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1. UVOD

Ferocenski konjugati su organometalni spojevi u kojima je ferocen, metalocenski
spoj, povezan s razliCitim bioloskim molekulama ili se uvodi u strukturu ve¢ poznatih
lijekova. Ferocenski konjugati posjeduju razli¢ita bioloska i elektrokemijska svojstva zbog
¢ega se istrazuju i primjenjuju u podrucju kemije materijala i biosenzora te u farmaceutskoj
kemiji kao novi bioloski aktivni spojevi u procesu istrazivanja i razvoja lijekova. Uz
razli¢ite bioloske aktivnosti, ferocenski derivati pokazuju antitumorsku aktivnost koja se

pripisuje redoks aktivnosti ferocena i sposobnosti stvaranja reaktivnih kisikovih radikala.

Karcinom je jedan od glavnih uzroka smrti u svijetu te postoji velika potreba za
pronalaskom i razvojem novih antitumorskih lijekova. Nukleobaze, osnovne strukturne
jedinice nukleinskih kiselina, i njihovi analozi poznati su kao kemoterapeutski agensi te
¢ine sastavni dio mnogih komercijalnih lijekova. Stoga sinteza novih biokonjugata ferocena
I nukleobaza te ispitivanje njihovog citotoksi¢nog i antiproliferativnog ucinka in vitro na

razli¢itim tumorskim stani¢nim linijama postaju atraktivno podrucje farmaceutske kemije.

Cilj ovog rada je bio ispitati in vitro djelovanje cCetiri biokonjugata ferocena i
derivata 2-tiouracila sintetizirana u Laboratoriju za organsku kemiju Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu. U radu je ispitan njihov u¢inak na humanu tumorsku
stani¢nu liniju HelLa odredivanjem stani¢ne vijabilnosti i klonogenom analizom te je
primjenom Muse™ analizatora stani¢nog zdravlja pokazano koji je stani¢ni proces potaknut

djelovanjem biokonjugata ferocena i derivata 2-tiouracila.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. FEROCEN

Ferocen je organometalni spoj molekulske formule Fe(CsHs)2 koji pripada skupini
metalocena. Graden je od dva ciklopentadienilna prstena koja okruzuju centralni atom Zeljeza
(slika 1). Kemijski je stabilan i netoksi¢an, dolazi u obliku narancastih kristala, netopljiv u vodi,
a topljiv u veéini organskih otapala (NCBI, 2005; Cakié-Semen¢ié¢ i Barisi¢, 2017). Ferocen
predstavlja prvi takozvani ,,sendvi¢® spoj koji je otkriven 1951. (Kealy i Pauson, 1951), a
strukturno karakteriziran 1952. godine (Wilkinson i sur., 1952). Stabilan je na zraku i u vodi,
prolazi reverzibilnu oksidaciju, stoga predstavlja idealan interni standard u elektrokemiji.
Robusnost ferocena omogucuje derivatizaciju njegovih prstena reakcijama uobicajenim u
organskoj kemiji, §to rezultira sintezom velikog broja ferocenskih konjugata koji pokrivaju
razli¢ita podrucja znanstvenog istrazivanja, od katalize, dizajna optickih materijala i biosenzora
(Bayly i sur., 2008) do novih bioloski aktivnih spojeva u procesu istrazivanja lijekova (Fouda i
sur., 2007; Gasser i sur., 2011; Braga i sur., 2013). Zahvaljujué¢i svojim iznimnim
karakteristikama kao $to su stabilnost u bioloSkim medijima, redoks aktivnost, lako prodiranje
kroz stanicnu membranu zbog njihove lipofilnosti, niska toksi¢nost, moguénost kemijskih
modifikacija te komercijalna dostupnost, ferocenski spojevi su privukli veliku pozornost na

podru¢ju medicinske organometalne kemije kao potencijalni terapeutski spojevi (Cakié-

o

Fe

S

Slika 1. Struktura ferocena (Wang i sur., 2020)

Semenci¢ i Barisi¢, 2017).

2.1.1. Bioloska aktivnost ferocenskih konjugata

Ferocen je posebno zanimljiv spoj u medicinskoj kemiji posto se veliki broj ferocenskih
derivata pokazao dobrim antitumorskim, antibakterijskim, antimalarijski ili antiparazitskim
kandidatima za lijekove (Kowalski i sur., 2013; Nguyen i sur., 2014; Peter i Aderibigbe, 2019).

Uobicajena strategija za dobivanje bioloski aktivnih derivata ferocena temelji se na povezivanju
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ferocenilne skupine s bioloski vaznim molekulama. Nastajanje biokonjugata moze se podijeliti
u dvije glavne skupine. U prvoj skupni, ferocen se uvodi u strukturu lijeka, odnosno spoja ve¢
poznatog farmakoloskog znacaja. U takvim slucajevima, ferocenilna skupina je namijenjena za
poboljsanje bioloske aktivnosti konjugiranog farmakofora. Tako se uvodenjem ferocena u
strukturu Kklorokina dobiva ferokin, koji pokazuje antimalari¢ni u¢inak, a zamjenom jedne
fenilne skupine s ferocenom u tamoksifenu dobiva se potencijalni antitumorski lijek ferocifen.
U drugoj skupini, ferocen se povezuje s bioloskim molekulama, s ciljem sinteze biokonjugata
s potencijalnim terapeutskim svojstvima. Terapijske ucinke takoder pokazuju konjugati
ferocena 1 spojeva koji samostalno ne ostvaruju bioloske ucinke, ali koji, nakon vezanja

ferocena, postaju bioloski aktivni (Kowalski i sur., 2013).

Zeljezo je najzastupljeniji metal u ljudskom tijelu i esencijalni element za odrzavanje
normalne funkcije tijela. Smatra se netoksi¢nim za ljude pa su metalocenski farmaceutici s
Atom Zeljeza u ferocenu nalazi se u obliku Fe?* te se lako moze oksidirati do Fe*" stanja i
povratno reducirati uslijed razlike potencijala. lako mehanizam antitumorskog djelovanja
ferocenskih konjugata nije do kraja razjasnjen, on se pripisuje redoks-aktivnosti ferocena,
odnosno sposobnosti generiranja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS). Djelovanjem ROS-a u
stanicama dolazi do oksidativnog stresa i oStecenja stanica te posljedi¢no stani¢ne smrti (Patra

i Gasser, 2017).

Medu brojnim ferocenskim spojevima kao potencijalnim terapeuticima, posebno se
istice ferocifen (slika 2a) koji pokazuje antiproliferativni u€inak na stanice raka dojke. Uz
ferocifen, najpoznatiji derivat ferocena je ferokin (slika 2b) koji pokazuje antimalarijski u¢inak.
Ferokin zahvaljujuéi redoks aktivnosti ferocenskog dijela molekule i sposobnosti generiranja
hidroksilnih radikala, pokazuje pozitivni ucinak protiv klorokin-rezistentnih Plasmodium
falciparum vrsta (Biot i sur., 2011). Ferokin je trenutno u fazi II klinickih ispitivanja, a ferocifen
u pretklini¢koj procjeni, no unato¢ velikom potencijalu nijedan drugi derivat ferocena, odnosno
ne-radioaktivni organometalni spoj bilo koje vrste, nije napredovao do klini¢kih ispitivanja
(Patra i Gasser, 2017).
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Slika 2. Struktura a) ferocifena; b) ferokina (Toma i Vréek, 2020)

Zadnjih godina provedena su brojna istrazivanja antitumorskog djelovanja raznih
ferocenskih derivata kao sto su ferocen-indoli, ferocen-steroidi, ferocen-fenoli, ferocenil-alkil
nukleobaze, azalalakton feroceni, konjugati ferocana sa solima N-alkilpiridina i ugljikohidratni
ferocenski konjugati (Simenel i sur., 2009; Nguyen i sur., 2014; Caki¢-Semenéi¢ i Barisi¢,
2017; Peter i Aderibigbe 2019). Duljina nepolarnog ugljikovog lanca, polozaj ferocenilne
skupine, priroda i polozaj supstituenata u konjugatima i doza spojeva koriStenih u testovima
citotoksi¢nosti su jedni od glavnih ¢imbenika koji utjeCu na citotoksi¢ni uc¢inak navedenih

biokonjugata (Peter i Aderibigbe, 2019).

Antimalarijski u¢inak derivata ferocena takoder je opsezno proucavan. Ve¢ spomenuti
ferokin, konjugat klorokina i ferocena pokazuje pojacani inhibicijski u¢inak prema Plasmodium
falciparum vrstama $to ga ¢ini u¢inkovitijim antimalarikom od klorokina. Faktori kao §to su
izbor 1 duljina poveznice izmedu mati¢nih lijekova i ferocena znacajno utjecu na antimalarijski
ucinak konjugata. Konjugati ferocena s novobiocinom, pirolom, izatinom, pirimidinom takoder
pokazuju dobru antimalarijsku aktivnost, a ¢imbenici kao $to su duljina lanca, priroda i poloZaj
supstituenta utjecu na biolosku aktivnost navedenih konjugata u in vitro ispitivanjima (Peter i
Aderibigbe, 2019). Uz antitumorsku i antimalarijsku aktivnost, konjugati ferocena pokazuju
znacajni antimikrobni uc¢inak. Pocetna istraZivanja zapocela su s ferocenom modificiranim
penicilinima, cefalosporinima i rifamicinom (Scutaru i sur., 1991), a nastavljena s derivatima
koji sadrze razli¢ite farmakoforne skupine i strukturne fragmente biomolekula, kao $to su
aminokiseline, peptidi, $eceri, nukleobaze i steroidi (Kraatz 2005; Caki¢-Semen¢i¢ i Barisié,

2017).



