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1. UVOD

Tumor (neoplazma ili novotvorina) je nepravilna i brzorastu¢a nakupina tkiva. Karakterizira ga
nesvrhovitost, fizioloSka neovisnost te iskoriStavanje i1 razaranje okolnih struktura. Ovisno o

nacinu Sirenja i intenzitetu, dijeli se na benigne 1 maligne tumore. (Kiralj i sur., 2017)

Benigni tumori imaju ogranicen rast te su obi¢no lokalizirani na mjestu nastanka. Uglavnom se
kirurski uklanjaju te su rijetko kada fatalni. S druge strane, maligni tumori imaju nekontrolirani
rast stanica te se mogu krvotokom i limfom prosiriti na udaljena mjesta i metastazirati. Kao
takvi, imaju tendenciju uniStavanja susjednih struktura te, ako se ne otkriju na vrijeme, moraju
se lijeciti primijenjenim lijekovima ili terapijskim protutijelima. Maligne tumore zajednicki

nazivamo rakom. (Kumar i sur., 2015)

Glavni uzrok maligne pretvorbe stanica su uglavnom genske mutacije pa mozemo reci da je rak
u osnovi genska bolest. Iako se mutacije povezane s nastankom raka mogu naslijediti, u vecini
slucajeva rezultat su djelovanja razli¢itih mutagena ili nasumiénih gresaka pri replikaciji DNA.
Osim mutacija, dokazalo se da su epigeneticke promjene, poput metilacije DNA i modifikacije
histona, usko povezane s nastankom i progresijom raka. Ulogu u nastanku raka imaju i mikro-
RNA molekule (male nekodirajuée molekule koje sudjeluju u regulaciji ekspresije gena) te
telomere koje, svojim skra¢ivanjem do odredene grani¢ne duzine, onemogucuju daljnju diobu
stanice. Prvi geni za koje je znanstveno dokazano da imaju sredi$nju ulogu u nastanu raka su
onkogeni. Do njihove aktivacije moze do¢i na viSe nacina. Mogu se aktivirati mutacijom,
povecanjem broja kopija gena ili kao posljedica kromosomske translokacije u kojoj se dio
kromosoma odsijece te premjesti na drugi kromosom. Primjer kromosomske translokacije jest
Philadelphia kromosom. U 95% bolesnika s kronicnom mijelocitnom leukemijom dolazi do
translokacije 9. 1 22. kromosoma ¢ime se aktivira onkogen ABL. Za razliku od onkogena, ¢ija
pojacana aktivnost dovodi do nastanka raka, gubitak ili inaktivacija tumorsupresorskih gena

dovodi do istog. (Vrdoljak i sur., 2018)

U terapijskom lijecenju zlo¢udnih bolesti primjenjuje se kemoterapija, a citostatici su
antitumorske supstance koje se pritom koriste. Sam naziv ,kemoterapija“ prvi pocinje
upotrebljavati njemacki znanstvenik Paul Erlich, koji zapo€inje eru razvijanja citostatika pa ga
se smatra 1 ocem kemoterapije. Istrazivao je na zivotinjskim modelima niz kemikalija za

lijeCenje bolesti, pa tako 1908. ,,modelom zeca* dokazuje ucinkovitost spojeva koji sadrze arsen



za lijecenje sifilisa. Veliki napredak u razvoju modela dogodio se 1912. godine kada je George
Clowes, znanstvenik s Roswell Park Memorial Instituta (RPMI) u New Yorku, razvio prve
transplatacijske tumorske sustave kod glodavaca. Ovo otkri¢e dovelo je do standardizacije
modelnih organizama i do testiranja veceg broja kemikalija. Daljnja velika otkri¢a dogodila su
se za vrijeme Drugog svjetskog rata kada je otkrivena antitumorska djelotvornost dusikovih
iperita u limfnim stanicama. DusSikov iperit smatra se prvim citostatikom te se ve¢ 1943.godine
poceo primjenjivati u lijeCenju Hodgkinove bolesti. Veliki iskorak u lije€enju akutne djecje
leukemije i Hodgkinove bolesti dogodio se 1960-ih godina otkri¢em pozitivnih u¢inka alkaloida

biljke Vinca rosea. (DeVita i Chu, 2008). Klju¢na navedena otkri¢a prikazana su na Slici 1.
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Slika 1. Klju¢ni uspjesi u povijesti razvoja citostatika (izvor: DeVita i Chu, 2008)

Prema mehanizmu djelovanja i kemijskom sastavu, danaSnji citostatici su podijeljeni na ove
skupine: alkiliraju¢i spojevi, protutumorski antibiotici, antimetaboliti, mitoti¢ki inhibitori,
inhibitori topoizomeraze te ostali. U svom zavrSnom radu, paznju ¢u usmjeriti upravo na
alkiliraju¢e spojeve, njihove mehanizme djelovanja te vaznosti primjene u suvremenoj

medicini.



2. RAZRADA

2.1. Povijest alkilirajucih spojeva

Alkilirajuéi spojevi su prvi nehormonalni lijekovi koriSteni u borbi protiv raka, a povijest koja
stoji iza njihovog otkri¢a je viSe nego zapanjujuca. Traze¢i efikasnije i razornije nacine
svladavanja neprijatelja, u Prvom svjetskom ratu zapocinje razvoj otrovnih plinova. Jedan od
najrazornijih novootkrivenih plinova bio je sumporni iperit, sluzbenog imena diklordietil-sulfid
(Slika 2.) (Brookes, 1990). Spoj je koristen zbog svog toksi¢nog ucinka jer je izazivao iritacije
koze, sljepocu i1 oStecenja pluca. Medutim, kod vojnika i civila koji su bili izloZeni parama
otrovnog plina sumpornog iperita, uocene su supresija koStane srzi i limfoidna aplazija.
Zahvaljujué¢i ovom otkri¢u, sumporni iperit poceo se koristiti kao citostatik. (Bast 1 Holland,

2000)

Slika 2. Kemijska struktura molekule diklordietil-sulfid (izvor: Bast i Holland, 2000)

