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1. UVOD

Sve ¢eSc¢a pojava bakterijske rezistencije na antibiotike predstavlja veliku prijetnju zdravlju
ljudi, zivotinja 1 okolisa. Iako bakterije oduvijek imaju sposobnost razvijanja rezistencije na
odredene antibiotike, ta je pojava ucestalija upravo zbog neodgovornog i neopravdanog
koriStenja antibiotika u ljudskoj medicini, sve brzeg rasta ljudske populacije, globalnih
migracija, loSih rjeSenja za zbrinjavanje medicinskog otpada i korisStenja antibiotika u

prehrani stoke.

Zlatna era antibiotika, u kojoj se otkrilo najvise antibiotika koji se i danas koriste, zavrsila
je zato Sto broj otkrivenih novih spojeva nije mogao pratiti sve veéi rast broja patogenih
bakterijskih sojeva, posebno Gram negativnih (1). Posljedi¢no tome, danas se istrazuju
mnogi spojevi izolirani iz biljaka ili sintetizirani po uzoru na spojeve izolirane iz biljaka
kao mogucéi potencijalni antimikrobni agensi. Takvi su i lignani, spojevi koji se nalaze u
sjemenkama, korijenju, lis¢u ili kori biljaka, a posjeduju mnoga ljekovita svojstva (2).
Benzoksantenskih lignana izoliranih iz prirode nema mnogo (3), ali se oni mogu sintetizirati

metodama oksidativnog vezanja fenetilnog estera kafeinske kiseline i metil kafeata (4).

U ovom radu je ispitan antibakterijski uc¢inak osam razli¢itih umjetno sintetiziranih
benzoksantenskih lignana na Gram pozitivnim i Gram negativnim bakterijama, uz hipotezu
da je glavna prepreka antibakterijskom djelovanju tih spojeva upravo stani¢na stijenka,
posebno kod Gram negativnih bakterija. Gram pozitivne bakterije koriStene u radu su
Staphylococcus aureus, Lactobacillus fermentum i Lactobacillus plantarum, a Gram
negativne Escherichia coli K-12 MG1655 i Salmonella enterica serotip Typhimurium
LT21. Osim toga, ispitan je i citotoksi¢ni te antioksidativni u¢inak tih spojeva na humanoj
stani¢noj liniji hepatocelularnog karcinoma (HepG2) jer je dokazano da su benzoksantenski
lignani zbog svoje planarne konjugirane strukture DNA interkalirajuéi agensi, a u polarnim
i nepolarnim otapalima mogu reagirati s peroksidnim radikalima. Kako su mnogi
protutumorski agensi izolirani iz prirodnih izvora, ili sintetizirani po uzoru na njih, i
benzoksantenski lignani bi zbog svojih svojstava mogli biti ucinkoviti protutumorski
lijekovi (3).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BENZOKSANTENSKI LIGNANI

Lignani ¢ine veliku skupinu spojeva nadenih u prirodi, posebice u raznim dijelovima
biljaka, poput korijena, stabljike, kore, liS¢a, sjemenki i plodova. To su sekundarni
metaboliti koji biljkama pretezno sluze u obrani od nametnika, a posjeduju antibakterijska,
antimikoticka i insekticidna svojstva. Osim toga, posjeduju i antikancerogena,
antioksidativna, protuupalna i antiviralna svojstva zbog mogu biti farmakoloski znacajni.
Zanimljivo je da su lignani enterolaktoni i enterodioli nadeni i u sisavcima, ali SU to zapravo

metabolicki nusprodukti razgradnje lignana koji potjecu od konzumiranih biljaka.

Biosinteza lignana se odvija Sikimatskim putem, u kojem se sparuju dvije fenilpropanske
jedinice (2). Razli¢itost u strukturama izmedu lignana te njihova bioloska aktivnost ih ¢ini
zanimljivima za modificiranje dodatkom razli¢itih kemijskih skupina. Na taj nacin dobiveni
su i benzoksantenski lignani, spojevi s izrazito konjugiranom i fluoresciraju¢om jezgrom,
koji su inace veoma rijetki u prirodi. Do sada je nadeno samo 5 razli¢itih lignana, a to su
rufescidrid iz biljaka Cordia rufescens i Taraxum monglocium, junanska kiselina iz biljke
Salvia yunnanensis, mongolikumin A iz biljke Taraxum mongloicum, kiliantin D iz biljke
Rhoiptelea chiliantha te dodegranozid iz biljke Dodecadenia grandiflora (3), a prikazani

su na slici 1.
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Slika 1. Prikaz molekularne strukture benzoksantenskih lignana izoliranih iz prirode

(prilagodeno prema Pulvirenti, 2017).

2.1.1. Sinteza benzoksantenskih lignana

Imitiranjem prirodnih metabolickih puteva sinteze, uz pomo¢ spojeva takoder nadenih u
prirodi, mogu se dobiti ,,neprirodni® produkti, strukturno sli¢ni prirodnim spojevima, ali s

moguénosc¢u dodatka odredenih kemijskih skupina i s nesto izmijenjenim svojstvima.

Benzoksantenski lignani se mogu sintetizirati metodama oksidativnog vezanja fenetilnog
estera kafeinske kiseline i metil kafeata. Fenetilni ester kafeinske kiseline je spoj prirodno
dobiven iz propolisa te posjeduje protuupalna, antioksidativna i antikancerogena svojstva.
Reakcija ima najvisi prinos kada se provodi uz manganov (III) acetat (Mn(OAc)3z) kao
oksidacijsko sredstvo, u otopini triklormetana (CHCIs3). Dva produkta koja se dobiju ovom
reakcijom su benzoksantenski lignan, kao glavni produkt, te lignan s
arildihidronaftalenskom bazom, kao sporedni produkt. Medutim, sporedni produkt je
veoma vazan za validaciju ove reakcije jer se prirodno moze naci u biljci Salvia
yunnanensis, iz koje je izolirana i junanska kiselina koja spada u skupinu benzoksantenskih
lignana. To znaci da je postupak sinteze benzoksantenskih lignana u prirodi veoma sli¢an
kemijskoj sintezi u laboratoriju, i da bi tako dobiveni produkti zapravo mogli biti prirodni

spojevi, ali koji jos nisu izolirani iz prirodnih izvora (4).



Takoder, svi benzoksantenski lignani dobiveni ovakvom sintezom fluoresciraju pod
utjecajem UV svjetla valne duljine 366 nm, u otopinama i u ¢vrstom agregatnom stanju.
Zbog toga bi u buduénosti mogli posluziti kao fluorescentne sonde za biomedicinsku

primjenu (5).

2.1.2. Bioloska aktivnost benzoksantenskih lignana

S obzirom na to da su benzoksantenski lignani rijetko nadeni u prirodi, o njima se malo zna,
pa su i njihova bioloSka svojstva gotovo neistrazena. Jedino rufescidrid, jedan od
benzoksantenskih lignana izoliranih iz prirode, dokazano ima antibakterijsku aktivnost.
Zbog toga se postavlja pitanje kakva bioloSka svojstva imaju benzoksantenski lignani
dobiveni opisanom sintezom, posebno zato $to se pretpostavlja da prirodni benzoksantenski
lignani, kao sekundarni metaboliti, imaju ulogu u =zastiti biljaka od infekcija

mikroorganizmima.

Dosada$njim istrazivanjima toksi¢nosti benzoksantenskih lignana na Gram pozitivnim i
Gram negativnim bakterijama nije dokazana znacajna antibiotiCka aktivnost. Medutim,
zamijeéena je znacajna antimikoti¢ka aktivnost kada je toksi¢nost benzoksantenskih lignana
ispitivana na 20 razlicitih sojeva gljivice roda Candida, posebno kod spojeva koji su imali

kateholnu skupinu (3).

Takoder, zbog toga §to su mnogi protutumorski agensi zapravo sinteticki derivati prirodnih
spojeva, benzoksantenski lignani bi mogli biti dobri kandidati za u¢inkovite protutumorske
lijekove, stoga su ispitivani njihovi antiproliferativni udinci te mogucénost vezanja na
molekulu DNA. Pokazano je da se poliaromatski dio molekule veze izmedu parova baza, a
bocne kemijske skupine se vezu na deoksiriboze u okosnici lanca DNA. Boc¢ne feniletilne
skupine odredenih benzoksantenskih lignana su Van der Waalsovim silama dodatno
stabilizirale vezanje u manje utore u molekuli DNA. Takoder, spojevi s bo¢nim metoksi
skupinama nisu mogli tvoriti vodikove veze s DNA §to je smanjilo njihov antiproliferativni
ucinak, a spojevi s acetilnim bo¢nim skupinama su imali ve¢i afinitet za vezanje na DNA

zbog formiranja vodikovih veza s nukleotidima.

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da su benzoksantenski lignani zapravo DNA

interkalirajuci agensi, a zbog konjugirane strukture bi mogli djelovati i na stabilizaciju G-
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kvadrupleksa (3). G-kvadrupleks je sekvenca DNA koja je bogata gvaninom s§to omogucuje
formiranje cetverolancane strukture koja se naziva kvadrupleks ili tetrada. Do sada se zna
da se takve strukture ve¢inom nalaze u regijama uzvodno od promotora te kao takve mogu
utjecati na gensku ekspresiju odnosno proces transkripcije odredenog gena. G-kvadrupleksi
se nalaze i u regijama na krajevima telomeraza, a geni koji se tu nalaze kodiraju za proteine
s glavnim ulogama u procesima Kkoji su bitni za stani¢ni ciklus, odnosno proliferaciju
stanica. Stabilizacija G-kvadrupleksa bi mogla dovesti do smanjenja aktivnosti telomeraza,
posebno u tumorskim stanicama gdje je telomerazna aktivnost visoka, stoga bi
benzoksantenski lignani mogli utjecati na smanjenje aktivnosti telomeraza i uzrokovati

apoptozu tumorskih stanica (5).

2.2. MEHANIZMI DJELOVANJA ANTIBIOTIKA

Antibiotici su spojevi koji induciraju smrt stanica mikroorganizama ili tumora putem
razli¢itih mehanizama djelovanja. S obzirom na to da su to Cesto kompleksne organske
molekule koje su razli¢ite po gradi, bioloskom djelovanju i kemijskim svojstvima, ne postoji
standardni nacin podjele. Prema tome, antibiotike dijelimo u kategorije sukladno bioloskom

podrijetlu, kemijskoj strukturi, nacinu i spektru djelovanja te mehani¢kom putu biosinteze.

Prema spektru djelovanja, antibiotici se mogu podijeliti na antibakterijske i antifungalne
antibiotike, citostatike te antibiotike koji inhibiraju rast ameba. Antibakterijski antibiotici
mogu biti uskog spektra djelovanja, odnosno aktivni protiv Gram pozitivnih bakterija, ili
sirokog spektra djelovanja, aktivni protiv Gram negativnih i Gram pozitivnih bakterija (6).

Prema mehanizmu djelovanja antibiotici se mogu podijeliti na:

e antibiotike koji oSte¢uju stanicnu membranu,

e antibiotike koji inhibiraju sintezu stani¢ne stijenke, proteina, nukleinskih kiselina ili
purina i pirimidina,

¢ antibiotike koji inhibiraju proces oksidativne fosforilacije,

¢ antibiotike koji inhibiraju stani¢nu respiraciju,

e antibiotike koji djeluju antimetabolicki prema aminokiselinama, nukleinskim

kiselinama i vitaminima.



Antibiotici koji inhibiraju sintezu proteina su primjerice tetraciklini i aminoglikozidi koji
utjecu na aktivnost 30S podjedinice ribosoma ili kloramfenikol, makrolidi i oksazolidinoni
koji utjecu na rad 50S podjedinice ribosoma. Na replikaciju stanicne DNA mogu utjecati
fluorokinoloni koji inhibiraju enzime DNA girazu i topoizomerazu. Dokazano je da u Gram
pozitivnim bakterijama fluorokinoloni inhibiraju topoizomerazu TopolV, a u Gram
negativnim bakterijama primarno inhibiraju DNA girazu. Antibiotici koji inhibiraju sintezu
stani¢ne stijenke su primjerice beta-laktamski antibiotici i glikopeptidi koji djeluju na sintezu

peptidoglikanskog sloja (7).

2.3. KARAKTERISTIKE STANICNIH STIJENKI BAKTERIJA

Rezistencija na antibiotike predstavlja sve veéi problem u modernom svijetu, a najéesce su
za to odgovorne Gram negativne bakterije. One posjeduju vise mehanizama kojima mogu
razviti otpornost na antibiotike, a to su promjene propusnosti stani¢ne stijenke, efluks
pumpe, strukturalne promjene veznih mjesta, razgradnja antibiotika odredenim enzimima i

inaktivacija antibiotika modifikacijom njegove kemijske strukture (8).

2.3.1. Gram negativne bakterije

Struktura stani¢ne stijenke Gram negativnih bakterija Se sastoji od tri dijela: vanjske
membrane, citoplazmatske ili unutarnje membrane te sredi$njeg peptidoglikanskog sloja ili
periplazme (9). Vanjska membrana je prva prepreka prolasku razli¢itih molekula kroz
stani¢nu barijeru i sastoji se od fosfolipida, lipopolisaharida te specifi¢nih i nespecificnih
propusnih kanala poput porina, kroz koje mogu pro¢i hidrofilne molekule veli¢ine do 600
Da. Pretpostavka je da vece hidrofobne molekule mogu pro¢i kroz vanjsku membranu

spontanom difuzijom, koja se odvija veoma sporo (10).

Lipopolisaharidni sloj vanjske membrane, koji se razlikuje izmedu sojeva pojedinih
bakterija, se sastoji od tri komponente: lipida A na kojeg su vezani lanci oligosaharida te
naposljetku O antigeni, koji odreduju razlike izmedu pojedinih serotipova bakterijskih
vrsta. Peptidoglikanski sloj se sastoji od linearnih polimera peptidoglikana (mureina) koji
su gradeni od polisaharida N-acetilglukozamina i N-acetilmuraminske Kkiseline te
proteinskog dijela kojeg mogu Ciniti alanin, lizin, glutaminska kiselina ili

diaminopimelinska kiselina (11).



Patogeni sojevi bakterija uglavnom imaju i1 kapsulu ili ¢ahuru. Ona je ionskim vezama
pri¢vr§éena za stani¢nu stijenku bakterije te je gradena od vode, polipeptida i polisaharida,
poput celuloze, dekstrana, aminosecera ili monosaharida. Cahura je esto odgovorna za
otpornost i virulentnost bakterijske stanice te sluzi kao rezervni izvor hrane, a moze je
zastititi od isuSivanja i napada bakteriofaga. Slikoviti prikaz strukture stani¢ne stijenke

Gram negativnih bakterija je prikazan na slici 2.
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Slika 2. Prikaz strukture stani¢ne stijenke Gram negativnih bakterija (prilagodeno prema

Auer i Weibel, 2017).

Neke od medicinski najznacajnijih Gram negativnih bakterija su one iz porodice

Enterobacteriaceae, u koje spadaju i bakterije E. coli te S. enterica.

2.3.1.1. Escherichia coli

E. coli je fakultativno anaerobna stapicasta bakterija koja spada u razred
Gammaproteobacteria, i jedan je od najproucavanijih organizama. Tipi¢no zivi u crijevima
toplokrvnih Zivotinja te za domacina moze biti korisna, ali i patogena. MoZe uzrokovati

infekcije mokra¢nog mjehura, neonatalni meningitis te sepsu (12).

Iako postoji viSe sojeva bakterije E. coli, struktura vanjskog sloja stani¢ne stijenke je medu

njima velikim dijelom konzervirana. Zbog negativno nabijenih fosfatnih skupina molekule




lipopolisaharidnog sloja mogu medusobno tvoriti elektrostatske veze uz pomoé

magnezijevih i kalcijevih kationa.