2.2. NUKLEOZIDI | NUKLEOBAZE

Nukleozidi su glikozamini koji se sastoje od heterociklicke dusi¢ne baze koja je preko
N-glikozidne veze vezana na Secer ribozu ili deoksiribozu. Osnovna gradevna jedinica
nukleinskih kiselina je nukleotid koji se sastoji od molekule Secera (bilo riboze u RNA ili
deoksiriboze u DNA) vezane na fosfatnu skupinu i duSi¢ne baze. DusSi¢ne baze (nukleobaze) se
dijele u dvije skupine, purine i pirimidine, ovisno o njihovoj kemijskoj strukturi (Makishima,
2019). Pirimidini se sastoje od Sestero¢lanog prstena koji sadrzi dva dusikova atoma dok se
purini sastoje od prstenaste strukture pirimidina s dodatkom fuzioniranog 5-ero¢lanog
imidazolnog prstena (slika 3). Pirimidine ¢ine citozin, timin 1 uracil, a purine adenin i gvanin

(Hess i Greenberg, 2012).

N NF \
Sgs,
) N y N H

Slika 3. Struktura: a) pirimidinskog prstena, b) purinskog prstena (Makishima, 2019)

Nukleozidi su bitni za odvijanje genetskih i evolucijskih procesa, medutim, njihova
bioloSka aktivnost nije ograni¢ena samo na ulogu sastavnih dijelova DNA i RNA, nego su uz
to ukljuceni u joS nekoliko stani¢nih procesa kao Sto su stani¢na signalizacija, regulacija enzima
i metabolizam. Tako su, fosforilirani nukleozidi poput adenozin 5'-trifosfata (ATP) i adenozin
5'-difosfata (ADP) vazni jer djeluju kao prijenosnici energije u stanicama. Nadalje, ciklicki
adenozin monofosfat (CAMP) je sekundarni glasnik koji sudjeluje u putu prijenosa signala
unutar stanice potaknutog djelovanjem hormona glukagona i adrenalina. Ostali derivati
nukleotida kao $to su nikotinamid adenin dinukleotid (NAD), flavin adenin dinukleotid (FAD)

1 koenzim A igraju vaznu ulogu u metabolizmu (Kowalski, 2021).

Nukleozidi su molekule koje utje¢u na mnostvo fizioloskih procesa i stoga predstavljaju
potencijalne mete za modifikaciju. Nukleozidni analozi su grupa spojeva Cija se struktura
temelji na modifikaciji postojece duSi¢ne baze ili Seferne skupine prirodnog nukleozida.
Nukleozidni analozi su antimetaboliti nukleozida koji oponasaju fizioloske nukleozide u smislu
unosa i metabolizma, ali ometaju sintezu nukleinskih kiselina izravnhom ugradnjom u
novosintetiziraju¢éi DNA 1 RNA lanac ili ometaju¢i razne enzime (npr. DNA polimeraza ili

ribonukleotid reduktaza) ukljucene u sintezu nukleinskih kiselina (Ewald i sur., 2008). Lijekovi



koji sadrze nukleozidne analoge sa sli¢nim strukturama Cesto imaju razliCite mehanizme

djelovanja i pokazuju raznolikost u njihovim klinickim aktivnostima (Galmarini i sur., 2002).

Nukleozidni analozi su farmakoloski raznolika skupina, koja ukljucuje citotoksi¢ne
spojeve, antivirusne agense i imunosupresivne molekule. Antikancerogeni nukleozidi (slika 4)
ukljucuju nekoliko analoga pirimidinskih i purinskih nukleozida. Dva primarna purinska
analoga su kladribin i fludarabin koji se koriste lijeCenju leukemije. Medu trenutno dostupnim
analozima pirimidina, citarabin se intenzivno koristi u lijeCenju akutne leukemije, dok se
gemcitabin koristi u lijeCenju solidnih tumora (rak gusterace, plu¢a, dojke, mokraénog mjehura)

i nekih malignih hematoloskih bolesti (Galmarini i sur., 2002).
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Slika 4. Struktura antikancerogenih nukleozida: a) kladribin, b) fludarabin i ¢) gemcitabin
(Ramesh i sur., 2020)

2.2.1. Pirimidinske nukleobaze

Pirimidin je aromatski, heterociklicki spoj koji uz atome ugljika sadrzi dva atoma dusika
na pozicijama 1 1 3 Sestero€lanog prstena. Izraz pirimidin takoder se koristi za oznacavanje
derivata pirimidina, ponajprije tri dusi¢ne baze: timin (T), citozin (C) i uracil (U) (slika 5), koje
su, zajedno s dva purina, gradevni blokovi nukleinskih kiselina. Pirmidinska jezgra je takoder
prisutna u mnogim drugim prirodnim tvarima kao $to su vitamin B, koenzimi, purini, pterini 1

mokraéna kiselina (Mahapatra i sur., 2017).

o NH, 0
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Slika 5. Struktura pirimidinskih baza: a) uracil, b) citozin, c) timin (Makishima, 2019)



Istrazivanja pokazuju da spojevi koji sadrze pirimidinsku jezgru posjeduju Sirok raspon
bioloskih i farmakoloskih aktivnosti §to se moze objasniti njihovom prisutnoséu u strukturi
DNA i RNA molekula. Zadnjih nekoliko desetlje¢a dizajnirani su i razvijeni mnogi novi
pirimidinski derivati koji pokazuju antitumorske (Baraldi i sur., 2002), antibakterijske (Kumar
i sur., 2001), antivirusne (Nasr i Gineinah, 2002), antiHIV, antimalarijske i antiinflamatorne
ucinke (Gangjee i sur., 2001). 5-halogenirani derivati pirimidina bili su medu prvim derivatima
testiranim na biolosku aktivnost (Lindahl, 1993). U medicinskoj kemiji derivati pirimidina Su
vrlo dobro poznati po svojim terapeutskim primjenama te Cine sastavni dio mnogih lijekova
poput 5-fluorouracila koji ima antikancerogeno djelovanje, idoksuridina i trifluoridina s
antivirusnim u¢inkom, zidovudina i stavudina koji djelujue na virus HIV-a te trimetoprima,

sulfametiazina i sulfadiazina koji imaju antibakterijski u¢inak (Amir i sur., 2007).

Dizajniranje novih pirimidinskih derivata temelji se na proucavanju odnosa izmedu
kemijske strukture i bioloske aktivnosti ispitivanih derivata (SAR, eng. structure activity
relationship). Mahapatra i suradnici (2017) proveli su istrazivanje antiproliferativnog uc¢inka
pirimidina supstituiranog razli¢itim skupinama na razlicitim pozicijama. Supstitucije na C2, C4
i C6 polozaju pokazale su znaCajan utjecaj na antitumorsku aktivnost, posebice tio ili amino
skupina supstituirana na C2 te fenilna skupina supstituirana na C4 polozaju. Pirimidin vezan
peteroclanim prstenovima poput pirazola, pirola, triazola, imidazola, oksazola, tiazola 1 tiena
pokazuje znacajniji antiproliferativni u¢inak u usporedbi sa Sesteroclanim prstenovima poput
piridona i kinazolina ¢ime se pokazao utjecaj strukture ispitivanih derivata na njihovu biolosku
aktivnost. Analozi pirimidina djeluju antitumorsko razliitim mehanizmima djelovanja
ukljucujuéi inhibiciju kinaza (erbB2, raf, CDK, Src), zaustavljanje stani¢nog ciklusa, smanjenje
potencijala mitohondrijske membrane, poveéanje ROS-a i indukciju apoptoze (Mahapatra i
sur., 2017).

2.2.2. Derivati uracila

Uracil (C4HsN203) je derivat pirimidina ¢iju strukturu ¢ini heterocikli¢ki aromatski
prsten s dvije keto skupine na polozajima C2 i C4 te je glavna komponenta pirimidinskog
sastava u ribonukleinskoj kiselini. Bazni parovi s adeninom u molekuli DNA zamijenjeni su s

timinom koji nastaje metiliranjem uracila (NCBI, 2004a).

Uracil je jedan od najznacajnijih farmakofora u medicinskoj kemiji te kao pirimidinska

nukleobaza Cini sastavni dio mnogih komercijalnih lijekova. Uracil 1 njegovi derivati imaju



vaznu ulogu razvoju lijekova koje karakterizira Siroki spektar bioloskog djelovanja i sintetska
dostupnost. Derivati uracila pokazuju antivirusni i antitumorski uéinak (Parker, 2009), a
takoder imaju herbicidno, insekticidno i baktericidno djelovanje (Zhi i sur., 2005; Jain i sur.,
2006). Iako se obi¢no povezuje s lijekovima za kemoterapiju, uracil i njegovih derivati koriste
se u lijeCenju razli¢itih bolesti, kao Sto su virusne infekcije, dijabetes, bolesti Stitnjace 1
autosomno recesivni poremecaji. Modifikacijom strukture uracila dobivaju se derivati s
poboljsanim farmakoloSkim 1 farmakokinetickim svojstvima, ukljucuju¢i povecanu
bioaktivnost, selektivnost, metaboli¢ku stabilnost, apsorpciju i manju toksi¢nost. Razvoj novih
derivata uracila kao bioaktivnih tvari vezan je uz modifikacije supstituenata na N1, N3, C5 i

C6 polozaju pirimidinskog prstena (Ramesh i sur., 2020; Patasz i Ciez, 2014).

Analozi uracila s halogenim atomom na polozaju 5 predstavljaju vaznu klasu spojeva
zbog svoje mutagene i antiviralne aktivnosti (Lindahl, 1993). 5-fluorouracil i 5-klorouracil bili
su prvi sintetizirani farmakoloski aktivni derivati uracila. Razvoj fluoropirimidina kao lijekova
je zapoceo 1950-ih godina kad je primijeceno da tumorske stanice jetre Stakora metaboliziraju
uracil brZze nego normalna tkiva. Stoga je zakljuceno da je metabolizam uracila vazan terapijski

cilj na podrucju kemoterapije (Longley i sur., 2003).

