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1.UvOD

U literaturi je prisutno sve viSe podataka o rezistenciji, i to Cesto i rezistenciji na vise lijekova
koji se koriste u terapiji protiv gram—pozitivnih i gram-negativnih bakterija. Patogeni razvijaju
rezistentnost vrlo brzo, u prosjeku samo 3-4 godine nakon Sto se novi antimikrobni spoj plasira
na trzZiSte. Nadalje, neki patogeni pokazuju viSestruku rezistenciju na gotovo sve trenutno
dostupne antibiotike. Budu¢i da su multirezistentni bakterijski sojevi sve rasireniji i brojniji, u
cilju zastite zdravlja, vazno je osigurati nove, u€inkovite antimikrobne tvari. Ve¢ neko vrijeme
istrazuju se antimikrobni peptidi kombinirani s metalom (903 spoja). Takoder, istrazuju se i

antimikrobni peptidi vezani s ferocenom.

Krajem 1951. godine, Pauson i Kealy sintetizirali su stabilni aromatski spoj kemijske formule
Fe(CsHs)2 kojem je Woodward predlozio ime ferocen kako bi istaknuo sli¢nost s benzenom
(Werner, 2012). Zahvaljujuci svojoj lipofilnosti i redoks-svojstvima, ferocen se ¢esto koristi za
bioizosternu modifikaciju bioloski aktivnih molekula, ukljucujuéi 1 peptide. Peptidi se zbog
svoje konformacijske fleksibilnosti i proteoliticke nestabilnosti ne mogu Kkoristiti kao lijekovi,
zbog ¢ega se pripravljaju njihovi mimetici. Peptidomimetici su konformacijski i proteoliticki
stabilni peptidni ili nepeptidni analozi prirodnih peptida koji oponaSaju 3D-strukturu njihovih
bioaktivnih konformacija te pokazuju poboljSanu bioloSku aktivnost. Nakon umetanja u
peptidnu sekvenciju, 1,1'-disupstituirani ferocenski kalupi pokazali su se ucinkovitim
zaCetnicima sekundarnih strukturnih elemenata odgovornih za biolosku aktivnost prirodnih

peptida.

Antioksidacijska aktivnost predstavlja sposobnost inhibicije i/ili ograni¢avanja djelovanja svih
molekula s visokim oksido-redukcijskim potencijalom koji ih ¢ini Stetnim po stani¢ne strukture
(Brainina i sur., 2019; Tirzitis i Bartosz, 2010). Shodno tome, Liu je u svome radu opisao
nekonjugirane i konjugirane derivate ferocena. Kod nekonjugiranih derivata ferocena organske
molekule vezane na ferocensku skupinu povecavaju bioraspolozivost ferocena, a kod
konjugiranih derivata dolazi do formiranje velikih konjugacijskih sustava Sto olakSava
delokalizaciju elektrona u molekuli pri nastajanju radikala i pojacava antioksidacijski kapacitet

cijele molekule (Liu, 2011).



Cilj ovog rada bio je provesti biolosku evaluaciju osamnaest sintetiziranih ferocenskih peptida,
koja je provedena odredivanjem njihove antimikrobne i antioksidacijske aktivnosti. U svrhu
istrazivanja antioksidacijske aktivnosti koristene su FRAP i DPPH metode koje se temelje na
spektrofotometrijskom pracenju interakcije slobodnih radikala i testiranih spojeva te zajedno
mogu dati viSe informacija o njihovoj antioksidacijskoj aktivnosti. Antimikrobna aktivnost
istrazivana je disk difuzijskom metodom i metodom razrjedivanja hranjivog bujona pri ¢emu su

koristene bakterijske 1 kvasceve kulture.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PROTEINI I PEPTIDI

Proteini i peptidi su osnovni i najvazniji gradivni elementi Zive stanice svakog organizma. To su
makromolekule koje se nalaze u svim dijelovima ljudskog tijela, primjerice u mozgu, krvi,
noktima, kosi te su osnovna gradevna jedinica najvaznijih bioloSkih molekula poput enzima i
hormona. Njihova svojstva ovise o strukturi same molekule koja omogucuje obavljanje razlicitih
vaznih bioloskih funkcija. Djeluju kao enzimski katalizatori, sluze za prijenos razlicitih
molekula (primjerice Kisik) i zivéanih impulsa, osiguravaju mehani¢ku potporu i imunosnu
zastitu, sudjeluju u gibanju te kontroliraju rast i diferencijaciju (Berg i sur., 2013). Peptidi su
polimeri koji nastaju povezivanjem aminokiselina peptidnom (amidnom) vezom. Gradeni su iz
20 proteinogenih aminokiselina koje dijelimo na esencijalne i neesencijalne tj. one koje ljudski
metabolizam ne proizvodi i one koje proizvodi. Opcenito, aminokiseline su osnovni gradivni
blokovi peptida i proteina te njihova kemijska struktura utje¢e na trodimenzijsku strukturu

proteina.

Proteini nastaju povezivanjem prirodnih L-aminokiselina u polipeptidne lance koji se spontano
nabiru tvore¢i razlic¢ite konformacije stabilizirane nekovalentnim interakcijama Konformacija u
kojoj je pojedini peptid bioloski aktivan naziva se nativnom konformacijom, a nabiranje
proteinskih lanaca ima klju¢nu ulogu u regulaciji njegove bioloske aktivnosti. Raspodjela
polarnih i nepolarnih aminokiselina regulira nabiranje proteina. Hidrofobni bo¢ni ogranci se
nakupljaju u unutrasnjosti molekule kako bi izbjegli kontakt s vodom. Suprotno tomu, polarni
boc¢ni ogranci se zadrzavaju na povrsini tvore¢i vodikove veze s molekulama vode i drugim
polarnim molekulama u stanici. Izmedu razli¢itih dijelova lanca dolazi do uspostavljanja slabih
nekovalentnih veza §to dovodi do nastanka specifi¢ne trodimenzijske strukture svakog proteina.
Slabe nekovalentne veze mogu biti ionske i vodikove veze te van der Waalsove sile ¢ija brojnost

omogucuje ¢vrsto povezivanje odredenih dijelova peptidnog lanca.

PogreSke u nabiranju proteinskog lanca mogu dovesti do neZeljene agregacije koja uzrokuje
patoloska stanja, tj. do tvorbe amiloidnih vlakana (plaka) koji se nakuplja u tkivima uzrokujuéi
teSka kroni¢na oboljenja (amiloidoza). Nakupljanjem amiloidnog plaka u mozgu nastaju

neurodegenerativne bolesti kao §to su Alzheimerova i Parkinsonova bolest (Barisi¢, 2018).



Struktura proteina odreduje njegovu funkcionalnost. Razlikujemo cetiri razine strukture
proteina: |. primarna struktura (slijed aminokiselina u peptidnom lancu koje su medusobno
povezane peptidnim vezama), Il. sekundarna struktura (stvaranjem intramolekulskih vodikovih
veza izmedu donorskih i akceptorskih skupina peptidnog lanca dovodi do nastajanja sekundarnih
struktura od kojih su najvazniji a-uzvojnica, B-nabrana ploca i razli¢iti okreti), 1. tercijarna
struktura (prostorni odnos aminokiselinskih ostataka koji su udaljeni u linearnom slijedu), IV.

kvaterna struktura (prostorni odnos polipeptidnih lanaca).

Radi svoje vaznosti u svim bioloSkim funkcijama i svoje raznolikosti pokazuju moguénost
primjene u terapeutske svrhe, no njihova upotreba uvelike je ograni¢ena nepovoljnim svojstvima
Sto je dovelo do razvoja peptidomimetika, tj. istrazuju se peptidomimetici kako bi se mogli

koristiti u razli¢ite terapeutske svrhe.

2.2. PEPTIDOMIMETICI

Peptidomimetika predstavlja interdisciplinarno znanstveno podrucje koje pripada polju
biomimetike, a objedinjuje organsku kemiju, biokemiju, farmakologiju i biotehnologiju (Barisi¢,
2018). Protein-protein interakcije (PPI) imaju klju¢nu ulogu u mnogim bioloSkim procesima
ukljucujuéi prijenos transmembranskog signala, regulaciju stanica i imunoloSki odgovor.
Utvrdeno je da vecina ljudskih bolesti nastaju pogreskama u PP, bilo zbog gubitka interakcije
ili stvaranja kompleksa zbog prekomjerne ekspresije proteina na povrsini stanice. Dizajn malih
molekula koje oponaSaju elemente sekundarne strukture (a-uzvojnica, B-ploca ili okret) i
ostvaruju jednaku ili slicnu funkcionalnost doveo je do razvoja peptidomimetika (Banappagari
I sur.,, 2012). Treba naglasiti razliku izmedu modificiranog peptida i peptidomimetika.
Modificirani peptidi su peptidi ¢iji je osnovni aminokiselinski sastav ostao isti, a modificiran je
tako da sadrZzi neprirodne aminokiseline, modificirane cisteinske ostatke ili fosforilirane
aminokiseline. Peptidomimetici su pak spojevi koji imitiraju strukturu i/ili bioloski uéinak
peptida neovisno o kemijskoj strukturi (Jeri¢, 2004). Razvijene su brojne tehnologije 1 pristupi
za dizajn malih molekula peptidomimetika te se razvijaju terapeutici na bazi peptidomimetika.
U cilju dobivanja visokoselektivnih i metabolicki stabilnih analoga bioaktivnih peptidnih
sekvenci, modificiraju se peptidne okosnice i aminokiseline te se uvode ciklicke strukture

(Horwell, 1995).



Postoje dvije opée prihvacene definicije peptidomimetika:
e Peptidomimetik je spoj koji kao ligand moze oponasati ili blokirati bioloski u¢inak
peptidnog receptora.
e Peptidomimetik je spoj Ciji esencijalni farmakoforni elementi oponasaju 3D-strukturu
prirodnog peptida i/ili proteina i zadrzavaju njegovu sposobnost interakcije s bioloskim

ciljanim sustavima pri ¢emu zadrzavaju jednak bioloski u¢inak.

Mozemo zakljuciti da su peptidomimetici spojevi koji su dizajnirani tako da oponaSaju glavni
peptidni lanac, njegove bo¢ne ogranke ili oboje sa svrhom prevladavanja nepozeljnih svojstava
prirodnih peptida (proteolitiCka nestabilnost i slaba bioraspolozivost). Ferocen se pokazao
odlicnim kalupom za stvaranje razli¢itih strukturnih elemenata u konstituiraju¢im peptidima

zahvaljujuéi tvorbi intramolekulskih vodikovih veza.

