat u visokim/inhibitornim 

koncentracijama) [186], [199].  

S obzirom na navedeno, test sa fluorescentno obilježenim protutijelom 5D3 može se koristiti 

za pouzdano mjerenje prirode interakcije testiranih spojeva i transportera ABCG2 pomoću 

metode protočne citometrije. Prilikom interakcije transportera i spoja koji na njega djeluje 

inhibitorno dolazi do povećanja fluorescencije što se detektira kao „pomak u 5D3“ (od eng. 

5D3 shift). U ovom smo radu ispitali inhibitorni potencijal DAC-2Amida, DAC-3Amida te 
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svih derivata primakina metodom protočne citometrije na staničnoj liniji PLB/ABCG2, nakon 

inkubacije tijekom 45 min uz primarno protutijelo 5D3 koje je naknadno inkubirano sa 

sekundarnim protutijelom obilježenim fluorescentno zelenom bojom. Rezultati su prikazani na 

slikama 28 i 29.  
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Slika 28. Utjecaj spojeva na vezanje konformacijski osjetljivog protutijela 5D3. Stanice PLB/ABCG2 

tretirane su spojevima DAC-2Amid (A) i DAC-3Amid (B) u koncentracijama od 5, 10, 20 i 25 μM. 

Rezultati su izraženi kao postotak maksimalnog vezanja protutijela, što odgovara tretmanu s 

referentnim inhibitorom Ko143 u koncentraciji od 1 μM. Svaki stupić prikazuje srednju vrijednost tri 

nezavisna pokusa. Zvjezdice označuju statističku značajnost u odnosu na negativnu kontrolu, 

određenu parametarskim testom ANOVA uz post-hoc test Dunette. *** - p < 0,001; ** - p < 0,01; * - 

p < 0,05. 
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A) B) 

  

 

C) 

 

 

Slika 29. Utjecaj spojeva na vezanje konformacijski osjetljivog protutijela 5D3. Stanice PLB/ABCG2 

tretirane su spojevima 1786, 1787, 1788, 1789, 1790 i 1791 u koncentracijama od 1 μM (A), 5 μM 

(B) i 10 μM (C). Rezultati su izraženi kao postotak maksimalnog vezanja protutijela, što odgovara 

tretmanu s referentnim inhibitorom Ko143 u koncentraciji od 1 μM. Svaki stupić prikazuje srednju 

vrijednost tri nezavisna pokusa. Zvjezdice označuju statističku značajnost u odnosu na negativnu 

kontrolu, određenu parametarskim testom ANOVA uz post-hoc test Dunette. *** - p < 0,001; ** - p < 

0,01; * - p < 0,05. 
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Iz rezultata na slici 28 vidljivo je da spojevi DAC-2Amid i DAC-3Amid pojačavaju vezanje 

konformacijski osjetljivog protutijela 5D3 u interakciji s transporterom ABCG2 na površini 

stanica PLB/ABCG2. Spoj DAC-3Amid je pokazao inhibitorni učinak već pri koncentraciji od 

5 µM (slika 28 B), dok je spoj DAC-2Amid djelovao slabije i pojačao vezanje protutijela u 

koncentraciji od 20 µM (slika 28 A). 

Inhibitorni potencijal derivata primakina smo testirali u koncentracijama od 1, 5 i 10 µM (slika 

29). U slučaju fumardiamida primakina i halogenanilina, jedino su spojevi 1786 i 1788 

značajno pojačali vezanje protutijela 5D3 u koncentraciji od 1 µM (slika 29 A), dok su u 

koncentraciji od 5 µM svi fumardiamidi primakina i halogenanilina (1786-1789) pokazali 

učinak, pri čemu je spoj 1786 doveo do gotovo maksimalnog vezanja protutijela koje je 

usporedivo s učinkom referentnog inhibitora Ko143 (slika 29 B).  

Derivati bis-urea primakina i halogenanilina pojačali su vezanje konformacijski osjetljivog 

protutijela jedino u koncentraciji od 10 µM, pri čemu je spoj 1791 imao snažniji učinak od 

spoja 1790 (slika 29 C) [201].   

 
4.5.  Utjecaj ispitivanih spojeva na ATP-aznu aktivnost transportera ABCB1 

i ABCG2 

 

Ciklus prijenosa supstrata transportera ABC uključuje vezanje supstrata na vezno mjesto u 

transmembranskoj domeni, vezanje ATP-a na unutarstanične domene u kojima se odvija 

njegova hidroliza, te prijenos supstrata u izvanstanični prostor uslijed promjene konformacije 

transportera. U procesu transporta hidroliziraju se dvije molekule ATP-a u dva koraka, pri 

čemu se oslobađa anorganski fosfat, čiji nastanak je propocionalan aktivnosti ATP-aze i može 

se pratiti kolorimetrijskim testom. Na taj način se može ispitati priroda interakcije nekog spoja 

s transporterom. Ukoliko je spoj supstrat transportera ABC aktivnost ATP-aze bit će povećana, 

a u slučaju da je inhibitor bit će značajno smanjena ili zaustavljena.  

Stoga smo u ovom radu također mjerili aktivnost ATP-aze, a kako bismo detaljnije ispitali 

interakciju testiranih spojeva s transporterima, tj. provjerili jesu li oni njihovi inhibitori ili 

supstrati. Navedene smo analize proveli u izvrnutim membranskim vezikulama koje u svojoj 

membrani imaju transporter ABCB1 ili ABCG2 uz dodatak referentnog inhibitora, testiranih 

spojeva i ATP-a. Reakciju smo inkubirali 20 min, zaustavili te smo nakon kolorimetrijske 

reakcije izmjerili apsorbanciju na spektrofotometru i odredili količina oslobođenog fosfata.   

S obzirom da je inhibicija ATP-azne aktivnosti transportera ABCB1 za DAC-2Amid i DAC-

3Amid ranije već pokazana [96], u ovom radu smo ispitali prirodu njihove interakcije s 
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transporterom ABCG2, uz spoj DAC-4Amid koji je također pokazao inhibitorni potencijal u 

testovima nakupljanja supstrata. Također smo ispitali i prirodu interakcije derivata primakina 

1786, 1787 i 1789 na ATP-aznu aktivnost oba transportera - ABCB1 i ABCG2. Rezultati su 

prikazani na slikama 30, 31 i 32.  
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Slika 30. Utjecaj DAC-2Amida, DAC-3Amida i DAC-4Amida na ATP-aznu aktivnost mjerenu u 

izvrnutim membranskim vezikulama koje sadrže protein ABCG2. Prikazan je utjecaj na bazalnu 

aktivnost u koncentraciji spojeva od 5 μM (A) i stimuliranu supstratom kvercetinom u različitim 

koncentracijama spojeva (B, C). Razina bazalne ATP-azne aktivnosti transportera označena je 

narančastom linijom. Histogrami prikazuju srednju vrijednost dva nezavisna pokusa rađena u 

triplikatima  standardna devijacija (SD). 
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Slika 31. Utjecaj 1786, 1787 i 1789 na bazalnu ATP-aznu aktivnost mjerenu u izvrnutim 

membranskim vezikulama koje sadrže protein ABCG2. Ispitan je raspon koncentracije spojeva,  

referentnog inhibitora Ko143 (0,02, 0,05, 0,2, 0,5, 2, 5, 20 µM) i supstrata kvercetina (0,01, 0,02, 

0,05, 0,2, 0,5, 2, 5 µM). Vrijednost bazalne aktivnost ATP-aze transportera označena je kao početak 

svake linije u grafu i iznosi oko 20 nmol Pi/min/mg proteina. Rezultati prikazuju srednju vrijednost tri 

nezavisna pokusa rađena u triplikatima  SD. 

 

 

 

Slika 32. Utjecaj 1786, 1787 i 1789 na bazalnu ATP-aznu aktivnost mjerenu u izvrnutim 

membranskim vezikulama koje sadrže protein ABCB1. Ispitan je raspon koncentracije testiranih  

spojeva (0,02, 0,05, 0,2, 0,5, 2, 5, 20 µM) i inhibitora/supstrata verapamila (0,05, 0,2, 0,5, 2, 5, 20, 50 

µM). Vrijednost bazalne aktivnost ATP-aze transportera označena je kao početak svake linije u grafu i 

iznosi oko 9 nmol Pi/min/mg proteina. Rezultati prikazuju srednju vrijednost tri nezavisna pokusa 

rađena u triplikatima  SD. 
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Rezultati pokazuju da spojevi DAC-2Amid i DAC-3Amid značajno smanjuju bazalnu 

aktivnost ATP-aze, dok spoj DAC-4Amid nije imao učinka. Bazalna aktivnost transportera 

označava aktivnost ATP-aze u odsustvu supstrata i već je poznato da izolirane membranske 

vezikule koje sadrže transportere ABC pokazuju određenu razinu bazalne aktivnosti [183], 

[207]–[210]. Ta je aktivnost veća u vezikulama koje sadrže transporter ABCG2 od onih koje 

imaju ABCB1, a pretpostavlja se da dolazi od endogene stimulacije transportera zbog 

prisutnosti određenih lipida ili derivata lipida u staničnim membranama [50].  

Supstrati transportera ABC stimuliraju bazalnu aktivnost ATP-aze pa se tako može pratiti i 

utjecaj ispitivanih spojeva na stimuliranu aktivnost koja je postignuta dodatkom supstrata u 

niskim koncentracijama u sve uzorke. Takva istraživanja se rade u slučajevima kada je bazalna 

aktivnost ATP-aze jako niska, kako bi se bolje vidio inhibitorni učinak spoja. U ovom 

istraživanju smo izmjerili utjecaj DAC-2Amida i DAC-3Amida na stimuliranu aktivnost ATP-

aze u prisutnosti supstrata transportera ABCG2 – kvercetina, u koncentraciji od 0,2 µM. 

Vidljivo je da oba spoja snižavaju aktivnost kvercetinom stimulirane ATP-azne aktivnosti već 

pri niskim koncentracijama. DAC-3Amid je pokazao učinak pri koncentraciji od 0.5 µM (slika 

30 B i C). Premda u ovom slučaju nije bilo potrebno mjeriti utjecaj na stimuliranu aktivnost 

ATP-aze, jer je bazalna aktivnost u vezikulama s ABCG2 visoka, ovaj test smo proveli kao 

dodatnu potvrdu da testirani spojevi djeluju inhibitorno na aktivnost ATP-aze transportera 

ABCG2.        

Istražili smo i utjecaj spojeva 1786, 1787 i 1789 na bazalnu aktivnost ATP-aze transportera 

ABCG2, te je iz rezultata vidljivo da su svi spojevi već u koncentraciji od 0,2 µM spustili 

razinu bazalne aktivnosti ATP-aze najmanje dvostruko, dok je spoj 1789 u toj koncentraciji 

spustio bazalnu aktivnost četverostruko. Isti je spoj dostigao učinak referentnog inhibitora 

Ko143 u koncentraciji od 2 µM. Referentni inhibitor Ko143 je u najmanjoj koncentraciji, 0,02 

µM spustio razinu bazalne aktivnosti četverostruko, dok testirani spojevi nisu imali značajan 

učinak u toj koncentraciji. Supstrat kvercetin je pokazao snažnu stimulaciju aktivnosti ATP-

aze (slika 31).  

Kada smo testirali učinak spojeva 1786, 1787 i 1789 na bazalnu aktivnost ATP-aze transportera 

ABCB1, dobiveni rezultati su pokazali da spojevi snažno stimuliraju bazalnu aktivnost u 

usporedbi sa poznatim inhibitorom transportera ABCB1 – verapamilom, za kojeg je također 

pokazano da može stimulirati ATP-aznu aktivnost jer je i supstrat transportera ABCB1 [96]. 