5-fluorouracil (5-FU) (slika 6) je antimetabolit uracila i jedan od najc¢eSce koristenih
antitumorskih agenasa za lijjecenje oboljelih od karcinoma dojke i1 debelog crijeva. 5-FU se
intracelularno pretvara u nekoliko aktivnih metabolita (fluorodeoksiuridin monofosfat
(FAUMP), fluorodeoksiuridin trifosfat (FAUTP) i fluorouridin trifosfat (FUTP)) koji ometaju
aktivnost timidilat sintaze te sintezu RNA i time zaustavljaju rast tumorskih stanica (Longley i
sur., 2003).
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Slika 6. Struktura 5-fluorouracila (Longley i sur., 2003)

Nazalost, kratko vrijeme poluraspada, Siroka distribucija, niska selektivnost i razne
nuspojave kao Sto su mijelosupresija, mukozitis, stomatitis, neuro- i1 kardiotoksi¢nost,
ograni¢avaju primjenu 5-fluorouracila. Njegovim modifikacijama dobivaju se razli¢iti derivati

s poboljsanim terapeutskim ucinkom koji se intracelularno metaboliziraju u 5-fluorouracil
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slijedeci isti mehanizam djelovanja. Derivati, Cije su strukture prikazane na slici 7, odobreni za
kemoterapiju su kapecitabin, tegafur-uracil i trifluridin-tipiracil za kolorektalni karcinom,
uramustin (uracil-mustard) za leukemiju i floksuridin za gastrointestinalni adenokarcinom.
Analozi uracila poput 5-fluorouridina, doksifluridina, enil uracila nalaze se u fazi | ispitivanja

za lijeCenje raka gusteraCe (Ramesh i sur., 2020).
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Slika 7. Kemijske strukture raznih uracilnih kemoterapeutika (prema Ramesh i sur., 2020)

Osim antitumorskog ucinka, derivati uracila pokazuju znacajan antivirusni potencijal
koji se temelji se na inhibiciji kljuénog koraka u replikaciji virusa kao $to su HIV, hepatitis B i
C te virus herpesa (Ramesh i sur., 2020). Alkinilna skupina na polozaju C5 je povoljna za
kemijske transformacije, a selektivnost antivirusnog djelovanja ovih spojeva raste s

povecanjem veliCine supstituenta (Blewett i sur., 2001).

2.2.3. Derivati 2-tiouracila

Tiouracil (C4aHaN20S) je sumporni analog uracila (slika 8) te predstavlja prvi tioamidni
antitireoidni lijek. Tio-derivati pirimidinskih baza ukljucujuéi 2-tiouracil, 6-metil-2-tiouracil i
2-tiocitozin manje su komponente t-RNA, a osim toga, znacajno pridonose bioloskoj,
farmakoloskoj i medicinskoj kemiji zbog svojih bioloSkih, farmakoloskih 1 spektroskopskih
aktivnosti. Njihovi S-, N- ili S,N-disupstituirani analozi pokazali su terapeutska svojstva,
posebno antivirusno (Tanaka i sur., 1995), antitireoidno i antitumorsko djelovanje (Tjarks i

Gabel, 1991). Takoder se istrazuju kao biosenzori te radioprotektori (Pospieszny i sur., 2010).



Slika 8. Struktura 2-tiouracila (Mohamed i sur., 2015)

Analozi 5- i 5,6-supstituiranog 2-tiouracila u literaturi su opisani kao antikancerogena,
antimikrobna i antivirusna sredstva (Awad i sur., 2018; Prachayasittikul i sur., 2009). Derivati
5-cijano-2-tiouracila i njihovi kondenzirani heterocikli pokazali su antikancerogeno djelovanje
prema tumorskim humanim stani¢nim linijama, kao S§to su stanice tumora dojke (MCF7),
debelog crijeva (HCT-116), jetre (HEPG-2), leukemije (MOLT4), raka vrata maternice (HeLa)
i raka bubrega (Mohamed i sur., 2015).

2-tiouracilni analozi supstituirani u polozaju C6 takoder se isticu dobrim bioloskim
djelovanjem pa se u taj polozaj uvode razli€iti supstituenti za dizajniranje molekula Zeljene
aktivnosti. Tako je 6-metil-2-tiouracil antitireoidni spoj koji inducira modifikacije u Stitnjaci.
Koristi se u lijecenju hipertireoze, stanja poveéane aktivnosti Stitnjace, tako $to inhibira sintezu
njezinih hormona. Moze djelovati kao stresor zbog sposobnosti suzbijanja aktivnosti Stitnjace
te posljedi¢no ima inhibitorske ucinke na rast i reprodukciju organizma (Peebles i sur., 1997).
6-Propil-2-tiouracil je najpoznatiji antitircoidni lijek koji se takoder koristi u lijeCenju
hipertireoze te Gravesove bolesti, autoimune bolesti posredovane imunoglobulinima Koji
stimuliraju rad Stitnjace $to rezultira hipertireozom. Djeluje na nain da inhibira aktivnost

tiroidne peroksidaze i blokira konverziju tiroksina (T4) u trijodtironin (T3) (NCBI, 2004b).
2.3. BIOKONJUGATI FEROCENA | NUKLEOBAZA

Organometalni derivati nukleobaza nova su generacija konjugata u kojima su
metaloceni povezani s pirimidinima i purinima. Do sada je ferocen konjugiran s mnoStvom
bioloskih molekula kao $to su biotin, antibiotici, peptidi, Seceri, steroidni hormoni, auroni i
nukleozidi. U tom smislu, nukleobaze, koje imaju klju¢nu ulogu u biologiji 1 farmakologiji,
atraktivna su meta za konjugaciju s ferocenom. Chen i suradnici su 1980. godine po prvi put
pripravili  ferocenske derivate nuklobaza odnosno pripravili su  N-supstituirani
ferocenilmetiladenin za koji se pokazalo da moZe ostvariti interakcije s DNA molekulom preko

vodikove veze.
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Osnovna struktura biokonjugata ferocena i nukleobaza prikazana je na slici 9 iz koje je
vidljivo kako ferocen zamjenjuje Secerni fragment u nukleozidu te je razli¢itim skupinama,
odnosno molekulskim mostom, kovalentno vezan na nukleobazu. Vezanje supstituenata na
molekulu ferocena omoguceno je rotacijom ciklopentadienilnih prstenova ferocena koji
poprima bioloske karakteristike kada se na njega veze neka bioloSka molekula poput
nukleobaze. Ferocen se veze na duSi¢nu bazu kao N-supstituent, a mjesto na kojem se veze
odreduje bioloska svojstva samog spoja (Kowalski i sur.,, 2013). Osim S$to kemijske
modifikacije ferocenskog dijela derivata ili same nukleobaze mogu rezultirati razli¢itom
aktivnoS¢u derivata, molekulski most (linker) koji spaja navedene dijelove takoder moze
utjecati na svojstva navedenih konjugata. Uz alkilne, metilenske i metinske linkere, sintetizirani
su konjugati s karbonilnom skupinom u mostu koji oponasaju prirodne nukleozide gdje je, kao
Sto je ve¢ navedeno, SeCerna komponenta zamijenjena ferocenom i preko amidne veze vezana

na nukleobazu (Lapi¢ 1 sur., 2015).

Nukleobaza

HO Nukleobaza
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Slika 9. Osnovna struktura konjugata ferocena i nukleobaza (prema Kowalski, 2016)

Provedena in vitro bioloSka ispitivanja razlicitih ferocenskih nukleobaza pokazuju
njihovo citotoksi¢no djelovanje na razlic¢ite tumorske stanice (Nguyen i sur., 2014; Djakovi¢ 1
sur. 2020), antiparazitsku, antitripanosomsku (Kowalski i sur., 2017) i antibakterijsku aktivnost
(Kowalski i sur., 2013), te moguénost stvaranja ROS vrsta (Djakovi¢ i sur., 2020), dok su neki
pokazali i antitumorsku aktivnost in vivo (Simenel i sur., 2009). Tako primjerice, sintetizirani
N1-ferocenilmetil derivat timina pokazuje aktivnost prema adenokarcinomu dojke i dobar
sinergijski u¢inak s ciklofosfamidom prema Lewisovom karcinomu pluca in vivo (Simenel i
sur., 2009), a derivat ferocena i timina s nezasi¢enim mostom pokazuje dobru antitumorsku
aktivnost in vitro na MCF-7 stani¢nim linijama s niskom vrijedno$¢u IC50 u odnosu na
cisplatin, Siroko poznati kemoterapeutski agens koji se koristi kao referentni lijek s dobro

poznatom antitumorskom aktivnoséu (Kowalski i sur., 2013).

Uz istrazivanja antitumorske aktivnosti konjugata ferocena i nukleobaza, ispituje se i

ucinak ferocenskih nukleozidnih analoga na tumorske stanice. U strukturi navedenih analoga,
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SeCerna komponenta je zamijenjena linkerom, odnosno ferocenom, koji je bis-supstituiran,
odnosno supstituiran nukleobazom s jedne strane i hidroksialkilnom skupinom s druge (slika
10) (Nguyen i sur., 2014).
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Slika 10. Struktura timidina; nukleozidnog analoga; ferocenskog nukleozidnog analoga

(prema Ismail i sur., 2020)

Nguyen i suradnici (2014) ispitali su antitumorsko djelovanje ferocenskih nukleozidnih
analoga koji su sadrzavali nukleobazu (timin ili adenin) i hidroksialkilnu skupinu vezane na
ferocen. Uz to, odredivana je aktivnost ferocenil nukelobaza te hidroksialkil ferocena.
Antitumorska aktivnost ferocenskih spojeva se usporedivala s aktivnoSéu ve¢ poznatih
antikancerogenih lijekova, cisplatinom i 5-fluorouracilom. Test proliferacije proveden na tri
tumorske stani¢ne linije: stanice miSje limfocitne leukemije (L1210), HeLa i ljudske T-
limfocitne stanice (CEM). Dobiveni rezultati pokazuju da je prisutnost hidroksialkilne i
nukleobazne komponente potrebna za optimalnu aktivnost usporedivu s cisplatinom.
Naknadnim istrazivanjem SAR, odnosa strukture i aktivnosti, pokazalo se da postoji odnos
izmedu aktivnosti 1 duljine hidroksialkilne komponentne u ispitivanim analozima te da je ona
veca §to je veca duljina hidoksialkilnog lanca. Uz to, Ismail i suradnici (2020) kako bi ispitali
ulogu metalocena u navedenim analozima, su sintetizirali nukleozide u kojima je ferocen
zamijenjen rutenocenom. Rutenocen je stabilan metalocen, podlozan funkcionalizaciji,
drugacijih redoks svojstava od ferocena, s pozitivnijim oksidacijskim potencijalom te manje
reverzibilnom elektrokemijom. Antitumorska aktivnost rutenocenskih nukleozida prema
stanicama raka gusterace bila je znatno niza u odnosu na ferocenske nukleozide $to ukazuje da

izbor metalocena je kljucan za antikancerogenu aktivnost nukleozidnih analoga.

