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1. UvOD

1.1. Tumori

Tumor ili neoplazma je nakupina atipi¢nih stanica odredenog tkiva koja nastaje
narusavanjem temeljnih regulacijskin mehanizama stanice. Razlikujemo benigne (dobroc¢udne) i
maligne (zlo¢udne) tumore. Benigni tumor je lokaliziran, odnosno ogranic¢en na svoje izvorno tkivo
te za razliku od malignih tumora, nema sposobnost §irenja i metastaziranja u susjedna niti udaljena
tkiva. Obi¢no ga je moguce kirurski ukloniti (Umar i sur. 2012; Cooper i Hausman 2004). Maligni
tumori predstavljaju veliku opasnost za ljudski Zivot zbog svoje sposobnosti Sirenja i
metastaziranja u udaljene dijelove tijela. Nazivamo ih jo§ i invazivnim tumorima. Tri kljuéna
procesa za odrzavanje broja stanica u nekom tkivu su proliferacija, diferencijacija i smrt stanice. U
normalnim su tkivima navedeni procesi u ravnotezi, dok kod tumora dolazi do narusavanja njihove
ravnoteze. Tumori se Klasificiraju prema tipu stanica iz kojih nastaju. Kod ljudi je najucestaliji

karcinom, tumor nastao iz epitelnih stanica (Hassanpour i Dehghani 2017).

Ideja tumora kao bolesti datira od davne 400. godine pr. Kr., kada je Hipokrat, otac
medicine, prvi put opisao i imenovao ovu skupinu oboljenja (Anand i sur. 2022). Postoje brojni
dokazi koji ukazuju da je za nastanak tumora dovoljna maligna transformacija samo jedne stanice.
Nastali neoplasticni klon karakteriziraju brojne epigenetske i genetske promjene te ¢e u konacnici
prevladati klonovi stanica s onim promjenama koje nose selektivnu prednost. Stoga tumor, iako
nastaje iz jedne ishodiSne stanice, zavrSava kao masa heterogenih stanica s razli¢itim klonovima.
Stanice s naruSenim temeljnim regulacijskim mehanizmima rasta i proliferacije postaju tumorske
stanice (Ponder 2001). Proces nastanka tumora naziva se karcinogeneza. Osnovni koraci u
nastanku tumora su inicijacija, promocija i progresija. U fazi inicijacije dolazi do promjene
normalne stanice u takozvanu dormantnu tumorsku stanicu. Takva promjena moze biti potaknuta
izlaganjem odredenom kancerogenom agensu ili moze nastati spontano. Inicijacija je ireverzibilan,
brz proces koji je nasljedan jer inicirana stanica prenosi nastalu malignu promjenu na stanice kéeri.
Nastale promjene ukljucuju aktivaciju odredenih onkogena i/ili inaktivaciju odredenih tumor
supresorskih gena, Sto rezultira naruSavanjem regulacije signalnih puteva povezanih s
proliferacijom, diferencijacijom i smrti stanice. Vec¢i dio dormantnog perioda karcinogeneze odnosi
Se na promociju; sporiji, stupnjeviti proces koji moze biti djelomi¢no reverzibilan. Stanica u fazi
promocije kao posljedica genomske nestabilnosti nakuplja dodatne mutacije od kojih su neke

usputne (engl. passenger) mutacije koje ne nose selektivnu prednost te nisu vazne za napredovanje



tumora, dok su druge pokretacke (engl. driver) mutacije koje nose selektivnu prednost te su vazne
za napredovanje tumora (Weinberg 2007). Progresija predstavlja posljednji korak neoplasti¢ne
transformacije koja kod ljudi moze trajati dugi niz godina. U stanici tumora se tada dogadaju
brojne genetske i fenotipske promjene koje joj osiguravaju pokretljivost, sposobnost invazije i

metastaziranja te kona¢no dovode do ubrzanog Sirenja tumora u organizmu (Siddiqui i sur. 2015).

Tumor zahvaljujuéi prikupljenim mutacijama nije ovisan o signalizaciji faktorima rasta, $to
mu omogucava ubrzanu i nekontroliranu proliferaciju. Druge bitne karakteristike tumorskih stanica
su inhibicija supresivnih signala diobe, replikativna besmrtnost, izbjegavanje programirane smrti
stanice (apoptoze), poticanje vlastite angiogeneze, sposobnost invazije i metastaziranja,
izbjegavanje imunoloS$kog sustava te velika genetska nestabilost uzrokovana nakupljanjem

mutacija (Slika 1) (Anand i sur. 2022; Hanahan i Weinberg 2011).
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Slika 1. Shematski prikaz molekularnih dogadaja koji dovode do transformacije normalne u
tumorsku stanicu (gornji dio prikaza), te zajednic¢kih karakteristika stanica tumora (donji dio

prikaza) (preuzeto i prilagodeno prema Anand i sur. 2022).



1.2. LijeCenje tumora

Rak (bolest uzrokovana malignim tumorom) je ozbiljan zdravstveni problem koji prema
Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (WHO, engl. World Health Organization) pripada vodeé¢im
uzrocima smrtnosti u svijetu (Garc i sur. 2018). Svake godine ova bolest uzrokuje smrt vise
milijuna ljudi diljem svijeta. 2020. godine dijagnosticirano je oko 19,3 milijuna ljudi oboljelih od
raka od kojih je oko 10 milijuna zavr$ilo smrtnim ishodom. O ozbiljnosti ove bolesti govori
¢injenica da je trenutno u svijetu vise od polovice svih klinickih ispitivanja usmjereno na lijecenje
raka. Kemoterapija, radioterapija i kirur§ko odstranjenje tumora su desetlje¢ima unazad bili jedini
pristupi koji su se koristili u lijeCenju razli¢itih vrsta raka (Debela i sur. 2021). Kirursko se
uklanjanje tumora smatra najboljim pristupom u lijeenju tumora u ranoj fazi napredovanja bolesti
(Debela i sur. 2021), no moguénost njegova izvodenja uvelike ovisi o veli¢ini i smjeStaju
tumorskog tkiva unutar organizma (Loktionov 2004). Radioterapija i kemoterapija pripadaju
konvencionalnim, neselektivnim terapijama zbog sposobnosti indukcije smrti svih intenzivno
proliferiraju¢ih stanica, neovisno o tome radi li se o tumorskom ili zdravom tkivu. Posljedi¢no,
uzrokuju teSke nuspojave koje ukljuCuju narusavanje mentalnog i tjelesnog stanja bolesnika
(Anand i sur. 2022). Nadalje, jedna od posljedica koriStenja kemo- i radioterapije je razvoj
otpornosti tumora na terapiju. S ciljem poboljsanja lijeCenja i smanjenja pojave otpornosti tumora
na terapiju, koriste se razli¢ite kombinacije terapijskih pristupa. Osim navedenih konvencionalnih
terapija, u posljednjih je nekoliko godina, zahvaljuju¢i velikim napretcima u imunologiji,
molekularnoj biologiji i virologiji, velika paznja usmjerena ka bioloSkim terapijama (Schirrmacher
2019). Koriste se razli¢ite ciljane terapije usmjerene na specificne signalne molekule, zatim
hormonske terapije usmjerene na aktivnost hormona ukljuéenih u razvoj tumora te imunoterapije
usmjerene na aktivaciju imunoloskog sustava u svrhu prepoznavanja i uklanjanja tumorskih
stanica. Takoder se sve veci znacaj pridaje personaliziranoj medicini-onkologiji koja se temelji na
izradi molekularnog profila tumora i odabira lijeka koji najvise odgovara karakteristikama tumora

individualnog bolesnika, ¢ime se uvelike pobolj$ava kvaliteta lijeCenja (Anand i sur. 2022).

1.2.1 Kemoterapija

U Kklinici se, unato¢ povecanoj upotrebi ciljanih terapija unazad nekoliko godina, i dalje
uvelike primjenjuje kemoterapija. Kemoterapija se u svrhu lijeCenja raka pocela koristiti u
dvadesetom stolje¢u. Tijekom Drugog svjetskog rata dolazi do velikih otkri¢a i istrazivanja
kemoterapeutika kroz Cetiri programa, koja su 1955. godine omogucila osnivanje Nacionalnog

Instituta za kemoterapiju raka (Anand i sur. 2022; Chu 2008). Pocetkom dvadesetog stoljeca Paul



Ehrlich, slavni njemacki kemicar, uvodi pojam kemoterapija. Definira ga kao upotrebu kemikalija
za lijeCenje odredenih bolesti, a u¢inkovitost kemikalija je ispitivao na zivotinjskim modelima. Bio
je fokusiran na istrazivanje potencijalnog lijeCenja zaraznih bolesti kao $to je sifilis, no njegova
otkri¢a su imala veliki utjecaj na daljnje istrazivanje kemoterapeutika u svrhu lijeCenja tumora. Do
sredine dvadesetog stoljeca u lijeCenju tumora su dominirali radioterapija i operativni zahvat, no
veliki su problem predstavljale zaostale mikrometastaze. Taj se problem poceo smanjivati
kombinacijom radioterapije i/ili operativnog zahvata s kemoterapeuticima. Nadalje, kemoterapija
se pocinje primjenjivati kao dodatna terapija nakon (adjuvantna) ili prije (neoadjuvantna)
operativnog zahvata. Adjuvantna kemoterapija Se primjenjuje s ciljem unisStenja zaostalih
mikrometastaza nakon operativnog zahvata, dok se neoadjuvantna kemoterapija primjenjuje s
ciljem smanjenja tumorske mase u svrhu lakSeg kirurS§kog odstranjenja tumora (Chu 2008).
Kemoterapija se moze definirati kao terapija u kojoj se koriste kemikalije u svrhu inhibicije
malignih stanica tumora, ¢ija era koriStenja zapoc¢inje 40-ih godina dvadesetog stolje¢a upotrebom
antifolata i duSikovog iperita, spoja ¢ija je uloga kemijskog oruzja u Prvom svjetskom ratu
prenamijenjena u antitumorsko djelovanje (Alam i sur. 2018; Chabner i Roberts 2005). Sredinom
50-ih godina dvadesetog stolje¢a dolazi do sinteze S-fluorouracila, analoga uracila i prvog
kemoterapeutika koji je za razliku od tada koristenih kemoterapeutika za lije¢enje hematoloskih
karcinoma, usmjeren protiv niza solidnih tumora. Sinteza ovog kemoterapeutika je ostvarena
zahvaljujuci otkri¢u jedinstvenog biokemijskog puta u hepatomu Stakora, gdje je primije¢en

povecan unos i iskoristavanje uracila u tkivu tumora u odnosu na normalno tkivo (Chu 2008).

Kemoterapeutici se Kklasificiraju na razli¢ite nacine, npr. na temelju kemijske prirode, ciljne
molekule, u¢inkovitosti i principa djelovanja protiv malignih tumora. To su citostatici koji djeluju
na ciklus stanice (Slika 2) onemogucavajuéi njen rast i proliferaciju na razli¢ite nacine kao §to su
npr. stvaranje adukata DNA, djelovanje na membranske pumpe te inhibicija djelovanja enzima
bitnih za pravilnu replikaciju i popravak DNA (Schirrmacher 2019). Jedni od glavnih
kemoterapeutika su alkiliraju¢i agensi koji se preko alkilne skupine kovalentno vezu na DNA i
time stvaraju adukte. Dolazi do pogresnog sparivanja i loma lanaca DNA §to naposljetku dovodi do
nemogucnosti diobe stanice. To su primjerice klorambucil, doksorubicin, ciklofosfamid te lijekovi
koji sadrze platinu kao S$to su cisplatina, karboplatina i oksaliplatina. Druga skupina
kemoterapeutika su antimetaboliti koji inhibiraju sintezu nukleinskih kiselina zahvaljujuéi svojoj
strukturnoj sli¢nosti odredenim endogenim molekulama. To su primjerice metotreksat i ranije
spomenuti  5-fluorouracil. Ostali primjeri znacajnih kemoterapeutika su kortikosteroidi,

antitumorski antibiotici kao $to je mitomicin-C, vinka alkaloidi kao §to su vinblastin i vinkristin,



taksani npr. paklitaksel, inhibitori topoizomeraraza koji ukljucuju antracikline npr. epirubicin,

doksorubicin te kamptotecine npr. irinotekan i topotekan (Anand i sur. 2022).
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Slika 2. Razli¢ite vrste kemoterapeutika koriStenih za lijeCenje tumora (preuzeto i prilagodeno

prema Anand i sur. 2022).

1.2.1.1. loni prijelaznih metala u kemoterapiji

Toni prijelaznih metala imaju bitnu ulogu u biolo§kim sustavima, gdje kataliziraju toksi¢ne
reakcije u stanici te se ujedno koriste i kao kofaktori (npr. kationi nikla, Ni?* i bakra, Cu®*) u
biolo§kim reakcijama. Metali imaju sposobnost stvaranja pozitivnog naboja u bioloskim
teku¢inama $to omogucava stvaranje veze izmedu bioloskih molekula bogatih elektronima kao §to
su DNA i proteini. Spoznaja da metali imaju razli¢ite funkcije u bioloskim sustavima dovela je do
sljedecih pitanja: postoji i moguénost ugradnje iona metala u lijekove? Mogu li se koordinacijski
spojevi prijelaznih metala koristiti kao potencijalni kemoterapeutici u lijeCenju tumora? Odgovor
na navedena pitanja pokuSava dati medicinska anorganska kemija. To je relativno mlada

znanstvena disciplina koja se koristi za uvodenje metalnih iona u bioloski sustav covjeka Sto je



uvelike iskoriSteno u terapijske i dijagnosticke svrhe. Jedan od najstarijih, ali i najuspje$nijih
lijekova na bazi metala (platine) je cisplatina. Smatra se konvencionalnom terapijom za lijeCenje
Sirokog spektra tumora. Cesto se koristi kao adjuvantna i neoadjuvantna terapija. Mehanizam
djelovanja cisplatine uklju¢uje vezanje kationa platine (Pt**) na dusi¢ne baze u molekuli DNA,
obi¢no na N7 poziciju adenina ili gvanina, Sto rezultira stvaranjem adukata DNA koji zajedno sa
signalnim putevima aktiviranim kao odgovor na cisplatinu dovode do apoptoze stanice (Mjos i
Orvig 2014). Aktivni se oblik cisplatine osim na nukleinske kiseline moze vezati i na druge
bioloske molekule u stanici kao §to su aminokiseline, peptidi (npr. glutation) i proteini, od kojih se
uvelike isti¢u metalotioneini (Brozovic i Osmak 2010). Otpornost na lijekove (kemoterapeutike ifili
ciljane lijekove) koja se moze razviti prije terapije (urodena, intrinzi¢na otpornost) ili nakon
terapije, odnosno djelovanja lijeka (steCena, ekstrinzi¢na otpornost) odgovorna je za najveci udio
(do 90%) smrtnosti bolesnika oboljelih od malignih tumora (Wang i sur. 2019). Neki od moguc¢ih
mehanizama stjecanja otpornosti tumora na kemoterapeutike su razlicite epigenetske promjene,
mutacije gena, mijenjanje mete i metabolizma lijeka, povecano izlu¢ivanje lijeka, pojacan
mehanizam popravka DNA te supresija apoptoze (Mansoori i sur. 2017). Razvojem anorganske
kemije napreduje sinteza novih spojeva, potencijalnih kemoterapeutika na bazi metala, ali jo$
uvijek nisu otkriveni visoko ucinkoviti lijekovi protiv invazivnih, metastatskih tumora. Stoga je
potreba za kombinacijom razli¢itih lijekova i sintezom novih spojeva poboljsanog dizajna

neophodna (Mansoori i sur. 2017; Mjos i Orvig 2014).