2.1.1. Peptidomimetici u prevladavanju nepovoljnih svojstva prirodnih peptida i proteina

Peptidi nisu pogodni za koriStenje u terapeutske svrhe iz nekoliko razloga. Karakterizira ih
velika fleksibilnost koja im omogucava interakciju s razli¢itim receptorima Sto rezultira
nepozeljnim nuspojavama, podlijezu proteolitickom djelovanju peptidaza iz gastrointestinalnog
trakta i seruma te njihova velika molekulska masa i polarnost oteZavaju transport kroz stani¢nu
membranu i hematoencefalnu barijeru. Unato¢ tome, klinicka primjena bioloski aktivnih peptida
moze se posti¢i modifikacijom njihovih nepovoljnih farmakodinamickih i farmakokineti¢kih
svojstava kao §to su djelotvornost, selektivnost, metaboliticka bioraspolozivost i toksi¢nost.
Sintezom peptidomimetika postize se veci afinitet peptida za zeljeni receptor uvodenjem
razli¢itih konformacijskih ogranic¢enja kako bi se ogranicila njegova fleksibilnost, Sto rezultira

zauzimanjem rigidne bioaktivne konformacije.

2.3. FEROCEN KAO BIOORGANOMETALNI SPOJ

Organometalni spojevi su spojevi koji sadrze barem jednu ugljik — metal (C—M) vezu, a njihova
vaznost proizlazi iz toga da nukleofilni ugljikov atom iz organometalne molekule moze stvarati
novu ugljik — ugljik (C-C) vezu u reakciji s drugim elektrofilnim ugljikovim atomom pri ¢emu
se sintetiziraju kompleksne molekule iz manjih polaznih molekula. Bioorganometalna kemija
proucava pripravu i aktivnost nastalih konjugata organometalnih spojeva i biomolekula (DNA,
aminokiselina, peptida, ugljikohidrata, steroida, vitamina i enzima) (Rapi¢, 2011). Atom metala
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na sebe moze vezati do 6 supstituenata $to moze dovesti do uspostave 30 razlicitih stereoizomera
takve organometalne molekule. Takva strukturna raznolikost ¢ini prednost tih spojeva u odnosu
na Ciste organske spojeve. Bioorganometalni spojevi su znacajni za fizioloSku funkciju naseg
organizma. Mogu apsorbirati naboj i stvarati ionske veze §to omogucava odvijanje reakcija koje
su bez njih teSko izvedive ili neizvedive, koriste se kao receptori za bioloski vazne molekule te

se istrazuju kao potencijali terapeutici za razlicita oboljenja i infekcije (Barisi¢, 2018).

Pauson i Kealy su 1951. godine sintetizirali zuti kristalini¢ni spoj Fe(CsHs)2 reakcijom
ciklopentadienilmagnezijevog bromida sa Zeljezovim (Il) kloridom, koji je izrazito stabilan
zahvaljuju¢i njegovoj diciklopentadienilnoj strukturi povezanoj s ionom Zzeljeza. Ispravna
struktura je predloZena tek godinu kasnije, a zbog sli¢nosti njegovih prstenova s benzenom, spoj
je nazvan ferocenom. Otkri¢e ferocena i njegove aromatske ,,sendvic* strukture, u kojoj je
Zeljezov kation (Fe 2*) smjesten izmedu dvaju ciklopentadienilnih (CsHs) prstena, dovelo je do
znacajnog napretka u razvoju organometalne kemije. Takoder, stabilan je u fizioloSkom mediju,
podlijeZe relativno jednostavnim kemijskim modifikacijama i lipofilna je molekula kojoj je
omogucéen prolaz kroz stanicnu membranu. Zbog navedenih razloga primjenjuje se u

biomedicini, katalizi i industriji biosenzora (Barisi¢, 2018).
Fe

Slika 1. Kemijska struktura ferocena (prema Patra i Gasser, 2017)

2.4. FEROCENSKI PEPTIDI (FAP)

FAP spojevi su ferocenski biokonjugati u kojima ferocenski prekursor moze tvoriti 3 razlicite
vrste 1,1'-disupstituiranih peptida (I-111) (Kovacevi¢, 2014):
I.  ferocen-1,1'-dikarboksilna kiselina kao prekursor daje Fn-[CO-(AA)m-OMe]2
Il.  1'-aminoferocen-1-karboksilna kiselina kao prekursor daje Y-(AA)s-Fca-(AA)m-OMe
I1l.  ferocen-1,1'-diamin kao prekursor daje Fn-[NH-(AA)m-Y]2

Ferocenski peptidi se medusobno razlikuju prema konformaciji koju zauzimaju, a koja je
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karakterizirana torzijskim kutem, kutem iskrivljenosti i izvijenosti na §to utjeu supstituenti na

ciklopentadienilnim prstenovima (Kovacevi¢, 2014).

2.5. BIOLOSKA EVALUACIJA

BioloSka evaluacija ukljucuje niz testova in vitro ili in vivo tehnika koji se koriste za odredivanje

terapeutske aktivnosti biljnih lijekova koriStenjem Zivotinjskih modela.

2.5.1. Antimikrobna aktivnost

Jedan od najveéih problema danasnje moderne medicine, ali i industrije je sveprisutnija pojava
antimikrobne rezistencije. Antimikrobna rezistencija definirana je kao sposobnost nekog
mikroorganizma da razvije otpornost prema antimikrobnim lijekovima koji su do tada bili
uspjesni u lijeCenju infekcija uzrokovanih tim mikroorganizmom (Blake i sur., 2021). Porast
antimikrobne rezistencije i sve ve¢i broj multirezistentnih patogenih mikroorganizama
posljedica su kontinuirane, pretjerane i neracionalne uporabe antimikrobnih pripravaka,
posebice antibiotika (Woolhouse i Ward, 2013). Porast rezistencije na antibiotike doveo je do
smanjenja djelotvornosti mnogih antibiotika, stoga se pronalazak alternative antibioticima te
nekonvencionalnih mehanizama antimikrobnog djelovanja nalaze u fokusu znanstvenih

istrazivanja biotehnoloSke i farmaceutske industrije.

Antimikrobni lijekovi inaktiviraju mikroorganizme ili usporavaju njihov rast sprjeavajuci
njihovo patogeno djelovanje, odnosno inhibiraju sintezu stani¢ne stijenke, proteina i nukleinskih
kiselina mikroorganizama te utje€u na odvijanje metabolickih puteva i depolarizaciju stani¢ne
membrane (Kapoor i sur., 2017). Glavni razlog za istrazivanje novih antimikrobnih lijekova
oCituje se u rezistenciji bakterija na antimikrobne lijekove koje trenutno koristimo u klini¢koj
medicini. Novi antimikrobni lijekovi zahtijevaju bolji antimikrobni spektar, jednostavniji na¢in
doziranja, da ima $to manje nuspojava te da se Sto bolje raspodjeljuju u stanicama i tkivima
covjeka (Franceti¢, 2000).

S obzirom na razvoj i otkri¢e novih antimikrobnih lijekova, veliki broj istrazivanja usmjerenih
na borbu protiv rasta antimikrobne rezistencije ukazuju na razli¢ite prirodne, ali i sintetske

pripravke. Primjerice, resveratrol pokazuje antimikrobno djelovanje prema nekoliko razli¢itih
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vrsta gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija (Ma i sur., 2018). Takoder, fitokemikalija
kurkumin koja je izolirana iz rizoma Curcuma longa pokazuje inhibicijsko djelovanje na
meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) te pojacavanje osjetljivosti bakterijskog
biofilma na antibiotike in vitro (Kali i sur., 2016). Prirodni pripravci koji pokazuju antimikrobno
djelovanje jesu antimikrobni peptidi (AMP), tj. obrambeni peptidi domacina (insekata,
mikroorganizama, sisavaca). To su peptidne molekule koje odlikuje antimikrobno, antitumorsko

i protuupalno djelovanje te su dio urodenog imunolo§kog odgovora.

2.5.2. Antioksidacijska aktivnost

Antioksidansi su tvari (enzimi, hormoni, niskomolekularni i visokomolekularni spojevi) koje
onemogucéavaju nezeljene procese oksidacija razlicitih supstrata (proteina, lipida, enzima,
nukleinskih kiselina i sl.) tako S$to sprjeCavaju inicijalno stvaranje slobodnih radikala ili
usporavaju brzinu lancanih oksidacijskih reakcija i samim time se nastoje oduprijeti

oksidacijskom stresu (Harris i DeNicola, 2020; Xu i sur., 2017).

Slobodni radikali definiraju se kao ¢estice koje u vanjskoj elektronskoj ljusci imaju jedan ili vise
nesparenih elektrona sto ih ¢ini nestabilnima i reaktivnima te se mogu ponasati kao akceptori ili
donori elektrona i tako pokrenuti lanc¢ane reakcije nastajanja slobodnih radikala (Lobo, 2010).
To je atom, ion ili molekula s nesparenim elektronom koji nastaju homoliti¢kim cijepanjem
veze, a reagiraju s elektronom najblize molekule kako bi postigli ravnotezno stanje tj. pravilno
odvijanje diferencijacije, proliferacije stanica i funkcija organa. U suprothom se javlja
oksidacijski stres kao posljedica iscrpljivanja antioksidansa ili nakupljanja reaktivnih spojeva s
kisikom (ROS-a), §to rezultira nastajanjem razliCitih patoloskih stanja i bolesti poput raka,
hipertenzije, dijabetesa, neuroloskih poremecaja, ateroskleroze i dr., $to je pak posljedica lipidne
peroksidacije, oksidacijskog oSte¢enja proteina, promjene konformacije DNA i kemijske

promjene u bazama koje dovode do pogreska u replikaciji i razli¢itih mutacija.

Slobodni radikali se dijele u dvije skupine:
o reaktivni spojevi s kisikom (ROS, engl. Reactive Oxygen Species) poput hidroksilnog
radikala (OHe) ili peroksilnog radikala (ROQOe)
o reaktivni spojevi s dusikom (RNS, engl. Reactive Nitrogen Species) poput dusSikovog
oksida (NOe) ili duSikovog dioksida (NO2¢) (Di Meo i sur., 2016)



U literaturi se metode za odredivanje antioksidacijske aktivnosti dijele na: SET (engl. Single
Electron Transfer) i HAT (engl. Hydrogen Atom Transfer) spektrofotometrijske metode koje
mjere sposobnost neutralizacije slobodnog radikala doniranjem jednog elektrona (SET) odnosno
vodika (HAT). SET metode se temelje na principu da antioksidansi doniraju elektron slobodnim
radikalima, metalima ili karbonilnim spojevima pri ¢emu dolazi do smanjenja intenziteta
obojenja koje je izravno proporcionalno koncentraciji antioksidansa. Neke od metoda koje
karakterizira SET mehanizam su: TEAC (engl. The Trolox Equivalent Antioxidant Capacity),
DPPH (engl. 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate), FRAP (engl. Ferric Reducing
Antioxidant Power Assay) i FCR (engl. Folin-Ciocalteu Reagent) metoda. TRAP (engl. Total
Radical-Trapping Antioxidant Parameter) i ORAC (engl. Oxygen Radical Absorbance
Capacity) metode temelje se na HAT mehanizmu. Takoder, i DPPH i TEAC mogu se temeljiti
na HAT mehanizmu (Prior i sur., 2005).