Uz navedene bioloske aktivnosti ferocenil nukleobaza, zbog samoorganizirajuce prirode
nukleobaza (formiranje parova baza preko vodikove veze, m-m interakcija te hidrofobnih
interakcija u DNA/RNA molekulama) i elektrokemijske aktivnosti ferocena, ovi se

biokonjugati takoder istrazuju u kemiji materijala te u bioanaliti¢koj kemiji kao biosenzori u
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kojima ferocenski derivati posreduju prijenosu elektrona izmedu elektrode 1 aktivnog mjesta
enzima (Takahashi i Anzai, 2013). Uz to, ferocenski konjugati nukleinskih baza se koriste u
istrazivanju ksenonukleinskih kiselina (XNA). XNA oznacava sintetski modificirane
nukleinske kiseline ¢iji su uobicajeni Seceri zamijenjeni alternativnom Se¢ernom komponentom
ili nekim spojem koji nije Secer. Ferocen je, zbog njegove redoks aktivnosti, jedna od
razumijevanje fenomena pohrane i obrade genetskih informacija, ali i za terapeutske primjene
(Kowalski, 2016).

2.4. PRIMJENA KULTURE STANICA U IN VITRO ISPITIVANJIMA BIOLOSKE
AKTIVNOSTI

Odredivanje bioloske aktivnosti prirodnih spojeva te novosintetiziranih spojeva,
provodi se izvodenjem niza testova u kulturama zivotinjskih stanica (in vitro) ili na razli¢itim
pokusnim organizmima (in vivo) kako bi se na temelju toga mogao procijeniti njihov u¢inak na
ljudski organizam. In vitro testovi citotoksi¢nosti razvijeni su kao alternativa klasi¢nim in vivo
testovima zbog znanstvenih, ekonomskih i etickih razloga. In vitro testovi zasnivaju na ¢injenici
da se pojedinacne stanice izdvojene iz tkiva i organa mogu odrzavati u umjetnom okolisu i
smatrati se zasebnim organizmom u uvjetima in vitro. Uzgoj stanica izvan zivog organizma
omogucen je upotrebom odgovaraju¢eg medija za uzgoj koji sadrzi sve potrebne hranjive tvari
za rast stanica te osiguravanjem odgovaraju¢ih fizikalno-kemijskih uvjeta (Radojci¢

Redovnikovi¢ i sur., 2016).

Kultura Zivotinjskih stanica je uzgoj stanica izoliranih iz razli¢itih tkiva i organa
zivotinja u umjetnom hranjivom mediju. Danas je glavna grana moderne biotehnologije ¢iji je
napredak ostvaren povezivanjem istrazivanja u podrucjima medicine, biologije, proteinske
kemije i inZenjerstva. Kulture stanica pripravljene iz tkiva ili organa uzetih neposredno iz
organizma nazivaju se primarnim kulturama. Subkultiviranjem primarne kulture dovodi do
razvoja stanicne linije koja nakon nekoliko subkultiviranja moZe odumrijeti pa se naziva
konacna stani¢na linija ili se transformiranjem moze prevesti u kontinuiranu stani¢nu liniju
koja se ocituje u neogranicenom broju dioba koje stanica moZe ostvariti. Glavna prednost
primjene kulture Zivotinjskih stanica je dobivanje ponovljivih rezultata zbog moguénosti
koriStenja istog tipa stanica ili homogene populacije, bolja mogucénost kontrole stani¢nog
okoliSa, manji troskovi, visok stupanj standardizacije, brzina izvodenja, manja koli¢ina
toksi¢nog otpada te smanjen broj pokusnih Zivotinja. Nedostaci primjene in vitro testova su

nedovoljna ili potpuna odsutnost metaboli¢ke aktivacije u stani€énim sustavima, izmijenjena
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svojstva stanica u in vitro sustavima te nedostatak validacije ili sluzbenog vrednovanja (Slivac
i sur.,, 2016). Unato¢ navedenim nedostacima, primjena kultura stanica u ispitivanju

novosintetiziranih spojeva je neizostavan dio istrazivanja i razvoja novih lijekova.

U svakodnevnom znanstveno-istrazivatckom radu najces¢e se koriste kontinuirane,
besmrtne stani¢ne linije. Pri in vitro ispitivanju bioloske aktivnosti prirodnih spojeva najcesce
se koriste humane kontinuirane stani¢ne linije koje su dostupne putem banka stanica. Dvije
najvece kolekcije stanica koje obuhvacaju preko 3000 razli¢itih linija su American Type Cell
Culture (ATCC) i European Collection of Animal Cell Culture (ECACC). Medu
znanstvenicima je najpoznatija humana stanic¢na linija HeLa, epitelne morfologije i izolirana iz
adenokarcinoma grlica maternice 1952., dok se u biotehnoloskim procesima najcesce

upotrebljava stani¢na linija ovarija kineskog hr¢ka CHO-K1 (engl. Chinese Hamster Ovary).

Prilikom provodenja in vitro testova toksi¢nosti, najces¢e se odreduje bazalna
citotoksi¢nost koja se odnosi se na sposobnost ispitivane tvari da oSteti Zive stanice
medudjelovanjem ispitivane tvari i procesa neophodnih za prezivljavanje, proliferaciju ili
funkcije zajednicke svim stanicama u organizmu. Navedeni testovi se koriste za odredivanje
odnosa koncentracije ispitivane tvari i vremena izlaganja. Takoder, ovi testovi mogu pripomoci
u odredivanju mehanizma djelovanja odredene tvari. Podaci osnovne citotoksi¢nosti izrazavaju
se kao 1C50 vrijednost (koncentracija ispitivane tvari koja inhibira rast 50% stanica u usporedbi
s netretiranim kontrolnim stanicama). IC50 se moze matematicki izraunati iz krivulje odnosa
koncentracija-u¢inak. Osim inhibitornog djelovanja, in vitro testovima, takoder se moze

odrediti stimulatorni, odnosno, pozitivan uc¢inak na rast stanica u kulturi.

Najcesce koriSten in vitro test za odredivanje citotoksi¢nosti spojeva primjenom kultura
stanica je test redukcije tetrazolijeve soli (MTT). Bazira se na odredivanju metabolicke
aktivnosti mitohondrija mjerenjem redukcije topljive Zute MTT tetrazolijeve soli u plavi
netopljivi formazan pomoc¢u enzima sukcinat-dehidrogenaze. Postoje i novije izvedbe te
metode u kojima se kao supstrati koriste WST-1 i MTS, koji se metaboliziraju u produkt topiv
u mediju za uzgoj stanica pa takav protokol ima jedan korak manje nego klasi¢na metoda.
Ocitana apsorbancija proporcionalna je broju zivih stanica u uzorku, pri ¢emu se prezZivljenje
stanica izrazava kao postotak omjera apsorbancije uzorka i kontrole, odnosno tretiranih i
netretiranih stanica. Uz MTT metodu, citotkosi¢nost se moze odrediti Neutral Red metodom,
Kenacid Blue metodom i Trypan Blue, bojanje bojom kristal-ljubi¢astom, testom proliferacije
stanica i smanjenjem razine ATP-a. Budu¢i da se metode temelje na razli¢itim principima,
koriStenjem viSe razli¢itih metoda, moze se do¢i do ideje mehanizma djelovanja ispitivanog
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spoja, odnosno mehanizma toksi¢nosti, dok koriStenje razlicitih stani¢nih linija moze ukazati

na ciljne stanice za ispitivanu tvar (Radoj¢i¢ Redovnikovi¢ i sur., 2016).

Najcesce ispitivana svojstva bioloski aktivnih tvari su antitumorski i antiokisidacijski
ucinak, ali takoder i antimikrobno, antihiperglikemijsko, antiinflamatorno, analgetsko,
antikoagulantno, antihipertenzivno djelovanje (Barba-Ostria i sur., 2022). Veliki broj prirodnih
i novosintetiziranih spojeva, pokazuju in vitro antitumorsku aktivnost te predstavljaju
potencijalni izvor farmakoloski aktivnih spojeva U procesu istrazivanja i razvoja lijekova.
Nacionalni institut za rak (NCI, eng. National Cancer Institute) je predlozio primjenu tzv.
primarnog in vitro testa koji ukljucuje listu 60 najvaznijih humanih tumorskih stani¢nih linija
za testiranje razlicitih tvari u definiranim rasponima koncentracija. Cilj ovakog pristupa je
ustvrditi relativni stupanj inhibicije rasta ili citotoksi¢nosti za svaku stani¢nu liniju. Ispitivanje
tvari od interesa pomocu panela NCI60 ukljucuje primjenu dvodimenzionalnih (2D) kultura
tumorskih stanica koje se uzgajaju u jednom sloju na ravnoj povrsini. Tijekom prve faze
probira, testiranje se provodi na tri stani¢ne linije, najées¢e MCF7 (adenokarcinom dojke), NCI-
Ako ispitivana tvar inhibira rast najmanje jednu stanicnu liniju, testiranje prelazi na sljedec¢u
fazu koja ukljucuje 60 stani¢nih linija (Kitaeva i sur., 2020). Ovaj i sli¢ni in vitro testovi sluze
kao sredstvo za odabir spojeva koji imaju potencijal kao antitumorski lijekovi za daljnja in vivo

istraZivanja.
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3. ESKPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJALI
3.1.1. Biokonjugati ferocena i derivata 2-tiouracila

U ovom diplomskom radu provedeno je ispitivanje bioloske aktivnosti Cetiri
biokonjugata ferocena i derivata 2-tiouracila (slika 11), sintetiziranih u Laboratoriju za
organsku kemiju, Zavoda za kemiju i biokemiju Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u
Zagrebu. Pripravljeni biokonjugati (1, 2, 3) razlikuju se u strukturi po supstituentu na C6: 1
R=H (2-tiouracil), 2 R= -CHj3 (6-metil-2-tiouracil), 3 R= -CH,CH>CHj3 (6-propil-2-tiouracil).
Spojevi 1, 2, 3 sadrze ferocenilni dio vezan karbonilnim mostom na S2 i N3, dok spoj 4 sadrzi

ferocenilni dio vezan karbonilnim mostom na polozajima N1 i N3.