1.2.2. Heterobimetalni kompleksi kao potencijalni antitumorski lijekovi

Unato¢ Sirokoj primjeni cisplatine i drugih lijekova na bazi metala, vecina je dana$njih
lijekova bioloskog ili organskog porijekla. Cesto se i dan danas potencijalni lijekovi na bazi metala
otkrivaju U manjim istrazivackim ili akademskim grupama, nakon ¢ega farmaceutske kompanije
razvijaju tzv. metalolijek pogodan za daljnja ispitivanja (Mjos i Orvig 2014). Kao $to je spomenuto
u poglavlju 1.2.1.1., veliku ulogu u pocecima razvoja i upotrebe metalnih kompleksa u terapeutske
svrhe imao je Paul Ehrlich. Zasluzan je za sintezu metalnog kompleksa arsfenamina poznatog i pod
nazivom spoj 606 ili Salvarsan, koji je najraniji primjer metalnog kompleksa definirane strukture
koji se do otkri¢a penicilina primjenjivao za lijeCenje sifilisa. Godinama kasnije dolazi do otkrica
cisplatine, $to je dodatno potaknulo sintezu i istraZivanje moguée upotrebe razli¢itih metalnih
kompleksa u terapeutske svrhe. Aktivnost i biofizikalna svojstva metalnih kompleksa ovise o
raznim ¢imbenicima kao $to su npr. vrsta koordiniranih liganada, koordinacijska geometrija te vrsta

samog metala i njegovo oksidacijsko stanje. Takoder, prednosti metalnih kompleksa u odnosu na



organske molekule su raznovrsnija geometrija koja moZe pokriti $iri farmakoforni prostor te
moguénost stvaranja veceg broja stereoizomera, a posljedica su metala u strukturi bioloski aktivnog
spoja (Slika 3) (Karges i sur. 2021). Razvoj koordinacijske kemije omogucio je bolji dizajn spojeva
u svrhu shvacanja njihovog djelovanja, smanjenja ozbiljnih nuspojava te uspostave vece
specifi¢nosti za tumorsko tkivo (Mjos i Orvig 2014). Zbog istaknutog znacaja metalnih iona u
bioloskim procesima, sintetiziraju se razliiti metalni kompleksi s visokom selektivnosti,
citotoksi¢nosti i antimetastatskom aktivnosti. Jedna od obecavajuéih strategija je sinteza
heterobimetalnih kompleksa, odnosno ugradnja drugog metalnog centra s razli¢itim bioloSkim
metama ¢ime bi se potencijalno mogli prevladati nedostaci cisplatine i njezinih analoga te uvelike
poboljsati u¢inkovitost lije¢enja. Takvi se spojevi kao potencijalni antitumorski lijekovi istrazuju
ve¢ duzi niz godina (Patra i Gasser 2017; Mjos i Orvig 2014). Heterobimetalni kompleksi platine i
drugih metala (npr. srebra, rutenija, paladija, zeljeza, bakra) pokazali Su znacajan citotoksicni
uc¢inak na stanice tumora. Primjerice, heterobimetalni kompleks platine i srebra pokazao je visoki
citotoksi¢ni ucinak na stanice raka jajnika (Melounkova i sur. 2021). Svoj potencijal kao moguéi
antitumorski lijekovi pokazali su i razli¢iti heterobimetalni kompleksi koji ne ukljucuju platinu, kao
i derivati ferocena (Patra i Gasser 2017).
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Slika 3. Geometrija organskih i metalnih kompleksa: a) linerana, planarna, tetraedarska geometrija
organskih spojeva sa srediSnjim ugljikovim atomom; b) kvadratno planarna, trigonalno
bipiramidalna, kvadratno piramidalna, oktaedarska, "sendvi¢" i"polu-sendvi¢" geometrija metalnih

kompleksa (preuzeto iz Karges i sur. 2021).



1.2.2.1. Ferocen i njegovi derivati

Ferocen (bis(n®-ciklopentadienil)zeljezo(Il)) je vrlo =znaCajan pripadnik skupine
metalocena, organometalnih spojeva s dva ciklopentadienilna liganda vezana za atom metala
(Gasser i sur. 2011). Struktura "sendvi¢a" ferocena uklju¢uje sredi$nji metalni kation (Fe?*) na koji
su organometalnom vezom vezana dva ciklopentadienilna aniona (Slika 4a). Oni se sastoje od 6x
delokaliziranih elektrona koje doniraju Fe(Il) kationu, $to mu omogucava postizanje elektronske
konfiguracije plemenitog plina (Astruc 2017). Ovaj je spoj prvi put sintetiziran 1951. godine,
otkada se njegovi derivati intenzivno proucavaju kao potencijalni kandidati u lije€enju tumora te
razli¢itih bakterijskih i parazitskih bolesti. Karakterizira ga intertnost u vodi i zraku, topivost u
organskim otapalima kao §to su benzen i alkohol, netopivost u vodi, termodinamicka stabilnost do
400°C te jednoelektronska oksidacija kojom nastaje stabilni produkt, ferocenijev kation (Fc*).
Derivati ferocena su vrlo znacajni ligandi u koordinacijskoj kemiji, a od bioloski aktivnih spojeva
koji u strukturi sadrze ferocen isti¢u se ferokin (Slika 4b) i ferocifen (Slika 4c) koji se uvelike

proucavaju u lije¢enju malarije i raka (Astruc 2017; Patra i Gasser 2017).
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Slika 4. Ferocen (a) i derivati ferocena: ferokin (b) i ferocifen (c) (preuzeto iz Patra i Gasser 2017).

Ferocen je zbog svojih brojnih, znacajnih svojstava kao $to su pogodna elektrokemijska svojstva,
sposobnost reagiranja s bioloskim supstratima, lipofilnost te stabilnost u vodi i zraku, pronasao
primjenu u razli¢itim podruc¢jima kemije i medicine. Uvodenje ferocenske skupine u kemijske
strukture potencijalnih kandidata za lijekove ili u kemijske strukture spojeva koji su odobreni za
klini¢ku primjenu predstavlja mogucnost pronalaska ucinkovitijih lijekova za lijeCenje razli¢itih
bolesti ukljucujuéi i rak. Kao potencijalni antitumorski lijekovi se krajem 70-ih godina dvadesetog
stolje¢a poCinju sintetizirati spojevi s ferocenom kao strukturnom podjedinicom. Prvi takvi
sintetizirani derivati ferocena sadrzavali su amidnu ili amino skupinu te su bili namijenjeni za
lije¢enje limfocitne leukemije. Nakon toga su uslijedila istraZivanja antitumorskih svojstava
ferocenskih soli za koje je dokazana ucinkovitost protiv Ehrlichovih ascitesnih tumora (EAT, engl.

Ehrlich ascites tumor) (Patra i Gasser 2017). Kopf-Maier i sur. su 1984. godine na miSevima s



EAT-om pokazali da je primjena soli oksidiranih oblika ferocena s razli¢itim anionima uzrokovala
prezivljenje do 83% miSeva (u odnosu na miSeve bez tretmana), dok primjena ferocena kao
neutralne molekule nije pokazala antitumorski ucinak protiv EAT. Nakon toga zapocinje
intenzivno traganje za $to ucinkovitijim derivatima ferocena u lijeCenju tumora kao §to je npr.
sinteza konjugata ferocena s peptidima ili bioloski aktivnim molekulama (Links 2011). Krajem
dvadesetog stoljeca otkriveno je da derivati ferocena mogu ostvariti svoje citotoksi¢no djelovanje
stvaranjem reaktivnih kisikovih radikala, S$to je dodatno potaknulo istrazivanje njihovih

antitumorskih sposobnosti (Astruc 2017; Patra i Gasser 2017).
1.2.2.2. Uvodenje ferocena u bioloski aktivne spojeve

Ferocen se u strukturu bioloski aktivnih spojeva uvodi: 1) bioizosternom zamjenom organske
(fenilne) skupine s ferocenom pri ¢emu nastali organometalni derivati pokazuju znatno bolju
sposobnost inhibicije enzima od interesa u odnosu na svoje organske analoge (Slika 5a); 2) u
obliku ferocenskih prolijekova - heterobimetalni kompleksi nastali uvodenjem ferocenske skupine
u bioloski aktivne metalne komplekse predstavljaju prolijekove sa sposobno$¢u aktivacije
elektrofilnih oblika ferocena i drugog metala ukljuéenog u njihovu strukturu (Slika 5b); 3) kao
fotoaktivni heterobimetalni kompleks - bimetalni kompleks je intertan u osnovnom stanju, a nakon
fotoaktivacije (svjetlosne aktivacije) nastaje pobudeni kompleks koji ima moguénost stvaranja
reaktivnih vrsta kisika (ROS, engl. reactive oxygen species) koji oSte¢uju biomakromolekule
(Slika 5¢) (Patra i Gasser 2017).
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Slika 5. Uvodenje ferocena u bioloski aktivne spojeve i mehanizmi djelovanja nastalih derivata. a)

organometalni derivati; b) ferocenski prolijekovi; c) fotoaktivni heterobimetalni kompleksi

(preuzeto i prilagodeno prema Patra i Gasser 2017).
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Nastali  heterobimetalni  kompleksi (Slika 5b) kao potencijalni antitumorski
kemoterapeutici, uz ferocen koji sadrzi Zeljezo u svojoj strukturi imaju i drugi metal (obi¢no
srebro, platinu, paladij), no sve ¢esée se, u njihovu strukturu ukljuc¢uju metali poput bakra, nikla i
rutenija s ciljem postizanja vefe ulinkovitosti. Najve¢i nedostatak upotrebe takvih
heterobimetalnih kompleksa koji ukljucuju ferocensku skupinu je slabo shvacanje mehanizama
njihova djelovanja. Smatra se da svoje djelovanje ostvaruju vezanjem za bioloske makromolekule
kao $to su DNA 1 proteini dok s druge strane zahvaljuju¢i metalocenskoj strukturnoj podjedinici
mogu potaknuti stvaranje ROS-a u stanici. Navedena djelovanja dovode do smrti stanice. Prvi
takav heterobimetalni kompleks, koji je uz Zeljezo sadrzavao platinu, sintetiziran je 1988. godine.
Primjer heterobimetalnog kompleksa koji pokazuje vecu citotoksi¢nost za stanice tumora debelog
crijeva u odnosu na cisplatinu je cis-[PtClx(2-ferocenilaminoetan),] (Slika 6b). Takoder je
pokazano da dodavanje ferocenske skupine odredenim potencijalnim kemoterapeuticima koji su
ve¢ u klini¢kim ispitivanjima, kao §to je npr. kompleks rutenija (111) pod nazivom NAMI-A (nastali
spoj Fc-NAMI, Slika 6a), pospjesuje njihovu biolosku aktivnost. U svrhu potencijalne klinicke
upotrebe, bitno je detaljno ispitati i shvatiti mehanizme djelovanja takvih sintetiziranih
heterobimetalnih kompleksa (Astruc 2017; Patra i Gasser 2017).
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Slika 6. Primjeri heterobimetalnih kompleksa kao potencijalnih kemoterapeutika:

a) Na[trans-RuCls(dmso){1-ferocenil-2-(4-piridil)eten} ], Fc-NAMI; b) cis-[PtCl,(2-

ferocenilaminoetan),] (preuzeto iz Patra i Gasser 2017).
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1.3. Stanic¢ni ciklus

Stani¢ni ciklus je energetski zahtjevan proces koji predstavlja skup organiziranih dogadaja
odgovornih za pravilnu diobu stanice u dvije stanice kéeri (Diaz-Moralli i sur. 2013). To je strogo
reguliran proces koji ukljucuje rast stanice, replikaciju DNA, raspodjelu udvostru¢enih kromosoma
na stanice kceri i podjelu stanice. Za razliku od slozenog ciklusa eukariotskih stanica koji je
veéinom podijeljen na Cetiri faze (G1, S, G2 i M), ciklus bakterijskih stanica nije to¢no definiran te
vec¢inskim dijelom ukljucuje stani¢ni rast i replikaciju DNA (Lamothe i Sherratt 2019). Kod
eukariota, faze G1, S i G2 ¢ine dio ciklusa stanice koji se naziva interfaza. U fazi S (od engl.
synthesis) dolazi do replikacije genetskog materijala, u G1 i G2 (od engl. gaps) koji se nalaze
ispred faze S odnosno M (od engl. mitosis), stanica raste te se priprema za iduéu fazu. U fazi M
koja ukljucuje mitozu i citokinezu dolazi do dijeljenja stanice u svrhu stvaranja dvije stanice kceri.
Ciklus tipi¢ne proliferirajuce ljudske stanice traje 24 sata, gdje faza G1 traje oko 11 sati, faza S oko
8 sati, faza G2 oko 4 sata i faza M oko 1 sat (Schnerch 2012; Alberts i sur. 2010).