Drugi svjetski rat, uz svu svoju razornost i okrutnost, donio je nova otkri¢a na polju medicine i
biokemije. Manje toksi¢ni, duSi¢ni iperit (di-(2-kloretil)amin) (Slika 3.) poceo se primjenjivati
u lije€enju tumora. Zbog svoje reaktivnosti s aminokiselinama, peptidima i proteinima, potice
citotoksi¢ne ucinke na mnoga tkiva, osobito ona u stanju proliferacije, odnosno u stanju
aktivnih dioba stanica. Prvo klinicko ispitivanje dusi¢nog iperita kao citostatika zabiljeZeno je
1942. godine, nakon Cega su pokrenute brojne studije u SAD-u i brojnim drugim drzavama. U
poslijeratnom vremenu, istrazivanja dusic¢nih iperita kao citostatika rasla su eksponencijalno.
Primjerice, Joseph Holland Burchenal i suradnici, testirali su otprilike 50 razli¢itih dusi¢nih
iperita protiv vise vrsta leukemija u miseva, dok su kolege na Chester Beatty Institute u
Londonu sintetizirali 1 testirali aromatske duSicne iperite i estere sulfonske kiseline. (Brookes,

1990)
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Slika 3.Kemijska struktura molekule di-(2-kloretil)amin (izvor: Kohn, 1997)

Testiranja na zivotinjama donijela su nova otkri¢a o djelovanju alkiliraju¢ih spojeva kao npr.
postojanje dviju reaktivnih grupa u molekuli za postizanje citostatske aktivnosti. Takoder,
mnoga su istrazivanja donijela odgovore po pitanju mehanizma djelovanja alkilirajucih spojeva.
Tako su John C. Price 1 suradnici 1968. godine zakljucili da ve¢ina spojeva reagira po drugom
redu nukleofilne supstitucije, poznatiji kao SN2 mehanizam. U slu¢aju sumpornog i dusi¢nog
iperita, njihov ciklicki troclani prsten predstavlja reakcijski intermedijer $to se vidi na primjeru
(Slika 4.). Pritom je predlozena teorija da, ukoliko je energija ciklizacije Ki zanemariva u

odnosu na energiju otvaranja prstena, reakcija te¢e po Snx1 mehanizmu. (Brookes, 1990)
RIN_CHE - CHEC].

(CH;

K 5
H—:ﬂh RE_NE I _R_} R:—N—CHI . CH: - X
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Slika 4. Reakcijski mehanizam djelovanja sumpornog i dusi¢nog iperita (izvor: Brokes, 1990)

2.2. Kemijska osnova alkilirajucih spojeva

Alkilirajuéi spojevi su oni spojevi koji imaju sposobnost kovalentnog vezanja za molekulu
DNA. Budu¢i da imaju tendenciju stvaranja snaznih elektrofila, terminalni atom ugljika
alkilirajucih dijelova se vezuje s elektronima bogatim regijama razli¢itih molekula (Vrdoljak 1
sur., 2018). Sam izraz alkiliraju¢i oznacava spojeve koji imaju sposobnost zamjene vodikovog

atoma u drugoj molekuli alkilnim radikalom. Buduéi da se radi o elektrofilnom napadu



alkiliraju¢eg spoja, definicija se mora prosiriti kako bi ukljucila reakcije adicije radikala atomu

s nizim stupnjem valencije (Warwick, 1963).

Citotoksi¢no djelovanje alkiliraju¢ih spojeva rezultat je interakcije s DNA S§to dovodi do
inhibicije ili neto¢ne replikacije DNA, a posljedi¢no i do mutacija ili stani¢ne smrti. Vazno je
istaknuti da do visSestrukog osStec¢enja stanice dolazi i zbog reakcije alkiliraju¢ih spojeva sa
sulfhidrilnim skupinama na aminokiselinama. Alkiliraju¢i spojevi aktivni su u citavom
stani¢nom ciklusu, ali najvise u G2 fazi te na prijelazu iz G1 faze u S-fazu stani¢nog ciklusa.

(Vrdoljak i sur., 2018)

Zajednicka osobina svih alkiliraju¢ih spojeva je afinitet prema molekuli DNA te citotoksi¢nost
i kancerogenost. Medutim, njihova aktivnost razlikuje se ovisno o farmakokinetickim
znacajkama, membranskoj propusnosti, topljivosti u lipidima, sposobnosti prodiranja u
srediSnji ziv€ani sustav te specificnim enzimatskim reakcijama popravljanja alkilacijskih

mjesta na DNA. (Chabner i Longo, 2018)

Ovisno o reakcijskom mehanizmu, alkiliraju¢i spojevi podijeljeni su u dvije grupe: oni koji
reagiraju direktno s bioloskim molekulama te oni koji stvaraju reaktivni meduprodukt koji
zatim reagira s molekulama. Takvi reakcijski mehanizmi nazivaju se Sn1 1 Sn2 mehanizam

nukleofilne supstitucije. (Bast i Holland, 2000)

2.2.1. Nukleofilna supstitucija prvog reda (Sx1 mehanizam)

Reakcijski mehanizam nukleofilne supstitucije 1. reda odvija se u vise koraka. Prvi korak
karakterizira spora ionizacija i tvorba karbokationa, dok se u drugom, brzom koraku, odvija
napad nukleofila na karbokation (Slika 5.). Karbokation predstavlja jaki elektrofil dok je
nukleofil uglavnom slab. Ukoliko je nukleofil nenabijena molekula, primjerice voda ili alkohol,
pozitivno nabijeni produkt mora donirati proton kako bi se kona¢no dobila neutralna molekula.

(Wade, 2013)

Korak 1. Formacija karbokationa (spori korak)

R—X: R* + :X

dl

Korak 2 Nukleofilni napad na karbokation (brzi korak)
R... + MNuc: — R—MNuc

Slika 5. Sn1 Reakcijski mehanizam (izvor: Wade, 2013)
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Da se radi o nukleofilnoj supstituciji prvog reda dokazuje i kinetika kemijske reakcije. Naime,
brzina kemijske reakcije ne ovisi o koncentraciji nukleofila, ve¢ samo o koncentraciji supstrata.
Formula je izvedena na temelju kemijske reakcije izmedu tert-butil bromida (supstrat) i

metanola, odnosno nukleofila (Slika 6.). (Wade, 2013)

il
(CH;);—Br + CH;—OH —— (CH3);—O—CH; + HBi
tert-butil bromid metanol Metal tert-butil eter

Swl brzina = k [(CH;);C—Br]

Slika 6. Kinetika kemijske reakcije tert-butil bromida i metanola (izvor: Wade, 2013)

