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1. UVOD

Jedan od najve¢ih suvremenih znanstveno-tehnoloskih izazova jest pronalazak
odgovarajucih terapijskih rjeSenja kojim bi se omogucilo prevladavanje rezistencije u lijeCenju
zaraznih 1 autoimunih bolesti, karcinoma te drugih patoloSkih stanja. Stoga razvoj
nekonvencionalnih strategija i inovacijski pristup u dizajnu bioloski aktivnih molekula
omogucuje unaprjedenje kvalitete Zivota na globalnom nivou. Upravo se istrazivanje malih
molekulskih kalupa sa sposobno$¢u oponaSanja uvjeta unutar prirodnih sustava pokazalo
izrazito u¢inkovitim pristupom u kreiranju takvih rjesenja.

Strategija transformacije prirodnih proteina i peptida u potencijalne terapeutike temelji
se na promjeni strukturnih nedostataka i posljediénom poboljsanju bioloskih svojstava, §to se
ostvaruje dizajnom njihovih peptidomimetickih analoga. Esencijalni farmakoforni elementi iz
peptidomimetika oponasaju 3D-strukturu prirodnih peptida 1 proteina Sto rezultira
unaprjedenjem njihovog farmakokinetickog profila i terapeutskog potencijala (1). O uspjesnosti
ovog pristupa svjedo¢e peptidomimeticki terapeutici (antitumorski, antivirusni, antimikrobni,
terapeutici za neurodegenerativne bolesti) dostupni na inozemnom i RH trzistu, kao i
mnogobrojni peptidomimetici u fazi klinickih ispitivanja (1-3).

Ovakav koncept primijenjen je u prethodnom radu istrazivacke skupine iz Laboratorija za
organsku kemiju Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu i to u vidu dizajna
ferocenskih peptidomimetika i provodenja SAR-studija. Naime, poznato je kako umetanje
ferocenske osnove u strukturu postojecih lijekova rezultira povecanjem njihove
bioraspolozivosti i terapeutskog djelovanja pa se derivati ferocena nerijetko odlikuju
antiproliferativnim, antivirusnim, antimikrobnim i drugim pozeljnim svojstva kao i niskom
toksi¢nosc¢u i povecanom lipofilnoscéu (4).

Stoga, cilj ovog rada bila je provedba in vitro bioloske evaluacije s naglaskom na ispitivanje
antitumorskog potencijala dvanaest ferocenskih peptidomimetika sintetiziranih u Laboratoriju
za organsku kemiju Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu. Provedenom in vitro
bioloSkom evaluacijom nastojalo se utvrditi odnos strukture i antitumorskog ucinka
sintetiziranih homo- i heterokiralnih konjugata ferocen-1,1'-diamina s L- i D- Val, Leu i Phe na

trima humanim tumorskim stani¢nim linijama (HeLa, MCF-7, HepG2).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PEPTIDOMIMETICI

Bioloska i kemijska raznolikost proteina posljedica je njihove specificne 3D-strukture
odredene slijedom aminokiselina unutar samih polipeptidnih lanaca kao i medusobno
uspostavljenim nekovalentnim interakcijama. Pri tome nabiranje proteinskih lanaca 1 postignuta
termodinamicki najstabilnija konformacija reguliraju funkcionalnost 1 bioloSku aktivnost
pripadajuceg proteina. Bioloska funkcionalnost proteina ostvaruje se povezivanjem sa zZeljenim
receptorima i ligandima, s$to je pak uvjetovano strukturnom komplementarnosc¢u liganada i
receptora u vidu odgovarajuéeg oblika i veli¢ine, naboja te hidrofilnosti i hidrofobnosti (5).
Pogresnim nabiranjem proteinskih lanaca uspostavljaju se nezeljene konformacije $to dovodi do
poremecaja u protein-protein interakcijama (PPI) uklju¢enima u esencijalne bioloske procese,
uslijed Cega dolazi do razli¢itih infektivnih oboljenja i patoloSkih stanja (Alzheimerova,
Parkinsonova, Huntigtonova bolest) (6).

Usprkos kljuénoj ulozi u imunoloSkim 1 neuroloSkim procesima, postoje mnoga
ogranic¢enja u primjeni peptida kao terapeutika. Njihov farmakokineticki profil karakteriziran je
loSom apsorpcijom, nedostatkom specificnog transportnog sustava 1 posljedi¢no brzim
izluivanjem iz organizma, konformacijskom 1 proteolitickom nestabilnoS¢u, niskom
selektivnoScu te otezanim transportom kroz krvno-mozdanu barijeru. Medutim, modifikacijom
nativnih peptida moguce je unaprijediti njihova biofarmaceutska svojstva i uciniti ih
prikladnijim za klini¢ki razvoj i primjenu. Strategija transformacije prirodnih peptida u
potencijalne terapeutike ogleda se u sintezi i dizajnu njihovih peptidomimetic¢kih analoga, ¢iji
esencijalni farmakoforni elementi oponasSaju sekundarne strukturne elemente ukljucene u
bioloske interakcije (2, 7). Pristupi u dizajnu peptidomimetika podrazumijevaju: (i) ugradnju
nepeptidnih kalupa u peptidnu sekvencu; (ii) zamjenu peptidne veze nepeptidnim analozima;
(iii) konjugiranje aminokiselinskih boénih ogranaka s malim molekulama; (iv) ciklizaciju
glavnog lanca (2, 7).

Jedna od najvaZznijih dijagnostckih i terapijskih strategija u sprje¢avanju patofizioloske
prirode 1 progresije bolesti jest inhibicija PPI klju¢nih u usmjeravanju biokemijskih puteva, $to
predstavlja veliki izazov obzirom na njihovu brojnost 1 veliku dodirnu povrSinu na kojoj se
ostvaruju. Medutim, kako vezivanju doprinosi samo nekolicina aminokiselinskih ostataka,

mimkrija je usmjerena na takve ,hot spots“ regije bogate hidrofobnim aminokiselinskim
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ostatcima (Tyr, Phe, Arg, Leu, Trp) koje doprinose afinitetu za vezivanje liganda, a organizirane
su kao sekundarni strukturni elementi (a-uzvojnice, B- ploce, okreti) (8).

Zastupljenost peptidnih lijekova na farmaceutskom trzistu i razli¢itim fazama klini¢kih
ispitivanja u konstantnom je porastu ¢emu svjedo¢i lista odobrenih lijekova od strane Agencije
za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) tijekom posljednjih nekoliko
godina (3, 9). Prema nedavnom izvje$cu, izmedu sije¢nja 2015. i svibnja 2021. godine odobren
je 21 lijek ovog tipa, Sto predstavlja 5 % svih lijekova na trzistu odobrenih od strane FDA u
navedenom periodu. Primjerice, 2020. godine FDA je odobrila tri peptidomimeticka lijeka: (i)
relugolix (Orgovyx), oralno biodostupni antagonist receptora nepeptidnog gonadotropin-
oslobadajuc¢eg hormona (GnRH) za lijeCenje uznapredovalog raka prostate; (ii) tirbanibulin
(Klisyri), prvi klini¢ki visoko selektivni inhibitor Src kinaze za lijecenje aktini¢ne keratoze lica
i vlasista; (iii) galij 68 PSMA-11, prvi radioaktivni peptidni lijek s DOTA kelatorom odobren za
otkrivanje i lokalizaciju raka prostate pozitronskom emisijskom tomografijom (PET) (9). Neki
od najprodavanijih peptidomimetickih lijekova koriste se u terapiji relapsno-remitentne multiple
skleroze (Copaxone, polimer koji oponasa mijelinski osnovni protein) te lije¢enju dijabetesa tipa
2 gdje se radi o skupini agonista GLP-1 (peptid-1-sli¢an glukagonu) poput liraglutida
(Victoza™, Saxenda™). (2, 3) Osim toga, uspjesnost prethodno spomenutih strategija u dizajnu
peptidomimetika ocituje se i na primjeru lijeka dezmopresina, analoga vazopresina, kod kojega
je zamjena L-Arg iz vazopresina s D-Arg rezultirala produljenjem vremena poluzivota,
poveéanjem selektivnosti i terapeutskog potencijala lijeka. Nadalje, neki peptidomimetici
posjeduju i antivirusna svojstva te djeluju kao inhibitori kljuénih enzima koji posreduju u
replikaciji HIV-1, hepatitis C, SARS CoV-2 i MERS-CoV virusa (3). Takoder, unaprjedenjem
svojstava antimikrobnih peptida (engl. Antimicrobial Peptide, AMP) u vidu povecanja
hidrofobnosti 1 osiguranja lakSeg transporta kroz stani¢nu membranu, nastoji se doprinijeti
prevladavanju antimikrobne rezistencije, dok se sve intenzivnijim istrazivanjem crijevne
mikrobiote pokusava identificirati nove peptide koji bi mogli posluziti u razvoju 1 istraZivanju
terapeutika metaboli¢kih bolesti.

Osim unaprjedenja afiniteta i selektivnosti prema receptorima, intenzivno se istrazuju razliciti
nacini primjene lijeka i njegove biodostupnosti. Naime, uslijed proteoliticke nestabilnosti vecina
peptidnih terapeutika primjenjuje se u obliku injekcija, stoga posebnu pozornost privlaci
intranazalno ili transdermalno administriranje lijeka, kao alternativni nacini primjene. Osobito

je zanimljiv primjer klinickog razvoja transbukalnog sustava za dostavu lijeka nastalog



kombinacijom zlatnih nanocestica i tehnologije (9).

2.2. FEROCEN

Ferocen Fe(CsHs). pripada skupini metalocenskih spojeva. Odlikuje se tzv.,,sendvi¢
strukturom* u kojoj je Zeljezov kation (Fe?*) smijeten izmedu dvaju ciklopentadienilnih
prstenova (Cp). Osim specificne strukture, ferocen se odlikuje nizom iznimnih fizikalno-
kemijskih svojstava koji ga ¢ine pogodnim supstratom za dizajn mnogobrojnih derivata. Stoga
je njegovo otkri¢e sredinom proSloga stolje¢a znacajno doprinijelo razvoju organometalne
kemije (4). Naime, konfiguracija plemenitog plina i aromati¢nost doprinose njegovoj izrazitoj
stabilnosti u fizioloskim uvjetima, dok je olakSani prolazak kroz stani¢cnu membranu posljedica
lipofilnog karaktera. Osim toga, karakteriziraju ga niska toksi¢nost, povoljna elektrokemijska
svojstva, robusnost te dobra topljivost u organskim otapalima. Zahvaljuju¢i jedinstvenom
karakteru ferocena, njegovi derivati koriste se kao biosenzori, elektronicki materijali,
visokooktanski aditivi u motornim gorivima i polimeri, dok je njihov bioloski potencijal osobito

prepoznat u podrucju (nano)medicine te biomedicinskog i tkivnog inzenjerstva (4).

2.2.1. Derivati ferocena kao terapeutici

U posljednjih nekoliko desetlje¢a doSlo je do znacajnog napretka u istrazivanju
terapeutskog potencijala organometalnih spojeva. Osobita pozornost posvecena je razvoju
metalnih prolijekova pri ¢emu se ferocen pokazao izrazito uc¢inkovitim metalofarmakoforom.
Poznato je kako terapeutici na bazi metala posjeduju raznolika elektronska i strukturna svojstva
ukljucujuéi niz oksidacijskih stanja, koordinacijsku geometriju te vrstu i broj liganada (4, 11).
Shodno tome, utvrdeno je kako metalni kompleksi mogu utjecati na stani¢nu redoks-ravnotezu
izravno redukcijom/oksidacijom u metalnim ili ligandnim centrima, neizravno kroz interakciju
s biomolekulama u redoks-procesima te stvaranjem viska citotoksi¢nih kemijskih vrsta poput
slobodnih radikala (10, 11). Ovakav mehanizam djelovanja je ucinkovita strategija u terapiji
karcinoma obzirom na izrazitu redoks-osjetljivost tumorskih stanica.

Potraga za antitumorskim lijekovima na bazi metala intenzivirala se nakon otkri¢a
cisplatina devedesetih godina, danas najzastupljenijeg lijeka u terapiji karcinoma. Medutim,
visoka toksi¢nost, mnoge nuspojave i rezistencija nekih tumora na cisplatin ogranicavaju
njegovu primjenu §to zahtijeva razvoj novih lijekova s platinom ili drugim metalima poput onih

na bazi rutenija ili zeljeza, osobito u obliku ferocena, koji pokazuju pokazuju dobre citotoksi¢ne



ucinke uz smanjenu opcu toksi¢nost i nuspojave (12, 13). Naime, istrazivanje bioloSke aktivnosti
derivata ferocena traje gotovo 70 godina pri ¢emu najznacajnije postignuée u tom podrucju
predstavlja unaprjedenje terapijske ucinkovitosti postojecih lijekova kao posljedice izosterne
zamjene dijela strukture bioaktivne molekule s ferocenom (slika 1). Takvim pristupom
pripravljeni su naju¢inkovitiji ferocenski bioizosteri, ferokin i ferocifen kao derivati klorokina i
tamoksifena (13).
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Slika 1. Vremenik istrazivanja ferocenskih derivata (prema Patra, 2017)

Bioloska aktivnost ferocenskih derivata pripisuje se njihovoj redoks-aktivnosti, odnosno
sposobnosti generiranja reaktivnih kisikovih vrsta (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) kao i
hidroksilnih radikala (-OH) nastalih Fentonovom reakcijom koji dovode do poremeéaja u
regulaciji stanicnog ciklusa, metabolizma te apoptoze uslijed oSteenja DNA, stani¢ne
membrane, mitohondrija i sl (11-13). Opisani mehanizam djelovanja utvrden je u slucaju
ferokina koji zahvaljuju¢i aktivnosti ferocenskog dijela molekule pokazuje pozitivni u¢inak
protiv klorokin-rezistentnih Plasmodium falciparum vrsta, a pored antimalarijske aktivnosti
pokazuje inhibitorni u€inak prema infekcijama uzrokovanim virusom hepatitisa C, dok u
kombiniranoj terapiji s odredenim kemoterapeuticima dovodi do poboljSanja antitumorske
aktivnosti. Antitumorska aktivnost ferocifena prema estrogen-receptor a-ovisnom (ERo+) i
hormonski neovisnom (ERo—) karcinomu dojke takoder se pripisuje ranije opisanom
mehanizmu djelovanja ferocenskog dijela molekule, a ferocifen dodatno karakteriziraju visoka
selektivnost prema tumorskim stanicama te in vivo generiranje ROS-a (13). Klju¢na uloga

ferocenske jedinice kao bioizostera utvrdena je prilikom istrazivanja antitumorske aktivnosti



organorenijevih ili organomanganskih derivata tamoksifena u kojima pripravljeni derivati nisu
pokazali o¢ekivanu antiproliferativnu aktivnost (13). Osim antitumorske aktivnosti, derivati
ferocena pokazuju Sirok spektar bioloske aktivnosti poput antimikrobne, antiparazitske,

antioksidacijske, antikonvulzivne i antivirusne (14).