1.3.1. Regulacija stanicnog ciklusa

Stanice mogu u¢i u fazu G1 nakon zavrsetka citokineze (proliferirajuce stanice) ili iz faze
mirovanja (G0). Ulaz stanica iz faze GO u G1 potaknut je mitogenima ili faktorima rasta koji
omogucavaju prijelaz stanica kroz kontrolnu to¢ku koja se naziva restrikcijska to¢ka faze G1.
Napredovanje stanica kroz fazu G1 ovisno je o mitogenima do prijelaza G1 restrikcijske tocke.
Nakon prijelaza ove kontrolne tocke, napredovanje stanica kroz ciklus je neovisno o mitogenim
signalima (Diaz-Moralli i sur. 2013). Prijelaz stanica kroz razlicite faze ciklusa je reguliran grupom
proteina koji se nazivaju ciklini i kinaze ovisne o ciklinu (CDK, engl. cyclin-dependent kinase).
Ciklini su regulatorne podjedinice CDK koji svojim vezanjem uzrokuju njihovu konformacijsku
promjenu i aktivaciju. Dobili su ime prema ciklickim promjenama u koncentracijama koje
periodicki rastu i opadaju tijekom ciklusa (Bai i sur. 2016). Animalne stanice imaju vise razli¢itih
ciklina i CDK. Signalni put Ras/Raf/ERK omogucava sintezu ciklina D, koji zajedno sa CDK4/6
omogucava prijelaz kroz G1 restrikcijske tocke ciklusa. Za daljnje odvijanje stani¢nog ciklusa
potrebni su ciklin E koji je zajedno sa CDK2 odgovoran za napredovanje kroz kasnu G1 fazu te
prijelaz iz faze G1 u S, ciklin A koji je zajedno sa CDK2 odgovoran za napredovanje kroz fazu S te
ciklin B koji je sa CDK1 odgovoran za prijelaz iz faze G2 u M ciklusa stanice. Aktivirane CDK
poti¢u nizvodne procese fosforilacije ciljnih proteina na treoninu i serinu te tako osiguravaju

izvr$avanje dogadaja kljucnih za proliferaciju stanica (Alberts i sur. 2010).
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Ostecenjem DNA dolazi do zaustavljanja ciklusa stanice s ciljem sprje¢avanja replikacije
oste¢ene DNA 1 diobe stanice. Stoga je ciklus stanice osim pomocu vanjskih regulatora, reguliran i
unutrasnjim kontrolnim tockama koje omogucavaju popravak nastalog ostecenja. Ukoliko je
ostecenje preveliko, kontrolne to¢ke omogucavaju odlazak stanice u senescenciju ili apoptozu.
Ukoliko dode do oste¢enja DNA tijekom faze G1 ciklusa stanice, s ciljem sprjeCavanja ulaska
stanice u fazu S, dolazi do aktivacije kontrolne tocke G1/S koja se nalazi na prijelazu faze G1 u S.
U slucaju replikacijskog stresa, dolazi do aktivacije kontrolne tocke unutar faze S (engl. intra-S-
checkpoint). Zaustavljanjem replikacijskih raslji npr. djelovanjem agensa hidroksiureje dolazi do
aktivacije kontrolne tocke u fazi S, $to ¢e dovesti do zaustavljanja ciklusa stanice i nemoguénosti
ulaska u fazu G2. U slucaju oste¢enja DNA u fazi S ili G2 ciklusa, do¢i ¢e do zaustavljanja ciklusa
u kontrolnoj tocki G2/M koja se nalazi na prijelazu faze G2 u M ciklusa stanice. Glavna svrha ove
kontrolne tocke je onemoguditi diobu stanice s oStecenjem. Kontrolna tocka mitoze koja se nalazi
na prijelazu metafaze u anafazu provjerava uspjesnost vezanja kromosoma za niti diobenog vretena
§to je bitno za njihovu pravilnu raspodjelu na stanice kéeri (Alberts i sur. 2010; Cooper i Hausman
2004). Za regulaciju ciklusa stanice vazna je indukcija inhibitora kinaza ovisnih o ciklinu (CDKI,
engl. cyclin-dependent kinase inhibitor) koje omogucavaju zaustavljanje ciklusa zbog prethodno
detektiranog ostecenja u odredenoj kontrolnoj tocki. Kontrolne to¢ke ne dopustaju prijelaz u
sljedecu fazu stani¢nog ciklusa dok nisu izvrSene sve radnje iz prethodne faze te Su na taj nacin
kljucne za koordinaciju dogadaja u ciklusu koji se moraju dogadati prema to¢no odredenom redu
(Diaz-Moralli i sur. 2013; Cooper i Hausman 2004).

Brojni endogeni i egzogeni procesi kao §to su upala, ROS te ioniziraju¢e zracenje mogu
narus$iti mehanizme proliferacije stanice i ostetiti sam genom koji se dalje prenosi na stanice kceri.
U svrhu izbjegavanja nasljedivanja takvog genoma, kontrolne toCke imaju veliku ulogu u
zaustavljanju ciklusa stanice u sluéaju oste¢enja. Takvo se oSte¢enje u stanici pokuSava popraviti ili
se, ukoliko se radi o velikom i tesko popravljivom o$tecenju, potie smrt stanice. NaruSavanje
funkcije kontrolnih to¢aka dovodi do genomskih i kromosomskih nestabilnosti koje mogu dovesti
do nastanka mutacija te posljedi¢no karcinogeneze. Razumijevanje biokemije kontrolnih to¢aka i
njihove promijenjene regulacije u tumorima otvara nove mogucnosti u lije¢enju (Visconti i sur.
2016).
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1.4. Smrt stanice

Diferencijacija, proliferacija i smrt stanice predstavljaju glavne procese u regulaciji broja
stanica nekog tkiva. Smrt stanice ima veliku ulogu u odvijanju brojnih procesa kao §to su
embriogeneza, razvoj imunolo§kog sustava i odrzavanje homeostaze Citavog organizma.
Predstavlja mehanizam zastite od stani¢ne transformacije jer se promijenjene i potencijalno opasne
stanice uklanjaju iz organizma (Tait i sur. 2014). Poremecaji u mehanizmima koji vode smrti
stanica mogu dovesti do nastanka razli¢itih patoloSkih stanja kao $to su kroni¢ne i akutne
degenerativne bolesti uzrokovane prekomjernim umiranjem stanica ili tumori uzrokovani
prezivljavanjem poremecenih stanica. (Hassan i sur. 2014). Vrlo bitna sposobnost animalnih
stanica je prepoznavanje osteéenja u Vlastitim organelima. Jedan od bitnih primjera je oStecenje
DNA koje, ako se ne popravi, moze dovesti do mutageneze, a posljedicno i karcinogeneze. U
slu¢aju nemogucénosti popravka osteCenja DNA, inducira se smrt stanice (Alberts i sur. 2010).
Najbolje istrazen oblik programirane smrti stanice je apoptoza, ali postoje i razni neapoptski oblici

smrti stanice koji se mogu inducirati zbog neuspjeha apoptoze ili neovisno o njoj (Tait i sur. 2014).

1.4.1. Apoptoza

Apoptoza je evolucijski najo¢uvaniji oblik programirane smrti Stanice. Zasniva se na
aktivnosti kaspaza, cisteinskih aspartat specifi¢nih proteaza, koje u stanicipostoje u inaktivhom
oblikukao prokaspaze (Tait i sur. 2014; Alberts 2010). Apoptozu karakteriziraju razne morfoloske
promjene stanice, fragmentacija DNA, kondenzacija kromatina i raspad jezgre na manje komadice.
Naposljetku dolazi do fragmentacije ¢itave stanice u apoptotska tjeleSca, manje komadice okruzene
membranom koje uéinkovito prepoznaju i fagocitiraju makrofazi (Cooper 2004). Jedno od
osnovnih obiljezja tumora je sposobnost izbjegavanja apoptoze, stoga je od velike vaZnosti

shvacanje mehanizama odvijanja ovog procesa (Hassan i sur. 2014).

Vanjski put apoptoze ukljucuje posredovanje receptora smrti koji se aktiviraju vezanjem
izvanstani¢nih signalnih proteina. Homotrimerni receptori smrti (FAS, TNFR) pripadaju obitelji
receptora TNF (engl. tumor necrosis factor) koji sadrze izvanstani¢nu domenu za vezanje liganda,
transmembransku domenu te citoplazmatsku domenu koja se naziva domena smrti (DD, engl.
death domain). Homotrimerni receptori smrti se aktiviraju vezanjem homotrimernih liganada koji
pripadaju obitelji signalnih proteina TNF. Konformacijska promjena receptora uzrokovana
vezanjem liganda dovodi do pojave citoplazmatske DD §to omogucava vezanje proteina adaptora
kao $to su FADD (engl. fas-associated death domain protein) i TRADD (engl. TNF receptor-

associated death domain protein). Proteini adaptori regrutiraju prokaspazu 8 te nastaje kompleks
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DISC (engl. death inducing signaling complex). Inicijacijska kaspaza 8 se nakon aktivacije otpusta
u citosol gdje aktivira nizvodne, efektorske kaspaze koje dalje cijepaju ciljne proteine u stanici §to
naposljetku dovodi do apoptoze stanice (Alberts i sur. 2010; Elmore 2007).

Unutarnji ili mitohondrijski put apoptoze ne ovisi o receptorima i vanjskim signalima, ve¢
o unutarnjim signalima kao $to su oksidativni stres i oSte¢enje DNA (Elmore 2007). Posredovan je
evolucijski visokoo¢uvanim membranskim proteinima obitelji Bcl-2, od kojih neki imaju
proapoptotsku (npr. Bax, Bac, Bad, Bim), a neki antiapoptotsku ulogu (npr. Bcl-xl, Bcl-2).
Odvijanje i regulacija apoptoze ovise 0 omjeru proapototskih i antiapoptotskih proteina u stanici.
Aktivnost proapoptotskih proteina iz obitelji Bcl-2 se temelji na kontroli otpustanja citokroma c i
drugih membranskih proteina u citosol. Bitna komponenta unutarnjeg puta apoptoze je citokrom c
koji se ispustanjem u citosol veZe za protein Apaf-1 (engl. apoptotic protease activating factor-1) u
kompleks koji se naziva apoptosom. Proteini Apaf-1 u apoptosomu regrutiraju prokaspazu 9 koja
nakon aktivacije pokrece kaspaznu kaskadu aktivirajuéi nizvodne efektorske kaspaze za poticanje

apoptoze (Opferman i Kothari 2017).

1.4.2. Neapoptotske vrste smrti stanice

Osim apoptoze, postoje i drugi oblici smrti stanice kao $to su npr. autofagija, nekroza,
kornifikacija, mitotska katastrofa, anoikis, paraptoza, piroptoza, pironekroza i drugi (Tait i sur.
2014). Nekroza je, za razliku od apoptoze, nekontrolirana smrt stanice u kojoj kao posljedica
naruS$avanja integriteta stanicne membrane dolazi do izlijevanja stani¢nog sadrzaja i upale. U
nomalnim stanicama postoje dva nacina razgradnje nepotrebnih proteina: proteoliza posredovana
ubikvitinom u proteasomima te autofagija u lizosomima. Tijekom procesa autofagije dolazi do
uklanjanja nepotrebnih ili o$te¢enih organela u lizosomima, vezikulama ispunjenim hidroliti¢kim
enzimima. Stanice koje podlijezu autofagiji, nekrozi ili apoptozi se medusobno morfoloski
razlikuju (Okada i Mak 2004). S obzirom na Cinjenicu da mnoge vrste tumora suprimiraju
apoptozu, neapoptotske vrste stani¢ne smrti otvaraju nove moguénosti u lijeCenju tumora (Okada i
Mak 2004; Tait i sur. 2014).

1.5. Glutation
Glutation (GSH, vy-glutamil-cisteinilglicin) je niskomolekulski tripeptid s tiolnom (-SH)

grupom cisteina u aktivnom mjestu. Pronaden je u svim tkivima sisavaca te vecini ostalih Zivotinja,

mikroorganizama i biljaka. U eukariotskim se stanicama najveéi udio GSH nalazi u citosolu, a
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manji dio u mitohondrijima i endoplazmatskom retikulumu. Glutation je zbog svoje mogucnosti
postojanja u reduciranom (GSH) (Slika 7a) i oksidiranom obliku (GSSG) (Slika 7b) vrlo bitan za
odrzavanje redoks statusa unutar stanice. Vecinski udio glutationa u stanici predstavlja njegov
reducirani oblik dok se manje od 1% glutationa nalazi u oksidiranom obliku. Glutation predstavlja
zastitni mehanizam stanice od elektrofila i reaktivnih dusikovih i kisikovih vrsta (Lushchak 2012).
Osim u zastiti od oksidativnog stresa, glutation sudjeluje u radu odredenih transkripcijskih faktora
te ima ulogu i u metabolizmu ksenobiotika i nutrijenata u stanici. Zbog visestrukih uloga u stanici,
ciljanje glutationa i njegovog metabolizma se uvelike istrazuje u svrhu lijecenja raznih bolesti

ukljucujuéi i rak (Reliene i Schiestl 2006).

SH
2 o o W ©
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HOMN \)I\OH
NH, H o
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\ﬁf—)
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NH, H o
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Slika 7. Reducirani (a) i oksidirani (b) oblik glutationa
(preuzeto i prilagodeno prema Lushchak 2012).

Kao posljedica oksidativne fosforilacije, aerobnog nac¢ina proizvodnje energije u
mitohondrijima eukariotskih stanica, dolazi do oslobadanja ROS-a u citosol koji su zbog svoje
uklju¢enosti u brojne signalne puteve bitni za preZivljenje stanice, ali u velikim koncentracijama
mogu uzrokovati ostecenja bitnih bioloskih makromolekula kao $to su DNA i proteini (Traverso i
sur. 2013). Stoga su antioksidansi izuzetno bitni za odrzavanje uravnoteZenog redoks stanja u

stanici u svrhu sprje¢avanja nastanka ireverzibilnih oSte¢enja u stanici. Oksidativni stres dovodi do
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neuravnotezenog redoks stanja u stanici te se povezuje s razvojem tumora i brojnih drugih bolesti
kao sto su kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti. Smatra se da oksidativni stres dovodi do
poveéanja stope mutacije gena (npr. nastanak 8-OH deoksigvanozina koji dovodi do transverzije
GC > TA zbog sparivanja s adeninom) i nastanka rearanzmana genoma, $to utjeCe na signalne
puteve povezane s diferencijacijom, rastom i smrti stanice te posljedi¢no pridonosi razvoju tumora
(Reliene i Schiestl 2006). U brojnim tumorima uo¢ene su poviSene koncentracije antioksidansa
glutationa S§to povecava otpornost tumorskih stanica na oksidativni stres te ih time &ini
rezistentnijima na kemoterapeutike. Cesto se za prou¢avanje uloge glutationa u stanicama tumora
koristi L-butionin sulfoksimin (BSO, engl. L-buthionine sulfoximin) koji ireverzibilno inhibira vy-
glutamilcistein sintetazu (y-GCS), enzim klju¢an u sintezi glutationa (Traverso i sur. 2013) te time
(Reliene i Schiestl 2006) te N-acetil cistein (NAC, engl. N-acetylcysteine), netoksi¢ni analog

cisteina koji ima ulogu prekursora u sintezi glutationa (Han i Park 2009).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja ovog diplomskog rada je ispitati citotoksi¢nost dva odabrana
novosintetizirana heterobimetalna kompleksa koriste¢i liniju stanica HeLa kao eksperimentalni
model te istraziti moguc¢i mehanizam njihovog citotoksi¢nog ucinka u svrhu potencijalne primjene

u lijecenju malignih tumora.
Specificni ciljevi ovog diplomskog rada su:

a) lIspitati toksi¢nost 20 novosintetiziranih derivata ferocena i njihovih metalnih kompleksa
koriStenjem ljudske linije stanica raka vrata maternice (HelLa) kako bi se za daljnja bioloska

ispitivanja odabrala dva spoja najveceg toksi¢nog uéinka.

b) Istraziti potencijalno antitumorsko djelovanje dva odabrana spoja na tri dodatne ljudske
tumorske stani¢ne linije te ispitati potencijalnu preferencijalnu toksi¢nost spojeva za tumorske u

odnosu na normalne stanice obradom normalnih linija ljudskih stanica, fibroblasta.

c) Istraziti mogucu ulogu glutationa u odgovoru stanica HelLa na stres uzrokovan tretmanom s dva

odabrana novosintetizirana heterobimetalna kompleksa.
d) Analizirati u¢inak odabranih heterobimetalnih kompleksa na ciklus i smrt stanica HelLa.

e) Ispitati u¢inak odabranih heterobimetalnih kompleksa na ekspresiju proteina ukljucenih u smrt

stanice.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Linije stanica

Koristila sam nekoliko ljudskih, tumorskih linija stanica: stanice karcinoma vrata
maternice HelLa iz banke stanica i tkiva (GIBCO BRL, Invitrogen, Grand Island, New York, SAD),
dvije razli¢ite linije stanica melanoma razli¢ite agresivnosti iz banke stanica i tkiva American type
culture collection (ATCC; Manassas, Virginia, SAD): MDA-MB-435 (ATCC HTB-129) i RPMI-
7951 (ATCC HTB-66) te stanice seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja MES-OV
uspostavljene u laboratoriju prof. Siki¢a, Sveuéilista Stanford (Moisan i sur. 2014). Kao model
normalne ljudske linije stanica, koristila sam fibroblaste, stanice vezivnog tkiva koje su izolirane iz

zdravog donora.
3.1.2. Kemikalije

Dvadeset derivata ferocena i njihovih metalnih kompleksa sintetizirano je u laboratoriju
prof. dr. Rai¢-Mali¢, na Fakultetu kemijskog inZenjerstva i tehnologije, Sveucilista u Zagrebu
(Tablica 1). Nakon prvotne analize njihove citotoksi¢nosti, odabrala sam dva heterobimetalna
kompleksa nikla s aminoferocenskim ligandima (7ni i 8ni ) za daljnja bioloska ispitivanja. Ostale

koristene kemikalije sam navela u Tablici 2.

