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1. UVOD

Jedan od najvecih zdravstvenih problema danasnjice, koji svake godine uzima milijune Zivota,
a uskoro ¢e po smrtnosti prestici i kardiovaskularne bolesti je tumor ili neoplazma. To je bolest
od koje godisnje umre oko 7 milijuna ljudi, a prognoze su da ¢e do 2020. godine broj oboljelih
porasti na 16 milijuna na godisnjoj razini (Rajguru i sur., 2019). Tumor je opceniti pojam za
razlicite bolesti kod kojih dolazi do abnormalne proliferacije stanica bez kontrole. Tumor moze
biti benigni (dobro¢udni) i maligni (zlo¢udni). Malignost nekog tumora odnosi se na svojstvo
tog tumora da prodire i razara okolno tkivo te se Siri na druge dijelove organizma, odnosno
formira metastaze. S obzirom na cinjenicu da tumor zauzima drugo mjesto na ljestvici glavnih
uzrocnika smrtnosti, znanstvenici ve¢ nekoliko desetljeca intenzivno istraZzuju nove metode
lijeCenja koje ¢e biti ucinkovitije od konvencionalnih metoda lijeCenja kemoterapijom ili
zraenjem te nece unistavati normalne stanice i zdrava tkiva.

Peptidomimetici su heterogena skupina spojeva koji oponasaju biolosku aktivnost prirodnih
peptida ili oponasaju element peptidne sekundarne strukture odgovoran za molekulsko
prepoznavanje, a istovremeno se odlikuju poboljSanom stabilnos¢u i smanjenom fleksibilnoScu
u odnosu na prirodne peptide. Upravo zbog navedenih karakteristika tijekom posljednja dva
desetljeca zabiljezen je uspjeh u primjeni peptidomimetika kao inovativnih lijekova u terapiji
HIV-infekcija, kao imunomodulatora u terapiji autoimunih bolesti te u imunoterapiji karcinoma
(Barisi¢, 2018).

Kako bi se ispitalo biolosko djelovanje potencijalno novih lijekova potrebno je provesti niz
testova u kulturama Zivotinjskih stanica (/n vitro) i na Zivim organizmima (in vivo) kako bi se
na temelju tih rezultata mogao procijeniti njihov ucinak na ljude (Radojci¢ i sur, 2016). U
ovom radu je za ispitivanje antitumorskog djelovanja sintetiziranih ferocenskih
peptidomimetika koriStena humana tumorska stani¢na linija HelLa , koja je prvi puta izolirana
1951.g. iz adenokarcinoma vrata maternice. Stani¢na linija nazvana je po pacijentici Henrietti
Lacks iz Cijeg su karcinoma vrata maternice izolirane tumorske stanice te prilagodene na uzgoj
u laboratorijskim uvjetima. Osim Sto se koristi u istrazivanjima malignih tumora, Hela stanice
zasluzne su za neka od najvaznijih medicinskih dostignuéa 20. stoljeca poput razvoja cjepiva
za djecju paralizu, kloniranja i umjetne oplodnje.

Cilj rada je bio ispitati utjecaj razlicitih ferocenskih peptidomimetika na vijabilnost i morfoloske
karakteristike tumorskih stanica, odnosno ustvrditi kakav ucinak imaju ferocenski
peptidomimetici na proliferaciju tumorske Hela stani¢ne linije.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Kultura Zivotinjskih stanica

Kultura stanica primjenjuje se u znanstvenim istrazivanjima ve¢ dugi niz godina. Zacetnikom i
utemeljiteljem kulture stanica smatramo Rossa Harrisona, americkog znanstvenika koji je
pocetkom 20. stolje¢a izolirao i kultivirao dio tkiva Zabljeg embrija, a nekoliko godina kasnije
drugi znanstvenik Carrel kultivirao je uzorak tkiva srca iz pileceg embrija. No tek je 1951.g.
uspostavljena prva humana stani¢na linija nazvana Hela , koja je i danas jedna od najcesce
koriStenih stanicnih linija u znanstvenim istrazivanjima (Castilho i sur., 2008).

Kulturu Zivotinjskih stanica definiramo kao laboratorijsku tehniku u kojoj stanice, prethodno
izolirane iz zivotinjskih organa ili tkiva, rastu u kontroliranim /n vitro uvjetima. Postupak
uspostave kulture stanica sastoji se od nekoliko faza. Primarne stanice izolirane su direktno iz
Zivotinjskih organa i tkiva te imaju ogranicen zivotni vijek. Subkultivacijom primarne kulture
uspostavlja se konacna stani¢na linija, a nakon nekoliko subkultivacija postaje uniformna ili
homogena. Nakon ograni¢enog broja generacija, konacna stani¢na linija odumire ili postaje
kontinuirana (besmrtna) kao rezultat genotipskih promjena. Promjene se mogu postiéi
postupcima imortalizacije stanica. U tu svrhu se najées¢e primjenjuje transfekcija viralnim
genima ili transdukcija virusima. Najvaznija svojstva kontinuirane stani¢ne linije su:
promijenjena morfologija stanica, povecana brzina rasta, mogucnost adherentnog ili rasta u

suspenziji, povecana ucinkovitost kloniranja i neogranicen Zivotni vijek (Freshney, 2010).

Tehnike kulture stanica imaju slicnosti s mikrobnim procesima, no mnogo su zahtjevnije za
uzgoj jer su podloznije mehanickom ostecenju i kontaminaciji te im je potreban kompleksniji
medij za uzgoj. Prednosti koristenja kulture Zivotinjskih stanica su bolja kontrola uvjeta uzgoja,
temperature, pH, koncentracije kisika, hranjivih tvari te koncentracije metabolita, ali i visok
stupanj standardizacije koja omogucuje rad s istim stanicama te dobivanje reproducibilnih
rezultata. Najvaznija prednost kulture stanica svakako je smanjena potreba za in vivo
testovima na Zivotinjama Sto je vrlo vazan eticki segment. Neki od nedostataka su promjene
svojstava stanica tijekom dugotrajnog /n vitro uzgoja, primjerice dolazi do promjene u
biokemijskim procesima u stanicama zbog nakupljanja proizvoda metabolizma. Najveci
nedostatak kontinuiranih stanicnih linija je kromosomska nestabilnost zbog koje dolazi do

fenotipskih promjena u odnosu na izvorno tkivo.



2.1.1. Medij za uzgoj zivotinjskih stanica

Osnovna funkcija medija za uzgoj je osigurati stanicama sve potrebne fizikalno-kemijske uvjete
koji trebaju biti Sto slicniji /n vivo sustavu iz kojeg su izolirane. U samim zacecima razvoja
kulture stanica koristio se medij dobiven iz tkivnih ekstrakata i tjelesnih tekuéina poput plazme,
limfe ili ekstrakta pile¢eg embrija. Takvi mediji bili su skupi, tesko dostupni i nisu imali to¢no
definiran kemijski sastav (Castilho i sur., 2008). Zahvaljujuéi razvoju tehnologije danas na
trziStu postoje razne vrste standardiziranih medija koji sadrze optimalnu koncentraciju

hranjivih tvari potrebnu stanicama za rast i diobu.

Mediji koji se najcesSce koriste za uzgoj Zivotinjskih stanica su Eagleov osnovni medij (£agle’s
Basal Medium — BME, oblikovan za rast misjih i Hela stanica), a dodatkom vece koncentracije
aminokiselina nastaje Eagleov minimalni esencijalni medij (£Eagle’s Minimum Essential Medium
— EMEM). Dulbecco’ s Modification of Eagle’s Medium — DMEM je medij dobiven povecanjem

koncentracije aminokiselina i vitamina Cetiri puta u odnosu na osnovni medij.

