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Ispitivano je citotoksi¢no djelovanje nekih nitroaromatskih
spojeva koji imaju terapijske ucinke u razli¢itim podruéjima me-
dicine. Citotoksicni uc¢inak ispitivane skupine spojeva ovisi o dva
osnovna parametra, vremenu inkubacije u prisutnosti spoja i
njegovoj koncentraciji, a odituje se u podruc¢ju od mikromolarnih
do milimolarnih koncentracija. Na kulturi animalnih stanica in
vitro citotoksi¢nost se iskazuje kao akutno citostatsko ili cito-
cidno kroni¢no djelovanje.

Niklozamid i nitrofuranski derivati pokazali su se kao izrazitiji
citostatski agensi, dok se kod nitroimidazolskih derivata, nitro-
ksolina i nitrazepama citostatsko i citocidno djelovanje javlja pri
jednakim koncentracijama.

Razvoj nitroaromatskih kemoterapijskih lijekova zapoéeo je &etrde-
setih godina, na temelju opazanja da prisutnost nitro-skupine u furan-
skim i tiofenskim derivatima pridonosi bakteriostatskoj aktivnosti tih
spojeva (1, 2). Do danas je sintetiziran velik broj nitroaromatskih spo-
jeva, a najbrojniji su nitrofuranski (opisano ih je nekoliko tisuéa), nitro-
imidazolski i nitrotiazolski derivati.

Zbog svoje baktericidne i antiprotozoalne aktivnosti brojni se nitro-
aromati $iroko primjenjuju u medicini i veterini, te kao aditivi ljudskoj
i Zivotinjskoj hrani. Pritom vrsta osnovnog heterocikli¢kog ili obi¢nog
aromatskog prstena odlu¢uje o djelotvornosti protiv odredene klase or-
ganizama, dok priroda i mjesto supstituenata utjee na stupanj aktiv-
nosti spoja. Bitna je, medutim, prisutnost nitro-skupine (3).

Nitro-skupina vezana za aromatsku strukturu odgovorna je za snazno
izrazeno svojstvo elektronskog afiniteta, koje je presudno pri iskazivanju
slozene metabolicke aktivnosti i velike radiokemijske reaktivnosti te
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vrste spojeva (4). Upravo zbog tih svojstava, koja bi se mogla iskoristiti
u radioterapiji i kemoterapiji nekih vrsta tumora, u posljednjih su ne-
koliko godina nitroaromatski spojevi izazvali zanimanje radiobiologa i
onkologa (5, 6). Bududi da postoji moguénost da neki od veé upotreblja-
vanih nitroaromatskih lijekova nadu novu primjenu u lijeCenju malignih
tumora koji sadrzavaju frakcije hipoksi¢nih stanica (7), ukazala se po-
treba da se ponovo preispita njihovo biolosko djelovanje, posebno tok-
sicno, jer bi se u tom slucaju aplicirale maksimalne mogudée doze tih
lijekova (7, 8).

U ovom je radu, upotrebom in vitro kultura animalnih stanica, ispitana
citotoksi¢nost potencijalnih lijekova od kojih se neki pojavljuju i u
jugoslavenskoj farmakopeji, a po svome su kemijskom sastavu nitro-
aromati.

MATERIJAL I METODE

Nitroaromatski spojevi

Analizirano je ukupno 11 nitroaromatskih spojeva, pet nitroimidazol-
skih, tri nitrofuranska, te po jedan nitrokinolinski, nitrofenolni i nitro-
benzodiazepinski derivat.

Metronidazol (Flagyl — Alkaloid, Efloran — Krka, Medazol — Belupo,
Ovargil — Galenika) jedan je od najée$ce upotrebljavanih antiflagelata
(trihomonacid i lamblijacid). Po kemijskom je sastavu 2-metil-5-nitro-
imidazolil-1-etanol.

Tinidazol (Fasigym — Krka, Glongyn — Lek), 1-[2 (etilsulfonil) etil]-2-
-metil-5-nitroimidazol je svjetski poznat trihomonacid. U klini¢koj je
praksi vrlo cijenjen kao sredstvo protiv intestinalne lamblijaze i ame-
bijaze.

Et-79 (Krka), 1-(2-metil-5-nitro-1-imidazolil)-etil kloretileter je derivat
S-nitroimidazola a slican je metronidazolu i tinidazolu. Sintetiziran je u
razvoju novih potencijalnih trihomonacida.

Br-80 (Krka), 1-(2-metil-5-nitro-1-imidazolil)-2-brom-etan, takoder je
S-nitroimidazolski derivat sintetiziran u programu razvoja novih triho-
monacidnih kemoterapeutika.

Mizonidazol ili Ro-07-0582 (Roche Products Ltd.), Chemical Abstracts
Service (CAS) registarski broj 13551-87-6 je 1-(2-nitro-1-imidazolil)-3-me-
toksi-2-propanol. Nije uvrsten u jugoslavensku farmakopeju a izabran
je zbog velikog zanimanja u svijetu za taj spoj kao radiosenzitizator
hipoksiCnog tumorskog tkiva. Sintetiziran je prije nekoliko godina kao
potencijalni trihomonacid.