Upravo zbog ovakvog umrezenog povezivanja hidrofobne molekule ne mogu prodrijeti
kroz vanjski sloj stani¢ne stijenke. Medutim, zbog lipida A moze do¢i do reakcije s nekim
hidrofobnim spojevima, $to ¢e rezultirati gubitkom integriteta stani¢ne stijenke (13). Do
rezistencije bakterije E. coli na antibiotike moze do¢i i zbog efluks pumpe AcrAB-ToIC,
¢iji su homolozi prisutni i u ostalim bakterijama porodice Enterobacteriaceae, te porina
OmpF, OmpC 1 OmpA, koji dopustaju prolaz samo hidrofilnim antibioticima veli¢ine do

600 Da (14).

2.3.1.2. Salmonella enterica serotip Typhimurium

S. enterica je fakultativno anaerobna Stapi¢asta bakterija koja spada u razred
Gammaproteobacteria i koja moze uzrokovati infekcije gastrointestinalnog trakta te akutni
gastroenteritis. S. enterica serotip Typhimurium i Salmonella e.serotip Typhi mogu
uzrokovati i tifus, akutnu bolest ¢iji su simptomi jaka bol u trbuhu, slabost i visoka
temperatura (15), od kojeg godisnje u svijetu umre i do 130 000 ljudi (16), a sve veci

problem predstavlja i rezistencija na postojece antibiotike.

Zamijeceno je povecanje pojave multirezistentnih bakterija vrste Salmonella enterica
serovar Typhimurium u razdoblju od 2011. do 2016. godine, a one su najcesce
tetrarezistentne, odnosno rezistentne na Cetiri razli¢ita antibiotika ampicilin, streptomicin,
sulfonamide i tetracikline, ili pentarezistentne, odnosno rezistentne na sve navedene
antibiotike uz razvoj rezistencije 1 na kloramfenikol. NajceS¢e je zabiljeZzena pojava

osjetljivosti na fluorokinolinske antibiotike (17).

Citoplazmatska membrana bakterije  Salmonella Typhimurium se sastoji od
fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerola i kardiolipina (18), ali se rezistencija na antibiotike
razvija zbog vanjske membrane visoke relativne molekularne mase. Lipopolisaharidni sloj
vanjske membrane se moze I modificirati u uvjetima opasnosti, dodatkom palmitola,
pozitivno nabijene aminoarabinoze na lipid A ili 2-hidroksilne skupine na jedan od ostataka

masnih kiselina. To pove¢ava broj medusobnih interakcija izmedu molekula



lipopolisaharidnog sloja i ¢ini ga nepropusnijim za pozitivno nabijene peptide te velike
hidrofobne spojeve (19).

2.3.1.3. Salmonella enterica serotip Typhimurium TA100

Soj S. enterica serotip Typhimurium TA100 se ucestalo koristi u raznim laboratorijskim
istrazivanjima jer posjeduje mutaciju u histidinskom operonu. Radi se o supstituciji para
baza na mjestu hisG46, $to ¢ini ovaj soj auksotrofom za histidin. Ucestalo se koristi u Ames-
ovom testu, za ispitivanje mutagenog potencijala nekog kemijskog spoja, gdje se ispituje

moguénost reverzije mutacije uslijed utjecaja njegovog djelovanja (20).

Osim nemogucénosti sintetiziranja histidina, ovaj soj bakterije ima mutaciju u uvrB genu,
Sto eliminira mogucnost ekscizijskog popravka ostecene DNA. Takoder, sadrzi i plazmid
pKM101, zbog kojeg se povecava ucestalost popravaka DNA koji su skloni greskama.
Naposljetku, soj Salmonella Typhimurium TA100 sadrzi i mutaciju u genu rfa, Sto rezultira
nefunkcionalnim lipopolisaharidnim slojem u vanjskoj membrani zbog ¢ega ¢e ona biti

propusnija za velike molekule, poput hidrofobnih antibiotika (21).

2.3.2. Gram pozitivne bakterije

Za razliku od Gram negativnih, Gram pozitivne bakterije nemaju vanjsku membranu koja
sadrzi lipopolisaharidni sloj. Zbog toga njihove stijenke sadrzavaju deblji sloj

peptidoglikana koji ih §titi od negativnih okoliSnih ¢imbenika.

Takoder, Gram pozitivne bakterije u stijenci sadrze negativno nabijene teihonske kiseline,
koje se sastoje od glicerol fosfata, glukozil fosfata ili ribitol fosfata. One se mogu
kovalentno vezati na peptidoglikane ili membranske lipide, pa se nazivaju lipoteihonskim
kiselinama (22). Od vrste do vrste mogu varirati i imaju brojne uloge, kao $to je vezanje
metalnih kationa koji stabiliziraju cijelu stani¢nu stijenku. Interakcija kationa s negativno
nabijenim teihonskim kiselinama koje su vezane na peptidoglikane odreduje propusnost i
porozonost stani¢ne stijenke, kao i nacine interakcije s drugim mikroorganizmima ili raznim

kemijskim spojevima.



Jedna od glavnih razlika izmedu Gram pozitivnih i Gram negativnih bakterija se ogleda u
unakrsnom povezivanju peptidoglikana u membrani. Veéina peptidoglikana se u membrani
Gram pozitivnih bakterija medusobno povezuje pomocu razli¢itih grananja, dok se u
membrani Gram negativnih bakterija peptidoglikani povezuju direktnim vezama izmedu
pojedinih aminokiselina (23). Takva razgranata struktura se kod Gram pozitivnih bakterija
povezuje s razvojem rezistencije na beta laktamske antibiotike, jer oni djeluju na
inaktivaciju transpeptidaza koje kataliziraju reakciju medusobnog povezivanja
peptidoglikana. Gram pozitivne bakterije razvijaju rezistenciju na beta laktamske
antibiotike modifikacijom funkcije pojedinih transpeptidaza $§to rezultira nemoguéno$éu
antibiotika da djeluje na integritet membrane (24). Slikoviti prikaz strukture stani¢ne

stijenke Gram pozitivnih bakterija je prikazan na slici 3.
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Slika 3. Prikaz strukture stani¢ne stijenke Gram pozitivnih bakterija (prilagodeno prema
Brown i sur., 2015).

2.3.2.1. Staphylococcus aureus

S. aureus je bakterija okruglog oblika iz porodice Micrococcaceae koja nastanjuje ljudsku
kozu 1 sluznice. Peptidoglikani u njenoj membrani su, izmedu ostalog, umrezeni
pentaglicinskim ograncima ciju sintezu, u fazi razvoja staniéne membrane bakterije,

kataliziraju enzimi transpeptidaze, a upravo zbog tog povezivanja su otporniji na djelovanje
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pojedinih antibiotika (25). Beta laktamski antibiotici su strukturno sliéni baznom dijelu
peptidoglikana pa ih stoga transpeptidaze prepoznaju kao supstrate. Naime, struktura beta
laktamskih antibiotika imitira D-alanil-D-alanin vezu u bazi peptidoglikana. Vezuéi se na
aktivna mjesta transpeptidaza, poniStavaju njihovu prvotnu ulogu $to moze rezultirati

slabljenjem stani¢ne membrane ili lizom stanice.

Meticilin rezistentan S. aureus eksprimira transpeptidazu PBP2A koja ima vec¢i afinitet za
peptidoglikane s pentaglicinskim ograncima, a manji za beta laktamski antibiotik pa time

ponistava njegovo djelovanje (26).

Povrsinski proteini adhezini se na membrani bakterije S. aureus zadrzavaju tvorenjem
kovalentnih ili ionskih veza s peptidoglikanima ili ionskih veza s teihonskim kiselinama,
ali ve¢ina povrSinskih proteina se zadrzava na membrani pomocu tvorenja kovalentnih veza
s peptidnim dijelom peptidoglikana. Svi povrsinski proteini skupa s teihonskom kiselinom
sudjeluju u prepoznavanju receptora i vezanju bakterije za komponente izvanstani¢nog
matriksa, fibrinogen, fibronektin i elastin, a upravo to je prvi korak u kolonizaciji tkiva

domacina (27).
2.3.2.2. Lactobacillus plantarum

L. plantarum je $tapicasta bakterija mlijeéne kiseline. Zivi u probavnom sustavu ¢ovjeka i
Zivotinja, a moZe ju se naci i1 u biljkama. Kao probioti¢ki mikroorganizam pruZza mnoge
prednosti u odrzavanju zdravlja organizma, poput inhibicije adhezije patogena u debelom

crijevu, modulacije imunoloskog odgovora te zastite sluznice od patogena i Stetnih utjecaja.

Peptidni dio membranskih peptidoglikana u bakterijama mlijecne kiseline ima raspored
aminokiselina L-Ala-y-D-Glu-X-D-Ala, gdje kod bakterije L. plantarum X ozna¢ava mezo-
diaminopimeli¢nu kiselinu. Zbog te kiseline je unakrsno povezivanje peptidoglikana
direktno, za razliku od veéine Gram pozitivnih bakterija. Postotak ukupno umreZenih
peptidoglikana je u eksponencijalnoj fazi rasta bakterije L. plantarum procijenjen na 37.5%.
Peptidoglikani su u membrani ove bakterije takoder modificirani amidacijom te O- ili N-

acetilacijom (28).
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Povrsinski proteini probiotickih bakterija sudjeluju u kolonizaciji sluznica u probavnom
traktu, a mogu stupati u interakcije sa stanicama imunoloskog sustava. Za stani¢nu stijenku
se mogu pri¢vrstiti kovalentnim ili nekovalentnim vezama, putem lipida ili razli¢itih veznih

domena (29).

2.3.2.3. Lactobacillus fermentum

L. fermentum je Stapicasta bakterija mlijecne kiseline koja se smatra probiotickim
mikroorganizmom i c¢esto se nalazi u hrani. lako nije dominantna vrsta u ljudskom
probavnom traktu, pruza zdravstvene prednosti u obliku inhibicije rasta patogenih
mikroorganizama, modulacije imunoloSkog sustava i smanjenja koncentracije LDL

kolesterola (30).

L. fermentum je u eksponencijalnoj fazi osjetljiv na djelovanje lizozima i litickih agenasa te
stoga ostaje krace vezan za stijenku probavnog trakta u usporedbi s drugim vrstama
laktobacila $to se moze objasniti strukturom stani¢ne stijenke. Naime, osnovna struktura je
sli¢na strukturi stijenki ostalih vrsta laktobacila, ali peptidoglikani u eksponencijalnoj fazi
imaju vise O-acetiliranih ostataka. Broj O-acetiliranih peptidoglikana se smanjuje ulaskom
bakterije u stacionarnu fazu, $to je ¢ini otpornijom na liti¢ko djelovanje lizozima ili drugih

molekula (31).

Laktobacili su se dosada generalno pokazali osjetljivima na tetracikline i eritromicin (32,
33).

2.4. KARAKTERISTIKE STANICNE MEMBRANE SISAVACA

Stani¢na ili plazma membrana Stanica sisavaca je kompleksna i sastoji se od lipidnog
dvosloja koji je proZet raznovrsnim proteinima, a osnovna joj je funkcija da sluzi kao
osmotska barijera stanici. Lipidi koji ¢ine dvosloj su pretezno glicerofosfolipidi, glikolipidi

i steroli. Omjer proteina i lipida je u stani¢noj membrani otprilike 1:40 (34).

Proteini obavljaju mnoge funkcije membrane, kao §to su: transport molekula unutar i izvan
stanice, primanje signala iz okoline, povezivanje citoskeletona s membranom i mnoge

druge. Za lipide se vezu hidrofobnim reakcijama. Stani¢na membrana nije stacionarna i u
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neprestanom je pokretu, a lipidi se krec¢u lateralnom difuzijom te mogu prelaziti iz sloja u
sloj (eng. flip-flop) ili se vrtjeti u mjestu rotacijom ili fleksijom. Postoji vise nacina na koje
razli¢ite molekule mogu proc¢i kroz stani¢nu membranu. Lipidni dvosloj je propustan za
hidrofobne i manje polarne molekule (poput vode, ugljikovog (IV) dioksida, ureje i
glicerola), a nepropustan je za ione te vece polarne molekule. One se u stanicu transportiraju

putem membranskih transportnih proteina, porina te proteina prijenosnika (35).

2.5. OKSIDATIVNI STRES

Oksidativni stres se opisuje kao stanje poviSene intracelularne koncentracije slobodnih
radikala, odnosno reaktivnih Kkisikovih vrsta (eng. ROS — Reactive Oxygen Species), poput
superoksidnog aniona (O2e -), vodikovog peroksida (H203) ili hidroksil radikala (OHe), i
ostalih. Oni nastaju kao nusprodukti stani¢nog disanja, u procesu oksidacijske fosforilacije

koja se odvija u mitohondriju (36).

U reakciji koju katalizira kompleks 1V ili citokrom c oksidaza, na molekulu kisika (O2) se
dodaju Cetiri elektrona i Cetiri protona, kako bi se reducirala na dvije molekule vode (H20).
Medutim, u tom procesu kisik moze greSkom primiti samo tri elektrona ¢ime ¢e do¢i do
stvaranja visokoreaktivnog superoksidnog aniona (O2e -), ali i ostalih reaktivnih kisikovih
vrsta (37).

Niske koncentracije slobodnih radikala su stanici potrebne za pravilno odvijanje sljedecih
procesa: fosforilacije proteina, aktivacije transkripcijskih faktora, apoptoze i diferencijacije.
Kad se njihova koncentracija povisi, tada moze do¢i do oStecenja lipida, proteina i DNA, a
njihovo djelovanje se ¢esto povezuje s razvojem mnogih bolesti, poput raka, dijabetesa tipa

2, ateroskleroze i kardiovaskularnih bolesti (38).

Reaktivne kisikove vrste oSte¢uju DNA tako da utjeCu na pucanje dvostrukih veza,
modifikaciju nukleotida i mijenjanje veza izmedu DNA 1 proteina. Time posljedi¢no dolazi
do promjena u stani¢nom ciklusu i nastanka tumora. Tumorske stanice dokazano konstantno
sintetiziraju povisSene koncentracije reaktivnih Kisikovih vrsta. Antioksidativni spojevi
sudjeluju u ponistavanju djelovanja slobodnih radikala §to moze dovesti do sprjeavanja

nastanka mutacija ili apoptoze tumorskih stanica (39).

Antioksidativno djelovanje imaju odredeni enzimi ili spojevi koji uklanjaju ili smanjuju

djelovanje slobodnih radikala, bilo endogenim ili egzogenim putem. Endogeni
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antioksidansi mogu biti enzimatski, a to su primjerice enzimi superoksid dismutaze,
katalaze i glutation peroksidaze, koji sprjecavaju nastanak slobodnih radikala. Ne-
enzimatski endogeni antioksidansi djeluju na reaktivne dusikove vrste i sprjecavaju reakcije
u kojima sudjeluju slobodni radikali, a to su primjerice vitamin E i beta-karoten. Egzogeni
antioksidansi su primjerice vitamini C te fenoli i njihovi derivati (40). No, u odredenim
uvjetima, pojedini spojevi mogu imati i prooksidativno djelovanje, koje se ogleda u

generiranju reaktivnih kisikovih vrsta ili sprjecavanju djelovanja antioksidanata (41).

2.6. TESTIRANJE NOVOSINTETIZIRANIH SPOJEVA

Istrazivanje i razvoj novih lijekova je dug, opsezan i multidisciplinaran proces koji u zadnje
vrijeme postaje sve kompliciraniji i skuplji. Ipak, Siroka i neopravdana upotreba antibiotika
dovodi do sve ¢esceg razvoja bakterijske rezistencije pa se imperativ prvenstveno stavlja na
istrazivanje i razvoj novih spojeva koji ¢e imati antibakterijsko djelovanje, a od velike

vaznosti su i protutumorski lijekovi (42).