2.6. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST FEROCENSKIH PEPTIDA

Ferocenski peptidi su makromolekule sastavljene iz prirodnih L-aminokiselina, ¢ija je bioloska
aktivnost posljedica njihove dobro definirane 3D-strukture, odnosno konformacije. Ferocenski
peptidi su novi peptidomimetici sa svojstvima elektronskog prijenosa i oponaSanja bioloskih
funkcija (Rapi¢, 2011).

Istrazivanja usmjerena na strukturu antimikrobnih peptida (AMP) pokazala su da je moguce
dizajnirati i sintetizirati membranski aktivni konjugat antibiotskih peptida (MAAPCSs) ¢ija je
struktura odgovorna za razliCite oblike antimikrobnog djelovanja, Sto rezultira jakim
inhibicijskim u¢inkom prema rezistentnim bakterijskim sojevima (Deshayes i sur., 2017). Kako
su stanicne membrane bioloska meta antimikrobnih peptida, a ferocen molekula niske
toksi¢nosti koja utjeGe na smanjenje stani¢ne razine ATP-a i destabilizaciju membrana uslijed
povecanja njihove propusnosti, stvaranje biokonjugata ferocena s antimikrobnim peptidima
pokazalo se dobrom potencijalnom strategijom u pronalasku selektivnijih i manje toksi¢nih
antimikrobnih lijekova (Costa i sur., 2020).

Ferocenski derivati poput ferocifena i ferokina imaju najvecu biolosku aktivnost u medicini s
izvanrednim antimalarijskim i antikancerogenim svojstvima. U svom radu, Sharma istrazuje
nacin djelovanja i1 biolosku aktivnost ferocena tijekom njegove ugradnje u organske spojeve.
Takoder, u radu se raspravlja o ulozi strukturnih ferocenskih modifikacija koje odlikuje

antikancerogena, antimalarijska i antimikrobna svojstva razli¢itih bioaktivnih dijelova kako bi
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se dizajnirali sigurniji lijekovi na bazi ferocena (Sharma i Kumar, 2021). Stvaranjem
biokonjugata ferocena s antimikrobnim peptidima pokazalo se dobrom strategijom u pronalasku
selektivnijih 1 manje toksicnih antimikrobnih lijekova (Saleem 1 sur., 2015) dok je kod
ferocenskih konjugata s aminokiselinama utvrdeno da na njihova bioloska svojstva utjece i
struktura samog aminokiselinskog lanca, to jest svaka od aminokiselina pojedinacno ili u
sinergiji sa susjednim aminokiselinama doprinosi antimikrobnim svojstvima peptida (Daniluk i
sur., 2019). Polimeri i derivati na bazi ferocena (FBPD) koriste se za razvoj biosenzora glukoze
(GB) zbog njihove stabilnosti, biokompatibilnosti, velike povrSine, dobre elektri¢ne vodljivosti

i redoks svojstva (Saleem i sur., 2015)

2.7. ANTIOKSIDACIISKA AKTIVNOST FEROCENSKIH PEPTIDA

Osim istrazivanja usmjernih na antimikrobna svojstva ferocenskih derivata, Liu je u svom radu
opisao i ona usmjerna na dizajn novih spojeva s antioksidacijskim svojstvima. Smatra se kako
bi sintetski derivati ferocena mogli postati nova vrsta antioksidanasa jer se vezanjem ferocena

na razli¢ite organske molekule povecava njihovo antioksidacijsko djelovanje (Liu, 2011).

Takoder, Badshah i suradnici proveli su sintezu i karakterizaciju osam ferocenil-gvanidina u
svrhu povecanja redoks aktivnosti, lipofilnosti i kapaciteta vezanja gvanidina s DNA.
Ispitivanjem interakcije DNA i sintetiziranih spojeva pomo¢u UV/VIS spektrometrije i ciklicke
voltametrije, utvrdeno je kako konjugiranje gvanidina s ferocenom povecava njihovu sposobnost

vezanja s DNA.

Nadalje, u nekim istrazivanjima potvrdeno je kako uvodenje ferocenilne skupine na analoge
kurkumina rezultira povecanjem antioksidacijskog djelovanja tradicionalnih hidroksiliranih
analoga kurkumina te zastite DNA od oksidacijskog stresa nastalog djelovanjem slobodnih
radikala (Meng i sur., 2018; Li i Liu, 2011).

Ferocen, kao aromatska, aktivna i lipofilna molekula koja lako prolazi kroz stanicnu membranu,
pronalazi Siroku primjenu u organskoj sintezi tijekom modifikacije biomolekula i izmjene
njihovih farmakoloskih svojstava. Kako je takav pristup u slucaju postoje¢ih antitumorskih i
antimalarijskih agenasa rezultirao poboljSanjem bioloSke aktivnosti, jednaka strategija
primjenjuje se i1 danas u razliitim istraZzivanjima antimikrobnih i antioksidacijskih svojstava

ferocena i njegovih derivata (Singh i sur., 2019).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERUALI

3.1.1. FAP spojevi za biolosku evaluaciju

U ovom radu provedena je bioloSka evaluacija osamnaest ciljanih FAP spojeva i to Sest iz

skupine Illc (tablica 1) te dvanaest spojeva iz skupine Ille (tablica 2). Novopripravljenim FAP

spojevima, koji su sintetizirani u Laboratoriju za organsku kemiju Prehrambeno-biotehnoloskog

fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, odredena je antimikrobna i antioksidacijska aktivnost in vitro

spektrofotometrijskim metodama (DPPH, FRAP, MIC) i disk difuzijskom metodom te metodom

brojanja kolonija.

Peptidne sekvence bogate alaninom i prolinom pokazuju brojna poZeljna svojstva (visoka

topljivost, stabilnost i biodostupnost) pa se te aminokiseline ugraduju u peptidomimetike u svrhu

poboljSanja bioloske aktivnosti. Kako bi se ispitao utjecaj samog ferocenskog sintona, kKiralnosti

aminokiselinskih podjedinica te utjecaj zaStitnih skupina na kiralno uredenje pripravljenih

peptida i njihovu bioloSku aktivnost, pripravljeni su ferocenski dipeptidi 1-6 (slika 2) u dobrom

iskoriStenju u kojima su homo- i heterokiralni prirodni dipeptidi sekvence Pro-Ala vezani na

amino-skupinu Fcda, dok se na amino-skupinu paralelnog ciklopentadienilnog prstena veze L-

ili D- prolin dajuci tako desimetrizirane stereoizomerne FAP IlIc.

oy e iy e
EOG- 0l ESG- 0 E00- 0 ES0-&

Slika 2. Struktura pripravljenih ciljnih dipeptida skupine I1lc (1 - 6)
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Tablica 1. Sintetizirani ferocenski dipeptidi skupine Illc kojima je odredivana antimikrobna i

antioksidacijska aktivnost

Oznaka Mr
spoja (g/mol)

623,53
623,53
623,53
623,53
623,53
623,53

o Ol wWwN -

Molaritet otopina za
odredivanje antimikrobne
aktivnosti disk difuzijskom

metodom (mM)
(aplicirano 10 pL odn.
1 mg/disk)

160,4
160,4
160,4
160,4
160,4
160,4

Molaritet otopina za
odredivanje
antioksidativne
aktivnosti (mM)

N

Ferocenski dipeptidi Ille pripravljeni su iz ferocenskog diamina te razlicitih razgranatih,

voluminoznih, hidrofobnih aminokiselina (Val, Leu i Phe). Pokazalo se da kiralnost prirodnih

aminokiselina, kao i N-terminalna skupina utjece na indukciju intramolekulskih vodikovih veza

¢ime se omogucuje nastajanje IHB-prstenova razlicitih veli¢ina u takvim biokonjugatima

(Kovaci¢ i sur., 2014).

Struktura pripravljenih ciljnih dipeptida 7 - 18 (slika 3), homokiralnog (crveno uokvireni) ili

heterokiralnog tipa (plavo uokvireni), dokazana je MS, IR i NMR spektroskopijom, a utjecaj

strukture na bioloSku aktivnost ispitan je antimikrobnim i antioksidacijskim testovima.
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Slika 3. Struktura pripravljenih ciljnih dipeptida skupine Ille (7 -18)

Tablica 2. Sintetizirani ferocenski dipeptidi skupine Ille kojima je odredivana antimikrobna i
antioksidacijska aktivnost

Broj Oznaka Mr Molaritet otopina za Molaritet otopina za
spoja spoja (g/mol) odredivanje antimikrobne odredivanje
aktivnosti disk difuzijskom antioksidativne
metodom (mM) aktivnosti (mM)
(aplicirano 10 pL odn.
1 mg/disk)
VAL 1 7 556,48 179,70 1
VAL 2 8 556,48 179,70 1
VAL 3 9 556,48 179,70 1
VAL 4 10 556,48 179,70 1
LEU 1 11 584,54 171,07 1
LEU 2 12 584,54 171,07 1
LEU 3 13 584,54 171,07 1
LEU 4 14 584,54 171,07 1
PHE 1 15 652,57 153,37 1
PHE 2 16 652,57 153,37 1
PHE 3 17 652,57 153,37 1
PHE 4 18 652,57 153,37 1

Za potrebe istrazivanja antimikrobne i antioksidacijske aktivnosti osamnaest sintetiziranih

spojeva, pripravljene su otopine svakog pojedinog spoja u nekoliko razli¢itih koncentracija. Radi
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njihove slabe topljivosti u vodi kao otapalo je koristen DMSO (dimetilsulfoksid). Pripremljene

su otopine spojeva sljedec¢ih koncentracija:

0 ¢ =100 mg/mL (za disk difuzijsku metodu; aplicirano 10 pL po disku tj. 1 mg/disku. 1
mg spoja otopi se u 10 pL. DMSO i cijeli volumen se aplicira na disk; molaritet otopina
za pojedini spoj prikazan je u tablici 1 i tablici 2).

