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1. UvoD

1.1Ferocen

1.1.1. Ferocen

Feroen poznat i kao bis(tiklopentadienil)feljezoCi0Hi0Fe @lika 1.), izgledom

podsjeta na oblik sendvi€akojemuse feljezo nalazi izme,u dya ciklopentadenilskih

()

prsterova.

Slika 1.Strukturna formula ferocen@)

Ferocen je otkriven 1951. godine. Objasnjenje strukture ferocena bilaf@ootkrite
u povijesti kemije, <to je dovelo do razvoja moderne organometalne KkefBjje
Organometalna kemija i biokemija povezale sezadnp dva desetljeta, €ime je osnovano
novo podru€je: bioorganometalna kemijgo novo podru€je omogufilo je sintezu novih
organometalnih spojeva koji zbog svojih svojstava moguphitnjenjivaniu lije€enju bolesti
kao «to su tumori i malarija3). Stabilnost ferocena u vodenom i aerobnom mediju
sposobnost stvaranja velikgproja derivata i povoljna elektrokemijska svojstva u€inila su

ferocenzanimljivim u bioorganometalnim istraf ivanjinfa).

1.1.2. Derivati ferocena

Daljnjim istrafivanjima koja su predena na ferocenu otkriveno jga se zbg
njegovih povoljnih kemijskih i fizikalnih svojstava mogu sintetizirati raderivat istoga
spoja Posljednjindesetljetasintetizirani su derivatikoji suispitivaniu razli€itim studijama,
kao imunosenzori za proteine, DNA i povreinski antigeapaitisa B (HbSAgQ)te senzor za
ugljikov monoksd (4), a istrafivana je i njihova primjena u terapijske svbe Terapija
derivatima ferocena potpomognuta je steroidnim i nesteira endokrinim modulatorima i

Utjecaj novosintetiziranih derivata ferocena na rast tumorskih stianiitao 1
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prirodnim produktimaDerivati, u ovone slu€ap, poboljeavaju u€inak aktivnibiomolekula
mijenjajuti njihov farmakokineti€ki profi(5). Danas se metaloorganski spojé&ariste uz
platinuu kemoterapiji (6).

U najnovijim istrafivanjimanaj€ete se koriste derivati feroce(@ferocenofani.

Oni sadr avajustrukturu ferocengyri €emusu dva ciklopentadiemb prstena spojena

s 3 ugljikovaatoma(5s).

1.2. Kultura stanice i uzgoj

1.2.1ulkura stanice

Kultura staniceje uzgoj stanica fivotinja ili biljaka i njihov rast u povoljn@m
umjetnom okolieu.

Primarnase kultura odnosina stadij kulture kada su stdne izolirane iz tkiva
direktnim ili indirektnim enzimskim ili mehani€kim metodamazapo€eta je njihova
proliferacija uuvjetimain vitro. Nakon njihova rasta, one sepkultiviraju prenosenjem u
novi medij, gdje te imati i viee prostora za rast i razmnofavdjje

Stani€na linija jstlinija nakon prve spkultivacije. Stani€ne linije nastale iz primarnih
kultura imaju ograni€en fivotni vijek. Presmm prefivljavaju one koje imaju dominantniji
rad i time nastyauniformnost u populaciji.

Kabinet za rad sa stanicanmaora biti posebno opremljen zbog opasnosti od
kontaminacije, a time i upropastavanja cijele stani€ne linije.

Prostor mora biti dovoljno velik kako bi se njime mogla korisiti jedsaba mora biti
lak za odrfavanje i €i*fenjeunutra i izvana, adekvatno o®iljen i mora biti smjesten tako
da je sve nadohvat ruke kako bi se sto manje manipuliralo. Svaki predmet koji dolazi

kabinetmora biti dezinficiran 706-tnim etanolom (7).