Prvi korak u razvoju potencijalnog novog antibiotika je istrazivanje u laboratoriju. Nakon
sinteze odredenog spoja, potrebno ga je testirati na in vivo i in vitro modelima, ispitati
njegovu kinetiku, sposobnost vezanja za razna tkiva te opcenitu biolosku i farmakolosku
aktivnost. Kako se uobi¢ajeno sintetizira viSe spojeva s istom osnovnom strukturom, poslije
testiranja je potrebno odabrati jedan ili viSe spojeva koji su pokazali najvecu aktivnost. Tim
spojevima je potrebno testirati ljekoviti potencijal, selektivnost, sigurnost, toksi¢nost,
distribuciju u organizmu i drugo. Iako neki spoj moze biti bioloski veoma ucinkovit, moze
biti kemijski ili metabolicki nestabilan ili imati izrazito toksi¢ne nuspojave. Zato je sljedeci
korak optimizacija tih spojeva, primjerice dodatkom odredenih bo¢nih skupina. Nakon svake

promjene u strukturi se odabrani spojevi moraju ponovno testirati na iste nac¢ine.

Jednom kad se odabranim spojevima optimiziraju bioloSka, kemijska 1 fizikalna svojstva,
prelazi se u pretklinicku istrazivatku fazu, u kojoj se spojevima ispituju sigurnost,
toksi¢nost, stabilnost, doziranje, alergijske reakcije, iritabilnost, mutagenost,
farmakokineticka svojstva i drugo. Ako se dobije odobrenje od nadlezne sigurnosne
agencije, ulazi se u Klinicku fazu, koja se sastoji od 4 pojedina¢ne podfaze u kojima se

zapocinje testiranje tih spojeva na ljudima. Klini¢ka faza I obi¢no obuhvaca testiranje na 20
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do 80 ljudi, klinicka faza Il na 100 do 300 ljudi, klinicka faza III na 100 do 300 ljudi, a
klinicka faza IV moze obuhvacati testiranja na vise od tisucu ljudi. Svaka od tih faza moze
potrajati godinama, i upravo zbog toga se novi antibiotici ne pojavljuju toliko ¢esto na trzistu

(43).

Sve vise se javlja potreba za razvojem novih laboratorijskih metoda kojima bi se skratilo
vrijeme testiranja novih spojeva, posebno kod testiranja na in vivo i in vitro modelima.
Razvijaju se nove tehnologije koje nece zahtijevati ¢ekanje da stanice narastu, ve¢ ¢e se
njihov rast uz biolosko djelovanje spojeva pratiti primjerice biosenzorima, opti¢kim
snimanjem, mikrokanalnim rezonatorima, laserima i drugim brzorastu¢im tehnologijama.
Sve se viSe prepoznaje i vaznost otvorene suradnje medu znanstvenicima razli¢itih skupina,
kako bi se pospjesio protok najnovijih informacija. Takozvana ,,otvorena znanost™ bi mogla
koristiti principe poput ,,nabave iz mnostva“ (eng. crowd-sourcing), otvorenog nabavljanja
podataka (eng. open-sourcing) ili otvorenih baza podataka u kojima se moze zatraziti upit o

pojedinim spojevima koji su u fazi ispitivanja (eng. open-data) (44).

Naravno, s novim metodama postoji i potreba za postavljanjem odredenih granica izmedu
podataka koji ¢e biti dostupni javnosti zbog sigurnosnih razloga, ali sve brzi razvoj modernih
tehnologija uz sve vecu opasnost od razvoja bakterijskih rezistencija na antibiotike

upozorava da se stvari moraju promijeniti ¢im prije.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Bioloski test sustavi

Kao bioloski test sustavi u ovom radu su upotrebljavane Gram negativne i Gram pozitivne

bakterije te humane stanice.

3.1.1.1. Radni mikroorganizmi

Za potrebe ovog rada su koriSteni bakterijski sojevi:

» Escherichia coli K-12 MG1655, divlji tip,

» Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21, divlji tip,

» Salmonella enterica serotip Typhimurum TA100, histidinski auksotrof (his’),
+ Staphylococcus aureus, divlji tip,

» Lactobacillus plantarum, divlji tip,

» Lactobacillus fermentum, divlji tip.

Bakterijski sojevi koji su koristeni u ovom radu su dio zbirke mikroorganizama Laboratorija
za genetiku i biologiju mikroorganizama Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu.
Svi bakterijski sojevi su ¢uvani na -80 °C u tekuc¢oj hranjivoj podlozi uz dodatak 10 %
glicerola. Neposredno prije eksperimenta je 100 uL pojedinog bakterijskog soja
inokulirano u 20 mL svjeZe tekuce hranjive podloge. Sojevi su inkubirani pri optimalnoj
temperaturi rasta do eksponencijalne faze, a uvjeti i vrijeme uzgoja koje je potrebno da se

postigne eksponencijalna faza rasta su utvrdeni preliminarnim eksperimentima.

Vrijeme uzgoja za svaki pojedini soj je navedeno u tablici 1.
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Tablica 1. Vrijeme potrebno za uzgoj pojedinog bakterijskog soja do eksponencijalne faze.

BAKTERIJSKI SOJ VRIJEME UZGOJA
Escherichia coli K-12 MG1655 4h
Salmonella enterica serotip Typhimurium LT21 14 h
Salmonella enterica serotip Typhimurum TA100 14 h
Staphylococcus aureus 22 h
Lactobacillus plantarum 7h
Lactobacillus fermentum 18 h

3.1.1.2. Humane stanice

U ovom radu je koriStena kontinuirana humana stani¢na linija hepatocelularnog karcinoma,
HepG2. Stani¢na linija je rasla u monosloju u T-boci u kompletiranom mediju RPMI (eng.
Roswell Park Memorial Institute) u kojeg je dodana 10 % otopina fetalnog govedeg seruma
(eng. fetal bovine serum, FBS). Stanice su uzgajane u inkubatoru u 5 % atmosferi CO> na
temperaturi od 37 °C. Nakon uzgoja, za potrebe koriStenja u eksperimentima, stanice su
prevedene u suspenziju koristenjem 0,25 % otopine tripsina. Daljnje djelovanje tripsina je
potom potrebno zaustaviti dodatkom medija sa serumom. Brojanjem pomocu Tiirken-

Biirkove komore je koncentracija stanica podesena na 10° stanica mL™.

3.1.2. Hranjive podloge

U ovom radu su za uzgoj bakterija koristene kompletne hranjive podloge LB (eng. Luria-
Bertani) i MRS (eng. Man, Rogosa and Sharpe broth). Za uzgoj pojedinih bakterija su
koristene i selektivne podloge, poput M9 minimalne podloge s laktozom za uzgoj bakterije
E. coli, MRS podloge s nalidiksinskom kiselinom za uzgoj bakterija roda Lactobacillus te

Simmonsovog citratnog agara za uzgoj bakterija roda Salmonella.

Podloge su pripremljene prema uputama proizvodaca te sterilizirane u autoklavu 15 minuta
pri temperaturi od 121 °C i tlaku 1,01 x 10° Pa, uz iznimku Simmonsovog citratnog agara
koji je steriliziran u autoklavu 15 minuta pri temperaturi od 121 °C i tlaku od 0,5 x 10° Pa.

Krute hranjive podloge su dobivene tako da je prije sterilizacije u tekuéu hranjivu podlogu
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dodan agar u prahu u koncentraciji od 15 g L. Sastavi svih koristenih hranjivih podloga su

navedeni u tablicama 2, 3,4, 5 6.

Tablica 2. Sastav LB hranjive podloge u teku¢em obliku.

SASTOJAK KOLICINA
Bakto-tripton 10,00 ¢
Kvascev ekstrakt 5,009
NaCl 5,009
Destilirana voda 1000 ml

Tablica 3. Sastav MRS hranjive podloge u teku¢em obliku.

SASTOJAK KOLICINA
MRS Broth 27,60 g
Destilirana voda 1000 ml

Tablica 4. Sastav MRS hranjive podloge s nalidiksinskom kiselinom.

SASTOJAK KOLICINA
MRS Broth 27,60 ¢
Nalidiksinska kiselina (100 mg ml?) 300,00 pL
Destilirana voda 1000 ml

Tablica 5. Sastav M9 hranjive podloge s laktozom.

SASTOJAK KOLICINA
Na2HPO4 6,00 g
KH2PO4 3,009
NaCl 0,509
NH.CI 1,00 g
Agar 15,009
MgSO4 x 7 H,0 (1 mol L) 2,00 mL
CaClz (1 mol LY 100,00 pL
20% laktoza 10,00 mL
Tiamin (2 mg mL™) 1,00 mL
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Tablica 6. Sastav Simmonsovog citratnog agara.

SASTOJAK KOLICINA
NH4H2PO4 1,009
K2HPO,4 1,009
NaCl 5,00 g
Natrijev citrat 2,009
Na2SO4 0,20 g
Bromtimolno modrilo 0,08 ¢g

Destilirana voda do 1000 mL

Za uzgoj bakterije S. enterica serotip Typhimurium TA100 je u ohladenu podlogu nakon
sterilizacije dodano 7,50 mL histidin-biotin otopine u koncentraciji od 0,50 mmol L.
Navedena otopina se priprema otapanjem 52,50 mg L-histidina i 61,00 mg D-biotina u 500
mL destiliranog pufera, a zatim se otopina filtrira.

3.1.3. Otopine koriStene za potrebu eksperimenata

Za potrebu eksperimenata provedenih u ovom radu su koriStene otopine benzoksantenskih

lignana te fosfatni pufer.

3.1.3.1. Otopine benzoksantenskih lignana

Ishodne otopine benzoksantenskih lignana su donirane s Instituta Ruder Boskovi¢ u
Zagrebu, a spojevi su sintetizirani u Laboratoriju za bioloSki aktivne prirodne spojeve
Zavoda za kemiju SveuciliSta u Cataniji u Italiji pod vodstvom prof. dr. sc. C. Tringalija.

Koncentracija spojeva otopljenh u dimetilsulfoksidu je bila 10 mmol L.

Popis svih koristenih spojeva s njthovim molekulskim strukturama, masama i imenima po

IUPAC-u je naveden u tablici 7.
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Tablica 7. Popis ispitivanih spojeva s pripadaju¢im oznakama, molekularnim strukturama,

nazivima po IUPAC-u te molekulskim masama.

MOLEKULSKA
OZNAKA STRUKTURA NAZIV PO IUPAC-u MASA (Da)
o
O/ - .
OO o dimetil-6,9,10-
HO ~ trihidroksibenzo-[
CT-Al o o k,I]-ksanten-1,2- 382,30
O dikarboksilat
OH
OH
I /\/O
QO ° bis(2-feniletil)-6,9,10-
HO trihidroksibenzo-[
CT-A2 ! ! V\O k,I]-ksanten-1,2- 262,60
O dikarboksilat
OH
OH
(0]
9000
dibutil-6,9,10-
(0] 1y
CTAd o g trihidroksibenzo-[ 466.50
° ° k,1]-ksanten-1,2- '
O dikarboksilat
OH
OH
0}
o
o dimetil-6,9,10-
CT-Ald MeO trimetoksibenzo-[ 424,40

k,I]-ksanten-1,2-
dikarboksilat
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MOLEKULSKA

OZNAKA STRUKTURA NAZIV PO IUPAC-u MASA (Da)
o
OO OVQ bis(benzil)-6,9,10-
trihidroksibenzo-[
CT-Al9 HO ° k,I]-ksanten-1,2- 534,50
© ‘ © dikarboksilat
OH
OH
OMe
(o]
. VQ/OW bis(4-metoksibenzil)-
|OO 6,9,10-trihidroksibenzo-[
CT-A22 HO ° k,I]-ksanten-1,2- 594,60
0 O o dikarboksilat
OH
OH
OMe
o OH
bis(4-hidroksi-5-
OO o metoksifeniletil)-6,9,10-
CT-A23 Ho ° trihidroksibenzo-[ 654,60
} ! V\Q k.I]-ksanten-1,2-
O o dikarboksilat
OMe
OH
OH
OMe
MeO OMe
i Que bis(3,4,5-metoksibenzil)-
OMe ihi H
CT-A24 O\/@: 6,9,10-trihidroksibenzo-[ 714.70
(0]
OMe

k,I]-ksanten-1,2-
dikarboksilat
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3.1.3.2. Fosfatni pufer

Fosfatni pufer je koriSten za pripremu razrjedenja razlicitih spojeva koristenih u ovom radu

te ispiranje stanica. Sastav fosfatnog pufera je naveden u tablici 8.

Tablica 8. Sastav fosfatnog pufera.

SASTOJAK KOLICINA
NaCl 8,00 g
KCI 0,20 g
Na;HPO4 x 2H,0 1,159
K2HPO4 0,20 g
Destilirana voda do 1000 mL

Sterilizacija pufera se provodi pri temperaturi 121 °C i tlaku 1,01 x 10° Pa u vremenu od 15

minuta.

3.1.4. Laboratorijska oprema

3.1.4.1. Pribor

* Automatske pipete od 20, 200 i 1000 pL

* Aluminijska folija

* Erlenmayerove tikvice razli¢itih volumena
* Falcon™ epruvete

 Filter papir

* Kivete po Eppendorfu razlicitih volumena
» Laboratorijske Zlice

* Ljepljiva traka

* Markeri za pisanje

* Mikrobioloska uSica

* Mikrotitarske plocice s 96 jazica

» Papir za vaganje i zamatanje ¢epova

» Papirnati difuzijski diskovi

* Pipetni nastavci
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» Plasti¢ne 1 staklene Petrijeve zdjelice

» Propipete

» Staklene ¢ase

» Staklene epruvete razli¢itih volumena

» Staklene i plasti¢ne menzure razli¢itih volumena
+ Stakleni lijevak

Sterilni filteri

«  Stapi¢ po Drigalskom

» T-boce

» Tiurken-Birkova komora

* Vata za pravljenje ¢epova

3.1.4.2. Kemikalije

» Agar, Biolife, Italija

« Amonijev klorid (NH4CI), Alkaloid-Skopje, Sjeverna Makedonija

* Amonijev sulfat ((NH4)2SOa), Alkaloid-Skopje, Sjeverna Makedonija
« Bakto-tripton, Biolife, Italija

« Biotin, Merck, Njemacka

« Bromtimolno modrilo, Kemika, Zagreb

» Diklorofluorescein-diacetat (DCFH-DA), Sigma Aldrich, Canada

« Dimetilsulfoksid (DMSQO), Merck, Njemacka

+ Etanol, p.a., Kemika, Zagreb

+ Fetalni govedi serum, toplinski inaktiviran, Capricorn Scientific GmbH, Njemacka
+ Glicerol, Gram-mol d.o.0, Hrvatska

« Histidin, Sigma - Aldrich - Chemie, Steinheim

» Kalcijev klorid (CaClz), Kemika, Hrvatska

+ Kalijev dihidrogenfosfat (KH2POa), Riedel-De Hean, Njemacka

» Kvascev ekstrakt, Biolife, Italija

+ Kristal violet, Sigma - Aldrich - Chemie, Steinheim

+ Laktoza, Kemika, Hrvatska

» Magnezijev sulfat heptahidrat (MgSOs x 7 H20), Merck, Njemacka

* Metilensko modrilo, Kallies Feinchemie AG, Njemacka
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« MRS Broth, Biolife, Italija

+ Natrijev hidrogenfosfat (Na,HPOs), Gram-mol d.o.0., Hrvatska

» Natrijev klorid (NaCl), Carlo Erba Reagents, Francuska

* Neutral Red (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid), Feinchemie K.-
H. Kallies KG, Njemacka

» Octena kiselina, p.a., Kemika, Zagreb

+ RPMI 1640 medij, Capricorn Scientific, GmbH, Njemacka

« Tiamin, Carlo Erba Reagents

« Tripsin, Capricorn Scientific GmbH, Njemacka

3.1.4.3. Aparatura

* Analiticka vaga 1712 Mp8 SilverEdition, Sartorius, Velika Britanija

« Aparatura za termostatiranje BTE-S, Termo-medicinski aparati, Hrvatska

« Centrifuga za kivete po Eppendorfu HC-240, Tehtnica-Zelezniki, Slovenija

« Cita¢ mikrotitarskih plogica, Cecil Instruments Ltd, Engleska

* Inkubator s kontroliranom atmosferom CO2, Forma Scientific, SAD

« Laminar, Iskra, Slovenija

 Svjetlosni mikroskop/invertni svjetlosni mikroskop, Carl ZeissJena, Njemacka;
Optika Microscopes, Italija

» Vaga, Sartorius, Engleska

«  Vibromikser EV-202 i EV-100, Tehtnica-Zelezniki, Slovenija

« Zamrziva¢: Ultralow temperature freezer, New Brunswick Scientific, SAD

3.1.5. Racunalni programi
Za potrebe deskriptivne i analitiCke statistike te obrade dobivenih podataka su koriSteni

programi Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation, SAD) te JASP 0.10.0 (Sveuciliste

u Amsterdamu, Nizozemska).
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3.2. METODE

3.2.1. Ispitivanje antibakterijskog u¢inka benzoksantenskih lignana difuzijskim testom

Bakterije na kojima ¢e se vrsiti ispitivanje toksi¢nosti (E. coli K-12 MG1655, S. enterica
serotip Typhimurium LT21, S. aureus, L. plantarum i L. fermentum) su uzgojene do
eksponencijalne faze u pripadaju¢im teku¢im medijima. Za ispitivanje antibakterijskog

ucinka benzoksantenskih lignana su koristene ishodne otopine, gdje je koncentracija spoja

10 mmol L.