Spojevi 1786 i 1787 su stimulirali bazalnu aktivnost dvostruko pri koncentraciji od 0,5 µM, a 

spoj 1789 pri 2 µM, što je snažnije od učinka kojeg je pokazao supstrat verapamil (slika 32).   
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4.6.  Kinetika transporta supstrata u stvarnom vremenu u stanicama HEK-

EGFP-G2 

 

U daljnjem smo istraživanju pratili utjecaj spojeva na kinetiku transporta fluorescentnog 

supstrata H 33342 u stvarnom vremenu u stanicama HEK-EGFP-G2, transficiranima 

plazmidom koji nosi ABCG2 obilježen zelenim fluorescentnim proteinom (GFP). Tesitrali smo 

izabrane spojeve DAC-2Amid, DAC-3Amid, 1786, 1787 i 1789, koji su pokazali najveći 

inhibitorni potencijal na transporter ABCG2 u nizu prethodnih testova. Stanice smo na temelju 

zelene fluorescencije podijelili na one koje su transficirane i one koje nisu, te smo pratili 

kinetiku transporta H 33342 u vremenskim točkama metodom konfokalne mikroskopije u oba 

tipa stanica na temelju plavog obojenja jezgre, kako je opisano u [211] (slika 33). Dodatno smo 

pratili i utjecaj spojeva na transport supstrata mitoksantrona, koji fluorescira kada se nađe u 

lipidnom okruženju [60]. Rezultati koje smo dobili sa spojem DAC-3Amidom  su prikazani na 

slici 34.   
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Slika 33. Transport H 33342 u HEK-EGFP-G2 staničnoj liniji transficiranoj plazmidom koji nosi 

ABCG2 fuzioniran s genom za zeleni fluorescentni protein (EGFP). Lijevi stupac predstavlja zeleno 

obojenje u stanicama koje su transficirane genom za protein ABCG2 i one koje ne pokazuju zeleno 

obojenje (netransficirane). Srednji stupac prikazuje stanice nakon dodatka fluorescentnog supstrata H 

33342 – plavi spektar (nakon 5 min od dodatka). Desni stupac prikazuje stanice nakon dodatka 

referentnog inhibitora Ko143 u koncentraciji od 1 μM i spojeva DAC-2Amida, DAC-3Amida, 1786, 

1787 i 1789 u koncentraciji od 5 μM (A, C). Marker predstavlja duljinu od 25 μm. Krivulje kinetike 

unutarstaničnog nakupljanja supstrata H 33342 su prikazane pod B i D u transficiranim (pune linije) i 

netransficiranim (isprekidane linije) stanicama. 

 

 

 

Slika 34. Transport mitoksantrona (MX) u HEK-EGFP-G2 staničnoj liniji transficiranoj plazmidom 

koji nosi ABCG2 fuzioniran s genom za zeleni fluorescentni protein (EGFP). Lijevi stupac predstavlja 

zeleno obojenje u stanicama koje su transficirane genom za protein ABCG2 i one koje ne pokazuju 

zeleno obojenje (netransficirane). Srednji stupac prikazuje stanice nakon dodatka fluorescentnog 

supstrata MX – daleki crveni spektar (nakon 5 min od dodatka). Desni stupac prikazuje stanice nakon 

dodatka referentnog inhibitora Ko143 u koncentraciji od 1 μM te spoja DAC-3Amida u koncentraciji 

od 5 μM. Marker predstavlja duljinu od 25 μm. 
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Stanice koje su transficirane plazmidom koji nosi ABCG2 emitiraju zelenu fluorescenciju i 

razlikuju se od netransficiranih stanica koje nemaju fluorescenciju i nisu vidljive (slika 33 A, 

C, slika 34). Nakon dodavanja fluorescentnog supstrata H 33342 (slika 33 A, C) ili  

mitoksantrona, (slika 34) tijekom nekog vremena dolazi do nakupljanja supstrata u  

netransficiranim stanicama, što je vidljivo kao porast plave, odnosno, crvene fluorescencije. 

U transficiranim stanicama nije detektirana značajna fluorescencija supstrata, zbog prisutnosti 

transportera ABCG2 koji ga izbacuje van. U slučaju mitoksantrona mali dio ulazi i u 

transficirane stanice, ali u puno manjoj mjeri nego u netransficirane. Dodatkom referentnog 

inhibitora Ko143 i DAC-2Amida ili DAC-3Amida 5 min nakon dodavanja supstrata dolazi do 

naglog porasta fluorescencije unutar transficiranih stanica uslijed inhibicije ABCG2, dok 

dodatak spojeva nema nikakav učinak na nakupljanje fluorescentnog supstrata u 

netransficiranim stanicama što je vidljivo iz krivulja kinetike transporta za supstrat hoechst 

33342 (slika 33 B). S obzirom da H 33342 emitira fluorescenciju tek u kontaktu s DNA u jezgri 

stanice i nije vidljiv u transficiranim stanicama, te je kvantifikacija slika jednostavnija i 

preciznija pomoću programa ImageJ, krivulje kinetike transporta su napravljene za ovaj 

supstrat.          

 

4.7.  Povećanje osjetljivosti tumorskih stanica na kemoterapeutik 

 

Na temelju rezultata testova citotoksičnosti, nakupljanja fluorescentnog supstrata, vezanja 

konformacijski osjetljivog protutijela 5D3 i aktivnosti ATP-aze transportera ABCG2, došli 

smo do zaključka da spojevi DAC-2Amid, DAC-3Amid, te derivati primakina 1786, 1787 i 

1789 pokazuju svojstva potencijalnih inhibitora transportera ABCG2. Kako bismo dokazali da 

navedeni spojevi povećavaju osjetljivost tumorskih staničnih linija s prekomjernom 

ekspresijom transportera ABCG2 na kemoterapeutik tako da inhibiraju ABCG2, tretirali smo 

stanice kombinacijom kemoterapeutika mitoksantrona, supstrata transportera ABCG2, i 

ispitivanog spoja.  

Stanična linija epitela distalnog tubula nefrona bubrega psa - MDCK-II/ABCG2, koja služi kao 

model stanica s prekomjernom ekspresijom proteina ABCG2 i tumorska stanična linija 

PLB/ABCG2 te roditeljske stanične linije MDCK-II i PLB-985, korištene kao kontrola, 

tretirane su tijekom 72 h kombinacijom mitoksantrona u određenom rasponu koncentracija i 

ranije navedenih diaza-18-kruna-6 etera ili derivata primakina u koncentraciji koja nije 

toksična za stanice. Ukoliko spoj djeluje inhibitorno na transporter, doći će do povećanja 
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koncentracije mitoksantrona unutar stanice jer je zaustavljeno njegovo izbacivanje iz stanice, 

te će biti potrebna manja koncentracija mitoksantrona kako bi se postigla 50%-tna inhibicija 

rasta stanica. Rezultati su izraženi kao vrijednosti IC50 određene testom MTT i prikazani na 

slikama 35 i 36 te u tablicama 12 i 13.      

 

A) B) 

  

C) D) 

  

Slika 35. Krivulje preživljenja staničnih linija MDCK-II/ABCG2 (A) i PLB/ABCG2 (C) s 

prekomjernom ekspresijom proteina ABCG2 i roditeljskih staničnih linija MDCK-II (B) i PLB-985 

(D) u odnosu na koncentraciju kemoterapeutika mitoksantrona (MX). Prikazani su rezultati 

kombiniranog tretmana mitoksantronom u rasponu koncentracija (100, 10, 1, 0,1 i 0,01 μM) i 

spojevima DAC-2Amid i DAC-3Amid u koncentraciji od 1 M (C i D) ili 2 M (A i B). Referentni 

inhibitor Ko143 u koncentraciji od 1 M je korišten kao kontrola. Pokusi su rađeni u tetraplikatima, 

svaka točka predstavlja srednju vrijednost najmanje tri nezavisna pokusa. 
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A) B) 

  

Slika 36. Krivulje preživljenja stanične linije PLB/ABCG2 s prekomjernom ekspresijom proteina 

ABCG2 (A) i roditeljske stanične linije PLB-985 (B) u odnosu na koncentraciju kemoterapeutika 

mitoksantrona (MX). Prikazani su rezultati kombiniranog tretmana mitoksantronom u rasponu 

koncentracija (100, 10, 1, 0,1 i 0,01 μM) i spojevima 1786, 1787 i 1789 u koncentraciji od 5 M. 

Referentni inhibitor Ko143 u koncentraciji od 1 M korišten je kao kontrola. Pokusi su rađeni u 

tetraplikatima, svaka točka predstavlja srednju vrijednost najmanje tri nezavisna pokusa. 

 

Tablica 12.  Povećanje osjetljivosti staničnih linija MDCK-II/ABCG2 i PLB/ABCG2 s prekomjernom 

ekspresijom proteina ABCG2 na kemoterapeutik mitoksantron (MX) u kombiniranom tretmanu 

mitoksantronom, referentnim inhibitorom Ko143 i spojevima DAC-2Amid i DAC-3Amid, prikazana 

kao vrijednost IC50, određena testom MTT i izražena u M.  

Spoj 

IC50 (μM) 

PLB-985 PLB/ABCG2 MDCK-II MDCK-II/ABCG2 

Mitoksantron 0,02 ± 0,002 0,15 ± 0,06 0,02 ± 0,01 0,12 ± 0,02 

+ Ko143 (1 µM) 0,02 ± 0,001 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,001 0,01 ± 0,001 

+ DAC-2Amid (1 µM) 0,02 ± 0,0003 0,07 ± 0,03 - - 

+DAC-3Amid (1 µM) 0,02 ± 0,001 0,02 ± 0,00 - - 

+ DAC-2Amid (2 µM) - - 0,02 ± 0,01 0,08 ± 0,03 

+DAC-3Amid (2 µM) - - 0,01 ± 0,004 0,04 ± 0,02 
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Tablica 13. Povećanje osjetljivosti stanične linije PLB/ABCG2 s prekomjernom ekspresijom proteina 

ABCG2 na kemoterapeutik mitoksantron (MX) u kombiniranom tretmanu mitoksantronom,  

referentnim inhibitorom Ko143 (1 µM) i spojevima 1786, 1787 i 1789 (5 µM) prikazana kao vrijednost 

IC50, određena testom MTT i izražena u M. 

Spoj 
IC50 (μM) 

PLB-985 PLB/ABCG2 

Mitoksantron 0,005  0,001 0,18  0,10 

+ Ko143 0,003  0,002 0,009  0,004 

+ 1786 0,003  0,001 0,01  0,01 

+ 1787 0,003  0,0 0,01  0,0 

+ 1789 0,003  0,001 0,01  0,0 

 

Sposobnost spojeva DAC-2 i DAC-3Amida da povećaju osjetljivost staničnih linija koje imaju 

prekomjernu ekspresiju proteina ABCG2 na kemoterapeutik mitoksantron ispitana je na 

staničnim linijama MDCK-II/ABCG2 i PLB/ABCG2. Iz rezultata prikazanih na slici 35 i u 

tablici 12 vidljivo je da spoj DAC-3Amid ima jači učinak u kombiniranom tretmanu od spoja 

DAC-2Amida te da uspješno snižava vrijednost IC50 mitoksantrona u obje stanične linije. 

Učinak mu je znatno izraženiji u tumorskoj staničnoj liniji PLB/ABCG2, u kojoj smanjuje 

vrijednost IC50 mitoksantrona oko sedam puta u koncentraciji od 1 M, za razliku od stanične 

linije MDCK-II/ABCG2 u kojoj je tu vrijednost smanjio trostruko i to tek u koncentraciji od 2 

M. Referentni inhibitor Ko143 smanjuje vrijednost IC50 mitoksantrona dvanaest puta, što je 

bitno više od oba spoja. Iz rezultata je također vidljivo da spojevi nemaju učinka na roditeljsku 

staničnu liniju PLB-985, što je dokaz da je njihov učinak usmjeren prvenstveno na transporter 

ABCG2. Određeno smanjenje vrijednosti IC50 mitoksantrona je vidljivo u roditeljskoj staničnoj 

liniji MDCK-II (tablica 12), a to je zbog toga što ova stanična linija prirodno sadrži transporter 

ABCB1 na svojoj membrani, te stoga pokazuje učinak referentnog inhibitora Ko143 i spoja 

DAC-3Amida, koji djeluju i kao inhibitori ABCB1 [99].  