Osnovne komponente svakog medija za uzgoj su voda, ugljikohidrati, aminokiseline, vitamini,
soli, hormoni te faktori rasta. Voda ne smije biti tehnickog stupnja Cistoce ve¢ mora biti
prociS¢ena metodama mikrofiltracije, reverzne osmoze te deionizacije kako bi se uklonili
potencijalni kontaminanti (mikroorganizmi, teski metali, Zeljezo, kalcij, klorid, detergenti) i

elementi u tragovima koji bi utjecali na kvalitetu medija i stanicni rast.

Glukoza je glavni izvor energije i ugljika, a naj¢esce se dodaje u koncentracijama od 5-25 mM.
Glukoza se metabolickim procesom glikolize prevodi do piruvata, a zatim, ovisno o aerobnosti
procesa do acetil-CoA ili laktata. Acetil-CoA zatim ulazi u ciklus limunske kiseline, a kao krajnji
produkt nastaju voda i CO,, uz akumulaciju energije i meduprodukata, koji odlaze u druge
metabolicke puteve poput sinteze aminokiselina. Neka provedena istrazivanja pokazala su
povisenu razinu laktata u kulturi stanica Sto moze biti indikator da se TCA ciklus ne odvija
jednako u /in vivo i in vitro uvjetima. Previsoka koncentracija laktata moZe dovesti do

acidifikacije medija i inhibirati rast stanica (Freshney, 2010).

Svaki tip stanice zahtjeva odredenu koli¢inu aminokiselina prisutnih u mediju, a koncentracija
varira u rasponu od 0,1-0,2 mM. U hranjivi medij potrebno je dodati esencijalne aminokiseline
(arginin, fenilalanin, glutamin, histidin, izoleucin, leucin, lizin, metionin, cistein, treonin,
triptofan, valin i tirozin), a ovisno o potrebama dodaju se i neesencijalne. Glutamin se dodaje
u mnogo VvisSoj koncentraciji od ostalih aminokiselina (2-4 mM) jer osim Sto je prekursor u

sintezi purina i pirimidina, preteca je za intermedijare ciklusa limunske kiseline.



U medij se takoder dodaju ioni anorganskih soli: Na*, K*, Mg?* Ca?* CI", SO4** PO4* i HCO; -
koji sluze odrzavanju ionske ravnoteze i osmotskog tlaka u mediju, a imaju i vaznu ulogu
koenzima u enzimskim reakcijama. Na*, K*, CI sudjeluju u regulaciji membranskog potencijala,
dok SO+ PO4> i HCO;5 sudjeluju u sintezi makromolekula i reguliraju unutarstanic¢ni naboj
(Freshney, 2010). Za regulaciju optimalne pH vrijednosti dodaje se bikarbonat, a uvjeti u
inkubatoru podese se na 5-10% zasi¢enost plinovitim CO..

Jedan od najvaznijih sastojaka medija su vitamini i hormoni, neophodni za rast i diferencijaciju
stanica te odrZzavanje homeostaze. Veéina vitamina i hormona osigurava se dodatkom seruma,
osim vitamina B-kompleksa koje je potrebno dodati naknadno. Folna kiselina, biotin i niacin

dodaju se u niskim koncentracijama i imaju funkciju koenzima i prostetske skupine enzima.

Faktori rasta dodaju se mediju kako bi se potaknula proliferacija stanica i stimulirale specificne
stanicne funkcije. Dodaju se u malim koli¢inama, a najbitniji su epidermalni faktor rasta (EGF,
epidermal growth factor), fibroblastni faktor rasta (FGF, fibroblast growth factor),
transformirajuéi faktor rasta (TGF-a i TGF-B, transforming growth fact), inzulinu-slican faktor
rasta (IGF-1 i IGF-2, insulin-like growth factors) te faktor rasta iz trombocita (PDGF, platelet-
derived growth factor) kojima je svima zajedni¢ko mitogeno djelovanje. Od prisutnih
elemenata u tragovima, najvazniji su selen zbog svog antioksidacijskog djelovanja te kalcij koji

je vazan za diobu i prijenos signala izmedu stanica (Castilho i sur, 2008).

Antibiotici su u pocecima razvoja kultura stanica bili vrlo vazna komponenta medija za uzgoj,
jer asepticne tehnike rada i uvjeti nisu bili na visokoj razini. Iako se koriste i danas kako bi se
mogucénost kontaminacije svela na minimum, treba ih sve viSe izbjegavati zbog pojave

mikrobne rezistencije.



2.1.2. Vrste i karakteristike seruma

Serum je vrlo vazna komponenta medija za uzgoj jer je izvor aminokiselina, peptida, proteina,
hormona, vitamina, faktora rasta, minerala, lipida i drugih tvari koje su vazne za proliferaciju
stanica (Butler, 2004). Serum je bezstani¢na krvna komponenta dobivena zgrusavanjem krvi
Zivotinjskog podrijetla, a dodaje se u rasponu koncentracija 5-10% (vol/vol). Na trziStu su
najzastupljeniji fetalni teleéi serum (FCS, Fetal Calf Serum) i fetalni govedi serum (FBS, Fetal

Bovine Serum).

Fetalni govedi serum (FBS) sadrzi visok udio embrionalnih faktora rasta i nizak udio
imunoglobulina te je zbog toga ¢esto prvi izbor u radu s kulturama stanica. Proces proizvodnje
seruma ima vrlo niski prinos pa je samim time i cijena seruma visoka. Nedostatak upotrebe
seruma je njegova kemijska nedefiniranost i razlike u sastavu izmedu pojedinih Sarzi Sto moze
rezultirati nedosljednoS¢u rezultata prilikom /n vitro testova ili razlikama u produktivnosti
proizvodnih sojeva (Freshney, 2010). Takoder, serum moZze biti izvor kontaminanata poput
virusa ili priona pa ga je potrebno prije uporabe inaktivirati poviSenom temperaturom.

Kako bi se izbjegli navedeni nedostaci, danas se sve vise koriste mediji bez seruma (SF, serum-
free medij) koji su selektivni za odredeni tip stanica pa se i sastav medija moze standardizirati.
Posljedica je da primjenom takvih medija mozemo postici dosljednost rezultata istrazivanja, a

promjenom koncentracija pojedinih sastojaka utjecati na odredene stanicne funkcije.

Primjena serum-free medija ima i svoje nedostatke, poput sporije proliferacije stanica, nize
maksimalne koncentracije stanica, nizeg broja generacija stanica kod stani¢nih linija te visoka
cijena tvari koje se moraju naknadno dodati (hormoni, faktori rasta). Takoder nije moguce
formulirati idealni medij koji e biti pogodan za sve tipove stanica, jer svaka stani¢na linija ima

specifi¢an metabolicki profil i zahtjeva prilagodeni sastav medija.



2.1.3. Uvjeti uzgoja zZivotinjskih stanica

Da bi Zivotinjske stanice uspjesno rasle /n vitro potrebno im je osigurati uvjete kakve su imale
u organizmu, odnosno tkivu iz kojeg su izolirane. Najvazniji parametri koje treba regulirati su

temperatura, pH vrijednost, koncentracija kisika i CO,, osmolalnost i viskoznost.

