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1. UvOoD

Cilj danasnjih istrazivanja novih peptidnih terapeutika usmjeren je na prevladavanje ogra-
ni¢enja vec¢ odobrenih peptidnih lijekova, a koja se odnose na njihovu metaboli¢ku nestabil-
nost, nisku biodostupnost, izazivanje nezeljenog bioloskog odgovora i slabo ciljano djelovanje.
Dizajn i razvoj novih bioloski aktivnih peptidnih analoga kao inhibitora protein-protein interak-
cija pokazao se povoljnom strategijom, uzimajuéi u obzir da su proteini sveprisutni u bioloSkim
procesima. Proteini predstavljaju najvaznije bioloSke makromolekule i klju¢ni su za odrzavanje
normalne funkcije organizma, kataliziraju metaboli¢ke reakcije, odgovorni su za prijenos ziv-
¢anih impulsa i imunoloski odgovor (1). Povezanost s metabolizmom i bioloSkim sustavima
omogucuje im terapeutsku primjenu, no velika konformacijska fleksibilnost i nedovoljna bio-
dostupnost ograni¢avanju njihovu klini¢ku primjenu.

Kako bi se prevladala navedena ograniCenja proteina, osmisljeni su mali peptidni analozi
koji sadrze farmakoforne elemente pomocu kojih oponasaju trodimenzijsku bioaktivnu konfor-
maciju prirodnih peptida, a nazvani su peptidomimeticima. Peptidomimetici se odlikuju ma-
njom fleksibilnos¢u i ve¢om proteolitickom stabilnod¢u zbog prisutnosti neprirodnog rigidnog
kalupa, a njihova terapeutska primjena moguca je ako uz to imaju velik afinitet i selektivnost
prema receptorima $to posljedi¢no rezultira smanjenom pojavom nezeljenih nuspojava (1).

S ciliem postizanja boljeg farmakoloSkog profila te poja¢anih antiproliferativnih i antitumor-
skih svojstava, u Laboratoriju za organsku kemiju Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu u male dipeptide ugraduje se lipofilni ferocenski kalup koji ima ulogu
zacCetnika elemenata sekundarne strukture u tako pripravljenim mimeticima (2).

U ovom radu proveden je MTT test u in vitro uvjetima na ferocenskim peptidomimeticima
1-6, prethodno sintetiziranima u Laboratoriju za organsku kemiju, s ciliem odredivanja njihove
citotoksi¢nosti. Osim toga, cilj ovog istrazivanja bio je i povezivanje kemijske strukture konju-
gata ferocen-1,1'-diamina s L- i D- Val (1, 4), Leu (2, 5) i Phe (3, 6) s njihovim potencijalnim

terapeutskim djelovanjem i utjecajem na morfologiju stani¢nih linijja HFF-1 i HepG2.



2. TEORIJSKIDIO

2.1. PEPTIDOMIMETICI

Peptidomimetici su spojevi koji oponasaju trodimenzijsku strukturu farmakofornih regija iz
prirodnih proteina, a pri tome se odlikuju pove¢anom konformacijskom i proteolitickom
stabilnoS¢u te poboljSanim bioloSkim ucinkom prilikom interakcija s bioloSkim metama (1).
Poceli su se razvijati zbog potrebe za unaprijedenjem farmakokinetickih i farmakodinamickih
svojstava proteina poput selektivnosti, metaboli¢ke stabilnosti i bioraspoloZivosti (1).

Proteini su bioloSke makromolekule ¢ija je struktura odredena slijedom aminokiselina
unutar polipeptidnih lanaca kao i nekovalentnim interakcijama unutar istog ili izmedu susjednih
lanaca. Njihova bioloSka aktivnost ovisi 0 nadinu nabiranja proteinskih lanaca Sto je, osim
uspostavljenim nekovalentnim reakcijama, regulirano polarnoS¢u aminokiselinskinh bocnih
ogranaka, a bioloSki aktivha konformacija proteina naziva se nativnom konformacijom (1).
Uslijed pogresnog nabiranja proteinskih lanaca uspostavljaju se nezeljene konformacije
proteina koje mogu dovesti do pojave razli€itih infekcija i bolesti poput Alzheimerove,
Huntigtonove i Parkinsonove bolesti (3).

lako su proteini zastuplieni u brojnim metaboliCkim procesima, nisu idealan alat za
terapijske svrhe. Naime, odlikuju se velikom fleksibilnoS¢u koja im omogucava interakciju s
nezelijenim receptorima $to posljedi¢no rezultira negativnim nuspojavama (1). Osim toga,
podlijezu proteolitiCkom djelovanju metaboli¢kih enzima, a zbog svoje polarnosti tesko se
transportiraju kroz krvno-mozdanu barijeru Sto su velik nedostaci kada govorimo o
potencijalnoj terapijskoj primjeni (1). Medutim, njihova ograni¢ena primjena potakla je razvoj
strategija za modifikaciju prirodnih peptida u njihove peptidomimeti¢ke analoge (4).

Dizajn peptidomimetika temelji se na oponaSanju proteinskih sekundarnih strukturnih
elemanata a-uzvojnice, B-nabrane ploc€e te okreta, odnosno malih ,hot-spot® regija uklju€enih
u protein-protein interakcije (PPI), a u cilju njihove inhibicije (2). Sinteza peptidomimetika
ukljuCuje ugradnju nepeptidnih kalupa u peptidni lanac, konjugaciju bocCnih ogranaka
aminokiselina s malim molekulama, zamjenu peptidne veze s nepeptidnim analozima ili
ciklizaciju glavnog lanca (5,6). Optimizacija dizajna i sinteze peptidomimetika ocCituje se u sve
vec¢em broju kako odobrenih peptidnih lijekova, tako i onih u fazi razvoja na farmaceutskom
trzistu.

Danas je sve veci fokus biotehnoloskih i farmaceutskih kompanija na pronalaZzenju
alternativnih zamjena za antibiotike, pa se stoga istrazuju mali antimikrobni peptidi kao i nacini
njihovog metaboliziranja u svrhu potencijalne terapijske primjene (5). Takoder, neki se
peptidomimetici odlikuju i antivirusnim svojstvima zbog €ega se primjenjuju kao inhibitori

enzima koji su odgovorni za replikaciju virusa poput HIV-1, hepatitisa C, SARS CoV-2 i MERS-



CoV virusa (7). Trenutno stanje na trziStu ocituje se u konstantnom porastu odobrenih
peptidnih lijekova, a neki primjeri su glatiramer za terapiju relapsno-remitentne multiple
skleroze, skupina agonista GLP-1 za terapiju dijabetesa tipa 2 te relugolix koji je antagonist
receptora gonadotropin-oslobadajuéeg hormona (GnRH) za lije€enje metastatskog raka

prostate (1,7).
2.2. FEROCEN

Ferocen je metalocenski spoj kemijske formule Fe(CsHs)2, a njegova ga ,sendvi¢
struktura® €ini pogodnim supstratom za razli€ite kemijske derivatizacije (8). Sastoji se iz dva
ciklopentadienilna prstena izmedu kojih se nalazi Zeljezov kation (Fe?') (slika 1), a
aromati¢nost njegove strukture osigurava mu izrazitu stabilnost u fizioloSkim uvjetima.
Otpornost na zrak i toplinu te fotokemijska stabilnost karakteristike su koje pridonose i
omogucavaju prilagodbu kemijske reaktivnosti i svojstava njegovih derivata (8). Takoder,
ferocen se odlikuje niskom toksi¢no3Sc¢u i dobrom topljivoS¢éu u organskim otapalima te
pozeljnim elektrokemijskim svojstvima, odnosno sposobnosc¢u lake oksidacije zeljeza koja
omogucava sintezu razli¢itih derivata ferocena Cija je primjena znafajna u elektrokemiji,

biokemiji, te dizajnu lijekova i biosenzora (8).