Nitrofurantoin (Nifurantin — Lek, Alfuran — Alkaloid, Furatin — He-
mofarm), N-(5-nitro-2-furfuriliden)-1-aminohidantoin mnogo je upotreb-
ljavan uroantiseptik izrazito antibakterijskog djelovanja.

Hidroksimetilnitrofurantoin (Urfandyne — Lek, Impharzan — Miin-
chen), N-(5-nitro-2-furfuriliden)-1-amino-3-hidroksimetilhidantoin, po ke-
mijskom sastavu i djelovanju sli¢an je nitrofurantoinu.
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Furagin (Pliva-Medexport, Moskva), 1-[f-(5-nitrofuril-2) akriliden-ami-
no Jhidantoin je Sirokospektralni uroantiseptik.

Nitroksolin (5-Nok — Lek, Isinok — Isis, Nikinol — Pliva, Galinon —
Galenika, Nikopet — Farmakos, Nobrin — Zdravlje) je 5-nitro-8-hidroksi-
kinolin, uroantiseptik $irokog antibakterijskog djelovanja.

Nitrazepam (Mogadon — Galenika; Cerson — Belupo), 1,3-dihidro-7-ni-
tro-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepin-2-on upotrebljava se u tretiranju nesanice
s anksioznim stanjima.

Niklozamid (Yomesan — Bayer-Pharma, Vermitin — Farmakos), N-(2’-
-klor-4’-nitrofenil)-5-klor-salicilamid. Lijek je afirmiran kao sredstvo pro-
tiv trakavice (tenicid).

U cksperimentima su te tvari upotrebljavane kao kemijski ¢isti spo-
jevi. Prema potrebi prociséeni su s pomocu odgovarajucih otapala. Za
svaki je pokus upotrijebljena svjeza otopina u stani¢nom hranjivom
mediju. Od nekih slabo topljivih spojeva nije bilo moguée pripremiti vi-
soko koncentrirane otopine. Zato je prvo pripremljena otopina u DMSO
(dimetilsufoksidu), koja je zatim razrijedena u mediju, pri ¢emu konaéna
koncentracija DMSO nije bila veéa od 29/,. DMSO u toj koncentraciji ne
utjece na prezivljenje stanica.

Stani¢ne kulture bile su trovrsne:

— V79-379A, pluéni fibroblasti kineskog hréka; kontinuirana viSego-
diSnja kultura, populacijsko vrijeme duplikacije 11—12 sati;

— KNRK, bubre?ne stanice $takora transformirane misjim virusom
Kirstenova sarkoma; duplikacijsko vrijeme 23—24 sata;

— Hela, stanice humanog karcinoma grla maternice; duplikacijsko
vrijeme 20—21 sat.

Kulture su uzgajane pri 379C u inkubatoru u atmosferi zasi¢enoj vla-
gom uz 109/, uglji¢nog dioksida. Hranjivi medij sastojao se od Eaglova
minimalnog esencijalnog medija (MEM) s Earlovim solima (Gibco-
-Biocult Ltd.) uz streptomicin (100 mg/l) i benzilpenicilin (100 jedini-
ca/ml). Medij za V79-379A kulturu sadrzavao je 159, a za ostale stani¢ne
kulture 109/, fetalnog teleceg seruma (Gibco-Biocult Ltd.). Kontinuirano
uzgajanje stanica, koje su rasle jednoslojno prilijepljene uz dno Deme-
trijevih staklenih posuda, omogudéeno je presadivanjem pomocu 0,29/o-tne
otopine tripsina u Hanksovu puferu.

Ispitivanje citotoksi¢nog djelovanja

Citostatsko djelovanje ispitivano je na temelju praéenja krivulje rasta
asinkrone populacije stanica u prisutnosti odredene koncentracije tok-
sinog agensa u hranjivom mediju. Niz paralelnih uzoraka jednog broja
stanica, nasadenih u plasti¢ne Petrijeve zdjelice promjera 6 cm, ostav-
ljeno je u inkubatoru do iduéeg dana, da bi se dobila populacija u loga-
ritamskoj fazi rasta. Nato je odstranjen medij i dodan novi s odredenom
koncentracijom toksicne supstancije. Kontrolnim uzorcima ponovo je
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dodan cisti medij. Uzorci su ponovo stavljeni u inkubator i zatim se u
odredenim vremenskim razmacima broj naraslih stanica u pojedinom
uzorku odredivao brojenjem u hemocitometru. Za svaku tocku na kri-
vulji uzeta je srednja vrijednost iz tri Petrijeve zdjelice.