Fumardiamidi primakina i halogenanilina - 1786, 1787 i 1789 pokazali su snažan učinak na 

povećanje osjetljivosti tumorske stanične linije PLB/ABCG2 na mitoksantron, snižavajući 

vrijednost IC50 mitoksantrona čak osamnaest puta. Sva tri spoja su u koncentraciji od 5 M  

postigla učinak referentnog inhbitora Ko143, koji je u kombiniranom tretmanu smanjio 

vrijednost IC50 mitoksantrona dvadeset puta. Spojevi nisu dodatno pojačali učinak 

mitoksantrona na roditeljsku staničnu liniju PLB-985 (slika 36, tablica 13).        
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4.8.  Utjecaj ispitivanih spojeva na stanični ciklus 

 

U kombiniranom tretmanu tumorske stanične linije PLB/ABCG2 sa supstratom transportera 

ABCG2 – mitoksantronom i testiranim spojevima pokazali smo da DAC-3Amid i derivati 

primakina 1786, 1787 i 1789 u velikoj mjeri povećavaju osjetljivost stanica s prekomjernom 

ekspresijom ABCG2 na tretman mitoksantronom. Kako bismo potvrdili da je njihovo 

djelovanje posljedica inhibicije ABCG2 i time pojačane toksičnosti mitoksantrona, ispitali smo 

utjecaj odabranih spojeva samih i u kombinaciji sa mitoksantronom na stanični ciklus.  

Mitoksantron je analog antraciklinskih antibiotika i pripada skupini sintetskih antineoplastičnih 

lijekova. Interkalira se u molekulu DNA pomoću vodikovih veza, pri čemu dolazi do pucanja 

lanaca. Na sličan način djeluje i na RNA i tako inhibira sintezu obje molekule. Također djeluje 

i kao potentni inhibitor enzima topoizomeraze II odgovornog za odmatanje i popravak oštećene 

molekule DNA. S obzirom na mehanizam djelovanja, utječe na stanični ciklus na način da ga 

zaustavlja u fazi G2/M [212]–[214].  

Cilj ovog ispitivanja je bio tretirati tumorsku staničnu liniju PLB/ABCG2 mitoksantronom u 

koncentraciji u kojoj će imati učinak na stanični ciklus a u kojoj neće imati izražen citotoksični 

učinak te spojevima DAC-3Amid i 1786, koji su odabrani na temelju toga što su u dosadašnjim 

testovima pokazali snažan inhibitorni učinak na transporter ABCG2 te su u velikoj mjeri 

povećali osjetljivost tumorske linije PLB/ABCG2 na mitoksantron u kombiniranom tretmanu. 

Sadržaj molekule DNA u stanicama i distribuciju po fazama ciklusa (< G1 odnosno subG1, 

G1, S i G2/M) pratili smo bojenjem stanica propidij jodidom koji boji DNA i rezultate 

analizirali metodom protočne citometrije, dok smo RNA razgradili pomoću enzima RNA-ze. 

Ukoliko ispitani spojevi pojačavaju osjetljivost stanica na mitoksantron, očekujemo promjene 

u staničnom ciklusu u kombiniranom tretmanu u odnosu na tretman samim mitoksantronom.   

Na slici 37 prikazani su postotci stanica u pojedinoj fazi staničnog ciklusa u kontrolnim 

stanicama te nakon pojedinačnog i kombiniranog tretmana tijekom 24 h.      
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Slika 37. Prikaz utjecaja mitoksantrona u koncentraciji 0,02 µM i spojeva DAC-3Amida, derivata 

primakina 1786 te referentnog inhibitora Ko143 u koncentraciji 1 µM samih i u kombiniranom 

tretmanu, na postotak stanica tumorske stanične linije PLB/ABCG2 u pojedinoj fazi staničnig ciklusa 

tijekom 24 h. Faza < G1 označava subG1 fazu u kojoj se obično nalaze stanice u apoptozi. MX 

označava mitoksantron. Pokusi su rađeni u duplikatima u dva neovisna mjerenja metodom protočne 

citometrije. 

 

Iz rezultata je vidljivo da referentni inhibitor Ko143 te spojevi DAC-3Amid i 1786 sami ne 

mijenjaju značajno raspodjelu stanica po fazama staničnog ciklusa u odnosu na netretiranu 

kontrolu, dok sam mitoksantron uzrokuje očekivani zastoj u fazi G2/M. Kombinirani tretman 

mitoksantronom i spojem DAC-3Amidom tijekom 24 h je uzrokovao jače djelovanje 

mitoksantrona što je vidljivo u većem postotku stanica u fazi S i fazi subG1 spram samog 

mitoksantrona. Spoj 1786 je u kombinaciji sa mitoksantronom značajno povisio postotak 

stanica u fazi subG1 i pokazao snažniji učinak od spoja DAC-3Amida, kao i u prethodnom 

kombiniranom testu MTT, pri čemu je postigao učinak referentnog inhibitora Ko143 koji u 

kombinaciji s mitoksantronom značajno povećava postotak stanica u fazi subG1 u usporedbi 

sa tretmanom samim mitoksantronom. Na temelju literaturnih podataka faza subG1 označava 

mrtve stanice koje su najvjerojatnije u apoptozi, uzimajući u obzir da je glavni mehanizam 

mitoksantrona indukcija oštećenja DNA i apoptoza [96], [214].    
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4.9.  Molekulsko uklapanje u protein ABCG2 

 

Spojevi DAC-2Amid i DAC-3Amid su u nizu prethodnih testova pokazali snažan inhibitorni 

potencijal prema transporteru ABCG2, a dosadašnji rezultati ukazuju na to da spojevi stupaju 

u interakciju sa samim proteinom i na taj način moduliraju njegovu aktivnost ali nisu njegovi 

supstrati. Kako bismo utvrdili na koje se mjesto na proteinu ABCG2 spojevi mogu vezati i 

kako bismo dobili uvid u strukturne karakteristike koje omogućuju interakciju spoja i 

transportera, proveli smo analizu molekulskog uklapanja diaza-18-kruna-6 etera na protein 

ABCG2. 

Analiza molekulskog uklapanja provedena je na Prirodoslovno-matematičkom fakultetu u 

grupi prof. Bertoše [187], [215]. Za ovu su analizu napravljena dva izračuna, jedan koji 

obuhvaća cijeli protein i drugi koji obuhvaća šupljinu 1 transportera ABCG2, za koju je iz 

literature poznato da služi kao mjesto vezanja supstrata i inhibitora [16]–[18], [61].  

Rezulati analize u kojoj je obuhvaćen cijeli protein pokazali su da se spojevi mogu vezati na 

tri različita mjesta na proteinu ABCG2: unutar šupljine 1, na prijelazu između domene koja 

veže ATP i transmembranske domene, te u samoj domeni koja veže ATP. Izračuni su 

napravljeni i za poznate inhibitore i supstrate transportera ABCG2: Ko143, FTC 

(fumitremorgin C), MZ29, STI (imatinib) i mitoksantron (MX). Najpovoljnije energije vezanja 

dobivene su za vezanje u šupljinu 1 i na mjesto prijelaza između dvije domene (slika 38, tablica 

14).   

 
Slika 38. Moguća mjesta vezanja liganada na protein ABCG2 koji se nalazi u konformaciji otvorenoj 

prema izvanstaničnom prostoru, određena na temelju računa molekulskog uklapanja koji obuhvaća 

cijeli protein. Crvenim pravokutnikom je označena šupljina 1, plavim mjesto prijelaza između 

domene koja veže ATP i transmembranske domene, a žutim domena koja veže ATP. Zeleno i 

ružičasto su označeni monomeri proteina ABCG2. 
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Tablica 14. Energije vezanja liganada, koje odgovaraju energiji vezanja konformera pojedinog liganda 

s najmanjom energijom vezanja, na ABCG2, dobivene molekulskim uklapanjem koje obuhvaća cijeli 

protein. Š1 označava šupljinu 1, AVD-TMD mjesto prijelaza iz domene koja veže ATP u 

transmembransku domenu. Ko143, FTC, MZ29 i STI su inhibitori ABCG2, dok je MX njegov supstrat.  

Ligand Mjesto vezanja Afinitet vezanja (kJ mol-1) 

DAC-4Amid Š1 -42,26 

DAC-3Amid Š1 -41,42 

DAC-2 AVD-TMD -41,42 

DAC-1Amid Š1 -40,58 

STI Š1 -40,58 

MZ29 Š1 -39,33 

DAC-2Amid Š1 -38,91 

FTC Š1 -38,91 

Ko143 Š1 -37,66 

DAC-4 AVD-TMD -36,82 

DAC-3 AVD-TMD -34,73 

DAC-1 AVD-TMD -34,31 

MX Š1 -32,64 

 

Iz rezultata prikazanih u tablici 14 vidljivo je da se diaza-18-kruna-6 eteri koji u poveznici 

između prstena krune i bočnog ogranka adamantana imaju amidnu vezu (DAC-Amidi) 

preferentno vežu unutar šupljine 1, jednako kao i poznati inhibitori i supstrat ABCG2. Za  

derivate krunastih etera koji u svojoj strukturi nemaju amidnu vezu (DAC) najviše načina 

vezanja pronađeno je na mjestu prijelaza iz domene koja veže ATP u transmembransku 

domenu.   

Rezultati analize molekulskog uklapanja u kojoj je obuhvaćena samo šupljina 1 prikazani su u 

tablici 15. Njima je potvrđeno da se DAC-Amidi preferentno vežu unutar šupljine 1, s 

energijama vezanja koje su usporedive s energijama vezanja poznatih inhibitora ABCG2. Spoj 

DAC-3Amid je pokazao najjači afinitet vezanja u šupljinu 1, s najpovoljnijom energijom 

vezanja od svih DAC-Amida, što je u skladu s rezultatima pokusa u kojima je upravo taj spoj  

pokazao najjači inhibitorni potencijal. Analiza molekulskog uklapanja u šupljinu 1 potvrdila je 

značajno slabiji afinitet vezanja spojeva DAC.     
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Tablica 15. Energije vezanja liganada na ABCG2, dobivene molekulskim uklapanjem koje obuhvaća 

samo šupljinu 1. Afiniteti vezanja označavaju energetski najpovoljnije načine vezanja pojedinog 

liganda. Ko143, FTC, MZ29 i STI su inhibitori ABCG2, dok je MX njegov supstrat.  

Ligand Afinitet vezanja (kJ mol-1) 

DAC-3Amid -41,84 

STI -41,42 

DAC-1Amid -40,58 

DAC-2Amid -40,58 

DAC-4Amid -40,17 

MZ29 -39,75 

FTC -38,07 

DAC-2 -36,82 

DAC-4 -36,82 

DAC-3 -36,82 

Ko143 -35,56 

DAC-1 -33,89 

MX -28,03 

 

Na temelju strukture proteina ABCG2 s uklopljenim ligandima određeni su aminokiselinski 

ostaci koji sudjeluju u interakciji s ligandom i vrsta interakcije koju uspostavljaju. Na slici 39 

prikazano je točno mjesto vezanja DAC-Amida unutar šupljine 1, te detaljno interakcija DAC-

3Amida i referentnog inhibitora Ko143 s proteinom ABCG2 unutar šupljine 1.  
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A)                                                       B) 

     
 

                   C)                                                            D) 

             

 

Slika 39. Vezanje liganada unutar šupljine 1 proteina ABCG2. A) Razlike u dubini vezanja poznatih 

inhibitora (plavo) i DAC-Amida (zeleno) unutar šupljine 1. Žuto su označeni ostaci aminokiseline 

fenilalanin na poziciji 439 u polipeptidnom lancu (F439) s kojom poznati inhibitori stupaju u 

interakciju. B) Konformacije koje najčešće zauzimaju DAC-2Amid (lijevo) i DAC-3Amid (desno) u 

šupljini 1. C) 3D prikaz vezanja inhibitora Ko143 (žuto) u šupljinu 1. Interakcije pi-pi između 

aromatskih prstena inhibitora i aminokiseline F439 prikazane su zelenom iscrtanom linijom. D) 3D 

prikaz vezanja DAC-3Amida (žuto) unutar šupljine 1. Plavo su prikazani ostaci aminokiselina s 

kojima ostvaruje hidrofobne interakcije. 
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Analiza molekulskog uklapanja poznatih inhibitora transportera ABCG2 potvrdila je da je 

najpovoljniji način njihova vezanja stvaranje interakcije pi-pi s aminokiselinom fenilalaninom 

na poziciji 439 (F439) na oba polipeptidna lanca proteina ABCG2 duboko u šupljini 1, što je 

do sada poznato iz literature [17], [216]–[218]. Rezultati dobiveni uklapanjem DAC-Amida na 

protein ABCG2 pokazuju da se ovi spojevi vežu pliće u šupljini 1 u usporedbi sa poznatim 

inhibitorima (u razini unutarnjeg sloja fosfolipidnog dvosloja membrane), te na taj način 

uspostavljaju hidrofobne interakcije s aminokiselinom F439 (slika 39 A).  