==
> .

Slika 1. Struktura ferocena (9).

2.2.1. Potencijal lijekova na bazi metala

Lijekovi na bazi metala uvijek su bili predmet interesa, ali u posljednjih nekoliko
desetlje¢a interes znanstvenika za medicinsku primjenu organometalnih spojeva (koji sadrze
najmanje jednu vezu izmedu ugljika i metala) znatno je porastao. Poznati su, primjerice
organometalni lijekovi poput salvarsana (slika 2a) i cisplatina (slika 2b) koji se ve¢ duze
vrijeme koriste u terapeutske svrhe zbog svojih protuupalnih, antivirusnih, antibakterijskih i
antikancerogenih svojstava (10). Medutim, iako je cisplatin jedan od naj¢eScih koriStenih
tumorskih agenasa, uz njega se vezu brojne nezeljene nuspojave zato §to ne djeluje ciljano
samo na DNA tumorskih stanica, ve¢ ulazi u interakcije s proteinima, peptidima i metabolitima

o ¢emu ovisi njegov transport i nacin djelovanja (10).

3
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Slika 2. Prikaz kemijskih struktura metalnih lijekova (a) salvarsana i (b) cisplatina (11).

Cjelokupni potencijal metalnih lijekova i njihove terapijske primjene jo$ je uvijek u
povoju, no radi se na optimizaciji i razvoju novih lijekova s platinom ili drugim metalima
uklju€ujuéi i ferocenske derivate koji pokazuju dobar kemoterapeutski u¢inak uz smanjenje
nuspojava i citotoksi¢nosti (12,13). Derivati ferocena pokazali su se kao nova klasa lijekova s
visokom ucinkovitoséu u lije€enju razli¢itih bolesti poput bakterijskih, parazitskih i fungalnih
infekcija, a najvaznije je njihovo znacajno antitumorsko djelovanje koje predstavlja buduénost

razvoja kemoterapeutika (10).

2.3.  FEROCENSKI PEPTIDOMIMETICI

Ferocenski peptidomimetici su bioorganometalni spojevi u kojima su ferocenski
prstenovi supstituirani s aminokiselinama i kratkim peptidima (14). Ferocen je pogodan kalup
za dizajn bioorganometalnih peptidomimetika jer posjeduje svojstvo reverzibilne oksido-
redukcije, a osim toga udaljenost izmedu ciklopentadienilnih prstenova od 3,3 A omoguéava
stvaranje intramolekulskih vodikovih veza (engl. Intramolecular Hydrogen Bonds, IHBSs) koje
su kljuéne u tvorbi okreta i struktura nalik f-nabranim plo¢ama &iji je zaCetnik ferocenski kalup
(1,14).

Okreti su mjesta u polipeptidnom lancu na kojima on naglo mijenja svoj smjer zbog
tvorbe IHBs izmedu udaljenih aminokiselinskih ostataka, najceS¢e Asn, Gly i Pro (1). Daleko
najveci interes usmjeren je prema razvoju malih spregnutih mimetika B-okreta kao
terapeutskih agenasa jer B-okreti, najceS¢e locirani na povrsini proteina, sudjeluju u njihovim

interakcijama s biolodkim sustavima, a jedan od primjera je interakcija hormona i njihovih



receptora (1). Oponasanje [3-okreta postize se umetanjem malih, rigidnih molekulskih kalupa
(zacetnika okreta, engl. turn-inducer) u peptidnu sekvenciju koji omoguéavaju tvorbu
intralan€anih vodikovih veza kojima se zatvaraju 10-¢lani prstenovi, odnosno B-okreti. Tako
modificirani peptidomimetici odlikuju se poveéanom konformacijskom i proteolitickom
stabilnos¢u (1,4).

Funkcionalizirani ferocenski kalupi kao zac¢etnici okreta, -OC-Fn—CO—, -OC—Fn—-NH- i
—HN-Fn-NH- (Fn = ferocenilen), mogu biti donori ili akceptori vodikovih veza u 1,1'-
disupstituiranim ferocenskim peptidima tipa I-1I: Fn—[CO—(AA)n—OMe]a,
OMe—(AA)—OC-Fn—-NH-(AA)n-Y, Fn—[NH-(AA)m—Y]2 (AA = aminokiselina, eng. amino acid,
Y = N-zastitna skupina) u kojima se uspostavljaju IHB-prstenovi razli€itih veli¢ina (15).
Prethodno opisani ferocenski peptidomimetici lll podvrgnuti su bioloSkoj evaluaciji radi
ispitivanja moguceg antitumorskog potencijala te utvrdivanja odnosa strukture i aktivnosti
(SAR, eng. Structural-Activity Relationship) (16).

U ovom radu provedena je antiproliferativna analiza odnosno ispitan je antitumorski
potencijal Sest novih ferocenskih konjugata tipa Ill: Y-Ala—NH-Fn—NH-Val-Y (1, 4),
Y-Ala-NH-Fn-NH-Leu-Y (2, 5) te Y-Ala—NH-Fn—-NH-Phe-Y (3, 6) stabiliziranih dvama

simultanim B-okretima (15).

2.4. TESTOVI STANICNE VIJABILNOSTI

Testovima staniCne vijabilnosti odreduje se broj zivih stanica u uzorku, a koriste se za
provjeru odgovora stanica na ispitivani lijek ili kemijski agens te u medicini i farmaciji kako bi
se procijenili rezultati razvijenih terapeutika na tumorskim stanicama (17). Postoji nekoliko
vrsta testova vijabilnosti koji se temelje na razli¢itim funkcijama stanica poput aktivnosti
enzima, propusnosti stanicne membrane, adherentnosti stanica, proizvodnji ATP-a i koenzima
itd., a mozZemo ih svrstati u nekoliko razli€itih skupina: testovi eliminacije bojom, kolorimetrijski
testovi, flourometrijski testovi, luminometrijski testovi i testovi proto¢ne citometrije (17).
VazZnost testova vijabilnosti oCituje se u potrebi za novim antitumorskom lijekovima jer mnogi
trenutno dostupni kemoterapeutici imaju smanjeno terapijsko djelovanje zbog problema
otpornosti na lijekove, ali i negativhog ucinka na normalne zdrave stanice organizma $to
potencijalno uzrokuje neZeljene nuspojave prilikom primjene terapije kod pacijenata (18).

Jedan od najcesce koristenih testova stanicne vijabilnosti je MTT test.