Energijski dijagram Sx1 reakcije (Slika 7.) jasno nam dokazuje zaSto brzina kemijske reakcije
ne ovisi o koncentraciji ili jakosti nukleofila. Prvi, ionizacijski korak je izrazito endoterman s
visokom energijom aktivacije koja ujedno odreduje brzinu kemijske reakcije. Nukleofilni

napad, tj. drugi korak je izrazito egzoterman. (Wade, 2013)

Prijelazno stanje koje

ogranitava brzinm

Meduprodukt

E—

R X+ MNuc:™

Energya

R— MNuc + X~

Syl

Slika 7. Energijski dijagram Sx1 reakcije (izvor: Wade, 2013)

Buduéi da u sporom, prvom koraku dolazi do tvorbe karbokationa, stabilnost istoga ¢e
odlu¢ivati mehanizam reakcije. Stoga, Sn1 reakciju favoriziraju visoko supstituirani

karbokationi (Slika 8.) Razlog tome je Sto alkilne grupe stabiliziraju karbokation donirajuci



elektrone putem sigma veze (indukcijski efekt) i preklapanjem popunjenih orbitala s praznom

p orbitalom karbokationa (hiperkonjugacija). (Wade, 2013)

prazna p-
orbifala py;

=) |'I.|‘)-| )

5y .
Pan ja

o4
mCH-‘.;:ﬁ ,-E;LHJ
1
5,CH;
Indukcijski efekdt

karbokation alkilna skupina

Slika 8. Indukcijski efekt i hiperkonjugacija (izvor: Wade, 2013)

Takoder, rezonancijska stabilizacija karbokationa moze poticati SN1 mehanizam (Slika 9.) Na
primjeru alil bromida, koji je ujedno primaran halid, vidljivo je da reakcija ide po Snl
mehanizmu skoro jednakom brzinom kao i sekundarni halid. Ionizacijom nastao karbokation
rezonancijski je stabiliziran, a pozitivan naboj rasporeden je jednako na dva ugljikova atoma.

(Wade, 2013)

H H

| | g ot
e = H . . Muc:
C=C - o F H =C H +=— H C. ¢ H *» H -
H™ T Cc—H ~c” el ST ~c” el
\Br | | | | | Nuc
- H H Br H H H H
alil bromid rezonancijski stabiliziran

karbokation

Slika 9. Rezonancijska stabilizacija alil bromida (izvor: Wade, 2013)

Veliku ulogu u Sn1 mehanizmu igra i odlazeca skupina cijepanjem veze s ugljikom u
odlucuju¢em ionizacijskom stupnju supstitucije. Visoko polarizabilni atom stabilizira

prijelazno stanje parcijalnim vezanjem (Slika 10.). Takoder, dobra odlaze¢a skupina mora biti



slaba baza kako bi bila jako stabilna nakon §to uzme elektronski par iz veze s ugljikom. (Wade,

2013)

X preuzima parcijalno negativan naboj

= | =
Y & _1_

R
4
e C X
e
R R

— ! =

Parcijalno vezanje u prijelaznom stanju

Slika 10. Stabilizacija prijelaznog stanja visoko polarizabilnim atomom (izvor: Wade, 2013)

Sn1 reakcija odvija se mnogo brze u polarnim otapalima koji stabiliziraju ione. Tu ¢injenicu
nam potvrduje Hammondov postulat koji glasi: bilo koji faktor koji stabilizira karborkation
povecava vjerojatnost Sn1 reakcije. Polarna otapala solvatiraju ione interakcijom vlastitog

dipolnog momenta s nabojem iona i tako stabiliziraju karbokation (Slika 11.). (McMurry, 2015)

H H
T
0: H

H.-f.. ~ IL-.IL "h.H
s
HR?: | I-,,H

Slika 11. Solvatacija polarnim otapalima (izvor: McMurry, 2015)

2.2.2. Nukleofilna supstitucija drugog reda (Sn2 mehanizam)

SN2 reakcijski mehanizam, poznat i kao bimolekularni, nukleofilna je supstitucija koja se odvija
u jednom koraku. Termin bimolekularni oznacava da stanje stupnja koji odreduje brzinu, ujedno
i jedini, ukljucuje sudar dviju molekula. U reakciji jaki nukleofil napada elektrofilni ugljikov

atom tjerajuci pritom izlaze¢u skupinu (Slika 12.). (Wade, 2013)

8
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nukleofil supstrat prijelazno prodult izlazna
(elebtrofil) s shupina

Slika 12. Sn2 reakcijski mehanizam (izvor: Wade, 2013)

Da je mehanizam drugog reda moZe se dokazati promatraju¢i promjene koncentracija
reaktanata i uc¢inka na brzinu reakcije. Za primjer uzet ¢emo reakciju jodometana (CHsl) s
hidroksidnim ionom (OH"). Hidroksidni ion je snaZan nukleofil zbog nesparenih elektrona na
kisikovom atomu i negativnog naboja, dok je ugljikov atom jodometana elektrofil koji biva
napadnut. Stoga, hidroksidni ion napada elektrofilni ugljikov atom i pritom stvara novu vezu
donirajuci slobodni par elektrona. Budu¢i da su obje molekule prisutne u prijelaznom stanju,
ucestalost sudara proporcionalna je koncentraciji obiju. Ukoliko se koncentracija jednog od
reaktanata poveca dva puta, brzina kemijske reakcije se takoder dvaput povisi. Stoga, reakcija

je prvog reda s obzirom na pojedini reaktant, a sveukupno je 2. reda (Slika 13.). ( Wade, 2013)

H H - H
T C—]! — [ (e — HO—C, +
wd = A .
H H H H H
nukleofil elelctrofil prijelamg pmdukt 12'1,3.'?_‘11&
(supstrat) stanje skupina

S}{Ebl'ziﬂa= KFLH:” UH

Slika 13. Kinetika kemijske reakcije jodometana s hidroksidnim ionom (izvor: Wade, 2013)

Energijski dijagram Sn2 reakcije prikazuje samo jedno prijelazno stanje te, za razliku od S~1
mehanizma, ne posjeduje intermedijere (Slika 14.) SrediSnja struktura naziva se prijelazno
stanje jer je veza s nukleofilom djelomi¢no stvorena, a veza s odlaze¢om skupinom djelomi¢no

prekinuta. Budu¢i da prijelazno stanje ne predstavlja pravu molekulu, ono se ne moze kemijski



izolirati. Reakcija je egzotermna, a upravo prijelazno stanje sadrzi najveéu koli¢inu energije

zbog pet ugljikovih atoma s dvije parcijalne veze. (Wade, 2013)

B— X + Nuc:™
R— MNuc + X~

S,2

Slika 14. SN2 reakcijski dijagram (izvor: Wade, 2013)

Buduc¢i da prijelazno stanje sadrzi parcijalne veze izmedu nadolazeceg nukleofila 1 ugljikovog
atoma alkil halida, jasno je da glomazan, visoko supstituirani supstrat ometa formaciju veze.
Pritom, zbog sterickih smetnji nukleofil i izlazna skupina moraju se nalaziti na suprotnim
stranama centralnog ugljika pa napadom sa straznje strane dolazi do inverzije konfiguracije.