Bez obzira na to uzgaja li se kultura stanica u T-bocama, Petrijevim zdjelicama ili u bioreaktoru,
temperatura je jedan od glavnih parametara koje treba regulirati. Napretkom tehnologije
danas je vrlo lako kontrolirati uvjete jer postoje termostatski regulirani inkubatori. Optimalna
temperatura ovisi o zivotinjskom organizmu ili tkivu iz kojeg su stanice izolirane, a krece se u
rasponu od 35-37 °C. Nize temperature usporit ¢e rast kulture, dok na viSim temperaturama
dolazi do pregrijavanja kulture Sto moze biti smrtonosno.

Temperatura utjeCe na topljivost kisika i ugljikovog dioksida. Iznimno je vazno odrZavati
koncentraciju otopljenog kisika na razini koja je potrebna za normalan rast i proliferaciju
stanicne kulture. Topljivost kisika ovisi o temperaturi, parcijalnom tlaku kisika, ali i o tvarima
prisutnim u mediju, poput soli i glukoze, koje smanjuju njegovu topljivost. PoviSenjem
temperature smanjuje se topljivost dok se povecanjem parcijalnog tlaka povecava topljivost
kisika. Za kulture tkiva u inkubatoru je potrebno osigurati 95% kisika i 5% zasicenosti
ugljikovim dioksidom (Butler, 2004).

pH vrijednost pri kojoj stanice pokazuju optimalan rast za vecinu Zzivotinjskih stanica iznosi 7,4.
Indikator fenol crveno, koji je ¢esto sastavna komponenta komercionalno dostupnih medija za
uzgoj stanica, osjetljiv je na vrlo male promjene pH pa je pri 7,8-7,4 karakteristicne crvene
(ruziaste) boje dok je pri 7,0 narancaste ili zZute boje Sto moze biti pokazatelj da je doslo do
kontaminacije. pH kulture regulira se puferskim sustavom hidrogenkarbonat-CO. koji se nalazi
u ravnotezi i odupire promjeni pH vrijednosti. Stani¢nim metabolizmom proizvodi se laktat i
amonijak koji utjecu na promjenu pH vrijednosti medija pa je ponekad potrebno koristiti sustav

s vecim puferskim kapacitetom (Castilho i sur., 2008).

Osmolalnost (koncentracija otopine) izrazava se kao broj otopljenih Cestica po kilogramu
otapala. Optimalna osmolalnost medija za uzgoj iznosi 260-320 mOsmol kg, a vrijednost ne
bi trebala odstupati viSe od £ 10 mOsmol kg?. U slucaju povecane osmolalnosti, dolazi do
negativne promjene u rastu i proliferaciji stanica, a do te pojave dolazi isparavanjem otapala

prilikom inkubacije stanica u Petrijevim zdjelicama (Freshney, 2010).



Viskoznost medija nema velikog utjecaja na rast stanica, ali je vazna prilikom koristenja
sustava za mijeSanje stanica i nakon tripsinizacije, jer oStecenje koje je javlja prilikom tih
procesa mozemo smanjiti pove¢anjem viskoznosti pomocu karboksimetilceluloze (Freshney,
2010).

Adherentne stani¢ne linije, poput Hela stanica koriStenih u ovom radu, trebaju povrsinu za
adheziju, Sirenje i proliferaciju. Vrlo su vazni sastav i priroda same povrsSine za uzgoj stanica
na koju ce se stanice vezati. U prvim desetlje¢ima razvoja kulture stanica, staklo, posebice
borosilikatne povrsine, bile su glavni évrsti supstrat za adheziju stanica. Sezdesetih godina
proslog stoljeca pocinje su se koristiti plasti¢ni materijali poput polistirena, s hidrofobnim i

negativno nabijenim povrSinama prikladnima za adheziju stanica (Castilho i sur., 2008).

Prilikom rada s kulturama stanica potrebno je odrzavati asepti¢ne uvjete, jer su stanice vrlo
osjetljive na kontaminacije plijesnima, bakterijama i kvascima. Kontaminaciju ¢emo najlakse
prepoznati po naglom padu pH vrijednosti uslijed koje dolazi do promjene boje i zamucenja
medija. Kako bismo mogucnost kontaminacije sveli na minimum, potrebno je pridrzavati se
osnovnih nacela rada s kulturama Zivotinjskih stanica pa je tako npr. prije rada s kulturama
stanica potrebno oprati i dezinficirati ruke etanolom. Nacjepljivanje, dodavanje uzoraka i sav
drugi rad s kulturama stanica provodi se u komori za sterilan rad ili tzv. laminaru. U laminaru
prije poCetka rada treba upaliti UV-lampu, povrSina se prebriSe 70%-tnim etanolom, a sav

laboratorijski pribor koji se koristi prethodno se sterilizira.



2.1.4. Odredivanje bioloske aktivnosti spojeva primjenom kultura stanica

Zahvaljujuéi razvoju znanosti i tehnologije, kulture Zivotinjskih stanica imaju vrlo Siroku
primjenu. Koriste se za znanstvena istrazivanja u podrucju molekularne biologije, toksikologije,
proteomike, tkivnog i geneti¢kog inzenjerstva. Kao modelni sustavi koriste se u stanicnoj i

molekularnoj biologiji za proucavanie fiziologije i interakcija stanica.

Vrlo su vazne u farmakologiji i toksikologiji za ispitivanje citotoksi¢nosti i djelovanja lijekova u
razvojnoj, odnosno pretklinickoj fazi. U tu svrhu se najcescée koriste tumorske stanicne linije iz
banke stanica American Type Cell Culture (ATCC) i European Collection of Animal Cell Culture
(ECACC). Primarni /in vitro test Nacionalnog instituta za rak (NCI, National Cancer Institute) iz
1990. ukljucuije listu 60 najvaznijih humanih tumorskih stanicnih linija za ispitivanje djelovanja
raznih spojeva u definiranim rasponima koncentracija, kako bi se utvrdio stupanj inhibicije
rasta, odnosno odredila tzv. bazalna citotoksicnost spoja za svaku stanicnu liniju (Boyd i Paul,
1995).

Prednosti koristenja /n vitro testova su visoka razina standardizacije te smanjeni broj pokusnih
Zivotinja, ali je vrlo tesko opisati farmakokinetiku ispitivanog spoja, od apsorpcije do
izluCivanja. Stoga nije moguée u potpunosti izbje¢i /n vivo testove na Zvotinjama, ali
postizanjem zadovoljavajuée korelacije izmedu rezultata dobivenih /in vitroi in vivo testovima,

broj pokusnih zivotinja moze se smaniiti.

Ispitivanja citotoksi¢nosti prirodnih ili sintetskih spojeva potrebno je provesti na razlicitim
tipovima stanica tj. veCem broju razlicitih stanicnih linija kako bi se ustvrdilo koje su ciljne

stanice na koje odredeni spoj najbolje djeluje i koja je koncentracija spoja djelotvorna.



2.1.5. Stanicni ciklus i odumiranje stanica u kulturi

Stanice izdvojene iz tkiva ili organa bile su diferencirane, obi¢no se nisu dijelile i bile su pod
kontrolom kemijskih i prostornih mehanizama rasta. Prijenos takvih stanica u /in vitro uvjete
zahtjeva prilagodbu na novu okolinu te moze doc¢i do gubitka visokospecijaliziranih funkcija
(Slivac i sur., 2016).