2.4.1. MTT test

MTT test smatra se prvim konvencionalnim in vitro testom kojeg je kreirao Mossman



(1983.) i prilagodio Cole (1986.) za odredivanje citotoksi¢nosti spojeva i preZivljenja stanica
(15,17). Ubrajamo ga u skupinu kolorimetrijskih metoda jer se zasniva na sposobnosti zivih
stanica da reduciraju zutu tetrazolijevu MTT sol, (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev
bromid), pomoéu stani¢nih NAD(P)H-ovisnih reduktaza u ljubiCasti formazanski produkt sto
potvrduje mitohondrijsku aktivnost (19). Tetrazolijeva sol MTT sadrzi kvaternu pozitivho
nabijenu tetrazolnu prstenastu strukturu koja uklju€uje Cetiri dusikova atoma ogradena s tri
aromatska prstena, dva fenilna i jednim tiazolnim, kao $to je prikazano na slici 3 (20). Reakcija
redukcije tetrazolijeve soli MTT ukljuuje razaranje jezgre tetrazolnog prstena i nastajanje

ljubi¢astog netopljivog produkta formazana (20).

Py NADH NAD* =
Br [ ) /T \
A\Y A\Y /4
\\ // \ //
s ’l,;,»——
N-N N-NH
N ' T o
N J_ONTY )—CHj & T N d—cHy
N\ N '>~/./' - \“‘77_1 N --,f’ 3
CH; CH;
MTT Formazan

Slika 3. Temeljna reakcija redukcije MTT metode (21).

MTT test provodi se nakon viSesatne inkubacije stanica s MTT-om (19). Nastali kristali
formazanskog produkta ne mogu proéi kroz staniénu membranu, pa ih je stoga prije
spektrofotometrijske analize potrebno otopiti u dimetilsulfoksidu (DMSO) ili nekom drugom
pogodnom otapalu (17,19). Spektrofotometrijska mjerenja provode se na mikrotitarskom
CitaCu ploCa gdje je izmjerena apsorbancija na 595 nm proporcionalna broju Zivih odnosno
vijabilnih stanica (19,20).

Prednosti MTT testa su u tome Sto zamjenjuje tradicionalne metode brojanja stanica kao
i formiranja mnogobrojnih stani¢nih kultura kad se istrazivanje vrsi s nekoliko stotina uzoraka
te se moze primjenjivati i na pripravcima stani¢nih suspenzija. Osim toga omogucava detekciju
stanica u kojima je proces staniCne diobe zaustavljen, a joS uvijek se smatraju metabolicki
aktivnima, s velikom osjetljivoS¢éu (22). Medutim, nakon provodenja MTT testa nije moguce
odrzati Zive stanice u kulturi, niti odrediti i kvantificirati vrstu staniéne smrti dok se takoder
ovom metodom ne moze utvrditi razlika izmedu ne-proliferativnih stanica i mrtvih stanica, §to

su nedostaci ove kolorimetrijske metode (22).



2.5. LJUDSKE STANICNE LINIJE

In vitro uspostavljanje ljudskih stani¢nih linija predstavlja jedno od najvaZznijih otkri¢a
molekularne biologije jer su one neizostavan alat u proizvodnji visokovrijednih biotehnolo$kih
proizvoda. Pogodne su za primjenu zbog mogucnosti neograniCenog dijeljenja i rasta u
suspenziji, te vece vjerojatnosti da ¢e sintetizirani stani¢ni proteini imati uskladene
posttranslacijske modifikacije s endogenim ljudskim proteinima Sto smanjuje rizik od
nepozeljnog bioloskog odgovora (23). Optimalan nacin uspostavljanja humane kulture stanica
je izolacija stanica koje se neograni¢eno dijele in vivo, nakon &ega se podvrgavaju selekciji,
lizi, te morfoloSkoj i bioloskoj karakterizaciji (24). Stanice u kulturi potrebno je Cuvati u
optimalnim uvjetima za rast kako bi se kultura stanica odrzala, $to uklju€uje redovitu promjenu
medija, podeSavanje sastava zraka, odrzavanje odgovarajuCe gustoe stanica kao i
periodiéno zamrzavanje stanica (25). Stani¢ne linije mogu biti izolirane iz zdravog humanog
tkiva, ali i iz tkiva oboljele osobe (najéesce tumorsko tkivo) uslijed ¢ega takva stani¢na linija
posjeduje odgovarajuée mutacije.

Tumorske stani¢ne linije jedan su od najvaznijih in vitro modelnih sustava za razvoj
antitumorskih lijekova zbog svoje osobite sposobnosti da pruze neogranicen izvor bioloskog
materijala te zadrze genetitka svojstva tumora &to ih &ini pogodnim za eksperimentalne svrhe
(26). Primjenjuju se u proizvodnji cjepiva, testovima citotoksi¢nosti, identifikaciji metaboliCkih
puteva lijeka, stvaranju umjetnih tkiva, sintezi terapijskih proteina i dr. (27). Uspostavljanje
tumorske stani¢ne linije vrlo je kompleksan i zahtjevan proces zbog bitnih razlika u in vivo i in
vitro mikrookolini koje se oc€ituju u parametrima poput postotka otopljenog kisika, dostupnosti
i koncentraciji faktora rasta te utjecaju unutarstani¢nih interakcija, ali i moguénosti rasta na
plasti¢nim nosacima, uslijed ega ponasanje stani¢ne linije postaje nepredvidivo (26). Vazno
je uzeti u obzir da komercijalne stani¢ne linije nisu dostupne za sve stadije bolesti ili tipove
tumora zbog Cega se teZi na uspostavi novih stani¢nih linija. Danas je sve veci fokus na
personaliziranim tretmanima u medicini zbog ¢ega su istrazivanja u kojima se koriste tumorske
stani¢ne linije usmjerena na genetiCku manipulaciju stanica s ciliem otkrivanja odgovarajucih
markera visoke osjetljivosti koji bi omogudili grupiranje pacijenata za ciljana klinicka
istrazivanja (24).

U ovom radu koristena je tumorska stani¢na linija hepatocelularnog karcinoma (HepG2)
koju €ine morfologijom nalik epitelne stanice (slika 4), a izolirane su iz dobro diferenciranog
hepatocelularnog karcinoma jetre 15-godisnjeg djecaka (28). Siroka primjena HepG2 stani¢ne
linije posljedica je visoke zastupljenosti hepatocelularnog raka jetre koji je treCi vodeci uzrok
smrti u svijetu, dok je 70 % slu€ajeva zlo¢udnog tumora jetre kod djece hepatoblastom (27).

Cilj koriStenja tumorskih stani¢nih linija jest razvoj novih terapeutskih molekula kao

terapija za oboljele od raka jer trenutacni kemoterapeutici nisu u€inkoviti kod uznapredovalih



stadija karcinoma te se odlikuju brojnim nuspojavama, a osim toga njihovo terapijsko

djelovanije nije usmjereno samo na tumorske stanice ve¢ utjece i na zdrave stanice i tkiva (29).

Slika 4. Tumorska stani¢na linija HepG2 (vlastita fotografija).