2.2.2. Ferocenski peptidomimetici

Osim umetanja ferocena u strukturu postojecih lijekova, zahvaljuju¢i jednostavnoj
funkcionalizaciji [uvodenju funkcijskih skupina na jedan (homoanularni derivati) ili oba
ferocenska prstena (heteroanularni derivati)], pripravljen je veliki broj ferocenskih konjugata s
bioloski znacajnim organskim ili anorganskim fragmentima. Prilikom dizajna potencijalnih
terapeutika s umetnutim ferocenskim fragmentom vazno je razmotriti utjecaj elektroaktivne
ferocenske jezgre kao i konjugirane spojnice (koja moze imati ulogu kromofora i sniziti
oksidacijski potencijal) izmedu ferocena i ostatka molekule kao ¢imbenika koji upravljaju
svojstvima takvih biokonjugata (13, 14).

Kao §to je prethodno opisano u poglavlju 2.1., elementi sekundarne strukture imaju
klju¢nu ulogu u medusobnom molekulskom prepoznavanju i povezivanju tijekom protein-
protein interakcija pa je razvoj farmakoloSki potentnih biomolekula usmjeren upravo na
kontrolirano upravljanje PPI. Poseban interes iskazuje se za razvoj malih spregnutih mimetika
B-okreta koji su smjeSteni na povrSini proteinske molekule te time izloZeni susjednim
molekulama, zbog Cega izravno sudjeluju u razli¢itim interakcijama, odredujuci tako svojstva
peptida i proteina, ali i potencijalnih terapeutika (2). Oponasanjem [-okreta odgovarajué¢im
zacetnicima okreta (engl. turn-inducer) ¢iji rigidni kalup nakon konjugiranja s aminokiselinama
i malim peptidima omogucava usmjeravanje bo¢nih ogranaka jednako kao u prirodnom peptidu,
pripravljaju se mimetici s poboljsanom proteolitickom stabilno$¢u i ograni¢enom
konformacijskom fleksibilnosc¢u.

Navedeni pristup u dizajnu mimetika okreta intenzivno se istrazuje u Laboratoriju za
organsku kemiju Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta gdje su se 1,1'-disupstituirani feroceni
pokazali pogodnim kalupom za pripravu konformacijski spregnutih peptida koji zauzimaju
strukture -okreta i struktura nalik B-plo¢ama. Pritom, biokonjugati nastali konjugiranjem 1,1'-
disupstituiranih  ferocenskih kalupa s prirodnim aminokiselinama poprimaju oblik
visokouredenih heli¢nih struktura zahvaljujuc¢i udaljenosti izmedu ciklopentadienilnih prstenova

od 3,3 A kojom je omoguéena tvorba intramolekulskih vodikovih veza (engl. Intramolecular



Hydrogen Bond, IHB) izmedu podandnih peptidnih lanaca, dok ferocen djeluje kao zacetnik
okreta (2).

Ovisno o kiralnosti peptidne okosnice i vrsti ferocenskog kalupa kao zacetnika okreta,
moguce je regulirati nabiranje ferocenskih peptida i time neposredno utjecati na njihovu
biolosku aktivnost. Kako ferocenski kalupi CO-Fn—-CO, CO-Fn—-NH i NH-Fn—NH mogu
akceptirati i/ili donirati vodikove veze, razlikuju se tri glavne skupine konjugata ferocena s
prirodnim aminokiselinama (slika 2): (i) Fn—[CO-AK—OMe]. (I) u kojima se uspostavlja 10-
¢lani IHB-prsten; (ii) Y-AK-NH-Fn—CO-AK-OMe (Il) s 12-¢lanim IHB-prstenom; (iii) Fn—
[NH-AK-YT]2 (I11) s 14-¢lanim IHB-prstenom, odnosno 2 simultana 10-¢lana IHB-prstena; [Fn
= ferocenilen, Y = Ac (acetil), Boc (tert-butoksikarbonil)] (15).

o] [0}
4 P -
@E IO ©/M\ﬁ‘~ |0 g 5 \IO/
5" 5 The e - -
1 | 7 1
Fe 1o’ 6 Fe ‘Ij -8 @ Fe M e s
0 ~0
H I N 10 g g I
12 10
N Y T NN
(o]
(D am) (111)

@—cocm @—NHz ©_NH2

Fe Fe Fe
Fed (I) Fca (II) Fcda (III)
Slika 2. Ferocenski peptidomimetici I- 111 (IHB oznacéene isprekidanim crtama)

Pripravljena je serija ovakvih ferocenskih peptidomimetika pri ¢emu je poseban fokus
istazivanja bio na detaljnoj spektroskopskoj analizi nastalin IHB-obrazaca i sekundarnih
struktura (15-19). Rezultatima istrazivanja utvrdena je kljucna uloga alternirajuce kiralnosti
aminokiselinskih sekvenci i N-teminalnih skupina pri indukciji razli¢itih THB-prstenova.
Nadalje, u nekim od istrazivanja pripravljeni biokonjugati podvrgnuti su bioloskoj evaluaciji
kako bi se utvrdila veza izmedu njihove strukture i aktivnosti pri ¢emu su neki od njih pokazali
antitumorski potencijal. U ovome radu provedena je in vitro bioloska evaluacija homo- i

heterokiralnih ferocenskih konjugata 111 s L- i D- Val, Leu i Phe.



2.3. STANICNA SMRT

Stani¢na smrt jest izrazito slozen temeljni bioloski proces kojim se omogucuje pravilna
dioba i diferencijacija stanica te odrzavanje homeostaze unutar zivih sustava. Ovaj proces ima
kljucnu ulogu u embrionalnom razvoju 1 obnovi tkiva, ali i imunoloskoj regulaciji u vidu
eliminacije patogenima zarazenih stanica i kancerogenih stanica (20, 21). Poremecaji u
odvijanju ovoga procesa doprinose razvoju razliitih bolesti 1 stanja (neurodegenerativni
poremecaji, karcinom, autoimune i zarazne bolesti) pa istrazivanje i razumijevanje signalnih
kaskada te mehanizama uklju¢enih u regulaciju ovoga procesa predstavlja vazan alat pri razvoju
strategija za dizajn i1 biotehnolosku proizvodnju biofarmaceutika.

U dosadasnjim istrazivanjima stani¢nog umiranja predstavljene su razliCite klasifikacije
i nacini identifikacije razli¢ith tipova stani¢ne smrti izvrSenih kroz razli¢ite te ponekad i
djelomi¢no preklapajuée signalne puteve (22). Obzirom na razli¢ite mehanizme stani¢nog
umiranja i posljedi¢no nastale morfoloske promjene u umiru¢im stanicama, Odbor za
nomenklaturu stani¢ne smrti (engl. The Nomenclature Committee on Cell Death, NCCD)
predlozio je klasifikaciju oblika stani¢ne smrti, shodno biokemijskoj i fizioloskoj prirodi
signalnih puteva, u dvije kategorije: (i) sluc¢ajnu (engl. Accidental Cell Death, ACD) uzrokovanu
teSkim fiziCkim i kemijskim oSteCenjima i neosjetljivu na genetske i farmakoloske promjene; (ii)
reguliranu (engl. Regulated Cell Death, RCD) stani¢nu smrt kao vrlo koordinirani i genetski
kontroliran proces pri ¢emu se RCD moze dodatno kategorizirati na apoptotsku i neapoptotsku
stani¢énu smrt (23). Shodno tome, definirane su tri glavna oblika stani¢ne smrti medusobno
razli¢ita po morfoloskim i biokemijskim obiljezjima: apoptoza, autofagija i nekroza (20, 21).

Nekroza predstavlja oblik pasivne i nekontrolirane stani¢ne smrti potaknute vanjskim
¢imbenicima, odnosno iznenadnim 1 stresnim uvjetima uslijed izlaganja toksinima, hipoksiji,
velikim promjenama temperature ili pH te drugim ekstremnim uvjetima. Ovaj proces
karakteristi¢an je po bubrenju organela i stanica, gubitku integriteta stanicne membrane te
nekontroliranom oslobadanju stani¢nog sadrzaja u izvanstani¢ni prostor $to rezultira aktivacijom
imunoloskog sustava, tj. upalom 1 oStecenjem okolnih stanica 1/ili tkiva. Ipak, recentna
istrazivanja upucuju na postojanje i programiranog oblika nekroticke stani¢ne smrti, tzv.
nekroptoze (23).

Autofagija predstavlja visestupanjski kataboli¢ki proces pomocu kojeg se posredstvom
lizosoma razgraduju i recikliraju stani¢ne komponente (oSte¢ene makromolekule, organele i dr.)

u svrhu dobivanja izvora energije ili pak supstrata za biosintezu. Ovaj proces pripada



neapoptoticCkom mehanizmu programirane stani¢ne smrti, a moze biti induciran razli¢itim
stresnim stanjima, ponajvise nedostatkom hranjivih tvari, tj. izvora energije i aminokiselina.
Obzirom na razli¢ite mehanizme prijenosa citoplazmatskog sadrZaja do lizosoma, opisana su tri
tipa autofagije: (i) mikroautofagija (vezanje supstrata za razgradnju na povrSinu lizosoma
praceno invaginacijom membrane lizosoma); (ii) makroautofagija (prijenos supstrata
autofagosomima); (iii) autofagija posredovana Saperonima (izravna translokacija preko
lizosomalne membrane) (24, 25).

Prvi identificirani strogo regulirani te detaljno prouceni oblik programiranog stani¢nog
umiranja jest apoptoza. Pokretanje apoptoze posljedica je izostanka bitnih faktora za
prezivljavanje (faktori rasta, hormoni), odnosno primanja negativnih signala za odumiranje
uslijed osStecenja DNA, djelovanja slobodnih radikala, tretmana citotoksi¢nim tvarima, vezanja
signalnih molekula na povrSinske stani¢ne receptore 1 sl. MorfoloSke karakteristike apoptoze su:
kondenzacija kromatina i piknoza jezgre, fragmentacija DNA, protruzija stanicne membrane te
nastanak apoptotickih tjelesaca (25, 26). Za razliku od nekroze, razgradnja stanice odvija se bez
upalnih reakcija s minimalnim utjecajem na okolne stanice i tkivo. Najvaznije skupine proteina
ukljuéenih u ovaj oblik stani¢ne smrti su proteini iz porodice kaspaza i Bcl-2 (engl. B-cell
lymphoma 2). Kaspaze su citoplazmatske cistein endoproteaze koje imaju sredi$nju ulogu u
inicijaciji i provodenju apoptoze, a u stanici su priusutne kao neaktivni prekursorski oblici (pro-
kaspaze) koji podlijezu proteolizi i homodimerizaciji s drugim pro-kaspazama uslijed kaskadne
aktivacije posredovane drugim aktivnim kaspazama (24). Razlikujemo dvije skupine
apoptotskih kaspaza: inicijatorske kaspaze (kaspaze -8,-9) te efektorske kaspaze (kaspaza-3, -6,
-7) pri ¢emu apoptotski signali smrti aktiviraju inicijatorske kaspaze koje potom pokreéu
proteoliticku kaskadu i aktiviraju izvrsiteljske kaspaze. Nadalje, proteini Bcl-2 porodice imaju
kljuénu ulogu u regulaciji apoptoze $to se ocituje njhovom pro- i anti-apoptotickom aktivnoscu.
Shodno tome, dijele se u tri skupine: (i) anti-apoptoti¢ka koju ¢ine Bel-2, Bel-xL, Bel-W, Mcl-
1, Bcl2Al, Bcl-B proteini s ¢etiri konzervirane Bel-2 homologne domene (BH1-BH4); (ii) pro-
apoptoticki proteini Bax, Bak i Bok koji sadrze tri homologne domene (BH1-BH3); (iii) pro-
apoptoticki tzv. BH3 proteini (Bik, Hrk, Bim, Bad, Bid, Puma, Noxa i Bmf) (27).

Ovisno vanjskom ili unutarnjem signalu za pokretanje apoptoze razlikujemo vanjski (put
receptora smrti) te unutraS$nji (mitohondrijski) put apoptoze pri ¢emu oba puta ukljucuju
aktiviranje incijatorskih kaspaza (-8, -9, -10) i efektorsku kaspazu-3. Vanjski put apoptoze

zapocinje obradom izvanstani¢nih signala u vidu aktivacije pro-apoptotickih receptora, tzv.



receptora smrti na povriSini stanice vezanjem ,signalnih proteina smrti“, odnosno
proapoptoti¢kih liganada. Posredovan je molekulama iz skupine ¢imbenika nekroze tumora
(engl. Tumor Necrosis Factor, TNF) ¢ija interakcija s TNFR (engl. Tumor Necrosis Factor
Receptor) na stani¢noj membrani dovodi do trimerizacije adaptornih proteina TRADD (engl.
TNF Receptor 1 Associated Death Domain) te FADD (engl. Fas Associated Death Domain) kao
1 njihovog regrutiranja iz citoplazme na povrsSinu stanice. Pri tome, FADD domene sluze kao
most izmedu receptora i pro-kaspaze 8 ¢ime nastaje multiproteinski kompleks DISC (engl.
Death-inducing Signaling Complex) koji signalizira induciranje stani¢ne smrti, odnosno slijedi
aktivacija kaspaze-3 i -8 i posljedicno apoptoza (27). Mitohondrijski put apoptoze induciran je
unutarstani¢nim signalima nastalim u uvjetima stani¢nog stresa koji doveo do citogenetskih
ostecenja. Pri tome dolazi do permeabilizacije mitohondrija i oslobadanja apoptotickih signalnih
molekula u citosol (citokrom ¢, Smac/Diablo, HrtA2/Omi) pri cemu Smac/Diablo i HrtA2/Omi
indirektno sudjeluju u pokretanju apoptoze inhibicijom inhibitora apoptotickih proteina (IAP)
(28). Citosolni citokrom c u interakciji s APAF1 (engl. Apoptotic Protease Activating Factor 1)
stvara multimerni kompleks apoptosom koji aktivira kaspazu-3 i -9.

Tumorske stanice karakterizira sposobnost izbjegavanja mehanizama programirane
stani¢ne smrti pa se upravo zbog toga istrazuju specificni kemoterapeutici za razvoj ciljanih
terapija poput ciljanog tretiranja gena Bcl-2 porodice pri ¢emu se nastoji povecati koli¢inu
proapoptoti¢kih te smanjiti koli¢inu antiapoptoti¢kih faktora (28). Takoder, dizajnirani su
terapeutici koji sluZze kao agonisti receptora smrti i izravno aktiviraju vanjski put apoptoze

vezanjem na receptore smrti (29).

2.4. STANICNI CIKLUS

Stani¢ni ciklus predstavlja visoko regulirani unutarstani¢ni proces kroz koji stanica
duplicira svoj genom, raste i dijeli se. On ukljucuje uredeni niz vremenski odvojenih
makromolekularnih dogadaja koji dovode do diobe stanice i1 proizvodnje dviju stanica kéeri pri
¢emu se u svakoj od njih nalazi ravnomjerno rasporeden stani¢ni materijal, identi¢an onome u
roditeljskoj stanici. Opcenito, stani¢ni ciklus se moze podijeliti na dvije velike faze, interfazu i
mitozu.