Citocidno djelovanje analizirano je na temelju pradenja promjene spo-
sobnosti formiranja kolonija (djelotvornosti nasadivanja) stanica, koje
su odredeno vrijeme inkubirane u prisutnosti odredene koncentracije
toksi¢ne supstancije u hranjivom mediju. Po 200—300 stanica nasadeno
je u plasti¢ne Petrijeve zdjelice promjera 6 cm, i uzorci su ostavljeni
dva sata, da se stanice pri¢vrste za dno. Nakon toga je odstranjen medij
i dodan novi s odredenom koncentracijom ispitivane supstancije u ukup-
nom volumenu od 3 ml. Pri odredivanju akutne toksi¢nosti (kracde vrije-
me ekspozicije) medij je sadrzavao 100/, dok je pri ispitivanju kroni¢ne
citotoksicnosti u mediju bilo 159/, fetalnog teledeg seruma. Uzorci su in-
kubirani pri 37°C. Posto je isteklo vrijeme ekspozicije, odstranjen je
medij i uzorci su dva puta isprani s po 2 ml ¢istog medija. Dodan je
ponovo hranjivi medij i Petrijeve su zdjelice ostavljene u inkubatoru 7
dana da narastu vidljive kolonije. Kod ispitivanja kroni¢ne citotoksic-
nosti to je vrijeme u nekim sluc¢ajevima produzeno na 10—12 dana. Ko-
lonije su zatim obojene 10%/p-tnom Giemsinom otopinom (metilensko mo-
drilo). U tim je uvjetima kod kontrolnih uzoraka prosje¢no 60—709/,
stanica formiralo kolonije, a u nekim je eksperimentima taj postotak bio
i vedi.

REZULTATI I DISKUSIJA

Citotoksi¢nost nekog spoja iskazuje se djelovanjem na osnovno biolos-
ko svojstvo animalnih stanica, sposobnost kontinuiranog razmnoZzavanja
diobom. Pritom se taj Stetni utjecaj ocituje u dva osnovna oblika: cito-
statskom (inhibicija proliferacije stani¢ne populacije) i citocidnom uéin-
ku (inhibicija tvorbe stani¢nih kolonija). Za razliku od ireverzibilnog le-
talnog djelovanja, koje obiljezava citocidni ucinak, citostatski je ucinak
po svojoj prirodi reverzibilan jer se moze ukinuti uklanjanjem citotok-
sicnog agensa. Samo pak citostatsko djelovanje ipak je Cesto pracdeno i
ugibanjem dijela stanica, pogotovo prilikom jace izrazenog citotoksi¢nog
ucinka.

Citostatsko djelovanje

Na sl. 1. prikazano je djelovanje metronidazola na rast asinkrone po-
pulacije HeLa stanica. Strelicom je oznacen trenutak dodavanja raznih
koncentracija metronidazola u uzorke koji su sadrZavali populacije sta-
nica u eksponencijalnoj fazi rasta. Uo¢ljivo je da je veli¢ina citostatskog
u¢inka ovisna o koncentraciji supstancije prisutne u stani¢nom hranji-
vom mediju. Tako, dok 1 mM koncentracija metronidazola ne pokazuje
nikakvo djelovanje, ve¢ 2,5 mM koncentracija usporava stani¢nu proli-
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feraciju. S daljnjim povecavanjem koncentracije metronidazola dolazi
do sve znadajnije inhibicije normalne proliferacije HeLa stanica uz de-
generativne promjene u njihovu morfolodkom izgledu, dok se pri 20 mM
i vi§im koncentracijama proliferacija potpuno zaustavlja, a stanice se
odljepljuju sa dna Petrijeve zdjelice i plutaju u mediju. Isti rezultati s
ovim koncentracijama metronidazola mogu se dobiti i na drugim vrsta-
ma in vitro kultura animalnih stanica (9).

Citostatsko djelovanje nekog spoja ovisno je o njegovoj koncentraciji
i moZe se prikazati pomocu faktora rasta (10). Taj se parametar stani¢ne
proliferacije izra¢unava po formuli:

NX —
faktor rasta = ——}-{-ﬁ— X 1000/ ()
Nc— No

gdje je Nx broj stanica u uzorku nakon 24 sata rasta u prisutnosti x
koncentracije odredene supstancije, No je broj stanica u uzorku u tre-
nutku nula (tj. u vremenu dodavanja supstancije), a Nc je broj stanica
u uzorku nakon 24 sata rasta bez prisutnosti ispitivane supstancije.

Na taj se nacin moZe jasnije prikazati kretanje citostatskog ucinka
ovisno o koncentraciji supstancije (sl. 2), a moguce je i usporedivati
citostatska svojstva raznih spojeva, kao i utjecaje raznih eksperimental-
nih uvjeta na tu pojavu. Isto tako, iz takve krivulje citostatskog djelo-
vanja supstancije moZe se grafic¢ki odrediti koncentracija koja pokazuje
509/o-tnu inhibiciju proliferacije, §to se uzima kao karakteristi¢na vrijed-
nost, koja omogucuje usporedbu citostatskih svojstava razliCitih agensa.
Na slici 2. prikazane su krivulje koje ilustriraju citostatsko djelovanje
dvaju nitroimidazolskih derivata, metronidazola i Et-79. O¢ito je da Et-79
pokazuje snaZnije citostatsko djelovanje jer koncentracija nesto veca od
1 mM inhibira stani¢nu proliferaciju za 509, dok se taj ucinak kod
metronidazola dobiva s priblizno 7 mM koncentracijom. Rezultati dobi-
veni analizom citostatskog djelovanja ostalih spojeva iz ove studije na-
vedeni su u tablici 1, zajedno s rezultatima ispitivanja njihova citocidnog
djelovanja. Uocljivo je da se citostatski ucinak ispitivanih nitroaromat-
skih spojeva javlja kod razli¢itih koncentracija na prilicno Sirokom pod-
ru¢ju od 1 (niklozamid) do 5 mM (metronidazol).