Tablica 1. Novosintetizirani derivati ferocena i njihovi metalni kompleksi

Strukturna formula spoja Nomenklatura
X
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H N-(2-(bis(2-
Fe o 4 pikolil)amino)etil)ferocenkarboksamid
d) N
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Kompleksn

spojevi

2NOy

2NOy

2NOy

2NOy

[Ni(3)2](NOs)2, 3ni

[Ni(4)2](NO3)2, 4ni

[Ni(5)2](NOs)2, 5ni

[Ni(6)2](NO3)z, 6ni
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Kompleksni

spojevi

...
e

N
+

2NOy

2 CF,S0;°

2NOy

[Ni(7)21(NOs)2, 7ni

[Ni(8)2](NOs)q, 8ni

[Cu(8)2](CF3S03)2, 8cu

[Ni(9)2](NOs)2, Oni
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Tablica 2. Kemikalije koristene u ovom istrazivanju.

Naziv
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolijev bromid (MTT)
Akrilamid (C3HsNO)

Amonijev persulfat, APS ((NH4)2S,Os)

Annexin V-FITC
Bisakrilamid (C7H10N202)
Dimetilsulfoksid (DMSO)

Dulbeccova modifikacija Eaglove hranjive
podloge (DMEM, engl. Dulbecco's modified
Eagle's medium)

Etanol, 96% (CHsCH,OH)

Fetalni govedi serum (FCS, engl. fetal calf
serum)

IsoFlow Sheath tekuéina

Komplet BCA Protein Assay

L-butionin sulfoksimin, BSO (CsH1sN203S)

McCoyjev  5A  medjj L-

glutaminom, s antibiotikom

obogacen

N-acetil cistein, NAC
(HSCH2CH(NHCOCHs3)CO:H

N,N,N*,N'-tetrametiletilenediamin, TEMED
(CeH1sN2)
Natrij-dodecil sulfat, SDS (NaC12H25SOs4)

Nemasno mlijeko u prahu

PrOpIde deId, Pl (C27H34|2N4)

Proteinski marker Precision Plus
Protein AllBlue Standards

Proizvodacd

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

Serva, Heidelberg, Njemacka

Serva, Heidelberg, Njemacka

BD Biosciences, New Jersey, SAD
Serva, Heidelberg, Njemacka
Gram Mol, Zagreb, Hrvatska

Invitrogen, Waltham, Massachusetts, SAD

Kefo d.o0.0., Sisak, Hrvatska
Invitrogen, Waltham, Massachusetts, SAD

Beckman Coulter Inc., Brea, California, SAD
Thermo Fisher Scientific,

Waltham, Massachusetts, SAD
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Njemacka

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD
Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, SAD
BioRad, Hercules, Kalifornija, SAD
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RNaza A
Tris (C4H1:NOs)
Tween-20® (CsgH114026)

Western Lightening® Plus ECL Enhanced
LuminolReagent Plus

Western Lightening® Plus ECL Oxidizing
Reagent Plus

3.1.3. Protutijela

Koristena protutijela sam navela u tablici 3.

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

Sigma, Roedermark, Njemacka

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, SAD

PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, SAD

Tablica 3. Protutijela koristena u ovom istrazivanju.

Specifi¢nost
PARP-1
Primarna Bcl-2
protutijela
ERK1/2 (K-23)
Anti-migje IgG ECL™
Sekundarna HRP
protutijela

Anti-zegje IgG-HRP

Proizvodacd Kataloski broj
Santa
Cruz Biotechnology #sc-8007
(Dallas, Texas, SAD)
Abcam
(Cambridge, UK) #ab797
Santa
Cruz Biotechnology #sc-94
(Dallas, Texas, SAD)
GE Healthcare Life
Sciences (SAD) #NA931V
Santa
Cruz Biotechnology #sc-2370

(Dallas, Texas, SAD
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3.1.4. Uredaji i pomagala

Koristene uredaje i pomagala sam navela u tablici 4.

Tablica 4. Uredaji i pomagala koristeni u ovom istrazivanju.

Naziv

Centrifuga (Heraeus Functionline Labofuge
400)

Homogenizator

Inkubator (Heraeus cell 150)

Invertni mikroskop (Opton 4758862)
Kadica za elektroforezu
(Mini-PROTEAN® Tetra System)

Spektrofotometar (Stat Fax - 2100)

Termoblok (Thermomixer compact)

Uredaj za prijenos proteina na membranu
(TransBlot Turbo)

Uredaj Uvitec

Z?2 Coultera Particle Count and Size

Analyzer

Proizvodacd

Thermo Electron Corporation, Waltham, Mas-
sachusetts, SAD

Cole Palmer, Vernon Hills, SAD

Thermo Electron Corporation, Waltham, Mas-
sachusetts, SAD

Zeiss, Oberkochen, Njemacka
BioRad, Hercules, Kalifornija, SAD

Awareness Technology Inc., Palm City, SAD

Eppendorf, Hamburg, Njemacka
BioRad, Hercules, Kalifornija, SAD

Cambridge, UK
Beckman Coulter, Brea, Kalifornija, SAD
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3.2. Metode

3.2.1. Uzgoj stanica u kulturi

Sve ljudske linije stanica odrzavala sam u inkubatoru pri temperaturi od 37 °C i vlaznoj
atmosferi s 5% CO-. Linije stanica HeLa, MDA-MB-435, RPMI-7951 te fibroblaste, uzgajala sam
u hranjivom mediju DMEM (engl. Dulbecco's modified Eagle's medium) s 10% fetalnog govedeg
seruma (FCS, engl. fetal calf serum). Liniju stanica MES-OV uzgajala sam u hranjivom mediju
McCoy SA obogacenom L-glutaminom, s dodatkom antibiotika i 10% FCS-a. Sve linije stanica
sam presadivala dva puta tjedno. Prilikom presadivanja, stanicama sam prvo uklonila hranjivi
medij u kojem su rasle te sam ih zatim tripsinizirala i ostavila 3-5 minuta u inkubatoru pri
temperaturi od 37 °C i vlaznoj atmosferi s 5% CO, prilikom Cega se adherentne stanice odvajaju
jedna od druge, kao i od podloge. Stanice sam zatim resuspendirala u svjezem hranjivom mediju u
svrhu neutralizacije djelovanja tripsina. Dio sam staniéne suspenzije odvojila i Kkoristila za
provedbu eksperimenata, dok sam ostatak stani¢ne suspenzije vratila u inkubator u svrhu

odrzavanja stanica u kulturi uz dodavanje svjezeg hranjivog medija.

3.2.2. Analiza vijabilnosti stanica testom MTT

Citotoksi¢nost novosintetiziranih heterobimetalnih kompleksa odredila sam pomocu
kolorimetrijskog testa MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) koji sluzi za
ispitivanje metabolicke aktivnosti stanica kao mjere njihove vijabilnosti. Zive stanice imaju aktivne
dehidrogenaze u svojim mitohondrijima pomoc¢u kojih reduciraju zutu, tetrazolijevu sol (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid ili MTT) u ljubi¢asto obojeni, netopivi, formazan
¢ime se dokazuje njihova metabolicka aktivnost, odnosno vijabilnost. Intenzitet obojenja koji je
proporcionalan koli¢ini metaboli¢ki aktivnih stanica odredila sam mjerenjem apsorbancije pomocu

spektrofotometrijskog Citaca mikrotitarskih plocica.

Test vijabilnosti stanica MTT najprije je koriSten za ispitivanje toksi¢nosti 20
novosintetiziranih derivata ferocena i njihovih metalnih kompleksa koriStenjem linije stanica HeLa,
kako bi se za daljnja bioloSka ispitivanja odabrala dva spoja najveceg toksi¢nog ucinka. Stanice
HelLa sam inkubirala u tripsinu i resuspendirala u hranjivom mediju DMEM te ih zatim nasadila u
plog¢ice s 96 bunari¢a (3 x 10° stanica u 180 puL medija DMEM po bunariéu). 24 sata od
nasadivanja stanice Sam ftretirala novosintetiziranim spojevima prethodno pripremljenih
koncentracija (20 pL po bunaricu). Ucinak svake koncentracije Spojeva ispitivala sam u

kvadriplikatu. Nakon 72 sata stanicama sam uklonila medij te im dodala po 40 uL 10x razrijedene
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otopine MTT-a (5 mg/mL). Nakon tri sata inkubacije, stanicama sam dodala po 170 pL dimetil
sulfoksida (DMSO, engl. dimethyl sulfoxide) u svrhu otapanja nastalih kristala formazana.
Apsorbanciju sam izmjerila pomocu spektrofotometrijskog ¢itaca mikrotitarskih plo¢ica pri valnoj
duljini od 600 nm.

Test MTT sam zatim Koristila za istraZivanje Sirine opsega antitumorskog djelovanja dva
odabrana heterobimetalna kompleksa koristenjem tri dodatne, ljudske tumorske linije stanica:
MDA-MB-435, RPMI-7951, MES-QOV te za ispitivanje potencijalne preferencijalne toksi¢nosti
odabranih spojeva za tumorske u odnosu na normalne stanice koriStenjem linije ljudskih
fibroblasta. Stanice sam tripsinizirala i resuspendirala u hranjivom mediju te nasadila u ploc¢ice s 96
bunarica (fibroblasti: 5 x 10% u 180 uL medija DMEM po bunari¢u, RPMI-7951 i MDA-MB-435:
1 x 10* u 180 uL medija DMEM po bunari¢u te MES-OV: 2,5 x 10° u 180 uL medija McCoy po
bunari¢u). Stanice sam zatim tretirala s dva odabrana heterobimetalna kompleksa prethodno
pripremljenih raspona koncentracija. Uc¢inak svake koncentracije oba spoja ispitivala sam u
kvadriplikatu. Nakon 72 sata inkubacije, koristila sam test MTT na prethodno opisan nacin.

Test MTT sam takoder koristila za provjeru moguce uloge glutationa u detoksifikaciji dva
odabrana heterobimetalna kompleksa. Stanice HeLa nasadila sam u dvije plocice s 96 bunari¢a. Na
jednoj sam ih plocici predtretirala sa specifiénim inhibitorom sinteze glutationa, L-butionin
sulfoksiminom (BSO, engl. buthionine sulfoximine) koncentracije 0,001 mM, a na drugoj plo¢ici sa
prekursorom u sintezi glutationa, N-acetil cisteinom (NAC, engl. N-acetylcysteine) koncentracije 5
mM. Stanice predtretirane sa BSO inkubirala sam preko no¢i, dok sam stanice predtretirane sa
NAC inkubirala dva sata. Nakon navedenih inkubacija, stanice sam tretirala s dva odabrana
heterobimetalna kompleksa prethodno pripremljenih raspona koncentracija. Ucinak svake
koncentracije oba spoja ispitivala sam u kvadriplikatu. Nakon 72 sata inkubacije, koristila sam test

MTT na prethodno opisan nacin.

3.2.3. Analiza ciklusa stanica protocnom citometrijom

Za analizu ciklusa stanica, u Petrijeve zdjelice promjera 6 cm nasadila sam 3 x 10° stanica
HelLa u ukupno 4 mL hranjivog medija DMEM. Nakon 24 sata, stanice sam tretirala s tri razlicite
koncentracije: s 20%, 50% i 80% maksimalne inhibitorne koncentracije odabranih
heterobimetalnih kompleksa, odnosno koncentracijama ICz, 1Cso te 1Cg u svrhu istrazivanja
ucinka kompleksa u ovisnosti o njihovoj koncentraciji. Odabrane koncentracije za kompleks 7y;

redom iznose: 2 uM (ICx), 3,5 uM (ICsp) te 5,5 uM (I1Cgo), 0dnosno za kompleks 8ni: 3, 8 te 15
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uM. Drugi dio Petrijevih zdjelica s jednako nasadenim stanicama Hela tretirala sam samo s
koncentracijom 1Cs oba odabrana heterobimetalna kompleksa, odnosno s 3,5 uM kompleksom 7y;
te 8 uM kompleksom 8ni radi proucavanja ucinka kompleksa na ciklus stanica u ovisnosti o
vremenu trajanja tretmana. Za proucavanje ucinka spojeva u ovisnosti o njihovoj koncentraciji,
stanice sam sakupila nakon tretmana od 48 sati, dok sam u svrhu proucavanja ucinka spojeva u
ovisnosti 0 vremenu izlaganja, stanice sakupila nakon 48, 72 i 96 sati. Netretirane stanice HeLa
koristila sam kao kontrolu. Nakon navedenih inkubacija, stanice sam sakupila na sljede¢i naéin:
prvo sam ih tripsinizirala, zatim resuspendirala u mediju u kojem su stanice rasle (kako bih
prikupila i mrtve stanice iz svakog uzorka). Stanice sam centrifugirala 10 minuta na 1200 rpm-a,
dekantirala supernatant te talog stanica isprala dva puta u 3 mL ohladenog fosfatnog pufera (PBS,
engl. phosphate buffered saline) uz 5 minuta centrifugiranja na 1200 rpm-a. Nakon ispiranja, talog
stanica sam resuspendirala u 1 mL ohladenog PBS-a i stavila na led (4 °C). Suspenzijama stanica
sam zatim pazljivo dodala po 4 mL 96% etanola uz lagano vorteksiranje (prvi mL 96 % etanola
dodala sam kap po kap, preostala 3 mL nesto brze, ali pazljivo kako ne bi doslo do agregacije
stanica). Stanice fiksirane etanolom mogu se ¢uvati pri -20 °C najmanje 6 sati, a najduze 6 mjeseci.
Na dan analize protoénim citometrom, stanice fiksirane etanolom sam centrifugirala 5 minuta na
1500 rpm-a te sam zatim pazljivo, pipetom maknula supernatant. Talog stanica sam isprala u 2 mL
PBS-a te centrifugirala 5 minuta na 1200 rpm-a. Dekantirala sam supernatant te talogu stanica
dodala po 200 pL prethodno pripremljene otopine ribonukleaze A (RNase A, engl. ribonuclease A)
(0.1 pg/uL) uz resuspendiranje. Uzorke sam zatim inkubirala 20 minuta u vodenoj kupelji pri 37
°C. Nakon inkubacije, uzorcima sam dodala po 200 uL prethodno pripremljene otopine propidij
jodida (PI, engl. propidium iodide) (50 ug/mL) uz resuspendiranje. Uzorke sam zatim prebacila u
epruvete za mjerenje proto¢nim citometrom. Epruvete sa uzorcima sam stavila na led i inkubirala u
mraku, najmanje 30 minuta. Nakon analize uzoraka proto¢nom citometrijom, rezultate sam

obradila koristenjem rac¢unalnog programa Flowlogic (Inivai Technologies, Mentone, Australija).