Interfaza se odvija izmedu dvije mitotske faze i predstavlja vrijeme stani¢nog rasta,
odnosno najdulji dio stani¢nog ciklusa u kojem se odvija priprema stanice za diobu umnazanjem

stani¢nog sadrzaja i udvostrucavanjem genetickog materijala (30). Unutar interfaze razlikujemo
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G1, SiG2fazu. U G1 (engl. gap 1) fazi stani¢nog ciklusa, stanica pokazuje izrazitu metabolicku
aktivnost u vidu sinteze RNA, enzima i drugih makromolekula nuznih za tvorbu stani¢nih
sustava koji osiguravaju normalno odrzavanje funkcionalnosti stanice u daljnjim fazama ciklusa.
Tijekom S faze stani¢nog ciklusa odvija se sinteza i replikacija DNA, dva vaZna i strogo
regulirana stani¢na dogadaja. Nakon S faze slijedi G2 (engl. gap 2) faza u kojoj se provodi
intenzivna sinteza proteina neophodnih za mitozu ¢ime se zaokruzuju posljednje pripreme
stanice za dijeljenje.

Po zavrSetku interfaze slijedi mitotska faza (M faza) ¢iji je smisao ravnomjerna
raspodjela nasljednog i citoplazmatskog materijala ishodi$ne stanice u dvije novonastale stanice
kéeri, a zauzima tek 10 % vremena stani¢nog ciklusa. Raspodjela se odvija kroz dva medusobno
povezana dogadaja koji podrazumijevaju podjelu jezgre (kariokineza) te stani¢nih organela i
citoplazme (citokineza). Ukratko, proces kariokineze dijeli se na Cetiri zasebne faze u kojima
dolazi do: (i) kondenzacije kromosoma i pucanja jezgrine membrane (profaza); (ii) pruzanja
maksimalno kondenziranog kromosoma u mitotickom aparatu (metafaza); (iii) razdvajanja
sestrinskih kromatida dvostrukih kromosoma, putovanja jednostrukih kromosoma na suprotne
polove stanice i izduzivanja stanice (anafaza); (iv) dekondenzacije kromosoma i formiranja
jezgrine ovojnice oko svakog seta kromosoma i jezgrice (telofaza) (30). Nakon zavrSetka
kariokineze dolazi i do kona¢nog fizickog dijeljenja stanice majke.

Ovisno o vrsti stanica i njihovoj sposobnosti proliferacije, (ne)povoljnosti okolisnih
uvjeta i mnogim drugim parametrima, novonastale stanice kéeri mogu uéi u iduéi ciklus stanicne
diobe ili stanje mirovanja, odnosno GO fazu stani¢nog ciklusa. Recimo, povrSinske epitelne
stanice poput stanica slojevitog skvamoznog epitela koze 1 stupCaste epitelne stanice
gastrointestinalnog trakta, kontiunirano se dijele, dok se parenhimske stanice jetre, bubrega i
gusterace moraju potaknuti na ponovni ulazak u stani¢ni ciklus izlaganjem faktorima rasta.3!
Primjerice, citokinima inducirani ponovni ulazak stanica ovog tipa u Gl fazu je vazna
komponenta upalnog odgovora, $to je dobro okarakterizirana pojava u bubrezima (31). Osim
toga, ziv¢ane i stanice sr¢anog misi¢a ne posjeduju sposobnost proliferacije te trajno miruju.

Kako bi se oCuvao stanicni i tkivni integritet, nuZzna je izuzetna uravnoteZenost izmedu
sinteze DNA 1 stani¢ne proliferacije te zaustavljanja rasta, popravka DNA ili apoptoze. To se
postize nizom pozitivnih i negativnih signala koji stanicu upucuju na napredovanje u stani¢nom
ciklusu, odnosno zaustavljaju stani¢ni ciklus kako bi se eliminirala oSte¢enja. Dakle, stani¢ni

ciklus mora biti strogo reguliran kako bi se onemogucio prijenos genetickih abnormalnosti na
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stanice kceri te stoga postoje mnoge razine i putevi regulacije kojima se stanica osigurava od
prijenosa greSaka na potomke. Regulacija stani¢nog ciklusa provodi se pomocu kontrolnih
tocaka 1 to (de)fosforilacijama, periodicnom sintezom i razgradnjom proteina ukljucenih u
kontrolu, inhibitorima, aktivatorima i dr. Kontrolnim tockama kontrolira se redoslijed i vrijeme
prijelaza iz jedne u drugu fazu stani¢nog ciklusa $to omogucava dovrsavanje kljucnih stani¢nih
dogadaja (replikacije DNA, segregacije kromosoma) s velikom precizno$c¢u, u suprotnom slijedi
zaustavljanje stani¢nog ciklusa i popravak oSteéenja (32).

Ciklini i ciklin-ovisne kinaze (engl. Cyclin-dependent Kinases, CDK) pozitivni su
regulatori stani¢nog ciklusa pa njihova aktivacija omogucuje stanici prelazak u iduéu fazu
stani¢nog ciklusa te naposlijetku i diobu (31). CDK su negativno regulirane inhibitorima ciklin-
ovisnih kinaza (CDKI) koji kao negativni regulatori zaustavljaju stani¢ni ciklus i usmjeravaju
stanicu prema oporavku ili programiranoj stani¢noj smrti. Nadalje, unutarnjim kontrolnim
sustavima, tj. osnovnim kontrolnim to¢kama (G1/S, G2/M, metafazna tocka) provjeravaju se
odnos veli¢ine citoplazme i jezgre, oStecenje DNA, broj i raspored kromosoma, itd. Na prijelazu
iz G1 u S fazu (prva kontrolna/restrikcijska tocka, G1/S) vr$i se provjera o enzimima i
proteinima neophodnim u replikaciji DNA. Odlucuje se o nastavku ili zavrSetku stani¢nog
ciklusa, tj. ulasku u fazu smanjenje metabolicke aktivnosti (G0O) do pojave povoljnih uvjeta (32).
G2/M kontrolna tocka sluzi za provjeru ispravno provedene replikacije DNA te registriranje
oSte¢enja DNA, ali i prisutnost drugih molekula potrebnih za diobu stanice. U metafazi tzv.
kontrolna tocka diobenog vretena omogucuje provjeru i detektiranje nepravilnosti u polozaju
kromosoma i rasporedu mikrotubula (32).

Deregulacija stanicnog ciklusa rezultira nekotroliranom proliferacijom stanica 1
povecanjem broja mutacija $to najéeS¢e dovodi do nastanka tumora. Tumorske stanice izmedu
ostalog karakterizira prekomjerno eksprimiranje ciklina, odnosno smanjeno eksprimiranje
CDKI sto im omogucuje nereguliran stani¢ni rast (32). Osim toga, medu najbolje proucenim
proteinima koji dovode do zastoja stani¢nog ciklusa ili njezine smrti jest p5S3 protein. Pritom,
mutacije gena p53 najceS¢e su mutacije povezane s nastankom karcinoma (31). Stoga,
upravljanje stani¢nim ciklusom predstavlja obecavajucu strategiju u pronalasku prikladnih
terapijskih rjesenja u lijeCenju karcinoma. Mehanizam djelovanja nekih postojecih lijekova
(karboplatin, cisplatin) podrazumijeva blokiranje jedne ili viSe faza stani¢nog ciklusa, a
intenzivno se radi i na razvoju kombiniranih terapija te specifi¢énih biomolekula koje izravno

inhibiraju CDK, transkripciju, neograniceni rast stanica te induciraju zaustavljanje stanicnog
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ciklusa deregulacijom kontrolnih toc¢aka i sl (33, 34).

2.5. PRIMJENA KULTURE STANICA U IN VITRO ISTRAZIVANJIMA

Pojam kulture Zivotinjskih stanica podrazumijeva odrzavanje stanica izoliranih iz tkiva
ili organa viSestani¢nih organizama u kontroliranom umjetnom okoli$u, odnosno optimalnim in
vitro uvjetima, omogucavajuéi pritome dobivanje homogene populacije stanica kroz vise
generacija. Stani¢ne kulture jedan su od najmo¢nijih biotehnoloskih ,,alata® danasnjice cemu
svjedoce razmjeri njihove primjene unutar mnogobrojnih razli¢itih znanstvenih disciplina.
Naime, kultura stanica Koristi se za proizvodnju visokovrijednih biotehnoloskih proizvoda poput
virusnih cjepiva, monoklonskih protutijela, rekombinantnih terapeutskih proteina, ali i umjetnih
tkiva i organa §to znacajno doprinosi ubrzanom razvoju tkivnog inzenjerstva i regenerativne
medicine. Osim toga, sluze kao modelni sustavi u farmakoloSkim, imunoloskim, biokemijskim
i inim istraZivanjima, dok se posebna pozornost pridaje uporabi razli¢itih humanih stani¢nih
linija u in vitro procjeni citotoksi¢nosti novosintetiziranih spojeva s ciljem otkrivanja i razvoja
potencijalnih antitumorskih lijekova.

Provedba in vitro testova citotoksi¢nosti na stani¢nim linijama pokazala se izrazito
korisnim alternativnim pristupom u (eko)toksikoloskim istrazivanjima, obzirom na sveprisutnije
znanstvene, ekonomske i eticke zahtjeve s osobitim naglaskom na nedostatke in vivo istrazivanja
na pokusnim zivotinjama. Shodno tome, u znanstvenim krugovima nastoji se primjenjivati tzv.
3R pristup (engl. Reduce, Refine, Replace) koji podrazumijeva zamjenu in vivo testova
alternativnim in vitro metodama kada je god to moguce kako bi doslo do smanjenja ucestalosti
koriStenja pokusnih zivotinja (35). In vitro sustavi pogodni su za pracenje metabolickih
promjena tijekom ispitivanja toksi¢nosti nepoznate tvari koje ukljucuje ispitivanja na stani¢nim
frakcijama, stanicnim linijjama, dijelovima tkiva, kulturama organa, primarnim stani¢nim
linijama i dr (36). Ova ispitivanja temelje se na pretpostavci da se interakcija bioloskih sustava
1 ispitivane tvari ponajprije odvija na stani¢noj razini $to se uveliko odrazava na funkcionalnost
i rad stanice pa je razumijevanjem toksi¢nosti na stani¢noj razini moguce pretpostaviti utjecaj
tvari i na razini organizma (35). Primjena in vitro testova toksic¢nosti rezultira odredivanjem
bazalne citotoksicnosti koja oznacava ucinak ispitivane tvari na morfologiju i prezivljenje
stanica u kulturi, odnosno cjelokupni metabolizam stanice sto moze posluziti kao smjernica za

nastavak istrazivanja (36).
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U tu svrhu najcesce se koriste humane kontinuirane stani¢ne linije dostupne putem banki
stanica pri ¢emu su American Type Cell Culture (ATCC) i European Collection of Animal Cell
Culture (ECACC) najvece banke stanica. Primarni in Vvitro test, ¢ija je primjena predloZena od
strane Nacionalnog instituta za rak (engl. National Cancer Institute, NCI) devedesetih godina,
ukljucuje 60 najvaznijih humanih tumorskih stani¢nih linija za testiranje novosintetiziranih
spojeva, prirodnih ekstrakata i razlicitih izolata nepoznatog toksikoloskog profila u definiranim
rasponima koncentracija (35, 36). Svrha preliminarnog in vitro testa jest ustanoviti relativni
stupanj inhibicije rasta ili citotoksicnosti za svaku stani¢nu liniju S$to olakSava otkrivanje
potencijalnih terapeutika i probir za provedbu daljnjih istraZivanja.

Shodno tome, razvijene su brojne metode za in vitro odredivanje citotoksi¢nosti,
utemeljene na razli¢itim principima: Neutral Red metoda, Kenacid Blue metoda, Trypan Blue
metoda, testovi redukcije tetrazolijeve soli (MTT, MTS, WST-1), metoda otpustanja laktat-
dehidrogenaze (LDH), bojanje bojilom kristal-ljubicasto, test proliferacije stanica i smanjenje
razine ATP-a (35). Prednost ovakvog pristupa ogleda se u moguénosti primjene nekoliko
razli¢itth metoda za dobivanje informacija o bazalnoj citotoksi¢nosti ispitivane tvari i
mehanizmu toksi¢nosti, dok koriStenje viSe razli¢itih stani¢nih linija moze ukazati na
selektivnost djelovanja ispitivane tvari prema odredenoj vrsti stanica. Osim toga, moguce je u
relativno kratkom vremenu analizirati veliki broj uzoraka u Sirokom rasponu koncentracija, rabe
se manje koli¢ine ispitivane tvari pa posljedi¢no nastaje i manje toksi¢nog otpada, postize se
dobra reproducibilnost rezultata i visok stupanj standardizacije (37, 38). Medutim, kako se radi
0 pojednostavljenom sustavu u odnosu na cjelokupni organizam, tesko je opisati interakcije
ispitivanih tvari unutar tkiva i organa, odnosno u potpunosti definirati tkivno-specifi¢nu
toksi¢nost te definirati farmakokineti¢ka svojstva od apsorprcije do eliminacije iz organizma i
odrediti kroni¢ni u¢inak (37, 38). Takoder, odgovor stanica u kulturi moZe se razlikovati od
onoga u in vivo uvjetima buduci da postizanje ucinka ksenobiotika na organizam u cjelini ovisi
0 mnogobrojnim parametrima kao Sto su: vrsta stani¢ne linije, metabolicka aktivnost stanica,
sastav hranjivog medija, uvjeti uzgoja, vrijeme izlaganja stanica djelovanju ispitivanog spoja,
primijenjena koncentracija i dr. Usprkos navedenim nedostacima, postize se i do 80 %-tna
podudarnost rezultata in vitro i in vivo provedenih testova, sto in vitro testove ¢ini prikladnim

alatom za probir spojeva od interesa u razli¢itim znanstvenim istraZivanjima.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

3.1.1. Ferocenski peptidomimetici

Kemijske strukture dvanaest homo- i heterokiralnin ferocenskih peptidomimetika
ispitivanih u ovom radu prikazane su na slici 3. Ispitivani konjugati ferocen-1,1'-diamina s
L- i D-Val (1-4), L- i D-Leu (5-8) i L- i D-Phe (9-12) sintetizirani su u Laboratoriju za
organsku kemiju Zavoda za kemiju i biokemiju Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u
Zagrebu te su otopljeni u etanolu i cuvani na +4 °C do upotrebe u pojedina¢nim
eksperimentima. Otapanje spojeva potpomognuto je ultrazvu¢nom kupelji kako bi se dobile
homogene otopine spojeva neposredno prije njihove upotrebe u pojedinacnim

eksperimentima.

N)J\AAl/N CH; Val (1-4)

AA1=AA2 Leu(5-8)

Lk, S
[ (0]
Fe
g b 1
) 1 Phe (9-12
ié? \I\/AA'\ﬁ OrBu .