Po 100 pL svake pojedine bakterijske suspenzije je nacijepljeno na pripadajucu ¢vrstu
hranjivu podlogu, a zatim su na podloge sterilnom tehnikom postavljeni papirnati difuzijski
diskovi. Na diskove je naneSeno po 10 pL pripadajucih otopina ispitivanih spojeva, a kao
kontrola je sluzio papirnati disk na kojeg je naneSeno 10 pL fosfatnog pufera. Stanice su
stavljene na inkubaciju pri temperaturi od 37 °C u trajanju od 24 h. Nakon 24 h evaluira se
ucinak ispitivanih spojeva pra¢enjem razvoja zone inhibicije oko postavljenih papirnatih

diskova.

Kako bi se utvrdilo utjecu li polarnost i veli¢ina benzoksantenskih lignana na njihovu
mogucnost prolaska kroz stanicnu membranu ispitanih bakterija, difuzijski test je proveden
i uz pomo¢ 0,1 % otopine kristal violeta, koja je je dobivena otapanjem 0,05 grama kristal

violet boje u 50 mL destilirane vode te filtriranjem.

3.2.2. Citotoksi¢ni u¢inak benzoksantenskih lignana

Za daljne ispitivanje toksicnosti benzoksantenskih lignana su koristeni bakterijski sojevi E.
coli K-12 MG1655, S. enterica serotip Typhimurium LT21, S. enterica serotip
Typhimurium TA100, S. aureus, L. plantarum i L. fermentum.

Po 20 uL pojedine bakterijske suspenzije je nacijepljeno u mikrotitarske ploce s 96 jazica.
Bakterijska suspenzija je tretirana s po 20 pL otopine odredenog benzoksantenskog lignana
u koncentraciji od 1 mmol L ili 0,1 mmol L, a svaka koncentracija je ispitana u 3 paralele.
Ukupni volumen smjese u jazici je bio 40 pL $to znaci da su konacne koncentracije
ispitivanog spoja bile 0,5 i 0,05 mmol L. Kontrola je bila bakterijska suspenzija tretirana

samo s 20 pL fosfatnog pufera. Smjesa je potom inkubirana 1 h na temperaturi od 37 °C te
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je po 10 uL od sadrzaja svake jazice nacijepljeno na odgovarajuce hranjive ploce. Stanice
su uzgajane 24 h pri temperaturi od 37 °C, a zatim je izbrojan broj naraslih bakterijskih
kolonija (eng. CFU, Colony - Forming Unit). Rezultati prezivljenja bakterija nakon

jednosatnog tretmana otopinama benzoksantenskih lignana su racunati prema formuli 1:

[1] % Prezivijenje bakterija = (CFU / mL bakterija) / (CFU / mL kontrole) x 100

Rezultati su prikazani graficki te fotografijama gdje je to bilo moguce.

3.2.3. Ispitivanje promjene hidrofobnosti bakterijskih stani¢nih stijenki SAT (eng. Salt
Aggregation Test) testom

Hidrofobne interakcije su glavni korak u vezanju bakterija na stanice domacina. Prema
tome, razvijeno je nekoliko metoda za odredivanje hidrofobnosti bakterijske stani¢ne
povrsine. Najcesce koriStena i vrlo jednostavna metoda je SAT (eng. Salt Aggregation Test)

metoda. U ovom radu koristena je upravo SAT metoda prema radu Rozgonyi i sur. (45).

Sojevi bakterija koji su koriSteni u ovom eksperimentu su uzgajani u tekucoj hranjivoj
podlozi do eksponencijalne faze rasta, te su bakterijske stanice odvojene od ostatka podloge
centrifugiranjem 5 minuta na 10 000 rpm. Po 50 puL taloga bakterijskih stanica je dodano u
jazice na mikrotitarskoj ploé¢i. Kako bi se ispitivalo djelovanje 0,5 mmol L™ koncentracije
benzoksantenskih lignana u jaZice je zatim dodano 5 pL ishodne otopine odredenog spoja
te 45 uL tekuce hranjive podloge za svaki pojedini spoj. Kako bi se ispitalo djelovanje 0,05
mol L koncentracije benzoksantenskih lignana u jaZice je dodano 2,5 pL ishodne otopine
odredenog spoja te 47,5 uL tekuce hranjive podloge za svaki pojedini spoj. Stanice su
inkubirane 1 h na temperaturi od 37 °C.

Natrij-fosfatni pufer je pripremljen pomo¢u 1 M otopine natrijevog dihidrogenfosfata
(NaH2PQO4) i 1 M otopine dinatrijevog hidrogenfosfata (Na2,HPO4) pomijesanih u omjeru da
se dobije pufer pH 6,8 koji je u konacnici razrijeden do koncentracije 0,02 M. Otopina boje
je pripremljena otapanjem 1,2 g metilenskog modrila u 60 mL natrij-fosfatnog pufera preko
no¢i te filtracijom pomocu filter papira. Filtrat boje je koriSten na nacin da je na 1 mL

otopine soli ili pufera koristeno 10 puL boje kako bi se lakSe vizualizirala agregacija.
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Za potrebe ispitivanja promjene hidrofobnosti povrSina bakterijskih stijenki pripremljene
su ishodne otopine amonijevog sulfata u 0,02 M natrij-fosfatnom puferu u koncentracijama
od 0,50, 1,00, 2,00 i 4,00 mol Li volumenu od 2 mL u koje je dodano 20 pl pripremljene
boje metilenskog modrila, a pri eksperimentalnom radu su koriStene radne otopine
amonijevog sulfata u koncentraciji od 0,375, 0,75, 1,50 i 3,00 mol L. Koristena je i
fizioloska otopina, odnosno otopina NaCl u destiliranoj vodi u koncentraciji od 0,15 mol L
1. Volumen od 50 pL svake pripremljene otopine soli, 15 pL fizioloske otopine i 10 uL
tretirane bakterijske suspenzije se otpipetira u jazice Ciste mikrotitarske ploce, i tako za
svaki od osam ispitivanih spojeva. Kao kontrola su sluzile jaZice u koje je dodano 50 pL
natrij-fosfatnog pufera ili 50 pL fizioloske otopine uz 15 pL fizioloske otopine i 10 puL
bakterijske suspenzije.

Rezultati se validiraju zamje¢ivanjem pojave medusobne agregacije bakterija, prema
legendi koja je navedena u tablici 9, a prikazani su tabli¢no i fotografijama gdje je to bilo

moguce.

Tablica 9. Legenda za validiranje rezultata promjene hidrofobnosti stani¢nih stijenki

bakterija u ovisnosti o koncentracijama soli.

Otopine: Ako je zamijecena agregacija:
Natrij - fosfatni pufer autoagregacija, ekstremno hidrofobna povrSina bakterije
<1,0 M amonij sulfat jako hidrofobna povrSina bakterije
1,0-2,0 M amonij sulfat hidrofobna povrSina
>2,0 M amonij sulfat hidrofilna povr§ina

3.2.4. Ispitivanje citotoksi¢nosti benzoksantenskih lignana NR metodom na kontinuiranoj

humanoj stani¢noj liniji hepatocelularnog karcinoma (HepG2)

Citotoksicni ufinak razliCitih koncentracija benzoksantenskih lignana je ispitivan na
humanoj stani¢noj liniji HepG2, a koriStena je Neutral red metoda. Neutral red (3 - amino -
7 - dimetilamino - 2 - metilfenazin hidroklorid) je slaba kationska boja koja neionskom
difuzijom mozZe uci u stanicu i vezati se na anionske dijelove lizosomskog matriksa. S
obzirom na to da se Neutral red boja u stanicu unosi aktivnim transportom, za to joj je

potrebna neoSte¢ena stanicna membrana. Neki spojevi mogu oStetiti membranu ili
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uzrokovati smrt stanice, pa u takve stanice boja ne moze u¢i. U zZivim stanicama s
funkcionalnom membranom ¢e se boja nakupljati u lizosomima, $to ¢e biti mjerljivo nakon

dodatka otopine za odbojavanje (46).

Po 100 pL suspenzije stanica HepG2 koncentracije 10° stanica mL™? je nasadeno u
mikrotitarske plocice. Stanice su uzgajane 24 h u inkubatoru na temperaturi od 37 °C i
atmosferi od 5 % CO2 kako bi doslo do njihovog vezanja za podlogu i razvoja
subkonfluentnog monosloja. Nakon vezanja, stanice su tretirane sa 100 uL. otopina osam
razli¢itih benzoksantenskih lignana u koncentraciji od 0,5, 0,05 i 0,005 mmol L koje su
pripremljene u hranjivom mediju. Svaka koncentracija pojedinog spoja je ispitivana u 4
replike. U pojedine jaZice je dodan samo hranjivi medij, bez ispitivanih spojeva, kako bi

sluzile kao kontrola. Vrijeme tretmana je bilo 2 i 24 h.

Nakon zavrSetka uzgoja, sa stanica se uklanjaju istrazivani spojevi, a u svaku jazicu je
dodano 100 puL radne otopine Neutral red boje. Radna otopina Neutral red boje (10%) je
pripremljena razrjedivanjem ishodne otopine Neutral red boje (5 mg mL™ u etanolu)
pomocu kompletiranog medija. Provedena je inkubacija od 1 h na temperaturi od 37 °C, a
zatim je boja uklonjena i sve stanice su isprane sa 100 pL fosfatnog pufera kako bi se
uklonio visak boje. Nakon ispiranja, u jazice je dodano 100 uL otopine za odbojavanje, koja
sadrzava 1% ledene octene kiseline, 50 % etanola i 49 % destilirane vode. Intenzitet
obojenja je odreden spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 540 nm. Intenzitet obojenja

je proporcionalan prezivljenju stanica, koje se racuna prema formuli 2:

[2] % prezivijenja = (A540 nm istrazivanog spoja / A540 nm kontrole) x 100

3.2.5. Ispitivanje antioksidativnog uc¢inka benzoksantenskih lignana DCFH-DA metodom

Koncentracija slobodnih radikala odnosno reaktivnih kisikovih vrsta (eng. ROS, Reactive
Oxygen Species) koji nastaju bazalnim metabolizmom ili djelovanjem ispitivanih spojeva
se moze izmjeriti pomocu diklorodihidrofluorescein diacetata (eng. DCHF-DA,
dichlorodihydrofluorescein diacetate), nepolarnog i nefluoresciraju¢eg spoja koji moze
difundirati kroz staniénu membranu. Nakon §to ude u citosol, hidrolizira se u

nefluoresciraju¢i DCHF karboksilatni anion u reakciji koju kataliziraju unutarstanicni
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enzimi. DCHF ¢e se tek u prisutnosti slobodnih radikala oksidirati u DCF, odnosno
dihidrofluorescein, koji je izrazito fluorescentan. Fluorescencija se mjeri pomocu
fluorimetra pri valnim duljinama od 485 nm za ekscitaciju i 520 nm za emisiju. Intenzitet

fluorescencije je mjera za prisutnost slobodnih radikala u stanici (47).

Da bi se izmjerilo antioksidativno djelovanje benzoksantenskih lignana na stani¢nu liniju
HepG2, po 100 pL suspenzije stanica HepG2 koncentacije 10° stanica mL™? je nasadeno u
crne mikrotitarske ploc¢ice. Uzgajane su 24 h u inkubatoru na temperaturi od 37 °C i
atmosferi od 5 % CO». Zatim su tretirane sa po 100 pL otopina osam razli¢itih
benzoksantenskih lignana u koncentraciji od 0,5, 0,05 i 0,005 mmol L koje su pripremljene
u hranjivom mediju. Svaka koncentracija pojedinog spoja je ispitivana u 4 replike. U
pojedine jaZice je dodan samo hranjivi medij, bez ispitivanih spojeva, kako bi sluzile kao
kontrola. Vrijeme tretmana je bilo 2 i 24 h. Nakon odredenog vremena tretmana sadrzaji iz
jazica su uklonjeni i stanice su isprane sa 100 uL fosfatnog pufera. Na stanice se dodaje po
100 pL radne otopine DCHF-DA (0,05 mmol L), koja je dobivena razrjedivanjem ishodne
otopine 2',7'- diklorofluorescin diacetata koncentracije 2 mmol L. Stanice se inkubiraju 15
minuta na temperaturi od 37 °C i atmosferi od 5 % COs.. Poslije inkubacije se uz pomo¢
fluorimetra mjeri intenzitet fluorescencije te se statisticki obraduju rezultati u odnosu na

kontrolu.

3.2.6. Statisticka obrada podataka

Dobiveni rezultati su obradeni u statistiCkom programu JASP 0.10.0, koriStenjem One Way
ANOVA statisticke analize sa Scheffe post-hoc testom usporedbe. Odabrana razina
znacajnosti (p—vrijednost) je bila 0,05. Svaki rezultat koji pokazuje razinu znacajnosti
manju od 0,05 smatra se statisti¢ki znacajnim. Pomoc¢u Microsoft Excel 2016 programa su

dobiveni rezultati prikazani graficki gdje je to bilo moguce.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. ISPITIVANJE ANTIBAKTERIJSKOG UCINKA BENZOKSANTENSKIH
LIGNANA DIFUZIJSKIM TESTOM

Antibakterijski uc¢inak benzoksantenskih lignana je ispitan difuzijskim testom u kojem su
koristene ishodne otopine spojeva koncentracije 10 mmol L, a koristeni su sojevi bakterija
E. coli K-12 MG1655, S. enterica serotip Typhimurium LT21, S. aureus, L. plantarum i L.
fermentum. Bakterije su bile izloZene djelovanju spojeva 24 h, a nakon toga su zabiljezene

pojave zona inhibicije.

Na slici 4 su prikazane zone inhibicije za pojedine ispitivane spojeve i sojeve bakterija. Kod

ostalih 1ispitivanih spojeva 1 bakterijskih sojeva nisu zamijecene zone inhibicije.

Slika 4. Prikaz zona inhibicije nakon provedenog ispitivanja antibakterijskog ucinka
benzoksantenskih lignana difuzijskim testom. a) Salmonella Typhimurium LT21 tretirana
spojem CT-ALl b) Salmonella Typhimurium LT21 tretirana spojem CT-A2 ¢) L. plantarum
tretiran spojem CT-A4 d) L. plantarum tretiran spojem CT-A19 e) L. fermentum tretiran
spojem CT-A2 f) L. fermentum tretiran spojem CT-A4 g) L. fermentum tretiran spojem CT-
A19 h) L. fermentum tretiran spojem CT-A22 i) L. fermentum tretiran spojem CT-A23j) L.
fermentum tretiran spojem CT-A24.