(Wade, 2013)

Jakost nukleofila je druga vazna varijabla u Sx2 reakciji. Naime, nukleofil mozZe biti bilo koja
molekula koja sadrzi nespareni elektronski par, odnosno predstavlja Lewisovu bazu. ,Jaci
nukleofil* je ion ili molekula koja reagira brze u SN2 reakciji od ,,slabijeg® pri istim uvjetima.
Ukoliko je nukleofil negativno nabijen, produkt je neutralan; ukoliko je neutralan, produkt ¢e
biti pozitivan. Nukleofilnost raste proporcionalno s bazi¢nosti te u skupini periodnog sustava
elemenata prema dolje. Takoder, negativno nabijeni nukleofili su u pravilu reaktivniji od

neutralnih pa se SN2 reakcije uglavnom odvijaju u bazi¢nim uvjetima. (McMurry, 2015)

Odlazeca skupina ima dvije uloge u Sn2 reakciji. Prva uloga je da polarizira C-X vezu tvoreci
pritom ugljikov atom elektrofilnim, a druga uloga je da odlazi s elektronskim parom koji ga je
vezao s elektrofilnim ugljikovim atomom. Da bi dobro odvlacila elektrone i tvorila ugljikov
atom parcijalno pozitivnim, odlazec¢a skupina mora biti izrazito elektronegativna pa se u Sn2
reakcijama uglavnom koriste halogeni elementi. Takoder, odlaze¢a skupina mora biti stabilna

nakon odlaska sa slobodnim elektronskim parom, jer se odlazak odvija u tranzicijskom stanju;
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u protivnom bi se povecavala energija prijelaznog stanja i usporavala reakcija. Dobre izlazne
skupine su i slabe baze, odnosno konjugirane baze jakih kiselina, npr. HCI, HBr, HI itd. (Wade,
2013)

Na brzinu SN2 reakcije utjece i priroda otapala. Naime, polarna proti¢na otapala koja sadrze
hidroksilnu ili amino skupinu su u pravilu najnepovoljnija, dok su polarna aproti¢na otapala,
koja su takoder polarna, ali nemaju te dvije skupine, najpovoljnija za SN2 reakciju. Proti¢no
otapalo, poput alkohola ili kiseline, usporava SN2 reakciju solvatacijom reaktanta (nukleofila),
na nacin da se vodikovom vezom povezu s nukleofilom i formiraju kavez oko njeaga,

smanjujuéi tako njegovu energiju i reaktivnost. (McMurry, 2015)

RO—H - X:='H—OR

Slika 15. Solvatacija nukleofila polarnim proti¢nim otapalom (izvor: McMurry, 2015)

2.3. Podjela alkilirajucih spojeva

Alkilirajuci spojevi, koji se koriste kao citostatici, su podijeljeni u 5. velikih razreda: dusi¢ni
iperiti, aziridini 1 epoksidi, alkil alkan sulfonati, nitrozouree te derivati hidrazina i triazina.
Dusi¢ni iperiti, aziridini, triazini i nitrozouree su primjeri alkiliraju¢ih spojeva koji reagiraju
Sn1 mehanizmom, dok su alkil sulfonati primjer SN2 memhanizma.
2.3.1. DuSi¢ni iperiti

NajraSirenija skupina alkiliraju¢ih spojeva su duSi¢ni iperiti. Unato¢ velikom broju
sintetiziranih 1 testiranih spojeva, samo pet ih se danas koristi u medicini. To su: klormetin,
ciklofosfamid, klorambucil, ifosfamid 1 melfalan. Za sve duSi¢ne iperite karakteristicna je

biskloretilna grupa te u reakcijama aziridinijev ion kao meduprodukt (Slika 16.). (Bast 1

Holland, 2000)
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U prvom reakcijskom koraku klor napusta molekulu kao izlazna skupina dok B-ugljikov atom
reagira s nukleofilnim ugljikovim atomom pritom tvorec¢i pozitivno nabijeni, cikli¢i aziridinijev
ion. Zatim aziridinijev ion reagira s nukleofilom dajuéi pocetni alkilirani produkt. Do druge
alkilacije moze do¢i formacijom drugog aziridinijevog iona preostalom kloretilnom skupinom,
Sto dovodi do stvaranja poprecnih veza izmedu dva alkilirana nukleofila. (Chabner i Longo,

2018)

CHy CHy
CI-CH,CH,-N-CH,CH,Cl —— CI-CH,CH,-N*

h
R,-NH,
CH, H R
GI-GH, CH,~N-CH,CH,-N-R,
+ . GH, H
R,NH, R,N-CH,CH,-N-CH,CH,-NR,

Slika 16. Mehanizam reakcije dusi¢nih iperita (Chabner i Longo, 2018)

Najrasprostranjeniji duSi¢ni iperit je ciklofosfamid (Slika 17.a). To je heterociklicki amidni spoj
koji nije reaktivan, ali podlijeZe aktivaciji unutar tijela. Koristi se u lijeCenju ne-Hodgkinovog
limfoma 1 drugih limfoidnih zlo¢udnih bolesti te djecjih tumora. U kombinaciji s drugim
lijekovima, takoder se koristi u lijeCenju raka dojke i u kemoterapiji obnove koStane srzi.