1 (Ac-L-Val-NH-Fn-NH-L-Val-Boc) 5 (Ac-L-Leu-NH-Fn-NH-L-Leu-Boc) 9 (Ac-L-Phe-NH-Fn-NH-L-Phe-Boc)
2 (Ac-L-Val-NH-Fn-NH- D-Val-Boc) 6 (Ac-L-Leu-NH-Fn-NH-D-Leu-Boc) 10 (Ac-L-Phe-NH-Fn-NH-D-Phe-Boc)
3 (Ac-D-Val-NH-Fn-NH-D-Val-Boc) 7 (Ac-D-Leu-NH-Fn-NH-D-Leu-Boc) 11 (Ac-D-Phe-NH-Fn-NH-D-Phe-Boc)
4 (Ac-D-Val-NH-Fn-NH-L-Val-Boc) 8 (Ac-D-Leu-NH-Fn-NH-L-Leu-Boc) 12 (Ac-D-Phe-NH-Fn-NH-L-Phe-Boc)

Slika 3. Kemijska struktura homo- i heterokirilanih ferocenskih peptidomimetika 1-12

3.1.2. Humane stani¢ne linije

3.1.2.1. Stanicna linija HelLa

Stani¢na linija HeLa (slika 4) prva je besmrtna humana stanic¢na linija pri ¢emu su stanice
izolirane iz adenokarcinoma vrata maternice oboljele pacijentice (39). Proteklih nekoliko
desetljeca stani¢na linija HelLa pridonijela je mnogim znanstvenim postignu¢ima u podrucju

toksikologije, stani¢ne biologije, genetike i istrazivanja zaraznih bolesti. To je linija
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adherentnih, epitelnih tumorskih stanica karakteristi¢nih po iznimno velikoj specificnoj
brzina rasta, izdrzljivosti i prilagodljivosti razli¢itim okolisnim uvjetima (40). HeLa stanice
predstavljaju robusni stani¢ni model za in vitro istrazivanja provedena u laboratorijskom, ali
i ve¢em mjerilu u bioreaktorima. Njihov uzgoj je relativno brz, jeftin i jednostavan proces,
medutim uslijed nepravilnosti u odrzavanju stani¢ne kulture i velike brzine umnazanja HelLa
stanica, one nerijetko postaju kontaminantima ostalih laboratorijskih stani¢nih kultura, tj.
dolazi do pojave unakrsne kontaminacije.

U ovom radu koriStena tumorska humana stani¢na linija HeLa dobivena je iz ATCC
radne banke stanica. Za uzgoj je koristen hranjivi medij DMEM (engl. Dulbecco's modified
Eagle's medium) uz dodatak 10 % seruma govedeg fetusa (engl. Fetal Bovine Serum, FBS),
1 % L-glutamina (L-GIn) i 1 % otopine antibiotika penicilina i streptomicina (Pen/Strep).
Uzgoj se provodi u u plocama s jaZzicama i T-bocama u inkubatoru pri ¢emu atmosferu ¢ine
95 % zraka i 5 % CO2 uz temperaturu od 37 °C.

High Density Scale Bar = 100pm

Slika 4. Stani¢na linija HeLa (ATCC,2022)

LowA Density B Scale Bar = 100pm

3.1.2.2. Stanicna linija HepG2

Ova stani¢na linija uspostavljena je iz stanica epitelnog tkiva hepatocelularnog
karcinoma jetre 15-godisnjeg muskarca (41). Uslijed nedostataka i neprakti¢nosti primjene
primarnih hepatocita u istrazivanjima metabolizma lijekova i hepatotoksi¢nosti, HepG2

stanice koriste se kao njihove in vitro alternative. Usprkos ogranicenijim metaboli¢kim
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funkcijama HepG2 stanica u usporedbi s primarnim hepatocitima, visoka dostupnost,
robusnost, besmrtnost te stabilan fenotip koji ne ovisi o karakteristikama donora ¢ine ovu
stani¢nu liniju najraSirenijom stani¢nom linijom humanog hepatoma u provedbi farmako-
toksikoloskih istrazivanja. HepG2 stani¢na linija (Slika 5) je morfoloski epitelna te
adherentna prema nacéinu uzgoja (42). Njezin uzgoj provodi se u plo¢ama s jazicama ili u T-
bocama u inkubatoru pri ¢emu atmosferu ¢ine 95 % zraka i 5 % CO2 uz temperaturu od 37
°C. Stanic¢na linija HepG2 linija koristena u ovome radu dobivena je iz ATCC radne banke

stanica te je za njezin uzgoj koristen DMEM hranjivi medij uz dodatak 10 % FBS, 1 % L-

Low Density High Density

Slika 5. Staniéna linija HepG2 (ATCC, 2022)

3.1.2.3. Stanicna linija MCF-7

Humana stani¢na linija MCF-7 (engl. Michigan Cancer Foundation-7) izolirana je iz
pleuralnog izljeva 69-godisnje pacijentice oboljele od metastaziranog adenokarcinoma dojke
(43). MCF-7 stanice Kkarakterizira ekspresija estrogenskih, progesteronskih i
glukokortikoidnih receptora kao i zadrzavanje karakteristika diferenciranog epitela dojke,
ukljucujuci sposobnost obrade estrogena, u obliku estradiola, preko citoplazmatskih
estrogenskih receptora (ER) (43, 44). Estrogen je nuzan za proliferaciju MCF-7 stanica,
medutim vezanjem tamoksifena, antagonista estrogena, postize se inhibicija njihovog rasta
Sto je svojevrsna reakcija na hormonsku terapiju (44). Prethodno spomenuta svojstva ovu
stani¢nu liniju ¢ine pogodnim in vitro modelom za proucavanje razli¢itih mehanizama
odgovora tumora na eksperimentalnu terapiju. Tijekom in vitro uzgoja, ove morfoloski

epitelne i prema nacinu uzgoja adherentne stanice, imaju sposobnost tvorbe kupola.
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Za istrazivanja opisana u ovom radu, stani¢na linija MCF-7 dobivena je iz ATCC radne

banke stanica (slika 6) (45). Uzgoj MCF-7 stanica provodi se u kontroliranim uvjetima u T-

bocama, plo¢icama s jazicama u inkubatoru pri temperaturi od 37 °C i atmosferi koju ¢ine
95 % zraka i 5 % CO>. Za uzgoj je koristen DMEM hranjivi medij uz dodatak 10 % FBS, 1
% L-GlIn i 1 % otopine Pen/Strep.

s i d
Scale Bar = 100pm

Scale Bar = 100pm High Density

Slika 6. Stani¢na linija MCF-7 (ATCC, 2022)

Low Density

3.1.3. Kemikalije

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), Sigma-Aldrich, Njemacka

FBS (fetalni govedi serum), Sigma-Aldrich, Njemacka

Trypsin-EDTA solution, Sigma-Aldrich, Njemacka

DPBS Modified 10 X (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline), Sigma-Aldrich,
Njemacka

DMSO (dimetilsulfoksid), Gram-Mol, RH

Trypan blue, 0,4 % solution, Lonza, Svicarska

PI (propidijev jodid), Sigma-Aldrich, Njemacka

Annexin V Alexa-flour 647, BioLegend, SAD

MTT  {[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil]tetrazolijev bromid}, Sigma-Aldrich,
Njemacka

HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazin-etansulfonska kiselina), Carl Roth

NaCl, Honeywell Fluka, Thermo Fisher Scientific

CaClz, Gram Mol
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e RNase A, Sigma-Aldrich, Njemacka
e Etanol 96 %, Sigma-Aldrich, Njemacka
e Pen/Strep solution, Sigma-Aldrich, Njemacka

e L-Glutamine, Sigma-Aldrich, Njemacka

3.1.4. Uredaji i oprema

e Laminar za sterilni rad (BIOAIR Safemate 1.2), Italija

e CO2 Inkubator za uzgoj stanica (BINDER CB 170), Njemacka

e Inverzni mikroskop, Micros, Austrija

e Termo mikser, Thermo Fisher Scientific

e T-boce od 75 cm2 za uzgoj stani¢nih kultura

e Testne ploce s jazicama (6 i 96) za uzgoj stani¢nih kultura

o Cita¢ mikrotitarskih plo¢ica (Hidex Chameleon V)

e Birker-Turk komorica za brojanje, Thermo Fisher Scientific

e Laboratorijski pribor (automatski pipetor, serolosSke pipete, nastavci za pipete,
laboratorijske ¢ase, epruvete)

e Centrifuga (Sorvall LYNX 6000), Thermo Fisher Scientific

e Centrifuga (Thermo Scientific SL8R), Thermo Fisher Scientific

e FACSVerse proto¢ni citometar, Becton-Dickinson

e Laboratorijska analiti¢ka vaga (Balance XPR106DUHQ), Mettler Toledo

e Ultrazvucna soni¢na kupelj, Thermo Fisher Scientific

3.1.5. Puferi

e PBS 1x pufer
o PBS 10x 100 mL

o destilirana voda (do 1000 mL)

e Annexin V vezujudéi pufer

pH =74
o 10 mM HEPES 0,238 g
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o 0,14 M NaCl 0,817 g

o 2,5mM CaCl, 0,028 g
o destilirana voda (do 100 mL)
3.2. METODE

3.2.1. Uzgoj stanica

Stanice za uzgoj prethodno su pohranjene u parama tekuceg dusSika u mediju za
zamrzavanje. Uzgoj zapocinje odmrzavanjem, odnosno uranjanjem ampula sa stanicama u
vodenu kupelj temperiranu na 37 °C. Po zavrSetku otapanja, sadrzaj ampula prenosi se u
kivetu s 10 mL hranjivog medija. Potom slijedi centrifugiranje stanica pri 250 xg nakon ¢ega
se supernatant pazljivo ukloni, a stanice resuspendiraju u svjezem hranjivom mediju. Stanice
se prebacuju u T-boce za uzgoj i stavljaju u inkubator u kojem vladaju optimalni uvjeti za
rast stanica (37 °C, 5 % CO2). Ovakav nacin uzgoja omogucava odrzavanje potrebne
biomase stanica za postavljanje pojedina¢nih pokusa u testne ploce sa 6 i 96 jazica u kojima
se provodilo ispitivanje bioloske aktivnosti ferocenskih peptidomimetika.

Uzgoj stanica svakodnevno se kontrolira pomoc¢u inverznog mikroskopa pri ¢emu se
prati njihova morfologija, brojnost te prihvacanje za podlogu. Kada je pokrivenost podloge
veca od priblizno 80 % njezine ukupne povrSine, stanice je potrebno precijepiti kako bi se
sprije¢io njihov ulazak u stacionarnu fazu rasta uslijed pojave kontaktne inhibicije.
Redovitim kontroliranjem uzgoja moguce je pravovremeno uo€iti kontaminaciju stani¢ne
kulture, dok se precjepljivanjem stanica nadomjestaju iscrpljene komponente medija i
uklanjanju metabolicki produkti ¢ime se sprjeCava naruSavanje optimalnih uvjeta za uzgoj

stanica 1 njihovog fizioloskog stanja.

3.2.2. Odredivanje broja stanica uz dodatak tripanskog modrila

Za utvrdivanje broja stanica najprije je potrebno ukloniti hranjivi medij, povrSinu za
uzgoj isprati sterilnim PBS puferom, a potom dodati proteoliticki enzim tripsin koji sluzi za
odvajanje adherentnih stanica od podloge za uzgoj. T-boca i/ili plo¢a za uzgoj stavlja se u
inkubator na 5 minuta kako bi se stanice odvojile od podloge. Njihovo odvajanje od podloge
oCituje se u promjeni oblika sto se prati pod inverznim mikroskopom. Naime, stanice

izloZzene djelovanju tripsina postaju plutajuée i1 pravilnog, kruznog oblika. Reakcija
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tripsinizacije zaustavlja se dodatkom hranjivog medija sa serumom koji sadrzi inhibitore
proteaza. Alikvot suspenzije stanica (20 uL) pomijesa se s 80 uL otopine tripanskog modrila
nakon ¢ega se 10 pL tako pripremljene suspenzije nanese u Blrker-Turk-ovu komoricu za
brojanje (slika 7). Dodatkom tripanskog modrila omogucuje se razlikovanje mrtvih od Zivih
stanica pri ¢emu Se ono zadrzava unutar mrtvih stanica koje posljedi¢no poprime plavo
obojenje, dok se u onih zivih modrilo izbacuje van pa ostaju neobojane. Pod inverznim
mikroskopom prebrojali smo stanice u 4 velika rubna kvadranta komorice, a broj stanica/mL

izraCuna se prema izrazu:
- X 4 1]
N (stanica/ml) = ;X 10% x5 [

gdje je X- zbroj stanica u 4 kvadranta.

Slika 7. Prikaz kvadrata komorice za brojanje.

3.2.3. Odredivanje citotoksi¢ne aktivnosti (ICs0) MTT metodom

MTT test je kolorimetrijska metoda za pracenje metabolicke aktivnosti stanica koja se
temelji na enzimskoj konverziji tetrazolijeve soli (MTT) u kristale formazana netopljivih u vodi
(46). Drugim rije¢ima, djelovanjem stanicnih NAD(P)H-ovisnih oksidoreduktaza u Zivim
stanicama dolazi do redukcije tetrazolijeve soli zute boje u ljubicasto obojene kristale formazana
(slika 8) sto se moze pratiti spektrofotometrijski. U optimiziranim uvjetima, dobivena vrijednost

apsorbancije direktno je proporcionalna broju Zivih stanica.

21



Br

N—N MITOHONDRUSKA N—HN
| \ s CHy REDUKTAZA | \N s CHy
/N\{ —————— //,\<
N N
\_| \_|
CH; CHy
\ J
MTT FORMAZAN
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil]tetrazolijev bromid] [(E.Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan]

Slika 8. Mehanizam MTT metode

Priprema uzoraka za analizu:
Stanice HelLa (3x10% stanica/jazica), HepG2 (3x10° stanica/jazica) i MCF-7 (5x10°

stanica/jazica) nacijepe se u mikrotitarske plocice s 96 jazica i stave u inkubator na 37 °C, 5 %

CO2 i 95 % vlage tijekom 24 sata kako bi se prihvatile za podlogu. Nakon prihvacanja stanica
za podlogu, kontrolnim stanicama dodaje se samo hranjivi medij, dok se ostale stanice tretiraju
ispitivanim ferocenskim spojevima u rastu¢im koncentracijama od 5, 10, 50, 100 i 350 pM te
inkubiraju tijekom 72 sata. Nadalje, potrebno je odcitati jednu od plocica s nacijepljenim
stanicama tzv. nultog dana kako bi se dobila apsorbancija pocetnog broja stanica. Po zavrsetku
trodnevnog tretmana stanica ispitivanim spojevima, ukloni se hranjivi medij iz jaZica i doda 40
pL 0,5 mg/mL MTT-a u mediju te vrati stanice u inkubator. Nakon 4 sata inkubacije, u sve jazice
potrebno je dodati 160 pL DMSO-a, a potom dobro promijesati sadrzaj u jazicama kako bi se
otopio ljubiCasti formazanski produkt. Apsorbancija nastale obojane otopine kvantificira se
mjerenjem pri valnoj duljini od 595 nm na Hidex Chameleon V ¢ita¢u mikrotitarskih plocica pri
¢emu je izmjerena apsorbancija proporcionalna broju zivih stanica.

Vijabilnost stanica izracunava se relativno na kontrolne uzorke prema sljede¢im izrazima:

o 72 (0ODtest — ODepya ) = 0 slijedi:

(ODtest - ODtnula) [2]
(ODkontrola - ODnula)

preZivljenje = 100 X

e 73 (0D;est — ODppuia) < 0 slijedi:
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(ODtest - ODtnula) [3]
ODtnula

preZivljenje = 100 X

(ODtnula — apsorbancija stanica prije dodatka spojeva, ODtst — apsorbancija nakon

inkubacije sa spojevima, ODyontrola — apsorbancija netretiranih stanica nakon inkubacije od
72 h).

