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UVvOD

1. UVOD

LiSaji (lisajevi, lat. lichenes) su simbioticki organizmi koji se sastoje od mikobionta
(gljive) i fotobionta (alge ili cijanobakterije) i imaju osobine koje nema ni jedna od udruzenih
vrsta ponaosob. Gljive mogu biti iz familije askomiceta (Ascomycetes), bazidiomiceta
(Basidiomycetes) i rede, deuteriomiceta (Deuteriomycetes), dok alge pripadaju modrozelenim ili
zelenim algama. Koli¢inski preovladuje gljiva, od nje zavisi izgled liSaja i ona apsorbuje vodu,
mineralne soli i gasove potrebne fotobiontu za fotosintezu.

Neki botanicari (Nash, 1996) ovakav odnos smatraju pre nekom vrstom kontrolisanog
parazitizma nego simbiozom. Simbioza je vrlo uspesSna 1 liSaji su rasprostranjeni na citavoj
povrsini zemlje, od pustinjskih predela, preko tropskih Suma do polarnih regiona. Smatraju se
najranijim kolonizatorima zemlje, njihovi fosilni ostaci su stari oko 400-600 miliona godina
(Taylor i saradnici, 1995). Rastu vrlo sporo (oko 1 cm za godinu dana) zbog slabog intenziteta
fotosinteze. Zive jako dugo, za neke arkti¢ke liSaje se smatra da su stari oko hiljadu godina.
Rastu na stenama, zemljistu, kori drveca, a u tropskim predelima i na liS¢u. Mogu se naci i na
drugim povrSinama koje su bile u stanju mirovanja dug vremenski period.

Hemijska ispitivanja liSajeva su fokusirana pretezno na njihove sekundarne metabolite jer
sintetiSu aromatic¢na jedinjenja koja su karakteristi¢na samo za njih dok ih vise biljke ne sintetiSu.
Ekstrakti liSajeva imaju primenu u medicini (Muller, 2001), poljoprivredi (Dayan i Romagni
2001), kozmetickoj i1 parfimerijskoj industriji (Joulain i Tabacchi, 2009). LiSajevi se koriste
delovima sveta (Huneck, 1991). Poznato je da se liSaj Hypogymnia physodes koristi kao sredstvo
za bojenje vune u Skotskoj, kao hrana u oblasti Velikih jezera i kao lek u Evropi (Huneck, 1991).
Depsidoni su jedna od klasa sekundarnih metabolita koji uglavnom nastaju u liSajevima. Svi
depsidoni sadrze 11H-dibenzo[b,e][1,4]dioksepin-11-on prsten, koji je supstituisan u razli¢itim
pozicijama. Depsidoni kao sekundarni metaboliti liSaja pokazuju Sirok "spektar" bioloske
aktivnosti kao Sto su: antimikrobna (Ingolfsdottir i saradnici, 1998), antivirusna (Neamati i
saradnici, 1997), antineoplasticna (Correche’i Carrasco 2002) i UV-protektivna (Fernandez i
saradnici, 1998). Depsidoni su inhibitori nekih medicinski znacajnih enzima kao Sto su HIV-1
integraza (Neamati i saradnici, 1997), enzimi u metabolizmu arahidonske kiseline (Ingolfsdottir i
saradnici, 1996) i protein tirozin fosfataze (Seo i saradnici, 2009). Atranorin spada u grupu

depsida B-orcinolskog tipa i ima primenu u medicini, parfimerijskim i kozmetickim preparatima

1
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(Ingolfsdottir, 2002). Ispitivane su njegove bioloSke aktivnosti, antimikrobna (Rankovic i
saradnici, 2008), antioksidantna (Toledo Marante i saradnici, 2003), inhibicija enzima elastaze
(Proksa i saradnici, 1994), antiinflamatorna i analgeti¢ka (Bugni i saradnici, 2009).

Hypogymnia physodes (L.) Nyl., (slika 1.) (sinonimi: Parmelia duplicata var. douglasicola
Gyelnik, Parmelia physodes (L.) Ach., Parmelia oregana Gyelnik; trivijalna imena: monahova
kapulj¢a lisaj, cevasti liSaj, pufnasti liSaj) pretezno sintetiSe sekundarne metabolite iz grupe
depsidona, fizodi¢nu, 3-hidroksifizodi¢nu, fizodali¢nu i protocetrari¢nu kiselinu. Sekundarni

metaboliti su locirani u korteksu ili meduli i imaju nekoliko bioloskih uloga.

Slika 1. Hypogymnia physodes (L.) Nyl. (fotografija sa lokaliteta Donje Vlase, severna

padina Seli¢evice, fotografisao Bojan Zlatkovic)
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Depsidi korteksa igraju vaznu ulogu u zastiti fotobionta od intenzivnog zrac¢enja dok
medularni depsidoni Stite liSaj od insekata i biljojeda. Poznato je da ekstrakti H. physodes
pokazuju antimikrobno dejstvo (Rankovi¢ i saradnici, 2007; Mitrovi¢ i saradnici, 2011), kao i
fizodi¢na kiselina (Rankovi¢ i saradnici, 2008). Pored toga fizodi¢na kiselina inhibira enzim
HIV-1 integrazu (Neamati i saradnici, 1997), a fizodali¢na kiselina inhibira mutacije gena
izazvane heterocikliénim aminima (Osawa i saradnici, 1991). Acetonski ekstrakt H. physodes
pokazuje antifungicidni efekat na neke biljne, Zivotinjske i ljudske patogene mikroorganizme
(Halama i van Haluwin, 2004). H. physodes moZe imati ulogu indikatora zagadenosti okoline
(Bialonska i Dayan, 2005). Izolovanje sekundarnih metabolita iz liSaja je Cesto oteZano zbog
ograni¢enih koli¢ina liSaja i sli¢nih struktura jedinjenja, Sto uslovljava bliska retenciona vremena

pri hromatografskim razdvajanjima i sli¢nu rastvorljivost pri prekristalizaciji.