3.2.4. Analiza smrti stanica protocnom citometrijom

Za analizu smrti stanica, u plo¢ice sa Sest bunari¢a nasadila sam po 1 x 10° stanica HeLa u
ukupno 2 mL hranjivog medija DMEM (po bunari¢u). Nakon 24 sata, stanice sam tretirala
razli¢itim koncentracijama (ICz, 1Cso te 1Cgo) odabranih heterobimetalninh kompleksa 7ni i 8ni.
Nakon 48 sati tretmana spojevima, stanice sam tripsinizirala, resuspendirala u svjeZzem mediju,
dodala prethodno sakupljenom hranjivom mediju u kojem su rasle te ih zatim centrifugirala 10

minuta na 1200 rpm-a. Supernatant sam dekantirala te talogu stanica dodala 1 mL svjezeg medija
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DMEM. Stanice sam nakon 10 minuta inkubacije u svjeZzem mediju centrifugirala 5 minuta na
1200 rpm-a. Nakon dekantiranja supernatanta, talog stanica sam resuspendirala u 1 mL PBS-a te
prebacila u epruvete za mjerenje protocnim citometrom. U svaki uzorak dodala sam 500 uL 1x
pufera za vezanje aneksina V-FITC (ABB, engl. annexin-binding buffer). Uzorke sam
centrifugirala 5 minuta na 1200 rpm-a, dekantirala supernatant te talogu stanica dodala 100 pL
otopine aneksina V oznaéenog fluorescein izotiocijanatom (FITC) i PI-a koje sam prethodno
pripremila u mraku prema Tablici 5. Negativne i pozitivne kontrole takoder sam napravila prema
Tablici 5. Uzorcima sam nakon 15 minuta inkubacije u mraku dodala 400 uL 1x ABB-a. Uzorke
sam odmah zatim analizirala proto¢nom citometrijom te obradila rezultate koristenjem racunalnog

programa Flowlogic (Inivai Technologies, Mentone, Australija).

Tablica 5. Priprema otopina za mjerenje smrti stanica proto¢nom citometrijom

Oznaka Otoni
uzorka opina
(@] 100 uL 1 x ABB
Kontrole
(negativna/pozitivna) A 7,5 uL aneksina +292.5 pL
1 x ABB
Pl 10 uL PI+90 puL 1 x ABB
A+ Pl
25 pL aneksina + 100 pL PT+ 875 uL 1 x ABB
Tretirani uzorci A+ Pl

3.2.5. Analiza ekspresije proteina

3.2.5.1. Izolacija proteina

U svrhu odredivanja ekspresije proteina, u plo¢ice sa Sest bunari¢a nasadila sam po 2,6 x
10° stanica HeLa u ukupno 2 mL hranjivog medija DMEM (po bunari¢u). Stanice sam 24 sata
nakon nasadivanja tretirala odabranim koncentracijama (IC2, ICso te 1Cgo) heterobimetalnih
kompleksa 7ni i 8ni. Nakon 48 sati inkubacije, sakupila sam suhe taloge stanica na nacin da sam
stanice prvo tripsinizirala i resuspendirala u svjezem hranjivom mediju. Suspenzije stanica sam
zatim prebacila u plastiéne epruvete od 15 mL te centrifugirala 5 minuta na 1200 rpm-a.
Supernatante sam dekantirala, taloge stanica resuspendirala u po 1 mL PBS-a te prebacila u
mikroepruvete od 1,5 mL. Stanice resuspendirane u PBS-u sam centrifugirala 5 min na 1200 rpm-a

te sam zatim pipetom uklonila PBS. Dobivene suhe taloge stanica sam pohranila pri -20 °C. Na dan
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analize, uzorcima sam dodala PBS te ih sonicirala tri puta po 10 sekundi u svrhu fragmentacije
DNA u uzorcima, kako ne bi interferirala s detekcijom proteina.

3.2.5.2. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentraciju proteina u uzorcima odredila sam metodom bicinkoni¢ne kiseline (BCA,
engl. bicinchoninic acid assay) koristenjem kompleta BCA Protein Assay koji uklju¢uje BCA
reagens A, BCA reagens B i albuminski standard (2 mg/mL). Radnu otopinu BCA pripremila sam
mijeSanjem reagensa A i reagensa B u omjeru 50 : 1. Zatim sam pripremila serijska razrjedenja
standarda govedeg serumskog albumina (BSA, engl. bovine serum albumin) sljedec¢ih
koncentracija: 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125 i 25 pug/mL. U jazice mikrotitarske ploCice S
96 bunarica ispipetirala sam po 10 pL pripremljenih razrijedenja standarda u duplikatima. Zatim
sam u jazice miktotitarske plo€ice ispipetirala po 10 puL 4x i 8x razrijedenih uzoraka u duplikatima.
Mikrotitarsku sam ploc¢icu (nakon dodavanja po 200 uL pripremljene radne otopine BCA u svaku
jazicu) inkubirala 30 minuta pri 37 °C. Apsorbanciju sam izmjerila pomoc¢u spektrofotometrijskog
¢itaca mikrotitarskih plocica pri valnoj duljini od 545 nm, te sam dobivene rezultate obradila u
racunalnom programu Excel kako bi konaénici izra¢unala volumen PBS-a s kojim je potrebno

razrijediti uzorke kako bi bili priblizno iste koncentracije pri nanosenju na poliakrilamidni gel.

3.2.5.3. Elektroforeza

Nakon odredivanja koncentracije proteina, napravila sam poliakrilamid gel elektroforezu u
prisutnosti natrijevog dodecil-sulfata (SDS-PAGE, engl. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide
gel electrophoresis). Gelove (za sabijanje i razdvajanje) sam napravila prema tablicama 6 i 7. Za
polimerizaciju oba gela bilo je potrebno 20-30 minuta. Gusto¢u gela za razdvajanje odredila sam
prema molekularnoj masi proteina od interesa: 10% za poli(ADP-riboza) polimerazu (PARP, engl.
poly (ADP-ribose)polymerase) (116 kDa), 12% za Bcl-2 (30 kDa). Prvo sam pripremila gel za
razdvajanje tijekom ¢ije polimerizacije sam pripremila gel za sabijanje. Uzorke sam za vrijeme
polimerizacije gela za sabijanje pomijeSala sa 6x koncentriranim puferom za uzorke (2,5 mL 1,5 M
Tris-HCI pH 6,8; 1,2 g SDS; 3 mL glicerol; 20 mg bromfenol-plavo; 1,2 mL 2-merkaptoetanol u 10
mL biH20) kako bih dobila kona¢nu koncentraciju pufera od 1x te ih zagrijala 5 minuta pri 96 °C.
Uzorke sam zatim nanijela u jazice poliakrilamidnog gela za sabijanje te pokrenula elektroforezu u
1x Tris-glicinskom puferu (10x Tris-glicinski pufer: 72,1 g glicin; 15,1 g Tris; 5 g 10% SDS u 500
mL biH,0). Do ulaska uzoraka u gel za razdvajanje elektroforezu sam provodila na 80 V jedan sat,

nakon toga sam povec¢ala napon na 100 V.
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Tablica 6. Priprema SDS poliakrilamidnih gelova (za analizu ekspresije proteina PARP).

Gel za sabijanje (mL)

Gel za razdvajanje (mL)

5% 10%
H20 2,7 59
30 % smjesa akrilamida-bisakrilamida 0,67 5,0
Tris 0,5** 3,8***
10 % SDS 0,04 0,15
10 % APS 0,04 0,15
TEMED 0,004 0,006

**1,0 M Tris (pH 6,8), ** 1,5 M Tris (pH 8,8)

Tablica 7. Priprema SDS poliakrilamidnih gelova (za analizu ekspresije proteina Bcl-2).

Gel za sabijanje (mL)

Gel za razdvajanje (mL)

5% 12%
H20 2,7 6,6
30 % smjesa akrilamida-bisakrilamida 0,67 8,0
Tris 0,5** 5,0%**
10 % SDS 0,04 0,2
10 % APS 0,04 0,2
TEMED 0,004 0,008

**1,0 M Tris (pH 6,8), ** 1,5 M Tris (pH 8,8)

3.2.5.4. Prijenos proteina na nitroceluloznu membranu

Nakon zavrSene elektroforeze, gelove sam izvadila iz sustava za elektroforezu te uklonila gel
za sabijanje. Prijenos proteina na nitroceluloznu membranu napravila sam koriste¢i Towbin pufer
za prijenos proteina (200 mL MeOH + 100 mL 10 % SDS + 700 mL deH0), aparaturu TransBlot
Turbo Transfer System i princip polu-suhog prijenosa. Nakon 11 minuta, prijenos proteina s gela
na nitroceluloznu membranu bio je zavr§en. Membranu sam zatim obojala s bojom Ponceau Red
kako bih provjerila uspjesSnost prijenosa proteina. Nakon toga, membranu sam isprala u 1x TBS-T

puferu (0,788 g 10 mM Tris-HCI, 4,38 g 150 mM NacCl, 0,5 mL 0,1 % Tween 20 u 500 mL

biH,0).




3.2.5.5. Imunodetekcija proteina

U svrhu blokiranja membrane, pripremila sam 5% nemasno milijeko u 1x TBS-T puferu u
kojem sam inkubirala membranu 1 sat. Blokiranje se radi u svrhu sprjeCavanja nespecificnog
vezanja protutijela na membranu. Nakon blokiranja, membranu sam isprala u 1x TBS-T puferu te
je inkubirala preko noéi s odgovarajuéim primarnim protutijelom ¢ije sam razrjedenje prethodno
napravila u 5% nemasnom mlijeku u 1x TBS-T puferu. Nakon inkubacije s primarnim
protutijelom, membranu sam isprala pet puta po pet minuta u 1x TBS-T puferu te sam je zatim
inkubirala dva sata s odgovaraju¢im sekundarnim protutijelom vezanim s peroksidazom iz hrena
¢ije sam razrjedenje prethodno napravila u 5% nemasnom mlijeku u 1x TBS-T puferu. Nakon
inkubacije sa sekundarnim protutijelom, membranu sam isprala pet puta po pet minuta u 1x TBS-T
puferu. Proteine sam vizualizirala pomoc¢u komercijalnog kompleta Western Lightning Plus ECL

koriste¢i uredaj Uvitec.

3.2.6. Statisticka analiza

Rezultate analize citotoksi¢nosti izrazila sam kao srednju vrijednost postotka prezivljenja
stanica u odnosu na netretirane stanice, + vrijednost standardne devijacije. Statisticku znacajnost
(vrijednost P) razlike izmedu prezivljenja tretiranih i netretiranih stanica izracunala sam u
programu GraphPad Prism 8.4.3 (GraphPad Software, San Diego, Kalifornija, SAD) koristenjem
student T-testa (*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001). Rezultate Western

Blot analize sam takoder analizirala student T-testom.
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4. REZULTATI

4.1. Citotoksi¢nost novosintetiziranih heterobimetalnih kompleksa

4.1.1. Heterobimetalni kompleksi 7ni i 8ni odabrani za daljnja bioloska ispitivanja

Pomocu testa MTT i linije stanica HeLa, cilj je bio ispitati citotoksi¢nost 20 sintetiziranih
derivata ferocena i njihovih metalnih kompleksa u svrhu izdvajanja dva spoja najvece toksi¢nosti
za daljnja bioloska ispitivanja. Zbog nemogucénosti otapanja nekih od spojeva, koncentracija ICsp
uspjesno je odredena za 11 novosintetiziranih spojeva (Tablica 8). Takoder, neki su od ispitivanih
spojeva u dodiru s medijem stvarali kristale, medu kojima su i neki od spojeva s izracunatim ICsp
vrijednostima poput spojeva 2, 3, 4, 5 i 6 (Tablica 8). Za daljnja bioloska ispitivanja odabrani su
heterobimetalni kompleksi nikla s aminoferocenskim ligandima (7ni i 8ni) zbog dobre topljivosti,
citotoksic¢nosti, stabilnosti (vidljive po standardnim devijacijama izmedu uzoraka i eksperimenata

(Tablica 8) te strukturne sli¢nosti (detaljnije opisano u poglavlju 5).

Tablica 8. Citotoksi¢nost 11 novosintetiziranih spojeva ispitana na liniji stanica HelLa te prikazana

kao vrijednost ICsp + SD.