Osim tumorske stanicne linije koriStena je i zdrava stanicna linija fibroblasta koZnog tkiva
(HFF-1) (slika 5) (30). Stanice fibroblasta pogodne su za analizu potencijalnih antitumorskih
lijekova u razvoju jer pokazuju koliko je zapravo djelovanje novog terapeutika ciljano. Zdrave
stani¢ne linije takoder imaju karakteristiku ,besmrtnosti“ odnosno neograni¢enog dijeljenja kao
i tumorske stani¢ne linije, a najceS¢e se u eksperimentalne svrhe koriste kao kontrola za

odredivanje potencijala novog terapeutika i njegovog daljnjeg istrazivanja.

Slika 5. Zdrava humana stani¢na linija HFF-1 (vlastita fotografija).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1

3.1.1.

kemijske strukture prikazane su na slici 6.

Materijali

Ferocenski peptidi

U ovom je radu ispitivano antiproliferativno djelovanje ferocenskih peptida 1-6 Cije su
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Slika 6. Strukture enantiomernih ferocenskih peptida 1/4, 2/5 i 3/6 (ChemDraw).



Prikazani konjugati ferocen-1,1'-diamina s L- i D-Val (1, 4), L- i D-Leu (2, 5) te L- i D-Phe
(3, 6) sintetizirani su u Laboratoriju za organsku kemiju PBF-a. Prije upotrebe spojevi su
otopljeni u etanolu, u koncentraciji koja ne utje€e na prezivljenje tretiranih stanic¢nih linija, te
su Cuvani na +4 °C do primjene u pojedinaénim eksperimentima. Spojevi su otopljeni u
ultrazvucnoj kupelji kako bi se dobile homogene otopine nedugo prije njihove upotrebe u

zasebnim eksperimentima.

3.1.2. Humane stani¢ne linije

3.1.2.1.  Stani¢na linija HFF-1

Stani¢nu liniju HFF-1 Cine stanice fibroblasta izolirane iz humanog koznog tkiva (27), a
dobivena je iz ATCC radne banke stanica. Stanice su uzgajane u hranjivom mediju DMEM
(engl. Dulbecco's modified Eagle's medium) uz dodatak 15 % seruma govedeg fetusa (engl.
Fetal Bovine Serum, FBS) 1 % Penicilin/Streptomicin (Pen/Strep) otopine. Uzgoj se provodi u
inkubatoru u plo€ama s 96 jazica i T-bocama pri temperaturi od 37 °C pri Cemu atmosferu &ine
95 % zraka i 5 % CO..

3.1.2.2.  Stani¢na linija HepG2

Humana stani¢na linija HepG2 uspostavljena je iz morfologijom sli¢nih epitelnih stanica
izoliranih iz hepatocelularnog karcinoma jetre (25), a dobivena je iz ATCC radne banke
stanica. Uzgoj HepG2 stanica provodi se u plo€ama s 96 jaZica ili u T-bocama u inkubatoru
pri Cemu atmosferu €ine 95 % zraka i 5 % CO, uz temperaturu od 37 °C. Za uzgoj je takoder
koristen DMEM hranijivi medij uz dodatak 10 % FBS i 1 % Pen/Strep otopine.

3.1.3. Kemikalije

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

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

e DPBS (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline), pripremljeno u mati¢nom laboratoriju

e Trypsin-EDTA solution, Sigma-Aldrich, Njemacka

e DMSO (dimetilsulfoksid), Gram-Mol, RH

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

e Doxorubicin hidroklorid (Adriamycin), Sigma-Aldrich, Njemacka
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e Trypan blue stain, Thermo Fisher Scientific, Njemacka

o Etanol 70 %, Sigma-Aldrich, Njemacka

3.1.4. Uredaji

Laminar za sterilni rad (BIOAIR Safemate 1.2), Italija
e CO2 Inkubator za uzgoj stanica (BINDER CB 170), Njemacka
o Inverzni mikroskop, Micros, Austrija

e Centrifuga (Thermo Scientific Sorvall Contifuge Stratos), Thermo Fisher Scientific,

Njemacka
o Automatizirani brojac stanica (Countess 3), Thermo Fisher Scientific, Njemacka
o Cita& mikrotitarskih plogica (PlateChameleon V), Hidex, Finska
e Ultrazvuéna soni¢na kupelj, Thermo Fisher Scientific, Njemacka
e Automatski pipetor, Hirschmann, Njemacka

o Multichannel pipeta, Eppendorf, Njemacka

3.1.5. Potro$ni materijal

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

e Komora za brojanje stanica, Thermo Fisher Scientific, Njemacka
e Testne ploCe s jazicama (96) za uzgoj stani¢nih kultura, TPP

e Laboratorijski pribor (seroloSke pipete, nastavci za pipete, Falkon epruvete 50 i 15 mL,

plasticne Eppendorf epruvete 1,5 mL)

e Posuda za multichannel pipetu, 50mL

3.1.6. Programi
¢ Microwin 2000

e Graphpad Prism

3.2. Metode

3.2.1. Precjepljivanje i odredivanje broja stanica

Stanice su uzgajanje u T-bocama u inkubatoru pri optimalnim uvjetima za rast stanica
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(37 °C i 5 % COy) te su kontrolirane s inverznim mikroskopom pri ¢emu se pratila njihova
morfologija, brojnost i prihvaéanje za podlogu. Stanice je bilo potrebno precijepiti kada
pokrivenost podloge dostigne 80 % kako ne bi usle u stacionarnu fazu rasta uslijed pojave
kontaktne inhibicije. Precjepljivanje se provodi u sterilnim uvjetima tako da se najprije iz
T-boce pomocu aspiratora ukloni medij u kojem su stanice rasle, potom je potrebno stanice
isprati s 5 mL PBS pufera nakon ¢ijeg uklanjanja se dodaje 2 mL tripsina. ProteolitiCki enzim
tripsin dodajemo kako bismo odvojili adherentne stanice od podloge, pri ¢emu je nuzno izvrsiti
inkubaciju stanica s enzimom 5 minuta u inkubatoru. Nakon inkubacije potrebno je pomocu
inverznog mikroskopa provjeriti jesu li se stanice odvojile od podloge za uzgoj. Stanice
poprimaju kruzni oblik i postaju plutajuce kada na njih djeluje enzim tripsin. Enzimska reakcija
zaustavlja se dodatkom medija (10 mL) koji sadrzi inhibitore proteaza, a sadrzaj T-boce
potrebno je nakon dodatka medija resuspendirati. U T-bocu se vraéa 2 mL resuspendiranog
medija sa stanicama i doda se 10 mL svjezeg hranjivog medija kako bismo dobili 1:6 pasazu
stanica koje se mogu eksperimentalno tretirati kada dosegnu pokrivenost povrsine podloge
80 % (otprilike nakon 3-4 dana inkubacije). Ostatak resuspendiranih stanica (10 mL) stavlja
se u Falkon epruvetu od 15 mL i centrifugira pri 270 x g kroz 4 minute. Nakon centrifugiranja
potrebno je ukloniti supernatant iz Falkon epruvete jer se stanice nalaze na dnu epruvete u

talogu i resuspendirati ga u 1 mL svjeZeg hranjivog medija te odrediti broj stanica.