Stanice u kulturi prolaze faze stani¢nog ciklusa i rasta. Stanicni ciklus definiramo kao dogadaje
izmedu dvije uspjesne diobe. Sastoji se od uzajamno povezanih koraka koji se mogu podijeliti
u Cetiri glavne faze G1 (G znaci gap faza), S (sinteza DNA), G2 i M (dioba stanice ili mitoza).
U G1 fazi dolazi do sinteze velikog broja makromolekula koje su potrebne stanici prije ulaska
u S fazu. S faza je doba sinteze DNA koja se mora odvijati visokom preciznos¢u. Kod stanica
sisavaca ova faza traje 6-8 h pri ¢emu se kompletna kromosomska DNA udvostruci. Nakon S
faze slijedi period od 4-5 h u kojem se stanica priprema za diobu te se sintetiziraju specificni
proteini neophodni za diobu stanice i ta se faza naziva G2 faza (Slivac i sur., 2016).

Tijekom uzgoja stanice prolaze kroz tri karakteristicne faze rasta: 1) lag-faza obicno traje 2-24
h, obiljezava ju prilagodba na nove uvjete i prihvacanje za podlogu; 2) log-faza ili faza
eksponencijalnog rasta koja je period ucestalih dioba i prezivljenje stanica je najvise. Trajanje
log faze ovisi o dostupnosti hranjivih tvari, o broju stanica, o raspolozivosti povrSine za rast te
o inhibitornom ucinku metabolita. Pri kraju faze vrijeme umnoZzavanja se smanjuje i stanice
ulaze u trecu, stacionarnu fazu rasta. Ako kulturi ne osiguramo svjezi hranjivi medij, broj
stanica koje odumiru pocinje premasivati broj onih koje se dijele i zapocinje zadnja, Cetvrta

faza odumiranja kulture.

Proces odumiranja stanica najéeS¢e se povezuje s dva tipa stanicne smrti, nekrozom i
apoptozom. Pod pojmom nekroze podrazumijeva se odumiranje stanica uzrokovano kemijskim
i mehanickim ostecenjem tkiva koje rezultira upalnim procesom okolnog tkiva. Sredinom
proslog stoljeCa otkrivena je programirana stanicna smrt apoptoza koju karakterizira
kontroliran proces samounistenja stanica. Apoptozu mogu potaknuti podrazaji poput oStecenja
DNA, tretman s citotoksicnim tvarima, nedostatak hranjivih tvari, djelovanje slobodnih radikala,
tretman zraCenjem i slicno. Do sada su opisana dva signalna puta apoptoze stanica. Vanjski
prijenos signala zapocinje vezanjem liganda, tzv. signalnih proteina smrti na receptore na
povrsini stanice. Unutarnji prijenos signala posljedica je interakcije niza molekula uslijed ¢ega
dolazi do depolarizacije mitohondrijske membrane i oslobadanja medijatora apoptoze (Castilho
i sur., 2008).



2.2. Peptidomimetici

Proteini su molekule koje imaju esencijalnu ulogu u brojnim bioloskim procesima. Djeluju kao
katalizatori, osiguravaju mehanic¢ku potporu i imunolosku zastitu, prenose ziv€ane impulse,
kontroliraju rast i diferencijaciju. Konformacija u kojoj je molekula proteina bioloski aktivna

naziva se nativnhom konformacijom i njome je definirana funkcionalnost pripadajuéeg proteina.

UnatoC velikom bioloskom potencijalu i brojnim ulogama koje imaju u raznim stani¢nim
procesima, proteini odnosno peptidi nisu pogodni za koriStenje u terapeutske svrhe iz nekoliko
razloga. Velika fleksibilnost konformacije proteina omogucéuje im interakciju s brojnim
receptorima Sto moze dovesti do nezeljenih nuspojava. Takoder, podlozni su djelovanju
proteolitiCkih enzima Sto dovodi do njihove razgradnje i gubitka bioloSke aktivnosti. Osim toga,
velika molarna masa i polarnost otezavaju njihov prolazak kroz stani¢cne membrane (Wang i
sur., 1999

Razli¢itim modifikacijama u strukturi proteinske molekule moguce je poboljSati njihova
farmakoloska i biofarmaceutska svojstava te ostvariti klinicku primjenu bioloski aktivnih
peptida. Modificiranjem peptidne strukture kao i pripravom spojeva koji oponasaju uredenu
trodimenzijsku strukturu prirodnih peptida dobivaju se peptidomimetici (Olsen i sur., 1993).
Peptidomimetik se definira kao spoj Cija su sekundarna strukturna svojstva analogna
prirodnom peptidu zbog ¢ega moze oponasati njegovu biolosku funkciju, odnosno kao spoj

koji kao ligand moze oponasati ili blokirati bioloski ucinak peptidnog receptora (Barisi¢, 2018).

Ucinak strukturnih modifikacija u odnosu na biolosku aktivnost izvedenih peptidomimetika su
sljedece: konformacijski ograniene strukture smanjuju vezanje na nezeljene receptore,
istovremeno povecavajudi afinitet za ciljni receptor, smanjen je stupanj enzimske razgradnje,
dok uvodenje hidrofobnih ostataka ili zamjena amidne veze rezultira olakSanim transportom

kroz stanine membrane (Zorc, 2008).

Peptidomimetici se dijele na mimetike glavnog lanca, aminokiselinskih bocnih ogranaka i
mimetike s modificiranim i glavnim lancem i bocnim ograncima, a glavni tipovi peptidomimetika

prikazani su na Slikama 1 do 6.
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Peptoidom se naziva peptidomimetik s pomaknutim bocnim lancem sa Ca-atoma na amidni
dusikov atom.
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Slika 1. Peptoid

Ureidopeptid je onaj peptidomimetik u kojem je amidna veza zamijenjena ureidoskupinom.

Slika 2. Ureidopeptid

Pseudopeptid je peptidomimetik koji sadrZi pseudopeptidnu vezu kao zamjenu za amidnu vezu.
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Slika 3. Pseudopeptid
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Depsipeptid je pseudopeptid u kojem je amidna veza zamijenjena esterskom.

Slika 4. Depsipeptid

Retro-inverzni peptid ima izmijenjenu konfiguraciju pripadaju¢ih aminokiselina u odnosu na
prirodni peptid; obrnut je smjer peptidnog lanca.

Slika 5. Retro-inverzni peptid
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Retropeptid ima istu konfiguraciju, a obrnut smjer peptidnog lanca u odnosu na prirodni peptid.
Kod ovih peptidomimetika gubitak amidnog dusika, koji ¢esto sudjeluje u vodikovim vezama,

ima za posljedicu smanjenu topljivost u polarnim otapalima.
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Slika 6. Retropeptid

Tijekom posljednja dva desetljeca koncept primjene peptidomimetika pokazao se uspjesnim u
dizajnu i razvoju novih lijekova, s posebnim naglaskom na inhibitore enzima, kojima su
uspjesno prevladani nedostaci peptidnih terapeutika poput slabe oralne apsorpcije i brze

razgradnje.
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2.3. Primjena peptidomimetika

Peptidomimetici su, kao potencijalni terapeutici, predmet brojnih istrazivanja u podrucju
medicinske kemije, biomedicine i biotehnologije. Razvoj i istrazivanja u podrucju peptidnih
mimetika kao terapeutika urodilo je njihovom primjenom u lijeCenju autoimunih bolesti i

karcinoma.