Svaki test je napravljen u Cetveroplikatu, a pokus je ponovljen najmanje dva puta.

3.2.4. Odredivanje ucinaka ferocenskih peptidomimetika na stani¢ne procese protocnom
citometrijom

Proto¢na citometrija omogucuje istodobno mjerenje nekoliko razli¢itih fizickih
karakteristika velikog broja stanica u vrlo kratkom vremenu S§to je ¢ini jednom od
najzastupljenijin metoda za karakterizaciju i analizu bioloskih sustava. Osim razlikovanja
stanica na temelju izgleda i volumena, ovom metodom moguce je provoditi i analizu
mehanizama djelovanja tvari na stani¢ne procese poput stani¢ne smrti i stani¢nog ciklusa, ali i
istrazivanje stani¢nih komponenti (stani¢ne jezgre i organela, DNA, RNA, citokina i sl.) sto je
potpomognuto osjetljivim i specificnim fluorescentnim sondama tj. antitijelima (47). Proto¢ni
citometri rade na principu rasprSivanja svjetla i fluorescencije tvari kojom su obiljezene
ispitivane stanice pri ¢emu je detektirano rasprSivanje povezano sa strukturnim i morfoloskim
znacajkama stanice, dok je fluorescirajuce zracenje proporcionalno koli¢ini fluorescirajuce tvari
vezane za odredenu stani¢nu komponentu (47, 48). Stanice suspendirane u otopini injektiranjem
se unose u fluidni sustav, hidrodinamicki fokusiraju te pojedinac¢no analiziraju fokusiranim
laserskim snopom zraka koji prolazi okomito na fluidni kanal. Tijekom analize, citometrijski
sustav za svaku stanicu prikuplja informacije o intenzitetu rasprSenja, odnosno reflektiranoj
prednjoj i bo¢noj svjetlosti. Pri tom, prednja reflektirana svjetlost daje podatke karakterizaciju
veli¢ina Cestica 1 indeks loma, dok se podaci o boc¢noj reflektiranoj svjetlosti omogucuju
ispitivanje unutarnje strukture stanice (49). lIzoliranje boje za pojedinac¢nu fluorescentnu sondu

omoguceno je razli¢itim filterima smjestenim ispred svakog pojedinacnog detektora.

3.2.4.1. Odredivanje stanicne smrti protocnom citometrijom

Pracenje odumiranja stanica nekim od mehanizama stani¢ne smrti i medusobno razlikovanje

stanica proto¢nom citometrijom temelji se izmedu ostalog na razlici u veli¢ini stanica, njihovom
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obiljezavanju specifi¢cnom fluorescentnom bojom i sl. U ovom radu provedena je kvantitativna
analiza zivih stanica, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi pomoc¢u FACSVerse (Becton-Dickinson)
proto¢nog citometra pri ¢emu je razlikovanje navedenih Stani¢nih populacija potpomognuto
fluorescentno obiljeZzenim rekombinantnim proteinom Annexin V i propidij-jodidom (PI).
Naime, u ranoj fazi apoptoze dolazi do translociranja fosfolipida fosfatidilserina (PS) na vanjsku
stranu stani¢ne membrane pri ¢emu se protein Annexin V specificno veze na PS i tako
omogucuje detekciju ranih apoptoti¢kih promjena (slika 9) (50).

Dodatnim bojanjem s PI, fluorescentnom molekulom visokog afiniteta prema
nukleinskim kiselinama koja ulazi u oste¢ene mrtve stanice te veze za DNA 1 fluorescira,
moguce je pratiti naruSavanje ukupne funkcionalnosti u kasnijoj fazi apoptoze kao posljedice
naru$avanja integriteta stani¢ne membrane (50).

Stoga se razlikuju tri populacije stanica: (i) zive i zdrave stanice (Annexin V (-) i Pl (-));
(ii) rano apoptoti¢ne stanice (Annexin V (+) i PI(-)); (iii) kasno apoptoti¢ne stanice (Annexin V

(H) i PI()).

Stanicna membrana Stanicna membrana Stani¢cna membrana kasno
zdrave stanice rano apoptoticne apoptoticne stanice -
stanice - PS na potpuna dezintegracija
povrsini membrane

= Fosfatidilserin (PS)

Slika 9. Razlike u oCuvanja integriteta stanicne membrane zdrave i apoptoti¢ne stanice

Priprema uzoraka za analizu:

U testne ploce sa 6 jazica nacijepi se 2x10° stanica/jazica i to za tri stani¢ne linije (HeLa,

HepG2, MCF-7), a potom stavi inkubirati tijekom 24 sata. Sljede¢eg dana stanice se tretiraju s
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ispitivanim  ferocenskim peptidomimeticima i to u koncentracijama pribliznim ICso-
vrijednostima prethodno odredenim MTT metodom pri ¢emu je vrijeme ekspozicije za jedan dio
uzoraka stanica 24 sata, a za drugi 48 sati. U oba slucaja, po zavrSetku tretmana, stanice se
tripsiniziraju, jedanput ispiru PBS-om i Annexin V vezuju¢im puferom, a zatim inkubiraju 30
minuta u mraku na sobnoj temperaturi u 50 pL AnnV pufera s 3 L Annexin V Alexa-fluor 647
i 1 ug/mL propidijeva jodida. Nakon inkubacije, u svaki uzorak dodaje se 300 pL PBS-a, a zatim
njezno resuspendira kako agregati stanica ne bi nepovoljno utjecali na tijek analize u uredaju.
Analiza se provodi prema uputama proizvodaca pomocu FACSVerse (Becton-Dickinson)
proto¢nog citometra i to pri ekscitaciji od 488 nm dok se fluorescencija prikuplja na 586/42 nm
filteru (za propidij-jodid) te pri ekscitaciji od 633 nm dok se fluorescencija prikuplja na 660/10

nm filteru (Annexin V AlexaFluor 647). U svakom uzorku analizira se po 10000 stanica.

3.2.4.2. Odredivanje stanicnog ciklusa protocnom citometrijom

Pracenje promjena u stanicnom ciklusu omoguceno je mjerenjem koli¢ine DNA pri ¢emu je
vizualizacija stanica potpomognuta fluorescentnim propidijevim jodidom (PI) koji interkalira u
DNA i fluorescira uslijed pobudivanja laserom. Proto¢nim citometrom izmjereni intenzitet
fluorescencije direktno je proporcionalan koli¢ini DNA u stanici ¢ime se stanice klasificiraju

unutar GO/G1, S 1 G2/M faza stani¢nog ciklusa.

Priprema uzoraka za analizu:

U testne ploce sa 6 jazica nacijepi se 2x10° stanica/jazica i to za tri stani¢ne linije (HeLa,
HepG2, MCF-7), a potom stavi inkubirati tijekom 24 sata. Sljedeceg dana stanice se tretiraju s
ispitivanim ferocenskim peptidomimeticima i to u koncentracijama pribliznim ICso-
vrijednostima. Nakon 48 sati tretmana stanice se tripsiniziraju, skupe u prethodno oznacene
epruvete, centrifugiraju te ispiru dva puta s PBS-om. Nadalje, stanice je potrebno fiksirati u
ledeno hladnom 70 % - tnom etanolu i pohraniti u zamrzivacu na -20 °C do dana analize.
Neposredno prije analize, stanice se ispiru dva puta s PBS-om, a zatim inkubiraju 20 minuta pri
37 °C s 0,1 pg/uL RNase A. Stanicama se potom dodaje 150 uL propidij-jodida konacne
koncentracije 50 pg/mL nakon Cega slijedi inkubacija na ledu tijekom 30 minuta. Nakon
inkubacije, 20000 stanica analizira se na FACSVerse protocnom citometru pri ekscitaciji od 488
nm dok se fluorescencija prikuplja na 586/42 nm filteru. Postotak stanica u svakoj fazi stani¢nog

ciklusa odreduje se pomocu FlowJo softvera.
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3.2.5. Obrada podataka

Dobiveni rezultati prezentirani su kao prosje¢ne vrijednosti (X) uzoraka u skupini:

% = %le. [4]

iskazani zajedno s pripadaju¢im standardnim devijacijama S.D.:

S D.= ’Z(xl—_i)z [5]
n

pri ¢emu je n ukupan broj uzoraka u skupini, a xi pojedinac¢na vrijednost uzoraka. Dobiveni

histogrami analizirani su u FlowJo programskom paketu (TreeStar Inc.).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Obzirom na ograni¢enu terapeutsku primjenu prirodnih proteina i peptida, posebnu
pozornost pri pronalasku novih potencijalnih antitumorskih lijekova privlace peptidomimetici
kod kojih strukturna svojstva i visoka specifi¢nost znatno doprinose njihovoj citotoksi¢nosti. Pri
tom, ranije je utvrdeno da se antitumorski peptidomimetici mogu vezati na ciljne proteine te
oponasati kljuéne interakcije u aktivaciji apoptoti¢ne smrti stanica, a djeluju i kao inhibitori PPI
u stanicama raka (1, 2).

Pravilno nabiranje peptidnih lanaca klju¢no je za kontrolirano usmjeravanje PPI i
bioloSku aktivnost peptida. Ograniavanje fleksibilnosti i povecanje stabilnosti, odnosno
,Zakljucavanje* peptida u bioaktivnu konformaciju, omoguceno je umetanjem rigidnih kalupa
poput ferocena unutar peptidne sekvencije. Uz to, redoks-potencijal organometalnih spojeva
mogao bi omoguciti otkrivanje manje toksi¢nih kandidata za lijekove protiv raka na bazi metala
s potencijalno novim nacinima djelovanja i prevladavanjem rezistencije na platinu (10).
Takoder, prilikom dizajna potencijalnih terapeutskih peptida ne treba zanemariti vaznost
utjecaja drugih strukturnih komponenti (npr. aminokiselina) na njihovu biolosku aktivnost.

Shodno tome, dvanaest homo- i heterokiralnih konjugata ferocen-1,1'-diamina s L- i D-
Val, Leu i Phe podvrgnuti su in vitro bioloskoj evaluaciji s ciljem ispitivanja utjecaja postignute
konformacije peptida na njihov antitumorski u¢inak. Drugim rije¢ima, ispitan je utjecaj kemijske
strukture peptida, Kiralnosti, voluminoznosti i lipofilnosti konstitutivnih aminokiselinskih
sekvenci te N-terminalne zastitne skupine na inhibiciju rasta stanica adenokarcinoma vrata
maternice (stani¢na linija HelLa), stanica adenokarcinoma dojke (stani¢na linija MCF-7) te
stanica hepatocelularnog karcinoma (HepG2). Citotoksi¢nost ispitivanih peptida odredena je
MTT-testom uz izraCunavanje pripadaju¢ih ICsp-vrijednosti pri ¢emu su svakodnevno u
nativnim uvjetima pracene i morfoloske promjene stanica tretiranih ispitivanim peptidima.
Obzirom da antitumorski terapeutici mogu uzrokovati poremecaje u stani¢cnom ciklusu u vidu
zastoja u pojedinim fazama, narusiti integritet staniéne membrane, ali i inducirati stani¢nu smrt,
antitumorski potencijal ferocenskih peptidomimetika dodatno je ispitan protocnom citometrijom
kojom je provedena analiza vezanja Annexina V i Pl tijekom 24- i 48-satnog tretmana stanica.

Ovakvo sustavno provodenje in vitro testova prvi je korak u ispitivanju bioloski aktivnih

spojeva i sluzi kao preliminarna smjernica u procesu dizajna novih lijekova.
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4.1. UCINAK HOMO- | HETEROKIRALNIH FEROCENSKIH PEPTIDOMIMETIKA
1-12 NA PREZIVLJENJE STANICNIH LINIJA HeLa, MCF-7 | HepG2

Bioloska aktivnost homo- i heterokiralnih konjugata ferocen-1,1'-diamina s L- i D-Val
(1-4), L- i D-Leu (5-8) i L- i D-Phe (9-12) (tablica 1) ispitana je in vitro na trima tumorskim
stani¢nim linijama: HeLa, MCF-7 i HepG2.

Tablica 1. Ispitivani homo- (1, 3,5, 7, 91 11) i heterokiralni (2, 4, 6, 8, 10 i 12)
ferocenski peptidomimetici

Struktura

w
S
S,

Ac-L-Val-NH-Fn-NH-L-Val-Boc
Ac-L-Val-NH-Fn-NH-D-Val-Boc
Ac-D-Val-NH-Fn-NH-D-Val-Boc
Ac-D-Val-NH-Fn-NH-L-Val-Boc

Ac-L-Leu-NH-Fn-NH-L-Leu-Boc
Ac-L-Leu-NH-Fn-NH-D-Leu-Boc
Ac-D-Leu-NH-Fn-NH-D-Leu-Boc
Ac-D-Leu-NH-Fn-NH-L-Leu-Boc

O] 0 N o o A W DN P

Ac-L-Phe-NH-Fn-NH-L-Phe-Boc
Ac-L-Phe-NH-Fn-NH-D-Phe-Boc
Ac-D-Phe-NH-Fn-NH-D-Phe-Boc
Ac-D-Phe-NH-Fn-NH-L-Phe-Boc

e e =
[ NCR SN

Citotoksi¢nost testiranih peptida (1-12) odredena je pomo¢u MTT metode i primjenom
Hidex Chameleon V c¢itac¢a mikrotitarskih plocica nakon tretmana stanica ispitivanim spojevima
u rastu¢im koncentracijama od 5, 10, 50, 100 i 350 uM tijekom 72 sata. Dobiveni rezultati,
prikazani na slikama 1-3, izrazeni su graficki kao ovisnost prezivljenja stanica (%) o
koncentraciji spojeva (uM) kojima su tretirane u odnosu na kontrolne, netretirane stanice.
Rezultati in vitro istrazivanja citotoksi¢nosti posluZili su probiranju spojeva za daljnja ispitivanja
njihovog antitumorskog djelovanja pri ¢emu je niZi postotak prezivljenja ukazivao na veci

citotoksi¢ni potencijal.
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Prema rezultatima prikazanim na slici 10, svi ispitivani spojevi pokazuju inhibitorni
ucinak na rast stani¢ne linije HeLa. Osim toga, rezultati upucuju na postojanje odnosa doza-
ucinak gdje je inhibitorni ucinak ispitivanih spojeva na rast stanica ovisan o primijenjenoj
koncentraciji pojedinog spoja, odnosno povecanje koncentracije spoja rezultira manjim %
prezivljenja HeLa stanica. Izuzetak su oba homokiralna Phe-konjugata 9 i 11 te heterokiralni
Phe-konjugat 12 koji pokazuju slabije antiproliferativno djelovanje prema HelLa stanicama pri
¢emu maksimalni inhibitorni u¢inak na stani¢ni rast dosezu ve¢ pri koncentraciji iznad 50 uM
(slika 10(c)).