(Chabner i Longo, 2018)

Njegov strukturni izomer, ifosfamid (Slika 17.b), koristi se prvenstveno u lijeCenju tumora
testisa 1 sarkoma. Prolazi kroz iste metabolice reakcije kao 1 ciklofosfamid, ali zbog razli¢itog

polozaja kloretilne grupe u prstenu, vidljive su promjene u metabolizmu lijeka. (Bast i Holland,

2000)

Klormetin (Slika 17.c), poznat i kao mekloretamin, prvi je otkriveni bifunkcionalni DNA-
alkiliraju¢i spoj. U tadasnje vrijeme imao je veliko znacenje jer je otkriveno da inhibira

proliferiraju¢e maligne T-stanice koze te mnoge druge maligne limfome (DeVita 1 Chu, 2008).
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Rijetko se sada koristi u lijeCenju zbog slabe selektivnosti i velike toksi¢nosti. Kao nova
alternativa uvode se aromatski dusicni iperiti, koji su zbog svoje smanjene elektrofilnosti,
kararakterizirani smanjenom reaktivnosScu 1 toksicnoSc¢u. U lijecenju raka jajnika, kroni¢nih
limfocitnih leukemija, limfosarkoma te Hodgkinove bolesti, koristi se uglavnom klorambucil.
Kao 1 klormetin, ima ograni¢enu primjenu zbog brojnih nuspojava uklju¢uju¢i mucninu,

povracanje, anemiju, supresiju kostane srzi, itd. (Chen 1 sur., 2018)

I posljednji spoj ove skupine, melfalan (Slika 17.d), primjenjuje se u lijeCenju raka jajnika i
dojki te multiplog mijeloma. Analog je aminokiselina s moguénos¢u ulaska u stanice 1 krvno-
mozdanu barijeru aktivnim transportom. Buduc¢i da su mu u reakciji supstrati aminokiseline,
njegova aktivnost moze se mijenjati prisutno$¢u pojedinih aminokiselina u vanstani¢noj

tekucini (Bast 1 Holland, 2000).

I(IJI
CH
H CHa
CICH,,CH N—CH —
2%z O N—Cl, CICH,CH, o N—CH,
N—R, ,CHy ~N—P_ ,CH,
n‘:IC!HEt.?-H2 0—CH, H 'C.'l—'DH2
a) Ciklofosfamid | b) Ifosfamid
IEI‘.‘::H2'.'.‘.\1—"12 CICH 2":'1-! 2 0
_~N-CH N CH,CHC
3 ~ 2 NH. OH
('.‘,'I‘-'.'.:HE'ISH2 CICHEG}‘IE : P
c) Klormetin d) Melfalan

Slika 17. Kemijske strukture dusicnih iperita: a) ciklofosfamid, b) ifosfamid, c) klormetin, d) melfalan

(izvor: Bast i Holland, 2000)
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2.3.2. Aziridini i epoksidi
Druga skupina najraSirenijih alkiliraju¢ih spojeva u kemoterapiji su aziridinski spojevi,
trocikli¢éne molekule koje sadrze dusik. Njihova funkcionalna skupina pokazuje veliku biolosku
aktivnost, a zbog velike prstenske napetosti 1 tendencije otvaranja istog, prekursori su za

razlicite spojeve. (Holst i sur., 2021)

.....

(Slika 18.), otkriven u Gram-negativnim bakterijama vrste Streptomyces caespitosus
1958.godine. Zbog svojih antikancerogenih i antibakterijskih svojstava dugo je proucavan pa
time 1 zadrzan u praksi. Svoju aktivnost pokazuje unakrsnim vezivanjem za nukleotide adenin
1 guanin na molekuli DNA tokom kasne GI ili S faze stani¢ne diobe. Budu¢i da se aktivni
elektrofil formira tek nakon unutarstanicne redukcije i otvaranja prstena, smatra se prolijekom.
Mitomicin se aktivno koristi u lijeCenju uznapredovalih ili metastaziranih karcinoma Zeluca 1

gusterace. (Venkatesth, 2017)

Slika 18. Kemijska struktura Mitomicina (izvor: Venkatesh, 2017)

Epoksidi (Slika 19.) su kemijski srodni aziridinima te alkiliraju istim mehanizmom supstitucije.
Njihov polarizirani 1 napeti prsten Cini ih osjetljivim na nukelofile pa su lake sastavnice mnogih
sintetskih spojeva poput steroida i terpena. Brojnim klini¢kim studijama vecina epoksidnih
spojeva dokazana su kao antikancerogeni spojevi. U in vitro 1 in vivo uvjetima ispitivani su i
objasnjeni njihovi mehanizmi djelovanja, poput inhibicije enzima, apoptoza,nekroza,
antiproliferativna aktivnost 1 pozvodnja reaktivnih kisikovih vrsta. Osim S$to djeluju kao
antikancerogeni spojevi, lijekovi koji sadrZze epoksid lije¢e 1 druge patologije, poput sréane

insuficijencije, gastrointestinalnih bolesti, unirarnih infekcija itd. (Gomes i sur., 2020)
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Slika 19. Kemijska struktura epoksida (izvor: Gomes i sur., 2020)

2.3.3. AIKil alkan sulfonati

Alkil alkan sulfonati su esteri alkana i sulfonskih kiselina. Medu alkil alkan sulfonatima,
antitumorsku aktivnost imaju samo one molekule s jednom do osam metilenskih jedinica
izmedu sulfonatskih, no najvecu aktivnost u vezanju za molekulu DNA imaju molekule s Cetiri
metilenske jedinice (Chabner i Longo, 2018). Primarni metansulfonati razlikuju se od epoksida
u reakcijskom potencijalu jer ne posjeduju napeti prsten pa pokazuju manju reaktivnost, dok je
u Sn2 mehanizmu vaznija reakcija stvaranja veze od njenog kidanja. Zbog toga, koncentracija

napadajuceg reagensa 1 jakost nukleofila u reakciji je od velike vaznosti (Warwick, 1963).