Citocidno djelovanje

Citocidno djelovanje nekog spoja odrazava se kao utjecaj na sposob-
nost stanice, te samostalne distinktne jedinice, da diobom formira ma-
kroskopski vidljivu koloniju svojih potomaka. S povedanjem citocidnog
udinka smanjuje se postotak stanica koje formiraju svoje kolonije, $to
se Cesto definira kao smanjenje prezivljenja.

Prema tome citocidno djelovanje, isto kao i letalno djelovanje drugih
kemijskih i fizi¢kih agensa (npr. raznih vrsta zracenja), utjeCe na sta-
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Tablica 1.

Citotoksi¢no djelovanje nitroaromatskih lijekova na V79-379A i KNRK stanice
uw aerobnim uvjetima

. Citostatsko djelovanje
Koncentracija (mM) ko- fia KNRE Etamiee

ja pokazuje 50%-tni ci-
tocidni uc¢inak na

Nitroaromatski spoj %/o inhibicije

VI9379A stanice  RORCENIE prolifera-
Je
Metronidazol 50 5 15
Tinidazol 19 3 36
Et-79 11 1 46
Br-80 33 1 63
Mizonidazol 15 1 25
Nitrazepam 1 0,2 71
Nitrofurantoin 0,72 0,02 18
Hidroksimetilnitrofurantoin 0,54 0,02 55
Furagin 0,18 0,01 34
Niklozamid 0,21 0,001 57
Nitroksolin 0,0075 0,003 34

ni¢no prezivljenje. Citocidni udinak direktno je ovisan o dva osnovna
parametra: vremenu inkubacije u prisutnosti citotoksi¢ne supstancije i
koncentraciji te supstancije u hranjivom mediju. Prezivljenje (S) se, pre-
ma tome, mozZe izraziti kao funkcija produkta koncentracije (C) i vre-
mena inkubacije (T):

S = f (CxT) 2)

Taj se produkt definira kao ekspozicijska doza (exposure dose). Medu-
tim, ako koncentracija citotoksi¢ne supstancije u mediju nije konstant-
na, nego se u kontekstu sa stanicama supstancija mijenja, mora se umje-
sto formule (2) upotrijebiti izraz:

S=|C) dt (3

© ey

Ovdje je dakle potrebno znati stvarnu koncentraciju supstancije u vre-
menu u kojem se odreduje citotoksi¢ni ucinak, C(t) (11).

Citocidno djelovanje u ovisnosti o koncentraciji supstancije

Citocidno djelovanje svih nitroaromatskih spojeva koji su ispitani u
ovom radu prikazano je na slici 3. U tom je slu¢aju izabrano fiksno vri-
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jeme inkubacije od 6 sati, te je odredivan citocidni ucinak za razne
koncentracije ispitivanih spojeva. Dobivene krivulje prikazane na ovoj
slici opisuju porast citocidnog ucinka ovisno o porastu koncentracije
supstancije prisutne u stani¢nom mediju za vrijeme inkubacije, koja je
nanesena na logaritamsku skalu. Sve su te krivulje slicna oblika, a sa-
stavljene su od dva dijela. U prvom je dijelu citotoksi¢ni uc¢inak slabo
izraZzen i s porastom koncentracije raste sporije. U drugom dijelu Kri-
vulje prelaze u linearni oblik, $to u semilogaritamskom sistemu karakte-
rizira eksponencijalni porast toksi¢nosti. U tom dijelu krivulje citocidni
ucinak raste s povedanjem koncentracije mnogo brze. Koncentracija sup-
stancije koja smanji prezivljenje, odnosno relativhu djelotvornost na-
sadivanja kolonija za 509/o, uzeta je kao standardna mjera akutnog aerob-
nog citocidnog djelovanja odredenog spoja (tablica 1).

Iz sl. 3. se moze uociti da izabrani nitroaromatski spojevi pokazuju
citocidni u¢inak na prilicno Sirokom koncentracijskom podruéju reda
veli¢ine 104, od mikromolarnih do desetmilimolarnih koncentracija. Ka-
rakteristi¢no je da su spojevi koji spadaju u kemijski srodne skupine
grupirani u priblizno istim koncentracijskim podrud¢jima, iako medu-
sobno pokazuju znadajne razlike u citotoksi¢nosti. U skupini nitroimida-
zolskih derivata, koji su najmanje toksi¢ni medu proudavanim spojevi-
ma, treba istaknuti metronidazol, koji pokazuje najmanji citocidni i cito-
statski udinak. Nitrofuranski derivati u usporedbi s nitroimidazolskim
toksi¢ni su ve¢ pri mnogo nizim koncentracijama. Kao najtoksi¢niji po-
kazao se nitrokinolinski derivat, koji 50%-tni citocidni uc¢inak pokazuje
ve¢ u 7 M koncentraciji. Toksi¢nost nitrofenolnog derivata (niklozami-
da) i nitrobenzodiazepinskog derivata (nitrazepama) nalazi se u podrudju
djelovanja nitrofurana.