DAC-Amidi s parnim brojem ugljikovih atoma u poveznici između prstena krune i bočnog 

ogranka adamantana, poput DAC-2Amida, najčešće zauzimaju otvorene konformacije unutar 

šupljine 1, gdje su bočni lanci rašireni i adamantilne skupine udaljene jedna od druge. Spoj 

DAC-3Amid, s neparnim brojem ugljikovih atoma u poveznici, zauzima zatvorenu 

konformaciju u kojoj su adamantilne skupine blizu jedna druge (slika 39 B).         

Referentni inhibitor Ko143 aromatskim prstenom u svojoj strukturi ostvaruje interakcije pi-pi 

s aromatskim prstenom aminokiseline F439, što djeluje stabilizirajuće na njegovo vezanje u 

šupljini 1 (slika 39 C). Adamantilna skupina DAC-3Amida stvara stabilizirajuće hidrofobne 

interakcije s aminokiselinama valinom na poziciji 401 (V401), serinom 440 (S440), V442, 

treoninom 538 (T538), leucinom 539 (L539), T542, izoleucinom 543 (I543) i V546 u veznom 

mjestu proteina. Dodatne hidrobobne interakcije DAC-3Amid stvara sa glutaminom na poziciji 

398 (Q398) koji je dio transmembranske zavojnice 5a transportera ABCG2, koja igra važnu 

ulogu u prijenosu supstrata iz šupljine 1 u šupljinu 2, te nakon toga u izvanstanični prostor [16] 

(Slika 39 D).  

Vezanje DAC-3Amida unutar šupljine 1 stabilizirano je isključivo hidrofobnim interakcijama, 

dok spoj DAC-2Amid uz to tvori i vodikovu vezu s aminokiselinom Q398 u kojoj je dušik 

karboksiamidne skupine glutamina donor, a kisik amidne skupine u bočnom lancu DAC-

2Amida akceptor veze.  

Spojevi DAC prilikom vezanja u šupljinu 1 i na mjesto prijelaza iz domene koja veže ATP u 

transmembransku domenu stvaraju intramolekulske vodikove veze u kojima je dušik donor a 

kisik akceptor, a posljedica toga je da zauzimaju zatvoreniju konformaciju u usporedbi sa 

DAC-Amidima.      
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4.10.  Utjecaj ispitivanih spojeva na ekspresiju i lokalizaciju proteina 

ABCG2 

 

Spojevi koji pokazuju inhibitorni potencijal prema transporterima ABC mogu imati više 

mehanizama djelovanja. Mogu se ponašati kao klasični inhibitori koji se vežu na specifično 

mjesto unutar transportera i na taj način mijenjaju njegovu konformacju i zaustavljaju prijenos 

supstrata, mogu utjecati na ekspresiju proteina ABC tako da je značajno smanje, te mogu 

utjecati na pravilnu lokalizaciju transportera u staničnoj membrani, koja je vrlo važna za 

njegovu aktivnost. Mehanizam djelovanja inhibitora može biti samo jedan od ova tri načina, ili 

kombinacija više njih.  

Spojevi DAC-2Amid, DAC-3Amid, te derivati primakina 1786, 1787 i 1789 su u svim 

testovima pokazali snažni inhibitorni potencijal prema transporteru ABCG2 i povećali su 

osjetljivost tumorske stanične linije na kemoterapeutik. Metodom molekulskog uklapanja na 

protein ABCG2 pokazali smo da se DAC-2Amid i DAC-3Amid vežu na specifično mjesto 

unutar transportera i na taj način zaustavljaju izbacivanje supstrata. Kako bismo ispitali djeluju 

li spojevi inhibitorno na ABCG2 još nekim dodatnim mehanizmom, istražili smo njihov utjecaj 

na ekspresiju i lokalizaciju proteina ABCG2.  

U tu smo svrhu analizirali ekspresiju ABCG2 u staničnoj liniji MDCK-II/ABCG2 s 

prekomjernom ekspresijom proteina ABCG2 nakon tretmana spojevima DAC-2Amid i DAC-

3Amid u koncentracijama 1, 2 i 5 M, te spojevima 1786, 1787 i 1789 u koncentraciji 5 M 

tijekom 72 h te smo provjerili ekspresiju proteina u ukupnom staničnom lizatu metodom 

Western blot pomoću protutijela BXP-21, specifičnog za protein ABCG2. Rezultati su 

prikazani na slici 40.  
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Slika 40. Utjecaj spojeva DAC-2 i DAC-3Amida u koncentraciji od 1, 2 i 5 M, te spojeva 1786, 

1787 i 1789 u koncentraciji od 5 M na ekspresiju proteina ABCG2 u staničnoj liniji MDCK-

II/ABCG2. Rezultati su dobiveni iz ukupnog staničnog lizata metodom Western blot. Protein ABCG2 

je detektiran pomoću specifičnog protutijela BXP-21, a za kontrolu jednolikog nanošenja uzoraka 

membrana je obojana bojom amido crno. 

 

Rezultati pokazuju da niti jedan spoj ne mijenja razinu ekspresije proteina ABCG2 u ispitanim 

uvjetima, u usporedbi s kontrolnim uzorcima.  

 

Kako bismo ispitali utjecaj istih spojeva na lokalizaciju transportera ABCG2 u staničnoj 

membrani, staničnu liniju MDCK-II/ABCG2 smo tretirali navedenim spojevima u 

koncentraciji 2 M tijekom 72 h. Stanice smo nakon toga fiksirali i protein ABCG2 označili 

fluorescentno obilježenim specifičnim protutijelom BXP-21, te smo lokalizaciju promatrali 

pomoću konfokalnog mikroskopa (slika 41).  
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A) 

                         Kontrola DAC-2Amid DAC-3Amid 

 

B) 

Kontrola 1786 1787 1789 

 

Slika 41. Utjecaj spojeva DAC-2 i DAC-3Amida te spojeva 1786, 1787 i 1789 u koncentraciji od 2 

M na lokalizaciju transportera ABCG2 u staničnoj liniji MDCK-II/ABCG2. Protein ABCG2 je 

detektiran pomoću fluorescentno obilježenog specifičnog protutijela BXP-21 a lokalizacija je praćena 

pomoću konfokalnog mikroskopa. Zeleno je označen transporter ABCG2, dok su plavo obilježene 

stanične jezgre obojene bojom DAPI. Mjerna traka odgovara duljini od 8 µm. 

 

Iz rezultata na slici 41 vidljivo je da ispitani spojevi ne mijenjaju značajno lokalizaciju 

transportera ABCG2, koji se nalazi u staničnoj membrani nakon tretmana tijekom 72 h. Razlike 

u intenzitetu zelenog signala unutar pojedine slike su posljedica nejednolikog vezanja 

protutijela.   
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4.11.  Utjecaj ispitivanih spojeva na stanični oksidativni stres 

 

Jedan od predloženih mehanizama kojim većina kemoterapeutika i mnogi protutumorski 

lijekovi ubijaju tumorske stanice je povećanje razine reaktivnih kisikovih vrsta (RKV), što 

uzrokuje programiranu staničnu smrt [219]. Pokazano je da prirodni ionofori poput nigericina, 

monenzina i salinomicina povećavaju razinu RKV u mnogim tipovima tumora i na taj način 

djeluju protutumorski [220]–[223]. Neki krunasti eteri, primjerice 18-kruna-6 eteri, također 

uzrokuju povećanje oksidativnih radikala u stanicama, što može biti jedan od mehanizama 

njihove citotoksičnosti [224], [225].  

Poznatim antimalaricima poput klorokina, kinina, artemizinina i atovakina povećanje razine 

RKV služi kao glavni mehanizam djelovanja protiv uzročnika malarije Plasmodiuma, koji je 

osjetljiv na oksidativni stres [226], [227].       

Na temelju navedenih literaturnih podataka, u ovom smo radu ispitali utjecaj derivata krunastih 

etera DAC-2Amida i DAC-3Amida te derivata primakina 1786, 1787 i 1789 na stvaranje RKV 

u staničnim linijama MDCK-II/ABCG2 i MDCK-II, kako bismo provjerili je li to jedan od 

mehanizama njihove citotoksičnosti. Dodatno smo htjeli ispitati i postoji li razlika u razini 

oksidativnih radikala između roditeljske linije i linije koja ima povećanu ekspresiju 

transportera ABCG2, jer je pokazano da transporter ABCG2 štiti stanice od oštećenja i smrti 

uzrokovane oksidativnim stresom, te da inhibicijom njegove aktivnosti može doći do 

povećanja razine RKV (slika 42) [228], [229].  

U ovom ispitivanju korištena je fluorescentna boja DCFHDA (diklorofluorescin diacetat), koja 

ulazi u stanice pomoću difuzije, gdje je stanični enzimi esteraze deacetiliraju do spoja DCFH 

koji nije fluorescentan. Različite kisikove vrste u stanici mogu oksidirati DCFH do 

diklorofluoresceina (DCF), koji ima snažnu fluorescenciju, te je njegoa fluorescencija  

proporcionalna razini RKV.   
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Slika 42. Utjecaj derivata krunastih etera i derivata primakina na stanični oksidativni stres. Razina 

reaktivnih kisikovih vrsta (RKV) praćena je pomoću fluorescentne boje DCFDA u staničnim linijama 

MDCK-II i MDCK-II/ABCG2, nakon tretmana sa spojevima u koncentraciji od 10 µM. Vodikov 

peroksid (H2O2) je korišten kao pozitivna kontrola. Svaki stupić prikazuje srednju vrijednost tri 

nezavisna pokusa. Zvjezdice označuju statističku značajnost u odnosu na negativnu kontrolu, 

određenu parametarskim testom ANOVA uz post-hoc test Dunette. *** - p < 0,001; ** - p < 0,01; * - 

p < 0,05. 

 

Rezultati pokazuju da ni derivati krunastih etera niti derivati primakina ne povećavaju razinu 

RKV u staničnim linijama MDCK-II i MDCK-II/ABCG2, te da nema razlike u razini RKV 

između dvije stanične linije, iz čega zaključujemo da to nije jedan od mehanizama djelovanja 

ispitanih spojeva (slika 42).   
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5.  RASPRAVA 

 

Rak je drugi uzrok smrtnosti u industrijaliziranim zemljama, nakon kardiovaskularnih bolesti. 

Uz kirurško odstranjenje i zračenje, kemoterapija je važan temelj u liječenju malignih oboljenja 

i prva linija obrane u metastatskoj bolesti, koja vrlo često nije izlječiva niti jednom vrstom 

terapije [230]. Uspješnost protutumorske terapije je ograničena razvojem otpornosti tumorskih 

stanica na terapiju. 

Tumori su histološki heterogena skupina stanica koje imaju različite morfološke i molekularne 

karakteristike. Biološka heterogenost koja nastaje kroz genetičke i druge mehanizme pridonosi 

fenotipskim razlikama između raznih populacija stanica unutar jednog tumora, što se danas 

smatra glavnim pokretačem razvoja otpornosti na terapiju [231], [232]. Heterogenost stanica 

unutar tumorske mase može se objasniti modelom nastanka tumora iz tumorskih matičnih 

stanica (TMS), rijetkih samoobnavljajućih tumorskih stanica, koje imaju sposobnost inicijacije 

novog tumora i diferenciraju u fenotipski različite tumorske stanice. Pokazano je da TMS imaju 

veću otpornost na terapiju od drugih stanica unutar tumora, a s obzirom na njihovu 

tumorigeničnost, pridonose kliničkom relapsu bolesti [231], [233], [234].  

Jedan dio tumora posjeduje takozvanu unutarnju (intrinzičnu) otpornost na terapiju i s obzirom 

na to nemaju značajan odgovor na, primjerice, kemoterapiju, dok drugoj skupini pripadaju 

tumori koji primarno pokazuju odgovor na terapiju, ali ubrzo pod selekcijskim pritiskom 

potentnog kemoterapeutika razviju otpornost na njega. Neki od do sada poznatih mehanizama 

kojima tumorske stanice stječu otpornost su gubitak receptora ili transportera određenog lijeka 

na površini stanice, specifičan metabolizam lijeka ili promjena specifične mete lijeka 

uzrokovana mutacijom. Takve promjene rezultiraju otpornošću stanica na manji broj 

protutumorskih lijekova i mogu se riješiti primjenom više lijekova koji imaju različite načine 

ulaska u stanicu i različite stanične mete, te omogućiti uspješnu kemoterapiju i visoku stopu 

izlječenja [231], [235].  