Kod peptidomimetika s Val-bo¢nim ograncima (1-4) prikazanih na slici 10(a), vidljivo
je kako oni heterokiralni (2 i 4) pokazuju veci inhibitorni u¢inak u odnosu na homokiralne (1 i
3). Pri tome, postotak prezivljenja stanica tretiranih najvisom koncentracijom (350 uM) iznosi
38,66 % za spoj 2, odnosno 32,92 % za spoj 4, dok je prezivljenje stanica tretiranih
homokiralnimpeptidima 1 i 3 pri istoj koncentraciji iznad 50 %.

Nadalje, peptidomimetici s Leu-bo¢nim ograncima (5-8) takoder pokazuju razlicit
inhibitorni u¢inak ovisno o kiralnosti peptidne okosnice pri ¢emu su najveéi utjecaj na
prezivljenje HeLa stanica pokazali heterokiralni peptidi 6 i 8 (slika 10(b)). Naime, spojevi 6 i 8
osim inhibitornog ucinka na rast stanicne linijje HeLa, pokazali su i toksicnost pri
koncentracijama ve¢im od 100 uM pa je tako pri najvisoj koncentraciji od 350 uM spoj 6 bio
letalan prema 57,85 %, odnosno spoj 8 prema 43,6 % pocetne kulture stanica. Homokiralni
spojevi 5 i 7 pri najviSoj koncentraciji pokazuju inhibitorni u¢inak na prezivljenje stanica od
47,3 % odnosno 41,36 %.

Drasti¢no smanjenje postotka prezivljenja HeLa stanica tretiranih peptidomimeticima s
Phe- bo¢nim ograncima primjetno je samo za heterokiralni konjugat 10 koji ve¢ pri koncentraciji
od 50 uM postaje toksi¢an dok pri 350 uM ubija 54,07 % pocetne kulture stanica (slika 10(C)).
Spojevi 9, 11 12 pri koncentraciji od 350 uM ne pokazuju znaéajan inhibitorni u¢inak, odnosno
postotak prezivljenja stanica nije manji od 85 %.

Opcenito, dobiveni rezultati citotoksi¢nosti spojeva 1-12 prema stani¢noj liniji Hela
ukazuju na njezinu podloznost ponajvise djelovanju heterokiralnih ferocenskih konjugata s Val
I Leu bo¢nim ogrankom, dok se pojedinacno najucinkovitijim spojem u inhibiciji rasta HeLa

stanica u odnosu na sve ispitivane spojeve, pokazao heterokiralni Phe-konjugat 10.
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Iz prikazane ovisnosti postotka prezZivljenja stanica o primijenjenoj koncentraciji
pojedinog spoja na slici 11(a) vidljivo je kako najveéi inhibitorni u¢inak prema MCF-7
stanicama iz skupine ferocenskih konjugata s Val pokazuju heterokiralni spojevi 2 i 4. Pri
najvisoj koncentraciji (350 uM) preZivljenje stanica uslijed tretiranja spojem 2 iznosi 10,52 %,
dok za spoj 4 ve¢ pri koncentraciji od 50 uM ono iznosi 11,54 % §to daljnjim poveéanjem
koncentracije rezultira toksi¢nosc¢u spoja 4 te on ubija 18,74 % pocetne kulture stanica pri 350
uM.

Nadalje, najvec¢i inhibitorni utjecaj homokiralnih ferocenskih peptidomimetika s Leu-
bo¢nim ograncima na rast stani¢ne linije MCF-7 postiZe se tretmanom stanica spojem 5 gdje je
za koncentraciju od 350 puM prezivljenje stanica 39,73 % (slika 11(b)). Za razliku od
homokiralnih, heterokiralni spojevi iz ove skupine (6 i 8) pokazuju i toksi¢nost pri koncentraciji
od 350 uM i pri tome djeluju letalno na priblizno 82 % pocetne kulture stanica (slika 11(b)).

Najveéu osjetljivost MCF-7 stanice pokazuju prilikom tretmana ferocenskim
konjugatima s Phe (9-12) kao $to je i vidljivo na slici 11(c). U ovome slucaju nije utvrdena
drasti¢na razlika u citotoksi¢cnom djelovanju na prezivljenje stanica izmedu homokiralnih i
heterokiralnih peptida kao Sto je to bilo za spojeve s Val- i Leu-ostacima gdje su se najaktivnijim
pokazali heterokiralni spojevi.

Takoder, na slici 11(c) primjetno je kako osim najveceg inhibitornog ucinka kojeg Phe-
konjugati 9-12 postizu u odnosu na druge dvije skupine ferocenskih konjugata s Val i Leu, oni
djeluju i letalno na stani¢nu liniju MCF-7.

Medutim, heterokiralni spoj 10 se, kao i u slucaju ispitivanja njegovog utjecaja na
prezivljenje stani¢ne linije HeLa, 1 ovoga puta pokazao najucinkovitijim u odnosu na ostale
ispitivane spojeve. Naime, pri koncentraciji od 50 uM ovaj spoj naglo postaje toksi¢an pri cemu
odumire 82,32 % pocetne kulture MCF-7 stanica.

Ispitivanje utjecaja novosintetiziranih ferocenskih peptidomimetika na proliferaciju
stanica provedeno je i na stanicnoj liniji HepG2. Iz grafickog prikaza rezultata citotoksi¢nosti
ferocenskih peptidomimetika (1-12) prema stanic¢noj liniji HepG2 (slika 12) vidljivo je kako
inhibitorni u¢inak na prezivljenje stanica pokazuje samo 5 od 12 ispitivanih peptidomimetika,
Sto predstavlja znatno manju osjetljivost ove staniCne linije prema ispitivanim
peptidomimeticima u odnosu na HeLa i MCF-7 stani¢ne linije prema kojima su gotovo svi

ispitivani peptidomimetici pokazali manji ili ve¢i antiproliferativni u¢inak.
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Primjetno je kako su samo heterokiralni ferocenski peptidomimetici 2, 4, 6, 8 i 10
djelovali inhibitorno, dok tretiranjem ostalim spojevima i pri najvis$oj koncentraciji (350 uM)
nije postignut antiproliferativni u¢inak (slika 12). Pri tome, najveci inhibitorni ucinak postigli
su Leu-konjugati 6 i 8 kod kojih povec¢anjem koncentracije iznad 100 uM dolazi do toksi¢nog
ucinka na tretirane HepG2 stanice gdje tretiranjem stanica spojem 6 u koncentraciji od 350 uM
odumire 67 %, dok u slucaju konjugata 8 odumire 57 % pocetne kulture stanica (slika 12(b)).
Spoj 10 postaje toksican ve¢ pri koncentraciji manjoj od 50 uM, dok je daljnje povecanje
koncentracije ovog ferocenskog peptidomimetika rezultiralo odumiranjem 69,90 % pocetne
kulture stanica (slika 12(c)).

Ovakvi rezultati, prema kojima se stani¢na linija HepG2 pokazala najotpornijom na
djelovanje ferocenskih biokonjugata 1-12, koreliraju s prethodno provedenim ispitivanjima
citotoksi¢nosti ferocenskih derivata poput onoga provedenog od strane Kovac i sur. (2016).
Naime, ferocenski peptidomimetik kod kojeg je peptidna veza modificirana oksalamidnom
podjedinicom podvrgnut je bioloskoj evaluaciji, odnosno odredivanju citotoksi¢nosti prema
stani¢nim linijjama HEK293T, HeLa i HepG2 u rasponu koncentracija 1-350 uM. Negativan
utjecaj ispitivanog peptidomimetika na proliferaciju stanica utvrden je prema stani¢nim linijama
HEK?293T i HeLa i to pri koncentracijama > 100 uM, dok je antiproliferativno djelovanje spoja
prema HepG2 stanicama izostalo ¢ak i prilikom tretiranja stanica maksimalnom koncentracijom
(350 uM). Osim toga, isti peptidomimetik je istovremeno inhibirao rast tumorskih stanica in
vitro i stimulirao rast normalne stani¢ne linije HEK293T te je prvi put opazen dvojaki u¢inak
peptidomimetika, tzv. hormeticki efekt kojim se opisuje povoljni u¢inak niskih koncentracija
ispitivane tvari i inhibitorni uéinak visih koncentracija (51).

lako u recentnim istrazivanjima novi modeli ferocenskih peptidomimetika S
modificiranom peptidnom vezom i oni izvedeni iz ferocen-1,1'-diamina pokazuju inhibitorni
ucinak na rast stani¢ne linije HepG2, ona i dalje ne pokazuje vecu osjetljivost u odnosu na druge
stani¢ne linije, §to je potvrdeno i u ovome radu (52, 53). Medutim, valja istaknuti kako su do
sada najnize ICso-vrijednosti ferocenskih spojeva prema HepG2 stanicama izracunate upravo u
ovome istrazivanju, $to ukazuje na opravdanost optimizacije ispitivanih novosintetiziranih
ferocenskih peptidomimetika u cilju priprave konjugata s antiproliferativnom aktivnos¢u prema
stani¢noj liniji HepG2.

Iz dobivenih krivulja ovisnosti prezivljenja stanica o dozi testiranog spoja odredena je

ICso-vrijednost (engl. Half-maximal Inhibitory Concentration) definirana kao koncentracija
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testiranog spoja kojom se postize 50 %-tna inhibicija stani¢nog rasta. Za peptide koji u rasponu
ispitivanih koncentracija (5-350 puM) tijekom 72-satnog tretmana nisu postigli 50 %-tnu
inhibiciju stani¢nog rasta, izraCunate 1Cso. vrijednosti prelaze 350 uM te se smatra kako ne

djeluju inhibitorno na stani¢ni rast tretiranih tumorskih stanica (tablica 2).

Tablica 2. ICsp-vrijednosti ferocenskih konjugata (1-12) izracunate iz Krivulja prezivljenja za
stani¢ne linije HeLa, HepG2 i MCF-7

1Cs0 (LM)
Spoj HelLa HepG2 MCF-7
1 n.d. n.d. n.d.
Val- 2 262 + 19 n.d. 219 +132
konjugati 3 n.d. n.d. n.d.
4 64,4149 n.d. 33,9+41
5 331+39 n.d. 261 £ 97
Leu- 6 102 £ 2,2 161+ 13 64,2 £ 34,9
konjugati 7 80,8 +15 n.d. n.d.
8 45,7 £ 2,6 109 + 44 77,7+ 28
9 n.d. n.d. 53,1+23
Phe- 10 32,2+0,01 22,2+3,8 243+5
konjugati 11 n.d. n.d. 32,7 +£6,89
12 n.d. n.d. 27, 7+x14
Cisplatin 97.86** 15,9* 46,14**

n.d.. = ne djeluje; * izvor Pascal F. i sur (2015), ** izvor Genomics of Drug Sensitivity in Cancer®®

Prema izracunatim ICso-vrijednostima prikazanim u tablici 2, najveéu citotoksi¢nost
prema tretiranim stani¢nim linijama (HeLa, MCF-7, HepG2) uglavnom pokazuju heterokiralni
peptidi i to posebice 4, 8 i 10, u odnosu na homokiralne peptide medu kojima je veca
antiproliferativna aktivnost utvrdena samo kod spoja 7 prema stani¢noj liniji HeLa te peptide 9
I 11 prema stani¢noj liniji MCF-7. Dobivene ICso-vrijednosti za najaktivnije spojeve usporedene
su s dostupnim literaturnim podacima o ICso-vrijednostima referentnog lijeka (cisplatina) u
antitumorskim istrazivanjima prema stani¢nim linijama HelLa, MCF-7 i HepG2 (54, 55).

Vidljivo je kako su ICso-vrijednosti za prethodno spomenute spojeve manje od ICse-vrijednosti
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za cisplatin, Sto ukazuje na njihov antitumorski potencijal. Opéenito, moze se zakljuciti kako su
HelLa i MCF-7 stani¢na linije pokazale veliku osjetljivost buduéi da su gotovo svi ispitivani
peptidi prema njima pokazali odredeni antiproliferativni uc¢inak. Takoder, prema ICso-
vrijednostima moze se zakljuéiti kako je stani¢na linija HepG2 najotpornija na ispitivane
peptide, dok su MCF-7 stanice pokazale najvecu osjetljivost prema Phe-konjugatima 9-12,
neovisno o njihovoj kiralnosti Dobiveni rezultati ukazuju na moguéu preferenciju i specifi¢nost
u djelovanju peptidomimetika te skupine prema to¢no odredenoj stani¢noj liniji shodno njezinoj
prirodi, odnosno razliCita osjetljivost stani¢nih linija na djelovanje ksenobiotika moze biti 1
posljedica razlicitosti tkiva ili organa iz kojeg linija potjece.

U ovom radu najucinkovitijima pokazali su se heterokiralni peptidomimetici, sto ide u
prilog tezi o utjecaju kiralnog uredenja na bioloSku aktivnost (bio)molekula; za sve
aminokiseline izuzev glicina, apsolutna konfiguracija Ca-atoma izravno utjece na sekundarnu i
tercijarnu strukturu izvedenih peptida (56). Osim toga, heterokiralni peptidi takoder su
potencijalno korisni kao terapeutici jer su otporni na proteoliticku razgradnju i opéenito nisu
toksi¢ni, $to poboljsava njihova farmakoloska svojstva (56). Uloga kiralnosti, ali i redoslijeda
aminokiselina u peptidnom lancu za povecanje bioloske aktivnosti, predmet je mnogih
istrazivanja (57-59). Primjerice, cilj istrazivanja Corry i sur. (2016) bila je sinteza biokonjugata
ferocena s prirodnim aminokiselinama Ala i Gly i ispitivanje njihove antitumorske aktivnosti.
Upravo se polozaj 1 stereokemija glicinskog ostatka pokazao presudnim za antitumorsku
aktivnost dipeptida s§to se ocitovalo u njegovom antiproliferativnom djelovanju prema
karboplatin rezistentnoj stani¢noj liniji H1299 (stanice karcinoma plu¢a) u odnosu na ostale
ispitvane peptide (59, 60).

Na biolosku aktivnost ferocenskih peptidomimetika prethodno sintetiziranih i testiranih
na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu, presudno je utjecala lipofilnost samih konjugata pa
su najvec¢i antiproliferativni ucinak pokazivali oni lipofilniji, odnosno konjugati s visim
retencijskim faktorom (Rf) (60, 61). Tako su u recentnom radu Kovacevi¢ i sur. (2021) bolji
antiproliferativni ucinak prema stani¢nim linijama Hela i MCF-7 pokazivali Boc-zasti¢eni
peptidi s visim Rs-vrijednostima (~0.55) u usporedbi s polarnijim Ac-zasticenim peptidima za
koje su karakteristicne nize Rs-vrijednosti (~ 0.3). (57) Medutim, u predmetnom istrazivanju veci

antiproliferativni uc¢inak pokazuju heterokiralni i polarniji peptidi (tablica 3).
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Tablica 3. Vrijednosti retencijskih faktora (Ry) ispitivanih ferocenskih peptidomimetika

Spoi Retencijski
faktor (Ry)

1 0,58

2 0,49

3 0,57

4 0,50

5 0,44

6 0,40

7 0,45

8 0,43

9 0,83

10 0,50

11 0,80

12 0,51

Peptidi 4 (Rf=0.50), 8 (Rf=0.43) i 10 (Rf=0.50), koji su pokazali ve¢i inhibitorni u¢inak
na prezivljenje sve tri stani¢ne linije, imaju znatno nize Re.vrijednosti od drugih ispitivanih
peptida, primjerice peptida 9 koji se pokazao najlipofilnijim (Rf = 0.83), ali i slabije
citotoksi¢nim u usporedbi s gore spomenutim peptidima. Dakle, lipofilnost testiranih peptida 1-
12 ipak nije bila presudan faktor u povecanju njihove bioloske aktivnosti.