Na sl. 4 prikazani su isti rezultati citocidnog ucinka nitroaromatskih
spojeva ovisno o njihovoj koncentraciji u stani¢nom hranjivom mediju,
pri ¢emu je na linearnu skalu (apscisa) nanesena koncentracija, a na lo-
garitamsku (ordinata) relativna djelotvornost nasadivanja kolonija. Tako
su dobivene krivulje prezivljenja, koje su poznate u radiobiologiji, samo
$to se na apscisu, pri zracenju, nanose doze.

U novijim se istrazivanjima djelovanja citotoksi¢nih agensa na kultu-
rama animalnih stanica in vitro takav semilogaritamski sistem uvrijezio
kao standardan (12). Iz samih se krivulja preZivljenja na ovoj slici moze
uociti da ispitivani nitroaromatski spojevi na onom podruc¢ju koncen-
tracija gdje se pocne javljati citotoksi¢ni ucinak ne pokazuju odmah
znatajan pad u prezivljenju, dok se pri veéim koncentracijama javlja
brz, eksponencijalan pad u prezivljenju stanica. Takav oblik krivulje, s
karakteristi¢nim koljenom, koje prelazi u linearni dio poznat je iz teorije
kao tip C ili »threshold exponential curve« (12). Krivulje prezivljenja na
slici 4. medusobno se razlikuju prvenstveno u veli¢ini koljena, koja ovisi
o sposobnosti stanica da u odredenoj mjeri akumuliraju $kodljivi u¢inak
tih spojeva bez letalnih posljedica. Ako se usporede krivulje dvaju po
kemijskom sastavu vrlo sli¢nih nitrofuranskih derivata, nitrofurantoina
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SL. 4. a) Citocidno djelovanje raznih koncentracija nitroimidazolskih lijekova
na V79-379A stanice nakon Sestosatne inkubacije u aerobnim uvjetima.
b) Citocidno djelovanje raznih koncentracija nitrofuranskih lijekova i
niklozamida na V79-379A stanice nakon 3estosatne inkubacije u aerobnim
uvjetima
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i hidroksimetilnitrofurantoina, moze se zakljuciti da su po obliku iden-
ti¢ne, ne razlikuju se ni u izgledu koljena. Jedino se citotoksi¢ni ucinak
hidroksimetilnitrofurantoina javlja pri ne$to nizim koncentracijama.
Zbog slabe topljivosti nekih nitroaromatskih spojeva, nije se mogao
ispitati u¢inak njihovih visokotoksi¢nih koncentracija. Zbog toga kod
nekih krivulja preZivljenja nije dostignut linearni — eksponentni dio,
tako da nije bilo moguce potanje usporedivati sve tipi¢ne parametre,
npr. nagib linearnih segmenata krivulja. Najvece koncentracije prikaza-
ne na slikama 3. i 4. nalaze se na granici topljivosti vecine tih spojeva
u hranjivom mediju, a kod nekih su dosegnute tek upotrebom boljeg
otapala (DMSO). Ne smije se, medutim, zaboraviti da je osnovna namje-
na tih spojeva upotreba u terapijske svrhe, i to u koncentracijama koje
bi za Covjeka bile neskodljive. Njihova slaba topljivost uvjetuje nisku
toksi¢nost za animalne stanice pri akutnoj ekspoziciji, pa se stoga ne
moze dogoditi da se u CovjeCjem organizmu nadu visoke, Skodljive kon-
centracije. Postoji ipak moguc¢nost da u odredenim uvjetima nastanu

.....

da upravo u hipoksi¢nim tkivima (13).

Citocidno djelovanje u ovisnosti o vremenu inkubacije

Drugi je osnovni parametar o kojem ovisi citocidni ucinak neke sup-
stancije vrijeme, odnosno trajanje inkubacije u prisutnosti odredene
koncentracije citotoksi¢nog agensa. Na slici 5. prikazan je utjecaj vre-
mena inkubacije na citocidno djelovanje nekih od ispitivanih nitroaro-
matskih spojeva u odredenoj stalnoj koncentraciji. Na taj nacin dobi-
vene krivulje prezivljenja imaju isti oblik kao i krivulje koje prikazuju
ovisnost citocidnog uéinka o porastu koncentracije supstancije. Karak-
teristi¢no je da do pada u prezivljenju ne dolazi odmah u pocetku inku-
bacije; postoji odredeno vrijeme u kojem S$tetne posljedice djelovanja
citotoksi¢nog agensa ne dolaze do izrazaja. Ovo je vrijeme za isti spoj
to krade $to je veca njegova koncentracija (sl. 5b). Kod nizih koncentra-
cija citocidni se ucinak moze pokazati tek nakon nekoliko dana inku-
bacije (sl. 6). Od trenutka kada se pojavi, citocidni ucinak s vremenom
raste sve brze (podrudje koljena), da bi na podrudju visoke toksicnosti
taj porast dostigao maksimalnu brzinu i presao u eksponencijalnu funk-
ciju.