Utjecaj novosintetiziranih derivata ferocena na rast tumorskih stianiitao 2



uvoD
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Slika2. Prikazkabineta za rafiz 7)

1.2.2. Rast dhamitro

Razlikujemo dvije vrste stanica u kulturi, adherentne i stanice u suspenziji.
Adherentne kulturgorianjaju za podloguKako bi se mogle koristiti, potrebno je stanice
odvojiti od podloge to se rjecava enzimski (tripsin) ili mehani€lidahijevaju redovitu
izmjenu medija i spkultiviranje, na *to n& upozoravabroj stanica u kulturi koji se dobije
gledanjem mikrdsopom. Budufi da stanice prianj na podlogunjihov je rast ograni€en na
povreinu posudePrimjenjujese u citologiji iu istrafivanjima.

Stanice u suspenziji lakee su za odrfavanje, aliijeabju svakodnevndorojenje stanica i

uvid u fivute, odnosno mrtve stanice. Rast stgpoti€ese razrje,ivanjem. Buduti da nea
prianjanja stanica na povreinu, nije potrebna enzimska ili mehani€ka disocijacija. Rast je
ograni€en koncentracijom stanica u medigkorietava se zaproizvodnju proteina te u
istrafivanjima.

Stani€ni je medij najvafniji sastojak stani€nog okoliea jer osigargwotrebne
nutrijente, faktore rasta i hormone za rast stanice te reguliragidoski tlak kulture (7).

Utjecaj novosintetiziranih derivata ferocena na rast tumorskih stianiitao 3
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1.3. Genska osnova raka

Postoji mnogo na€ina nastanka raka, ali ono sto je zajedni€ko svima njista je
nekontrolirani rast stanica. Razlikujemo®udne ili maligne i dobrofudne ili benigne tumore,
ali samo maligni tumori metastaziraju i napadaju okolna tkiva. Tumori svojim rastom mogu
pritiskati okolne dijelove tijela, ,arazvijajufi svoju vlastitu opskrpu krvi (angiogeneza),
tumorsko tkivo zdravomntijelu oduzima potrebne hranjive tvari. Mikroskopski, stanica raka
nalikuje stanicamdkiva organa koji je zahvaten (9).

Zlofudni se tumori mogu podijeliti na sarkome, karcinome i hemoblastome.
Karcinomi su zlotudni tumori epitelnih i mukoidnih staniea parenhimatoznih organa.
Sarkomi su zlotudni tumori vezivnagpotporno@tkiva, a hemoblastomi su zlotudni tumori
hematopoenogatkiva.

Mutacije gena velikinsudijelom odgovorne za nastanak zlotudndmga. Mutacije
mijenjaju koli€inu ili funkciju proteina koji nadziru sta€ni rast, diobu i popravak DNK
Dvije su glavne skupine mutiranih gena: onkogeni i tumorsupresorski geni.

Onkogeni su izmijenjeni normalni geni (protoonkogeni) koji nadziru stani€ni Mstacija
protoonkogena nastupaju zbog $e€enih stani€nih mutacijauzrokovanih to€kastn
promjenana genskin amplifikacijama ili insercijama genskih dijelova virusa UDNK
domating8).

Produkti tumorsupresorskih gena sudjeluju u diobi stanica i plgpm@MK i presudni su za
otkrivanje neprimjegnih poruka za stani€ni rast. Alkakvi geni zbog ste€enih ili naslije,enih
mutacija viee ne mogu funkcionirati, mutacije drugih gena viee se ne provjeravaju, to vodi u
neoplasti€nu pretvorbu. Kaovetinu gena, takotumorsupresorske gene kodiraju datela.
Manjkava kopija jednog gena mofe biti nasljedna, te mofeulakdovatimutacig, €ime se

gubi normalna zastitna osobina ger@sim naslje,ivanjem manjkavog alela, mofe dofi do
metiliranja promotorske regije, €ime se ko€i prepisivanje (transka)pCtp je vefi stupanj
pogreenog metiliranja i veti broj zahvatenih gerestajezlotfudnijanovotvorira (8).

Uz mutaciy gena, razvaj zlofudnih novotvorina pridonose i virusi, kemijskiréiaogeni,
ultraljubi€aste zrake, ionizirajuti zra€eng.

Neki virusi se povezuju a DNKdomatina te se pri ponovnoj replikaciji normalni geni
oetefuju, a novonastali geni mogu utjecati na rast ili diobu stanica. Virusna infekcija uzrokuje
i imunosnu reakciju, to remeti normalan nadzor ranih novotvorina i poveiasalost

zlotudnih neoplazn(B).