2 R=CHjs

3 R= CH2CH2CH3

Slika 11. Kemijska struktura ispitivanih biokonjugata ferocena i derivata 2-tiouracila
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3.1.2. Kemikalije

* DMEM (eng. Dulbecco's Modified Eagle's Medium), GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley,
Velika Britanija

* FBS (eng. Fetal Bovine Serum), GIBCO Invitrogen Corporation, Auckland, Novi Zeland
* 0,25 % Tripsin-EDTA, GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, Velika Britanija
* Tripan-plavo, Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD

* Kristal violet, Kemika, Zagreb, RH

* Etanol, p.a., Kemika, Zagreb, RH

* Natrijev klorid, Kemika, Zagreb, RH

« Kalijev klorid, Kemika, Zagreb, RH

* Dinatrijev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH

» Kalijev dihidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH

* The CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega, SAD

* Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit, Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, SAD

3.1.3. Puferi i otopine

PBS pufer (pH=7,4):

* NaCl 8,0¢g
- KCl 029
* Na2HPO4 1,44 g
* KH2PO4 0,24 ¢
* Destilirana voda do 1000 mL

Otopina tripan plavo (0,4 %):

* Boja tripan plavo 0,04 ¢
* PBS pufer do 10 mL
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Otopina kristal violet (0,2 %):
* Boja kristal violet 0,2¢g
*2 % etanol 10,00 mL

3.1.4. HeL a stani¢na linija

U ovom istrazivanju koriStena je tumorska stani¢na linija HeLa. Stani¢na linija HeLa
potjece od karcinoma vrata maternice pacijentice Henriette Lacks, po kojoj je i dobila ime.
HeLa stanice su prve ljudske stanice uspjesno uzgojene u kulturi 1951. godine (Gey i sur., 1952)
te je pomocu njih usavrSen uzgoj stanica i tkiva. HeLa stani¢na linija predstavlja najcesce
koriStenu stani¢nu linijju u bioloskim istrazivanjima zasluznu za karakterizaciju vaznih
bioloskih procesa, kao i za brojna dostignu¢a u biomedicini. Jedna od najranijih primjena
stanica HelLa je bila razvoj cjepiva protiv polio virusa (Scherer i sur., 1953.), a posljednjih
godina HeLa stani¢na linija ima vaznu ulogu U razvijanju omickih tehnologija, kao §to su

genomika, transkriptomika i proteomika.
3.1.5. Uredaji i oprema

*Komora za sterilni rad, Kambi¢, Slovenija

* Inkubator s kontroliranom atmosferom CO,, Kambi¢, Slovenija
* Inverzni mikroskop, Zeiss, Njemacka

* Svjetlosni mikroskop, Zeiss, Njemacka

« T-boce od 25 cm?, Corning, SAD

* Ploce s 96 jazica, Corning, SAD

* Ploce s 6 jazica, Corning, SAD

« Citag¢ ploca, Tecan, Mannedorf, Svicarska

* Hladnjak i zamrzivac¢ (+4 °C i -20 °C), Gorenje, Slovenija

» Neubauer komorica za brojanje stanica, Reichert, NY, SAD

« Laboratorijski pribor (pipete, nastavci za pipete, laboratorijske ¢ase, Eppice)

* Muse™ Cell Analyzer, Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, SAD
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3.2. METODE
3.2.1. Uzgoj stanica

Nakon odmrzavanja, stanice se uzgajaju u DMEM mediju uz dodatak 5 % (v/v) FBS-a
u Petrijevim zdjelicama ili T bocama za odrzavanje biomase. Uzgoj stanica provodi se u
kontroliranim uvjetima u inkubatoru s atmosferom koja sadrzi 95 % zraka i 5 % CO2 pri
temperaturi od 37 °C. Uzgoj se svakodnevno kontrolira inverznim mikroskopom kako bi se
pratila brojnost stanica, morfologija i prihva¢anje na podlogu za uzgoj. Kako bi se provelo
ispitivanje bioloske aktivnosti biokonjugata ferocena i derivata 2-tiouracila, stanice se uzgajaju

u plocama s jazicama u kojima se postavljaju pojedinacni pokusi.

3.2.2. Odredivanje broja stanica metodom tripan-plavo

Za odredivanje broja stanica koristi se metoda bojanja otopinom tripan-plavo. Mrtve
stanice, ¢ija je membrana propusna, obojat ¢e se plavo, dok ¢e zive stanice ostati neobojene i
svjetlije. Da bi se stanice pripremile za bojanje, prvo je potrebno ukloniti medij i isprati stanice
PBS puferom. Nakon uklanjanja PBS-a, dodaje se tripsin kako bi se stanice odvojile od
podloge. Da bi tripsin djelovao, stanice se inkubiraju na 37 °C oko 5 minuta. Odvajanje stanica
povremeno se prati inverznim mikroskopom, a postupak odvajanja stanica od podloge je
zavrsio kada se stanice zaokruze. Kad su stanice odvojene dodaje se medij sa serumom kako bi
se inaktiviralo djelovanje tripsina. Stanice se resuspendiraju te se uzima alikvot 20 pL
suspenzije koja se pomijesa sa 20 uL boje tripan-plavo. Alikvot od 20 pL pripremljene otopine
nanosi se u Neubauerovu komoricu za brojanje. Neubaureova kmorica sadrzi 4 velika kvadrata

od kojih se svaki sastoji od 16 manjih kvadrati¢a (slika 12).

/A — -
I mm
—_—

stanica
s kvadrata

Suspenzija : Broje se stanice unutar 4
I mm

0,1 mm dubina

Slika 12. Prikaz Neubauerove komorice (prema NIOS, 2022)
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Brojanje stanica se vr$i u 4 velika kvadrati¢a te se broj stanica po mL suspenzije odreduje iz

izraza:

Broj stanica mL™? = zbroj stanica u 4 kvadratiéa x 5000 [1]

3.2.3. Odredivanje prezivljenja stanica MTS metodom

Za odredivanje vijabilnosti stanica koristen je MTS test, odnosno The CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, kolorimetrijska metoda za odredivanje broja
zivih stanica u testovima citotoksic¢nosti i proliferacije. MTS metoda temelji se na sposobnosti
zivih stanica da reduciraju MTS ((3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolijeva sol)) u ljubicasto obojeni produkt, formazan, koji je topljiv u
stanicnom mediju (slika 13). Pretvorba tetrazolijeve soli u formazan se odvija u metabolicki
aktivnim stanicama pomoc¢u enzima dehidrogenaze, pri cemu dolazi do oksidacije koenzima
NADPH ili NADH u NADP+ ili NAD+. Intenzitet obojenja medija direktno je proporcionalan

broju zivih stanica.

OCH,COOH

OCH,COOH
| s
o
N. . » . HN J
Ne Non N
NZMHS /s
— N\/}\
MTS

Formazan

Slika 13. Redukcija tetrazolijeve soli (MTS) u formazan (prema McCauley i sur., 2013)

Nakon brojanja stanica u Neubaerovoj komorici izraunat je potreban volumen za
nacjepljivanje stanica u plocu s 96 jazica. U svaku jazicu nacijepljeno je 100 puL suspenzije
stanica, u pocetnoj koncentraciji od oko 3x10% stanica mL™. Stanice se inkubiraju na 37 °C te
nakon 24 sata, kada su se stanice prihvatile za podlogu za rast i nastavile proliferirati, dodaju
se ispitivani biokonjugati ferocena i 2-tiouracila u koncentracijama 7,81 mg L, 15,62 mg L™,
31,25 mg L, 62,5mg L i 125 mg L. Nakon Zeljenog vremena tretmana (24, 48 ili 72 sata),
u svaku jazicu dodaje se po 10 uL. M TS reagensa bez prethodnog uklanjanja medija te se stanice

inkubiraju naredna 3 do 4 sata na 37 °C. Potom se spektrofotometrijski primjenom ¢itaca ploca
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pri valnoj duljini od 490 nm mijeri intenzitet razvijene boje, a izmjerena apsorbancija je

proporcionalna broju zivih stanica u jazici.

Prezivljenje stanica (%) se izrazava kao omjer apsorbancije tretiranih stanica u odnosu na

apsorbanciju netretiranih kontrolnih stanica:

Prezivijenje (%) = (Apsorbancija tretiranih stanica/Apsorbancija kontrolnih stanica)x100 [2]

3.2.4. Klonogena analiza i bojanje stanica bojom kristal-violet

Test formiranja kolonija ili klonogena analiza je in vitro metoda odredivanja
prezivljenja stanica koja se temelji na sposobnosti pojedinacne stanice da formira koloniju.
Klongenom analizom se ispituje sposobnost neograni¢enog rasta svake stanice u kulturi, §to je
glavno obiljezje tumorskih stanica. Ovom metodom najceSée se mjeri utjecaj ionizirajuceg

zracenja ili citotoksi¢nih agenasa na proliferaciju stanica i sposobnost formiranja kolonija.