Zbog relativno slabe toksi¢nosti maksimalno topljivih koncentracija
ispitivanih nitroaromatskih spojeva, veéina krivulja prikazanih na sl. 5.
nije ni dosegla eksponencijalni dio nakon relativno kratkog vremena in-
kubacije od nekoliko sati. Ovo je vrijeme inkubacije primijenjeno da bi
se ispitao akutan citocidni u¢inak tih spojeva. Ako se inkubacija produzi
od nekoliko sati na vise dana, akutni citocidni ucinak prelazi u kronicni.

Na sl. 6. prikazano je kroni¢no citocidno djelovanje triju koncentra-
cija metronidazola, koje u akutnoj ekspoziciji nemaju toksi¢an ucinak.
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SL. 5. a) Citocidno djelovanje 50 mM wmetronidazola, 250 uM niklozamida i
1,5 mM nitrazepama na V79-379A stanice ovisno o vremenu inkubacije
u aerobnim uvjetima; b) Citocidno djelovanje 10, 15 i 20 mM tinidazola
na V79-379A stanice ovisno o vremenu inkubacije u aerobnim uvjetima
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Po svom obliku te su krivulje istoga tipa kao i krivulje prezivljenja za
akutnu ekspoziciju, samo $to se eksponentni dio (koji je ovdje mnogo
izrazeniji jer je postignuta mnogo veca toksi¢nost), dostize nakon tri do
Cetiri dana inkubacije.

Cinjenica da je potrebno odredeno vrijeme kako bi porast citocidnog
uc¢inka preSao u eksponencijalnu fazu, moze se, jednako kao i kod kri-
vulja preZivljenja ovisno o koncentraciji, tumaciti sposobnoscéu stanica
da u stanovitoj mjeri akumuliraju subletalna ostecenja, koja nastaju
citotoksi¢nim djelovanjem ili tako da tek u tijeku inkubacije osnovna
supstancija prelazi u aktivan toksi¢an oblik. Da ova druga pretpostavka
u ovom sluc¢aju ne dolazi u obzir, dokazuje ispitivanje bioloske stabilno-
sti nitroaromatskih spojeva.

STANICA

PREZIVIELIH

FRAKCIJA

apn

5 T " i P T T 7

VRIJEME INKUBACUE [ DANI ]

SL. 6. Kroni¢no citocidno djelovanje metronidazola na V79-379A stanice u ae-
robnim uvjetima

240



Korbelik, M.: Citotoksiénost nekih nitroaromatskih spojeva. Arh. hig. rada toksikol. Vol. 31
(1980) Br. 3, str. 227—246,

Ispitivanje bioloSke stabilnosti ispitivanih nitroaromatskih spojeva

Toksi¢ni ucinak nekog spoja u Zivotinjskom i ¢ovjedjem organizmu
ovisan je, pored ostalog, o njegovoj bioloskoj stabilnosti. U organizmu
se nitroheterocikli¢ki i ostali nitroaromatski spojevi biotransformiraju
i jzluCuju u obliku raznih metabolita ili se pak izlu¢uju nepromijenjeni.
Vec nakon jedne aplikacije, vecina tih spojeva brzo prodire u sve stanice
organizma i tako doseZe u tkivima maksimalnu koncentraciju, koja se
zatim smanjuje ovisno o bioloskoj stabilnosti samog spoja.

Uzorci na kojima je proucavano citocidno djelovanje imaju premalo
stanica (za kolonije je nasadivano 200—300 stanica u Petrijevu zdjelicu)
da bi pri kratkotrajnoj inkubaciji od nekoliko sati mogle u dovoljnoj
mjeri metabolicki promijeniti testnu supstanciju. U tom se taj eksperi-
mentalni sistem bitno razlikuje od sistema in vivo. Radi lakseg uspore-
divanja rezultata teZiSte rada u ovom istraZivanju usmjereno je na ispi-
tivanje akutnog citotoksi¢nog djelovanja. Kada bi se uzela visednevna
inkubacija, rezultati za citocidni ucinak bili bi manje komparabilni s re-
zultatima in vivo, gdje se koncentracija supstancije u organizmu nepre-
stano brze ili sporije smanjuje, tako da bi se in vitro dobila veca tok-
si¢nost nego in vivo. U zivotinjskom i ljudskom organizmu visoka se
koncentracija supstancije moze postici jedino visekratnom aplikacijom,

BioloSka stabilnost istraZivanih nitroaromatskih spojeva odredivana
je tako da je otopina odredene koncentracije ispitivanog spoja u hranji-
vom mediju dodana uzorku, koji je sadrzavao 107 stanica u eksponenci-
jalnoj fazi rasta. Nakon toga je ista otopina dodana uzorcima u kojima
je po ustaljenom postupku odreden citocidan ucinak. Rezultati za cito-
cidno djelovanje ovako predinkubiranih spojeva usporedeni su s poda-
cima dobivenima za istu koncentraciju spoja bez predinkubacije. Poka-
zalo se da su stanice u ovako velikom broju kadre da metaboliziraju
znatnu koli¢inu bioloski manje stabilne supstancije u izabranom vreme-
nu inkubacije.