Iz rezultata je vidljivo da spojevi CT-A1 i CT-A2 u koncentraciji od 10 mmol L™ u odredenoj
mjeri inhibiraju rast bakterije S. enterica serotip Typhimurium LT21. To se moZe objasniti

Cinjenicom da je Salmonella Typhimurium LT21 Gram negativna bakterija ¢ija stani¢na
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stijenka ne propusta veée hidrofobne molekule, ali moze propustiti hidrofobne molekule
veli¢ine do otprilike 650 Da, kao §to su spojevi CT-Al molekulske mase 382,30 Da i CT-
A2 molekulske mase 562,60 Da. Takoder, spojevi CT-Al i CT-A2 imaju po tri slobodne
hidroksilne skupine pomocu kojih mogu tvoriti vodikove veze s lipopolisaharidnim slojem
u stani¢noj membrani, §to ¢e omogucéiti brzi transfer u stanicu (48). Medutim, to ne
objasnjava zasto ostali spojevi molekulske mase manje od 650 Da, CT-A4, CT-A19i CT-

A22 nisu inhibirali rast ove bakterije, iako takoder imaju po tri slobodne hidroksilne skupine.

Pojava zone inhibicije je ipak najviSe bila ucestala kod bakterija roda Lactobacillus.
Bakterija L. plantarum se pokazala osjetljivom na spojeve CT-A4 i CT-A19, a bakterija L.s
fermentum na spojeve CT-A2, CT-A4, CT-Al19, CT-A22, CT-A23 i CT-A24. Laktobacili
su Gram pozitivne bakterije koje nemaju vanjski lipopolisaharidni sloj u stani¢noj stijenci
kao Gram negativne bakterije pa su stoga viSestruko osjetljivije na djelovanje
antibakterijskih antibiotika, a time se moze objasniti ucestalija pojava zona inhibicije kod
takvih bakterija (49). Takoder, L. fermentum u eksponencijalnoj fazi sadrzi vise O-
litickih agenasa (31), dok L. plantarum u strukturi stani¢ne stijenke sadrzi mezo-
diaminopimeli¢nu kiselinu zbog koje je unakrsno povezivanje peptidoglikana direktno, §to
samu bakteriju ¢ini otpornijom (28). Time se moze objasniti zasSto je kod L. plantarum

doslo do pojave zone inhibicije pod utjecajem samo dva spoja.

Medutim, i S. aureus je Gram pozitivna bakterija, ali ispitivanjem antibakterijskog ucinka
beznoksantenskih spojeva difuzijskim testom nije doslo do pojave zona inhibicije. lako
sli¢na istrazivanja nisu provedena s benzoksantenskim lignanima, poznato je da S. aureus
moze razviti rezistenciju na razne antibiotike upravo zbog umreZenog povezivanja
pentaglicinskih ogranaka na peptidoglikanima, $to ga ¢ini otpornijim od vecine drugih

Gram pozitivnih bakterija (25).

Kako bi se utvrdilo utjecu li polarnost i veli¢ina benzoksantenskih lignana na njihovu
mogucénost prolaska kroz staniénu membranu ispitanih bakterija, difuzijski test je proveden
i uz pomo¢ otopine kristal violeta. Kristal violet je triarilmetansko bojilo molekulske mase
407,97 Da, a posjeduje antimikoticka i antibakterijska svojstva. Zone inhibicije koje su

nastale nakon tretmana od 24 h su prikazane na slici 5.
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a). b). C). d) e)-

Slika 5. Prikaz zona inhibicije nakon tretmana bakterija s otopinom kristal violeta. a)
E. coli K-12 MG1655 b) S. enterica serotip Typhimurium LT21 c) S. aureus d) L.

plantarum e) L. fermentum.

Rezultati pokazuju da je kristal violet uzrokovao inhibiciju rasta svih ispitivanih bakterija,
kako Gram negativnih, tako i Gram pozitivnih. Primijecene su i vece zone inhibicije kod
Gram pozitivnih bakterija, posebice sojeva L. fermentum i L. plantarum. To je u skladu s
dosadasnjim istrazivanjima koja pokazuju da Kristal violet inhibira rast bakterija, a posebice

Gram pozitivnih (50).

S obzirom na to da znacajnija inhibicija rasta nije primijecena kad se ispitivao antibakterijski
ucinak benzoksantenskih lignana na Gram negativnim bakterijama, moze se zakljuciti da je
to zbog toga Sto su benzoksantenski lignani ve¢inom hidrofobni spojevi koji nisu mogli u¢i

u stanicu zbog posebne strukture stani¢ne stijenke.

Sto se ti¢e inhibicije rasta Gram pozitivne bakterije S. aureus, moze se pretpostaviti da je
kristal violet mogao inhibirati njen rast zbog toga $to je sa stani¢nom stijenkom mogao tvoriti
viSe polarnih veza od ispitivanih benzoksantenskih lignana. Medutim, difuzijski test
ispitivanja antibakterijske aktivnosti tih spojeva nije dovoljno precizan kako bi se to moglo
sa sigurnosc¢u zakljuciti.

Dosada3nja preliminarna istraZivanja antibakterijskog djelovanja benzoksantenskih lignana
nisu pokazala znacajne rezultate, 0sim za benzoksantenski lignan rufescidrid, koji je izoliran

iz biljaka Cordia rufescens i Taraxum monglocium (3, 4). Medutim, istrazivanja sa

spojevima koji su koriSteni u ovom radu dosad nisu detaljno provedena.

Prednosti ispitivanja antibakterijskog uc¢inka odredenih spojeva difuzijskim testovima su
svakako jednostavnost izvedbe i pristupacna cijena, ali ovaj nacin testiranja ¢esto nece biti
ucinkovit kod malih koncentracija ispitivanih spojeva koje su klinicki znacajne jer se zone
inhibicije nece ispoljiti (51) Stoga je citotoksi¢ni u¢inak benzoksantenskih lignana ispitan i

metodom inkubacije otopina tih spojeva s pojedinim bakterijskim kulturama.
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4.2. CITOTOKSICNI UCINAK BENZOKSANTENSKIH LIGNANA

Nakon jednosatnog tretmana benzoksantenskim lignanima u koncentracijama od 0,5 i 0,05
mmol L, bakterijske suspenzije su nacijepljene na odgovarajuée hranjive ploce. Broj

naraslih bakterijskih kolonija je izbrojan, a prezivljenje je izraZeno u postotcima.

4.2.1. Escherichia coli

Na slici 6 se nalazi graficki prikaz ovisnosti postotka prezivljenja bakterije E. coli K-12
MG1655 u ovisnosti o tretmanu pojedinim benzoksantenskim lignanom u koncentraciji od
0,5 ili 0,05 mmol L.

=05mM ®=0,05mM
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h dghj
100,00

80,00 - -
* p, *
60,00
40,00
20,00
0,00
K
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% prezivljenja

Slika 6. Ovisnost prezivljenja bakterije E. coli K-12 MG1655 u ovisnosti o tretmanu
pojedinim benzoksantenskim lignanom u koncentraciji od 0,5 ili 0,05 mmol L% K
oznacava kontrolu. Statisticki znac¢ajno razlicite vrijednosti (p < 0,05) u odnosu na: * -
kontrolu, d - CT-Al14 0,5 mM, g - CT-A23 0,5 mM, h - CT-A24 0,5 mM, j - CT-A2 0,05
mM, p - CT-A24 0,05 mM.

Iz rezultata je vidljivo da je tretman spojevima CT-Al14, CT-A23 i CT-A24 u koncentraciji
od 0,5 mmol L i CT-A2 u koncentraciji od 0,05 mmol L imao statisti¢ki znacajan
citotoksi¢ni ucinak na stanice bakterije E. coli K-12 MG1655 u odnosu na kontrolu. Spoj

CT-A2 je imao citotoksi¢ni u€inak na bakterijske stanice u manjoj od dvije ispitivane
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koncentracije, §to se moZze objasniti time da spoj u strukturi sadrzi dvije fenilne skupine koje
mogu tvoriti hidrofobne interakcije s lipidom A u bakterijskoj stani¢noj stijenci $to moze
dovesti do gubitka njenog integriteta (13). Medutim, u ve¢oj koncentraciji taj spoj nije imao
statistiCki znacajan citotoksi¢ni ucinak jer je vjerojatno doslo do aktivacije efluks pumpe
AcrAB-TolC koja je odgovorna za ispumpavanje antibiotika i razvoj rezistencije kod E. coli
(14). Moze se primijetiti da spoj CT-A19 ima veoma sli¢nu strukturu kao CT-Az2, ali umjesto
etilne skupine na fenil ima vezanu metilnu skupinu. Spoj CT-A19 nije iskazao statisticki
znacajan citotoksi¢ni u¢inak pa se moze zakljuciti da je upravo ta promjena u strukturi bila

vazna za njegovo djelovanje.

Spojevi CT-Al4, CT-A23 1 CTA24 su iskazali citotoksi¢ne ucinke u vecoj od dvije ispitivane
koncentracije §to se vjerojatno dogodilo zbog njihove moguénosti da pomoc¢u metoksi i
hidroksilnih  skupina tvore elektrostatske interakcije s negativho nabijenim
lipopolisaharidima u stani¢noj stijenci te vezu magnezijeve i kalcijeve ione koji su joj prijeko
potrebni za stabilizaciju. Spoj CT-A24 je iskazao najveci citotoksi¢ni u¢inak bez obzira §to
ima najvecu molekularnu masu od svih ispitivanih spojeva (714,70 Da). To se moZe objasniti
time $to ovaj spoj ima 6 metoksi i 3 hidroksilne skupine te stoga moze tvoriti najvise
elektrostatskih interakcija, posebno u vecoj od dvije koncentracije. Zamijeéena je i statisticki
znacajna razlika izmedu citotoksi¢nog ucinka tog spoja u koncentraciji od 0,5 1 0,05 mmol
L, $to se takoder moZe objasniti ve¢im brojem interakcija koje taj spoj moze u veéoj
koncentraciji tvoriti s lipopolisaharidima stani¢ne stijenke. Bilandzi¢ i sur. u preglednom
¢lanku koji je objavljen 2018. godine objasnjavaju da 1 kolistin, polipeptidni antibiotik
veli¢ine 1155,45 Da, moZe imati znacajan citotoksi¢ni u¢inak bez obzira na svoju veli¢inu
upravo zbog mnogobrojnih elektrostatskih interakcija koje moze tvoriti s lipopolisaharidima

stani¢ne stijenke E. coli (52).

Medutim, 1ako su 4 navedena spoja iskazala statisticki znacajan citotoksi¢ni u¢inak u odnosu
na kontrolu, on se ne moze smatrati klini¢ki zna¢ajnim. Cak je i nakon djelovanja spoja CT-
A24 u koncentraciji od 0,5 mmol L™, koji je iskazao najveéi citotoksi¢ni uc¢inak od svih

spojeva, prezivljenje bakterije E. coli K-12 MG1655 bilo vise od 60 %.
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4.2.2. Salmonella enterica serotip Typhimurium

Na slici 7 se nalazi graficki prikaz ovisnosti postotka prezivljenja bakterije S. enterica serotip
Typhimurium LT21 u ovisnosti o tretmanu pojedinim benzoksantenskim lignanom u

koncentraciji od 0,5 ili 0,05 mmol L.
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Slika 7. Ovisnost prezivljenja bakterije S. enterica serotip Typhimurium LT21 u ovisnosti
o tretmanu pojedinim benzoksantenskim lignanom u koncentraciji od 0,5 ili 0,05 mmol L-
!, K oznagava kontrolu. Statisti¢ki zna¢ajno razli¢ite vrijednosti (p < 0,05) u odnosu ha: * -
kontrolu,a - CT-A10,5mM, c-CT-A40,5mM, d-CT-A140,5mM, e - CT-A19 0,5 mM,
f-CT-A220,5mM, g-CT-A230,5mM, h-CT-A240,5mM, k-CT-A40,05 mM, | -CT-
A14 0,05 mM, m-CT-A19 0,05 mM, n - CT-A22 0,05 mM, o - CT-A23 0,05 mM, p - CT-
A24 0,05 mM.

Iz rezultata je vidljivo da su spojevi CT-Al i CT-A24 iskazali statistiCki znacajan citotoksi¢ni
u¢inak u koncentraciji od 0,5 mmol L%, a spojevi CT-A14 i CT-A23 u koncentraciji od 0,05
mmol L. Spojevi CT-A4, CT-A19 i CT-A22 su iskazali znacajan citotoksi¢ni ué¢inak u obje

ispitivane koncentracije.

Gram negativna bakterija Salmonella Typhimurium se u uvjetima opasnosti prilagodava

modifikacijom stani¢ne stijenke tako Sto dodatkom odredenih kemijskih skupina povecava
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broj interakcije izmedu lipopolisaharida, §to samu stijenku ¢ini otpornijom na djelovanje

velikih hidrofobnih spojeva, kakvi su i benzoksantenski lignani (19).

Zanimljivo je da su spojevi najve¢e molekularne mase (CT-A24, 714,70 Da) i najmanje
molekularne mase (CT-Al, 382,30 Da) iskazali citotoksi¢ni ucinak samo u vecoj
koncentraciji. To se mozZe objasniti time da CT-Al kao najmanji spoj moze tvoriti dovoljno
elektrostatskih veza samo u povecanoj koncentraciji. Djelovanje spoja CT-A24 zbog njegove
velike molekularne mase u manjoj koncentraciji moze prepoznati bakterijska stanica te se
prilagoditi na njegov utjecaj, dok u povisenoj koncentraciji vjerojatno ne moze dovoljno brzo
eliminirati njegov utjecaj. Kod spoja CT-A24 se pojavljuje i statisticki znacajna razlika

izmedu citotoksi¢nog u¢inka vece i manje koncentracije.

Sli¢no se zamjecuje i kod spojeva CT-A14 i CT-A23, koji su statisticki znacajan citotoksi¢ni
ucinak iskazali samo kod manje koncentracije. MozZe se pretpostaviti da samo u nizoj
koncentraciji ti spojevi pomocu hidroksilnih te metoksi i etoksi skupina mogu tvoriti veze S

lipopolisaharidima stani¢ne stijenke bakterije Salmonella Typhimurium LT21.

Spojevi CT-A19 i CT-A22 su u koncentraciji od 0,5 mmol L imali najveéi citotoksiéni
ucinak od svih ispitivanih spojeva, a molekule ta dva spoja su veoma slicne. Molekularne
mase su im 534,50 1 594,60 Da, a oba spoja posjeduju metil fenilnu skupinu, osim $to spoj
CT-A22 ima jo$ dvije metoksi skupine. Vjerojatno je ta kombinacija veli¢ine spoja i skupina
koje posjeduje bila kljucna za ostvarivanje citotoksi¢nog u¢inka na bakteriju Salmonella
Typhimurium LT21, s prezivljenjima nizim od 20 %. Sli¢no preZzivljenje je bakterija iskazala
i nakon tretmana spojem CT-A14 u koncentraciji od 0,05 mmol L. Drugi spojevi, ¢ak i oni
koji su u odredenim koncentracijama iskazali statisticki znacajan citotoksi¢ni u€inak, nisu

klinicki iskoristivo utjecali na prezivljenje bakterije.