Utjecaj novosintetiziranih derivata ferocena na rast tumorskih stianiitao 4
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Kemijski karcinogeni moguuzrokovati mutacije gena s nekontroliranim rastom i
nastankom novotvorina. Mogu biti prisutni u prirodi (prirodni pesticidi), &ao proizvodi
kemijske industrije (skupina aromatskih ugljikoua aromatskih amina, alifatskih spojeva i
teekin metala).Ultraljubi€aste zrake mogu izazvati rak kofe octefivanjenKDiNi €emu

nastaju dimeri timidina koji izbjegnu popravak zhag,enih mana u popravku DNK8).
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Slika3. Invazija malignih stanicene,u normalne stanicepfeuzeto i2)

Za zlotudneje stanice karakteristi€no da slabije diferencirane od nornmeh,
nezrele su i primitivne te imaju osobine fetalnih stanica koje joe nisu proele proces
diferencijacije i sazrijevanja. Karcinogeneza jenipleksan proce za koji sesmatra da
nastaje kao posljedic promjena u regulacijskim genima koji kontroliraju stani€nu
proliferaciju, diferencijaciju i prefivljavanje. Zlofudsetumor razvija u 4 stadija: incijacija,
promocija, progresija i metastazija (10).

Pojavapresadnicarietastazaozna€uje tumor kao zlofudni te bolesnitins stadijem
imaju ograni€ene mogutnosti lije€enja i time loeiju prognozu. Metastatske stanice izgledom i

ponasanjem odgaraju stanicama primarnog raka (9).

Utjecaj novosintetiziranih derivata ferocena na rast tumorskih stianiitao 5
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Slika 4. Proces karcinogeneze (10)

1.4. Metode odre ivanja citotoksi nosti

Stani€nasecitotoksi€nost odnosi na sposobnost odre,ene kemikalije da unieti fivufu
stanicu. Koristefi se citotoksi€nim spojem, zdrave stanice mogu se podvrgkngzi ili
apoptozi Mjerenje citobksi€nosti pokazalo se ka@fna tehnika za identificiranje spojeva
koji mogu nositi odre,eni rizik za ljudsko zdravlje te pri razvoju novih farmaceutskih
proizvoch.

Vetina metoda kojima se mjeri citotoksi€nost uzima u dmzjenicuda mrtve snice
nemaju kompletnu stani€nu membranu, pri €emparabljenaboja vizualizira unutraenjost
mrtvih stanica (11).

Test citotoksi€nostikoristi se za pregledstani€nekulture kako bi se moglodrediti
kako je ispitivani spoj djelovao na stani€nu prolifgtadi pokazati izravni citotoksi€ni efekt
koji uzrokujestani€m smrt. Bez obzira na tip testitotoksi€nostivafno je znati koliko ima
fivutih stanica na kraju svakog eksperimenta. Testmtoksi€nostuklju€uju: test redukcije
tetrazolijumom, testredukcije resazurinom, markere proteaze i detekciju -ATFSvi
zahtjevaju inkubaciju reagensa s ispitivanom stani€nom linijom. Kada stanice umru, ubrzo se

gubi sposobnost da supstrat postane produkt (12).

Utjecaj novosintetiziranih derivata ferocena na rast tumorskih stianiitao 6
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2. CILJ

U ovomsuistrafivanju postavljersljeceti ciljevi:
1. ispitati aniproliferativni potencijal derivata ferocena na rast normalnih i
tumorskih stanica u uvjetima vitro,
2. ustanoviti povezanost izme,u strukture i koncentracije novih spojeva i
inhibicije rastate definirati sypstanciju koja ima naetu u€inkovitost na rast

tumorskih stanica a da istobno ne djeluje inhibitorno na rast kulture
normalnihstanica.