Tumorske stanice, međutim, često pokazuju otpornost na više strukturno i funkcionalno 

nepovezanih lijekova, što je poznato kao fenomen višestruke otpornosti na lijekove. Jedan od 

važnijih mehanizama kojima stanice stječu višestruku otpornost na terapiju je smanjeno 

nakupljanje lijekova unutar stanice tako da je smanjen unos lijeka ili povećano njegovo 

izbacivanje [12]. Klasična višestruka otpornost tumora na terapiju uzrokovana je povećanom 

ekspresijom transportera ABC koji imaju sposobnost aktivnog izbacivanja širokog spektra 

protutumorskih lijekova iz stanice, poput vinblastina, vinkristina, doksorubicina, 

daunorubicina, mitoksantrona, paklitaksela, metotreksata, 5-fluorouracila, cisplatine i drugih 
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[7]. Od 48 članova obitelji transportera ABC, ABCB1 (P-gp), ABCG2 (BCRP) i ABCC1 

(MRP-1) imaju najznačajniju ulogu u višestrukoj otpornosti na terapiju i klinički su 

najrelevantniji. Transporter ABCB1 je prvi otkriven, najdetaljnije proučen i farmakološki vrlo 

važan, dok je ABCG2 otkriven najkasnije, ali je atraktivan za proučavanje zbog prisutnosti na 

površini TMS.  

Mnogi tumori pokazuju određenu razinu ekspresije transportera ABCB1 i/ili ABCG2 [75] te 

se stoga nastoji pronaći inhibitor koji bi kao adjuvans klasičnoj kemoterapiji povećao 

osjetljivost tumorskih stanica na primjenjeni kemoterapeutik. Do sada je u tom kontekstu 

istraženo mnogo različitih agensa od kojih su neki bili lijekovi u upotrebi za druge indikacije, 

dok su drugi ciljano dizajnirani na temelju spoznaja o strukturi transportera, ali do danas još 

nije pronađen idealan inhibitor koji je potentan, djeluje in vivo i nije toksičan [7], [12], [230].  

U ovom smo radu istražili interakciju dvije različite skupine spojeva s transporterima ABCB1 

i ABCG2 te mogućnost modulacije njihove aktivnosti u stanicama koje imaju prekomjernu 

ekspresiju navedenih transportera. Prva skupina spojeva koje smo ispitali su mono- i diaza-18-

kruna-6 eteri koji u svojoj strukturi imaju eterski prsten krune i bočne ogranke adamantana 

između kojih je poveznica s jedne (monoaza) ili s obje (diaza) strane. Spojevi se međusobno 

razlikuju po broju ugljikovih atoma u poveznici (1-4) i po tome sadrži li ona amidnu vezu 

(MAC/DAC-Amidi) ili ne (MAC/DAC) [140], [141].  

Naša grupa se bavi ispitivanjem biološke i potencijalne protutumorske aktivnosti različitih 

spojeva te dijelom i njihovom selektivnošću prema TMS. Neki od spojeva koji se već dulje 

vrijeme proučavaju su spojevi koji narušavaju transport iona, poput krunastih etera i prirodnih 

ionofora salinomicina, monenzina i nigericina. Krunasti eteri su makrociklički spojevi koji se 

u kemiji koriste kao model prirodnih ionofora zbog svoje sposobnosti formiranja stabilnih 

kompleksa s raznim anorganskim i organskim kationima [139], [148]. Pokazano je također da 

imaju široki biološki potencijal od čega je značajna njihova protutumorska aktivnost, a neki od 

njih imaju i sposobnost inhibicije transportera ABCB1[148], [149], [154].  

Naša je grupa pokazala da dva diaza-18-kruna-6 etera – DAC-2Amid i DAC-3Amid snažno 

inhibiraju aktivnost transportera ABCB1 i značajno povećavaju osjetljivost stanica A2780/Adr, 

koje imaju prekomjernu ekspresiju tog transportera, na paklitaksel. Pokazali smo da inhibitorna 

svojstva ovih spojeva ovise o strukturi. Naime, potentni inhibitor treba imati optimalan broj 

ugljikovih atoma u poveznici između prstena krune i bočnog ogranka adamantana i mora 

posjedovati amidnu vezu u poveznici [96]. 

Prikazani su rezultati antiproliferativne aktivnosti DAC i DAC-Amida u stanicama A2780 i 

A2780/Adr iz kojih je vidljivo da spojevi DAC, koji imaju bolju sposobnost kompleksiranja 
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kationa, pokazuju jaču antiproliferativnu aktivnost, što se može povezati s njihovom 

sposobnošću narušavanja ionske homeostaze [96]. Spojevi MAC i MAC-Amidi imaju 

podjednak citotoksični učinak neovisno o strukturi, premda kod njih lipofilnost igra ulogu u 

protutumorskoj aktivnosti, pa su stoga spojevi s duljim bočnim lancima, koji su samim time i 

lipofilniji, aktivniji. Obje skupine spojeva imaju nešto slabiji citotoksični učinak na stanice 

koje imaju prekomjernu ekspresiju ABCB1 u usporedbi s roditeljskom staničnom linijom, što 

može ukazivati na to da se ovi spojevi prenose pomoću transportera ABCB1 i da zbog toga 

stanice na njih pokazuju veću otpornost [8].  

Prethodno smo istražili i sposobnost spojeva MAC, MAC-Amida, DAC i DAC-Amida da 

moduliraju aktivnost transportera ABCB1 kroz testove nakupljanja fluorescentnih supstrata 

rodamina 123 i kalceina-AM. Spojevi koji djeluju inhibitorno na transporter zaustavljaju 

izbacivanje supstrata iz stanice i uzrokuju njegovo pojačano nakupljanje unutar stanice. Testovi 

su pokazali da DAC-2Amid i DAC-3Amid imaju snažan inhibitorni potencijal, usporediv s 

onim referentnog inhibitora verapamila i u koncentracijama koje nisu toksične za stanice. 

Općenito su DAC-Amidi pokazali jači inhibitorni potencijal u usporedbi sa spojevima DAC, 

premda su imali slabiji citotoksični učinak na tumorske stanice. Spojevi MAC i MAC-Amidi 

nisu pokazali značajan inhibitorni potencijal.  

Nakon što smo pokazali da DAC-2Amid i DAC-3Amid djeluju kao potentni inhibitori 

transportera ABCB1, u ovom radu smo detaljno istražili interakciju mono- i diaza-18-kruna-6 

etera s transporterom ABCG2. Cilj je bio dobiti uvid u to koje su strukturne značajke važne 

kako bi ovi spojevi bili potentni inhibitori i imali sposobnost povećanja osjetljvosti tumorskih 

stanica s prekomjernom ekspresijom ABCG2 na kemoterapeutik mitoksantron.   

Interakciju mono- i diaza-18-kruna-6 etera s transporterom ABCG2 istražili smo pomoću niza 

staničnih i biokemijskih testova na staničnim linijama MDCK-II/ABCG2 i PLB/ABCG2, koje 

imaju pojačanu ekspresiju transportera, i njihovim roditeljskim inačicama MDCK-II i PLB-

985 te izvrnutim membranskim vezikulama koje nose transporter ABCG2.  

Pokazali smo da diaza-18-kruna-6 eteri imaju podjednak antiproliferativni učinak u obje 

stanične linije - roditeljskoj kao i onoj s prekomjernom ekspresijom transportera, što ukazuje 

na to da spojevi nisu supstrati ABCG2. Spojevi koji nemaju amidnu vezu u poveznici između 

prstena krune i bočnog ogranka adamantana (DAC) pokazali su snažniji citotoksični učinak u 

obje stanične linije (roditeljskoj i onoj s ABCG2) kojeg ponovno možemo pripisati boljim 

sposobnostima kompleksiranja kationa i narušavanja ionske homeostaze u usporedbi sa DAC-

Amidom, ili pak povećanoj sposobnosti narušavanja integriteta membrane stanica [96].  
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Utjecaj monoaza- i diaza-18-kruna-6 etera na aktivnost ABCG2 ispitali smo pomoću testova 

nakupljanja fluorescentnih supstrata feoforbida A i H 33342 u staničnim linijama MDCK-

II/ABCG2 i PLB/ABCG2, te supstrata LY u izvrnutim membranskim vezikulama. DAC-Amidi 

su pokazali značajan porast fluorescencije supstrata feoforbida A i H 33342 u obje stanične 

linije što znači da su djelovali inhibitorno na transporter ABCG2, dok spojevi DAC nisu 

pokazali inhibitorni potencijal. S obzirom na razlike u brzini prijenosa pojedinog supstrata 

postoje razlike i u sposobnosti inhibitora da se kompetitivno veže na mjesto supstrata u 

transporteru i blokira njegov prijenos, što je vidljivo na primjeru testa nakupljanja H 33342 u 

kojem su jedino spojevi DAC-2Amid i DAC-3Amid pokazali značajan inhibitorni učinak na 

ABCG2 u staničnoj liniji MDCK-II/ABCG2. Upravo je zbog toga važno provesti testove s 

različitim supstratima transportera, kako bi se jasno izdvojili spojevi koje vrijedi detaljnije 

ispitati [215]. U roditeljskoj staničnoj liniji je stopa nakupljanja fluorescencije ostala ista jer se 

supstrat može nesmetano nakupljati unutar stanica zbog nedostatka transportera na njihovoj 

površini. Transport supstrata H 33342 pod utjecajem DAC-2Amida i DAC-3Amida pratili smo 

i u stvarnom vremenu u staničnoj liniji  HEK-EGFP-G2 i HEK-293 (stanicama koje nisu 

transficirane genom ABCG2), gdje se jasno vidi razlika u nakupljanju fluorescentnog supstrata 

između stanica koje sadrže transporter i onih koje ga nemaju, kao i utjecaj DAC-2Amida i 

DAC-3Amida na njegov transport. Ovim testom je pokazano da stanice koje sadrže ABCG2 

nakupljaju supstrat tek kada im se doda referentni inhibitor ili jedan od dva navedena krunasta 

etera, dok isti spojevi nemaju utjecaj na nakupljanje supstrata u stanicama koje ne sadrže 

transporter u svojoj membrani. Time smo potvrdili da se ovaj tip testa može uspješno koristiti 

za ispitivanje inhibitornih svojstava spojeva, kako su predložili Orban i suradnici [211]. Test 

transporta fluorescentnog supstrata u izvrnutim membranskim vezikulama koje nose neki od 

transportera ABC omogućuje direktno praćenje prijenosa supstrata i utjecaja spojeva na 

aktivnost transportera koji je izdvojen iz stanične okoline i njenog utjecaja [184]. Spojeve 

DAC-2Amid i DAC-3Amid, koji su u oba stanična testa nakupljanja supstrata pokazala najveću 

aktivnost, potom smo ispitali u testu transporta fluorescentnog supstrata LY u izvrnutim 

membranskim vezikulama koje nose ABCG2. Spoj DAC-3Amid je pokazao jači inhibitorni 

učinak jer je pri značajno nižoj koncentraciji (1 M) inhibirao transport supstrata LY od DAC-

2Amida (10 M). Međutim, niti jedan od ta dva spoja nije pokazao učinak koji bi bio mjerljiv 

s inhibitornim učinkom referentnog inhibitora Ko143.  