Broj stanica odreden je pomoéu automatiziranog brojaca stanica. Kako bismo mogli
odrediti broj stanica, potrebno je pripremiti komoricu koja se sastoji od dva utora volumena 10
ML u koje je potrebno dodati prethodno pomijeSanih 5 yL tripanskog modrila i 5 pL stanicne
suspenzije, nakon ¢ega mozemo pristupiti brojanju. Nakon Sto uredaj o€ita broj stanica
potrebno je izraCunati njihovu srednju vrijednost kako bismo odredili odgovarajuéi volumen
stani¢ne suspenzije kojeg je potrebo nasaditi u testne ploCe s 96 jazica tako da za HFF-1
stani¢nu liniju imamo 5 x 10® stanica po jazici, a za HepG2 stani¢nu liniju 3 x 10° stanica po

jazici.

3.2.2. Odredivanje citotoksi¢nosti spojeva MTT metodom

U mikrotitarske plocice s 96 jaZica nacijepe se HFF-1 (5 x 10%) i HepG2 (3 x 10%) stanice
u tetraplikatu i doda stani¢ni medij kao slijepa proba te se inkubiraju na 37 °C i 5 % CO: kroz
24 sata. Nakon inkubacije stanice su se prihvatile za podlogu pa se tretiraju s pet razliitin
koncentracija ispitivanih ferocenskih spojeva 1-6 (5, 10, 50, 100 i 350 yM), dok se slijepoj
probi i kontrolnim stanicama dodaje samo medij. Stanice se inkubiraju 72 sata nakon tretmana
kako bi se mogao detektirati uCinak testiranih peptidomimetika. Nakon zavrSetka trodnevnog

tretmana stanica ispitivanim spojevima, ukloni se hranjivi medij iz jazica pomoc¢u vakuum
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pumpe, stanice se isperu s 200 uL PBS pufera i doda se 40 pL 0,5 mg mL" MTT razrijedenog
u stani€nom mediju. Vrsi se inkubacija mikrotitarskih plo¢a sa stanicama 4 sata. Po zavrSetku
inkubacije s MTT doda se 160 yL DMSO u svaku jazicu te se resuspendira s ciliem otapanja
ljubiCastog formazanskog produkta. LjubiCasto obojenje kristala formazana analiziramo
spektrofotometrijski na Hidex Chameleon V (software: MicroWin 2000) ¢&itaCu mikrotitarskih
plo€ica mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini 595 nm koja je proporcionalna broju zivih

stanica. Postotak prezivljenja stanica odreden je prema sliedecoj formuli:

[A(test) — A(slijepa proba)]
[A(kontrola) — A(slijepa proba)]

prezivljenje stanica = x 100 [%] [1]

3.2.3. StatistiCka obrada podataka

Rezultati pojedinacnih eksperimenata prikazani su kao prosje¢ne vrijednosti (X) uzoraka
u skupini (n) sa pripadajuéim standardnim devijaciiama S.D. (jednadzbe 2 i 3). Podaci su

analizirani u programskom paketu GraphPad Prism.

X 2]

S p = /2("_"‘)2 3]
n
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4. REZULTATI | RASPRAVA

PPI, kao glavni posrednici biolodkih procesa, odgovorne su za nastanak i progresiju
mnogih malignih bolesti, zbog ¢ega su se ciljevi razvoja novih lijekova usmijerili na njihovu
inhibiciju. Mali peptidni analozi, odnosno peptidomimetici, koje odlikuje pogodna struktura i
visoka specifiCnost postali su zanimljiv predmet istrazivanja zbog mogucnosti inhibicijskog
djelovanja unutar tzv. , hot-spot® regija proteina koje su odgovorne za usmjeravanje bioloskih
puteva. Peptidomimetici se dizajniraju tako da im je opseg djelovanja Sirok u smislu
dijagnostike i terapije karcinoma, sukladno tome primjenjuju se u regulaciji apoptoze i
transkripcije te inhibiciji PPI reakcija (7).

lako peptidomimetici kao zasebne male molekule imaju velik potencijal, tezi se k
poboljSanju njihove proteoliticke stabilnosti i permeabilnosti kroz staniénu membranu Sto se
postize umetanjem lipofilnog rigidnog kalupa poput ferocena u peptidni lanac, a koji uz to
osigurava odrzavanije bioloSki aktivhe konformacije proteina (3). Razvoj takvih organometalnih
terapeutika omogudio bi nove puteve djelovanja i olak$an transport lijekova uz smanjenu
pojavu nuspojava.

Sukladno s tim, u in vitro uvjetima testitran je ucinak Sest homokiralnih konjugata ferocen-
1,1'-diamina s L- i D- Val (1, 4), Leu (2, 5) i Phe (3, 6) na preZivljenje i morfologiju tumorske
stani¢ne linifje HepG2 i zdravih stanica HFF-1. MTT testom odredena je citotoksi¢nost
konjugata koja je razliCita za svaki spoj zbog varijacija strukture ovisno o prisutnosti
odgovarajuéih aminokiselinskih ostataka $to posljedi¢no utjeCe na kiralnost i hidrofobnost
spojeva. Za svaki peptidni konjugat odreden je i postotak preZivljenja (vijabilnost) stani€nih
linija koji daje jasnu sliku ovisnosti koncentracije ispitivanih spojeva o njihovoj toksi¢nosti.

Ovakav pristup analize sintetiziranih peptidnih konjugata predstavlja drugu fazu u procesu
razvoja lijekova i stavljanja na trziste, a bazira se na neklinickom ispitivanju s ciljem utvrdivanja
toksi¢nosti potencijalnog terapeutika i njegove specifi€nosti za tumorske stanice, o Eemu ovisi

sigurnost njegove primjene.

4.1. UCINAK FEROCENSKIH PEPTIDOMIMETIKA 1-6 NA PREZIVLJENJE STANICNIH
LINIJA HFF-1 i HepG2

U in vitro uvjetima odredena je bioloSka aktivnost ferocesenskih peptida 1-6 (slika 6) na
stani¢ne linije HFF-1 i HepG2. MTT testom utvrdena je citotoksi¢nost testiranih peptida kojima
su stanice tretirane u rastu¢im koncentraciama od 5, 10, 50, 100 i 350 uM. Rezultati
trodnevnog tretmana stanica s ispitivanim spojevima prikazani su grafi¢ki na slici 7 (a-d) kao
ovisnost prezivljenja stanica (%) o koncentraciji spojeva (uM), te u tablici 1. Dobiveni rezultati
omogucuiju izdvajanje potencijalnih spojeva za daljnje istrazivanje i primjenu, gdje se odabir
temelji na citotoksicnom potencijalu spoja odnosno utjecaju na prezivljenje ispitivanih
stanicnih linija.
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Slika 7. Utjecaj ferocenskih konjugata Ac-L-Ala—NH-Fn—NH-L-Val-Boc (1), Ac-D-Ala—NH-Fn—-NH-D-Val-Boc (4), Ac-L-Ala-NH-Fn—NH-L-
Leu-Boc (2), Ac-D-Ala—NH-Fn—-NH-D-Leu-Boc (5), Ac-L-Ala-NH-Fn—-NH-L-Phe-Boc (3) i Ac-D-Ala—NH-Fn—-NH-D-Phe-Boc (6) na
prezivljenje stanicnih linija HFF-1 [(a) i (b)] i HepG2 [(c) i (d)] u koncentracijama od 5 do 350 uM. Svaka tocka prikazana je kao srednja

vrijednost + S.D. dvije bioloSke replike (N=2, n=4).