0 ¢ = 4 mM (pocetna koncentracija za metodu razrjedivanja hranjivog bujona za
odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije; 2 mg spoja otopi se u 20 pLL. DMSO te
se doda odgovaraju¢a hranjiva podloga do koncentracije 4 mM).

0 Antioksidacijska aktivnost odredena je pri koncentraciji c = 1 mM (za FRAP i DPPH
metodu; 1 mg spoja otopi se u 10 pL DMSO. Od te otopine 5 pL se razrijedi s DMSO

do koncentracije 1 mM).

3.1.2. Test mikroorganizmi

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti sintetiziranih FAP spojeva odabrano je trinaest razli¢itih
mikroorganizama, od kojih sedam pripadaju gram-pozitivnim i gram-negativnim bakterijama,
dvije su bakterije iz grupe bakterija mlijecne kiseline te Cetiri vrste kvasaca (tablica 3). Kvasceve
I bakterijske kulture, koje su koriStene u svrhu izrade ovog diplomskog rada, pripadaju Zbirci
mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju vrenja i kvasca Zavoda za prehrambeno
tehnoloSko inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, a kao
trajne kulture ¢uvaju se u Laboratoriju za opéu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica istog
fakulteta. Optimalna temperatura navedenih bakterijskih vrsta je 37 °C i 32 °C (BMK), dok je
optimalna temperatura rasta kvasaca 28 °C.
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Tablica 3. Mikrobne vrste koriStene kao test mikroorganizmi za odredivanje antimikrobne

aktivnosti sintetiziranih spojeva

Gram pozitivne bakterije Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis
Enterococcus faecium
Listeria monocytogenes
Gram negativne bakterije Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Salmonella enterica s. typhimurium
Bakterije mlije¢ne kiseline Leuconostoc mesenteroides
Lactobacillus plantarum
Kvasci Candida albicans
Saccharomyces cerevisiae
Candida utilis
Rhodotorula sp.

3.1.3. Hranjive podloge

Za odredivanje antimikrobne aktivnosti sintetiziranih ferocenskih peptida u ovom radu
koristene su sljedece vrste podloga: hranjive podloge za odrzavanje i uzgoj bakterija te hranjive
podloge za odrzavanje i uzgoj kvasaca.

1) Hranjive podloge za odrZavanje i uzgoj bakterija:

a. Mueller-Hinton agar, MHA (Biolife, Milano, Italija) ¢iji je sastav definiran

tablicom 4:

Tablica 4. Sastav Mueller-Hinton agara

Sastojci g/L destilirane vode
Mesni ekstrakt 2,0
Kiseli hidrolizat kazeina 17,5
Skrob 1,5
Agar 17,0

e Mueller-Hinton bujon (MHB) istog je sastava kao MHA, ali bez dodatka agara
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Priprema hranjive podloge: 38 g MHA otopi se u 1 L destilirane vode te se sterilizira u autoklavu

pri 121 °C tijekom 15 minuta. Nakon sterilizacije i hladenja na oko 55 °C, MHA se razlije u
sterilne Petrijeve zdjelice. Tako pripremljena hranjiva podloga koristi se za odrZzavanje i uzgoj

gram-pozitivnih i gram- negativnih bakterija.

b. MRS (Man-Rogosa-Sharpe) podloga ¢iji je sastav definiran tablicom 5:

Tablica 5. Sastav MRS podloge

Sastojci g/L destilirane vode

Glukoza 20
Mesni ekstrakt 10
Kazein hidrolat 10
Kvascev ekstrakt 10
Kalijev hidrogenfosfat 5
Amonijev citrat 2
Natrijev acetat 2

MnSO4 x 4 H20 0,05
MgSO4 x 7 H20 0,1
Tween 80 1
Agar 20

Priprema hranjive podloge: pomijeSaju se sastojci MRS-a s agarom u odredenim koli¢inama i

otope se u 1 L destilirane vode te se sterilizira u autoklavu pri 121 °C tijekom 15 minuta. Nakon
sterilizacije i hladenja na oko 55 °C, MRS podloga razlije se u sterilne Petrijeve zdjelice. Tako

pripremljene i ohladene Petrijeve zdjelice sluze za odrzavanje i uzgoj bakterija mlije¢ne kiseline.

2) Hranjive podloge za odrZzavanje i uzgoj kvasaca

a. Mueller-Hinton agar, MHA (Biolife, Milano, Italija) uz dodatak glukoze ¢iji je

sastav definiran tablicom 6:
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Tablica 6. Sastav Mueller-Hinton agara za kvasce

Sastojci g/L destilirane vode
Mesni ekstrakt 2,0
Kiseli hidrolizat kazeina 17,5
Skrob 1,5
Agar 17,0
Glukoza 20,0

Priprema hranjive podloge: 38 g MHA otopi se u 1 L destilirane vode, otopina se zagrije do

potpunog otapanja te se sterilizira u autoklavu pri 121 °C tijekom 15 minuta. Nakon sterilizacije
i hladenja na oko 55 °C, MHA se razlije u sterilne Petrijeve zdjelice. Tako pripremljene i

ohladene Petrijeve zdjelice sluZe za odrzavanje i uzgoj kvasaca.

3.1.4. Kemikalije

Sve kemikalije koriStene pri radu bile su visoke analiti¢ke ¢istoce.

1) Kemikalije koriStene za odredivanje antimikrobne aktivnosti:

Kanamycin solution (Fluka, Sigma-Aldrich, Njemacka, 50 mg/L)

DMSO, dimetilsulfoksid, (Lach-Ner, s.r.o., Tovarni, Ceska)

antimikrobni disk papiri¢i s kanamicinom 50 pg (Biolab Inc, Budimpesta, Madarska)
antimikrobni disk papiri¢i s nistatinom 100 pg (Biolab Inc, Budimpesta, Madarska)
sterilna voda

O O O O o o

destilirana voda

2) Kemikalije koristene za odredivanje antioksidacijske aktivnosti:

destilirana voda

ledena octena kiselina (J.T. Baker, Njemacka)

natrijev acetat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

TPTZ, 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine, (Fluka, Sigma-Aldrich, Njemacka)
FeClsx 6 H20, zeljezo (111)-klorid-heksahidrat, (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

O O O O O
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O O O O O

37 %-tna HCI, klorovodic¢na kiselina, (CARLO ERBA Reagents S.A.S., Francuska)
DMSO, dimetil-sulfoksid, (Lach-Ner, s.r.o., Tovarni,Ceska)
sterilna voda

96 %-tni etanol

Belgija)

0 DPPH, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrozyl, (Fluka, Sigma-Aldrich,Njemacka)

3.1.5. Uredaji

0O 0O 0O 0o o o o o

autoklav ("Sutjeska” fabrika medicinskih uredaja i instrumenata, Beograd)

termostat (Termo medicinski aparati Bodalec, Republika Hrvatska)

vibromjesac, MS 3 digital (IKA, SAD)

analiticka vaga, Mettler (E. Mettler Ziirich, Svicarska)

spektrofotometar, Specord 50 plus (Analytik Jena, Njemacka)
mikrobioloski zastitni kabinet (Klimaoprema, Zagreb, Republika Hrvatska)
hladnjak sa zamrzivacem (Koncar, Republika Hrvatska)

¢itaC mikrotitarskih ploca, Tecan (Tecan, Grodig, Austrija)

3.1.6. Pribor

O O O 0O O 0o o o o o o o o

automatske pipete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
trbusaste pipete

graduirane pipete

plasti¢na posuda za odlaganje otpadnog materijala
Stapi¢i po Drigalskom

mikrobioloSka usica

Erlenmeyerove tikvice

mikrobioloSke epruvete (16x160 mm, 18x180 mm)
mikroepruvete (2 mL)

Petrijeve zdjelice (@ 90 mm)

laboratorijske case

laboratorijski stalci

kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

Trolox, 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2 carboxylic acid (Acros Organics Geel,
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0 odmjerne tikvice
0 mikrotitarska ploc¢a s 96 jazice, Falcon® (Becton Dickinson & Company, New
Jersey, SAD)

3.2. METODE

3.2.1. Cuvanje mikroorganizama

Test mikroorganizmi se uvaju na odgovaraju¢em kosom agaru pri +4 °C u hladnjaku. Sve vrste

test mikroorganizama trajno su pohranjene pri - 70°C uz dodatak 50 % (v/v) glicerola.

3.2.2. Priprava prekono¢nih kultura mikroorganizama

Za odredivanje bioloSke evaluacije sintetiziranih FAP koriste se revitalizirane Ciste kulture
bakterija i kvasaca koje se u sterilnim uvjetima s hranjivog agara precijepe u 5 mL
odgovarajuceg hranjivog bujona. Tako pripremljene kulture inkubiraju se u termostatu tijekom

24 h pri 37 °C za bakterije, odnosno 32 °C za BMK i 28 °C za kvasce.

3.2.3. Priprema inokuluma

U epruvete u koje je prethodno dodano 5 mL sterilne vode prenese se 500 pL pripravljenih
prekono¢nih kultura test mikroorganizama. SadrZaj u epruvetama zatim se homogenizira i odredi
mu se vrijednost opticke gustoce pri valnoj duljini od 550 nm. Ciljana vrijednost apsorbancije
bakterijskih i kvaséevih suspenzija pri 550 nm je 0,125, Sto prema McFarland standardu
odgovara koncentraciji oko 1,5x108 st/mL (tablica 7). Pocetna koncentracija inokuluma koja se
koristi u mikrodilucijskom postupku odredivanja antimikrobne aktivnosti iznosi priblizno 1x10°
st/mL, a postize se nacjepljivanjem 100 pL prethodno standardiziranih suspenzija test
mikroorganizama u 9,9 mL odgovarajuce hranjivog bujona (preporuke CLSI engl. The Clinical
& Laboratory Standards Institute).
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Tablica 7. McFarlandova ljestvica i njezini standardi (prema McFarland, 1907)

Standard Koncentracija mikrobnih Teoretska opticka gustoéa
stanica* (x108 st/ml) ** pri 550 nm

0,5 15 0,125
1 3 0,25
2 6 0,5
3 9 0,75
4 12 1,00
5 15 1,25

*koncentracija mikroorganizama ovisi o njihovoj veli¢ini, a brojevi prikazuju prosje¢nu
vrijednost

**vrijednosti odgovaraju optickoj gusto¢i suspenzije mikroorganizama

3.2.4. Metode za odredivanje antimikrobne aktivnosti

Antimikrobna aktivnost sintetiziranih FAP odredivana je disk difuzijskom metodom te
metodom razrjedivanja hranjivog bujona uz odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije
(MIC). Disk difuzijska metoda provedena je za svih osamnaest sintetiziranih spojeva, dok je
metoda razrjedivanja hranjivog bujona provedena samo sa spojevima koji su pokazali
antimikrobnu aktivnost tijekom provodenja disk difuzijske metode (FAP Illc — 4 i 5). Metode
razrjedivanja bujona i disk difuzijska metoda pouzdane su i najceS¢e koriStene metode za
odredivanja antimikrobne aktivnosti testiranih spojeva (Balouiri i sur., 2016). Medutim, nuZno
je uzeti u obzir ¢imbenike koji imaju izravan utjecaj na rezultate istrazivanja kao Sto su izbor
test mikroorganizama te svojstva testiranih uzoraka i odgovaraju¢eg medija. Otopine, pribor i
posude koriSteno pri odredivanju antimikrobnih svojstava sintetiziranih spojeva prethodno je
sterilizirano te su svi postupci odredivanja provedeni u mikrobioloSkom zastithom kabinetu
(slika 4).