Prirodni ionofori salinomicin i nigericin pokazuju selektivnu toksičnost prema TMS u tumoru 

dojke, a za salinomicin je pokazana visoka učinkovitost i selektivnost prema TMS u mnogim 
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drugim tipovima tumora [131], [133], [136], [137]. Jednako tako, za prirodne ionofore, 

salinomicin i monenzin, pokazano je da djeluju inhibitorno na transporter ABCB1 što može 

biti jedan od mehanizama njihove selektivnosti prema TMS koje imaju pojačanu ekspresiju 

transportera ABC i pokazuju povećanu otpornost na terapiju [132], [134], [236]. S obzirom na 

to da do danas još nije istraženo kako prirodni ionofori djeluju na ABCG2, u ovom smo radu 

ispitali njihovu inhibitornu sposobnost prema tom transporteru. Sva tri ionofora su pokazala 

citotoksični učinak u vrlo niskim koncentracijama u obje stanične linije (PLB/ABCG2 i PLB-

985), što je bilo i očekivano, sukladno literaturnim podacima o njihovom učinku te se može 

pripisati narušavanju homeostaze iona u stanicama [220], [237]. Jedino je salinomicin djelovao 

slabije na staničnu liniju PLB/ABCG2 u usporedbi s roditeljskom, što navodi na pretpostavku 

da je on supstrat transportera ABCG2. Niti jedan ionofor nije pokazao inhibitorni učinak na 

ABCG2 u testu nakupljanja supstrata H 33342 u staničnoj liniji PLB/ABCG2 u ispitivanim 

koncentracijama, što se slaže sa pretpostavkom da bi salinomicin mogao biti supstrat ovog 

transportera, iako je potrebno napraviti detaljnija ispitivanja kako bi se to potvrdilo. Boesch i 

suradnici su također pokazali da ekspresija transportera ABCB1 i ABCG2 može uzrokovati 

smanjenu osjetljivost stanica na učinak ionofora salinomicina i nigericina [137].     

Test vezanja konformacijski osjetljivog protutijela i ispitivanje utjecaja spojeva na ATP-aznu 

aktivnost transportera su dva testa koja, kada se primjene zajedno, govore o vrsti interakcije 

spoja s transporterom ABCG2 [199], [238], [239]. Telbisz i suradnici su pokazali da se 

fenomen „5D3 pomaka“ uslijed vezanja supstrata ili inhibitora na transporter ABCG2 može 

koristiti za ispitivanje tipa interakcije spoja i ABCG2. Općenito, vezanje inhibitora uzrokuje 

bolje vezanje fluorescentno obilježenog konformacijski osjetljivog protu-ABCG2 protutijela 

5D3 na izvanstanični epitop ABCG2 i jak porast fluorescencije, dok vezanje supstrata u 

visokim koncentracijama također može uzrokovati pomak, ali u puno manjoj mjeri. Radi se o 

tome da prilikom vezanja inhibitora ili supstrata u inhibitornim koncentracijama transporter 

ABCG2 zauzima specifičnu konformaciju koju protutijelo 5D3 može prepoznati [186]. 

Mjerenje utjecaja testiranih spojeva na ATP-aznu aktivnost transportera ABC je vrsta mjerenja 

koja govori o prirodi interakcije spoja i transportera i jedan je od temeljnih testova za 

utvrđivanje inhibitorne sposobnost nekog spoja, uz test nakupljanja fluorescentnog supstrata, 

test vezanja konformacijski osjetljivog protutijela i test kojim se prati citotoksičnost 

kemoterapeutika u prisustvu testiranog spoja, potencijalnog inhibitora [186], [240]. Inhibitori 

u pravilu smanjuju ili potpuno zaustavljaju ATP-aznu aktivnost dok je supstrati stimuliraju. 

Međutim, transporter ABCG2 ima relativno visoku bazalnu ATP-aznu aktivnost i neki njegovi 

poznati supstrati poput mitoksantrona i imatiniba ju ne mogu dodatno podignuti već ju spuštaju. 
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Test vezanja konformacijski osjetljivog protutijela 5D3 i test mjerenja ATP-azne aktivnosti 

svaki za sebe ne može jednoznačno odrediti prirodu interakcije spoja i transportera, ali je 

kombinacijom ta dva testa moguće razlikovati inhibitore od supstrata [207], [241]. 

U ovom smo radu proveli oba navedena testa kako bismo potvrdili rezultate testova nakupljanja 

supstrata koji pokazuju da spojevi DAC-2Amid i DAC-3Amid inhibiraju aktivnost transportera 

ABCG2. Spoj DAC-3Amid je u oba testa pokazao jači inhibitorni učinak od spoja DAC-

2Amida. U testu vezanja konformacijski osjetljivog protutijela 5D3 jačina inhibicije se 

izražava kao postotak od maksimalnog vezanja protutijela 5D3 odnosno maksimalne inhibicije 

transportera koja je postignuta referentnim inhibitorom Ko143 u koncentraciji od 1 M. 

Telbisz i suradnici predlažu da se spojevi koji postignu inhibiciju koja je najmanje 70% od 

maksimalne inhibicije u ovom testu smatraju potentnim inhibitorima transportera ABCG2 

[186]. Spoj DAC-3Amid je u koncentraciji od 20 M postigao 70% maksimalne inhibicije, dok 

je spoj DAC-2Amid bio manje potentan i nije postigao 70% maksimalne inhibicije niti u jednoj 

testiranoj koncentraciji u staničnoj liniji PLB/ABCG2. Rezultati mjerenja utjecaja ova dva 

spoja na ATP-aznu aktivnost u izvrnutim membranskim vezikulama koje nose transporter 

ABCG2 također pokazuju da oba spoja inhibiraju bazalnu i stimuliranu ATP-aznu aktivnost te 

da DAC-3Amid ima jači inhibitorni učinak.  

Konačna potvrda inhibitorne aktivnosti nekog spoja prema transporteru je test citotoksičnosti 

u kojem se stanice koje imaju prekomjernu ekspresiju nekog od transportera ABC istovremeno 

tretiraju određenim spojem i kemoterapeutikom koji je supstrat tog transportera te se prati 

povećanje osjetljivosti tumorskih stanica na taj kemoterapeutik uslijed inhibicije transportera. 

U našem istraživanju pokazali smo da DAC-3Amid u niskim koncentracijama (1M) značajno 

povećava otpornost tumorske stanične linije PLB/ABCG2 na mitoksantron koji je supstrat 

ABCG2. Ovaj test je potvrdio jači inhibitorni učinak DAC-3Amida spram DAC-2Amida, koji 

nije značajno djelovao na povećanje osjetljivosti tumorskih stanica na mitoksantron.  

Rezultate dobivene eksperimentalno potvrdili smo i računima molekulskog uklapanja DAC i 

DAC-Amida u protein ABCG2, koji su pokazali da DAC-Amidi imaju jači potencijal vezanja 

od spojeva DAC. Molekulsko uklapanje u cijeli protein je pokazalo da DAC-Amidi imaju dva 

potencijalna mjesta na koja se mogu vezati i inhibirati aktivnost transportera – šupljinu 1, u 

koju se veže i referentni inhibitor Ko143 i ostali inhibitori transportera ABCG2, kao i poznati 

supstrati [52], [61] te na prijelazu iz domene koja veže ATP u transmembransku domenu. Iz 

literature je poznato da su najpovoljniji načini vezanja potentnih inhibitora unutar šupljine 1 

oni u kojima ostvaruju vodikove veze i interakcije pi-pi između aromatskih skupina spoja i 



 
 

 

104 
 

aminokiseline Phe 439 [242], [243] kao što je i dobiveno molekulskim uklapanjem referentnog 

inhibitora Ko143 . Spoj DAC-3Amid se, za razliku od toga, veže pliće u šupljini 1 i ne ostvaruje 

značajne interakcije s Phe 439 već je njegovo vezanje stabilizirano hidrofobnim interakcijama 

s ostacima aminokiselina što je razlog i njegovog slabijeg inhibitornog učinka spram Ko143 

kojeg smo pokazali eksperimentalno. Spoj DAC-3Amid prilikom vezanja u šupljinu 1 zauzima 

zatvoreniju konformaciju u kojoj su adamantani u bočnim ograncima blizu jedan drugoga za 

razliku od DAC-2Amida koji zbog kraćih bočnih lanaca zauzima otvorenu konformaciju u 

kojoj su adamantani udaljeni jedan od drugoga. Zauzimanje povoljnijeg položaja unutar 

veznog mjesta vjerojatno je razlog zašto DAC-3Amid u svim eksperimentalnim testovima 

postiže jači inhibitorni učinak prema transporteru ABCG2 spram DAC-2Amida. Jackson i 

suradnici navode da šupljina 1 transportera ABCG2 ima određenu konformacijsku rigidnost, 

neovisno o ligandu koji se u nju veže te da to uvelike smanjuje spektar molekula koje se mogu 

vezati na transporter ABCG2 [61].      

Spoj DAC-2Amid je u našim ispitivanjima pokazao jači inhibitorni učinak na transporter 

ABCB1 spram DAC-3Amida [96]. S obzirom na to da nismo ispitali vezanje ova dva spoja 

metodom molekulskog uklapanja na protein ABCB1, pretpostavljamo da je razlog tome razlika 

u strukturi spojeva, što omogućuje DAC-2Amidu da bolje sjedne u vezno mjesto transportera 

i ostvari povoljnije interakcije s ostacima aminokiselina koji se tamo nalaze.       

Druga skupina spojeva čiji smo učinak istraživali prvenstveno na transporter ABCG2 a onda  i 

na ABCB1 su derivati antimalarika primakina - fumardiamidi primakina i halogenanilina 

(1786, 1787, 1788 i 1789) te bis-urea primakina i halogenanilina (1790 i 1791). U slučaju prve 

skupine derivata primakina radi se o diamidima fumarne kiseline kod kojih je jedna amidna 

veza postignuta s primakinom a druga s halogenanilinom koji ima supstituiran klor u meta- 

(1786) ili para- (1787) položaju, ili trifluorometilnu skupinu u meta- (1788) ili para- (1789) 

položaju [182]. Druga skupina derivata primakina ima u svojoj strukturi bis-urea središnju 

funkcionalnu grupu te također primakinski dio i halogenanilin koji ima supstituiran klor (1790) 

ili trifluorometilnu skupinu (1791) u para- položaju [180]. 

Antimalarici poput primakina, klorokina, hidroksiklorokina i artemizinina se, osim za liječenje 

malarije, prenamjenjuju i za druge indikacije, jer su do sada pokazali značajan protuparazitski, 

protuvirusni i protutumorski učinak, a neki od njih su se pokazali i kao potentni inhibitori 

transportera ABC [156], [170], [175], [177], [244]–[248]. Prenamjena lijekova (engleski pojam 

„drug repurposing“) je strategija pronalaska novog načina upotrebe već istraženih i odobrenih 

lijekova za indikaciju različitu od one za koju su razvijeni. Ovakav pristup ima mnoge prednosti 

pred razvojem potpuno novog lijeka, kao što su manji rizik od neuspjeha u pogledu sigurnosti 
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lijeka, kraći period razvoja lijeka i manji troškovi [249]. Uz prenamjenu se često rade i 

modifikacije postojećih lijekova, kako bi se postigao bolji učinak. Fumardiamidi primakina i 

halogenanilina te bis-urea primakina i halogenanilina, koje smo istraživali u ovom radu, su 

dobiveni modifikacijom strukture primakina kako bi se poboljšala njegova antimalarijska 

svojstva i citotoksični učinak, te je pokazano da ovi spojevi imaju snažnu protutumorsku 

aktivnost [180], [182]. Na temelju tih rezultata i literaturnih podataka o tome koje strukturne 

značajke treba imati potencijalni inhibitor (lipofilnost molekule, aromatske skupine, 

mogućnost stvaranja vodikove veze), te činjenice da neki antimalarici djeluju inhibitorno na 

transportere ABC, pretpostavili smo da bi navedeni derivati primakina mogli imati inhibitorni 

učinak na aktivnost transportera ABCG2 i ABCB1.  

Dva fumardiamida primakina i halogenanilina koji imaju kloridnu skupinu (1786) i 

trifluorometilnu skupinu (1788) u meta- položaju na benzenskom prstenu pokazala su jači 

citotoksični učinak na staničnim linijama PLB/ABCG2 i PLB-985 od spojeva 1787 i 1789 koji 

imaju iste skupine u para-položaju. Ovaj rezultat je u skladu s rezultatima Rajić i suradnika 

[182] koji su pokazali da fumardiamidi primakina i halogenanilina sa supstituentima u meta- 

položaju na benzenskom prstenu imaju veću citotoksičnost prema staničnoj liniji akutne 

limfoblastične leukemije ljudi (DND-41), dok su oni kojima su supstituenti u para- položaju 

imali jaku antibakterijsku aktivnost. Spojevi koji pripadaju skupini bis-urea primakina i 

halogenanilina, a imaju kloridnu skupinu (1790) ili trifluorometilnu skupinu (1791) u para- 

položaju na benzenskom prstenu, pokazali su značajno jaču citotoksičnu aktivnost spram 

spojeva 1787 i 1789 što znači da je struktura središnje funkcionalne skupine važna za 

antiproliferativnu aktivnost ovih spojeva. Dodatno, stanična linija PLB/ABCG2 je pokazala 

značajno veću otpornost na spojeve 1788 i 1790 što nas navodi na pretpostavku da se ovi 

spojevi prenose pomoću ABCG2.  