15



Iz rezultata prikazanih na slici 7. mozemo zaklju€iti da svi ispitivani ferocenski
peptidomimetici utje€u na prezivljenje stani¢nih linija HFF-1 i HepG2. Njihov inhibitorni u€inak
povecava se s poveéanjem koncentracije u svim sluajevima, uz manja odstupanja kod Val-
konjugata (1, 4) gdje je veée prezivljenje stanica zapazeno pri 50 yM koncentraciji u odnosu
na 100 uM pri tretmanu HFF-1 stani¢ne linije (slika 7a,b; tablica 1).

Medu ispitivanim spojevima, najviSe se istiCu Phe-konjugati (3, 6) koji su pokazali
najjace inhibicijsko djelovanje na rast obje ispitivane stani¢ne linije. Tretiranje HFF-1 stanica
s Ac-L-Ala—NH-Fn-NH-L-Phe-Boc (3) u koncentraciji 350 uM dovelo je do odumiranja 93,96
% pocetne kulture stanica (slika 7a), odnosno postotak preZivljenja iznosio je 6,04 + 2,58 %.
Toksi¢no djelovanje L-peptida 3 prisutno je i kod HepG2 stanica gdje pri 350 uM koncentraciji
postotak prezZivljenja iznosi 4,03 + 3,91 % odnosno odumrlo je 95,97 % pocetne kulture stanica
(slika 7c), Sto je ujedno i najjace izmjereno toksic¢no djelovanje (tablica 1). Navedeni rezultati
ukazuju na antiproliferativni uc€inak homokiralnog konjugata Ac-L-Ala—NH-Fn—-NH-L-
Phe—Boc (3) koji u visokoj mjeri utje€e na smrt tumorskih stanica HepG2. Tumorska stani¢na
linija se pokazala se nesto osjetljivijom od zdrave stani¢ne linije, Cije se prezivljenje takoder
drasti€no smanjilo nakon tretmana, $to ukazuje da djelovanje spoja nije specificno samo za
tumorsku stanicnu liniju.

Ucinak Ac-D-Ala—NH-Fn—-NH-D-Phe-Boc (6) na ispitivane stanicne linije rezultirao je
vec¢om osjetljivoséu tumorske staniéne linije jer je pri koncentraciji od 350 UM postotak
prezivljenja HepG2 stanica iznosio 9,88 + 6,95 % (slika 7d, tablica 1), a ista koncentracija
spoja utjecala je na HFF-1 stanice tako da je postotak preZivljenja stanica iznosio 36,08 + 7,88
% (slika 7b, tablica 1). Ovakvi rezultati ukazuju na terapeutski potencijal homokiralnog
konjugata Ac-D-Ala—_NH-Fn—NH-D-Phe-Boc (6) jer je njegovo djelovanje jaCe usmjereno na
tumorske stanice u odnosu na zdrave stanice, dok valja naglasiti da navedeno odumiranje
zdravih stanica nije zanemarivo. Iz navedenih rezultata mozZemo zakljuCiti da jace
antiproliferativno djelovanje ima L-peptid 3, ali je potencijal D-peptida 6 vecéi zbog boljeg
cilianog djelovanja na tumorske stanice. Potrebno je testirati djelovanje konjugata u viSe
koncentracija te provjeriti hoée li to dovesti do potpune inhibicije tumorskih stanica, a se da
pritom ne inihibira rast zdravih stanica.

Val-konjugati Ac-L-Ala-NH-Fn—-NH-L-Val-Boc (1) i Ac-D-Ala—NH-Fn—-NH-D-Val-Boc
(4) pokazuju jace toksi¢no djelovanje prema zdravim HFF-1 stanicama. Postotak prezivljenja
stanica prilikom tretmana s L-peptidom 1 pri koncentracijama od 5 do 100 uM je ispod 70 %,
dok je za iste vrijednosti koncentracija peptida postotak prezivljenja tumorskih HepG2 stanica
veci od 80 %. Tretmanom u maksimalnoj koncentraciji L-peptida 1 od 350 uM dolazi do naglog
pada postotka prezivljenja HepG2 stanica s 82,20 + 25,70 % pri 100 uM na 39,08 £ 15,07 %

pri 350 pM. Konjugat 1 pokazuje znacajnije antiproliferativno djelovanje tek pri viSim
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koncentracijama. Nepozeljno je $to su zdrave stanice osjetljivije na tretman s konjugatom 1 u
odnosu na tumorske stanice, $to je vidljivo iz postotka prezivljenja HFF-1 stanica koji pri
najvisoj koncentraciji L-peptida 1 iznosi 31,22 £ 4,70 % (tablica 1).

Naime, slabiji inhibitorni utjecaj zapazen je kod peptida Ac—D-Ala—NH-Fn—NH-D-
Val-Boc (4) gdje je uoCen slabiji pad postotka prezivljenja tumorskih, ali i zdravih stanica
prilikom tretmana u rastu¢im koncentracijama od 5 pM do 350 uM u odnosu na njegov L-
enantiomer 1. PreZivljenje zdravih stanica pri maksimalnoj koncentraciji (350 pM) iznosilo je
36,10 £ 2,38 %, dok je prezivljenje tumorskih stanica bilo ispod 50 %, tocnije 49,06 + 18,08 %
(tablica 1). Ovakvi rezultati indiciraju da se L-enantiomer 1 odlikuje povoljnijom konformacijom,
koja potiCe bolje biolosko djelovanje prilikom tretmana HepG2 stanica $to je klju¢no u daljnjem
dizajnu novih ferocenskih peptida.

Ispitivani enantiomerni Leu-konjugati Ac-L-Ala-NH-Fn—-NH-L-Leu—-Boc (2) i Ac—D-
Ala—NH-Fn—-NH-D-Leu-Boc (5) pokazali su zna¢ajno toksi¢no djelovanije tek pri tretmanu s
najvisom koncentracijom peptida (350 uM), a uo€en je nagli pad postotka prezivljenja stanica
izmedu tretmana s L-enantiomerom 2 u koncentracijama od 100 i 350 yM kod tumorskih
HepG2 stanica. UCinak L-enantiomera 2 uzrokovao je odumiranje 69,32 % HFF-1 stanica
odnosno postotak prezivljenja pri koncentraciji od 350 uM iznosio je 30,68 + 3,78 %. lako je
kod HepG2 stanica uoceno veée prezivljenje stanica pri maksimalnoj koncentraciji peptida,
znacajan je pad prezivljenja stanica s 73,37 + 36,33 % pri 100 uM na 35,95 + 8,35 % pri 350
MM (tablica 1).