Test mikroorganizmi koji su koriSteni pri odredivanju antimikrobne aktivnosti navedeni su u
tablici 3, dok su za odredivanje MIC vrijednosti metodom razrjedivanja hranjivog bujona
koristene samo one mikrobne vrste ¢iji rast je bio inhibiran testiranim spojevima

(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium i Escherichia coli).
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Slika 4. Priprema ploca za odredivanje antimikrobne aktivnosti ferocenskih dipeptida disk

difuzijskom metodom (vlastita fotografija)

Odredivanje antimikrobne aktivnosti disk difuzijskom metodom

Princip metode:

Temelji se na odredivanju promjera zone inhibicije koja se pojavljuje oko diska natopljenog
ispitivanim spojem Koji je postavljen na krutu hranjivu podlogu prethodno inokuliranu test
mikroorganizmom. Medij u kojem rastu patogeni, temperatura, vrijeme inkubacije i
koncentracija mikroorganizama odredeni su prema CLSI standardima (engl. The Clinical &
Laboratory Standards Institute). Disk difuzijska metoda najéeSc¢e je primjenjivana metoda u
klini¢kim mikrobioloskim laboratorijima pri odredivanju osjetljivosti i rezistencije bakterija na
antibiotike. Rezultati ove metode su kvalitativni 1 oznacavaju test mikroorganizme kao
osjetljive, umjereno osjetljive ili rezistentne u odnosu na antimikrobno sredstvo (Balouiri i sur.,
2016). Ova metoda nije pogodna za odredivanje bakteriostatskog ili baktericidnog u¢inka lijeka
kao ni minimalne inhibicijske koncentracije (MIC) stoga se u ovom radu Koristila za

preliminarnu procjenu antimikrobne aktivnosti osamnaest testiranih FAP.
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Postupak odredivanja:

100 puL homogenizirane suspenzije ¢iste mikrobne kulture test mikroorganizma (tablica 3)
nacjepljuje se na prethodno naneSeni sloj Mueller-Hintonovog agara (debljine 4 mm) u
Petrijevoj zdjelici. Zatim se na agar postavljaju 4 dijagnosticka filter diska (promjera 6 mm) na

koji se aplicira:

10 pL otopine jednog od pripremljenih uzoraka FAP (tablica 1 i tablica 2)
DMSO (negativna kontrola u kojoj su spojevi otopljeni)

kanamicin (pozitivna kontrola za bakterije)

O O O O

nistatin (pozitivna kontrola za kvasce)

Nakon postavljanja diskova, Petrijeva zdjelica se stavlja u hladnjak na 30 minuta kako bi
antimikrobne tvari pocele difundirati u hranjivu podlogu, a potom se inkubira u termostatu pri
37 °C, odnosno 32 °C ili 28 °C, ovisno o vrsti test mikroorganizma koju smo nacijepili. Nakon
zavrSetka inkubacije, rezultati se o€itavaju mjerenjem zone inhibicije izrazene u milimetrima
oko svakog dijagnostickog diska. Za svaki spoj i test mikroorganizam provedene su analize u

paralelama.

Odredivanje antimikrobne aktivnosti metodom razrjedivanja bujona

Princip metode:

Minimalna inhibicijska koncentracija (MIC, engl. Minimum Inhibitory Concentration) je
najmanja koncentracija ispitivanog uzorka koja inhibira rast testiranog mikroorganizma, a
njezina vrijednost u klini¢koj praksi omogucuje razvrstavanje tih organizama kao osjetljivih,
srednje osjetljivih ili otpornih u odnosu na antimikrobno sredstvo. Metoda razrjedivanja bujona
moze se izvoditi u mikroepruvetama minimalnog volumena 2 mL ili pomoc¢u mikrotitarskih
plo¢ica s jazicama manjeg volumena pa shodno tome razlikujemo mikrodilucijski i
makrodilucijski postupak, odnosno mikro ili makro razrjedivanje. Klinicku relevantnost
rezultata za aerobne bakterije i kvasce povecava standardizacija CLSI-a (engl. The Clinical &

Laboratory Standards Institute) (Balouiri i sur., 2016).

U ovom radu istrazena je dodatna antimikrobna aktivnost za ferocenske peptide 4 i 5 koji su

pokazali najveéi potencijal za daljnja istrazivanja te je izrazena kao MIC vrijednost.
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Princip odredivanja mikrodilucijskim postupkom:

Na jednoj mikrotitarskoj ploc¢ici moguce je paralelno odrediti antimikrobnu aktivnost vise
spojeva. Svaki mikroorganizam uz spojeve tretira se u jednom redu s otpalom DMSO da bi se
eliminiralo njegovo eventualno antimikrobno djelovanje te u jednom redu s antibiotikom

kanamicinom kao pozitivnom kontrolom.

Takoder, svaki spoj je u jednom redu razrijeden samo u neinokulirani hranjivi bujon kako bi se
mogla odrediti apsorbancija samog spoja koja je kod obrade rezultata oduzeta od rezultata
o¢itanih u redovima u kojima se odredivala antimikrobna aktivnost spoja. Priblizna pocetna
koncentracija otopine inokuluma iznosi 1 x 10° st/mL. Cijeli postupak proveden je prema shemi

prikazanoj na slici 5 dok je primjer radne mikrotitarske plocice prikazan na slici 6.

Najprije je u stupac H stavljeno 200 pL testiranog spoja (4 ili 5) koncentracije 4 mM (opisano u
poglavlju 3.2.2.1.), a u stupce G-A 100 pL hranjivog bujona (MHB). Zatim je uzastopnim
prenoSenjem, u jednom po jednom redu, iz stupca H do stupca D preneseno po 100 pL sadrzaja
prethodne jazice ¢ime se dobiva gradijent koncentracije potreban za odredivanje MIC-a. 100 pL

iz jazica u stupcu D baceno je van kako bi ukupni volumen svih jaZica ostao isti.

Potom se sve jazice od H-A nacijepe sa 100 pL hranjivog bujona inokuliranog jednim od test
mikroorganizama (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium i
Escherichia coli) te nakon ovog koraka pocetna koncentracija spoja u stupcu H je 2 Mm, u
stupcu G 1 mM, F 0,5 mM, E 0,25 mM te u stupcu D 0,125 mM. Zatim je mikrotitarska plocica
stavljena na termostatiranje tijekom 24 sata na temperaturi 37 °C.
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. Sterilan Mueller-Hinton bujon (MHB),
medij

T
> | 2) Nano$enje 100 pL MNB u svaku jaZicu, H - A

1) Razrjedivanje 1:10
u sterilnom MHB

Jazice bez spoja: kontrola
Otopina testiranog spoja rasta mikroorganizma
pripremljena u DMSO kao 3) Nano3enje 200 pL =

otapalu poéetne u stupac H

koncentracije 4 mM

7) Inkubacija na 37 °C kroz 24h 5) Razrjedivanje 1:100 u MHB

6) Inokulacija: preno3enje 100 pL
inokuluma u svaku jaZicu

* iz jazice D izbacuje se 100 pL sadrzaja kako
bi se odrZao isti velumen u svim jaZicama

Otopina inokuluma priblizne podetne
koncentracije 1x10° st/mL

Slika 5. Shema provodenja metode razrjedivanja hranjivog bujona (prema Balouiri i sur.,
2016)

Spoj 4
Spoja +MO
spo) s

Spo) 5+ MO
DMSO
kanamicin
Spoj a
Spoja +MO
Spoj 5

Spoj 5+ MO

DMSO

kanarnicin

Slika 6. Primjer izgleda mikrotitarske plo¢ice kod odredivanja minimalnih inhibitornih

koncentracija pojedinih analiziranih spojeva na testirane mikrobne vrste (vlastita fotografija)
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Princip odredivanja makrodilucijskim postupkom:

Provodi se za odredivanje antimikrobne aktivnosti u mikroepruvetama minimalnog volumena
od 2 mL. Najprije je pripremljen inokulum prema opisanom postupku u poglavlju 3.2.3. Test
mikroorganizmi su Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis i
Escherichia coli, a ciljana vrijednost apsorbancije bakterijskih suspenzija pri 550 nm jest 0,125

Sto prema McFarland standardu (tablica 7) odgovara koncentraciji oko 1,5x108 st/mL.

Za svaki testni mikroorganizam se pripreme tri mikroepruvete. Postupak se izvodi tako da 500
uL spoja 4 ili spoja 5 (c = 4 mM) prenese u prvu mikroepruvetu, a u drugu i tre¢u 250 uL
hranjivog bujona. Zatim se 250 uL spoja prenese iz prve u drugu mikroepruvetu iz koje se isti
volumen izbaci van pri ¢emu se postize zeljeno razrjedenje. Nakon toga se u svaku od tri
spomenute mikroepruvete nacijepi jo§ 250 upL pripremljene suspenzije mikroorganizma.
Mikroepruvete su pripremljene za zeljena decimalna razrjedenja i nacjepljivanje na agaru nakon

¢ega se odreduje broj stanica tehnikom brojanja kolonija.