Istrazivanja su pokazala da je Salmonella Typhimurium najosjetljivija na fluorokinolinske
antibiotike (17). Osnovna struktura fluorokinolina sadrzi tri elektronegativna atoma, Kisik,
fluor 1 dusik, koji pridonose stvaranju elektrostatskih veza s lipopolisaharidima stani¢ne
stijenke. Sama molekula je velika 163,15 Da (53), §to je dvaput manje od najmanjeg
benzoksantenskog lignana koristenog u ovom radu, stoga bi za antibakterijski antibiotik koji
¢e biti ucinkovit protiv bakterije roda Salmonella trebalo razmisliti o puno manjim i

polarnijim spojevima.
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4.2.3. Salmonella enterica serotip Typhimurium TA100

Bakterija S. enterica serotip Typhimurium TA100 sadrzi mutaciju u genu rfa, Sto ¢ini njen
lipopolisaharidni sloj u vanjskoj membrani nefunkcionalnim zbog ¢ega ¢e ona biti propusnija
za velike molekule (21). Benzoksantenski lignani su velike hidrofobne molekule pa se
koriStenjem ovog bakterijskog soja zeljelo utvrditi u kojoj mjeri bakterijska stijenka Gram
negativnih bakterija tvori prepreku njihovom prolasku, a posljedi¢no i citotoksi¢cnom ucinku.
Na slici 8 se nalazi grafi¢ki prikaz ovisnosti postotka prezivljenja bakterije S. enterica serotip
Typhimurium TA100 u ovisnosti o tretmanu pojedinim benzoksantenskim lignanom u

koncentraciji od 0,5 ili 0,05 mmol L.
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Slika 8. Ovisnost prezivljenja bakterije S. enterica serotip Typhimurium TA100 u ovisnosti
o0 tretmanu pojedinim benzoksantenskim lignanom u koncentraciji od 0,5 ili 0,05 mmol L-
!, K oznagava kontrolu. Statisti¢ki zna¢ajno razli¢ite vrijednosti (p < 0,05) u odnosu na: * -
kontrolu, a- CT-A10,5mM, b - CT-A2 0,5 mM, ¢ - CT-A4 0,5 mM, d - CT-A14 0,5 mM,
e-CT-A190,5mM, f-CT-A220,5mM, g-CT-A230,5mM, h-CT-A240,5mM, i-CT-
A10,05 mM, j-CT-A2 0,05 mM, k- CT-A4 0,05 mM, | - CT-A14 0,05 mM, m - CT-A19
0,05 mM, n - CT-A22 0,05 mM, o - CT-A23 0,05 mM, p - CT-A24 0,05 mM.

Rezultati su pokazali da su svi spojevi u obje koncentracije imali statisticki znacajan
citotoksi¢ki ucinak na stanice bakterije Salmonella Typhimurium TA100 gdje nijedno

prezivljenje nije bilo vece od 20 %. Time je dokazano da je prva i glavna prepreka

37



antibakterijskom djelovanju benzoksantenskih lignana na Gram negativne bakterije upravo

njihova stani¢na stijenka.

4.2.4. Staphylococcus aureus

Na slici 9 se nalazi graficki prikaz ovisnosti postotka prezivljenja bakterije S. aureus u

ovisnosti o tretmanu pojedinim benzoksantenskim lignanom u koncentraciji od 0,5 ili 0,05

mmol L.
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Slika 9. Ovisnost prezivljenja bakterije S. aureus u ovisnosti o tretmanu pojedinim
benzoksantenskim lignanom u koncentraciji od 0,5 ili 0,05 mmol L. K oznac¢ava kontrolu.
Statisticki znacajno razli€ite vrijednosti (p < 0,05) u odnosu na: * - kontrolu, a- CT-A10,5
mM, b - CT-A2 0,5 mM, ¢ - CT-A4 0,5 mM, d - CT-A14 0,5 mM, e - CT-A19 0,5 mM, f
-CT-A220,5mM, g - CT-A23 0,5 mM, h - CT-A24 0,5 mM, i - CT-A1 0,05 mM, j - CT-
A2 0,05 mM, k - CT-A4 0,05 mM, | - CT-A14 0,05 mM, m - CT-A19 0,05 mM, n - CT-
A22 0,05 mM, 0 - CT-A23 0,05 mM, p - CT-A24 0,05 mM.

S. aureus je Gram pozitivna bakterija koja u stijenci ne sadrzi vanjski lipopolisaharidni sloj
kakav sadrze stijenke Gram negativnih bakterija. lako Gram pozitivne bakterije sadrze deblji
peptidoglikanski sloj, ipak su puno podloznije djelovanju velikih hidrofobnih spojeva. Osim
toga, Gram pozitivne bakterije u stijenci sadrze teihonske kiseline koje su negativno nabijene

i koje vezu katione koji su potrebni za stabiliziranje cijele stani¢ne stijenke (22).
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Rezultati pokazuju da su svi ispitivani benzoksantenski lignani u obje koncentracije iskazali
statistiCki znacajne citotoksi¢ne ucinke. Jedino je nakon tretmana spojem CT-Al4 u obje
koncentracije prezivljenje bilo vece od 30 %, a nakon tretmana spojevima CT-A4, CT-A23
i CT-A24 u koncentraciji od 0,05 mmol L je prezivljenje bilo veée od 40 %. Spojevi CT-
A23 i CT-A24 su najveci od svih ispitivanih spojeva te je moguce da u manjoj koncentraciji
nisu mogli efikasno djelovati na stani¢nu stijenku, dok su spojevi CT-A4 i CT-A14 maniji,
ali je moguce da njihove bo¢ne skupine nisu mogle tvoriti dovoljan broj veza sa skupinama

koje se nalaze na stani¢noj stijenci.

Valja primijetiti da je nakon tretmana spojem CT-Al u koncentraciji od 0,5 mmol L*
prezivljenje bilo 0 %, a u koncentraciji od 0,05 mmol L™ manje od 10 %. To bi moglo znagiti
da bi spoj CT-Al, uz spojeve CT-A2, CT-Al19 i CT-A22 mogao biti potencijalni novi
antibiotik. Spojevi CT-A2, CT-A19 i CT-A22 posjeduju istu osnovnu strukturu, s tim da
spoj CT-A19 umjesto etil fenilne skupine ima metil fenilnu, a spoj CT-A22 ima etil fenilnu
skupinu s dodane dvije metoksi skupine. Spoj CT-Al pak nema bo¢ni benzenski prsten, a to
je steri¢ki povoljno jer nekad previse bo¢nih supstituenata ometa interakcije izmedu spoja i
ciljnih molekula, $to bi mogao biti razlog zasto je njegovo djelovanje bilo toliko u¢inkovito.
Moze se pretpostaviti da je njegovo opcenito djelovanje zapravo stvaranje elektrostatskih
veza s tethonskim kiselinama, ¢ime se onesposobljava njihova moguc¢nost da vezu katione,

a time se stanicna stijenka destabilizira.

lako sli¢na istraZzivanja s benzoksantenskim lignanima nisu provedena pa se rezultati ne
mogu direktno usporediti, Favela-Hernandez i suradnici su ispitivali antibakterijsko
djelovanje lignana izoliranih iz ¢aparala (lat. Larrea tridentata) na 16 razlicitih bakterijskih
vrsta. Pokazalo se da lignan 3'-dimetoksi-6-O-dimetillizogvajacin najucinkovitije djeluje
protiv rasta bakterije S. aureus, a taj lignan sadrzi 3 benzenska prstena za razliku od spoja
CT-A1 koji sadrzi 4. Medutim, oba spoja imaju isti broj hidroksilnih skupina i otprilike su
jednake veli¢ine (54). Takoder, spoj CT-Al je strukturno veoma sli¢an rufescidridu,
benzoksantenskom lignanu koji je izoliran iz biljaka Cordia rufescens i Taraxum
monglocium te koji dokazano ima antibakterijsko djelovanje (3). Medutim, spoj CT-Al za
razliku od rufescidrida nema pentanski prsten i ima dvije metoksi skupine, $to bi mu moglo

omoguciti stvaranje dodatnih elektrostatskih veza s molekulama stani¢ne stijenke.
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Njihove strukture su prikazane usporedno na slici 10.
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Slika 10. Usporedba molekularne strukture rufescidrida i spoja CT-Al.

Ti rezultati su obec¢avajuéi, buduéi da je multi-rezistentni S. aureus uzroénik od 13 % do 74
% ukupnih infekcija diljem svijeta. Iako je to Sirok raspon, statisticki pokazatelji u Europi
upozoravaju na ¢injenicu da je danas u 7 od 29 zemalja Europske Unije vise od 25 % ukupno

izoliranih invazivnih bakterija S. aureus iz pacijenata zapravo multi-rezistentno (55).

Zato bi i spojeve poput benzoksantenskih lignana, a posebice spoj CT-Al, trebalo podrobnije

testirati u Sirem rasponu koncentracija i reakcijskih uvijeta.

4.2.5. Lactobacillus plantarum

Na slici 11 se nalazi graficki prikaz ovisnosti postotka prezivljenja bakterije L. plantarum u
ovisnosti o tretmanu pojedinim benzoksantenskim lignanom u koncentraciji od 0,5 ili 0,05

mmol L.
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Slika 11. Ovisnost prezivljenja bakterije L. plantarum u ovisnosti o tretmanu pojedinim
benzoksantenskim lignanom u koncentraciji od 0,5 ili 0,05 mmol L-1. K oznacava kontrolu.
Statisti¢ki znacajno razli€ite vrijednosti (p < 0,05) u odnosu na: * - kontrolu, a - CT-A1 0,5
mM, b - CT-A20,5mM, ¢c - CT-A4 0,5 mM, d - CT-A14 0,5 mM, e - CT-A19 0,5 mM, f -
CT-A220,5mM, g- CT-A23 0,5 mM, h - CT-A24 0,5 mM, i - CT-A1 0,05 mM, j - CT-A2
0,05 mM, k - CT-A4 0,05 mM, | - CT-A14 0,05 mM, m - CT-A19 0,05 mM, n - CT-A22
0,05 mM, 0 - CT-A23 0,05 mM, p - CT-A24 0,05 mM.

Rezultati pokazuju da su svi ispitivani spojevi u obje koncentracije imali statisticki znacajan
citotoksi¢ni uc¢inak na stanice bakterije L. plantarum u odnosu na kontrolu. Osim u slu¢aju
spojeva CT-A2 i CT-A14 u koncentraciji od 0,5 mmol L, postotak prezivljenja bakterije
nije bio ve¢i od 10 %. Laktobacili su Gram pozitivne bakterije koje u stani¢noj stijenci
nemaju lipopolisaharidni sloj koji bi im pruzio dodatnu zastitu, kao Gram negativnim

bakterijama, pa su zato ovi rezultati bili o¢ekivani.

Medutim, peptidoglikani se u stijenci bakterije L. plantarum povezuju direktnim vezama, a
ne unakrsnim kao kod veéine Gram pozitivnih organizama. Chapot-Chartier i Kulakauskas
istitu da je zbog toga postotak umreZenosti peptidoglikana u stani¢noj stijenci U
eksponencijalnoj fazi procijenjen na 37,5 % Sto bi bakteriju moglo uciniti otpornijom na
djelovanje raznih spojeva (28). Ve¢i postotak prezivljenja, u odnosu na ostale spojeve i
koncentracije, se iskazao kod djelovanja spojeva CT-A2 i CT-Al14 u koncentraciji od 0,5

mmol L. Moguce je da se citotoksi¢no djelovanje tih dvaju spojeva u vecoj od dvije
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koncentracije nije moglo ispoljiti zbog umreZenosti stani¢ne stijenke, ali s obzirom na to da
ostali spojevi nisu iskazali slican ucinak, to se ne moze zakljuciti sa sigurnoscu.
Peptidoglikani su kod ove bakterije takoder modificirani amidacijom te O- ili N-
acetilacijom, S§to moze povecati vjerojatnost stvaranja elektrostatskih veza izmedu njih 1
ispitivanih skupina, $to ¢e povecati propusnost membrane. Isto vrijedi i za nabijene

teihonske kiseline koje u stijenci posjeduju Gram pozitivne bakterije.

4.2.6. Lactobacillus fermentum

Na slici 12 se nalazi graficki prikaz ovisnosti postotka prezivljenja bakterije L. fermentum u
ovisnosti o tretmanu pojedinim benzoksantenskim lignanom u koncentraciji od 0,5 ili 0,05

mmol L.
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Slika 12. Ovisnost prezivljenja bakterije L. fermentum u ovisnosti o tretmanu pojedinim
benzoksantenskim lignanom u koncentraciji od 0,5 ili 0,05 mmol L. K oznag¢ava kontrolu.
Statisticki znacajno razlicite vrijednosti (p < 0,05) u odnosu na: * - kontrolu, a - CT-A1 0,5
mM, b - CT-A2 0,5 mM, ¢ - CT-A4 0,5 mM, d - CT-A14 0,5 mM, e - CT-A19 0,5 mM, f -
CT-A22 0,5 mM, g - CT-A23 0,5 mM, h - CT-A24 0,5 mM, i - CT-A1 0,05 mM, j - CT-A2
0,05 mM, k - CT-A4 0,05 mM, | - CT-A14 0,05 MM, m - CT-A19 0,05 mM, n - CT-A22 0,05
mM, o - CT-A23 0,05 mM, p - CT-A24 0,05 mM.
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Rezultati pokazuju da su svi ispitivani spojevi u obje koncentracije imali statisticki znacajan
citotoksi¢ni uc¢inak na bakteriju L. fermentum. Postotak prezivljenja ni u jednom slucaju

nije bio veci od 30 %.

L. fermentum je Gram pozitivna bakterija koja u stijenci ne sadrzi vanjski lipopolisaharidni
sloj kao Sto ga sadrze Gram negativne bakterije, pa je bilo ocekivano da ¢e veliki hidrofobni
spojevi poput benzoksantenskih lignani u vecoj mjeri utjecati na nju. To potvrduje i
Cinjenica da su se dosada laktobacili opéenito pokazali osjetljivima na velike antibiotike
poput eritromicina, molekulske mase 733,93 Da i tetraciklina, molekulske mase 444,44 Da
(32, 33). Takoder, citotoksi¢ni u¢inak benzoksantenskih lignana se ispitivao na bakteriji L.
fermentum kad je bila u eksponencijalnoj fazi rasta, a Simelyte i suradnici su pokazali da
njeni peptidoglikani u stani¢noj stijenci u eksponencijalnoj fazi imaju vise O-acetiliranih

ostataka, $to bakteriju ¢ini osjetljivijom na djelovanje raznih spojeva (31).

L. fermentum i L. plantarum se smatraju probiotickim mikroorganizmima koji zive u
probavnom traktu ¢ovjeka i kao takvi pruzaju mnoge zdravstvene prednosti (30), a zato
rezultati citotoksi¢nog ucinka benzoksantenskih lignana na bakterije roda Lactobacillus
nisu idealni jer pokazuju da bi oralno uzimanje tih spojeva, izmedu ostalog, moglo
rezultirati neravnotezom crijevne mikroflore. NajceSc¢a nuspojava koja se javlja nakon toga
je antibioticima uzrokovan proljev, koji je veoma neugodan za pacijenta, a moze rezultirati
dehidracijom i gubitkom vrijednih elektrolita iz organizma. Medutim, Blaabjerg i suradnici
isti¢u da uzimanje probioti¢kih dodataka prehrani moZe pomoc¢i kod lijecenja probavnih
smetnji koje su uzrokovane djelovanjem antibiotika (56). U slucaju da bi se
benzoksantenski lignani u daljnjim istrazivanjima pokazali kao korisni antibiotici za oralnu
primjenu, primjerice za lijeCenje infekcija uzrokovanih bakterijom S. aureus, naruSavanje
crijevne mikroflore bi se moglo sprije€iti dodatnim uzimanjem probiotickih dodataka

prehrani.
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4.3. ISPITIVANJE PROMJENE HIDROFOBNOSTI BAKTERIJSKIH STANICNIH
STIJENKI SAT (eng. Salt Aggregation Test) TESTOM

Ispitivanje promjene hidrofobnosti povrsine bakterijskih stijenki je provedeno na
bakterijskim sojevima koji su nakon ispitavanja citotoksi¢nosti benzoksantenskih lignana
iskazali najveci postotak preZivljenja, a to su bile bakterije E. coli K-12 MG1655i S. enterica
serotip Typhimurium LT21.

Zeljelo se provjeriti poveéava li se hidrofobnost stijenki tih bakterija nakon djelovanja
benzoksantenskih lignana jer su one pretezno patogene te bi se povecanjem hidrofobnosti u
vecoj mjeri uspjele vezati za inace hidrofobne stanice probavnog ili mokra¢nog sustava (57),
gdje ih ocekivano nalazimo u organizmu. Hidrofobnost povrsine stijenke ostalih bakterijskih
sojeva, na koje su benzoksantenski lignani djelovali izrazito citotoksi¢no, nije bilo potrebno
ispitivati zbog toga $to se prepostavljamo takve bakterijske stanice zbog gubitka vitalnosti
pod djelovanjem ispitivanih lignana nisu sposobne vezati za stijenke probavnog ili

mokraénog sustava.