Utjecaj novosintetiziranih derivata ferocena na rast tumorskih stianiitao 7



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1 .Ispitivani spojevi

Derivati ferocena pripravljeni su u Zavodu aaganskukemiju Fakultaa kemijskog
infenjerstva i tehnologije Sveu€ilieta Zagrebu. Za svrhin vitro istrafivanja neposredno
prije testiranja pripremljene su finalne otopine otapangtatkotopine novosintetiziranih
spojeva (1 x 18 mol/L) u DMSO mediju. Prema pokazanoj ljgyosti u DMSO mediju,
definirana finalna koncentracija novosintetiziraasgojabila je 10° mol/dnt, 10° mol/dnt i

5x 10° mol/dnt.

3.1.2Stani ne linije

Kako bi se bolje pokazao u€inak derivata ferocena na razli€ite vrste stanice,
uporabljenesu alherentne stanice i stanice u suspenziji.
Adherentne stani€ne linijestance adenokarcinoma vrata materni¢eleLa), stanice
kolorektalnog adenokarcinom@#Cao2) i stanice bubrega ps&IDCK).
Stanice u suspenziji: stanice kroni€ne mijeloidne leukerfj®62) i stanice Burkittova
limfoma (Raji).
Od stani€nih linija koje suskoristeng sve sutumorske osim MDCK koji je normalna

stani€na linija.

3.1.3. Kemikalije

Tijekom eksperimentalnog dijela radabljeni su reagensi i kemikalije razli€itih
proizvo,a€a Za adherentne stanice koristio se hranjivi medij koji se priprema kompletiranjem
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) temeljnog medga. stanice u suspenziji
iskoristen je Roswell Park Memorial Institute medij (RPMI 1640), kao izotoni€na otopina
uporabljujese PBS (fosfatom puferirana otopina s@iza lakee bragnje stanicasluf etopina

tripanskog plavilate dimetilsulfoksid (DMSO).

Utjecaj novosintetiziranih derivata ferocena na rast tumorskih stianiitao 8



3.2. Metode

321 Kultivacija stanvctao

Protokol za kultivaciju stanica se razlikuje za adherentneicstanza stanice u
sugenziji. Zajedni€ko kultivacijama stanicasferad u kabinetu u sterilnim uvjetima s
laminarnim protokom zraka. Sav pribor, posu,e, medij, puferi i otopine moraju biti sterilni

Protokol za adherentne stanizapo€injezbacivanjen starog medija iz kulturenakon
€ega slijedispiranje stanica slanom otopinom bez kalcija i magenzija, ppat¥nda se ne
osteti sloj stanica na stijenciBuduti da se radi o adherentnim stanicama potrebno je
dodavanjeeagens, npr. tripsirakako bi £ stanice odvojile od stijenkmce za uzgoj stanica
te inkubiranje oko 2 minute na sobnoj temperatupiotrebno je provjerippod mikroskopom
jesu li se stanice odvojile. Ako ih se manje 0d%0odvojilo, onda je potrebno produljiti
vrijeme inkubacije svakih 30ak sekundi provjeriti mikroskopom.

Kada seodvojilo dovoljno stanicadodaje se dvaput viee volumena media bi reagens
disociraq stanice se prebacuju u hililitarsku epruvetu i centrifugina se na200xgna 5%o

10 minuta resuspendiraju sstanice i odvoje se za bamjje. Brojanje stanica izvodi se
pomofu mikroskopa, koristefi se broja€em stanica, hemocitomettopinomtripanskog
plavila(7).

Nakon brognja stanica mikroskopom, potrebno je izra€unati koliko ima ukupno stanica te
koliko nam jemedijapotrebnoza odre,eni broj stanica

Supkultivacija stanica u suspenziji manpgekomplicirana i zahtjevnija od adherentnih
stanica. Jednostavnija je samim time «to su stanice vet u suspenziji u mediju teeibane
odvajati od podloge. Nijegirebno mijenjati medijnegose stanice odrfavaju tako <to ih se
svaka 2 do 3 dana hrani ds&nesjedine.

Kada su stanice spremne za pasafu, posuda se vadi iz inkubatora i uzima se mali uzorak
sterilnom pipetomUzorak se pregledava mikroskopom, kak@d®imoglo utvrditi sadgivali

odre,ena stani€na linija dovoljan broj stanica. Brp¢ stanicaprovodi se isto kao i za
adherentne, odnosrspomotu hemdtomet®, broja€a stanicaotopinom tripanskog plavila

Nakon €ega se ra€una volumen medija kojitreba dodati kako bi setani€na kultura

razrijedilado preporu€ene gustote.