Odredivanje antimikrobne aktivnosti brojanjem kolonija mikroorganizma

U tablici 8 prikazane su okvirne koncentracije mikrobnih stanica pri odredenim vrijednostima
opticke gustoce te se u svrhu odredivanja njihove to¢ne koncentracije koristi metoda brojanja
poraslih mikrobnih kolonija nakon nacjepljivanja pripravljenih decimalnih razrjedenja na agar
(engl. Drop Plate Method). Iz suspenzije mikroorganizama, koja je priredena u prethodno
spomenutim mikroepruvetama, pripravi se niz decimalnih razrjedenja u destiliranoj vodi
metodom po Kochu. Zatim se na odgovaraju¢em hranjivom agaru u Petrijevim zdjelicama
nacijepi 10 pL treceg, Cetvrtog, petog, Sestog i sedmog decimalnog razrjedenja. Inkubacija
nacijepljenog agara provodi se tijekom 24 h na 37 °C za odgovarajuce testne bakterije. Otopine
mikroorganizama s odgovaraju¢om koncentracijom spoja (¢ =2 mM) nacjepljivane su u nultom
satu, nakon 3 sata te nakon 24 sata inkubacije. Kod svakog nacjepljivanja, nacjepljuje se i slijepa
proba, tj. otopina mikroorganizama bez spoja kako bi se mogao usporediti rast mikroorganizama
na kojeg nije djelovao spoj s rastom mikroorganizama na kojeg je djelovao spoj. Nakon
provedene inkubacije izbroje se porasle kolonije na hranjivoj podlozi te se izrac¢una broj Zivih
stanica po mililitru uzorka. Izrazava se u CFU (eng. colony forming units) jedinicama pri ¢emu

je CFU = broj kolonija/volumen uzorka *recipro¢na vrijednost decimalnog razrjedenja.
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3.2.5. Metode za odredivanje antioksidacijske aktivnosti

FRAP metoda

Princip metode:

Benzie i Strain su 1996. godine otkrili kolorimetrijsku FRAP metodu (engl. Ferric Reducing
Antioxidant Power) kao jednostavnu, brzu i robusnu metodu koja sluzi za odredivanje
antioksidacijske aktivnosti (Moon i Shibamoto, 2009). Metoda se temelji na redukciji Zuto
obojenog kompleksa Fe3*-TPTZ dodatkom antioksidansa pri niskom pH (pH = 3,6) zbog dobre
topljivosti Zeljeza. Kao posljedica redukcije nastaje plavo obojeni kompleks Fe** -TPTZ ¢&iji je
apsorpcijski maksimum pri 593 nm. Navedena kemijska reakcija moze se prikazati sljedeCom

kemijskom jednadZbom:

Fe3* -TPTZ + ArOH — Fe?" -TPTZ+ [ArOH] *

Intenzitet i brzina formiranja plavo obojenog Fe?*-TPTZ kompleksa ovise o redukcijskoj snazi

I koncentraciji dodanog antioksidansa.

Reagensi:

o0 0,3 mM acetatni pufer - priprema: 0,93 g bezvodnog (0,186 g/100 mL) natrijevog acetata
otopi se u 8 mL ledene octene kiseline u tikvici od 500 mL te nadopuni destiliranom
vodom do oznake;

0 40 mM otopina klorovodi¢ne kiseline - priprema: 400 mL 0,1 M klorovodi¢ne kiseline
u odmjerenoj tikvici od 1 L razrijedi se destiliranom vodom do oznake;

0 10 mM otopina TPTZ - Priprema: 0,0312 g TPTZ se kvantitativno prenese u odmjernu
tikvicu od 10 mL koja se potom nadopuni do oznake s 40 mM otopine klorovodi¢ne
kiseline;

0 20 mM otopina FeCI3 - priprema: 0,0541 g zeljezova (Il1) klorida kvantitativno se
prenese u odmjernu tikvicu od 10 mL te do oznake nadopuni destiliranom vodom;

0 FRAP reagens - priprema: Svjezi FRAP reagens dobije se mijeSanjem 25 mL 0,3 M
acetatnog pufera, 2,5 mL 10 mM otopine TPTZ reagensa i 2,5 mL 20 mM otopine
zeljezova (111) klorida.
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Postupak odredivanja:

U epruvete se otpipetira 2080 uL svjeZe pripremljenog FRAP reagensa, 80 pL uzorka
(pripremljenih otopina FAP, ¢ =1 mM ) i 240 pL destilirane vode. Slijepa proba priprema se
na prethodno opisani nacin pri ¢emu se umjesto uzorka dodaje 80 uL DMSO-a. Sadrzaj u
epruvetama se homogenizira na vibromjesacu i termostatira pet minuta pri 37 °C. Po zavrsetku
termostatiranja, uzorci se spektrofotometrijski analiziraju mjerenjem apsorbancije pri 595 nm
(slika 7). Dobivene vrijednosti apsorbancija uvrstavaju se u jednadZbu baZdarnog pravca koja je
prikazana na slici 8 te se rezultati izrazavaju kao mM Trolox ekvivalenta (TE). Mjerenje se
provodilo u dva ponavljanja te je prilikom prikazivanja rezultata koriStena aritmeticka sredina

dobivenih vrijednosti mjerenja.

Slika 7. Uzorci FAP pripremljeni za mjerenje apsorbance i odredivanje antioksidacijske

vrijednosti FRAP metodom (vlastita fotografija)
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Slika 8. Bazdarni pravac za odredivanje antioksidacijske aktivnosti sintetiziranih spojeva

FRAP metodom (prema Ivanci¢ i Kovac, 2021)
DPPH metoda

Princip metode:

DPPH metoda pripada skupini kolorimetrijskih metoda za odredivanje antioksidacijske
aktivnosti biljnih ekstrakata i/ili ¢istih spojeva. DPPHe (2,2-difenil-1-pikrilhidrazilradikal) je
stabilan organski dusikov radikal, tamno ljubi¢astog obojenja, a svoju stabilnost duguje svojstvu
delokalizacije slobodnog elektrona (Kedare i Singh, 2011; Sadeer i sur., 2020). DPPHe radikal
reagira s razli¢itim spojevima §to ovu metodu €ini prikladnom za odredivanje antioksidacijske
aktivnosti u sloZzenim bioloSkim sustavima te za ispitivanje hidrofilnih i lipofilnih antioksidansa.
Otopina DPPHe tamnoljubicaste je boje s apsorpcijskim maksimumom pri 517 nm. U reakciji s
antioksidansom, DPPHe prelazi u reducirani oblik Sto se ocituje pojavom stehiometrijskog
obezbojenja koje ovisi 0 broju primljenih elektrona. Smanjenje apsorbancije uslijed pojave
obezbojenja (svijetlo-zuta boja) u reakciji DPPH radikala s antioksidansom temelj je DPPH
metode. Znacajnije smanjenje apsorbancije reakcijske smjese ukazuje na bolju sposobnost

vezanja odredenog testiranog spoja na slobodni radikal.

Reagensi:

o0 0,1 mM DPPH reagens - Priprema: Potrebno je otopiti 0,0394 grama DPPH s 96 %-tnim
etanolom u tikvici od 10 mL. Od ove se otopine svakodnevno prije rada pripremi svjeza
0,1 mM otopina DPPH reagensa tako da se u tikvicu od 50 mL otpipetira 0,5 mL

originalne otopine i do oznake nadopuni 96 %-tnim etanolom.
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Postupak odredivanja:

Nakon pripreme reagensa, u epruvete se otpipetira 1 mL 96 %-tnog etanola, 2 mL svjeze
pripremljenog DPPH reagensa te 100 pL uzorka (pripremljenih otopina FAP, ¢ = 1 mM). Slijepa
proba priprema se prema prethodno opisanom postupku pri ¢emu se umjesto otopina FAP
dodaje 100 uL DMSO-a. SadrZaj epruvete se homogenizira na vibromjeSacu nakon ¢ega slijedi
inkubacija u tami na sobnoj temperaturi u trajanju od 30 minuta. Po zavrSetku inkubacije,
sposobnost antioksidanasa da reduciraju DPPH radikal, prati se mjerenjem promjene
apsorbancije pri 517 nm (slika 9). Kao standardna otopina uzima se 0,05 mM Trolox. Mjerenje
se provodilo u dva ponavljanja te je za prikazivanje rezultata koriStena aritmeticka sredina
dobivenih vrijednosti mjerenja. Dobivene vrijednosti antioksidacijske aktivnosti izrazavaju se

kao % inhibicije DPPH radikala prema prikazanom racunu (1).

= Trolox slijepa
Spoj 4 5poj 5 0,05mM  proba

Slika 9. Uzorci FAP pripremljeni za mjerenje apsorbance i odredivanje antioksidacijske

vrijednosti DPPH metodom (vlastita fotografija)

Racun:

Antioksidacijska aktivnost (% inhibicije DPPH radikala) pri A = 517 nm izracunata je prema

izrazu:

(1) % inhibicije = “=%x 100

0
gdje je: Ao — apsorbancija slijepe probe

A - apsorbancija reakcijske smjese nakon 30 minuta (t)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Bioloska evaluacija sintetiziranih ferocenskih peptida provedena je utvrdivanjem njihove
potencijalne antimikrobne i antioksidacijske aktivnosti. Antimikrobna aktivnost odredena je
disk difuzijskom metodom, metodom razrjedivanja bujona i metodom brojanja kolonija, a u
svrhu istrazivanja antioksidacijske aktivnosti koristene su FRAP i DPPH metode. Spojevima 4
I 5, koji su pokazali antimikrobno djelovanje prema odredenim mikrobnim vrstama disk
difuzijskom metodom, odredena je minimalna inhibitorna koncentracija mikrodilucijskim

postupkom te je izrazena kao MIC vrijednost.

4.1. ODREDIVANJE ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI DISK DIFUZIJISKOM METODOM

Zbog sve CeS¢e pojave antimikrobne rezistencije na postojeée antimikrobne pripravke,
istraZzivanja su usmjerena na pronalazenje alternativnih antimikrobnih strategija. U znanstvenim
krugovima, pozornost privlace bioorganometalni spojevi i mehanizmi njihovog bioloskog
djelovanja u suzbijanju razli¢itih infekcija. Shodno tome, u ovom radu se ispituje antimikrobna
aktivnost osamnaest sintetiziranih ferocenskih peptida (FAP) pomocu disk difuzijske metode,

metode razrjedivanja bujona i metode brojanja kolonija.

Najprije u svrhu preliminarnih istrazivanja antimikrobne aktivnosti sintetiziranih FAP koriStena
je disk difuzijska metoda. Inhibicijsko djelovanje testiranih FAP prema test mikroorganizmima
utvrdeno je samo za dva od osamnaest testiranih FAP i to oba iz skupine Illc (dipeptidi 4 i 5).
Pokazali su antimikrobnu aktivnost prema test mikroorganizmima: Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecium, Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli u koncentraciji od 160,4
mM.