Autoimune bolesti javljaju se zbog nemogucnosti razlikovanja vlastitin stanica od stranih
stanica i antigena. T-stanice imuno-sustava prepoznaju antigene i strane materijale i uklanjaju
ih iz tijela, pri ¢emu imaju moguénost razlikovanja antigena od vlastitih stanica. Aktivacija T-
stanica u efektorske T-stanice ukljucuje nekoliko proteina i njihove interakcije, a nakon sto je
doslo do njihove aktivacije, T-stanice mogu izazvati imunoloski odgovor (Gokhale, 2004). Kod
autoimunih bolesti neophodna je imunomodulacija za kontroliranje posljedica dereguliranog
imuno-sustava. Imunomodulatori mogu biti male organske molekule, antitijela, peptidi i
peptidomimetici. Imunomodulatori imaju funkciju da suzbijaju ili blokiraju imunosni odgovor
(autoimune bolesti, transplantacija organa), djeluju kao simulatori imuno-sustava (virusne
infekcije, karcinom) te uklanjaju pojedine tipove stanica imuno-sustava specificnim antigenima
(autoimune bolesti, karcinom). Peptidi i peptidomimetici koristeni u terapiji djeluju na proteine
koji pokazuju prekomjernu ekspresiju i moduliraju imunoloski odgovor. Nekoliko
kosimulatornih molekula koje sudjeluju u upalnim procesima i odgovoru T-stanica koriste se
za ciljanu terapiju autoimunih bolesti poput reumatoidnog artritisa, multiple skleroze ili

sistemskog lupusa (Gokhale, 2004).

KoriStenje peptidomimetika u terapiji HIV-infekcija zapocelo je otkricem inhibitora HIV
proteaze, simetricnog peptida koji je kasnije preveden u peptidomimetik. Dizajnirana molekula
je mimetik sa anti-HIV aktivnoS¢u, smanjene citotoksicnosti te je otporna prema enzimskoj
degradaciji (Gokhale, 2004).

Peptidomimetici u terapiji karcinoma imaju prednost pred zraCenjem i kemoterapijom jer
djeluju specificno na tumorske stanice bez ostecenja zdravog tkiva. Stanice raka izbjegavaju
imunoloski tumorski odgovor blokadom specifi¢nih T-limfocita interakcijom pojedinih liganda
na povrsSini stanica raka i receptora na povrSini T-limfocita. Cilj imunomodulacije u
imunoterapiji karcinoma jest omoguditi stanicama imunosustava da prepoznaju tumorske
stanice i potom ih ciljano uniSte. Imunizacija peptidnim antigenima koji sadrze epitope B- i T-
stanica moze stimulirati pacijentov imunoloski sustav u smjeru nastajanja visoko specifi¢nih
antitijela (Bedke i Stenzl, 2013).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali
3.1.1. Hela stanicna linija

U ovom istrazivanju koristena je humana tumorska stani¢na linija HeLa. Stani¢na linija nazvana
je po Henrietti Lacks, zeni iz Cijeg su karcinoma vrata maternice izolirane tumorske stanice.
Uzrok tumora bio je humani papiloma virus 18 (HPV 18), Sto je dokazano metodom /in situ
hibridizacije kromosoma pri ¢emu je utvrdeno vise mjesta integracije virusne DNA (Popescu i
sur., 1987). Pomo¢u Hela stanicne linije usavrsen je uzgoj stanica i tkiva, a to je ujedno i
najzastupljenija stanicna linija u svim laboratorijima. Primjenom i radom na Hela stanicama
dan je doprinos u istrazivanju malignih tumora, testiranju cjepiva i razumijevanju virusnog

reprogramiranja stanice.

Hela je besmrtna stani¢na linija koja se dijeli svaka 23 sata. Jedna od najvaznijih odlika je
visoka stabilnost genoma, odnosno ne dolazi do vecih genetickih modifikacija kroz veéi broj

generacija. Karakterizira ih izdrzljivost te prilagodljivost razlicitim uvjetima.

3.1.2. Kemikalije

0,25% Tripsin-EDTA, GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, UK

Dinatrijev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH

Dulbecco's Modified Eagle's Medi um (DMEM), GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, UK
Etanol, p.a., Kemika, Zagreb, RH

Fetalni teleci serum (FBS), GIBCO Invitrogen Corporation, Auckland, Novi Zeland

Kalijev dihidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH

Kalijev klorid, Kemika, Zagreb, RH

Kristal violet, Kemika, Zagreb, RH

MTS reagens ((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-

2Htetrazolijevasol)), Promega, SAD
Natrijev klorid, Kemika, Zagreb, RH

Tripan-plavo, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
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3.1.3. Ferocenski peptidomimetici

U ovo zavrSnom radu ispitana je bioloSka aktivnost ferocenskih peptidomimetika, prethodno
sintetiziranih u Laboratoriju za organsku kemiju, Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta.

Ispitano je djelovanje Cetiri sintetizirana peptidomimetika (Slika 7) na HelLa stanicnu liniju.
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Slika 7. Kemijska struktura ferocenskih peptidomimetika
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3.1.4. Otopine i puferi

PBS pufer (pH= 7,4):

Natrijev klorid 8,0g
Kalijev klorid 0,29
Dinatrijev hidrogenfosfat 144¢
Kalijev dihidrogenfosfat 0,249

Destilirana voda do 100 mL

0,4% otopina tripan-plavo:

Boja tripan-plavo 0,08 g

PBS pufer 20,00 mL

0,2% otopina kristal violet:

Boja kristal violet 0,2g
2% etanol 10,00 mL

3.1.5. Uredaji i oprema

Inkubator s kontroliranom atmosferom CO,, Kambic, Slovenija
Neubauerova komorica za brojanje stanica, Buffalo, NY, SAD
Svjetlosni mikroskop, Zeiss, Njemacka

Komora za sterilni rad, Iskra PIO, Slovenija

Dyno — Eye digital camera, ANMO Electronics Corporation, Tajvan
Hladnjak (4°C i -20°C), Gorenje, Slovenija

Ploce s 6 jazica, Corning, SAD

Ploce s 96 jazica, Corning, SAD

Cita¢ mikrotitarskih plocica, Tecan, Svicarska
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3.2. Metode rada
3.2.1. Uzgoj Hela stanicne linije

HelLa stanice zamrznute su u mediju na temperaturi -70 °C. Najprije je potrebno uroniti ampulu
sa stanicama u vodenu kupelj temperiranu na 37 °C kako bi se stanice odmrznule. Zatim je
potrebno provesti centrifugiranje pri 1000 okr min™! i ukloniti medij za zamrzavanje. Preostali
talog sa stanicama resuspendira se u svjezem mediju za uzgoj uz dodatak 5-10% FBS. Stanice
se odrzavaju u T-bocama ili Petrijevim zdjelicama, u inkubatoru s kontroliranom atmosferom
koja sadrzi 95% zraka i 5% CO te reguliranom temperaturom od 37 °C. Uzgoj se svakodnevno
kontrolira pod inverznim mikroskopom kako bi se pratila brojnost stanica, morfologija i adhezija
za podlogu. Stanice je potrebno precijepiti kada pokrivenost podloge prijede 80% kako stanice
ne bi usle u stacionarnu fazu rasta zbog kontaktne inhibicije. Vazno je nadomijestiti
komponente medija koje su iscrpljene, ali i ukloniti produkte metabolizma koji bi mogli narusiti
pH ili fizioloSko stanje stanica.

3.2.2. Odredivanje broja stanica metodom tripan-plavo

Kako bi rezultati bili vjerodostojni i reproducibilni vazno je odrediti pocetni broj stanica prilikom
nacjepljivanja. Nakon Sto se ukloni hranjivi medij, dodaje se 1 mL otopine tripsina kako bi se
stanice odvojile od podloge. Kako bi ubrzali postupak tripsinizacije, potrebno je stanice u
Petrijevim zdjelicama drzati u inkubatoru. Tijek odvajanja prati se pod inverznim mikroskopom,

a postupak odvajanja stanica od podloge je zavrsio kada se stanice zaokruze.