Postupak klonogene analize zapocinje nacjepljivanjem prethodno uzgojenih HelLa
stanica u dvije ploce sa 6 jazica, u pocetnoj koncentraciji od 100 stanica u 2 mL medija po
jazici. Stanice su inkubirane pri optimalnim uvjetima temperature i tlaka, a nakon 24 sata
tretirane su sa ispitivanim ferocenskim biokonjugatima u koncentracijama 7,81 mg L%, 15,62
mg L%, 31,25 mg Lt i62,5 mg L. Uz to, u plocama je potrebno imati kontrolne stanice koje
nisu tretirane ispitivanim spojevima. Tri dana nakon tretiranja stanica uklanja se hranjivi medij

i zamjenjuje svjezim medijom te Se nastavlja uzgoj stanica u kulturi.

PreZivjelim stanicama potrebno je odredeno vrijeme za formiranje kolonija, najcesce
oko 2-3 tjedana. Kada kolonije postanu vidljive, slijedi bojanje stanica bojom kristal ljubicasto.
Postupak zapocinje uklanjanjem medija i ispiranjem stanica sa PBS puferom. Nakon toga,
dodaje se metanol za fiksaciju stanica, koji se uklanja nakon 10 minuta. Ploca se ostavlja na
zraku kako bi se potpuno osusila, a kako bi se proces suSenja ubrzao, ploce se mogu na kratko
staviti i u laminar. Nakon susenja dodaje se boja kristal ljubicasto koju je potrebno ravnomjerno
rasporediti u jazicama i inkubirati 10 minuta. Zavrsni korak ukljucuje uklanjanje boje i ispiranje

jazica PBS-om i deioniziranom vodom nakon ¢ega slijedi brojanje poraslih kolonija.

Na temelju broja poraslih kolonija racuna se ucinkovitost nacjepljivanja (PE, eng.

plating efficiency) tj. omjer broja poraslih kolonija u odnosu na broj stanica koje smo nacijepili.
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Potom se racuna frakcija prezivljenja (SF, eng. surviving fraction), odnosno udio stanica koje

su formirale kolonije nakon tretmana ispitivanim spojevima.
U¢inkovitost nacjepljivanja (PE)

broj kolonija poraslih u kontroli

PE = ———— ; — [3]
broj stanica koje smo nacijepili -100

Frakcija prezivljenja (SF)
broj kolonija poraslih nakon tretmana

SF = 2~ : [4]

broj stanica koje smo nacijepili - PE

3.2.5. Analiza stani¢ne smrti primjenom Muse™ analizatora stani¢nog zdravlja

Muse™ analizator stani¢nog zdravlja je jednostavnija izvedba protoénog citometra,
takozvani mini proto¢ni citometar koji omogucuje pracenje broja i prezivljenja stanica, stani¢ne
proliferacije, apoptoze i stani¢énog ciklusa, kao i oksidativnog stresa. Proto¢na citometrija je
objektivna, osjetljiva, brza, tocna i kvantitativna metoda koja omogucuje analizu velikog broja
stanica i stani¢nih svojstava po uzorku. Koristi za detekciju i mjerenje fizickih i kemijskih
Svojstava populacije stanica ili ¢estica. Primjenjuje se u raznim granama medicine, kao Sto su
patologija, biokemija, mikrobiologija i interna medicina, ali naj¢eSc¢e se koristi u hematologiji

i imunologiji.

Tijekom ispitivanja bioloske aktivnosti razli¢itih spojeva in vitro, zapazena
citotoksi¢nost je najcesce posljedica ucinka tih tvari na dva osnovna stani¢na procesa, stani¢nu
diobu i stani¢nu smrt. Navedeni procesi mogu se pratiti primjenom protocne citometrije, koja
omogucuje analizu velikog broja stanica u kratkom vremenu. Analiza stanica se provodi na
temelju izgleda i1 volumena, odnosno veli¢ine stanica te specificnog obiljezavanja

fluorescentnim tvarima.
3.2.6. Odredivanje tipa stani¢ne smrti primjenom Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit-a

Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit omogucuje kvantitativnu analizu zivih stanica,
stanica u ranoj i u kasnoj apoptozi te mrtvih stanica pomo¢u Muse™ analizatora stani¢nog

zdravlja, bilo da se radi s adherentnim ili suspenzijskim stani¢nim linijama. Dobiveni rezultati
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se izrazavaju kao koncentracija (stanica mL™?) te postotak Zivih, stanica u ranoj, kasnoj ili

ukupnoj apoptozi te mrtvih stanica.

Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit reagens sadrzi Annexin V, protein ovisan o kalciju,
koji ima visoki afinitet za vezanje na fosfatidilserin (PS). PS je lipid koji se u zdravim stanicama
nalazi na unutarnjoj strani membrane stanice, dok se u stanicama u kojima je potaknuta stani¢na
smrt procesom apoptoze translocira na vanjsku stranu membrane. Ve¢ u ranoj fazi apoptoze,
molekule fostatidilserina se premjestaju na vanjsku povrSinu staniéne membrane gdje se
Annexin V veze na njih. Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit reagens takoder sadrzi 7-
aminoaktinomicin D (7-AAD), fluorescentni interkalator koji ima spektralni pomak nakon
vezanja na DNA. Kompleks 7-AAD/DNA pobuduje energija pri 488 nm dok mu je maksimum
emisije pri 647 nm, Sto se primjenjuje pri analizi uzoraka. 7-AAD se uglavnom ucinkovito
izlucuje iz zivih stanica, ali se moze koristiti za obiljezavanje stanica koje imaju oStecenu
stani¢énu membranu ili su prethodno fiksirane i permeabilizirane, odnosno sluzi kao marker za
mrtve stanice te neée obiljeziti zive, zdrave te rano apoptotic¢ne stanice. Ova metoda omogucuje
raniju detekciju apoptoze u odnosu metode kojima se odreduje fragmentacija DNA ili aktivacija
kaspaza bududi da je jedna od prvih promjena u ranoj apoptozi premjestanje PS s unutarnje na

vanjsku stranu membrane (slika 14).

Vezanje Annexin V
proteina na
fosfatidilserin

\

® 83
$0
..o‘

Plazmina @

®
membrana ‘ / .
9

Zdrava stanica Apoptoti¢na stanica

Slika 14. Translokacija fosfatidilserina na vanjsku stranu membrane i vezanje Annexin V

proteina (prema AAT Bioquest, 2021)

Na temelju navedenoga primjenom Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit-a moguce je

razlikovati Cetiri populacije stanica:
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. zive 1 zdrave stanice: annexin V (-) i 7-AAD (-)

. rano apoptoti¢ne stanice: annexin V (+) i 7-AAD (-)
. kasna faza apoptoze i mrtve stanice: annexin V (+) i 7-AAD (+)
. mrtve stanice i stani¢ni ostaci: annexin V (-) i 7-AAD (+)

Medij u kojem su uzgajane adherentne stanice potrebno je sakupiti u €iste Eppice, isprati
stanice PBS-om te dodati odgovarajucu koli¢inu tripsina da se stanice odvoje od podloge. Zatim
je potrebno pripojiti tripsinizirane stanice sakupljenom mediju i nakon toga uzeti alikvot stanica
(20 pL) za odredivanje broja stanica u uzorku. Potom se uzorci centrifugiraju 5 minuta na 300g.
Supernatant se uklanja, a ovisno o izra¢unatom broju stanica, stanice se resuspendiraju u
odgovaraju¢em volumenu DMEM medija s minimalno 1 % FBS-a da bi kona¢na koncentracija
stanica bila 1x10° - 5x10° stanica mL™. 100 pL reagensa i 100 pL tako pripremljene suspenzije
stanica Cine reakcijsku smjesu, koju je zatim potrebno inkubirati 20 minuta na sobnoj
temperaturi, zastiéenu od svjetla. Prije mjerenja na Muse™ uredaju svaki je uzorak potrebno
lagano resuspendirati da agregirane stanice ne bi zaCepile cjevCice. Parametri analize se

postavljaju s negativnom i pozitivnom kontrolom te slijedi analiza pojedinac¢nih uzoraka.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Tumor, koji nastaje kao posljedica nekontrolirane proliferacije stanica u organizmu, je
jedan od glavnih uzroka smrti u svijetu. U 2021. godini je u svijetu od tumora umrlo vise od
10 milijuna ljudi. Stoga je velika potreba za razvojem novih, ali i u¢inkovitijih i selektivnijih
antitumorskih lijekova, Sto predstavlja vrlo atraktivno podrucje u medicinskoj kemiji.
Istrazivanja i razvoj novih lijeka dugotrajan je 1 skup proces pa je vrlo vazan i nuzan korak

isklju¢ivanja nedjelotvornih spojeva preliminarnim in vitro ispitivanjima.

Mnogi ferocenski derivati u kojima je ferocen uveden u strukture ve¢ poznatih lijekova
ili je povezan s drugim bioloski vaznim molekulama, pokazuju razli¢ite bioloske aktivnosti
poput antitumorskog, antibakterijskog, antifungalnog i antiparazitskog u¢inka, a nukleobaze i
njihovi analozi su poznati kemoterapeutici. Mehanizam tumorske aktivnosti ferocenskih
derivata pripisuje se redoks-aktivnosti ferocena, odnosno sposobnosti stvaranja reaktivnih
kisikovih vrsta (ROS). Razvoj novih ferocenskih derivata usmjeren je prema sintezi novih
spojeva s poboljSanim bioloskim svojstvima, kao i otkrivanju njihovih drugih mogucih

primjena.