3.2.2. Odre ivanje broja ~ivih stanica u kulturi

Kako bi rezultati istrafivanja bili kvalitetni broj stanica u svakom eksperimentu mora

biti definiran stoga je potrebno prijevakog pokusa utvrditi broj stanica u suspenziji.

Utjecaj novosintetiziranih derivata ferocena na rast tumorskih stianiitao 9



Vijabilnost i brojnoststanica odre,uje se befjem otopinomtripanskog plavilau BSrker
TSrk komorici.

Za odre,ivanje brojastanica potrebno jetopinetripanskog plavila...ive stanice s
neostefenom sta@mom membranom aktivno izbacuju boju i tako ostaju neobojene, za razliku

od mrtvih, koje ostaju obojene nakon ulaska boje u stanicu kroz ostetenu membranu.

Slika5. Skica stanica pod mikroskopom. Preuzeto i prilago,em@ba

http://www.microbehunter.com/tHeemocytometecountingchamber/

Utjecaj novosintetiziranih derivata ferocena na rast tumorskih stizniitao 10



Slika6. BSrkerTSrkovakomorica.Preuzeto i prilago,eno weba

http://viagralevitradzheneriki.ru/eritrocitoecuentede-reticulocitosleucocitosy.html

Pod invertnim mikroskopom (Zeiss Axiovert 25, Njema€ka) prebrojavaju se five
stanice unutar 4 kvadratifa bmojem gornjeg ijednog od postrani€ncgbrida kvadratita.

Broj sefivih stanica prera€unava prema formuli:

broj stanica% o 3= X & 10* stanica/en®
gdjesu
N %dbroj stanica

4 %broj polja u komorici

3 %éaktor razrje,enja
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32.30dre ivanje citotoksi nosti MTT testom

Naj€eeterabljeni spojevi za test redukcije tetrazahpom jesu: MTT, MTS, XTT i
WST-1.

MTT (3-(4,5dimetiltazol2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid) prvie homogeni test
za uvid u stani€nu proliferaciju. Koli€ina formazana mjeri se ra€unanjem p@Noje
apsorbangi na 570 nm koristeti se spektrofotometrom. Refergetmalna duljina 630 nm,
ali se ngabi€esto(12).

...uti tetrazolijm MTT reduciran jeu metaboli€kiaktivnim stanicama djelovanjem
dehidrogenaza, kao *to su NADH i NADPH. Rezultah@stanak ljubi€astog formazana koji
se onda kvanti@ira s pomofu spektrofotometra (1¥Xada staniaumre, izgubi se sposobnost
da se MTT pretvara u formazaazato i promjena boje izostaje (12).

Slika7. Struktura MTTFai obojenog formazaskogproduka (12)

Formazan se kao produkt MTT tetrapoha talofi kao netopljivi precipitat unutar
stanice. Formazan mora biti topljiv kako bi se mogla o€itati apsdjhanc
spektrofotometrijomPrimjenjujuse razne metode za topljivost, kao to su: stabilizadje,b
izbjegavanje ispavanja i reduciranje interferencija s fenol crvenilom i ostalim
komponentama medija. Od kemijskih spojeva za topljivost se nupguabljivati kiseli
izopropanol, DMSO (dimetisulfoksid), dimetilformamid, SDS (natrijev dodecil st)fa
kombinacija detergenta i organskog otapala (12).

MTT reagens stabilan je i spremanugzorabuna +4<«C u mra€nora prostoru do 18
mjeseci. Priprimjeni reagensa potrebno je voditiigu o tomeda se pipetom ne do,epojavi
kontaminacig stani€nom linijon (13).