Djelovanije tripsina zaustavlja se dodatkom medija sa serumom koji sadrZi inhibitore proteaza.
Stanice je potrebno dobro resuspendirati, a zatim se uzme alikvot od 20 pL suspenzije i
pomijeSa sa 20 WL boje tripan-plavo. Alikvot od 20 pL pripremljene otopine nanosi se u
Neubauerovu komoricu za brojanje. Komorica se sastoji od 9 kvadrata povrsine 0,0025 mm? i
dubine 0,1 mm. Stanice se broje u 4 kvadrata koji se nalaze na kutevima velikog kvadrata, a
podijeljeni su na 16 (4x4) malih kvadrata. Broj stanica racuna se kao zbroj stanica u 4 velika
kvadrata pomnozen s 5x103. Velike polarne molekule reagensa ne mogu uci u Zivu stanicu vec
se vezu na unutarstanicne proteine mrtvih stanica koje imaju oSte¢enu membranu i posljedi¢no
propustaju molekule reagensa te bivaju obojene plavo. Broj stanica po mL suspenzije odreduje

se iz navedenog izraza:

Broj stanica mL™ suspenzije = zbroj stanica u 4 kvadrata x 5 x 10° (1)
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3.2.3. Ispitivanje bioloske aktivnosti ferocenskih peptidomimetika na HelLa
stanicnoj liniji

Nakon brojanja stanica izracunali smo koliki je volumen suspenzije potreban kako bismo
nacijepili stanice u ploc¢u s 96 jazica u pocetnoj koncentraciji od oko 3x10* stanica mL*. U
svaku jazicu nacijepili smo 100 pL suspenzije stanica te smo plocu inkubirali 24 sata kako bi
se stanice prihvatile za povrsinu i nastavile rasti. Nakon 24 sata stanice smo tretirali s Cetiri
razliCita uzorka peptidomimetika, prethodno sintetiziranih u Laboratoriju za organsku kemiju,
u koncentracijama od 50 uM, 100 uM, 200 pM i 500 puM. Svaki uzorak imao je po 3 paralele,
a na ploci se nalaze i kontrolne jazice koje nisu tretirane peptidomimeticima. Nakon 48 sati od
dodatka peptidomimetika, odreden je ucinak spojeva na stanice primjenom MTS metode.

3.2.4. MTS metoda za odredivanje vijabilnosti stanica

MTS je kolorimetrijska metoda koja se koristi za odredivanje broja zivih stanica u ispitivanjima
citotoksi¢nog djelovanja tvari. Temelji se na sposobnosti Zivih stanica da reduciraju MTS ((3-
(4,5dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil )-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolijevasol)). U zivim
stanicama prisutne su dehidrogenaze koje reduciraju tetrazolijevu sol u ljubicasto obojeni
produkt formazan (Slika 8), koji je topljiv u stanichom mediju, a konverzija se vrSi pomocu
NADH i NADPH. Nakon 48 satne inkubacije stanica, u svaku jaZicu dodali smo po 10 yL MTS
reagensa bez prethodnog uklanjanja medija te nastavili inkubirati stanice 3 sata u inkubatoru
na 37 °C. Apsorbancija se odreduje pomocu Citaca mikrotitarskih plocica pri valnoj duljini od
490 nm. Intenzitet boje direktno je proporcionalan broju Zivih stanica. Vijabilnost se izrazava
kao omjer apsorbancije tretiranih stanica u odnosu na srednju vrijednost apsorbancije

kontrolnih stanica.

PreZivijenje (%) = (Apsorbancija tretiranih stanica)/(Apsorbancija kontrolnih stanica) x 100(2)

S SR

CH

MTS > Formazan

Slika 8. Redukcija tetrazolijeve soli u formazan
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3.2.5. Klonogena analiza i bojanje HelLa stanica bojom kristal violet

Test formiranja kolonija ili klonogeni test je /n vitro metoda odredivanja preZivljenja stanica, a
temelji se na sposobnosti pojedinacne stanice da formira koloniju. Kolonija je definirana kao
skup od najmanje 50 stanica (Franken i sur., 2006). Klonogenom analizom prati se sposobnost
svake stanice u populaciji da formira klonove, odnosno ispituje se svojstvo neogranicenog
rasta, Sto je karakteristicno obiljezje tumorskih stanica. Test preZivljenja stanica najéesce se
mjeri utjecaj ionizirajueg zracenja ili citotoksiénog agensa na proliferaciju stanica i
zadrZavanje sposobnosti stvaranja kolonija. Ova metoda Cesto se koristi u istrazivanjima kako

bi se predvidjelo ponasanje tumorskih stani¢nih linija na nove kemoterapeutske agense.

Postupak klonogene analize zapocet je nacjepljivanjem prethodno uzgojenih Hela stanica u
dvije ploCe sa 6 jaZica, u pocetnoj koncentraciji od 200 stanica u 2 mL medija za uzgoj po
jazici. Stanice su inkubirane pri optimalnim uvjetima temperature i tlaka, a nakon 24 sata
tretirane su sa Cetiri uzorka ferocenskih peptidomimetika u koncentracijama od 100 uM i 500
WM. Takoder, u obje ploce bile su i kontrolne stanice koje nisu tretirane peptidomimeticima.
Tri dana nakon tretiranja stanica uklonjen je hranjivi medij u koji su bili dodani ispitivani spojevi

te je dodan novi svjezi medij te su stanice vracene na inkubaciju.

Nakon tretmana ispitivanim tvarima prezivjelim stanicama potrebno je oko 1-3 tjedna za
formiranje kolonija. U ovom radu formirane kolonije bile su vidljive 18 dana nakon
nacjepljivanja. Zatim je potrebno provesti bojanje stanica odnosno poraslih kolonija bojom
kristal violet. Postupak zapocinje uklanjanjem medija te ispiranjem stanica s 1 mL PBS pufera.
Potom se doda 2,5 mL metanola za fiksaciju stanica, koji se nakon 10 minuta uklanja. Ploca
se ostavlja na zraku kako bi se potpuno osusila, a kako bi se proces susenja ubrzao, mogu se
ploce staviti na kratko i u laminar. Nakon susenja dodaje se 0,5 mL boje kristal ljubicasto koju
je potrebno ravnomjerno rasporediti u jazicama i inkubirati 10 minuta. Zavrsni korak ukljucuje

uklanjanje boje i ispiranje jazica s 1 mL PBS pufera i deionizirane vode.
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Na temelju broja poraslih kolonija izracunata je ucinkovitost nacjepljivanja (PE, eng. plating
efficiency) tj. omjer broja poraslih kolonija u odnosu na broj stanica koje smo nacijepili i to za
za kontrolne stanice koje nisu tretirane. Takoder, izraCunata je frakcija prezivljenja (SF, eng.
surviving fraction), odnosno udio stanica koje su formirale kolonije nakon tretmana ispitivanim

spojevima (Franken i sur., 2006).