Stoga su u Laboratoriju za organsku kemiju, Zavoda za kemiju i biokemiju
Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu, pripravljeni konjugati koji ukljucuju ferocen
kao elektrokemijski aktivni fragment i nukleobaze kao osnovne strukturne jedinice nukleinskih
kiselina. U ovom radu je ispitano biolosko djelovanje Cetiri biokonjugata ferocena i derivata 2-
tiouracila na in vitro rast i proliferaciju humanih stanica karcinoma grli¢a maternice (stani¢na

linija HeLa) te njihov ucinak na osnovne stani¢ne procese.
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4.1. UCINAK BIOKONJUGATA FEROCENA I DERIVATA 2-TIOURACILA NA HelLa
STANICNU LINLJU

Prethodno uzgojene HelLa stanice nacjepljene su na mikrotitarsku plo¢u s 96 jaZica te
nakon 24 sata tretirane biokonjugatima ferocena i derivata 2-tiouracila u rasponu koncentracija
od 7,81 do 125 mg L, kako bi se ispitao njihov u¢inak na rast i proliferaciju stanica. 72 sata
nakon tretmana, MTS metodom te primjenom c¢itaca mikrotitarskih ploca odredena je
vijabilnost stanica. Rezultati mjerenja prikazani su graficki kao ovisnost prezivljenja stanica o

koncentraciji spojeva kojima su stanice tretirane (slika 15).
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Slika 15. Utjecaj spojeva 1-4 u koncentracijama 7,81-125 mg L™ na preZivljenje HeLa

stanicne linije

Uvidom u dobivene rezultate vidljiv je inhibitorni u€inak sva Cetiri spoja na rast HeLa
stani¢ne linije. Spojevi 1 i 2 u koncentracijama od 7,81; 15,62 i 31,25 mg L ne pokazuju
inhibitorni u¢inak na rast stanica. Tek pri ve¢im koncentracijama spojeva 112 (62,51 125 mg
L) vidljiv je inhibitorni u¢inak na rast stanica, pri ¢emu je on veéi §to je veéa koncentracija
spojeva. Pri najvecoj koncentraciji prezivljenje HelLa stanica je 32,09 % za spoj 1 te 32,80 %
za spoj 2. Kod spojeva 3 i 4, koji u koncentracijama od 7,81 i 15,62 mg L™ ne pokazuju
inhibitorni u¢inak, uocen je izraziti pad prezivljena stanica izmedu koncentracija 15,62 1 62,5
mg L, pri ¢emu je pri koncentraciji od 62,5 mg L™ uo¢en najvei inhibitorni u¢inak, odnosno

prezivljenje stanica iznosi 25,31 % za spoj 3 te 27,19 % za spoj 4.

IC50 vrijednost (eng. Inhibitory concentration) je koncentracija ispitivanog spoja pri

kojoj dolazi do 50%-tne inhibicije stani¢nog rasta. Rac¢una se iz jednadzbi krivulja ovisnosti
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prezivljenja stanica o dozi ispitivanog spoja primjenom one krivulje koja ju najbolje opisuje
(R2~1). 1z grafa na slici vidljivo je da najveéu citotoksi¢nost naspram HeLa stanica pokazuju
spojevi 3 i 4. Izradunata IC50 vrijednost za spoj 3 je 43,90 mg L™, dok za spoj 4 iznosi 44,23
mg L1, Za spojeve 1 i 2, koji pokazuju slabiji uéinak, izraunata IC50 vrijednost iznosi 79,78
mg L7 odnosno 96,02 mg L. Radi lakse usporedbe dobivenih rezultata sa rezultatima
istrazivanja zabiljezenih u literaturi, IC50 vrijednosti izrazene su u masenoj i molarnoj

koncentraciji §to je prikazano u tablici 1.

Tablica 1. IC50 vrijednosti za spojeve 1-4 izrazene u masenoj i molarnoj koncentraciji.

IC50 (mg L) 1C50 (uM)
Spoj 1 79,78 144,48
Spoj 2 96,02 169,58
Spoj 3 43,90 73,87
Spoj 4 44,23 80,10

U provedenim testovima citotoksi¢nosti zapaZen je izraziti pad prezivljenja stanica,
0dnosno poveéanje inhibitornog udinka izmedu koncentracija 15,62 i 62,5 mg L te je za
daljnja ispitivanja uzet uZi raspon koncentracija (od 7,81 do 62,5 mg L™?), tj. iskljucena je
najveéa koncentracija od 125 mg L. 1z navedenih rezultata mozemo zaklju¢iti da spoj 3 ima
najizrazeniji inhibitorni ucinak te najnizu IC50 vrijednost. Uz to, ispitivano je ovisi li
citotoksi¢ni ucinak o vremenu izloZenosti (24 h, 48 h 1 72 h) HeLa stanica navedenim
spojevima. Na slici 16 prikazan je samo u¢inak ovisan o dozi i vremenu za spoj 3. Ucinak
ovisan o dozi vidljiv je samo pri koncentracijama vis§im od 31,25 mg L™ pri ¢emu je citotoksi¢ni
ucinak razmjeran povecanju koncentracije spoja, dok je ucinak ovisan o vremenu tretmana
vidljiv samo pri koncentraciji od 31,25 mg L gdje se inhibitorni u¢inak povecava s

povecanjem vremena inkubacije, odnosno izloZenosti stanica ispitivanom spoju.
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Slika 16. U¢inak spoja 3 na prezivljenje HeLa stani¢ne linije ovisan o koncentraciji i

vremenu izloZenosti

Uc¢inak o dozi i vremenu izlaganja ispitan je i za ostale spojeve gdje je za spojeve 11 2
vidljiv je samo kod najveée koncentracije 62,5 mg L, dok je za spoj 4 vidljiv kod koncentracija
31,251 62,5 mg L pri ¢emu se inhibitorni u¢inak poveca s poveéanjem koncentracije i vremena

izloZzenosti stanica navedenim spojevima.

Djakovi¢ i suradnici (2020) u svome radu sintetizirali su mono- i bis- ferocenske
konjugate vezane triazolnim linkerom na N1 i N3 polozaj 5-supstituiranih derivata uracila te su
ispitali njihovu aktivnost na razli¢itim tumorskim stani¢nim linijama, u¢inak na stvaranje ROS-
ova, disfunkciju membranskog potencijala mitohondrija te indukciju apoptoze. Ispitivanje
citotoksi¢nog ucinka provelo se na razli¢itim humanim tumorskim stani¢nim linijama: HeLa,
CaCo-2, K562, Raji, CCRF-CEM, HL-60, THP te na normalnim humanim MDCK stanicama
(eng. Madin-Darby canine kidney). Bis-ferocenski derivati uracila pokazali su znacajnije
antiproliferativno djelovanje u odnosu na njihove mono-analoge. Bis-ferocenil metil- i halogeni
derivati uracila pokazali su izrazenu 1 selektivnu citotoksiénu aktivnost na stanice
adenokarcinoma debelog crijeva (CaCo-2) i Burkittovog limfoma (Raji) (raspon 1C50 od 3,7
do 13 uM ovisno o ispitivanom konjugatu 1 tipu stanice) s ve¢im u¢inkom 1 selektivnoSéu u
odnosu na referentni lijek 5-fluorouracil (IC50 = 8 uM). Uz to, bis-ferocenil-5-klorouracil
pokazao je izrazitu antitumorsku aktivnost prema HeLa stani¢noj liniji pri ¢emu je IC50 iznosio
5,6 uM, sto je znacajno manje U odnosu na dobivene IC50 vrijednosti spojeva ispitivanih u
ovom radu. Navedeni spoj takoder je pokazao antitumorsku aktivnost prema CaCo-2 i Raji

stanicama, s izrazenijim citotoksi¢nim uéinkom i selektivno$¢u u odnosu na 5-fluorouracil.
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Navedeni biokonjugati ferocena i derivata 2-tiouracila, ¢ija se bioloSka aktivnost
ispitivala u ovom radu, su tek u pocetnoj fazi istrazivanja kao potencijalni terapeutski agensi te

u nama dostupnoj literaturi nema znanstvenih radova o njihovom bioloskom ucinku.

Stoga se rezultati dobiveni u ovom radu mogu usporedivati s referentnim lijekovima s
dobro poznatom antitumorskom aktivnoS¢u, kao Sto su doksorubicin i cisplatin. Prema
literaturi, IC50 vrijednosti za doksorubicin i cisplatin odredene na razli¢itim humanim
tumorskim stani¢nim linijama variraju uglavnom od 0,1 uM do 15 uM, ovisno o tipu stanice.
IC50 vrijednost cisplatina za HeLa stani¢nu liniju iznosi 6,87 UM (Cancerrxgene, 2022).
Takoder, u radu Becit i suradnici (2020) ispitan je citotoksi¢ni uéinak cisplatina na Hela
stani¢nu liniju pri ¢emu su IC50 vrijednosti cisplatina iznosile 22,4 uM nakon 24h, odnosno
12,3 uM nakon 48 h. Prema tome, spojevi 1 i 2, koji pokazuju slabiji u¢inak na inhibiciju rasta
HeLa stani¢ne linije i ¢ije IC50 vrijednosti iznose 144,48 uM, odnosno 169,58 uM, imaju
izrazito slab antitumorski potencijal u odnosu na cisplatin. Za spojeve 3 i 4, koji su u ovom radu
pokazali izrazitiji citotoksi¢ni uéinak, IC50 vrijednost iznose 73,87 uM, odnosno 80,10 uM,
$to je znatno manje u odnosu na spojeve 1 i 2. lako su IC50 vrijednosti spojeva 3 i 4 i dalje vece
u odnosu na cisplatin, ovi spojevi posjeduju potencijal kao antitumorski lijekovi. Svakako su
potrebna daljnja istrazivanja, ali dobiveni rezultati su dobra smjernica za sintezu i razvoj novih,

sli¢nih antitumorskih agenasa.