1Cs0 + SD
Strukturna formula spoja Nomenklatura (HeLa)/
pM
S
e N-(2-(bis(2
H -(2-(bi1s(2-
N\/\N . ) i . .
Fe 0o N pikolil)amino)etil)ferocenkarboksamid (1) 66,3+ 14,3
=< |
=
S\lj (0]
. H\/\Nf N-(2-(bis(N- 145+2,1
Fe O 0 fenilacetamid)amino)etil)ferocenkarboksa
=
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(4)
N-(2-(bis((1-((feniltio)metil)-1,2,3-triazol-
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(®)

N-(2-(bis((1-(4-jodfenil)-1,2,3-triazol-4-
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(6)

N,N-di(2-pikolil)aminoferocen (8)

[Cu(1)2](CF3S03)2, 1cu

37+8.5

28,3+ 155

215+35

6,5+1,1

1,2+35

2,3+235
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\’l - 2NOy

antitumorskog djelovanja

[Ni(2)2](NOs)2, Ini

[Ni(7)2](NOs)2, 7ni

[Ni(8)2](NOs)2, 8ni

1,7+85

3,5+27

4.1.2. Heterobimetalni kompleksi 7ni | 8ni pokazuju selektivno djelovanje i sirok opseg

Test MTT koristen je i za istrazivanje antitumorskog djelovanja dva odabrana heterobimetalna

kompleksa koritenjem tri linije stanica tumora: MES-OV, RPMI-7951 i MDA-MB-435 te za
ispitvanje potencijalne preferencijalne toksi¢nosti odabranih spojeva za stanice tumora u odnosu na
normalne stanice koristenjem fibroblasta. Navedene su linije stanica 24 sata nakon nasadivanja

tretirane s razli¢itim koncentracijama spoja 7ni (0.5, 1, 2, 4 i 8 pM), odnosno s razli¢itim
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koncentracijama spoja 8ni (1, 2,5, 5, 10 i 20 uM). Nakon 72 sata, koristenjem testa MTT
analizirano je prezivljenje stanica te je odredena 1Cso koncentracija spojeva (pri kojoj je postignut
pad vijabilnosti stanica za 50%). Rezultati pokazuju da su heterobimetalni kompleksi 7ni i 8ni
toksiéni za sve ispitivane linije stanica tumora (Slika 8a-c, Slika 9a-c). Koncentracija 1Cso
kompleksa 7y; za linije stanica MES-OV, RPMI-7951 i MDA-MB-435 redom iznosi: 2, 3,525 te
4,8 uM dok za spoj 8ni redom iznosi: 5, 9,25 te 10,5 uM. Kompleksima 7ni i 8ni nije bilo moguce
odrediti 1Cso vrijednosti nakon tretmana fibroblasta (Slika 8d i Slika 9d). Dobiveni rezultati
pokazuju da odabrani heterobimetalni kompleksi 7ni i 8ni imaju Sirok opseg antitumorskog

djelovanja te selektivno djeluju na linije stanica tumora u odnosu ha normalne stanice.
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Slika 8. Prezivljenje razli¢itih linija stanica tretiranih heterobimetalnim kompleksom 7ni. Stanice
su 24 sata nakon nasadivanja tretirane razli¢itim koncentracijama spoja 7ni (0,5, 1, 2, 4 1 8 uM).
Nakon 72 sata preZivljenje stanica je izmjereno koriStenjem testa MTT. Rezultati analize
citotoksi¢nosti kompleksa 7n; na linijama stanica MES-OV (a), RPMI-7951 (b), MDA-MB-435 (¢)
i fibroblastima (d) izraZeni su kao srednja vrijednost postotka preZivljenja stanica u odnosu na
netretirane stanice, £ vrijednost standardne devijacije. Prikazani su reprezentativni rezultati jednog
od tri ponovljena eksperimenta.
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Slika 9. Prezivljenje razli¢itih linija stanica tretiranih heterobimetalnim kompleksom 8yi. Stanice
su 24 sata nakon nasadivanja tretirane razli¢itim koncentracijama spoja 8ni (1, 2,5, 5, 10 1 20 uM).
Nakon 72 sata prezivljenje stanica je izmjereno koriStenjem testa MTT. Rezultati analize
citotoksi¢nosti kompleksa 8yi na linijama stanica MES-OV (a), RPMI-7951 (b), MDA-MB-435 (¢)
i fibroblastima (d) izraZeni su kao srednja vrijednost postotka preZivljenja stanica u odnosu na
netretirane stanice, £ vrijednost standardne devijacije. Prikazani su reprezentativni rezultati jednog

od tri ponovljena eksperimenta.

4.1.3. Citotoksicno djelovanje heterobimetalnih kompleksa Tni | 8ni ne ovisi o kolicini

glutationa u stanici

Za provjeru moguce ukljucenosti glutationa u obrambeni odgovor stanica HeLa na tretman
heterobimetalnim kompleksima 7ni i 8ni, koristen je specifi¢ni inhibitor sinteze glutationa, BSO i
prekursor u sintezi glutationa, NAC. Stanice su nakon nasadivanja, a prije tretiranja razlicitim
koncentracijama odabranih kompleksa, predtretirane s BSO koncentracije 0,001 mM i inkubirane
preko no¢i, ili s NAC koncentracije 5 mM tijekom dva sata. Nakon navedenih inkubacija, stanice

su tretirane s kompleksima 7 i 8ni prethodno pripremljenih koncentracija. Nakon 72 sata tretmana,
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koristenjem testa MTT mjereno je prezivljenje stanica. Rezultati dobiveni MTT-om (Slika 10)
pokazuju da razli¢ite koli¢ine glutationa unutar stanice modulirane s BSO i NAC nemaju utjecaj na

citotoksi¢no djelovanje odabranih heterobimetalnih kompleksa u odnosu na stanice tretirane samo

kompleksima.
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Slika 10. Prezivljenje HeLa stanica tretiranih spojevima 7ni i 8ni U kombinaciji ili bez modulatora
koli¢ine glutationa u stanici. Stanice HelLa su nakon predretmana s BSO koncentracije 0,001 mM
preko no¢i ili s NAC koncentracije 5 mM dva sata, tretirane nazna¢enim koncentracijama spoja 7ni
(@) i 8ni (b). Nakon 72 sata prezivljenje stanica je izmjereno koriStenjem testa MTT. Statisti¢ka
znadajnost provjerena je kori$tenjem student T-testa (*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001,
**** P <(0.0001). Dobiveni rezultati nisu statisti¢ki zna¢ajni. Prikazani su reprezentativni rezultati
jednog od tri ponovljena eksperimenta.
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4.2. Heterobimetalni kompleksi 7ni i 8ni poti¢u nakupljanje stanica u GO/G1 i S fazi

ciklusa stanice

Nakon analiza citotoksi¢nosti kompleksa 7ni i 8ni, proto¢nom citometrijom analiziran je ciklus
stanica HeLa tretiranih navedenim kompleksima u svrhu boljeg shva¢anja mehanizma njihovog
djelovanja. Napravljena su dva tipa eksperimenta: jedan u svrhu analize u¢inka spojeva 7ni I 8ni U
ovisnosti o njihovoj koncentraciji, a drugi u svrhu analize njihovog uc¢inka u ovisnosti o duljini
trajanja tretmana. Za potrebe prvog tipa eksperimenta, stanice HeL a tretirane su tijekom 48 sati s tri
razli¢ite koncentracije (IC20, ICso i 1Cg0) Spojeva 7ni i 8ni koje za spoj 7ni redom iznose: 2, 3,51 5,5
uM, odnosno za spoj 8ni: 3, 8 i 15 uM. Za potrebe drugog tipa eksperimenta, stanice HeLa tretirane
su tijekom 48, 72 i 96 sati jednom koncentracijom (ICso), koja iznosi 3,5 uM za spoj 7ni, 0dnosno 8

uM za spoj 8n;. Ciklus stanica analiziran je mjerenjem fluorescencije Pl-a proto¢nim citometrom.

Rezultati eksperimenta (Slika 12a) pokazuju da heterobimetalni kompleks 7ni uzrokuje
nakupljanje stanica u fazi S ciklusa stanice u ovisnosti o koncentraciji. Odnosno, dolazi do
povecanja broja stanica u fazi S ciklusa stanice proporcionalno porastu koncentracije kompleksa
7ni. Takoder, rezultati eksperimenta (Slika 12b) pokazuju da kompleks 7ni uzrokuje povecavanje
subG1 populacije stanica, odnosno mrtvih stanica, u ovisnosti o koncentraciji. Nadalje, rezultati
takoder pokazuju da heterobimetalni kompleks 7ni nakon 48 sati inkubacije uzrokuje nakupljanje
stanica u fazi S ciklusa stanica (u odnosu na kontrolni uzorak) (Slika 12c), sto potvrduje rezultate
dobivene prethodnim eksperimentom. Medutim, dulje izlaganje stanica stresu uzrokovanom
kompleksom 7ni (72 i 96 sati) dovodi do nakupljanja stanica i u fazi GO/G1 te smanjenja broja
stanica u fazi S ciklusa stanica. Nadalje, rezultati pokazuju da heterobimetalni kompleks 7xi dovodi
do poveéanja subG1 populacije stanica u ovisnosti o duljini trajanja tretmana dosegnuvsi svoj

maksimum tijekom 72 satne inkubacije (Slika 12d).
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Slika 12. Analiza ciklusa stanica Hela tretiranih heterobimetalnim kompleksom 7y;. Za analizu
u¢inka kompleksa 7ni U ovisnosti 0 njegovoj koncentraciji (a,b), stanice Hela tretirane su sa tri
koncentracije kompleksa 7ni (IC20, ICso i 1Cg0) koje redom iznose: 2, 3,5 i 5,5 uM tijekom 48 sati.
Za analizu u¢inka kompleksa 7ni U ovisnosti o duljini trajanja tretmana (c,d) stanice HeLa tretirane
su sa jednom koncentracijom (ICso) koja iznosi 3,5 uM tijekom 48, 72 i 96 sati. O predstavlja
kontrolni uzorak (netretirane stanice sakupljene nakon 48h). Ciklus stanica i subG1 populacija

stanica analizirani su mjerenjem fluorescencije Pl-a proto¢nom citometrijom.

Rezultati pokazuju da heterobimetalni kompleks 8ni uzrokuje postupno nakupljanje stanica
u fazi S ciklusa stanica u ovisnosti 0 koncentraciji, $to se uocava pri koncentracijama ICz i 1Csp, NO
veca koncentracija kompleksa (ICgo) uzrokuje smanjenje broja stanica u fazi S ciklusa stanice
(Slika 13a). Kompleks 8ni uzrokuje povecavanje subGl populacije stanica U Ovisnosti o
koncentraciji (Slika 13b). Nadalje, heterobimetalni kompleks 8ni uzrokuje nakupljanje stanica u
fazi S ciklusa stanica u ovisnosti o duljini trajanja tretmana (48 i 72 sata), Sto potvrduje prethodno

dobivene rezultate. Produljen tretman stanica s kompleksom 8y; (96 sati) dovodi do blagog

41



Broj stanica [%0]

Broj stanica [%)]

smanjenja broja stanica u fazi S te povecanog nakupljanja stanica u fazi G0/G1 ciklusa stanica
(Slika 13c). Takoder, rezultati pokazuju da kompleks 8ni uzrokuje povecanje subG1 populacije
stanica u ovisnosti o duljini trajanja tretmana (Slika 13d).
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Slika 13. Analiza ciklusa stanica Hela tretiranih heterobimetalnim kompleksom 8y;. Za analizu
u¢inka kompleksa 8y U ovisnosti 0 njegovoj koncentraciji (a,b), stanice HelLa tretirane su s tri
koncentracije kompleksa 8ni (IC20, ICso i 1Cs0) koje redom iznose: 3, 8 i 15 uM tijekom 48 sati. Za
analizu u¢inka kompleksa 8ni U ovisnosti o duljini trajanja tretmana (c,d) stanice HeLa tretirane su
jednom koncentracijom (ICsp), koja iznosi 8 uM, tijekom 48, 72 i 96 sati. O predstavlja kontrolni
uzorak (netretirane stanice sakupljene nakon 48h). Ciklus stanica i subG1l populacija stanica

analizirani su mjerenjem fluorescencije Pl-a proto¢nom citometrijom.
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4.3. Heterobimetalni kompleksi 7ni i 8ni poti¢u programiranu smrt stanice

Kao §to je prethodno opisano, analizom ciklusa stanica tretiranih kompleksima 7ni i 8ni,
utvrdeno je nakupljanje subG1 populacije stanica. U svrhu odredivanja tipa smrti stanice, stanice
HeLa su tretirane s koncentracijama ICz, 1Cso, 1Cs0; 2, 3,51 5,5 pM za kompleks 7ni, odnosno 3, 8
i 15 uM za kompleks 8ni. Netretirane stanice predstavljaju kontrolni uzorak. Stanice su sakupljene
nakon 48 satnog tretmana, obojane Pl-om i Aneksin V-FITC-om, ¢ije su fluorescencije izmjerene
proto¢nom citometrijom. Rezultati prikazani na Slici 14 pokazuju da broj stanica u apoptozi
proporcionalno raste porastom koncentracije kompleksa 7ni i 8ni.
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Slika 14. Analiza smrti stanica tretiranih heterobimetalnim kompleksima 7yi i 8ni. Stanice Hela
tretirane su sa koncentracijama 1Cx (b), ICso (C) te 1Cgo (d) koje redom iznose: 2, 3,51 5,5 uM za
kompleks 7n;, odnosno 3, 8 i 15 uM za kompleks 8ni. Kontrolni uzorak predstavljaju netretirane
stanice HelLa. Nakon 48 sati inkubacije, stanice su sakupljene i obojane Pl-om i Aneksin V-FITC-
om ¢ije su fluorescencije izmjerene proto¢nim citometrom pomoc¢u FL-3H, odnosho FL1-H lasera.
Zive stanice koje su negativne i na PI i Aneksin V-FITC smjestene su u donjem lijevom kvadrantu,
stanice u ranoj apoptozi koje su negativne na PI, a pozitivne na Aneksin V-FITC smjeStene su u
donjem desnom kvadrantu dok su stanice u kasnoj apoptozi koje su pozitivne i na Pl i Aneksin V-

FITC smjestene u gornjem kvadrantu.
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Kako bismo potvrdili da stanice zaista umiru apoptozom, dio stanica HeLa, nakon tretmana s
kompleksima 7n; i 8ni, izdvojen je za analizu metodom Western Blot kojom je ispitana
ekspresija/cijepanje proteina PARP-1, specificnog biljega programirane smrti stanice. Stanice su
tretirane s koncentracijama 1Cy, 1Cso, 1Cg0 kompleksa 7ni, 0dnosno 8n;i te su sakupljene nakon 48
sati inkubacije. Ukupni stani¢ni proteini transferirani na membranu su inkubirani s anti-PARP-1
protutijelom. Za kontrolu nanoSenja uzoraka koristen je protein ERK 1/2, ¢ija je ekspresija u
stanicama neovisna o tretmanu. Proteini su vizulizirani pomocéu Western Lightning Plus ECL
reagensa koriste¢i uredaj Uvitec. Rezultati pokazuju da tretmani kompleksima 7yi i 8ni ne dovode
do cijepanja PARP-a u stanicama jer je u oba slucaja detektiran samo nepocijepani oblik proteina
(Slika 15a,b). U uzorku tretiranom s ICgo koncentracijom spoja 7ni (5,5 uM) vjerojatno je doslo do
proteoliticke degradacije proteina. Kako bi se uzorci mogli kvantitativno usporediti, intenziteti
proteinskih vrpci su denzitometrijski kvantificirani pomoc¢u programa ImageJ (National Institutes
of Health, Bethesda, Maryland, SAD). Rezultati dobiveni denzitometrijskom kvantifikacijom
pokazuju da tretiranje stanica koncentracijom ICg (5,5 pM) kompleksa 7n; te koncentracijama I1Cso
(BuM) i ICg (15 uM) kompleksa 8ni dovodi do pada u koli¢ini nepocijepanog proteina PARP u

odnosu na kontrolni uzorak (netretirane stanice).
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Slika 15. Ekspresija proteina PARP nakon tretmana heterobimetalnim kompleksima 7yi i 8ni.
Stanice Hela tretirane su koncentracijama 1Cx, 1Cso, 1Cso Spoja 7ni koje redom iznose: 2, 3,51 5,5
UM za spoj 7ni (a), odnosno 3, 8 i 15 uM za spoj 8ni (b) te su sakupljene nakon 48 sati inkubacije.
Izolirani su ukupni stani¢ni proteini koji su zatim inkubirani s anti-PARP-1 protutijelom.
Netretirani uzorak predstavlja bazalnu (konstitutivnu) razinu ekspresije proteina u netretiranim
stanicama, dok je za kontrolu nanosenja uzoraka koristen ERK 1/2. Rezultati su statisticki obradeni

koriStenjem student T-testa (*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P <0.001; **** P < 0.0001).