Ucinkovitost nacjepljivanja (PE) >

PE = broj kolonija poraslih u kontroli/broj stanica koje smo nacijepili *100 3)
Frakcija prezivljenja (SF) >

SF = broj kolonija poraslih nakon tretmana/(broj stanica koje smo nacijepili * PE) 4)
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Proteini imaju vaznu ulogu u mnogim bioloskim procesima, no njihovo koristenje kao
terapeutika ograniceno je zbog niza nepovoljnih svojstava poput metabolicke nestabilnosti,
loSe biodostupnosti i slabe permeabilnosti kroz membrane. Linerni peptidi imaju vrlo kratko
vrileme poluZivota od svega nekoliko minuta zbog cega je prakticki nemoguée dopremiti
peptidni lijek do ciljnog tkiva u potrebnoj koncentraciji. Oralno primijenjeni peptidni lijekovi
podlijezu brzom raspadu u probavnom sustavu. Primjenom peptidnih mimetika navedene

prepreke mogu se izbjeci (Barisi¢, 2018).

Peptidomimetici se definiraju kao spojevi koji oponasaju biolosku aktivnost prirodnih peptida,
modificirajuci njihovu nativhu konformaciju s ciljem poboljSanja stabilnosti, selektivnosti te
funkcionalnosti. Upravo zbog navedenih karakteristika tijekom posliednja dva desetljeca
zabiljeZzen je uspjeh u primjeni peptidomimetika kao inovativnih lijekova u terapiji HIV-
infekcija, kao imunomodulatora u terapiji autoimunih bolesti, kao i u imunoterapiji karcinoma
(Barisi¢, 2018).

Stoga je u ovom radu ispitano je biolosko djelovanje Cetiri ferocenska peptidomimetika,
prethodno sintetiziranih u Laboratoriju za organsku kemiju, na rast i proliferaciju tumorske

Hela stanic¢ne linije.

4.1. Ucinak cetiri ferocenska peptidomimetika na prezivljavanje HelLa
stanicne linije

Prethodno uzgojene Hela stanice nacijepljene su u mikrotitarsku plocu sa 96 jazicate su nakon
24-satne inkubacije stanice su tretirane ferocenskim peptidomimeticima (1-4) u rasponu
koncentracija od 50 uM do 500 pM. Nakon 48 sati od tretmana, odredena je vijabilnost stanica
pomocu MTS metode i primjenom Citaca mikrotitarskih plocica. Rezultati su prikazani graficki

kao ovisnost prezivljenja stanica o koncentraciji spoja s kojim su stanice tretirane (Slika 9.).
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Slika 9. Ucinak spojeva 1-4 na vijabilnost HeLa stanicne linije

Analizom dobivenih rezultata vidljiv je inhibitorni ucinak sva Cetiri spoja peptidomimetika na
rast HelLa stani¢ne linije. Najjadi, i dosta sli¢ni, inhibitorni ucinak pokazuju spoj 1 i spoj 2 gdje
je postotak prezivljenja pri najvisoj koncentraciji od 500 UM bio 47,65% odnosno 46,87%.
Tretman spojem 3, koji je najblaze djelovao na prezivljenje Hela stanica, uzrokuje minimalnu
inhibiciju od 2,83% pri koncentraciji od 50 UM i maksimalnu inhibiciju od 17,6% pri najvisoj
koncentraciji od 500 uM. Nesto jaci ucinak imao je spoj 4, za koji je raspon inhibicije rasta
iznosio 4,19% pri 50 uM i 29,68% pri 500 pM. Iz prikazanih rezultata vidljivo je da spoj 3 i 4
takoder djeluju inhibitorno na rast stanica, ali u manjem intenzitetu nego spoj 1 i 2, dok je kod
sva Cetiri ispitana spoja vidljivo da je inhibicija rasta proporcionalna povecanju koncentracije
ispitivanog ferocenskog peptidomimetika, odnosno njihov ucinak je ovisan o dozi. Iz dobivenih
eksperimentalni podataka i odnosa ucinak-doza moguce je matematicki i/ili graficki odrediti
ICso vrijednost (eng. inhibitory concentration) odnosno onu koncentraciju peptidomimetika kod
koje dolazi do 50%-tne inhibicije stani¢nog rasta. Iz grafa je vidljivo da je nakon 48-satnog
tretmana ICso vrijednost za spojeve 1 i 2 oko 480 M.

Dobiveni rezultati su u korelaciji s rezultatima koje su objavili Kovacevic i sur. (2014), koji su
takoder ispitivali biolosko djelovanje Cetiri ferocenska peptidomimetika na HelLa i MCF-7
stanicnoj liniji. U navedenom istraZivanju vijabilnost stanica odredena je 72 sata nakon

tretmana ispitivanim spojevima rasponu koncentracija od 1 pM do 500 pM. Raspon ICsp
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vrijednosti je od 203,27 uM do 474,99 uM, Sto je u skladu s rezultatima dobivenim u ovom
radu. Razlike u ICso vrijednostima, odnosno najjaci ucinak spoja za koji je odredena ICso
vrijednost=203,27 UM se moZze objasniti ¢injenicom da je upravo taj spoj stabiliziran najslabijim
intramolekularnim vodikovim vezama, Sto vjerojatno rezultira njegovom vecom lipofilnoScu u
odnosu na preostala tri spoja ispitivana u navedenom radu. Polarnost, odnosno lipofilnost
spojeva je vazan preduvjet za njihovu terapijsku primjenu. Nadalje, ako se usporeduju ICso
vrijednosti ispitivanih ferocenskih peptidomimetika s dobro poznatim antitumorskim agensima,
poput cisplatina ili doksorubicina koji se koriste u kemoterapiji, i za koje, ovisno o stani¢noj
liniji ICso vrijednosti iznose od 0,1 uM -15 uM (Bayoumi, 2012; Cortes i sur.,2012), mozemo
zakljuciti da ispitani ferocenski peptidomimetici posjeduju slab citotoksi¢ni ucinak, ¢ak i pri
najvisim ispitivanim koncentracijama. Takvi rezultati nisu zadovoljavajuci u toj mjeri da bi
spojevi 1-4 bili zanimljivi za nastavak istrazivanja u smjeru razvoja novih antitumorskih
agenasa, ali su svakako vrijedna smjernica u daljnjem razvoju ferocenskih peptidomimetika s

poboljSanim bioloskim svojstvima.

Slican citotoksi¢ni ucinak peptidomimetika na HelLa tumorsku stani¢nu liniju dokazan je u
znanstvenom radu Kovac i sur. (2016) u kojem je ispitana bioloska aktivnost ferocenskog
peptidomimetika, u kojem je peptidna veza modificirana oksalamidnom podjedinicom na tri
stanicne linije (HEK293T, Hela i HepG2). In vitro testovi su pokazali kako ferocenski
peptidomimetik stimulira rast normalne HEK293T stanicne linije dok najjaci citotoksicni efekt,
ovisan o dozi, zapazen upravo na tumorskim Hela stanicama s ICso vrijednosti=252,79 uM.
Zanimljivo je da je spomenuti oksalamidom maodificirani ferocenski peptidomimetik pokazao
dvojaki ucinak tzv. hormeticki efekt, ovisno o tipu stanica, te da je njegov ucinak bio slabiji

na normalne nego na tumorske stanice, Sto svakako ukazuje na njegov antitumorski potencijal.
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4.2. Klonogena analiza ucinka ferocenskih peptidomimetika na HeLa
stanicnu liniju

Test formiranja kolonija ili klonogeni test je in vitro metoda odredivanja prezivljenja stanica
koja se temelji na mogucnosti pojedinacne stanice da formira koloniju. Kako bismo ispitali
djelovanje peptidomimetika na sposobnost HelLa stanica da stvaraju kolonije, provedena je
klonogena analiza. Stanice su nacijepljene u ploCe sa 6 jazica, kako je opisano u poglavlju
3.2.5., a nakon 24 sata stanice su tretirane sa ispitivanim ferocenskim peptidomimeticima u
koncentracijama 100 puM i 500 puM. Nakon 18 dana uzgoja u inkubatoru doslo je do porasta
vidljivih kolonija u jazicama te su stanice obojane bojom kristal violet (Slika 10. i Slika 11.), a
porasle kolonije su izbrojane golim okom. Na temelju rezultata brojanja prikazanih u Tablici 1.
izraCunata je ucinkovitost nacijepljivanja (PE) i frakcija prezivljenja (SF) Sto je navedeno u
Tablici 2.