Rezultati su prikazani u tablici 8 za gram-pozitivne i gram-negativne bakterije dok su rezultati

za bakterije mlijeCne kiseline i kvasce izostavljeni jer prema njima nije zapazena antimikrobna

aktivnost testiranin FAP. Takoder, primjer rezultata je prikazan na slici 10.
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Tablica 8. Promjeri zone inhibicije rasta test mikroorganizama, gram-pozitivnih i gram-

negativnih bakterija nastalih primjenom sintetiziranih dipeptida iz skupine FAP Illc

Promjer zone inhibicije (mm)

Uzorak Gram pozitivne bakterije Gram negativne bakterije
(1 mg/disk) S. B. E. L. P. E. S. enterica s.
aureus subtilis = faecium | monocytogenes aeruginosa coli Typhimurium
1 - - - - - - -
3 - - - o o o -
4 35 - 41 - 33 40 -
5 22 = 35 - 21 35 -
6 - - - - 15
Kanamicin 32 27 16 12 35 17 21
0,25 mg/disk
DMSO - - - - - - -

Slika 10. Antimikrobna aktivnost testiranih spojeva 4 i 5 primijenjenih u koncentraciji od

160,4 mM, odnosno zone inhibicije rasta test mikroorganizma S. aureus te izostanak inhibicije

primjenom ostalih testiranih spojeva (1, 2, 31 6)
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Kao §to je gore navedeno, sintetizirani spojevi iz skupine FAP Ille nisu pokazali antimikrobnu
aktivnost prema gram-pozitivnim i gram-negativnim bakterijama kao ni prema testiranim

bakterijama mlijec¢ne kiseline i kvascima.

Izostanak inhibicijske zone oko dijagnostickih diskova ukazuje na rezistentnost testiranog
mikroorganizma prema apliciranom dipeptidu, odnosno da sintetizirani dipeptidi u primijenjenoj
koncentraciji ne pokazuju antimikrobnu aktivnost u odnosu na standard to su potvrdili rezultati

u tablici 9 te primjer rezultata na slici 11.

Slika 11. Primjer izostanka antimikrobne aktivnosti spojeva 8, 10 i 16 (¢ = 100 mg/mL)
odnosno izostanak zona inhibicije rasta test mikroorganizma B. subtilis (kanamicin 0,25

mg/disk — pozitivna kontrola za testirani mikroorganizam)
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Tablica 9. Promjeri zone inhibicije rasta test mikroorganizama, gram-pozitivnih i gram-

negativnih bakterija nastalih primjenom sintetiziranih dipeptida iz skupine FAP Ille

Promjer zone inhibicije (mm)
Uzorak Gram pozitivne bakterije Gram negativne bakterije

(Img/disk) S. B. E. L. P. E. S. enterica s.
aureus subtilis faecium | monocytogenes = aeruginosa coli Typhimurium

7 - - - - - - -
8 - - - - - - -
9 - - - - - - -
10 - - - - - - -
11 - - - - - - -
12 - - - - - -
13 - - - - - - -
14 - - - - - - -
15 - - - - - - -
16 - - - - - - -
17 - - - - - - -
18 - - - - - - -
Kanamicin 30 26 19 - 34 21 23
0,25
mg/disk
DMSO - - - - - - -

4.2. ODREDIVANJE MINIMALNE INHIBITORNE KONCENTRACHNE ZA FAP IZ
SKUPINE Illc

Dodatno in vitro istrazivanje antimikrobne aktivnosti za dva testirana FAP iz skupine lllc,
odnosno za spoj 4 i spoj 5 prema test mikroorganizmima: S. aureus, E. faecium, P. aeruginosa
I E. coli, provedeno je mikrodilucijskim postupkom, tj. metodom razrjedivanja hranjivog bujona
uz odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC). Minimalne inhibitorne
koncentracije prikazane su u tablici 10. Vrijednosti su odredene spektrofotometrijski na valnoj
duljini 620 nm na citacu mikrotitarskih plo¢a uz mijeSanje od 5 sekundi. Rezultati

spektrofotometrijskog ocitanja apsorbance su izostavljeni buduci da niti jedan spoj u testiranoj
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koncentraciji (2 mM) nije uzrokovao inhibiciju rasta testiranih mikroorganizama.

Tablica 10. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) za spoj 4 i spoj 5 iz skupine 11lc

Testirani mikroorganizmi Spoj 4 (mM) Spoj 5 (MM)
Staphylococcus aureus (g+) >2 >2
Enterococcus faecium (g+) >2 >2
Escherichia coli (g-) >2 >2
Pseudomonas aeruginosa (g-) >2 >2

U cilju detaljnijeg istraZivanja antimikrobne aktivnosti spojeva 4 i 5 provedeno je brojanje
naraslih kolonija bakterija S. aureus, E. faecium, P. aeruginosa i E. coli nakon djelovanja
spojeva 4 i 5 u koncentraciji od 2 mM te su rezultati prikazani na slikama 12-17. Nacijepljena
su dva uzorka za svaki navedeni mikroorganizam, odnosno uzorak u kojem mikroorganizam
raste bez spoja (Sp) te uzorak u kojem mikroorganizam raste uz prisustvo spoja. Oba uzorka
nacijepljena su na pocetku uzgoja te nakon 3 i 24 sata uzgoja, nakon ¢ega se moze zakljuciti da

nema inhibicije tj. da spojevi 4 i 5 u primijenjenoj koncentraciji ne pokazuju antimikrobnu

866 g3
6 594
| II
0 3 24

vrijeme (h)

aktivnost.

[y
o

Logaritam broja Zivih stanica
o = N w > (6] [e)} ~ (o] \)

Slika 12. Logaritam broja Zivih stanica bakterije P. aeruginosa na pocetku uzgoja te nakon 3
sata i 24 sata uzgoja bez prisustva (plavo) i uz prisustvo 2 mM spoja 4 (narancasto)
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Slika 13. Logaritam broja Zivih stanica bakterije S. aureus na pocetku uzgoja te nakon 3 sata i
24 sata uzgoja bez prisustva (plavo) i uz prisustvo 2 mM spoja 4 (narancasto)
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Slika 14. Logaritam broja Zivih stanica bakterije E. faecium na pocetku uzgoja te nakon 3 sata

I 24 sata uzgoja bez prisustva (plavo) i uz prisustvo 2 mM spoja 4 (narancasto)
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Prema prilozenim grafickim prikazima, vidljivo je da spoj 4 prema odredenim testnim
mikroorganizmima: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, i

Escherichia coli ne pokazuje antimikrobnu aktivnost, odnosno da nije doslo do inhibicije.

P. aeruginosa S. aureus

E. faecium

Slika 15. Broj poraslih stanica bakterija P. aeruginosa, S. aureus i E. faecium u nultom satu

uzgoja u uzorku bez spoja
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P. aeruginosa E. faecium

S. aureus

Slika 16. Usporedba broja stanica bakterija P. aeruginosa, E. faecium i S.aureus nakon tri

sata uzgoja u uzorku bez spoja (Sp) i uz prisustvo 2 mM spoja 5

Na slici 16 prikazan je porast kolonija mikroorganizama P. aeruginosa, E. faecium i S. aureus.
Nakon nacjepljivanja uzoraka, izbroje se porasle kolonije za slijepu probu i nacijepljeni spoj 5
(c =2 mM) na trecem, ¢etvrtom i petom decimalnom razrjedenju. Zatim se usporeduju rezultati
koji ukazuju na to da prema broju poraslih zZivih stanica na odredenim decimalnim razrjedenjima
nema inhibicije, $to dovodi do zakljuc¢ka da nakon trosatne inkubacije spoj 5 primijenjen u datoj

koncentraciji ne pokazuje antimikrobnu aktivnost.
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P. aeruginosa S. aureus

E. faecium

Slika 17. Usporedba broja stanica bakterija P. aeruginosa, E. faecium, S.aureus i E. coli nakon

dvadeset Cetiri sata uzgoja u uzorku bez spoja i uz prisustvo 2 mM spoja 5

Na slici 17 prikazan je porast kolonija mikroorganizama P. aeruginosa, E. faecium, S. aureus i
E. coli. Nakon provedene dvadesetcetvero satne inkubacije uzoraka u termostatu na 37° C, isti
se nacjepljuju na petom, Sestom i sedmom decimalnom razrjedenju. Tijekom no¢i porastu
kolonije navedenih bakterija te se usporeduju rezultati uzoraka koji ukazuju na to da prema broju
poraslih zivih stanica na odredenim decimalnim razrjedenjima nema inhibicije, $to dovodi do
zakljucka da spoj 5 primijenjen u datoj koncentraciji (¢ = 2 mM) ne pokazuje antimikrobnu
aktivnost.

lako su prethodne studije ferocenskih peptidomimetika dokazale njihovo antimikrobno
djelovanje (Chantson i sur. 2006; Albada i sur. 2012, 2017), rezultati dobiveni u ovom radu
pokazali su da sintetizirani ferocenski dipeptidi FAP Ille ne pokazuju antimikrobno djelovanje
protiv testiranih bakterija i kvasaca u koncentracijama manjim od 2 mM. Odsutnost zone
inhibicije rasta oko dijagnostickih diskova ukazuje na otpornost ispitivanih mikroorganizama na

koriStene spojeve ferocena (slika 11).
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Ispitani ferocen peptidi nisu pokazali antimikrobno djelovanje unato¢ visokim primijenjenim
koncentracijama. 1 mg spoja nanesen je na disk, §to u konac¢nici odgovara koncentracijama od
153 mM, 180 mM i 171 mM za homokiralne konjugate ferocen-1,1'-diamina s Phe, Val i Leu. U
literaturi su zabiljezeni mnogo nizi MIC za bioloski aktivne ferocenske peptidomimetike koji
pokazuju antimikrobno djelovanje. Chantson i sur. (2006) opisali su sintezu biokonjugata
metalocenskih peptida koji sadrze Arg i Trp s ferocenom i testirali njihova antibakterijska
svojstva protiv Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus. Aktivnost
konjugata metalocen-pentapeptid bila je ¢ak i bolja od prirodnog mravljeg toksina pilosulina 2,
koji je koristen kao pozitivna kontrola. MIC za konjugat s najboljim antimikrobnim djelovanjem
bio je 7,1 uM. Albada i sur. (2012) takoder su pripremili niz malih sintetskih peptida gradenih iz
Arg i Trp koji sadrze metalocenske skupine (ferocen, rutenocen, osmocen i kobaltocen) i
analizirali njihovu antibakterijsku aktivnost protiv gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija.
Dobivene su vrijednosti MIC od 2-175 uM, koje su znacajno nize od vrijednosti koristenih u
ovom radu. Gémez i sur. (2021) sintetizirali su seriju novih linearnih i cikli¢kih heksapeptida na
bazi metalocena topivih u vodi koji sadrze ferocenoil (Fc) ili rutenocenoil (Rc). Rezultati
pokazuju da umetanje ferocenoil/rutenocenoil jedinica u linearnu homosekvenciju peptida
znacajno povecava njihovu antibakterijsku aktivnost, uz minimalnu inhibitornu koncentraciju od

samo 5 uM za najaktivnije spojeve.