Glavni klinicki predstavnik alkil alkan sulfonata je bifunkcionalni spoj bisulfan. Jedan je od
rijetkih, trenutno koristenih alkiliraju¢ih spojeva u medicini koji djeluje po Sn2 mehanizmu
(Slika 20.) (Chabner 1 Longo, 2018). U vodenim sredinama, bisulfan hidrolizira na nacin da se
uklanjaju dvije metanosulfatne skupine smjeStene na suprotnim krajevima molekule.
Supstitucijom s molekulom guanina stvaraju se visoko reaktivni karbonijevi ioni koji stvaraju
unakrsne veze s molekulom DNA S§to prekida daljnu diobu stanica raka. Takoder, bisulfan
naruSava redoks ravnotezu unutar stanica interakcijom sa sulfhidrilnim skupinama glutationa,

povecavajuci tako oksidativni stres u stanicama raka. (Patel i sur., 2023)
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Slika 20. Struktura i mehanizam djelovanja bisulfana kao alkiliraju¢eg spoja (izvor: Chabner i Longo,

2018)

Njegova vaznost o€ituje se u primjeni transplatacije maticnih stanica u lijeCenju akutne
mijeloidne leukemije (AML) 1 odredenih krvnih bolesti, kao Sto su mijeloidna metaplazija 1

policitemija vera. (Patel i sur., 2023)

2.3.4. Nitrozouree

Nitrozouree su skupine organskih spojeva koje sadrze nitrozo (R-NO) skupinu i ureu
(CO(NH2)2 ). Po svom mehanizmu djelovanja razlikuju se od ostalih alkiliraju¢ih spojeva.
Kloretil derivati, kao $o su karmustin (BCNU) i kloroetilnitrozourea (Slika 21.), nakon
stvaranja inicijalnih mono-adukata na poziciji N-7 guanina, stvaraju unakrsne veze s s
molekulom DNA. U vodenoj sredini BCNU hidrolizira pritom stvaraju¢i intermedijer
diazonijev hidroksid koji se razlaze na 2-kloroetil karbonijev ion. Ovaj spoj prikazuje snaznu
elektrofilnost sposobnu za alkilaciju baza citidina,guanina i adenina. U sljede¢im satima,
kloridni ion se zamjenjuje duSikom na molekuli DNA stvaraju¢i unakrsne veze. (Chabner 1

Longo, 2018).

16



Za razliku od kloretil derivata, streptozotocin ne posjeduje skupinu 2-kloroetilnitrozoureu pa se
njegova aktivnost znatno razlikuje. Naime, spontani raspadi odgovaraju¢ih nitrozourea mogu
stvoriti organske izocijanate koji karbamoiliraju proteinske lizinske ostatke i tako inaktivirati

neke enzime za popravak DNA. (Department of Health and Human Services, 2021)

KLOROETILNITROZOUREA

i
CICH,CH,NCNH—R
NO
BCNU R = CH,CH,CI

Slika 21. Kemijska struktura kloretil derivata nitrozouree (izvor: Chabner i Longo, 2018)

Nitrozouree pokazuju Sirok spektar djelovanja. Primarno se koriste u lijeCenju glioma i
glioblastoma, karcinoma pluca, tumora stanica guSteraCe te su vazna komponenta u
transplataciji hematopoetskih mati¢nih stanica kod limfoma. Budu¢i da su visoko lipofilne
molekule 1 imaju spobnost prolaska krvno-mozdane barijere, prigodni su i za lijeCenje tumora

srediSnjeg ziv€anog sustava. (Jackson 1 Harris, 2024)

2.3.5. Derivati hidrazina i triazina

Derivati hidrazina 1 heterociklickog triazina su molekule koje u svom sastavu sadrze atome
dusika. Spontano se raspadaju i stvaraju alkil diazonijske meduprodukte koji alkiliraju bioloske
molekule. Prokarbazin i dikarbazin (Slika 22.), lijekovi koji se koriste u lije¢enju Hodgkinsove
bolesti, stvaraju takve meduprodukte, koji svojim raspadom stvaraju metil diazonijum, znac¢ajan
za metilaciju DNA. Osim Hodgkinsove bolesti, prokarbazin se koristi u lijeCenju primarnih

tumora mozga, dok se dakarbazin koristi u lije¢enju melanoma. (Bast i Holland, 2000)
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Slika 22. Kemijska struktura prokarbarzina i dikarbazina (izvor: Bast i Holland, 2000)

2.4. Koordinacijski alkilirajudi spojevi — spojevi platine
Platinski koordinacijski kompleksi koji se koriste kao citostatici mogu sadrzavati Cetiri ili Sest
liganada i biti kvadratne ili heksagonske strukture. Kompleksi koji sadrze cetiri liganda
kvadrate su strukture i oksidacijskog stanja +2, a oni sa Sest liganada, heksagonske su strukture
1 oksidacijskog stanja +4. Kloridni ligandi koordinacijskih kompleksa s +2 oksidacijskim
stanjem, mogu biti zamijenjeni prigodnim nukleofilima u bioloskim molekulama, prije svega
duSikom u bazama DNA. Takvi kompleksi znacajno su reaktivniji od onih s oksidacijskim
stanjem +4 , koji onda uglavnom se reduciraju u in vivo uvjetima do spojeva s +2 oksidacijskim

stanjem. (Bast 1 Holland, 2000)

O vaznosti stereoizomerije koordinacijskih kompleksa u citostaticima dokazuje profesor
Barnett Rosenberg sa svojim suradnicima, radec¢i eksperimente na bakterijama. Naime,
kompleksi s cis-konfiguracijom dokazali su se aktivnim, dok oni s trans-konfiguracijom
neaktivni. Novim jednostavnim testom dokazali su da i cis- i trans-kompleksi prolaze kroz
slicne, viSestruke reakciji u stanici, no samo reakcije kroz koje prolaze kompleksi cis-

konfiguracije, zna€ajni su za antikancerogeno djelovanje. (Lippert, 1999)
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2.4.1. Cisplatin

Cisplatin (Slika 23.), poznat kao i cis-diamin-dikloro-platina (II), naju¢inkovitiji je i najcesce
primjenjivani alkiliraju¢i spoj. Metalno koordinacijski je kompleks s kvadratno planarnom
geometrijom. Cisplatin je bijeli ili Zuto-narancasti krisalni prah, slabo topiv u vodi, ali znacajno
u N,N-dimetilformamidu. Stabilan je pri normalnim temperaturama i tlaku, no mnogi

vremenom mogu prijeci u svoj trans-izomer. (Dasari 1 Tchounwou, 2014)

o / \NHa

Slika 23. Kemijska struktura cisplatina (izvor: Dasari i Tchounwou, 2014)