Adherentne stani€ne linijje nasa,ene su na mikrotitarske plof@ée jafica) u
koncentraciji 240" st/cm® u volumenu od 0,2 ci(0,18cm® stani€ne suspenzije i 0,@2°
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derivata ferocena) u svaku jaficu. Stanice su inkubirane,unR@batoru prekaozi kako bi

se prihvatile za podlogu te tretiran®,62 cni derivata ferocena mavrenimkoncentracijama
od 1x10%, 1x10°, 5x10° i 1x10° mol/dnT. Nakoninkubacije od 72 sata, medij je uklonjen sa
stanica, a stanice su tretirane 1 x MTT/P®8 u konceatraciji od 5 mg/mL. Stanica pod
tretmanom inkubirane su u G@nkubatoru 4 sata. Kako bi se nastali formazanski kristali
otopili nakon inkubacije, dodan je DMSO, a zatim se plo€a lagano promijesgaraliti (u
trajanju od 20 minuta). Rezultati su ofiitama mikro€ita€u plo€ica pri valnoj duljini od 570
nm.

Suspenzijskesu stanice uzgajane su na mikrotitarskim plo€icama s okruglim dnom
volumenu u koncentraciji 0° stem® u volumenu0,1 cn? suspenzije po jafici0(09 cni
suspenzije D,01 cni derivataferocena). U jafice su &4 dara nasa,ivanja dodani ispitivani
derivati ferocena u kona€nim koncentracijama te se nakon inkubacije od 72 sateDdildaje
cm® 10 x MTT, a slijediinkubiranje od 4 sata. Dodavanjedril cnf 10% SDSa u 0,01 M
HCI inkubacijaje nastavljena sve do sljedeteg dana. Sljedsdieigzna rezultati o€itani na
mikro€ita€u pri valnoj duljini od 570 nm.

Ra€unom dobivenih apsorbdrcdobije se postotak fivih stanica u odre,enoj jafici te

se time interpretira koliko je odre,eni spoj utpe na stanice.

Slika 8 Formula za dobivanjegstotka fivih stanica u kultur

Za sve stani€ne linij¢K562, Raji, HeLa, CaG@ te MDCK) izra€unae su srednja
vrijednost i standardna devijacija te je napravljen g@dabran je tsidentovT-test zbog
kontinuiranih parametrijskih varijabli, te su dobivenezultati kojima se mofe izraziti
statisti€ka zna€ajnost, p < 0,05. Statisti€ki zna€ajni rezultati ozna€eni su u grafu zvjezdicom
iznad stupaca.
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REZULTATI
4. REZULTATI

Antiproliferativni u€inak derivata ferocer@afen je na pet stani€nih linija (HelLa,
CaCa2, MDCK, K562 i Raji). Stanice su izfene spojevima-32, x-35, He-11-1i AM381 u
koncentracijamad 1x10*, 1x10°, 1x10° i 5x10° mol/dnt koji su ostavljeni djelovati 72
sata.Za adherentne stani€ne lmijCaCe2, HelLa) nije praten utjecaj derivata 41-1 i
AM381 u ispitivanim koncentracijama 1x10° i 5x10° mol/dn?, jer nije uo€en
zadovoljavajuti u€inagri vefimispitivanimkoncentracijama.

Polovica maksimalne inhibitorne koncentracije sgdJest mjera u€inkovitosti supstanpe u
inhibiciji specifi€ne bioloske ili biokemijske funkcije.

Tablica 1.Prikaz IG, za navedene derivate ferocena na stani€nim linijama

Emol/drh MDCK CaCo2 HelLa K562 Raiji
x-32 16,34 18,53 28,62 29,35 81,27
x-35 77,04 57,20 60,50 46,21 > 100

He -11-1 > 100 > 100 86,56 60,26 60,69

AM381 > 100 > 100 > 100 67,91 > 100

Najviea primjenjenakoncentracija, £10* mol/dn? bila je u€inkovita u inhibiciji rasta
na svim stani€nim linijama. Kb K562 stani€ne linije svi spojevi u koncexiji 1x10
mol/dn? zna€ajno inhibiraju stanice, pgemu se isti€&-35 s najvetim u€inkom inhibicije
rasta. Mofe se istaknuti koncentracipl@® mol/dnt spojax-32 koja ujedno pokazuje i

statisti€ku zna€ajnost.