S druge strane, dva ferocenska dipeptida iz skupine Il1c pokazala su antimikrobno djelovanje i
pojavu zona inhibicije prema odredenim bakterijskim vrstama, no takoder samo u sluc¢aju kada
se bakterijske stanice tretiraju visokim koncentracijama (160,4 mM). Vidljivo je da su spojevi
bili aktivni prema dvjema bakterijskim vrstama iz skupine gram-pozitivnih bakterijskih vrsta te
dvjema iz skupine gram-negativnih bakterijskih vrsta $to ne navodi na zakljucak da bi spojevi

bili aktivniji prema odredenoj skupini mikroorganizama.

Zbog slabe topljivosti sintetiziranih spojeva u vodi, koja je sastavni dio hranjivih podloga za rast
mikroorganizama, spojevi su otapani u DMSO. Sam DMSO u koncentracijama visSim od 2 %
takoder inhibira rast bakterijskih vrsta. Tako su najviSe moguce koncentracije sintetiziranih
ferocena koje je bilo moguce ispitati bile 2 mM. Te koncentracije primijenjene su za odredivanje
antimikrobne aktivnosti metodom razrjedivanja hranjivog bujona i nisu se pokazale dovoljnim

za bakteriostatko ili bakteriocidno djelovanje (slike 12-17).
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4.3. ODREDIVANIJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI

Zbog nepostojanja univerzalne metode potpunog opisivanja antioksidacijskih svojstava nekog
uzorka, korisno je primijeniti vise razli¢itth metoda. U ovom radu, za odredivanje
antioksidacijskih svojstava sintetiziranih ferocenskih peptida, koriStene su dvije antioksidacijske
metode (FRAP 1 DPPH) koje se temelje na spektrofotometrijskom pracenju interakcije
slobodnih radikala i testiranih spojeva te zajedno mogu dati viSe informacija o antioksidacijskim

svojstvima osamnaest testiranih spojeva.

Antioksidacijska aktivnost se najcesce izrazava TEAC-vrijednoS¢u (engl. Trolox equivalent
antioxidant activity) koja je definirana kao mM koncentracija otopine, hidrosolubilnog analoga
vitamina E tj. Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina). Rezultati
antioksidacijske aktivnosti svih osamnaest testiranih spojeva FAP dobiveni provedbom FRAP i

DPPH metode prikazani su u tablicama 11-14.

Prema rezultatima dobivenim provedbom FRAP metode prikazanim u tablicama 11 i 13,
izrazenim kao mM standarda Troloxa, vidljivo je kako FAP Ille imaju jac¢u antioksidacijsku
aktivnost u odnosu na FAP Illc. Antioksidacijska aktivnost dodatno je istrazena pomo¢u DPPH
metode gdje se prema rezultatima u tablicama 12 i 14 uo¢ava da najveéi postotak inhibicije imaju
spojevi 13, 141 18 iz skupine FAP Ille.

Tablica 11. Antioksidacijska aktivnost sintetiziranih dipeptida iz skupine Illc odredena FRAP

metodom
Testirani spojevi Al A2 AA Antioksidacijska
(c=1mM) aktivnost

(mM Troloxa-a)

1 1,345 1,412 1,3785 1,378 £ 0,047

2 1,177 1,260 1,2185 1,219 £ 0,059

3 1,049 1,099 1,074 1,075 £ 0,035

4 0,930 0,957 0,9435 0,945 £ 0,019

5 0,878 0,889 0,8835 0,885 + 0,008

6 0,822 1,031 0,9265 0,928 + 0,148
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Tablica 12. Antioksidacijska aktivnost sintetiziranih dipeptida iz skupine I11c odredena DPPH

metodom
Testirani Al A2 AA % inhibicije % inhibicije
spojevi 0,05 mM
(c =1 mM) Trolox-a
1 0,315 0,298 0,3065 18,16 118,31
2 0,319 0,315 0,317 15,35 100
3 0,278 0,296 0,287 23,36 152,18
4 0,309 0,280 0,2945 21,36 139,15
5 0,286 0,247 0,2665 28,84 187,88
6 0,304 0,289 0,2965 20,83 135,70
Trolox 0,05 mM 0,312 0,322 0,317 15,35 100

Tablica 13. Antioksidacijska aktivnost sintetiziranih dipeptida iz skupine Ille odredena FRAP

metodom
Testirani spojevi Al A2 AA Antioksidacijska
(c=1mM) aktivnost

(mM Troloxa-a)

7 0,581 0,593 0,587 0,590 + 0,008

8 1,396 1,275 1,3355 1,336 + 0,086

9 0,658 0,558 0,608 0,611 + 0,071

10 0,700 0,678 0,689 0,691 + 0,016

11 0,614 0,621 0,6175 0,620 + 0,005

12 0,694 0,743 0,7185 0,721 + 0,035

13 0,585 0,616 0,6005 0,603 + 0,022

14 0,612 0,647 0,6295 0,632 + 0,025

15 0,632 0,626 0,629 0,632 + 0,004

16 0,999 1,063 1,031 1,031 + 0,045

17 0,633 0,595 0,614 0,617 + 0,027

18 0,658 0,627 0,6425 0,645 + 0,022
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Tablica 14. Antioksidacijska aktivnost sintetiziranih dipeptida iz skupine Ille odredena DPPH

metodom
Testi_rani Al A2 AA % inhibicije = % inhibicije
Spojevi 0,05 mM
(¢=1mM) Trolox-a
7 0,186 0,168 0,177 35,99 234,46
8 0,308 0,288 0,298 43,24 281,69
9 0,234 0,145 0,1895 32,55 212,05
10 0,388 0,395 0,3915 25,43 165,67
11 0,259 0,228 0,2435 11,93 77,72
12 0,272 0,271 0,272 27,50 179,15
13 0,151 0,155 0,153 44,67 291,01
14 0,175 0,093 0,134 51,54 335,77
15 0,149 0,206 0,1775 35,80 233,22
16 0,431 0,372 0,4015 23,52 153,22
17 0,154 0,225 0,1895 31,91 207,88
18 0,163 0,131 0,147 46,84 305,15
Trolox 0,05 0,312 0,322 0,317 15,35 100
mM

U posljednje vrijeme peptidi privlace veliku znanstvenu pozornost zbog svoje raznolike
bioaktivnosti, ukljucuju¢i antioksidativno djelovanje. Literaturni podaci pokazuju da se
bioaktivni peptidi mogu dobiti iz razli¢itih prirodnih proteina kao Sto su Zitarice, mahunarke,
mlijeko ili meso (Zou i sur., 2016). Svi ispitani spojevi pokazali su umjereno antioksidativno
djelovanje u rasponu od 11,93 do 51,54 % inhibicije, procijenjeno DPPH metodom (tablice 12 i
14), i u rasponu od 0,590 + 0,008 do 1,378 £ 0,047 mM Troloxa, procijenjeno FRAP metodom
(tablice 111 13).

lako je detaljno opisano antioksidativno djelovanje bioaktivnih peptida, a sazeto je i sadasnje
znanje o odnosu izmedu strukturnih znacajki peptida i njihovih antioksidativnih aktivnosti (Zou
i sur., 2016), nema podataka o antioksidativnom djelovanju ferocenskih peptidomimetika. Stoga

su rezultati ovog rada medu prvim rezultatima o antioksidativnom djelovanju ove vrste spojeva.
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Antioksidativna aktivnost nije se znacajno razlikovala medu ispitivanim spojevima, iako studije
iz literature sugeriraju da antioksidativna aktivnost u bioloski aktivnim peptidima ovisi o vrsti i
slijedu aminokiselina (visok udio hidrofobnih aminokiselina kao $to su alanin i prolin pronaden

je u peptidima s visokim antioksidativnim djelovanjem).

Ferocenilna skupina kao snazan antioksidans koriStena je za modificiranje i poboljSanje
aktivnosti prirodnih antioksidansa. Literatura sadrzi podatke o ferocenskim biokonjugatima Fc-
Orn-Orn-Orn i Fc-Tyr-Orn-Orn-Orn, koji su koriSteni kao mimetici antioksidativnih enzima
superoksid-dismutaze (SOD) (Soul¢re i Bernard, 2009) i koji su pokazali potencijal za razvoj
mimetika antioksidativnih enzima. Literatura je takoder pokazala da uvodenje ferocenilne
skupine u kurkumin dovodi do veceg antioksidativnog djelovanja od tradicionalnih analoga
kurkumina koji sadrZe hidroksil (Xianjiao i sur., 2018). Tabrizi i sur. (2020) sintetizirali su dva
ferocenilna derivata kava kiseline i ferulinske kiseline. Rezultati takoder pokazuju veca
antioksidativna svojstva ferocenskih derivata u usporedbi s njihovim fenolnim mati¢nim

kiselinama.
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5. ZAKLJUCCI

1. Od osamnaest testiranih ferocenskih peptida od kojih je Sest iz skupine FAP IlIc i
dvanaest iz skupine FAP Ille, antimikrobnu aktivnost tj. pojavu zona inhibicije rasta
gram-pozitivnih bakterija: S. aureus i E. faecium te gram-negativnih bakterija: P.
aeruginosa i E. coli uzrokovali su spojevi Ac-L-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-D-Pro-Boc (4) i

Ac-D-Ala-D-Pro-NH-Fn-NH-L-Pro-Boc (5) primijenjeni u koncentraciji od 160,4 mM.

2. Minimalna inhibitorna koncentracija spojeva 4 i 5 iz skupine FAP Illc koji su pokazali
antimikrobno djelovanje disk difuzijskom metodom prema navedenim bakterijskim

vrstama je > 2 mM.

3. Prema rezultatima FRAP metode, od testiranih skupina ferocenskih dipeptida u
koncentraciji 1 mM, spojevi iz skupine Il1c imaju antioksidacijsku aktivnosti u rasponu
od 0,885 + 0,008 do 1,378 £ 0,047 mM Trolox-a, dok spojevi iz skupine Ille imaju
antioksidacijsku aktivnost u rasponu od 0,590 + 0,008 do 1,336 + 0,086 mM Trolox-a.

4. Prema rezultatima DPPH metode, od testiranih skupina ferocenskih dipeptida u
koncentraciji 1 mM, vecu antioksidacijsku aktivnost imaju spojevi iz skupine Ille u
rangu 77,72 — 335,77 % antioksidacijske aktivnosti 0,05 mM Trolox-a, dok spojevi iz
skupine Illc imaju antioksidacijsku aktivnost u rangu 100 — 187,70 % antioksidacijske

aktivnosti 0,05 mM Trolox-a.
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