Dobiveni rezultati sistematizirani u tablici 2. pokazuju da postoje zna-
Cajne razlike u bioloskoj stabilnosti istrazivanih nitroaromatskih spoje-
va. Za spojeve, kojih se citocidni u¢inak nakon 12-satne predinkubacije
nije bitno promijenio moze se zakljuciti da imaju relativno visoku bio-
losku stabilnost. U tu skupinu spadaju uglavnom nitroimidazolski deri-
vati. Manje bioloski stabilni odnosno nestabilni pokazali su se nitrofu-
ranski derivati i nitrazepam, u kojih je citocidni u¢inak nakon predinku-
bacije pao na polovicu, i manje. Kod nekih se spojeva citocidni ué¢inak,
nakon predinkubacije, povecao, $§to je osobito izrazeno kod nitroksolina.
Ta se pojava moZe protumaciti stvaranjem mnogo toksi¢nijih metabo-
lita u tijeku predinkubacije.

Rezultati prikazani na tablici 2. u skladu su s rezultatima iz literatu-
re (14), koji pokazuju da se nitrofuranski derivati u organizmu vrlo brzo
metaboliziraju, za razliku od mnogo stabilnijih nitroimidazolskih deri-

vata metronidazola 1 mizonidazola.
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Reparacija o$tedenja nastalih pri citocidnom djelovanju

Letalni u€inak ionizirajuceg i drugih vrsta zracenja na stanice kulti-
virane in vitro prikazuje se krivuljom preZivljenja jednakog oblika kao
$to su krivulje koje prate citocidno djelovanje ispitivanih nitroaromat-
skih spojeva.

U tom je slucaju postojanje koljena odraz sposobnosti stanica da po-
mocu svojih reparatornih mehanizama poprave oSteéenja nastala na
makromolekulama (DNA) koje su za stanicu od Zivotne vaZnosti (15). Ako
se npr. odredena doza zracenja razdijeli na dva dijela, te se nakon prvog
dijela doze priceka s nastavkom zracenja nekoliko sati, rezultati ée po-
kazati znaajno vece preZivlijenje stanica nego nakon jedne doze iste
skupne vrijednosti (16).

Taj princip frakcionacije doze primijenjen je i u ovim istrazivanjima,
kako bi se ispitalo imaju li animalne stanice sposobnost reparacije oste-
Cenja nastalih toksi¢nim djelovanjem nitroaromatskih spojeva u aerob-
nim uvjetima. Cetverosatna inkubacija u prisutnosti odredene koncen-
tracije supstancije razdijeljena je na dvije dvosatne ekspozicije, izmedu
kojih je ostavljen dvosatni interval inkubacije bez prisutnosti toksi¢ne
supstancije. Rezultati te vrste pokusa prikazani su na tablici 3. S iznim-

Tablica 3.

Ocjena reparacije oStecenja nastalih toksicnim djelovanjem nitroaromatskog
spoja na V-79-3719A stanice u aerobnim uvjetima

Relativna djelotvornost nasadivanja kolonija
izrazena u ovisnosti o vremenu inkubacije

Nitroaromatski spoj %1 X2 sata s
vosatnim
2 sata 4 sata et
tervalom
Metronidazol (50 mM) 0,96 0,76 0,67
Tinidazol (20 mM) 0,84 0,64 0,63
Nitrazepam (1,5 mM) 0,57 0,09 0,10
Hidroksimetilnitrofurantoin
(600 xM) 0,43 0,26 0,21
Niklozamid (250 u«M) 0,78 0,51 0,78

kom niklozamida, frakcionacijom doze nije se dobilo povecano prezivlje-
nje nakon dvije dvosatne doze u odnosu na neprekinutu cetverosatnu
inkubaciju. Prema tome je, u pravilu, priroda ostecenja stanica koja su
nastala citotoksi¢nim djelovanjem nitroaromatskih lijekova u aerobnim
uvjetima takva da ih animalne stanice nisu kadre reparirati. S tog je
glediSta citotoksi¢no djelovanje tih spojeva sli¢no drugim nekim cito-
toksi¢nim agensima (17).
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Postojanje koljena u krivuljama prezivljenja nakon citocidnog djelo-
vanja nitroaromatskih spojeva odraz je sposobnosti animalnih stanica da
donekle akumuliraju subletalna o$tecenja nastala tim djelovanjem, ali
tu nije ukljucena sposobnost reparacije, kakva postoji nakon zracenja.
Cinjenica je medutim da se niklozamid, jedini nitrofenolni derivat obu-
hvaden ovim istraZivanjima, s tog gledi$ta razlikuje od ostalih nitroaro-
matskih lijekova, tj. da stanice mogu reparirati o$tecenja nastala toksic-
nim djelovanjem ovog spoja. Nakon prve dvosatne inkubacije V79-379A
stanica u prisutnosti 250 «M otopine niklozamida, stanice su inkubirane
u razli¢itom trajanju u ¢istom mediju prije pocetka druge dvosatne frak-
cije sa 250 «M niklozamidom. MoZe se opaziti da su stanice ve¢ nakon
jednog sata reparirale znacajan dio oStecenja, dok je nakon dva sata
doSlo do potpune reparacije o$tecenja nastalih za vrijeme prve frakcije
jer je prezivljenje nakon druge dvosatne frakcije postalo jednako djelo-
vanju samo jedne dvosatne inkubacije. Iz tih se rezultata moze zakljuciti
da je mehanizam citotoksi¢nog djelovanja ovog nitrofenolnog derivata
drugaciji od onog koji pokazuju ostali nitroaromatski lijekovi iz ove
studije.