Kako rezultati proto¢ne citometrije upuéuju na to da stanice HeLa umiru apoptozom nakon
tretmana heterobimetalnim kompleksima 7yi i 8ni, @ prethodno opisani rezultati pokazuju da ne
dolazi do cijepanja proteina PARP, mjerena je ekspresija antiapoptotskog proteina Bcl-2. Za
analizu ekspresije proteina Bcl-2 koristeni su uzorci tretirani s 1Cx i 1Cso koje iznose 2 i 3,5 uM za
kompleks 7ni, odnosno 3 i 8 uM za kompleks 8ni. Ukupni stani¢ni proteini su inkubirani s anti-Bcl-
2 protutijelom. Za kontrolu nanosenja uzoraka koristen je ERK 1/2. Proteini su vizulizirani pomocu

Western Lightning Plus ECL reagensa koristec¢i uredaj Uvitec. U stanicama je detektirana razina
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ekspresije proteina Bcl-2. Intenziteti proteinskih vrpci su denzitometrijski kvantificirani pomocu

programa ImagelJ. Rezultati dobiveni denzitometrijskom kvantifikacijom pokazuju da povecanjem

koncentracije kompleksa 7nii 8ni dolazi do pada u koli¢ini proteina Bcl-2 (Slika 16a,b).
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Slika 16. Ekspresija proteina Bcl-2 nakon tretmana heterobimetalnim kompleksima 7ni i 8.

Stanice HeLa tretirane su s koncentracijama ICx i 1Cso koje iznose 2 i 3,5 uM za kompleks 7ni (2)

odnosno 3 i 8 uM za kompleks 8ni (b). Stanice su nakon 48 sati inkubacije sakupljene te su

izolirani ukupni stani¢ni proteini koji su zatim inkubirani s anti-Bcl-2 protutijelom. Netretirani

uzorak predstavlja bazalnu (konstitutivnu) razinu ekspresije proteina u netretiranim stanicama, dok

je za kontrolu nanosSenja uzoraka koristen ERK 1/2. Rezultati su statisticki obradeni koristenjem

student T-testa (*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P <0.001; ****, P < 0.0001)
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5. RASPRAVA

Potreba za razvojem novih lijekova za lijecenje tumora, bolesti koja pripada vodecim
uzrocima smrtnosti ljudske populacije, izrazito je velika. Prema Karges i sur. (2021), 50% svih
kemoterapeutika koristenih za klini¢ko lije€enje onkoloskih pacijenata je na bazi platine. Medutim,
postoje odredeni nedostatci takvih kemoterapeutika, koji ukljuuju otpornost odredenih vrsta
tumora na tretman te stvaranje ozbiljnih nuspojava kao $to je primjerice nefrotoksi¢nost. 1z tog je
razloga neophodna sinteza novih lijekova, veée selektivnosti i ucinkovitosti. Jedno od podrucja
anorganske kemije koje se sve vise razvija je primjena metalnih iona i njihovih kompleksa (Mjos i
Orvig 2014). Metali imaju ulogu u brojnim biokemijskim procesima u stanicama Zivih organizama,
primjerice u vodenim otopinama mogu reagirati s negativno nabijenim bioloskim molekulama

zahvaljujuéi stvaranju pozitivno nabijenih iona (Frezza i sur., 2010).

U posljednje vrijeme organometalni kompleksi predmet su velikog interesa u svrhu njihove
primjene kao potencijalnih antitumorskih lijekova. Neki od njih su trenutno u klinickim
ispitivanjima. Unato¢ ¢injenici da su lijekovi odobreni za klini¢ku primjenu uglavnom organski
spojevi, ovakvi intermedijeri izmedu klasi¢nih organskih i anorganskih derivata, imaju odredene
prednosti u odnosu na organske lijekove, $to ih ¢ini potencijalnim kandidatima za lijeGenje tumora
(Parveen i sur. 2019). Neke od prednosti takvih spojeva su raznolika stereokemija, varijacije
strukture i naboja, lipofilnost, kineti¢ka stabilnost, redoks svojstva te sposobnost interakcije i
koordinacije s bioloskim molekulama zahvaljuju¢i sposobnosti izmjene liganada. Konjugati na bazi
ferocena (sadrZe derivate ferocena povezane sa drugim spojevima) pokazuju puno nizu toksi¢nost i
vecu antiproliferativnu sposobnost u usporedbi s poznatim antitumorskim lijekovima (Jakopec i
sur. 2022). U sklopu ovog rada, istraZzena su bioloska svojstva dva heterobimetalna kompleksa
nikla s aminoferocenskim ligandima (7ni i 8ni) (Tablica 1) sintetizirana u laboratoriju prof. dr.
Raié¢-Mali¢ na Fakultetu kemijskog inZenjerstva i tehnologije Sveucilista u Zagrebu. Najprije je na
liniji stanica HelLa kao eksperimentalnom modelu ispitana citotoksi¢nost 20 novosintetiziranih
spojeva s ferocenskom skupinom od kojih su za daljnja istrazivanja odabrana dva spoja (7ni i 8ni).
Odabrani spojevi su pokazali visoku citotoksi¢nost u odnosu na veliki broj novosintetiziranih
spojeva s ferocenskom skupinom s ICso vrijednostima 3,5 uM za kompleks 7ni te 8 uM za
kompleks 8ni. lako su neki od ispitanih spojeva navedenih u Tablici 8 pokazali vecu citotoksi¢nost
u odnosu na komplekse 7y; ili 8ni, nisu odabrani zbog lose stabilnosti, kao npr. spoj 1 ili sklonosti
stvaranja kristala u vodenoj otopini kao npr. spoj N-(2-(bis((1-(4-jodfenil)-1,2,3-triazol-4-

il)metil)amino)etil)ferocenkarboksamid (6). Nadalje, kompleksi 7ni i 8ni pokazuju strukturne
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sli¢nosti: sadrze prijelazni metal nikal te su derivati aminoferocena koristenog kao liganda u
njihovoj kemijskoj strukturi. Nadalje, derivati aminoferocena su zbog otezane kemijske sinteze kao
i loSe stabilnosti aminoferocena i njegovog prekursora, slabo istrazeni (Sethi i sur. 2016) Sto je
dodatno potaknulo na$ interes za daljnje istrazivanje opisanih kompleksa. Sve se ¢eSce za sintezu
potencijalnih kemoterapeutika koristi ugradnja metalocena, kao $to je ferocen, u konvencionalne
ligande vezane za prijelazne metale kao §to su npr. bakar, rutenij i nikal (Patra i Gasser 2017). Za
sintezu spojeva ispitivanih u ovom radu koristeni su tridenatni iminodiacetamidski (imda) i bis-
pikolilaminski (bpa) ligandi koji se koji se, unato€¢ svojoj strukturnoj sli¢nosti, razlikuju u
stereokemijskoj sklonosti za stvaranje kompleksa ML (bpa ligandi imaju sklonost stvaranja cis-fac
izomera, dok imda ligandi gotovo uvijek tvore trans-fac izomere) (Juraj i sur. 2020). Ligand
odabranog kompleksa 7ni je iminodiacetamidski, dok je ligand kompleksa 8y; bis-pikolilaminski. 1z
tog razloga bi odabrani kompleksi 7nii 8ni unato¢ svojoj strukturnoj sliénosti, trebali imati razlic¢itu
stereokemiju: trans-fac za kompleks 7ni te cis-fac za kompleks 8ni. Trenutno je stereokemija
razrijeSena i potvrdena za kompleks 8yi, dok se stereokemija za kompleks 7ni moze pretpostaviti
prema strukturnoj sliCnosti s prije opisanim kompleksima, npr. heksakoordiniranim Ni(ll)
kompleksima s imda ligandima opisanima u radu Juraj i sur. 2019.

Opcenito, brojni kemijski spojevi sintetizirani kao potencijalni kemoterapeutici pokazuju
odredenu vrstu djelovanja u bioloSkom sustavu. No obi¢no samo nekolicina ima nuzna svojstva i
zadovoljava vrlo stroge uvjete koje je potrebno zadovoljiti da bi se razmatrala njihova eventualna
klini¢ka primjena. Toksi¢nost spoja, kao i njegov utjecaj na druge molekule u stanici, mora biti
svedena na minimum. Takoder, moguci problemi su razliCita citotoksi¢nost spoja u uvjetima in
vitro i in vivo, $to uvelike otezava i usporava razvoj, a time i potencijalnu primjenu metalnih
kompleksa u Klinici (Chellan i Sadler 2020; Berg i sur. 2013). Takoder, spojevi koji se prou¢avaju
za potencijalnu primjenu u kemoterapiji, moraju imati koncentraciju ICsq izrazenu u puM, ili jo$
bolje nM koncentraciji. Kao $to je prethodno navedeno, za komplekse 7ni i 8ni vrijednosti 1Cso
dobivene ispitivanjem njihovog uéinka na stanicama HelLa, iznose 3,5 uM za kompleks 7nite 8 uM
za kompleks 8yi, Sto mozemo usporediti s vrijednosti ICso Siroko koriStenog kemoterapeutika
cisplatine na stanicama HelLa koja prema Stojanovi¢ i sur. (2019) iznosi 16,3 uM. Navedene
vrijednosti  ICsp ukazuju na veéu citotoksi¢nost ovdje proucavanih novosintetiziranih
heterobimetalnih kompleksa u odnosu na cisplatinu u istim eksperimentalnim uvjetima (Stojanovié¢
i sur. 2019). Ucinkovitost i antitumorski potencijal heterobimetalnih kompleksa platine (II) sa B-
aminoetilferocenom ispitana je u radu Nieto i sur. 2012, prema kojem navedeni kompleks pokazuje
znatno vecu citotoksi¢nost za liniju ljudskih stanica karcinoma debelog crijeva (WidR) s

vrijednosti 1Csp 2.3 uM £ 0.52, u odnosu na cisplatinu s vrijednosti ICso 26 uM + 5.6. U zadnje se
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vrijeme takoder intezivno proucava i antitumorski potencijal organometalnih kompleksa rutenija
(1) kao moguc¢a zamjena kemoterapeutika na bazi platine. Trenutno su u klinickim ispitivanjima
kompleks Na[trans-RuCls(1H-indazol).] poznat pod oznakom NKP-1339 i kompleks ImH[trans-
RuCls(dmso)(Im)] poznat pod oznakom NAMI-A. Kompleks NAMI-A nije pokazao citotoksi¢nost
in vitro, dok se in vivo pokazao kao vrlo dobar antimetastatski agens. Changhua i sur. (2016)
pokazali su da dodavanje ferocena opisanom kompleksu NAMI-A pokazuje citotoksi¢nost U
uvjetima in  vitro.  Citotoksi¢nost  nastalog  heterobimetalnog  kompleksa ~ Na[trans-
RuCls(dmso){1-ferocenil-2-(4-piridil)eten} ] poznatog pod oznakom Fc-NAMI kao i spoja u kojem
je ferocenska skupina zamijenjena fenilnom (koji je sluzio kao kontrola) ispitane su na ljudskoj
liniji stanica karcinoma debelog crijeva SW480. Kompleks FCc-NAMI pokazao je znatno veci
citotoksi¢ni uéinak (ICse=35 uM) u odnosu na kontrolni uzorak (1Cs>400 uM). Prema Talancén i sur.
(2013), sintetizirani ciklometilirani Pt(Il) kompleks sa ferocen iminoalkoholnim ligandom takoder
je primjer heterobimetalnog kompleksa s jakim antitumorskim djelovanjem. Navedeni kompleks je
pokazao 20x jaCe djelovanje na liniji stanica karcinoma debelog crijeva HCR116 u odnosu na
cisplatinu. Takoder je pokazano kako navedeni heterobimetalni kompleks ima puno vecu
toksi¢nost prema ispitivanim tumorskim linijama stanica (ICs0=2—8 puM) u odnosu na slobodni
ferocen iminoalkohol (ICso >100 uM). Navedeni literaturni podaci ukazuju na veliki antitumorski
potencijal takvih heterobimetalnih kompleksa s ferocenom, kao i potrebu za daljnjim istrazivanjima

u svrhu njihove moguce klini¢ke primjene.

Da bi se novosintetizirani kompleks smatrao potencijalnim antitumorskim spojem treba
zadovoljiti svojstvo neselektivnosti za razli¢ite vrste stanica tumora. Stoga su kompleksima 7y;i 8ni
tretirane dodatne tri linije stanica tumora: stanice seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja
(MES-QOV) i dvije razli¢ite linije stanica melanoma (RPMI-7951 i MDA-MB-435). Dobiveni
rezultati potvrdili su veéu citotoksi¢nost kompleksa 7ni u odnosu na 8yi kod svih ispitanih linija
stanica. Najveca osjetljivost na djelovanje kompleksa 7ni i 8ni uogena je kod linije stanica raka
jajnika, MES-OV. Nadalje, da bi se novosintetizirani spoj smatrao potencijalno interesantnim za
istraZivanje u antitumorskom kontekstu mora imati i izrazeno selektivno djelovanje na tumorske u
odnosu na normalne stanice. U tu svrhu u ovom je istrazivanju ispitana toksi¢nost odabranih
kompleksa 7ni i 8ni koriStenjem normalne linije ljudskih fibroblasta. Pokazano je da su oba
kompleksa manje citotoksi¢na za fibroblaste u odnosu na stanice tumora $to ukazuje na njihovo

selektivno djelovanje.