Cisplatin je uglavnom neaktivna molekula dok je u plazmi, no kad se nade u sredini s niskom
koncentracijom klora, kao Sto je unutarstani¢na, lako prelazi u reaktivnu elektrofilnu molekulu
otpustaju¢i dva iona klora (Slika 24.) (Vrdoljak i sur., 2018). U stanicu ulazi pasivno
jednostavnom difuzijom ili aktivnim transportom posredovanim proteinima. U citoplazmi
hidrolizira daju¢i prvo monofunkcionalni [PtCI(H20)(NH3)2]" adukt koji omoguéava ionu
platine lako vezanje za DNA na poziciji N7 guanina i adenina te N3 citozina. Drugi ligand klora
zamjenjuje se molekulom vode i daje [Pt(H20)(DNA)(NH3)2]** , koji takoder moze vezati se
za molekulu DNA, formiraju¢i pritom bifunkcionalni adukt koji pokrece stani¢nu smrt. (Trudu

isur., 2015)

19



H3N,',bh &‘1\»::1 H,0 il- HaNy, O
Pt . ! Pt
H!Nf \C] Hamfb\m
L~ DN
"\
=H,0
(] e
e 2% A e
Hory !""n; —‘é = = -'f,N-——'-I" r i {2:\"
h, E i 7
- f -,
¢ ;;0 cl / d 7~
\‘\— »

Slika 24. Mehanizam alkilacije molekule DNA od strane cisplatina (izvor: Trudu i sur., 2015)

Cisplatin se primjenjuje u lijecenju raka pluca, jajnika, raka vrata maternice, mokraénog
mjehura, tumora testisa itd. Unato¢ Sirokom spektru djelovanja, sa sobom nosi i negativne
posljedice, kao §to su: nefrotoksicnost, ototoksi¢nost, neurotoksi¢nost, mu¢nina i povracanje.
Kako bi se smanjila nefrotoksi¢nost, primjenjuje se u infuziji 10%-tnog manitola uz hidraciju s

1000-2000 mL 0,9% ot. NaCl. (Vrdoljak i sur., 2018)

Velika toksic¢nost cisplatina prema zdravom tkivu posljedica je brze ionizacije njegovih labilnih
kloridnih liganada. To dovodi do stvaranja aktiviranih spojeva, koji na putu do ciljane molekule
DNA, reagiraju s ve¢inom bioloskih nukleofila. Zbog toga, sva paznja se usmjerila ka razvoju
novih derivata s istim antikancerogenim svojstvima, ali manjom toksi¢nos$¢u prema zdravoj

stanici.

2.4.2. Karboplatin

Karboplatin (Slika 24.), kemijska naziva i cis-diamin(1,1-ciklobutan-dikarboksilat)platina(II),
predstavlja drugu generaciju platinskih citostatika sa smanjenim toksikoloskim profilom.
Napredak se postigao zamjenom kloridnih liganada stabilnijim bidententantnim
ciklobutandikarboksilatnim ligandom. Takva promjena povecala je topljivost spoja u vodi
sedamnaest puta, kao i stabilnost samog spoja, pa se lijek uglavnom nepromijenjen izlucuje

mokracom. (Jaganath, 2009)
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Slika 24. Kemijska struktura molekule karboplatina (izvor: Trudu i sur., 2015)

Posljedicno, karboplatin rjede izaziva nefrotoksi¢nost, pa za njegovu primjenu nije potrebna
hidracija. Takoder, slabije su izraZeni i neurotoksi¢nost i emetogeni ucinak. Glavna nezeljena

posljedica jest mijelosupresija koja je izrazenija nego kod cisplatina. (Vrdoljak i sur., 2018)

2.4.3. Oksaliplatin

Tre¢u generaciju spojeva Cine alkilirajuéi spojevi s ve¢om citotoksi¢nos¢u i aktivnosti u
tumorima koji su otporni na cisplatin i karboplatin. Glavni predstavnik je oksaliplatin (Slika
25.), kemijska naziva i trans-R,R-1,2-diaminocikloheksan)oksalatoplatin(Il). Razlikuje se od
cisplatina po diaminocikloheksanskoj jedinici koja je zamijenila dvije aminske skupine, te

oksalatnoj odlaznoj skupini.

Slika 25. Kemijska struktura oksaliplatina (izvor: Trudu i sur., 2015)

Oksaliplatin primjenjuje se uglavnom u kombinaciji s drugim spojevima (florouracil i
leukovorin) za lijeCenje kolorektalnog karcinoma, no nove studije ispituju i njegovu
ucinkovitost u lijeCenju uznapredovalih karcinoma poput Zelu¢anog 1 karcinoma jajnika.

(Marques, 2013)
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2.5. Mehanizam citotoksi¢nosti

Iako alkiliraju¢i spojevi reagiraju s mnogim bioloSkim molekulama, brojna ispitivanja su
dokazala da je njihova citotoksi¢nost rezultat kovalentne interakcije s molekulom DNA. Ova
otkri¢a lako se mogu dokazati, uglavnom ispitivaju¢i povezanost citotoksi¢nosti s aktivnoS¢éu
enzima za popravak DNA, promjenama u genetickim 1 epigenetickim dogadajima mjerenim

ekspresijom gena, DNA aduktima prikazanim masenom spektrometrijskom analizom, itd.

Na molekuli DNA, glavne mete za alkilaciju predstavalju elektronski bogati fosforilni kisici.
Njihova alkilacija moze uzrokovati prekid lanca zbog hidrolize nastalih fosfotriestera, no
budu¢i da je ovaj proces iznimno spor, vrlo je mala vjerojatnost da je to glavni determinant
citotoksi¢nosti, pa ¢ak i kod monofunkcionalnih alkiliraju¢ih spojeva. Uglavnom se alkilacija
O6 atoma i vancikli¢cnog dusSikovog atoma guanina smatraju zasluZznim za antikancerogena

svojstva. (Chabner 1 Longo, 2018)

Najces¢e mjesto alkilacije ovih spojeva uglavnom je N7 pozicija guanina, no nerijetki su i
NI,N3 I N7 pozicija adenina, N1 i O6 pozicija guanina, N3 citozina te O4 pozicija timina
(Damia i Incalci, 1998). Sekvenca baze je ona koja utice na alkiliraju¢u reakciju. Stoga slijedi
da je najelektronegativnija N7-pozicija guanina pa je najlakSa meta za vezanje duSicnih iperita,
alkil alkan sulfonata, itd. S druge strane, kljuna mjesta za alkilaciju DNA za nitrozouree te
metilirajuce agense poput prokarbazina i dikarbazine, su O-6 metil grupe guanina. (Chabner 1