Svi testirani derivati primakina djelovali su inhibitorno na aktivnost transportera ABCG2 u 

testu nakupljanja supstrata H 33342 u staničnim linijama MDCK-II/ABCG2, MDCK-II, 

PLB/ABCG2 i PLB-985, a inhibitorni učinak spojeva 1786, 1787 i 1789 je potvđen i u 

staničnim linijama HEK-EGFP-G2 i HEK-293 tijekom praćenja nakupljanja H 33342 u 

stvarnom vremenu. Antimalarici primakin i klorokin u našim istraživanjima nisu pokazali 

inhibitorni učinak na transporter ABCG2, što je u međuvremenu i literaturno potvrđeno [165]. 

Ta informacija nam govori da se modifikacijom strukture primakina može postići njegova jača 

inhibitorna aktivnost. Iz samog testa nakupljanja supstrata nismo mogli donijeti zaključak o 

razlici u inhibitornom potencijalu između dvije skupine derivata primakina, te smo ispitali 

vezanje konformacijski osjetljivog protutijela 5D3 i izmjerili ATP-aznu aktivnosti kako bismo 
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uz to dobili i informaciju o prirodi interakcije pojedinog derivata s transporterom ABCG2. 

Spojevi 1786 i 1788, koji imaju supstituente u meta- položaju na benzenskom prstenu i koji su 

pokazali snažniju citotoksičnu aktivnost pojačali su vezanje protutijela 5D3 u najnižoj 

koncentraciji (1M), dok su spojevi 1787 i 1789, s para- položajem supstituentana, pojačali 

njegovo vezanje u koncentraciji od 5 M. Pri tome su spojevi 1786 i 1789 u koncentraciji od 

5 M dosegnuli 70% i više maksimalne vrijednosti inhibicije transportera, dok je 1787 bio 

nešto manje potentan. Derivati bis-urea primakina i halogenanilina pokazali su puno slabiji 

učinak na inhibiciju ABCG2 od fumardiamida. Ranije smo zaključili da se spojevi 1788 i 1790 

prenose pomoću transportera ABCG2 jer je stanična linija koja ima prekomjernu ekspresiju 

ABCG2 pokazala značajnu otpornost na njih u usporedbi s roditeljskom staničnom linijom. 

Međutim, ovi spojevi su djelovali inhibitorno u testu nakupljanja supstrata i vezanja 5D3 što 

ukazuje da imaju inhibitorni učinak na transporter u određenoj koncentraciji. Poznato je da su 

mnogi potentni inhibitori transportera ABCG2 ujedno i njegovi supstrati stoga taj rezultat nije 

iznenađujuć. Primjerice, Wang i suradnici nedavno su pokazali da je selektivni inhibitor 

receptora tirozinske kinaze ALK, spoj NVP-TAE684, supstrat transportera ABCG2 koji u 

određenim koncentracijama djeluje kao potentni inhibitor [250].     

Utjecaj na aktivnost ATP-aze ispitali smo za one spojeve koji su pokazali jednaku citotoksičnu 

aktivnost u staničnoj liniji sa i bez transportera i koji su značajno pojačali vezanje 5D3 – 1786, 

1787 i 1789, a rezultati su potvrdili da su ovi spojevi potentni inhibitori transportera ABCG2. 

Dodatno smo ispitali utjecaj ova tri spoja na aktivnost ATP-aze transportera ABCB1 i pokazali 

da su sva tri njegovi supstrati, što smo naknadno potvrdili i testom nakupljanja fluorescentnog 

supstrata kalceina-AM u stanicama A2780/Adr s prekomjernom ekspresijom ABCB1 u kojem 

niti jedan od njih nije povećao nakupljanje supstrata unutar stanica. To znači da možemo 

govoriti o inhibitorima koji su selektivni za transporter ABCG2, za razliku od diaza-18-kruna-

6 etera koji su inhibitori ABCB1 i ABCG2 [96]. Spojevi 1786, 1787 i 1789 su općenito u svim 

testovima pokazali jači inhibitorni potencijal prema transporteru ABCG2 od diaza-18-kruna-6 

etera. Ova tri derivata primakina povećala su osjetljivosti tumorske stanične linije 

PLB/ABCG2 na mitoksantron u gotovo jednakoj mjeri kao i referentni inhibitor Ko143, dok 

DAC-3Amid nije postigao takav učinak. 

Razlog tomu može biti i veća koncentracija primakina koja je korištena u kombiniranom testu 

citotoksičnosti spram koncentracije DAC-3Amida, koji je pokazivao toksičnost u višim 

koncentracijama. Niža citotoksičnost primakina čini ih još boljim kandidatima za inhibitore, 

jer je veći raspon koncentracija koje se mogu ispitati i primijeniti. Kako bismo dobili detaljniji 
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uvid u strukturne značajke derivata primakina koje su važne za njihov inhibitorni potencijal, u 

budućim je istraživanjima potrebno provesti račune molekulskog uklapanja ispitanih derivata 

primakina u protein ABCG2. Na temelju dosadašnjih ispitivanja možemo zaključiti da vrsta 

supstituenta i njegov položaj na benzenskom prstenu nije ključan za pojačani inhibitorni 

potencijal spoja jer spojevi 1786, 1787 i 1789 djeluju podjednako snažno, dok je struktura 

središnje funkcionalne skupine (fumarna kiselina ili bis-urea) važna. U nedavnom istraživanju, 

Roussel i suradnici su na primjeru derivata kromona, izomera kumarina, pokazali da pozicija 

bromidne skupine kao supstituenta na benzenskom prstenu spoja nije značajno utjecala na 

njegovu inhibitornu aktivnost prema ABCG2, dok je uvođenje hidrofobnijih skupina u 

strukturu spoja bilo od velikog značaja [217].      

Derivat primakina 1786 te krunasti eter DAC-3Amid u kombinaciji sa mitoksantronom u 

staničnoj liniji PLB/ABCG2 pojačavaju učinak kemoterapeutika na stanični ciklus. Iz literature 

je poznato da kemoterapeutik mitoksantron zaustavlja stanični ciklus u fazi G2/M zato što 

djeluje kao inhibitor topoizomeraze I i spriječava pravilnu diobu stanica te aktivira apoptozu 

[214]. Oba su spoja u kombinaciji s mitoksantronom povećala broj stanica u fazi subG1, koja 

označava stanice u apoptozi, u usporedbi sa samim mitoksantronom ili kada su ispitivani svaki 

pojedinačno, što znači da je učinak spojeva vezan isključivo za inhibiciju transportera ABCG2 

i povećano nakupljanje mitoksantrona u stanicama. Iz ovog je testa, također, vidljivo da su 

derivati primakina snažniji inhibitori od DAC-3Amida.          

Spojevi DAC-2Amid i DAC-3Amid te derivati primakina 1786, 1787 i 1789 nisu pokazali 

dodatni mehanizam inhibicije ABCG2 kao što su smanjenje njegove ekspresije i utjecaj na 

njegovo pravilno pozicioniranje na staničnoj membrani, a nisu imali utjecaj ni na stanični 

oksidativni stres, već svoj inhibitorni potencijal ostvaruju direktnim vezanjem na transporter i 

kompeticijom za vezno mjesto sa supstratom.   

Obje skupine spojeva koje smo ispitivali u ovom radu pokazale su potencijal za daljnji razvoj 

novih derivata modifikacijom postojeće strukture, s ciljem poboljšanja njihove inhibitorne 

aktivnosti prema transporterima ABC i rješavanja problema višestruke otpornosti tumora na 

terapiju.  

S obzirom da se veliki broj lijekova prenosi upravo putem transportera ABC ili pak modulira 

njihovu aktivnost, ovi transporteri igraju ključnu ulogu u farmakokinetici mnogih lijekova te 

time značajno utječu na učinak liječenja. Stoga je važno poznavati prirodu interakcije 

pojedinog spoja s transporterom, ukoliko se derivati koje smo ispitali u ovom radu razvijaju 

dalje kao potencijalni protubakterijski i protutumorski lijekovi ili antimalarici, jer mogu u 

kombinaciji s drugim lijekovima izazvati povećanu toksičnost.   
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6.  ZAKLJUČCI 

 

1. Rezultati dobiveni testovima nakupljanja supstrata transportera ABCB1 i ABCG2 u 

staničnim linijama A2780/Adr, MDCK-II/ABCG2 i PLB/ABCG2 koje imaju prekomjernu 

ekspresiju transportera ABCB1 odnosno ABCG2 te u izvrnutim membranskim vezikulama 

koje imaju transporter ABCG2 pokazuju da monoaza-18-kruna-6 eteri (MAC i MAC-

Amidi) ne djeluju inhibitorno na transportere. S druge strane, diaza-18-kruna-6 eteri koji 

imaju amidnu vezu u poveznici između eterskog prstena krune i bočnog ogranka 

adamantana (DAC-Amidi) pokazuju značajno jači inhibitorni utjecaj na transportere 

ABCB1 i ABCG2 spram diaza-18-kruna-6 etera koji imaju aminsku vezu (DAC), iz čega 

se može zaključiti da je kemijska struktura spoja važna za njegovu inhibitornu aktivnost. 

 

2. Detaljnom analizom učinka najaktivnijih spojeva koju smo proveli koristeći niz staničnih i 

biokemijskih testova, kao što je analiza ATP-azne aktivnosti transportera ABCG2 i vezanje 

konformacijski osjetljivog protutijela 5D3 na vanjski epitop transportera ABCG2, pokazali  

smo da spojevi DAC-2Amid i DAC-3Amid značajno smanjuju aktivnost oba transportera 

iz čega se može zaključiti da su njihovi snažni inhibitori. Rezultati pokazuju da spoj DAC-

2Amid ima snažniji inhibitorni učinak na transporter ABCB1, a DAC-3Amid značajno 

snažnije inhibira transporter ABCG2, premda smo pokazali da njegova aktivnost nije 

dosegnula učinkovitost referentnog inhibitora Ko143. Ove rezultate potvrdili smo i 

molekulskim uklapanjem spojeva u transporter ABCG2 čime smo pokazali da se DAC-

3Amid veže pliće u šupljinu 1 i ne ostvaruje interakciju s aminokiselinom Phe 439, što 

može biti razlog slabije aktivnosti u odnosu na Ko143.   

 

3. Nizom staničnih i biokemijskih testova na staničnim linijama MDCK-II/ABCG2 i 

PLB/ABCG2 te u izvrnutim membranskim vezikulama koje imaju transporter ABCG2 

pokazali smo da derivati primakina 1786, 1787 i 1789 značajno smanjuju aktivnost 

transportera ABCG2 što dovodi do zaključka da su njegovi snažni inhibitori. Rezultati 

upućuju na to da je njihov inhibitorni potencijal usporediv s referentnim inhibitorom 

Ko143, te da imaju snažniji inhibitorni učinak od DAC-3Amida. Ispitivanjem utjecaja 

derivata primakina na aktivnost ATP-aze transportera ABCB1 u izvrnutim membranskim 

vezikulama pokazali smo da isti spojevi snažno stimuliraju njegovu aktivnost iz čega 

zaključujemo da djeluju kao supstrati transportera ABCB1 te da su selektivni inhibitori 
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transportera ABCG2.    

 

4. Ispitivanjem utjecaja derivata primakina na aktivnost transportera ABCG2 pokazali smo 

da fumardiamidi primakina i halogenanilina imaju snažniji inhibitorni učinak od bis-urea 

primakina i halogenanilina, što upućuje na zaključak da je struktura središnje funkcionalne 

skupine važna za inhibitorni potencijal derivata primakina.   