Takav nagli pad u prezivljenju stanica moZzemo usporediti s onim kod Phe-konjugata 3 i
6 gdje je postotak prezivljenja tumorskih stanica pri tretmanu s D-enantiomerom 6 u 100 yM
koncentraciji iznosio 60,68 £ 12,75 %, a 9,88 + 6,95 u 350 pyM koncentraciji. L-enantiomer 3
jedini je od ispitivanih konjugata koji je pokazao nagli pad u preZivljenju stanica kod obje
stanic¢ne linije i njegovom primjenom zabiljezeno je najjaCe toksicno djelovanje. Poveéanjem
koncentracije peptida 3 sa 100 na 350 pyM kod zdravih stanica doSlo je do snizavanja postotka
prezivljenja s 36,34 + 3,96 % na 6,04 + 2,58 %, a kod tumorskih stanica s 46,47 £ 21,00 % na
4,03 £ 3,91 % (tablica 1). Takoder, utjecaj konjugata 2 usporediv je s konjugatom 1 zbog nagle
pojave povecanja odumiranja stanica prelaskom s upotrebe 100 yuM na 350 uM koncentraciju
peptida, Sto ukazuje da L-enantiomeri Val- i Leu-konjugata imaju vecu bioloSku aktivnost u
odnosu na svoje D-enantiomere. HFF-1 stani¢na linija pokazala se za nijansu osjetljivijom na
djelovanje Leu-konjugata 2 i Val-konjugata 1 u odnosu na D-Phe-konjugat 6, dok je najvecéa
osjetljivost zdravih stanica uo€ena kod viSih koncentracija L-Phe-konjugata 3.

Potencijal konjugata 1 i 2 o ituje se u toksi¢nom djelovanju na HepG2 stanice gdije je
potrebno istraziti u€inak viSih koncentracija peptida i uvidjeti ho¢e li postotak prezivljenja

tumorskih stanica nastaviti naglo opadati, a da pritom pad prezivljenja zdravih stanica bude
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blazi. D-enantiomer 5 pokazao je slabije antiproliferativno djelovanje u odnosu na njegov
L-enantiomer 2. Konjugat 5 ostvario je najslabiji utjecaj na tumorske HepG2 stanice u
usporedbi s ostalim ispitivanim konjugatima 1-6, gdje je postotak prezivljenja stanica pri 350
MM koncentraciji iznosio 61,23 £ 4,85 %. Ac-D-Ala-NH-Fn—-NH-D-Leu-Boc (5) imao je
najslabiji utjecaj na zdrave HFF-1 stanice zbog &ega je pri maksimalnoj koncentraciji od 350
MM ostvario najveéi postotak prezivljenja 49,62 + 11,92 % iz Eega mozZzemo zakljuéiti da ima
najslabije toksi¢no djelovanje (tablica 1).

Val- i Leu-konjugati 4 i 5 pokazali su inhibicijsko djelovanje, ali u znatno manjoj mjeri u
usporedbi s Phe-konjugatima (3 i 6), te se njihov u€inak na tumorske i zdrave stanice o ituje
u vecoj osjetljivosti HFF-1 stanica na ispitivane spojeve u odnosu na HepG2 stanice, zbog
Cega ih ne bismo izdvoijili kao predmet daljnjeg istrazivanja. L-enantiomeri Val-, Leu- i Phe-
konjugata 1-3 pokazuju znacajno povecCanje toksiCnog djelovanja primjenom viSih
koncentracija, ali HFF-1 stanice su ipak osjetljivije na njihovo djelovanje.

D-Phe-konjugat 6 je jedini medu testiranim spojevima koji je uzrokovao odumiranje vise
od 90 % tumorskih stanica, a da je pritom postotak preZivljenja zdravih stanica ostao iznad 35
%.

Rezultate moZemo usporediti s istrazivanjem prethodno provedenim u Laboratoriju za
organsku kemiju PBF-a (Ilvanci¢, 2022), u kojem je ispitivano djelovanje homo- i heterokiralnih
konjugata istog ferocenskog kalupa —NH-Fn—NH- simetri€no disupstituiranog s Val, Leu
odnosno Phe na prezivljenje stani¢nih linija HeLa, MCF-7, HepG2. HepG2 stanice pokazale
su se najotpornijima odnosno nijedan spoj nije pokazao inhibicijsko djelovanje prema stani¢noj
liniji HepG2. Najboljim se pokazao L-Leu konjugat (Ac-L-Leu—NH-Fn—-NH-L-Leu-Boc) uz
prezivljenje 39,73 % MCF-7 stanica. Homo- i heterokiralni Phe-konjugati djeluju letalno, a valja
istaknuti heterokiralni konjugat (Ac-L-Phe-NH-Fn-NH-D-Phe-Boc) koji pri 50 uM
koncentraciji uzrokuje smrt 82,32 % tumorskih stanica (4).

Dakle, iako se stani¢na linija HepG2 pokazala najotpornijom na djelovanje prethodno
testiranih ferocenskih peptidomimetika, istrazivanjem provedenim u sklopu ovog ZavrSnog
rada pokazan je potencijal novih biokonjugata koji su pri visokim koncentracijama uzrokovali
skoro potpunu inhibiciju rasta tumorskih stanica $to ukazuje na uspjesnost optimizacije sinteze

navedenih spojeva.
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Tablica 1. Prikaz postotka prezivljenja (%) HFF-1 i HepG2 stani¢nih linija u ovisnosti o koncentraciji peptida 1-6 (crveno oznacene vrijednosti se
spominju u tekstu).

Ferocenski peptidi Postotak preZ|vaenj(§A,I;lFF-1 stani€ne linije Postotak prezwljenj(ao/l-;epGZ stani€ne linije
0
Koncentracija peptida (uM) 5 10 50 100 350 5 10 50 100 350

Ac-L-Ala—NH-Fn—-NH-L-Val-Boc (1) 66,27 60,96 48,03 48,26 31,22 101,63 103,32 95,69 82,20 39,08

Ac-L-Ala-NH-Fn—-NH-L-Leu-Boc (2) 64,70 56,75 43,30 38,57 30,68 116,01 112,45 90,14 73,37 35,95

Ac-L-Ala—NH-Fn—-NH-L-Phe—-Boc (3) 70,29 61,35 39,54 36,34 6,04 120,90 119,12 75,75 46,47 4,03

Ac-D-Ala—NH-Fn-NH-D-Val-Boc (4) 57,25 53,26 42,20 43,89 36,10 85,55 80,78 77,03 68,36 49,06

Ac-D-Ala—NH-Fn-NH-D-Leu-Boc (5) | 66,59 56,09 46,30 41,17 49,62 94,21 91,10 85,56 83,90 61,23

Ac-D-Ala—NH-Fn-NH-D-Phe-Boc (6) | 58,07 57,46 40,89 36,48 36,08 97,49 96,61 69,47 60,68 9,88
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4.2. UCII‘{AK STANDARDNOG KEMOTERAPEUTIKA ADRIAMYCINA NA
PREZIVLJENJE STANICNIH LINIJA HFF-1 | HepG2

Standardni kemoterapeutik adriamycin (slika 8) koristili smo kako bismo usporedili
antiproliferativno djelovanje novosintetiziranih peptidomimetika 1-6 s lijekom koji je vec¢ u
Sirokoj primjeni za lije€enje karcinoma.