Promjena hidrofobnosti bakterijskih stijenki je ispitivana SAT (eng. Salt Aggregation Test)

testom, a rezultati su prikazani u tablicama 10 i 11 te na slikama 13 i 14.
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Tablica 10. Prikaz pojave agregacije bakterije E. coli K-12 MG1655 prije (kontrola) i nakon
tretmana benzoksantenskim lignanima u Na-P puferu, fizioloskoj otopini i u ovisnosti o

dodatku natrijevog klorida i amonijevog sulfata u razli¢itim koncentracijama.

Agregacija (- nema vidljive agregacije, + vidljiva agregacija) Otopina amonijevog sulfata (M)
Escherichia coli Na-P pufer (0,02 M) = 0,15 M NaCl (Fizioloska otopina) = 0,35 0,75 15 3
KONTROLA - - + +
CT-Al (0,5 mM) - -
CT-A1 (0,05 mM) - -
CT-A2 (0,5 mM) - -
CT-A2 (0,05 mM) - -
CT-A4 (0,5 mM) - -
CT-A4 (0,05 mM) - -
CT-Al14 (0,5 mM) - -
CT-Al14 (0,05 mM) - -
CT-A19 (0,5 mM) - -
CT-A19 (0,05 mMm) - -
CT-A22 (0,5 mM) - -
CT-A22 (0,05 mM) - -
CT-A23 (0,5 mM) - -
CT-A23 (0,05 mM) - -
CT-A24 (0,5 mM) - -
CT-A24 (0,05 mM) - -

+

+ 4+ F o+
+ 4+ F + F F o+
+ + + +
+ 4+ A+ o+ 4

E. coli Na-P pufer

Kontrola

Slika 13. Slikoviti prikaz pojave agregacije bakterije E. coli K-12 MG1655 prije (kontrola)
i nakon tretmana benzoksantenskim lignanima u Na-P puferu, fizioloskoj otopini i u

ovisnosti o dodatku natrijevog klorida i amonijevog sulfata u razli¢itim koncentracijama.
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Tablica 11. Prikaz pojave agregacije bakterije S. Typhimurium LT21 prije (kontrola) i nakon

tretmana benzoksantenskim lignanima u Na-P puferu, fiziolo§koj otopini i u ovisnosti o

dodatku natrijevog klorida i amonijevog sulfata u razli¢itim koncentracijama.

KONTROLA
CT-AL (0,5 mM)
CT-A1 (0,05 mM)
CT-A2 (0,5 mM)
CT-A2 (0,05 mM)
CT-A4 (0,5 mM)
CT-A4 (0,05 mM)
CT-Al14 (0,5 mM)

CT-Al14 (0,05 mM)
CT-A19 (0,5 mM)

CT-A19 (0,05 mM)
CT-A22 (0,5 mM)

CT-A22 (0,05 mM)
CT-A23 (0,5 mM)

CT-A23 (0,05 mM)
CT-A24 (0,5 mM)

CT-A24 (0,05 mM)

+ 4+ + + o+ o+ o+ o+

Na-P pufer (0,02 M)

Agregacija (- nema vidljive agregacije, + vidljiva agregacija)

Salmonella Typhimurium Fiziologka otopina

+ 4+ 4+ + + + + + + + + + + o+

0,35

+ 4+ + F o+ o+ o+

+ 4+ + F o+ o+ o+

1,5

+ 4+ 4+ F o+ o+

Otopina amonijevog sulfata (M)
0,75

3

+ 4+ 4+ + + F + + + +++ +++ ++

S. enterica

KONTROLA {

Al

ostali spojevi

Na-P pufer

'Fizioloska otopina

Slika 14. Slikoviti prikaz pojave agregacije bakterije S. Typhimurium LT21 prije (kontrola)

i nakon tretmana

benzoksantenskim lignanima u Na-P puferu, fizioloskoj otopini i u

ovisnosti o dodatku natrijevog klorida i amonijevog sulfata u razli¢itim koncentracijama.
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Rezultati su validirani prema legendi u tablici broj 9, a prema njoj se moze zakljuciti da je E.
coli K-12 MG1655 neautoagregirajuca bakterija s jako hidrofobnom povr§inom, a nijedan
od ispitivanih spojeva u obje koncentracije ne utjeCe na promjenu te hidrofobnosti. To je u
skladu s postotkom prezivljenja te bakterije nakon ispitivanja citotoksi¢nog djelovanja
benzoksantenskih lignana, jer je od svih ispitivanih bakterija upravo ona iskazala najvece
postotke prezivljenja. Prema tome mozemo zakljuciti da ni jedan od benzoksantenskih
lignana nema antibakterijski ucinak na E. coli K-12 MG1655, $to se moze objasniti
strukturom njene Gram negativne stani¢ne stijenke te sposobno$c¢u da aktivira efluks pumpu
AcrAB-TolC koja je odgovorna za ispumpavanje antibiotika i razvoj rezistencije, kao §to je
ve¢ receno. Zbog ekstremno hidrofobne povrsine ova bakterija ima sposobnost vezanja za

epitelne stanice, primjerice mokra¢nog mjehura ili crijeva.

S druge strane, rezultati pokazuju da je S. Typhimurium LT21 neautoagregirajuéa bakterija
koja ima hidrofilnu povrsinu. Svi su spojevi osim CT-Al utjecali na promjenu hidrofobnosti
njene stanicne stijenke, tako da je iz hidrofilne postala ekstremno hidrofobna
(autoagregirajuc¢a), a razlike djelovanja izmedu dvije ispitivane koncentracije nisu
zamijeCene. Taj rezultat se slaze s zamije¢enim postotkom prezivljenja bakterije S.
Typhimurium LT21 nakon ispitivanja citotoksi¢nog ucinka benzoksantenskih lignana, a na
grafickom prikazu sa slike 9 se moze vidjeti kako je bakterija najveci postotak prezivljenja

imala nakon tretmana sa spojem CT-Al.

Medutim, iako je promjena hidrofobnosti stani¢ne stijenke mogla dovesti do lize odredenog
broja stanica S. Typhimurium LT21, veliki postotak stanica je ipak prezivio, a zbog toga ti
rezultati nisu idealni, jer promjena iz hidrofilne u ekstremno hidrofobnu stani¢nu stijenku
moze dovesti do toga da se S. Typhimurium puno ucestalije i snaZnije veZe za epitelne stanice
probavnog sustava, S$to je suprotno od ucinka kojeg se htjelo posti¢i djelovanjem

benzoksantenskih lignana.

lako sli¢na istrazivanja promjene hidrofobnosti stani¢ne stijenke nakon djelovanja
benzoksantenskih lignana nisu provedena, Majtanova i Majtan su proveli istraZivanje
promjene hidrofobnosti stani¢ne stijenke na bakteriji S. Typhimurium nakon djelovanja
razrijedenih otopina uobicajenih sredstava za dezinfekciju. Takva sredstva redom sadrze
polarne spojeve poput alkohola, diamin tetraacetata ili didecildimetilamonijevog klorida, a

rezultati su pokazali da su takva sredstva djelovala tako da je doslo do smanjenja
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hidrofobnosti stani¢ne stijenke i povecanja polarnosti (58), a zbog toga se potvrduje
zakljucak da bi u slucaju bakterija roda Salmonella kao antibakterijski antibiotik trebalo

koristiti puno manje i polarnije spojeve nego $to su benzoksantenski lignani.
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4.4. ISPITIVANJE CITOTOKSICNOSTI BENZOKSANTENSKIH LIGNANA NR
METODOM NA HUMANOJ STANICNOJ LINIJI HEPATOCELULARNOG
KARCINOMA (HepG2)

Citotoksi¢ni u¢inak benzoksantenskih lignana u koncentracijama od 0,05, 0,005 i 0,0005
mmol L je ispitivan na humanoj stani¢noj liniji HepG2 koristenjem Neutral red metode, a
vrijeme tretmana je bilo 2 i 24 h. Rezultati su prikazani graficki kao % prezivljenja tretiranih

stanica u odnosu na kontrolu, na slikama 15 i 16.
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Slika 15. Prikaz % prezivljenja HepG2 stanica u ovisnosti o tretmanu razliitim
koncentracijama benzoksantenskih lignana u trajanju od 2 h. K oznac¢ava kontrolu. Statisticki
znacajno razli€ite vrijednosti (p < 0,05) u odnosu na: * - kontrolu, a - CT-Al1 0,05 mM, b -
CT-A2 0,05 mM, c - CT-A4 0,05 mM, d - CT-A14 0,05 mM, e - CT-A19 0,05 mM, f- CT-
A22 0,05 mM, g - CT-A23 0,05 mM, h - CT-A24 0,05 mM, i - CT-A1 0,005 mM, j - CT-A2
0,005 mM, m - CT-A19 0,005 mM, n - CT-A22 0,005 mM, o - CT-A23 0,05 mM, p - CT-
A24 0,005 mM, r - CT-A1 0,0005 mM, s - CT-A2 0,0005 mM, t - CT-A4 0,0005 mM, v -
CT-A19 0,0005 mM, w - CT-A22 0,0005 mM, x - CT-A23 0,0005 mM, y - CT-A24 0,0005
mM.
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Slika 16. Prikaz % prezivljenja HepG2 stanica u ovisnosti o tretmanu razli¢itim
koncentracijama benzoksantenskih lignana u trajanju od 24 h. K oznafava kontrolu.
Statisti¢ki znacajno razli¢ite vrijednosti (p < 0,05) u odnosu na: * - kontrolu, a - CT-A1 0,05
mM, b - CT-A2 0,05 mM, c - CT-A4 0,05 mM, d - CT-A14 0,05 mM, e - CT-A19 0,05 mM,
f- CT-A22 0,05 mM, g - CT-A23 0,05 mM, h - CT-A24 0,05 mM, i - CT-A1 0,005 mM, j -
CT-A2 0,005 mM, k - CT-A4 0,005 mM, | - CT-A14 0,005 mM, m - CT-A19 0,005 mM, n
- CT-A22 0,005 mM, o - CT-A23 0,05 mM, p - CT-A24 0,005 mM, r - CT-A1 0,0005 mM,
s- CT-A2 0,0005 mM, t - CT-A4 0,0005 mM, u - CT-A14 0,0005 mM, v - CT-A19 0,0005
mM, w - CT-A22 0,0005 mM, x - CT-A23 0,0005 mM, y - CT-A24 0,0005 mM.

Rezultati pokazuju da je spoj CT-Al nakon dvosatnog tretmana u koncentraciji od 0,005
mmol L* uzrokovao blagi citotoksi¢ni u¢inak, dok je u koncentraciji 0,0005 mmol L*
izazvao znacajan citotoksicni u¢inak jer je postotak prezivljenja stanica bio ispod 30 %. Taj
rezultat nije u skladu s ocekivanjima, jer se o¢ekuje da bi taj spoj u najvecoj od tri ispitivane
koncentracije trebao izazvati najveci citotoksi¢ni uc¢inak. Medutim, kad se pogledaju rezultati
ucinka tog spoja nakon tretmana od 24 h, vidljivo je da je u najvecoj koncentraciji izazvao i

najveci citotoksicni uc¢inak, gdje je postotak prezivljenja stanica bio ispod 20 %. Postojao je
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i dozni odgovor izmedu koncentracija i prezivljenja stanica, jer je postotak prezivljenja

stanica bio ve¢i sa smanjenjem koncentracije tog spoja.

Dvosatni tretman stanica spojem CT-A2 u koncentraciji od 0,05 mmol L* je izazvao
statistiCki znacajan, ali blagi citotoksi¢ni u¢inak. Manje koncentracije tog spoja su nakon 2
h izazvale blagi proliferativni u¢inak. Nakon tretmana od 24 h je spoj CT-A2 u najvecoj
koncentraciji izazvao jaki citotoksi¢ni u¢inak na stanice, dok su manje koncentracije izazvale
statistiCki znaCajan proliferativni uc¢inak, §to se moze objasniti prilagodbom stanica na
novonastale uvjete. Spatafora i sur. su takoder dokazali jaki citotoksi¢ni u¢inak spoja CT-
A2, koji je bio viSe ucinkovit u inhibiciji rasta tumorskih stanica crijeva i plu¢a od 5-

fluorouracila, ve¢ postojeceg protutumorskog lijeka (3).

Spoj CT-A4 je u sve tri ispitivane koncentracije nakon tretmana od 2 i od 24 h izazvao
stani¢nu proliferaciju pa se moze zakljuciti da na stanice HepG2 uopée nema citotoksican

ucéinak.

Nakon dvosatnog tretmana spojem CT-Al4 je zamijeCen nikakav ili blago proliferativni
ucinak na stanice u sve tri ispitivane koncentracije, dok je nakon 24 h u koncentraciji od 0,05
mmol L izazvao citotoksi¢ni uc¢inak, a u manjim koncentracijama nikakav ili blago

proliferativni u¢inak.

Tretman spojem CT-A19 u najvecoj koncentraciji je nakon 2 h rezultirao citotoksi¢nim
ucinkom gdje je postotak prezivljenja stanica bilo otprilike 50 %, a manje koncentracije nisu
iskazale nikakav statisticki znac¢ajan uéinak na stanice. Nakon tretmana od 24 h, zamijecen
je pojacani citotoksicni ucinak tog spoja u najvecoj koncentraciji, gdje je postotak
prezivljenja stanica bio manji od 20 %. Koncentracija tog spoja od 0,005 mmol L je nakon
24 h izazvala blagi citotoksi¢ni u¢inak, dok je koncentracija od 0,0005 mmol L™ izazvala
blago proliferativni u¢inak. Nakon 24 h je vidljiv i dozni odgovor izmedu koncentracija i
prezivljenja stanica nakon tretmana ovim spojem, jer je vidljivo da sa smanjenjem

koncentracije postotak preZivljenja stanica statisticki znacajno raste.

Spoj CT-A22 je nakon dvosatnog tretmana u koncentraciji od 0,05 mmol L? izazvao
citotoksi¢ni ucinak, u koncentraciji od 0,005 mmol Lt nije izazvao nikakav statistiCki
znadajan ucinak, a u koncentraciji od 0,0005 mmol L? je izazvao jaki proliferativni u¢inak,
gdje je postotak prezivljenja stanica bio iznad 140 %. Nakon 24 h u najvecoj koncentraciji
izaziva jaki citotoksi¢ni ucinak, u srednjoj koncentraciji blagi citotoksi¢ni ucinak, a u

najmanjoj koncentraciji blagi proliferativni u¢inak. Takoder, vidljiv je 1 dozni odgovor
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izmedu koncentracija i prezivljenja stanica nakon tretmana ovim spojem, jer je vidljivo da sa

smanjenjem koncentracije postotak prezivljenja stanica statisti¢ki znac¢ajno raste.

Tretman stanica spojem CT-A23 u koncentraciji od 0,05 mmol L™ nakon dva h izaziva
umjereni citotoksi¢ni u¢inak. U koncentraciji od 0,005 mmol L izaziva blagi proliferativni,
a u koncentraciji od 0,0005 mmol L? nikakav statisti¢ki znacajan odgovor. Nakon 24 h, u
najvecoj koncentraciji izaziva umjeren citotoksicni u¢inak, dok u dvije manje koncentracije

izaziva blago proliferativni u¢inak na stanice.

Naposljetku, spoj CT-A24 nakon dvosatnog tretmana u dvije manje koncentracije ne izaziva
nikakav statisticki znacajan ucinak na stanice, dok u najvecoj koncentraciji izaziva
citotoksi¢ni uc¢inak. Nakon 24 h, u najveéoj koncentraciji izaziva jaki citotoksi¢ni ucinak, u
srednjoj koncentraciji nikakav ucinak, a u najvecoj izaziva blagi proliferativni u¢inak. Postoji
i dozni slijed izmedu postotka prezivljenja stanica i odredene koncentracije spoja, a vidljivo

je da se taj postotak sa povecanjem koncentracije spoja smanjuje.