Imaju¢i na umu navedenu tezu o neznatnom utjecaju lipofilnosti na bioloSku aktivnost
ispitivanih peptida te izracunatu ICso-vrijednost heterokiralnog konjugata 10 (Ac-L-Phe-NH-
Fn-NH-D-Phe-Boc) s najizrazenijim antitumorskim ucinkom prema sve trima stani¢nim
linjjama (tablica 2), moze =zakljuciti kako ipak heterokiralnost peptidne okosnice te
voluminoznost hidrofobnog bo¢nog ogranka iz Phe ponajvise doprinose antiproliferativnom
ucinku.

Do sli¢nog zakljucka dosli su i Saint Jean KD i sur. (2018) u ¢ijem je znanstvenom radu

ispitivan utjecaj hidrofobnih aminokiselina Phe, Val i Leu na sveukupni doprinos hidrofobnosti
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pripadaju¢ih peptida te posljedi¢no povecanje antimikrobne i citotoksi¢ne aktivnosti (62).
Dobivenim rezultatima utvrdena je poveznica prostornog uredenja peptida, odnosno njegove
sekundarne strukture, prisutnih aminokiselinskih ostataka i hidrofobnosti na bioloSku aktivnost.
Osim toga, uoceno je kako se radi o osjetljivoj ravnotezi izmedu spomenutih parametara pa i
najmanja promjena u odabiru nekog od njih moze rezultirati nespecificnim vezanjem ili
potpunim gubitkom aktivnosti peptida. Peptidi s Leu- i osobito Phe-ostacima pokazali su se
najucinkovitijim u inhibiciji stani¢nog rasta i antimikrobnog djelovanja, tj. imali su vecu
sposobnost u narusavanju integriteta stanicne membrane, dok su peptidi s Val-bo¢nim ogrankom
pokazali manju aktivnost uslijed nemoguénosti dovoljnog prodiranja i raspodjele u stani¢nu
membranu u odnosu na gore spomenute bo¢ne ogranke (62).

Dakle, osim hidrofobnosti koja olakSava prolazak peptida kroz lipidni dvosloj, dodatan
doprinos ucinkovitosti ispitivanih peptida moze biti 1 duljina i prostorna orijentacija bo¢nih
lanaca, odnosno sposobnost inkorporiranja peptidne uzvojnice unutar lipidnog dvosloja. Lipidni
dvosloj predstavlja gusto zbijenu okolinu makromolekula koje razli¢itim medusobnim
interakcijama kontroliraju permeabilnost membrane i time odrzavaju stabilan stani¢ni integritet.
Stoga, §to je veca sposobnost peptida u ostvarivanju interakcija s membranskim sastavnicama i
inkorporiranja unutar dvosloja, to je i veci stupanj poremecaja uredenja stanicne membrane i
cjelokupne funkcionalnosti stanice. Umetanje glomaznih bo¢nih lanaca uzrokovalo bi i veé¢u
nestabilnost uredenja staniéne membrane 1 posljedicno povecanje propusnosti, stoga bi i ovo
svojstvo moglo dodatno doprinijeti utvrdenoj najvecoj aktivnosti peptida 10 koji u svojoj
strukturi sadrzi Phe kao najkrupniji bo¢ni ogranak. Tome u prilog idu i druga znanstvena
istrazivanja u kojima je upravo Phe-ostatak bio klju¢an u ispitivanju interakcija peptida s
dvoslojem i pakiranja u Supljine staniéne membrane, a Cesto je pokazivao najvecu ili gotovo
najvecu aktivnost uocenu u eksperimentima (63-65).

Takoder, prisutna Boc-zastitna skupina unutar peptida 1-12 je voluminozna i steri¢ki
zahtjevna skupina i ¢esto se koristi za dodatnu stabilizaciju peptida, a njezin utjecaj na povecanje
bioloske aktivnosti ferocenskih peptidomimetika utvrden je u nekoliko istrazivanja (60, 61).
Primjerice, u istrazivanju Kovacevi¢ i sur. (2021) svi ispitivani Boc-zasti¢eni peptidi pokazali
su veci inhibitorni u€inak na prezivljenje stani¢nih linija HeLa i MCF-7. Takoder, u istraZivanju
arilamidnih peptidomimetika s glomaznim t-butilnim skupinama vezanim na aromatski prsten
uocena je njihova raspodjela i ukopavanje t-butilne skupine unutar lipidnog dvosloja $to je

rezultiralo povecanjem propusnosti staniéne membrane i curenjem stani¢énog sadrzaja (62).
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4.2. UCINAK HOMO- | HETEROKIRALNIH FEROCENSKIH PEPTIDOMIMETIKA
NA MORFOLOGIJU HeLa, MCF-7 | HepG2 STANICA

Najucinkovitiji ferocenski peptidomimetici, shodno prethodno provedenom MTT testu
(poglavlje 4.1., tablica 2), podvrgnuti su dodatnom ispitivanju citotoksi¢nog djelovanja na rast
stanica HeLa, MCF-7 i HepG2. Dodatno ispitivanje citotoksi¢nosti ukljucivalo je pracenje
izgleda stanica inverznim mikroskopom u nativnim uvjetima te naknadno testiranje peptida na
aktivaciju programirane stani¢ne smrti (apoptoza) uslijed 24- i 48-satnog tretmana stanica.

Proucavanje morfologije i brojnosti stanica omogucéuje uocavanje promjena nastalih
uslijed tretmana ksenobioticima u odredenom rasponu koncentracija, izmedu ostalog i
prepoznavanje mrtvih stanica. Utjecaj ksenobiotika na izgled stanica vidljiv je na primjeru
prikaza inhibitornog djelovanja najucinkovitijeg testiranog peptida, heterokiralnog Phe-
konjugata 10 (Ac-L-Phe-NH-Fn-NH-D-Phe-Boc) na rast stani¢nih linija HeLa, MCF-7 i HepG2
pri koncentraciji od 25 pM tijekom 48-satnog tretmana (slika 13).

Na slici 13 jasno su vidljive zna¢ajne razlike u izgledu kontrolnih i tretiranih stanica za
sve tri stani¢ne linije promatrane svjetlosnom mikroskopijom u nativnim uvjetima. Netretirane
stanice su dobro prihvacene za podlogu, karakteristicne epitelne morfologije u formiranom
gustom i pravilnom monosloju. U odnosu na kontrolne, kod tretiranih stanica vidljivo je znatno
smanjenje brojnosti stanica i gusto¢e monosloja. Uocene promjene posljedice su toksi¢nog
djelovanja ispitivanog peptida zbog kojeg stanice gube epitelni oblik, zaokruzuju se i odvajaju
od podloge $to ukazuje na aktivaciju stani¢ne smrti. Ovakav utjecaj peptida heterokiralnog Phe-
konjugata 10 na tretirane stanice u skladu je s rezultatima prethodno provedenog odredivanja
citotoksi¢nosti MTT testom i izra¢unatim ICsp-vrijednostima (poglavlje 4.1, tablica 2) prema
kojima je peptid 10 pokazao najvecéu antiproliferativnu aktivnost u usporedbi s ostalim testiranim

peptidima, koji su posljedi¢no imali i manji utjecaj na morfologiju i brojnost stanica.
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KONTROLA

TRETIRANE STANICE

Slika 13. Morfologija HeLa, MCF-7 i HepG2 kontrolnih i tretiranih stanica peptidom 10 (Ac-L-Phe-NH-Fn-NH-D-Phe-Boc), tijekom 48 sati

pri koncentraciji od 25 uM, praéena i slikana inverznim mikroskopom u nativnim uvjetima

40



4.3. UCINAK HOMO- | HETEROKIRALNIH FEROCENSKIH
PEPTIDOMIMETIKA NA AKTIVACIJU STANICNE SMRTI
HelLa, MCF-7 | HepG2 STANICA

Kako bi se opazene morfoloske promjene, koje ukazuju na indukciju stani¢ne smrti
prilikom tretmana ispitivanim ferocenskim peptidomimeticima (4, 8 i 10) kroz 24 i 48 sati,
potvrdile i kvantificirale, provedena je kvantitativna analiza zivih stanica, stanica u ranoj i
kasnoj apoptozi pomocu FACSVerse (Becton-Dickinson) proto¢nog citometra prema protokolu
opisanom u poglavlju 3.2.4.1.

Razlikovanje navedenih stani¢nih populacija potpomognuto je fluorescentno
obiljezenim membranski vezuju¢im proteinom Annexin-om V, indikatorom zapocetog procesa
apoptoze, te propidijevim jodidom (PI), indikatorom kasnoapoptoti¢kih promjena nastalih
uslijed znacajnog narusavanja integriteta stani¢ne membrane.

Shodno tome, rezultati provedene analize prikazani su u vidu reprezentativnih grafikona
i kvantifikacije populacija (rana apoptoza — Annexin V+/Pl-; kasna apoptoza — Annexin
V+/P1+) i to za peptid 10 koji se pokazao naju¢inkovitijim induktorom apoptoze u testiranim
koncentracijama (10, 25 i 50 uM) (slika 14-17).
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Slika 14. Distribucija stani¢nih populacija (rano- i kasno- apoptoti¢ne) nakon 24-satnog
tretmana heterokiralnim Phe-peptidom 10 (Ac-L-Phe-NH-Fn-NH-D-Phe-Boc), odredena
proto¢nom citometrijom, vezanjem Annexina V i propidijevim jodidom za tri stani¢ne linije
(HeLa, HepG2, MCF7)
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Slika 15. Reprezentativni histogrami analize vezanja Annexina V i Pl nakon 24-satnog

tretmana u uzorcima stanica: (a) HeLa (CTRL- kontrolne stanice; stanice tretirane s 25 i 50 uM
peptida 10); (b) MCF-7 (CTRL- kontrolne stanice; stanice tretirane s 10 i 25 uM peptida 10);
(c) HepG2 (CTRL- kontrolne stanice; stanice tretirane s 10 i 25 uM peptida 10)
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Slika 16. Distribucija stani¢nih populacija (rano- i kasno- apoptoti¢ne) nakon 48-satnog
tretmana heterokiralnim Phe-peptidom 10 (Ac-L-Phe-NH-Fn-NH-D-Phe-Boc), odredena

proto¢nom citometrijom, vezanjem Annexina V i propidijeva jodida za tri stani¢ne linije (HeLa,
HepG2, MCF7)
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Slika 17. Reprezentativni histogrami analize vezanja Annexina V i Pl nakon 48-satnog
tretmana u uzorcima stanica: (a) HeLa (CTRL- kontrolne stanice; stanice tretirane s 251 50 uM
peptida 10); (b) MCF-7 (CTRL- kontrolne stanice; stanice tretirane s 10 i 25 pM peptida 10);
(c) HepG2 (CTRL- kontrolne stanice; stanice tretirane s 10 i 25 uM peptida 10)

45



Prema rezultatima provedene analize (slika 14-17), vidljivo je kako ve¢ 24-satni tretman
peptidom 10 pri koncentraciji od 10 pM rezultira blagim povecanjem udjela apoptoti¢nih
stanica u odnosu na kontrolne uzorke kod kojih je najzastupljenija populacija zivih stanica uz
neznatan postotak apoptoti¢nih stanica. Osim toga, primjetno je kako razina stani¢ne smrti u
tretiranim uzorcima raste proporcionalno s porastom koncentracije peptida i vremena izlaganja
istom, Sto korelira s rezultatima citotoksi¢nosti prema kojima je takoder utvrdena ovisnost
ucinka i doze te trajanja tretmana.

Tijekom 24-satnog tretmana stani¢ne linije HeLa dolazi do smanjenja udjela Zivih i
povecanja ranoapoptoti¢nih stanica u odnosu na kontrolne uzorke, tj. pri koncentraciji od 25
UM udio zivih stanica iznosi 51,4 % te ranoapoptoti¢nih 34,1 %, dok povecanje koncentracije
na 50 pM rezultira smanjenjem udjela zivih stanica na 6,49 % i povecanjem udjela
ranoapoptoti¢nih stanica na ¢ak 80,2 % (slika 14(a) i 15(a)). Produljenjem tretmana na 48 sati
udio dominantne ranoapoptoti¢ne populacije raste do maksimalnih 93,0 % te je zivo tek 3,64
% stani¢ne populacije uslijed djelovanja 50 uM peptida 10 (slika 16(a) i 17(a)).

Pra¢enjem dinamike procesa odumiranja stanica, moze se primijetiti kako je kod stanica
MCF-7 i HepG2 dominantna populacija kasnoapoptotickih stanica u odnosu na stani¢nu liniju
HeLa pri jednako visokim koncentracijama i vremenskim okvirima tretiranja. Prema
rezultatima za 24-satni tretman pri primijenjenoj koncentraciji od 25 uM, udio
kasnoapoptoti¢nih stanica za MCF-7 stani¢nu liniju iznosio je 40,5 % (slika 14(b) i 15(b)) te
21,8 % za HepG2 (slika 14(c) i 15(c)), dok je u jednakim uvjetima udio kasnoapoptoti¢nih
HelL a stanica iznosio tek 11,5 % (slika 14(a) i 15(a)). Prilikom 48-satnog tretmana, prisutnost
kasnoapoptoti¢nih stanica najizrazenija je kod MCF-7 stanica tretiranih 25 uM peptidom 10 i
iznosi 42,1 % (slika 16(b) i 17(b)). Dakle, vidljivo je kako peptid 10 u uskom rasponu
koncentracija postaje toksi¢an prema stanicama te one naglo odumiru, §to moze biti posljedica
utjecaja testiranog peptida na cjelovitost stanicne membrane, odnosno njezinog znacajnog
oStecenja koje se odrazilo na cjelokupni integritet, funkcionalnost i vijabilnost tretiranih stanica.
Navedena opazanja takoder su u skladu s eksperimentalnim podacima dobivenim tijekom
provedbe MTT testa gdje je na krivuljama prezivljenja stanica izraZen nagli pad obzirom na
primijenjenu koncentraciju testiranog peptida kao i izraCunatim ICso -vrijednostima.

Ranije je utvrdeno kako kataliticka uloga redoks-aktivnin metalnih kompleksa u
stvaranju reaktivnih kisikovih vrsta u fizioloskim uvjetima cCesto korelira s njihovom
citotoksi¢nos¢éu (66). Opcenito, citotoksi¢na aktivnost ferocenskih derivata i njihova

sposobnost indukcije stani¢ne smrti Cesto se pripisuje stvaranju ROS-a koji mogu: oksidativno
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modificirati stanicne komponente, uzrokovati promjene u potencijalu mitohondrijske
membrane ¢ija je propusnost kljuéna u indukciji stani¢nog intrinzi¢nog apoptotickog puta,
primjera takvog mehanizma djelovanja predstavlja Fentonova oksidacija ferocena u kojoj
nastaje izrazito reaktivni hidroksilni radikal §to moze dovesti do prethodno spomenutih
ostecenja u stanici.