Kontrola Spoj 1 Spoj 2

Slika 10. Rezultati klonogene analize nakon tretmana sa spojem 1 i 2 (100 uM, gornje jazice
i 500 uM, donje jazice)
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Kontrola Spoj 3 Spoj 4

Slika 11. Rezultati klonogene analize nakon tretmana sa spojem 3 i 4 (100 uM, gornje jazice

i 500 uM, donje jaZice)

Tablica 1. Broj poraslih kolonija nakon tretiranja stanica spojevima 1-4 u koncentracijama
od 100 pM i 500 pM

Kontrola Koncentracija Spoj Spoj Spoj Spoj

(M) 1 2 3 4
56 100 0 10 50 66
71,5 500 0 0 2 0

Tablica 2. Ucinkovitost nacjepljivanja i frakcija prezivljenja

PE (%) SF (spoj 1) SF (spoj 2) SF (spoj 3) SF (spoj 4)
31,75 0 0,1575 0,7874 1,0394
0 0 0,0315 0

Vrijednosti u Tablici 1. prikazuju broj poraslih kolonija nakon tretiranja stanica spojevima 1-4
u koncentracijama od 100 uM i 500 uM. Dobiveni rezultati pokazuju najveéi broj poraslih
kolonija u kontrolnim, netretiranim jaZicama, Sto je i oCekivano te potvrduje uspjesnost izvedbe

analize. Broj poraslih kolonija kod tretiranih uzoraka najveci je u jazicama sa spojevima 3 i 4

26



pri koncentraciji 100 M Sto je u skladu s rezultatima prezivljavanja stanica odredenih MTS
metodom, dok je u jazicama gdje je dodan spoj 1, odnosno 2, najmanje poraslih kolonija (pri
koncentraciji 100 pM), odnosno uopce ih nema pri najvecoj ispitivanoj koncentraciji od 500
WM. Nadalje, u Tablici 2. prikazane su vrijednosti ucinkovitosti nacjepljivanja za kontrolne
stanice i frakcije prezivljenja za stanice tretirane spojevima 1-4. Veca SF vrijednost znaci da
je zadrZzana veCa sposobnost stvaranja kolonija nakon tretmana ispitivanom tvari. Veca
vrijednosti su izraCunate za spojeve 3 i 4 nego za spojeve 1 i 2, Sto je u skladu s nasim
ocekivanjima, jer ti spojevi imaju slabije inibicijsko djelovanje na Hela stanice. Stoga mozemo
zakljuciti da su rezultati klonogene analize u skladu sa citotoksi¢noscu ispitivanih ferocenskih

peptidomimetika.
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4.3. Morfoloske promjene Hela stanica nakon tretmana uzorcima
ferocenskih peptidomimetika

Inhibitorno djelovanje ferocenskih peptidomimetika na rast Hela stani¢ne linije dodatno smo
potvrdili proucavanjem morfologije i brojnosti stanica pod svjetlosnim mikroskopom tijekom
ispitivanja citotoksi¢nog djelovanja spojeva 1-4. Stanice su svakodnevno promatrane pod
mikroskopom, a za potrebe fotografiranja i lakSeg uocavanja nastalih promjena u izgledu
stanica obojane su bojom kristal violet nakon 48 sati tretmana Sto je prikazano na Slici 12 i
Slici 13.

Kontrola 100 pM 500 uM

Slika 12. Morfoloski izgled i brojnost HelLa stanica promatranih pod svjetlosnim mikroskopom
nakon bojanja kristal violet bojom: a) i b) kontrolne, netretirane stanice; c) i €) stanice tretirane
spojem 1 u koncentracijama 100uM i 500 uM; d) i f) stanice tretirane spojem 2 u
koncentracijama 100 uM i 500 uM
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Kontrola

b) d)

Slika 13. Morfoloski izgled i brojnost Hela stanica promatranih pod svjetlosnim mikroskopom
nakon bojanja kristal violet bojom: a) i b) kontrolne, netretirane stanice; c) i d) stanice tretirane

spojevima 3 i 4 u koncentraciji od 500 pM

Pratenjem brojnosti stanica svjetlosnim mikroskopom, vidljive su promjene ovisno o
ispitivanom spoju i koncentraciji kojom su stanice tretirane. Kontrolne stanice koje nisu
tretirane peptidomimeticima formiraju pravilni monosloj, vece su gustoce i karakteristicne
morfologije, Sto je vidljivo na slikama 12a) i 12b) te 13a) i 13b). Na slikama 12c), 12d) 12e)
te 13c) i 13b) su prikazane stanice tretirane peptidomimeticima te je vidljivo smanjenje broja
i gustoce stanica u odnosu na kontrolu. Prema MTS testu citotoksicnosti najjace inhibitorno
djelovanje imaju spojevi 1 i 2 Sto je vidljivo i u morfologiji tih stanica te izgledu monosloja

Hela stanica.

29



Na kraju, mozemo zakljuciti kako je proliferacija i sposobnost stvaranja kolonija kod tumorskih
Hela stanica inhibirana djelovanjem ispitivanih ferocenskih peptidomimetika, pri ¢emu su
vidljive morfoloske promjene koje su u skladu s rezultatima citotoksi¢nosti. Na temelju
dobivenih rezultata moze se dalje istrazivati moguci antitumorski potencijal ispitanih spojeva,
osobito spojeva 1 i 2, koji su pokazali jace citotoksi¢no djelovanje te ucinak na sposobnost
stvaranja klonova, koji je karakteristika tumorskih stanica, koje se upravo tako Sire. Takoder,
svakako je potrebno provesti daljna istrazivanja kako bi se ustvrdio moguci mehanizam
djelovanja ispitanih ferocenskih peptidomimetika te odredilo je li zapazena inhibicija rasta HelLa

stanica rezultat stani¢ne smrti ili zastoja u stani¢nom ciklusu.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih pokusa i dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1. Ferocenski peptidomimetici imaju inhibitorni uc¢inak na rast i proliferaciju HelLa stanica.

Najjacu citotoksi¢nost pokazuju spojevi 1 i 2, a ucinak je ovisan o dozi.

2. Klonogenom analizom pokazano je da ispitani peptidomimetici utjeCu na smanjenu
sposobnost Hela stanica da formiraju kolonije. Broj poraslih kolonija ovisi o ispitivanom spoju
i njegovoj koncentraciji te je u skladu s testom citotoksicnosti.

3. Djelovanje ferocenskih peptidomimetika rezultira smanjenjem broja Hela stanica i gustoée
formiranog monosloja u odnosu na kontrolne stanice te je svjetlosnom mikroskopijom

potvrden rezultat /n vitro testa citotoksi¢nosti.

4. Ispitani ferocenski peptidomimetici pokazuju antiproliferativno djelovanje na Hela stanice

te imaju potencijal kao antitumorski agensi.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezuftat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam Koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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