Valja zamijetiti da su spojevi CT-Al19, CT-A22, CT-A23 i CT-A24 analozi spoja CT-A2,
sintetizirani po uzoru na njega jer se u dosada$njim istrazivanjima dokazalo da spoj CT-A2
ima najveci citotoksic¢ni u€inak na tumorske stanice, a dokazano je 1 da feniletilna skupina
tog spoja dodatno stabilizira vezanje u manje utore u molekuli DNA pomoc¢u Van der
Waalsovih sila (3). Vijayakurup i sur. su dokazali da je spoj CT-A2 puno ucinkovitije
inhibirao rast stanica kolorektalnog karcinoma od spoja CT-Al, koji mu je analogan, ali
nema feniletilnu skupinu (60). Medutim, pokazalo se da bo¢ne metoksi skupine nisu mogle
tvoriti vodikove veze s DNA pa se time moZe objasniti zaSto su spojevi izvedeni od spoja
CT-A2 ipak iskazali manji citotoksi¢an ucinak. Spoj CT-A4 u strukturi ne posjeduje
feniletilnu skupinu i posjeduje najmanje polarnih skupina od ostalih spojeva sto dovodi do

toga da on uopce ne izaziva citotoksi¢ni u¢inak na HepG2 stanice.

Spoj CT-A14 u strukturi nema feniletilnu skupinu i ima metoksi skupine pa se time moze
objasniti zaSto je izazvao citotoksicni u¢inak samo u najvecoj koncentraciji i samo nakon 24
h od tretiranja stanica. Di Micco i sur. su pak dokazali da spoj CT-Al4 ipak iskazuje malo
veci citotoksi¢ni u¢inak od svog analoga, spoja CT-Al, sto nije u skladu s ovdje pokazanim
rezultatima. Medutim, razlike nisu drasti¢ne pa se moze zakljuciti da oba spoja u pribliznoj
mijeri inhibiraju rast tumorskih stanica, ali bi spoj CT-A1 mogao imati veci potencijal jer ima
manji broj metoksi skupina od spoja CT-A14 i veci broj hidroksilnih skupina, koje su izazito

vazne za tvorbu vodikovih veza s molekulom DNA.
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Takoder, opcenito se moze zakljuciti da 2 h nisu bila dovoljna da spojevi ispolje svoje
citotoksi¢ne ili proliferativne uc¢inke na stanice jer su odredeni postoci prezivljenja stanica,
barem u koncentracijama od 0,05 mmol L™, bili najmanji nakon tretmana od 24 h. Usto,
najveca ispitivana koncentracija od 0,05 mmol L je pokazala najveée citotoksiéne uéinke,
dok je najmanja koncentracija uglavnom uzrokovala proliferaciju stanica, §to se moze
objasniti time da su se stanice mogle prilagoditi na djelovanje odredenih spojeva u tako maloj
koncentraciji. Dokazana je vaznost postojanja feniletilne i slobodnih hidroksilnih skupina u

strukturi benzoksantenskih lignana za u¢inkovito inhibiranje rasta tumorskih stanica.
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4.5. ISPITIVANJE ANTIOKSIDATIVNOG UCINKA BENZOKSANTENSKIH
LIGNANA DCHF-DA METODOM

Antioksidativno djelovanje benzoksantenskih lignana u koncentracijama od 0,05, 0,005 i
0,0005 mmol L? je ispitivano na humanoj stani¢noj liniji HepG2 koristenjem DCHF-DA
metode, a vrijeme tretmana je bilo 2 i 24 h. Dobivena indukcija slobodnih radikala je
korigirana u odnosu na postotak prezivljenja stanica koji je prethodno odreden Neutral red

metodom. Rezultati su prikazani graficki na slikama 171 18 .
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Slika 17. Prikaz utjecaja pojedinih spojeva na indukciju slobodnih radikala na HepG2 stanice
nakon tretmana od 2 h. K oznacava kontrolu. Statisti¢ki znac¢ajno razli¢ite vrijednosti (p <
0,05) u odnosu na: * - kontrolu, a - CT-A1 0,05 mM, b - CT-A2 0,05 mM, ¢ - CT-A4 0,05
mM,, e - CT-A19 0,05 mM, f - CT-A22 0,05 mM, g - CT-A23 0,05 mM, h - CT-A24 0,05
mM, i - CT-Al1 0,005 mM, j - CT-A2 0,005 mM, k - CT-A4 0,005 mM, m - CT-A19 0,005
mM, n - CT-A22 0,005 mM, o - CT-A23 0,05 mM, p - CT-A24 0,005 mM, r - CT-A1 0,0005
mM, s - CT-A2 0,0005 mM, t - CT-A4 0,0005 mM, v - CT-A19 0,0005 mM, w - CT-A22
0,0005 mM, x - CT-A23 0,0005 mM, y - CT-A24 0,0005 mM.
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Slika 18. Prikaz utjecaja pojedinih spojeva na indukciju slobodnih radikala na HepG2 stanice
nakon tretmana od 24 h. K oznacava kontrolu. Statisticki znacajno razli¢ite vrijednosti (p <
0,05) u odnosu na: * - kontrolu, a - CT-Al1 0,05 mM, b - CT-A2 0,05 mM, c¢ - CT-A4 0,05
mM, d - CT-A14 0,05 mM, e - CT-A19 0,05 mM, f- CT-A22 0,05 mM, g - CT-A23 0,05 mM,
h - CT-A24 0,05 mM, i - CT-A1 0,005 mM, j - CT-A2 0,005 mM, k - CT-A4 0,005 mM, | -
CT-A14 0,005 mM, m - CT-A19 0,005 mM, n - CT-A22 0,005 mM, o - CT-A23 0,05 mM, p
- CT-A24 0,005 mM, r - CT-A1 0,0005 mM, s - CT-A2 0,0005 mM, t - CT-A4 0,0005 mM,
u - CT-A14 0,0005 mM, w - CT-A22 0,0005 mM, x - CT-A23 0,0005 mM, y - CT-A24
0,0005 mM.

Iz rezultata je vidljivo da spoj CT-Al nakon 2 h tretmana u koncentracijama od 0,05 i 0,005
mmol L™ nije uzrokovao statisti¢ki zna¢ajnu promjenu u indukciji slobodnih radikala, dok je
u koncentraciji od 0,0005 mmol L izazvao smanjenje postotka indukcije slobodnih radikala
u stanici. Nakon 24 h, najveca i srednja koncentracija spoja CT-A1 su takoder uzrokovale
smanjenje postotka indukcije slobodnih radikala u odnosu na kontrolu. Najmanja
koncentracija spoja CT-Al nakon 24 h nije uzrokovala statisticki znac¢ajnu promjenu u
postotku indukcije slobodnih radikala u odnosu na kontrolu. Moze se zakljuciti da spoj CT-
Al djeluje antioksidativno na HepG2 stanice u najvecoj i srednjoj ispitivanoj koncentraciji, a

da taj u¢inak nije zamije¢en nakon 2 h od tretmana jer su se tumorske stanice jetre sposobne
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brzo prilagoditi na djelovanje takvih spojeva, kao i na duze djelovanje malih koncentracija

ispitivanih spojeva.

Nakon 2 h, zamijeéeno je statisti¢ki znac¢ajno smanjenje indukcije slobodnih radikala uslijed
tretmana stanica spojem CT-A2 u koncentraciji od 0,05 mmol L. Koncentracija od 0,005
mmol L je uzrokovala blago poveéanje postotka indukcije slobodnih radikala, dok
koncentracija spoja CT-A2 od 0,0005 mmol L™ nije uzrokovala statisti¢ku znadajnu promjenu
u indukciji slobodnih radikala. Nakon tretmana od 24 h, primijeceni su sli¢ni rezultati, pa se
moze zakljuciti da spoj CT-A2 u najvecoj ispitanoj koncentraciji djeluje antioksidativno, a u

manjim koncentracijama moze djelovati blago prooksidativno.

Dvosatni tretman stanica spojem CT-A4 u najvecoj koncentraciji je rezultirao statisti¢ki
znacajnim smanjenjem postotka indukcije slobodnih radikala u odnosu na kontrolu. Medutim,
nakon 24 h nije doslo do statisti¢ki znacajnog smanjenja postotka indukcije slobodnih
radikala. Srednja koncentracija spoja CT-A4 je nakon 2 h uzrokovala blago prooksidativni
ucinak, $to se ponovilo i nakon 24 h. Najmanja koncentracija spoja je nakon dva h uzrokovala
blago prooksidativni u¢inak, ali nakon 24 h od tretmana nije doslo do bilo kakve statisticki
znacajne promjene. Moze se zakljuciti da najve¢a od ispitivanih koncentracija moze
uzrokovati kratkotrajni antioksidativni u¢inak, ali su se stanice sposobne prilagoditi kroz 24

h od tretmana.

Spoj CT-Al14 nakon 2 h od tretmana ni u jednoj koncentraciji nije uzrokovao statisti¢ki
znacajne promjene indukcije slobodnih radikala u odnosu na kontrolu. Nakon 24 h srednja i
najveca koncentracija spoja takoder nije uzrokovala statisti¢ki znacajne promjene u odnosu
na kontrolu, ali je najveca uzrokovala znafajno smanjenje postotka indukcije slobodnih
radikala. Moze se zakljuciti da su se stanice bile sposobne prilagoditi na kratkotrajni uc¢inak
djelovanja spoja CT-A14, dok se kroz duze vrijeme ispoljilo antioksidativno djelovanje tog

spoja u najvecoj od tri ispitane koncentracije.

Sli¢ni rezultati su zamijeéeni i za djelovanje spoja CT-A19, koji takoder nakon 2 h ni u jednoj
koncentraciji nije iskazao statisticki znacajno smanjenje ili povecanje postotka indukcije
slobodnih radikala u stanicama. Nakon 24 h je samo srednja ispitivana koncentracija iskazala
blagi prooksidativni u¢inak, a ostale koncentracije nisu iskazale statisticki znacajne promjene

indukcije slobodnih radikala.

Dvosatni tretman stanica spojem CT-A22 najvecom ispitanom koncentracijom je rezultirao

jakim antioksidativnim ucdinkom, a najmanjom ispitivanom koncentracijom jakim
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prooksidativnim uc¢inkom. Srednja ispitivana koncentracija nije iskazala nikakav statisticki
znacajan ucinak u odnosu na kontrolu. Nakon 24 h do tretiranja stanica, spoj CT-A22 u
najvecoj koncentraciji utjece na znacajno smanjenje postotka indukcije slobodnih radikala u
stanici, dok ostale dvije koncentracije ne iskazuju nikakav statisticki znacajan uc¢inak. Moze
se zakljuditi da spoj CT-A22 djeluje antioksidativno, ali samo u najvecoj od tri ispitivane

koncentracije.

Nakon dvosatnog tretmana spojem CT-A23, zamijeteno je statisticki znacajno smanjenje
postotka indukcije slobodnih radikala za najvecu ispitivanu koncentraciju, dok najmanja i
srednja koncentracija ne uzrokuju statisticki znacajne promjene. Poslije 24 h, jako
antioksidativno djelovanje su iskazale najveca i srednja koncentracija, dok kod najmanje nije
bilo zamijecene statisticki znacajne promjene u odnosu na kontrolu. Zakljuéak je da spoj CT-

A23 djeluje antioksidativno, ali koncentraciji ve¢oj od 0,0005 mmol L™,

Spoj CT-A24 uzrokuje statisticki znacajno smanjenje postotka indukcije slobodnih radikala
nakon 2 i 24 h od tretiranja stanica najve¢om koncentracijom, a najmanja koncentracija nakon
2 h djeluje blago prooksidativno, iako taj ucinak nije primijeCen nakon 24 h. Srednja
ispitivana koncentracija spoja CT-24 nije ni u jednom slu¢aju djelovala na statisticki znac¢ajnu
promjenu postotka indukcije slobodnih radikala u stanicama. Zaklju¢ak je da spoj CT-A24

djeluje antioksidativno, ali koncentraciji od 0,05 mmol L.

Antioksidativno djelovanje spoja CT-A2 u zastiti suncokretovog ulja od oksidacijskog
kvarenja je ve¢ dokazano, a spoj CT-A2 se pokazao jednako ucinkovit kao alfa tokoferol,
prirodno najaktivniji antioksidans topljiv u mastima. Zbog toga je njegovo antioksidativno
djelovanje ispitivano u prisutnosti peroksidnih radikala u polarnim i nepolarnim medijima,
odnosno u klorbenzenu i acetonitrilu. Spoj CT-A2 je pokazao uinkovito antioksidativno
djelovanje u oba otapala, s tim da su za reakciju s peroksidnim radikalima bili odgovorni

hidroksili na polozajima 6, 9 i 10 C atoma (3, 60).

To znaci da bi benzoksantenski lignani mogli biti u¢inkoviti antioksidansi 1 u bioloSkim
medijima, ali bi utjecaj pojedinih bo¢nih skupina na njihovo antioksidativno djelovanje
trebalo podrobnije ispitati. Iz ovdje prikazanih rezultata se moze zakljuciti da spojevi CT-A2,
CT-A22, CT-A23 i CT-A24 mogu djelovati kao ucinkoviti antioksidansi nakon 2 i 24 h od
tretmana u koncentraciji od 0,05 mmol L, a tu se ogleda vaznost bo¢ne fenilne skupine koju

posjeduju.
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Antioksidativno djelovanje benzoksantenskih lignana bi trebalo ispitati i pomoc¢u drugih
metoda za mjerenje antioksidativnog kapaciteta. DCHF-DA metoda nije uvijek pouzdana jer
mitohondrijski protein citokrom c, koji ulazi u citosol kad stanica ude u apoptozu, moze
direktno ili indirektno oksidirati DCHF pri ¢emu nastaje lazni odziv u indukciji sinteze
slobodnih radikala koji potje¢e od apopopti¢nih stanica. Takoder, ne moze se uvijek
pretpostaviti da kontrola i ispitivani uzorci generiraju DCF s istom efikasno$¢u i1 linearnom

ovisno$c¢u izmedu redoks reakcija uzrokovanih DCF radikalom (47).
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5. ZAKLJUCCI

Nakon provedenog ispitivanja antibakterijskog, citotoksi¢nog i antioksidativnog djelovanja

benzoksantenskih lignana, zakljuceno je:

1. Benzoksantenski lignani ne iskazuju znacajnu antibakterijsku aktivnost protiv Gram
negativnih bakterija, s tim da povecavaju hidrofobnost stani¢ne stijenke bakterije
Salmonella enterica serotip Typhimuirum LT21 u koncentracijama od 0,5 i 0,05 mmol
L2

2. Benzoksantenski lignani iskazuju znaCajnu antibakterijsku aktivnost protiv Gram
pozitivnih bakterija, posebice onih roda Lactobacillus, u koncentracijama od 0,5 i 0,05
mmol L.

3. Spoj CT-Al bi se mogao koristiti kao ucinkovit antibakterijski agens protiv bakterije
Staphylococcus aureus, posebice u koncentraciji od 0,5 mmol L.

4. Svi benzoksantenski lignani, osim spoja CT-A4, su nakon 24 h iskazali znacajan
citotoksi¢ni u€inak na stanice humanog karcinoma jetre u koncentraciji od 0,05 mmol
L. Dokazana je vaznost postojanja bo¢ne fenilne i slobodnih hidroksilnih skupina u
strukturi benzoksantenskih lignana za u¢inkovito inhibiranje rasta tumorskih stanica.

5. Svi benzoksantenski lignani mogu djelovati kao antioksidansi u koncentraciji od 0,05
mmol L, a za njihovo djelovanje su odgovorni slobodni hidroksili na polozajima 6, 9
i 10 C atoma. Spojevi CT-A2, CT-A22, CT-A23 i CT-A24 djeluju kao ucinkoviti
antioksidansi nakon 2 i 24 h od tretmana u koncentraciji od 0,05 mmol L™, a njihovo

antioksidativno djelovanje vjerojatno pojacavaju bo¢ne fenilne skupine koje posjeduju.
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IZJAVA O I1ZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi

nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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