Slika9. Utjecaj derivatadrocena na stani€nu liniju K562
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REZULTATI
Kod Raji stani€ne linije speyi x-32 i AM381 koji pri koncentracijiod 1x10*
mol/dnT pokazujunajbolji inhibitorni u€inak.
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Slika10. Utjecaj derivata ferocena na Raiji

Spoj x-35 na stani€noj linijiCaCae2 pokazug najbolji inhibitorni u€inakMofe se
istaknuti i spojx-32 koji ima najbolji u€inak pri koncentracijid 1x10* mol/dn?, dok spojevi
He -11-1i AM381 ne pokazuju zadovoljavajute rezultpsese stoga nisu restiralipri nifim
koncentracijama (5x19, 1x10° mol/dn?).
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Slikall. Utjecaj derivata ferocena i@aCao2 stani€nu liniju
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REZULTATI
Na HelLa stani€nu linijju spojx-32 pokazao se naju€inkovitijim pri vieim
koncentracijamalx10°,1x10* mol/dnT) te se uz njeganofe istaknuti i spoj-35 koji prati
inhibitorni u€inakx-32.
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Slika12. Utjecaj derivata ferocena na Hes&&ni€nu liniju

Na normalnoj stani€noj liniji, MDCK, spo§-32 pokazuje inhibitorni u€inak, pri €emu
je najveti skok prijetenpri najvisoj koncentracije1x10* mol/dnt. Kod normalne stani€ne
linije bitan je «to manji inhibitorni u€inak, a to pokazuje -11-1 na koncentracijilx10™
mol/dn?,
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Slika13. Utjecaj derivata ferocena na MDCK stani€nu liniju
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RASPRAVA
5. RASPRAVA

Organometalni spojevi se zbog njihovih biologktivnih svojstava mogu koristiti u
lije€enju razli€itih bolesti poput tumora i malarije (3). Posljednjih desetljefa, sintetizirani su
brojni derivati ferocena koji su se pokazali kao izvrsni imunosenzori za proteine, DNA i
povreinski antigeni hepatitisB (HbSAQ), kao i senzori za uglji€ni monoksid (4), a ispitana je

i mogutnost njihove primjene u terggde svrhe (5).

Usporedbom djelovanja razli€itih koncentracija derivata ferocena na sve ispitivane
stani€ne linije ustanovljeno je da K562 stani€na dimjokazuje najvetu osjetljivost na
djelovanje novosintetiziranih derivata ferocetta se vidi na slici 10 Normalne stanice
MDCK, gotovo jednako su bile agfjive na ispitivane spojeve «to ove spojeve isklju€uje kao
kandidate za daljnje ispitivanje pubtimorske u€inkovitosti buduzti daoputumorski lijekovi
trebaju djelovati selektivno na tumorske stanice s minimaltoksi€nim utjecajem na

normalne stanicél4).

Primjena derivata ferocena u kemojgjske svrhe je aktivnho podru€jstrafivanija.
Mnogo istrafivanja je pokazalo dau se odre,eni spojevi ferocena pokazali izrazito
citotoksi€nim uin vitro uvjetima za tumorske stani€ne linije. No, iako je mnogo uspjeenih
istrafivanja provedeno in vitro uvjetima, svega ih je nekoliko testiranan vivo uvjetima
Uz odre,ene dodatke samoj terapiji feorcenom uspjesno se inhibira rast tumorskim stanicama.
Uspjehin vivo antitumorske aktivnosti je ohrabrujufi i nadahnjuje nova istrafivanja na tom
podru€ju (2). Na djelovanje spojeva ferocena utje€e veza koj@nspoj povezan S
biomolekulom kao i njihova topljivost u vodi, npkelika zainteresiranost pridaje se
derivatmaferocena topljivin u vodi i spojevima ferocenpovezaim kovalentnom vezom sa

poliaspartamidom (3)

Najveti potencijal za daljnji razvoj pokgm derivati ferocena 82 i x-35 €ija se
antiproliferativna aktivnostajviee isti€ u rezultatimaovog rada Potrebno je smanijiti njihov
inhibitorni utjecaj na normalne stanice kako bi se madfiti kao protutumorski lijekovi.
H"-11-1i AM381 djeluju manje inhibitorno na normalnu stani€nu linijwg njihov utjecaj na
tumorske stame kroz razli€ite koncentracije ne pokazupgecaj koji je vidljiv kao i kod

spojeva x32 i x-35.
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RASPRAVA
Za daljnja istrafivanja potrebno je ispitati viee derivata ferocena rdzlddtljefja, te
osim rasta tumorskih stanicaruvitro uvjetima obratiti pozornost i na topoizomeraze I i Il na

koje djeluje nekoliko derivata ferocena.