Longo, 2018)

Alkiliraju¢i spojevi ne pokazuju specificnost pa je razlika u djelovanju bifunkcionalnih i
monofunkcionalnih spojeva. Bifunkcionalni spojevi formiraju kovalentne veze s dva
nukleofilna centra na razli¢itim bazama DNA, stvarajuci pritom unakrsne veze izmedu dva
suprotna ili unutar istog lanca DNA. Takve unakrsne veze imaju konfiguraciju 1,2 ili 1,3 (slika
26.). Monofunkcionalni alkiliraju¢i spojevi imaju samo jednu alkilirajuéu skupinu pa nemaju

mogucénost formiranja unakrsnih veza. (Siddik, 2005)
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1,2- intramolekulska monofunkcionalni

veza adukt
le x
5 AGGCLLLTLGLGS
X X

3 TCCCGCGAGCGLS

13- intermolekulska  1,2- intermolekulska
veza veza

Slika 26. Monofunkcionalni adukti te 1,2 i 1,3 intermolekulske i1 intramolekulske veze bifunkcionalnih

adukata (izvor: Siddik, 2005)

Aktivnost bifunkcionalnih spojeva prvi su proucili Brookes i Lawley izoliraju¢i guanine
povezanih s alkilirajuéim spojevima na N-7 poziciji. Osim otkrica medulancanih i
unutarlancanih unakrsnih veza, spoznali su i njihovu vaznost u inaktivaciji replikacije DNA 1
citotoksi¢nosti. Vaznost unakrsnog vezanja utvrdena je Cinjenicom da su bifunkcionalni
alkiliraju¢i spojevi mnogo efikasniji citostatici od slicnih monofunkcionalnih spojeva. Takoder,

povecanje broja alkilirajucih jedinica iznad dvije obi¢no ne povecava citotoksi¢nost.

Glavni dokaz unakrsnog vezivanja bifunkcionalnih alkiliraju¢ih spojeva za molekulu DNA, dali
su nam Ewis 1 Kohn tehnikom alkalne elucije. Naime, eksperimenti su se izvodili na tumorskim
stanicama Zivotinja koje su bile izlozene minimalnim citotoksi¢nim uvjetima alkiliraju¢ih
spojeva. Rezultati su pokazali da unakrsno vezivanje DNA izazvano bifunkcionalnim
spojevima, pozitivno korelira s citotoksi¢noS$cu, te da u stanicama koje pokazuju otpornost na
lijekove, pojavljuje se manji broj unakrsnih veza. Takoder, ovom tehnikom otkrivene su i veze
DNA- protein, no utvrdeno je da unakrsne veze DNA protein na igraju ulogu u citotoksicnosti.

(Chabner 1 Longo, 2018)

2.6. Mehanizam rezistencije

Rezistencija tumorskih stanica na alkilirajuce spojeve kljucan je faktor koji odreduje efikasnost
terapije citostaticima. Naime, postoji nekoliko tipova stani¢ne rezistencije na alkilirajuce
spojeve koji mogu biti rezultat: 1) smanjenog unosa ili povecanog iznosa alkilirajucih spojeva
iz stanice, 2) povecanja inaktivacije alkiliraju¢ih spojeva unutar stanice, 4) odsustva

unutarstani¢nih mehanizama koji proizvode citotoksi¢nost kao odgovor na ostecenje DNA itd.
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Primjer prvog tipa stani¢ne rezistencije je rezistencija na mekloretamin ili melfalan, koja se
javlja uslijed smanjenog transporta spoja u stanicu. Drugi mehanizam stani¢ne rezistencije (koji
je rezultat unutarstani¢ne inaktivacije alkilirajuceg spoja) vidiljiv je na primjeru enzima aldehid
dehidrogenaze u stanicama koStane strzi i epitelnim stanicama gastrointestinalnog trakta.
Naime, enzim aldehid dehidrogenaza detoksikacijom primarnih metabolita ifosfamida 1
ciklofosfamida, Stiti ove organe od toksicnosti alkiliraju¢ih spojeva. Takoder, dokazana je i
rezistencija ovog enzima na ciklofosfamid u mi§jim i ljudskim stanicama leukemije te
stanicama raka jajnika, debelog crijeva i dojke. Treci tip stani¢ne rezistencije moze nastati
ukoliko unutarstani¢ni mehanizmi popravka DNA su disfunkcionalni ili nedovoljni, a oStecenja
uzrokovana alkiliraju¢im spojevima, poput metilacije O-6 guanina, ne izazivaju adekvatnu
citotoksi¢nost. Naime, dokazano je da enzim O-6-metilguanin-DNA-metiltransferaza uklanja
metilne skupine s O6 pozicije guanina ¢ime sprjecava formiranje medulancanog vezivanja.
Uklonjena metilna skupina se zatim kovalentno i nepovratno veze za enzim, nakon ¢ega se
razgraduje. Stoga, jasno je zasto poviSeni nivo ovog enzima predstavlja glavni mehanizam

rezistencije tumorskih stanica glioma i drugih na nitrozouree. (Bast i Holland, 2000)
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3. SAZETAK

Rak je jedan od vodecih uzroc¢nika smrti suvremenog drustva. Uzro€nici raka su brojni i mogu
se svrstati u viSe kategorija, a neki od najznacajnijih su: genetski faktori, kemijski kancerogeni,
infekcije, nezdrav nacin zivota itd. Budu¢i da je jedan od vodec¢ih problema danasnjice,
intenzivno se radi na trazenju metoda lijecenja 1 poboljSanju istih. Alkilirajuci spojevi, kao
vazne komponente antitumorskih lijekova, od proslog stolje¢a su se pokazali djelotvornima u
lijeCenju mnogih vrsta rakova i od tada, neizostavna su komponenta. Zajednicko svim
alkiliraju¢im spojevima jest kovalentno vezanje za molekulu DNA $to dovodi do inhibicije ili
netocne replikacije DNA, a posljedi¢no i do stani¢ne smrti stanica raka. Ipak, alkilirajuci

spojevi razlikuju se po mehanizmu djelovanja, a sama aktivnost ovisi im o viSe ¢imbenika.
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