Mehanizmi djelovanja takvih heterobimetalnih kompleksa su vrlo slabo istrazeni zbog

ogranicenosti vecine istrazivanja na sintezu spojeva i analizu njihove citotoksi¢nosti in vitro (Patra
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i Gasser 2017; Gericke i sur. 2012). Prema Patra i Gasser (2017), heterobimetalni kompleksi s
ferocenom svoje antitumorsko djelovanje ostvaruju ciljanjem viSe razli¢itih organela unutar stanice
ili zahvaljujuéi aditivnom ili sinergistickom uc¢inku razli¢itih metala koje sadrze, mogu ostvariti
multimodalna terapijska djelovanja. Jedno od obiljeZja tumora je promjena homeostaze ROS-a,
koja se odnosi na njihovu povecanu razinu u stanicama tumora $to ju ¢ini vrlo privlacnom metom
za terapiju raka. Takvi lijekovi djeluju na principu povecanja koncentracija ROS-a u tumorskim
stanicama do tolike koncentracije da tumorske stanice vise ne mogu prezivjeti, odnosno dolazi do
njihove smrti. Takoder, veliki je izazov kod ovakvih lijekova posti¢i selektivnost za tumorske u
odnosu na normalne stanice $to je vrlo bitno zbog visoke citotoksiénosti ROS-a (Ozkan i sur. 2022;
Marzenell i sur. 2013). Opcenito, metalni kompleksi prije interakcije s ciljnom bioloskom
molekulom mogustupati u interakciju s razli¢itim molekulama u citosolu kao i na membrani
stanice. Jedna od takvih molekula je antioksidans glutation, koji potencijalno moze imati ulogu u
obrambenom odgovoru stanica HelLa na ispitivane metalne komplekse. Svoje djelovanje moze
ostvariti detoksifikacijom spoja ili stabilizacijom oksidacijsko-redukcijskog sustava stanice
stvaranjem ROS-a uslijed tretmana. Kako bismo ispitali sudjeluje li glutation u odgovoru Hela
stanica na stres uzrokovan tretmanom kompleksima7yi i 8ni napravljeni su predtretmani stanica s
BSO koji je inhibitor sinteze glutationa te s NAC koji je prekursor u sintezi glutationa. Ukoliko
citotoksi¢no djelovanje kompleksa 7ni i 8ni ovisi o koli¢ini dostupnog glutationa u stanici
(neovisno na koji nacin glutation ostvaruje svoje djelovanje) o¢ekivano bi bilo razli¢ito prezivljenje
ispitivanih tumorskih stanica sa ili bez inhibitora zbog varijacija u koli¢ini glutationa. Odnosno,
océekivano bi bilo manje prezivljenje stanica predtretiranih s BSO koji inhibira sintezu glutationa te
bi time stanice bile osjetljivije na tretman kompleksima te vece prezivljenje stanica predtretiranih s
NAC koji dovodi do vece sinteze glutationa te bi time stanice bile otpornije na tretman
kompleksima. Medutim, dobiveni rezultati pokazuju da citotoksi¢no djelovanje kompleksa 7ni i 8ni
ne ovisi o koli¢ini glutationa u stanici. Marzenell i sur. (2016) pokazali su da prolijekovi na bazi
aminoferocena uzrokuju jaki oksidativni stres koji uzrokuje smrt humane leukemijske linije stanica
HL-60. Takvi su prolijekovi na bazi aminoferocena u stanicama tumora stupili u kemijsku reakciju
s ROS-ovima, sto je uzrokovalo njihovu aktivaciju. Nastala su dva citotoksi¢na produkta od kojih
je jedan (kinon-metid) uzrokovao inhibiciju antioksidativnog sustava, a drugi (aminoferocen sa
zeljezo (II) ionom) je uzrokovao stvaranje visoke koncentracije ROS-a. Nadalje, pokazano je da
derivat ferocena, hidroksiferocifen, djeluje citotoksiéno na nacin da smanjuje koncentraciju
glutationa inhibirajuci na taj nacin antioksidativni sustav i uzrokujuci smrt stanica karcinoma dojke
(Marzenell i sur. 2013). Moguce je da se kompleksi 7yi i 8ni vezu na DNA te stvarajudi oStecenja

DNA dovode do smrti stanice. Nadalje, s obzirom da u stanicama postoje i druge molekule koje
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osim glutationa sudjeluju u stabilizaciji ROS-a (Lushchak 2012) namjera nam je da u budué¢em

istrazivanju direktno mjerimo ROS.

Daljnje analize odabranih kompleksa 7ni i 8ni bile su usmjerene na proucavanje njihovog
uCinka na ciklus i smrt stanica. Rezultate analize ciklusa stanica tretiranih kompleksom 7y
pokazuju da kompleks 7ni poti¢e nakupljanje stanica u fazi S ciklusa u ovisnosti o dozi. Odnosno,
proporcionalno vremenu tretman kompleksom 7y potic¢e nakupljanje stanica u GO/G1 fazi ciklusa.
Moguce je da kompleks 7ni uzrokuje vise tipova oSteCenja (rano i kasno) §to bi moglo objasniti
razli¢it uéinak na ciklus stanica u ovisnosti o trajanju tretmana. Takoder je moguée da stanice
tijekom replikacije DNA u fazi S ciklusa zbog nastalih ostecenja ne prolaze drugu kontrolnu toc¢ku
(S/G2) ¢ime dolazi do zaustavljanja diobe stanice. Nadalje, pokazano je da kompleks 7ni uzrokuje
poveéanje subG1 populacije stanica U ovisnosti 0 dozi i vremenu tretmana. Kompleks 8ni takoder
uzrokuje nakupljanje stanica u fazi S ciklusa te porastom dulijne tretmana dolazi do nakupljanja
stanica u GO/G1 fazi. Kompleks 8ni uzrokuje porast subG1 populacije stanica u ovisnosti o dozi i
duljini trajanja tretmana. Dobiveni rezultati ukazuju na slicno citotoksi¢no djelovanje oba

istrazivana kompleksa.

Kako su prethodno opisani rezultati analize u¢inka kompleksa 7ni | 8ni na ciklus stanica
uzrokovali nakupljanje populacije stanica subG1, daljnje je istrazivanje bilo usmjereno na analizu
tipa stani¢ne smrti uzrokovane tretmanom navedenim kompleksima. Nekroza i apoptoza su dvije
najcesCe vrste stanicne smrti. Neodgovarajuca regulacija oba procesa moze rezultirati nizom
bolesti, ukljucuju¢i rak (Fink i Cookson 2005). Tijekom nekroze, za razliku od apoptoze, dolazi do
naruSavanja integriteta stani¢ne membrane, izlijevanja stani¢nog sadrzaja te upale, $to moze vrlo
negativno utjecati na ostala tkiva i organizam (Hassan i sur. 2014; Fink i Cookson 2005). Sa
svrhom razlikovanja izmedu nekroti¢ne i apoptotske stani¢ne smrti, stanice HelLa su tretirane
kompleksima 7ni i 8nii bojane s Aneksin-V-FITC i Pl-om. Rezultati su pokazali da oba kompleksa

uzrokuju apopotozu.

Kako bi se dodatno potvrdila smrt stanica apoptozom, analizirana je ekspresija/cijepanje
proteina PARP-1 nakon tretmana stanica HeLa kompleksima 7n;i 8ni. TO je enzim koji sudjeluje u
popravku oste¢enja DNA i predstavlja jednu od meta kaspaze 3 tijekom apoptoze. Pri apoptozi
dolazi do njegovog cijepanja Sto se smatra specificnim biljegom programirane smrti stanice
(Agarwal i sur. 2009). Rezultati pokazuju da tretmani kompleksima 7ni i 8ni ne uzrokuju cijepanje
proteina PARP-1 u stanicama jer je detektiran samo nepocijepani oblik proteina. Neki od mogucih
objasnjenja su da protein PARP-1 nije ukljucen u apoptozu uzrokovanu istrazivanim kompleksima

ili da se radi o apoptozi koja je neovisna o kaspazama. Zanimljiv primjer heterobimetalnog
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kompleksa je kompleks platine (I1) sa ferocenom koji, kako navode Link i sur. (2014), aktivira
kaspaze i posljedicno programiranu smrti stanice $to je detektirano smanjenom ekspresijom
prokaspaze 3 i povecanom ekspresijom pocijepanog oblika proteina PARP-1. Takoder je pokazano
da ovaj kompleks s ferocenom, interferiranjem s enzimom AKT dovodi do translokacije
transkripcijskog faktora FOXO3a iz citosola u jezgru gdje ostvaruje svoje tumor supresorsko
djelovanje (pokazano je da je u tumorskim stanicama FOXO3a Cesto translociran u citoplazmu

zbog pojacane regulacije enzima AKT koji fosforilacijom FOXO3a potice njegovu translokaciju).

Nadalje, kako nas$i rezultati protoc¢ne citometrije upucuju na to da stanice HelL.a umiru
apoptozom nakon tretmana kompleksima 7ni i 8ni, @ prethodno opisani rezultati pokazuju da ne
dolazi do cijepanja proteina PARP, analizirana je ekspresija antiapoptotskog proteina Bcl-2 nakon
tretmana stanica HeLa kompleksima 7ni i 8ni. Overekspresija proteina Bcl-2 uoéena je u brojnim
tumorima te se povezuje s nastankom, napredovanjem i razvojem otpornosti na antitumorske
lijekove sto je u skladu sa Cinjenicom da je supresija apoptoze jedna od osnhovnih karakteristika
tumora (Campbell i Tait 2018; Garc i sur. 2018). Nasi rezultati pokazuju da povecanjem
koncentracije kompleksa 7ni i 8ni dolazi smanjenja ekspresije anti-apoptotskog proteina Bcl-2.
Rezultati ukazuju na mogué¢i mitohondrijski put aktivacije apoptoze kompleksima 7ni I 8.
Medutim, daljnja istrazivanja mozemo usmjeriti na detekciju drugih anti- i pro-apoptotskih
proteina kao sto su Bax i Bak (karakteristi¢ni za unutarnji put apoptoze/mitohondrijalni put) ili Fas
(karakteristian za vanjski put apoptoze/receptorski put). Takoder, mjerenje aktivnosti kaspaza 8, 9

i 3 sUnuzna za bolje razumijevanje programirane smrti stanice uzrokovane ovim kompleksima.

Sinteza i proucavanje heterobimetalnih kompleksa prijelaznih metala s ligandima na bazi
ferocena u svrhu iskoristavanja aktivnosti dva razli¢ita metala u zadnje vrijeme predstavljaju veliki
predmet interesa brojnih znanstvenika zbog njihove potencijalne primjene u kemoterapiji. Kako
navode Patra i Gasser (2017), potentnost ovakvih heterobimetalnih kompleksa s ferocenom uvelike
ovisi o slu¢aju, primjerice o tipu tumorskih linija stanica koriStenih za ispitivanje uc¢inka ovakvih
kompleksa $to predstavlja manu u shva¢anju mehanizama njihovog djelovanja. Takoder,
istrazivanja treba usmjeriti i na prou¢avanje mogucih nuspojava uzrokovanih kori$tenjem ovakvih
spojeva kao $to je npr. preopterecenje organizma zeljezom ($to moze uzrokovati ostecenje jetre) u
svrhu procjene njihove primjene kod ljudi. U ovom su radu prvi put opisani bioloski u¢inci dva
novosintetizirana heterobimetalna kompleksa nikla s aminoferocenskim ligandima. Ispitivani su
kompleksi pokazali odredena svojstva bitna za daljnja ispitivanja i potencijalnu klini¢ku primjenu,
koja ukljucuju Sirok opseg antitumorskog djelovanja i selektivnost za tumorske u odnosu na

normalne stanice. S obzirom da su rezultati pokazali da citotoksicno djelovanje ispitivanih
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kompleksa ne ovisi o koli¢ini glutationa u stanici, zbog ¢ega pretpostavljamo da ovi kompleksi ne
uzrokuju stvaranje ROS-a (jednog od mehanizama djelovanja antitumorskih lijekova preko kojeg
se inducira smrt tumorskih stanica), daljnja istrazivanja treba usmjeriti na otkrivanje to¢nog

mehanizma njihovog djelovanja kao i specifi¢ne bioloske mete ispitivanih kompleksa.
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6. ZAKLJUCAK

1. Ispitana je stabilnost i citotoksi¢nost 20 novosintetiziranih derivata ferocena i njihovih metalnih
kompleksa na stani¢noj liniji HelLa. Zbog vece stabilnosti i toksicnosti izabrana su dva
heterobimetalna kompleksa nikla s aminoferocenskim ligandima (7ni i 8ni) za daljnja bioloska

ispitivanja.

2. Kompleksi 7ni i 8ni pokazuju antitumorsko djelovanje i selektivno citotoksi¢no djelovanje na

tumorske u odnosu na normalne stanice fibroblasta.
3. IstraZena je citotoksi¢nost kompleksa 7ni | 8ni na tumorskim stani¢nim linijama MES-OV,

RPMI-7951 i MDA-MB-435 od kojih linija MES-OV pokazuje najvecu osjetljivost na djelovanje

kompleksa 7ni i 8ni.

.....

kompleks 8.
5. Glutation ne sudjeluje u odgovoru stanica HeLa na tretman kompleksima 7y i 8.

6. Kompleksi 7ni i 8ni uzrokuju nakupljanje stanica u fazama ciklusa GO/G1i S.

7. Kompleksi 7ni i 8ni poti¢u programiranu smrt Stanice, odnosno apoptozu.
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8. ZIVOTOPIS

Rodena sam 9. 1. 1998. godine u Osijeku. Nakon zavrSene osnovne $kole, upisala sam II.
gimnaziju u Osijeku. Nakon zavrSenog srednjoSkolskog obrazovanja s odlicnim uspjehom, upisala
sam preddiplomski studij Biologije (s modulom kemije) na Odjelu za biologiju Sveucilista Josipa
Jurja Strossmayera u Osijeku. Tijekom preddiplomskog studija, bila sam demonstrator na
kolegijima Zoologija i Biokemija 1 i 2, predsjednica Studentskog zbora Odjela za biologiju, jedan
od predstavnika studenata u Vije¢u Odjela za biologiju te ¢lan Studentskog zbora Sveucilista Josipa
Jurja Strossmayera Osijeku. Takoder sam sudjelovala u radu Udruge studenata biologije ZOA,
brojnim manifestacijama kao §to je “Tjedan mozga”, kongresu HDIR-6 (6. konferencija Hrvatskog
drustva za istrazivanje raka), konferenciji “Women Who are Changing Science” te organizaciji
Sveucilinih smotri kao i smotri Odjela za biologiju. Preddiplomski studij Biologije zavrsila sam
odli¢nim uspjehom 2020. godine i stekla zvanje sveuciliSnog prvostupnika biologije. Iste godine
upisala sam diplomski studij Molekularne biologije u trajanju od dvije godine na Prirodoslovno-
matematiCkom fakultetu Sveudilista u Zagrebu. Tijekom diplomskog studija odradila sam
laboratorijsku struénu praksu u trajanju jednog semestra na Zavodu za mikrobiologiju
Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta SveucdiliSta u Zagrebu, pod vodstvom izv. prof. dr. sc.
Martine Seruge Musié. Na zadnjoj godini diplomskog studija odradila sam izradu
eksperimentalnog dijela ovog diplomskog rada u laboratoriju za stani¢nu biologiju i prijenos
signala Instituta Ruder Boskovi¢ u Zagrebu pod vodstvom dr. sc. Anamarije Brozovi¢. Tijekom
izrade ovog diplomskog rada imala sam priliku steci vjestine rada u stani¢noj kulturi, razli¢itim
molekularnim metodama kao je test prezivljenja MTT, Western Blot te mjerenje ciklusa i smrti
stanice proto¢nim citometrom. Studij Molekularne biologije zavrsavam izradom ovog diplomskog
rada te se nadam daljnjem nastavku rada u podrudju istrazivanja raka. Uz materinji hrvatski,
aktivno govorim engleski jezik, a tijekom srednjosSkolskog obrazovanja stekla sam osnove

talijanskog i njemackog jezika.
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