Pri samom izvo,enju eksprementalnog dijela istrafivanja pripremala su se razrje,enja
derivata razli€ih koncentracija. Prilfeteno je da postoji razlika kada ggorabljujesvjefe

pripremljeno razrje,enje te se njime trefuastani€ne linije.
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SA.ETAK
6. ZAKLJK A

Nakonzavreetla istrafivanja mofe se zaklju€iti sliedete
1) Uo€eni su antiproliferativni u€ontestiranih derivata ferocena

2) Najja€i toksi€an u€inak pokazali su istrafivani ferocenski spojgiix-35na svim

tumorskim stanicama , najbolje pri koncentraciji 1Xb8ol/dn.,

3) Najosjetljivijom stani€nom linijom pokazala s&@ni€na linija562 na kojpje
primijetero daizme,u koncentracijalx10° mol/dn?i 1x10* mol/dnt svih ispitivanih

spojevadolazi do pada u postotku fivih stanica.
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SA..ETAK
7. SAJETAK

Uvod: Organometalni spojevi se zbog svojih svojstava mogu koristiti u lije€enju razli€itih

bolesti poputumora i malarije.

Cilj: ispitati antiproliferativni potencijal derivata ferocena na rast normalnih i tumorskih
stanica u uvjetiman vitro. Definirati derivatkoji ima najvetu u€inkovitost nast tumorskih

stanica a da istiblno ne djeluje inhibitorno naast kulture normalnih stanica.

Materijali i metode: Primijenjenesu gani€ne linije u suspenzi{Raji i K562)i adherentne
stani®e linije (HeLa, CaC& i MDCK). Stani€ne linije inkubirane su na temperaturi 37<C uz
5% CQ. Nakon obrade stanica derivatima ferocena(x-32, x-35, H™-11-1 i AM381) i
inkubacije od 72 sataivid u broj fivih stanica odre,ivao se MTT testom.

Rezultati: Najveti inhibitorni u€inak na stani€nim linijama pokazali su deriv&2 xx-35, a

uo€eno je da je najosjetljivija stani€maja K562.

Zaklju,ak: Derivati ferocena uzrokuju smrt tumorskih stanica i smanjuju njihov rast.

Postotak infbicije ovisi o0 samoj koncentraciipoja io stani€noj liniji

Klju,ne rije,i:  ferocen; derivati ferocena; antiproliferativni u€inak; kulturaisertumorske

stanice
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SUMMARY
8. SUMMARY

Introduction: Organometallic compoundslue to their properties, cabe used inthe

treatment olariousdiseases, such as cancer and malaria.

Objective: The aim of the study is texaminethe antiproliferative potentiabf ferrocene
derivatives orthe growth of normal and tumor cells undar vitro conditions. D definethe
derivativesthat has thehighest tumor cell growth performance while simultaneously not

inhibiting the growth of normal cell cultures.

Materials and Methods: The @ll linesin suspensioffiRaji and K562)and adherent cell lines
(HeLa, CaCe2 and MDCK)were used in this researciCell lines were incubated on the
temperature of 37<C with 5% GQOAfter treatingthe cells withthe ferrocene derivatigeXx-
32, x-33, 34, x35, H"-11-1 and AM381)andincubationfor 72 hoursthe number of viable

cells wagdetermined by MTT test and measuring their apsorbance on spectrophotometer.

Results: The highest inhibitory effect on cell lines were derivatived2xand x35, while the

most sensitive cell line was K562

Conclusion: Ferrocenederivativescausethe death of tumor cells and reduce their growth.
The percentage of inhibition depends on ttencentratiorof the compound and the type of

the cells.

Key words: ferrocene; derivatives of ferrocene; antiproliferative effect; cell culture; tumor

cell
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