Obzirom na tendenciju vezanja iona metala na mnoge vazne bioloske molekule,
induciranje stani¢ne smrti moze nastati i izravnim interakcijama ferocenskih derivata s drugim
stani¢énim komponentama poput proteina $to je i utvrdeno prilikom istrazivanjem mehanizma
djelovanja ferocifena gdje je uoceno kako su njihove bioloske mete, za razliku od antitumorskih
lijekova na bazi platine, najcesce proteini, a manje DNA (11, 67, 68).

U prilog navedenoj tezi ide 1 ispitivanje mehanizma citotoksicnog djelovanja
ferocenskih derivata pripravljenih od strane Hodik i sur (2017). Naime, derivati ferocena s
piperidinom i morfolinom pokazali su usporediv ili ve¢i antiproliferativni ucinak prema
stanicama karcinoma jajnika (A2780, A2780cis, SK-OV-3) u odnosu na cisplatin. Daljnjom
analizom mehanizma djelovanja ispitivanih organometalnih derivata, utvrdeno je kako je
antikancerogena ucinkovitost posljedica njihove intracelularne akumulacije uslijed
transferinskim receptorom posredovane endocitoze. Transferinski receptori identificirani su
kao kljuéni posrednici intracelularne akumulacije ferocena koji postaje redoks aktivan u
bioloskom okruzenju i stvara reaktivne entitete poput slobodnih radikala koji doprinose
sveukupnom farmakodinami¢kom uc¢inku, odnosno intrizickom pokretanju apoptoze (67).

Nadalje, osim svojstava metala, aktivaciji stani¢ne smrti doprinose i njegovi
koordinacijski ligandi poput aminokiselina, §to su tijekom sinteze i in vitro istrazivanja
antiproliferativnog u¢inka konjugata ferocena s prirodnim aminokiselinama i peptidima utvrdili
Corry i sur. Naime, od svih testiranih N-orto-(ferrocenil)-benzoildipeptidnih estera,
najuéinkovitijim induktorom stani¢ne smrti pokazao se etilni ester N-[orto-(ferocenil)-benzoil]-
glicil-L-alanina pri ¢emu je kao jedan od moguéih mehanizama apoptotickog djelovanja
pretpostavljena interakcija glicina s unutarstani¢nim proteinima (59).

Takoder, ranije provedena istrazivanja ukazuju na indukciju apoptoze posredovanjem
peptidomimetika s izraZzenom antitumorskom aktivno$¢u pri ¢emu njihovo vezanje na ciljne
proteine, aktiviranje kaspaza i oponasanje klju¢nih interakcija u aktivaciji apoptotickog puta
rezultira odumiranjem stanica programiranom stani¢cnom smréu (3, 67). Tome u prilogu idu i

istrazivanja prema kojima, shodno tradicionalnoj klasifikaciji, peptidomimetici tipa I 1 klase A
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kojima pripadaju i peptidomimetici testirani u ovome radu, sudjeluju u regulaciji apoptoze,
izmedu ostalog i putem inhibitornih u¢inaka na p5S3—MDM2 i p53—-MDMX komplekse (6-8).
Osim toga, posebnu pozornost privla¢e peptidi i peptidomimetici ¢iji se terapeutski
potencijal ostvaruje naruSavanjem stabilnosti stani¢ne membrane (engl. Membrane-disruptive
Peptides/Peptidomimetics, MDPs). Ovi peptidi/peptidomimetici mogu djelovati posjedovati
antimikrobnu ili antitumorsku aktivnost pa razlikujemo prirodne antimikrobne peptide i njihove
sinteticke mimetike (engl. Synthetic Antimicrobial Peptides, SAMPs) te antitumorske peptide
(engl. Anticancer Peptides, ACPs). Budu¢i da je bioloSka meta ovih antitumorskih peptida
staniéna membrana, a ne DNA ili specificni enzimi kao u slucaju konvencionalnih
kemoterapijskih lijekova, smatra se kako bi njihov razvoj mogao doprinijeti prevazilazenju
rezistencije na postojeca terapeutska rjesenja u lijecenju karcinoma i antimikrobne rezistencije

(70).

4.3. UCINAK HOMO- | HETEROISIRALNIH FEROCENSKIH
PEPTIDOMIMETIKA NA STANICNI CIKLUS HeLa I HepG2 STANICA

Osim oStecenja i naruSavanja cjelokupne funkcionalnosti stanice i induciranja stani¢ne
smrti, tretiranje stanica ksenobioticima moze utjecati i na proces diobe stanica uzrokujuéi
zastoje u pojedinim fazama stani¢nog ciklusa. Stoga, u cilju boljeg razumijevanja uocene
citotoksi¢nosti ispitivanih ferocenskih peptidomimetika i njihovog djelovanja na proliferaciju
tumorskih stanica, provedena je analiza njihovog utjecaja i mehanizma djelovanja na stani¢ni
ciklus dviju stani¢nih linija (HeLa i HepG2) prema protokolu opisanom u poglavlju 3.2.4.2.

Analizi su podvrgnuti peptidomimetici s prethodno utvrdenom najve¢om
antiproliferativnom aktivno$c¢u (poglavlje 4.1., tablica 2), dok su rezultati provedene analize
prikazani samo za peptidomimetike 4 (Ac-D-Val-NH-Fn-NH-L-Val-Boc), 8 (Ac-D-Leu-NH-
Fn-NH-L-Leu-Boc) i 10 (Ac-L-Phe-NH-Fn-NH-D-Phe-Boc) koji su uzrokovali promjene u
stanicnom ciklusu tretiranih stani¢énih linjja u odnosu na kontrolu pri testiranim
koncentracijama. Njihov utjecaj predstavljen je u vidu grafickog prikaza nastalih promjena u
distribuciji stanica unutar faza stani¢nog ciklusa (slika 18) i reprezentativnog histograma po
zavrSetku 48-satnog tretmana (slika 19). Kako je intenzitet fluorescencije PI, odreden
proto¢nom citometrijom, direktno proporcionalan koli¢ini DNA u stanici, na prikazanim
rezultima analize predocena je klasifikacija stanica unutar GO/G1, S i G2/M faza stani¢nog

ciklusa.
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Slika 18. Udio stanica (%) po fazama stani¢nog ciklusa nakon 48-satnog tretmana peptidima 4
(Ac-D-Val-NH-Fn-NH-L-Val-Boc), 8 (Ac-D-Leu-NH-Fn-NH-L-Leu-Boc) i 10 (Ac-L-Phe-
NH-Fn-NH-D-Phe-Boc) pri koncentracijama oznac¢enim na slici u odnosu na kontrolu (CTRL)

za stanicne linije: (a) HeLa, (b) HepG2
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Slika 19. Analiza stani¢nog ciklusa HeLa (a) i HepG2 (b) stanica proto¢nim citometrom nakon

48-satnog tretmana ferocenskim peptidomimeticima 4 (Ac-D-Val-NH-Fn-NH-L-Val-Boc), 8
(Ac-D-Leu-NH-Fn-NH-L-Leu-Boc) i 10 (Ac-L-Phe-NH-Fn-NH-D-Phe-Boc). Histogrami
prikazuju raspodjelu tretiranih stanica u G1, S i G2/M fazi ciklusa u odnosu na kontrolu (CTRL)

50



Prema rezultatima analize, kontrolne stanice za obje stani¢ne linije rasporedene su
izmedu tri faze ciklusa gdje najveci udio stanica pripada G1 fazi stani¢nog ciklusa, a potom S
i G2/M fazi §to je u skladu s dostupnim literaturnim podacima o trajanju pojedinih faza i
zakonitostima stanicnog ciklusa. Shodno tome, kontrolne HeLa stanice su najve¢im udjelom
(64,4 %) u G1 fazi, zatim s 18,6 % u S i najmanje zastupljene u G2/M fazi (17 %) (slika 18 (a),
19 (a)). Djelovanje ispitivanih peptidomimetika na tretirane stanice ocituje se zastojem u
pojedinim fazama stani¢nog ciklusa, tj. izrazeno je porastom broja stanica u odredenoj fazi u
odnosu na kontrolu. Na slikama 18 (a) i 19 (a) primjetno je kako peptid 10 pri koncentraciji od
15 uM uzrokuje porast broja stanica u S (26,6 %) i G2/M fazi (21,4 %) u odnosu na kontrolu.
Najveéi zastoj i povecanje udjela HelLa stanica u G2/M fazi (52,3 %), s posljedi¢nim
smanjenjem broja stanica u ostale dvije faze, nastaje djelovanjem 100 uM peptida 8. Za razliku
od peptida 8 i 10, testirani peptid 4 pri koncentraciji od 100 uM nije posredovao zastoju u G2/M
fazi, ve¢ je znaajan porast broja tretiranih stanica ovim peptidom uoc¢en u G1 fazi i iznosi ¢ak
81,3 %.

Nadalje, testirani peptidi pokazuju identic¢an utjecaj i na tretirane HepG2 stanice (slika
18(b) i 19 (b)) pri ¢emu peptid 10 pri koncentraciji 15 uM dovodi do povecanja broja stanica u
G2/M fazi (14,9 %) u odnosu na kontrolu gdje se u navedenoj fazi nalazi 9,06 % stanica.
Takoder, peptid 8 se i kod HepG2 stanica pokazao najuc¢inkovitijim u zastoju G2/M faze gdje
nakon 48-satnog tretmana peptidom 8 (50 uM), udio stanica u ovoj fazi raste do 21,2 % uz
drasti¢no smanjenje brojnosti stanica u S fazi (1,31 %) u odnosu na kontrolu s 13,9 % stanica
u istoj fazi. Ovakvi rezultati u skladu su s prethodno utvrdenom citotoksi¢nos¢u ovih peptida i
mogucnoscu indukcije stanicne smrti. Naime, uoceni zastoj u G2/M fazi onemogucuje pripremu
za mitozu ili pak samu mitozu stanice, dok povecanje udjela stanica u G1 fazi stani¢nog ciklusa
upucuje na potencijalno sprjeCavanje priprema za replikaciju DNA, Sto rezultira induciranjem
stani¢ne smrti. Osim toga, postignuti zastoji u razli¢itim fazama stani¢nog ciklusa uslijed
tretmana ispitivanim peptidima, mogu ukazivati i na vrlo vjerojatno razli¢ite mehanizme
njihovog djelovanja.

Utjecaj ferocenskih derivata na stani¢ni ciklus tumorskih stanica privukao je pozornost
znanstvene zajednice. Prema rezultatima istrazivanja provedenog od strane Zhou i sur.,
ferocenski konjugati s Arg-Gly-Asp (RGD) doveli su do zastojau G1 1 S fazi stani¢nog ciklusa
stani¢ne linije B16 koja se koristi kao model u istrazivanju karcinoma koze u ljudi (71). Osim
toga, peptidi koji sadrze RGD aminokiselinsku sekvencu, uslijed selektivnog vezanja na

integrine koji su visoko eksprimirani u tumorskoj angiogenezi, igraju klju¢nu ulogu u razvoju

51



ciljane terapije protiv karcinoma. Stoga je konjugiranjem bioloSki vaznog RGD
aminokiselinske sekvence s ferocenom utvrdena uloga ferocena u unapredenju bioloske
aktivnosti nastalog organometalnog konjugata (71).

Nadalje, rezultati istraZivanja antiproliferativnog ucinka ferocenil-olefina na stanice
hepatocelularnog karcinoma (HepG-2, SMMC-7721 i HuH-7) i normalne ljudske jetrene
stanice (L02) ukazali su na njihov antitumorski potencijal pra¢en visokom selektivnos¢u u
djelovanju prema tumorskim stanicama (72). Istrazivanjem mehanizma djelovanja utvrdeno je
da je njihov antiproliferativni u¢inak posljedica zaustavljanja stani¢nog ciklusa u GO/G1 fazi i
smanjenja razine ekspresije ciklin-ovisnih kinaza (CDK4) i ciklina DI, ¢ija se povecana
ekspresija povezuje s hormonskom rezistencijom karcinoma dojke pozitvnom na ER pa bi
razvoj njihovih inhibitora u terapijske svrhe mogao dovesti do ,,utiSavanja stanice* i prestanka
njezina umnozavanja. Primjeri provedenih analiza stani¢nog ciklusa kao i rezultati dobiveni u
ovome radu upucuju na izraziti antitumorski potencijal ferocenskih derivata i moguénost

daljnjeg unaprijedenja njihove bioloske aktivnosti.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezulta bioloske evaluacije moze se zakljuditi sljedece:

1.

Ispitivani ferocenski peptidomimetici pokazuju antiproliferativni u¢inak ovisan o dozi i
trajanju tretmana pri ¢emu je inhibicija rasta stanica proporcionalna povecanju
primijenjene koncentracije pojedinog peptida kao i produljenju vremena izlaganja.
Najveci inhibitorni u¢inak na stani¢ni rast, ali i toksi¢nost prema svim stani¢nim
linijjama (HeLa, MCF-7, HepG2) pokazuju heterokiralni i polarniji peptidi (2, 4, 6, 8,
10), osobito Phe-peptid 10.

Stani¢na linija HepG2 pokazala se najotpornijom na djelovanje ispitivanih ferocenskih
peptidomimetika budu¢i da je veéi inhibitorni u¢inak na njezin rast utvrden samo za 3
od 12 ispitivanih spojeva i to heterokiralnih peptida 6, 8 i 10. Za razliku od HepG2
stani¢ne linije, MCF-7 stani¢na linija pokazala je osjetljivost na 10 testiranih spojeva,
osobito na Phe-konjugate 9-12 $to ukazuje na mogucu preferenciju i specifi¢nost u
djelovanju konjugata s aromatskim bo¢nim ogrankom prema specifi¢noj stani¢noj liniji.
Najocitije morfoloske promjene (smanjenje gustoée monosloja I brojnosti stanica,
promjena oblika, odvajanje od podloge za rast) kod stanica HeLa, MCF-7 i HepG2 u
odnosu na kontrolu, utvrdene su tijekom 24- i 48-satnog tretmana heterokiralnim Phe-
peptidom 10 $to upucuje na indukciju staniéne smrti.

Analizom vezanja Annexina V i1 PI, provedenom proto¢nom citometrijom, potvrdena
je pretpostavka o indukciji stani¢ne smrti tijekom 24- i 48-satnog tretmana svih triju
stani¢nih linija Phe-peptidom 10. Uz to, uoceno je kako spoj 10 u uskom rasponu
koncentracija postaje toksi¢an prema stanicama te one naglo odumiru $to moZze biti
rezultat naruSavanja integriteta stanicne membrane te posljedicno cjelokupne
funkcionalnosti i vijabilnosti tretiranih stanica uslijed djelovanja ispitivanog peptida.
Analizom stani¢nog ciklusa, provedenom proto¢nom citometrijom, nakon 48-satnog
tretmana stanica HelLa i HepG2 heterokiralnim konjugatima s Val (4), Leu (8) i Phe
(10) utvrdeni su zastoji u fazama: G1 (za Val-peptid 4) te G2/M (za Leu- i Phe-peptide
8 i1 10). Navedeni rezultati ukazuju na antitumorski potencijal ispitivanih peptida te

moguce razli¢ite mehanizme djelovanja.
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