 

5. Rezultati dobiveni ispitivanjem antiproliferativne aktivnosti metodom MTT te specifičnog 

utjecaja na stanični ciklus pomoću protočne citometrije pokazali su da je tretman s 

kemoterapeutikom mitoksantronom u kombinaciji sa spojevima DAC-3Amid, 1786, 1787 

i 1789 značajno povećao osjetljivost tumorske stanične linije PLB/ABCG2 na 

kemoterapeutik  mitoksantron, što dovodi do zaključka da su ovi spojevi dobri kandidati za 

rješavanje problema višestruke otpornosti tumora na terapiju.  

  

6. Praćenjem utjecaja spojeva na lokalizaciju i ekspresiju proteina ABCG2 te molekulskim 

uklapanjem pokazali smo da spojevi DAC-3Amid, 1786, 1787 i 1789 svoju inhibitornu 

aktivnost ostvaruju isključivo kroz interakciju sa transporterom i vezanjem u šupljinu 1, iz 

čega zaključujemo da po mehanizmu inhibicije djeluju kao kompetitivni inhibitori 

transportera ABCG2.  

 

7. Ovim istraživanjem pokazali smo da je struktura molekule inhibitora vrlo važna za njegovu 

aktivnost i da se modifikacijom strukture može utjecati na snagu inhibicije. To je važan 

doprinos daljnjim istraživanjima potencijalnih inhibitora transportera ABC, koji bi jednoga  

dana mogli ući u kliničku primjenu za rješavanje problema višestruke otpornosti na 

terapiju, jer daje uvid u strukturne karakteristike koje omogućuju bolju interakciju s 

transporterima.   
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8.  SAŽETAK 

 

Obitelj transportera ABC (od eng. ATP-binding cassette) velika su i evolucijski dobro očuvana 

obitelj proteina, čija je fiziološka uloga aktivni prijenos ksenobiotika iz stanice, te time služe 

kao sustav obrane stanica. Međutim, njihova povećana ekspresija na površini tumorskih stanica 

uzrokuje višestruku otpornost tumora na terapiju, jer su mnogi kemoterapeutici njihovi 

supstrati. To je fenomen koji označava neosjetljivost tumora na jedan kemoterapeutik ili čitavu 

funkcionalno i strukturno nepovezanu grupu lijekova. Premda je pokazano da je više različitih 

transportera ABC uključeno u otpornost tumorskih stanica na terapiju, ABCB1 (P-

glikoprotein), ABCC1 (MRP-1, od eng. multidrug resistance associated - protein 1) i ABCG2 

(BCRP, od eng. breast cancer resistance protein) su prvi otkriveni u tom kontekstu, najviše se 

povezuju sa višestrukom otpornošću na terapiju i klinički su najrelevantniji. 

Mogućnost moduliranja ekspresije proteina ABC ili blokiranja njihove funkcije ima veliku 

kliničku važnost, kako bi se postigla učinkovitija protutumorska terapija, ali i poboljšala 

apsorpcija i dostupnost drugih lijekova, koji su supstrati ovih transportera, u organizmu. Do 

danas je otkriveno mnogo farmakoloških agensa koji moduliraju aktivnost transportera ABC, 

ali niti jedan još nije u kliničkoj upotrebi zbog toksičnosti, interakcije s drugim lijekovima ili 

nedovoljnog kliničkog učinka.    

Cilj ovog istraživanja bio je ispitati mogućnost modulacije aktivnosti transportera ABCB1 i 

ABCG2 pomoću dvije skupine spojeva te odgovor stanica na njihovo djelovanje. Radi se o 

adamantanom supstituiranim monoaza- i diaza-krunastim eterima, koji se kao modeli prirodnih 

ionofora istražuju u različitim biološkim kontekstima, te skupini fumardiamida i bis-urea 

primakina i halogenanilina, koji su dizajnirani radi poboljšanja antimalarijskog djelovanja 

primakina, ali i kao novi potencijalni protutumorski i antimikrobni spojevi.  

Ispitivanja smo radili na staničnim linijama A2780/Adr, MDCK-II/ABCG2 i PLB/ABCG2, 

koje imaju prekomjernu ekspresiju transportera ABCB1 i ABCG2, te njihovim roditeljskim 

parovima A2780, MDCK-II i PLB-985. Antiproliferativnu aktivnost spojeva ispitali smo 

pomoću testa MTT, dok smo utjecaj spojeva na aktivnost transportera ABCB1 ispitali pomoću 

testova nakupljanja fluorescentnih supstrata u stanicama (rodamin 123 i kalcein-AM) te 

mjerenjem ATP-azne aktivnosti. Utjecaj na aktivnost transportera ABCG2 ispitali smo pomoću 

testova nakupljanja fluorescentnih supstrata u stanicama (feoforbid A, hoechst 33342) te u 

izvrnutim membranskim vezikulama (lucifer yellow), testom vezanja konformacijski 

osjetljivog protutijela 5D3 i mjerenjem aktivnosti ATP-aze. Rezultate smo usporedili s 

učinkom referenetnih inhibitora transportera ABCB1 (verapamil) i ABCG2 (Ko143).    
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Spojeve koji su pokazali najjači inhibitorni potencijal prema transporteru ABCG2 u 

prethodnim testovima ispitali smo u testu citotoksičnosti u kombinaciji s kemoterapeutikom 

mitoksantronom, kako bismo odredili njihovu sposobnost povećanja osjetljivosti tumorskih 

stanica na kemoterapeutik. Potvrdili smo također i povećanje učinka mitoksantrona na stanični 

ciklus uslijed djelovanja spojeva. Eksperimentalne rezultate dobivene ispitivanjem učinka 

derivata krunastih etera na ABCG2 potvrdili smo i metodom molekulskog uklapanja na protein 

ABCG2.  

Pokazali smo da diaza-krunasti eteri koji imaju amidnu vezu u poveznici između prstena krune 

i bočnog ogranka adamantana imaju značajno jači inhibitorni učinak na oba transportera ali i 

manju citotoksičnost spram diaza-krunastih etera koji imaju aminsku vezu. Među njima su 

najaktivniji DAC-2Amid i DAC-3Amid, pri čemu je DAC-2Amid pokazao jači inhibitorni 

potencijal prema ABCB1, dok DAC-3Amid ima snažniju inhibitornu aktivnost prema ABCG2. 

Spoj DAC-3Amid je značajno povećao osjetljivost tumorske stanične linije PLB/ABCG2 na 

mitoksantron. 

Fumardiamidi primakina i halogenanilina su pokazali značajno jači inhibitorni učina k na  

transporter ABCG2 spram bis-urea primakina i halogenanilina, koji su imali jači citotoksični 

učinak. Spojevi 1786, 1787 i 1789 značajno su povećali osjetljivost tumorske sanične linije 

PLB/ABCG2 na mitoksantron, a pokazali smo i da su supstrati transportera ABCB1.   

Ispitani spojevi nisu pokazali dodatni mehanizam utjecaja na transporter ABCG2 u vidu 

smanjenja njegove ekspresije, poremećaja lokalizacije ili narušavanja oksidativne ravnoteže u 

stanicama, te smo na temelju toga zaključili da su spojevi DAC-3Amid, 1786, 1787 i 1789 

kompetitivni inhibitori transportera ABCG2, pri čemu su derivati primakina selektivni za 

transporter ABCG2, dok je DAC-3Amid inhibitor oba transportera.  

Rezultati ovog rada pokazuju da je struktura molekule inhibitora vrlo važna za njegovu 

aktivnost i da se modifikacijom strukture može utjecati na snagu inhibicije. Ovo istraživanje je 

dalo doprinos za dizajn i sintezu novih spojeva s još boljim sposobnostima modulacije 

aktivnosti transportera. 
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9.  SUMMARY 

 
The ABC transporter family (from ATP-binding cassette) is a large and evolutionarily well 

conserved family of proteins whose physiological role is the active transfer of xenobiotics out 

of the cell, thus serving as a cell protection system. However, their increased expression on the 

surface of tumor cells leads to multiple therapy resistance of tumors, as many chemotherapeutic 

agents are their substrates. This is a phenomenon that indicates the insensitivity of a tumor to 

a chemotherapeutic agent or to an entire functionally and structurally unrelated group of drugs. 

Although several different ABC transporters have been shown to be involved in tumor cell 

therapy resistance, ABCB1 (P-glycoprotein), ABCC1 (MRP-1, from multidrug resistance-

associated protein 1) and ABCG2 (BCRP, from breast cancer resistance protein) were the first 

to be discovered in this context, are most commonly associated with multiple therapy 

resistance, and are the most clinically relevant. 

The ability to modulate the expression of ABC proteins or block their function is of great 

clinical importance to achieve more effective antitumor therapy, but also to improve the 

absorption and availability in the body of other drugs that are substrates of these transporters. 

To date, many pharmacological agents have been discovered that modulate the activity of the 

ABC transporters, but none of them is yet in clinical use due to toxicity, drug interactions, or 

insufficient clinical efficacy. 

The aim of this research was to investigate the possibility of modulating the activity of ABCB1 

and ABCG2 transporters by two groups of compounds and the response of cells to their action. 

These are adamantane-substituted monoaza and diaza crown ethers, which are studied as 

models of natural ionophores in various biological contexts, and a group of primaquine and 

halogenaniline fumardiamide and bis-urea, which were developed to improve the antimalarial 

activity of primaquine, but also as new potential antitumor and antimicrobial compounds.We 

performed the assays on the cell lines A2780/Adr, MDCK-II /ABCG2, and PLB/ABCG2, 

which overexpress the transporters ABCB1 and ABCG2, and on their parent pairs A2780, 

MDCK-II, and PLB-985. The antiproliferative activity of the compounds was tested using the 

MTT assay, whereas the influence of the compounds on the activity of the ABCB1 transporter 

was examined using fluorescent substrate accumulation assays in the cells (rhodamine 123 and 

calcein-AM) and by measuring ATPase activity. We investigated the effect on the activity of 

the ABCG2 transporter using fluorescent substrate accumulation assays in cells (phophorbide 

A, Hoechst 33342) and in inverted membrane vesicles (lucifer yellow), by binding the 

conformation-sensitive antibody 5D3, and by measuring ATPase activity. We compared the 
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results with the effect of the reference inhibitors of transporters ABCB1 (verapamil) and 

ABCG2 (Ko143). 

The compounds that showed the strongest inhibitory potential toward the ABCG2 transporter 

in the previous assays were tested in a cytotoxicity assay in combination with the 

chemotherapeutic agent mitoxantrone to determine whether they could increase the sensitivity 

of tumor cells to the chemotherapeutic agent. Enhancement of the effect of mitoxantrone on 

the cell cycle by the action of the compounds was also confirmed. The experimental results 

obtained by studying the effect of crown ether derivatives on ABCG2 were also confirmed by 

the method of molecular docking to the ABCG2 protein. 

We have shown that diaza crown ethers that have an amide bond in the junction between the 

crown ring and the adamantane side branch have a significantly stronger inhibitory effect on 

both transporters, but also lower cytotoxicity compared with diaza crown ethers that have an 

amine bond. Among them, DAC-2Amide and DAC-3Amide are the most active, with DAC-

2Amide showing stronger inhibitory potential against ABCB1, while DAC-3Amide showed 

stronger inhibitory activity against ABCG2. The compound DAC-3Amide significantly 

increased the sensitivity of the PLB/ABCG2 tumor cell line to mitoxantrone. 

Primaquine and halogenaniline fumardiamides showed significantly stronger inhibitory 

activity against ABCG2 transporter compared with primaquine and halogenaniline bis-ureas, 

which had stronger cytotoxic activity. Compounds 1786, 1787, and 1789 significantly 

increased the sensitivity of the PLB/ABCG2 tumor cell line to mitoxantrone, and we also 

demonstrated that they were substrates of the ABCB1 transporter. 

The tested compounds did not show any additional mechanism of interference with the ABCG2 

transporter in the form of reduction of its expression, disruption of its localization, or disruption 

of oxidative balance in cells, from which we concluded that the compounds DAC-3Amide, 

1786, 1787, and 1789 are competitive inhibitors of the ABCG2 transporter, primaquine 

derivatives being selective for the ABCG2 transporter, whereas DAC-3Amide is an inhibitor 

of both transporters.  

The results of this work show that the structure of the inhibitor molecule is very important for 

its activity and that the strength of inhibition can be influenced by modifying the structure. This 

research contributed to the design and synthesis of new compounds with even better abilities 

to modulate transporter activity. 
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