H,C

OH ~
Slika 8. Prikaz strukture adriamycina (ChemDraw).

HFF-1 i HepG2 stanice tretirali smo s adriamycinom u €etiri koncentracije (5, 10, 50, 100
MM) tijekom 72 sata. MTT metodom odredili smo citotoksi¢nost ispitivanog kemoterapeutika,

a dobiveni rezultati prikazani su na slici 9. kao ovisnost preZivljenja stanica (%) o koncentraciji
kemoterapeutika (uM).

100+ . :

T -~ adriamycin-HFF-1
g 80 - adriamycin-HepG2
=
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w

2

s N

=

N 204

@

a

0 |
5 10 50 100
c[uM]

Slika 9. Utjecaj standardnog kemoterapeutika adriamycina na prezivljenje HFF-1 ili HepG2
stanica. Svaka toc¢ka prikazana je kao srednja vrijednost £ S.D. dvije bioloSke replike
(N=2, n=4).
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Prema rezultatima prikazanim na slici 9. mozemo zakljuiti da je inhibitorno djelovanje
adriamycina znatno jaCe utjeCe na prezivljenje HFF-1 i HepG2 stanica ve¢ pri nizim
koncentracijama u odnosu na utjecaj ferocenskih peptida 1-6. Postotak prezivljenja za HepG2
stani¢nu liniju iznosi 0,5-4,8 %, a za HFF-1 stani¢nu liniju 7,47-13,65 %. Prednost adriamycina
u odnosu na ferocenske konjugate 1-6 je Sto ve¢ pri manjim dozama ima znacajno citotoksi¢no
djelovanje. Cilj daljnjeg istrazivanja ferocenskih konjugata trebao bi se usmijeriti na
optimizaciju djelotvornosti pri nizim koncentracijama spoja kako bi mogli konkurirati

standardnim kemoterapeuticima.

4.3.  UCINAK HOMOKIRALNIH FEROCENSKIH PEPTIDOMIMETIKA NA
MORFOLOGIJU HFF-1 | HepG2 STANICA

Za najucinkovitije Phe-peptide 3 i 6 razjasnjen je ucinak na morfologiju HFF-1 i HepG2
stanica. lzgled stanica i njihova brojnost praceni su inverznim mikroskopom prije i nakon
trodnevnog tretmana s ispitivanim spojevima kao $to je prikazano na slici 10.

HFF-1 stanice odlikuju se karakteristitnom morfologijom fibroblasta, gusto prekrivaju
podlogu i ¢vrsto su pri¢vr§cene za nju, kao $to je prikazano na slici 10. netretiranih stanica.

Utjecaj Ac-L-Ala_NH-Fn—-NH-L-Phe—-Boc (3) na fibroblaste ocCituje se u potpunom
gubitku karakteristicnog oblika i morfologije stanica fibroblasta iz ¢ega zakljuCujemo da je
vecina stanica odumrla. Takvi rezultati ukazuju nam da spoj 3 ima velik antiproliferativan
ucinak na zdrave stanice $to je nepozeljno.

Konjugat Ac-D-Ala—NH-Fn—-NH-D-Phe-Boc (6) povoljnije utje€e na morfologiju a time i
na prezivljenje stanica fibroblasta u odnosu na njegov L-enantiomer 3 jer oblik stanica ostaje
ocCuvan i manje je mrtvih stanica. Prikazani rezultati u korelaciji su s rezultatima MTT testa iz
Cega se moze zaklju€iti da je antitumorski potencijal D-konjugata 6 veci zbog smanjenog
utjecaja na prezivljenje i morfologiju zdravih HFF-1 stanica.

Razlike u izgledu izmedu tretiranih i netretiranih HepG2 stanica jasno su vidljive na slici
10. Kod netretiranih stanica prisutna je karakteristicna epitelna morfologija, stanice su
grupirane u nakupine i ¢vrsto pri¢vrs¢ene uz podlogu. Morfologija tretiranih stanica ocituje se
u gubitku epitelnog oblika uz razbijanje stani¢nih nakupina dok je brojnost stanica vidno
naruSena. Ovakav utjecaj ferocenskih peptidomimetika na morfologiju ukazuje da je doslo do
odumiranja stanica. Usporedbom djelovanja enantiomernih konjugata 3 i 6 mozemo zakljuciti
da spoj 3 ima jacu antiproliferativnu aktivnost protiv tumorskih stanica jer je imao vedéi utjecaj

na morfologiju i brojnost stanica Sto je u skladu s rezultatima MTT testa.
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spoj 3, 350 uM netretirane

spoj 6, 350 uM

Slika 10. Morfologija HFF-1 i HepG2 netretiranih stanica i stanica tretiranih peptidima
Ac-L-Ala—NH-Fn-NH-L-Phe-Boc (3) i Ac-D-Ala—NH-Fn—-NH-D-Phe-Boc (6) u 350 uM

koncentraciji, pracena inverznim mikroskopom (vlastita fotografija).
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovu objedinjenih rezultata bioloSke evaluacije moze se zakljucit sljedece:

1.

Antiproliferativni u¢inak ispitivanih ferocenskih peptidomimetika na stani¢ne linije HFF-
1 i HepG2 ovisi 0 primijenjenoj koncentraciji odnosno dozi spoja, pri Eemu se preziv-
lienje stanica smanjuje proporcionalno povecéanju koncentracije spoja.

L-enantiomeri Val- i Leu-konjugata (1, 2) odlikuju se veéim toksi¢nim djelovanjem u
odnosu ha svoje D-enantiomere (4, 5) pri koncentraciji od 350 uM.

Leu-konjugat 5 pokazao je najslabiji inhibitorni utjecaj na rast stanica te u usporedbi s
ostalim ispitivanim peptidima ima najslabije antiproliferativho djelovanije.
Enantiomerni peptidi Ac—L-Ala—NH-Fn—NH-L-Phe-Boc (3) i Ac-D-Ala—NH-Fn-
NH-D-Phe-Boc (6) s hidrofobnim i voluminoznim benzilnim bo¢nim ograncima poka-
zali su najjaci inhibitorni utjecaj na rast zdravih i tumorskih stanica. Pri tom je
L-enantiomer 3 pokazao najjaCe toksi¢no djelovanje, dok je D-enantiomer 6 jedini bio-
konjugat koji dovodi gotovo do potpune inhibicije rasta tumorskih stanica, a da pritom
ima blazi toksi¢ni utjecaj na zdrave stanice.

Najprimjetnije morfoloske promjene koje podrazumijevaju smanjenje brojnosti stanica
i promjenu oblika stanica zapaZene su kod L-Phe-peptida 3, $to je u korelaciji s rezul-
tatima MTT testa.

Optimizacijom sinteze postignut je inhibitorni ucinak ferocenskih peptidomimetika na
rast HepG2 stanicne linije, koja se u prethodnim istrazivanjima pokazala otpornom na

djelovanje ferocenskih peptida.
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