Toksi¢no se djelovanje nekog agensa na kulturi animalnih stanica is-
kazuje kao akutno citostatsko te kroniéno citocidno djelovanje. Pokazalo
se da se citocidni ucinak ispitivanih spojeva, koji ovisi o dva osnovna
parametra, koncentraciji toksi¢ne supstancije i vremenu inkubacije u
prisutnosti toksi¢nog agensa, oCituje u relativno Sirokom podrucju od
mikromolarnih do milimolarnih koncentracija.

Adams i suradnici (18, 19) pokazali su da se razlike u citotoksi¢nosti
nitroaromatskih spojeva mogu povezati s njihovim redukcijskim poten-
cijalom. U pravilu, spojevi s pozitivnijim redukcijskim potencijalom tok-
si¢niji su, i obrnuto. Ta pojava upucuje na to da je kemijska reaktivnost
nitroaromatskih spojeva, koja dovodi do citotoksi¢nih posljedica, ovisna
o njihovu redukcijskom potencijalu. Prema tome bi razlike u toksi¢nom
citocidnom djelovanju istraZivanih spojeva bile posljedica razlika u nji-
hovu redukcijskom potencijalu. Nitrokinolinski derivat, koji se pokazao
kao najtoksi¢niji, ima najpozitivniji redoks potencijal, dok je za nitro-
imidazolske derivate, koji su kao skupina najmanje toksi¢ni, poznato da
imaju negativnije redukcijske potencijale (4).

Iz prikazanih rezultata moze se uociti da se citostatski ucinak pojedi-
nog spoja, u pravilu javlja kod nizih koncentracija nego $to su one za
citocidni uc¢inak. Za neke su spojeve koncentracijska podrucja citostat-
skog i citocidnog djelovanja medusobno vrlo bliska, kao npr. kod nitro-
imidazolskih derivata, dok je kod nitrofuranskih derivata razlika ocito
veca. Vrlo se mala razlika pokazala i kod nitrokinolinskog derivata, dok
niklozamid, kao izrazito citostatsko sredstvo, pokazuje citostatski uc¢inak
pri 1 «uM koncentraciji, a citocidni (50/o-tni) tek pri 210 «M. Te su raz-
like odraz razli¢ite kemijske reaktivnosti tih spojeva, kao i interakcija
s intracelularnim metaboli¢kim procesima.
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Zanimljivo je da spojevi koji su toksi¢ni u milimolarnim koncentra-
cijama imaju podrucje citostatskog djelovanja blize citocidnom, u odno-
Su na spojeve toksi¢ne u mikromolarnim koncentracijama. Za one prve,
ako se za citocidno djelovanje uzme u obzir i kroniéna ekspozicija, moze
se zakljuciti da im se ne moZe razluditi citostatsko djelovanje od cito-
cidnog djelovanja. Drugi ispitani nitroaromatski spojevi, izuzevéi nitro-
ksolin, pokazali su se kao izrazitiji citostatski agensi.

Razlike u veli¢ini i obliku koljena kod Krivulja citocidnog djelovanja
nitroaromatskih spojeva mogu se objasniti kao odraz razlika u nadinu
i opsegu njihove interakcije sa stani¢nim metabolizmom. Osobito se u
podrucju slabije izraZene toksi¢nosti snazno odrazavaju razlike u vedem
ili manjem utjecaju na odredene metabolitke procese u stanici. Kao $to
pokazuju rezultati ispitivanja te pojave (13, 20, 21), biologki u¢inak ni-
troaromatskih spojeva posljedica je interakcija s osnovnim energetskim
procesima u stanici, s respiracijom i metabolizmom ugljikohidrata.
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Summary

CYTOTOXICITY OF SOME NITROAROMATIC COMPOUNDS

The cytotoxicity of some nitroaromatic compounds used as drugs in the
treatment of various diseases was studied on mammalian cells cultured in
vitro. The cytotoxic effect of these compounds depends on two main para-
meters: on the time of incubation in the presence of the compound and on
its concentration. The effect is exhibited in a relatively wide range of con-
centrations: from micromolar to millimolar.

The cytotoxic action of the nitroaromatic compounds on mammalian cell
cultures is manifested as cytostatic and acute or as cytocidal and chronic
effect. Niklosamide and nitrofuran derivatives produce more pronounced cyto-
static effects, while nitroimidazole derivatives, nitroxoline and nitrazepam
exert cytostatic and cytocidal effect in the same concentration range.
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