4.2. KLONOGENI POTENCIJAL BIOKONJUGATA FEROCENA | DERIVATA 2-
TIOURACILA NA HeLa STANICNU LINIJU

Stanice su nacjepljene na ploce sa 6 jaZica, a nakon 24 sata su tretirane ispitivanim
biokonjugatima u koncentracijama 7,81 i 62,5 mg L™ te 15,62 i 31,25 mg L™ kako bismo ispitali
njihovo djelovanje na sposobnost stanica da stvaraju kolonije. Nakon 18-19 dana uzgoja HelLa
stanica doslo je do porasta vidljivih kolonija koje su zatim obojane bojom kristal violet te
izbrojane. Na temelju dobivenih rezultata, izracunate su frakcije preZivljenja sto je prikazano u

Tablici 2.
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Spoj 1 Spoj 2 Kontrola

Slika 17. Rezultati klonogene analize nakon tretmana spojem 1 i 2; 15,62 mg L™ gornje jazice

i 31,25 mg L donje jazice (vlastita fotografija)
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Slika 18. Rezultati klonogene analize nakon tretmana spojem 3 i 4; 15,62 mg L™ gornje jaZice

i 31,25 mg L donje jazice (vlastita fotografija)
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Tablica 2. Frakcije prezivljenja (SF) za spojeve 1-4.

Koncentracija SF (Spoj 1) | SF (Spoj 2) | SF (Spoj 3) | SF (Spoj 4)
(mg L)
7,81 1 1,0612 0,8571 0,7551
15,62 1,0034 0,7973 0,5636 0,3711
31,25 0,3986 0,6460 0,2062 0,1787
62,5 0 0 0 0

U tablici 2 prikazane su vrijednosti frakcije prezivljenja (SF) stanica tretiranih
ispitivanim spojeva. Veca vrijednost frakcije prezivljenja (~1) oznafava vecu sposobnost
stvaranja kolonija nakon tretmana ispitivanom tvari. Iz rezultata prikazanih u tablici 2, vidljivo
je smanjenje SF vrijednosti s porastom koncentracije kod svih spojeva, odnosno sposobnost
stvaranja kolonija smanjuje se s povec¢anjem koncentracije ispitivanih spojeva, dok pri najvecoj
koncentraciji (62,5 mg L) SF vrijednost za sve spojeve iznosi nula. Za spojeve 1 i 2 izra¢unate
SF vrijednosti su veée u odnosu na spojeve 3 i 4, $to je u skladu s njihovim slabijim
inhibicijskim djelovanjem u testovima citotoksi¢nosti. [z navedenog moze se zakljuciti da su
rezultati klonogene analize u skladu s testovima citotoksi¢nosti navedenih spojeva te da ispitani

spojevi djeluju na klonogeni rast HeLa stanica.

43. STANICNA SMRT POTAKNUTA DJELOVANJEM BIOKONJUGATA
FEROCENA | DERIVATA 2-TIOURACILA

ZapaZena citotoksicnost ispitivanih biokonjugata mozZe biti rezultat njihovog djelovanja
na dva osnovna stani¢na procesa: stani¢nu diobu i/ili stani¢nu smrt. Apoptoza ili programirana
stani¢na smrt je sastavni dio fizioloSkog razvoja organizma te je nuZna za odrZavanje stanicne
homeostaze, tj. ravnoteze izmedu stvaranja i umiranja stanica normalnog tkiva tijekom zivota
pocevsi od programiranog unistavanja stanica tijekom embriogeneze. Stanice pokrecu apoptozu
u sklopu razlic¢itih fizioloskih procesa ili zbog patoloskih oStecenja stanica uzrokovanih
razli¢itim vanjskim i unutraSnjim ¢imbenicima zbog Cega postaju opasne 1/ili nekorisne za

organizam. Apoptoza moze zapoceti zbog slabljenja ili izostanka pozitivnih signala potrebnih
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za prezivljavanje stanica (citokini, faktori rasta i neki hormoni) ili zbog primanja negativnih
signala kao §to je oSteenje DNA. Niz ¢imbenika, ukljucujuéi ionizirajuca zracenja (UV, X-
zrake), kemoterapeutike, lijekove te neki mikotoksini, dovode do oste¢enja DNA §to pokrece
apoptozu same stanice. Nadalje Stetni ¢imbenici, lijekovi poput analoga nukleozida i toksini
mogu izazvati stres stanice te potaknuti apoptotski odgovor. Reaktivni spojevi kisika koji
nastaju kao produkti aerobnog metabolizma u ljudskim stanicama mogu takoder aktivirati
apoptozu djelujuci na promjenu permeabilnosti membrane mitohondrija i otpustanje citokroma

¢ (Zlender, 2003).

Jedna od metoda za detekciju apoptoze je obiljezavanje apoptoticnih stanica Annexin-
V proteinom, koji se specifi¢no i reverzibilno veze za fosfatidilserin (PS). Fosfatidilserin je
lipid koji se u zdravim stanicama nalazi na unutarnjoj strani plazmine membrane, dok se u
stanicama u kojima je potaknuta stani¢éna smrt procesom apoptoze translocira na vanjsku stranu
membrane ¢ime se gubi asimetrija same membrane. Za utvrdivanje translociranog, odnosnog
vanjskog PS-a koristi se Annexin V protein konjugiran s nekim markerom za detekciju npr.
fluourescentnom bojom. U ovom radu koristen je Muse™ analizator stani¢nog zdravlja koji

omogucuje analizu Zivih stanica, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te mrtvih stanica.

U provedenim testovima citotoksi¢nosti spojevi 3 i 4 pokazali su izrazeniji citotoksi¢ni
ucinak u odnosu na spojeve 1i 2, sto je dodatno potvrdeno klonogenom analizom. Najizrazeniji
inhibitorni u¢inak navedeni spojevi pokazali su pri najve¢oj koncentraciji od 62,5 mg L2, a pri
istoj koncentraciji u testovima klonogene analize nije narasla ni jedna kolonija. 1z navedenih
razloga, provedena je analiza stani¢ne smrti za spojeve 3 i 4. Uz to, kako bi vidjeli postoji li
utjecaj vremena izlozenosti stanica na postotak apoptoti¢nih stanica, mjerenje je provedeno 48
I 72 sata nakon tretmana stanica navedenim spojevima. Rezultati analize prikazani su na
slikama 19 i 20.
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Slika 19. Udio Zzivih stanica, stanica u ranoj fazi apoptoze, kasno apoptotickih/mrtvih stanica
te ukupno apoptoti¢nih HeLa stanica nakon 48-satnog i 72-satnog tretmana spojem 3 u

koncentraciji od 62,5 mg L™
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Slika 20. Udio zivih stanica, stanica u ranoj fazi apoptoze, kasno apoptotickih/mrtvih stanica
te ukupno apoptoti¢nih HeLa stanica nakon 48-satnog i 72-satnog tretmana spojem 4 u
koncentraciji od 62,5 mg L™
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Slika 21. Reprezentativni histogrami analize tipa stani¢ne smrti u uzorcima stanica HeLa: a)
kontrolne stanice; b) nakon 48-satnog tretmana spojem 3; ¢) nakon 72-satnog tretmana

spojem 3

Kao §to se moze vidjeti iz prilozenih grafickih prikaza rezultata na slikama 19 i 20,
djelovanje spoja 3 i 4 moze se povezati s aktiviranjem apoptoti¢ne smrti stanica. U uzorku,
koji je tretiran spojem 3 u koncentraciji od 62,5 mg L, izmjereno je ukupno 60,46 %
apoptoti¢nih stanica od kojih je 21,32 % rano apoptoticnih stanica, a 39,14 % kasno
apoptoti¢nih stanica. U uzorku tretiranom spojem 4, u istoj koncentraciji od 62,5 mg L*,
odredeno je 64,06 % ukupno apoptoti¢nih stanica, od kojih je 23,45 % u ranoj fazi, a 40,61 %
u kasnoj fazi apoptoze. PoveCanjem vremena izlozenosti stanica ispitivanim konjugatima,
povecava se 1 udio apoptoti¢nih stanica. Rezultati dobiveni protocnom citometrijom potvrdili
su i u skladu su s rezultatima in vitro testova citotoksicnosti ferocenskih konjugata te s
rezultatima klonogene analize. Spojevi 3 i 4 imaju veéi potencijal kao moguci antitumorski

agensi nego spojevi 1 i 2, buduci da su znacajno inhibirali rast tumorske HeLa stani¢ne linije
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pri cemu se smanjenje prezivljenja stanica uslijed djelovanja ispitivanih spojeva moze povezati

s poticanjem stani¢ne smrti procesom apoptoze.

Na kraju, na temelju rezultata dobivenih u ovom radu, mozemo =zakljuciti da
biokonjugati ferocena i derivata 2-tiouracila imaju potencijal u razvoju antitumorskih lijekova,
posebice spojevi 3 i 4 koji su pokazali najjace djelovanje na HeLa stanice. Svakako su potrebna
daljnja istrazivanja, ali dobiveni rezultati su bitna smjernica budu¢im istrazivanjima za sintezu
i razvoj novih, strukturno slicnih derivata ferocena i nukleobaza, poboljsanih bioloskih

svojstava.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1.

Ispitani biokonjugati ferocena i derivata 2-tiouracila imaju inhibitorni u¢inak na rast i
proliferaciju humane tumorske HeLa stani¢ne linije. Njihov inhibitorni u¢inak ovisi o
dozi te je inhibicija rasta stanica proporcionalna povecanju njihove koncentracije.

Najizrazeniji citotoksi¢ni uéinak pokazuju spojevi 3 i 4.

Biokonjugati ferocena i derivata 2-tiouracila utjecu na klonogeni rast HeLa stanica, pri
¢emu se sposobnost stvaranja kolonija smanjuje se s povecanjem koncentracije

ispitivanih spojeva $to je u skladu s testovima citotoksi¢nosti.

Inhibitorno djelovanje spojeva 3 i 4 na rast HeLa stanica moze se povezati s poticanjem

stani¢ne smrti procesom apoptoze.

Na temelju citotoksi¢nog ucinka, klonogene analize te sposobnosti indukcije apoptoze
u tumorskim stanicama, moze se zakljuciti da ispitani biokonjugati ferocena i derivata

2-tiouracila imaju potencijal kao antitumorski agensi.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

JaIVA LOGARUSIC izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se

u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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