1.1. Taksonomija i morfologija liSaja Hypogymnia physodes

Taksonomija je nau¢na disciplina koja ima za cilj opisivanje, imenovanje i grupisanje
jedinki, organizama ili grupa organizama u skladu sa unapred utvrdenim Kriterijumima u
posebne, manje ili vise uniformne i smislene jedinice, entitete ili taksone. Takson (lat. taxon, mn.
taxa) je sistematikom prepoznata grupa oranizama koja pripada bilo kom rangu. Grupa
organizama jedinstvena sa nekoliko aspekata naziva se vrsta. Vrste se, dalje, takode prema nekoj
svojstvenoj grupi osobina, sistematizuju u vece celine, rodove, vise rodova u familije, familije u
redove, redovi u razdele a ovi u carstva (Hegnauer, 1986; Singh, 2004). Morfoloski karakteri
pripradaju grupi najcesce koris¢enih karaktera u taksonomiji jer su dostupni i laki za uocavanje
(Radford, 1986). Taksonomska pripadnost liSaja H. physodes u okviru carstva Fungi prikazana je
u tabeli 1.
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Tabela 1. Taksonomija liSaja Hypogymnia physodes

Taksonomske kategorije Taksoni

Carstvo (Regnum) Fungi

Razdeo (Divisio) Ascomycota

Klasa (Classis) Lecanoromycetes

Red (Ordo) Lecanorales

Familija (Familia) Parmeliaceae

Rod (Genus) Hypogimnia

Vrsta (Species) Hypogymnia physodes (L.) Nyl. (sinonimi: Parmelia

duplicata var. douglasicola Gyelnik, Parmelia physodes
(L.) Ach., Parmelia oregana Gyelnik)

Ime roda Hypogymnia poti¢e od grckih re¢i hypo (ispod) i gymno (goli) zbog odsustva
rizina na donjem korteksu (slika 2.).

Slika 2. Pojednostavljena Sema strukture lisnatih liSajeva. Korteks (1), fotobiont (2),
mikobiont (3) i rizini (4)

(preuzeto sa adrese: https://en.wikipedia.org/wiki/Lichen#ldentification_methods)

Rod Hypogymnia je zastupljen sa oko 100 vrsta Sirom sveta. Vise od 30 vrsta raste u
jugozapadnoj Kini (McCune i Wang, 2014), Severnoj Americi i Meksiku 24 (McFarlin,1991),
Sest na Grenlandu (Hansen i McCune, 2010) kao i na teritoriji bivse SFRJ (Murati, 1992).

H. physodes pretezno raste na kori drvecéa (substrat) u Sumama hladne i umerene klimatske

zone severne hemisfere, mada se moze nac¢i i na mahovini i zemljiStu. Pri suvom vremenu je
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pepeljastosive, a posle kiSe je zelenkastosive boje. Talus (vegetativni, nereproduktivni deo lisaja)
je lisnat, rozetast, nepravilan, duboko urezan, sa korom (korteksom) i sa gornje i sa donje strane.
Donja povrSina je crna, bez rizina, naborana, tanka, cesto ispucala, vezana za supstrat
adhezionim diskovima ili rede, celom povrSinom. Fotobiont je zelena alga Trebouxia. Askoma
(ascocarp, ili ascoma, plural: ascomata, deo lisaja za proizvodnju spora) je u obliku Cinije
(apothecial), bez stalka ili sa vrlo malim stalkom (sessile ili subpedicellate) po obodu iste boje
kao i talus (lecanorine), konkavna do ravna, retko perforirana (disc concave to flat, rarely
perforate), braon do crne boje. Apotecije su veoma retke, pre¢nika 2-8 mm. U askomi se nalazi
veliki broj askusa od kojih svaki sadrzi 8 jajastih askospora. Konidija (conidia ili conidium,
aseksualna spora) je cilindricna i prava. Test medule sa alkoholnim rastvorom para-

fenilendiaminom je pozitivan (P+, Zuto-narandzZastocrvena) (Murati, 1992).
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1.2. Sekundarni metaboliti liSaja Hypogymnia physodes i njihova bioloska

aktivnost

1.2.1. Hemijski sastav

Oko 21 % gljiva ima sposobnost da se udruzuje sa algama (fikobiont) i/ili
cijanobakterijama (cijanobiont) u procesu lisenizacije (Honegger, 1991; Kirk i saradnici, 2008).
Poznato je oko 189000 vrsta liSajeva (Feuerer i Hawksworth, 2007). Interesovanje nauc¢nika za
sekundarne metabolite liSajeva datira iz sredine devetnaestog veka i traje do danasnjih dana
nesmanjenim intenzitetom (Asahina i Shibata, 1954; Culberson, 1969; Huneck i Yoshimura,
1996; Legaz i sardanici, 2011; Stojanovi¢ i sardanici, 2012). Uslovljeno je unikatno$c¢u strukture
jedinjenja koju sintetiSu samo liSajevi a ne 1 vise biljke ili pojedinacno partneri u simbiozi, gljive
i alge. Vecinu proizvoda sintetiSu gljive, koje koli¢inski preovladuju u lisaju, iz jedinjenja
nastalih metabolizmon ugljenih hidrata koje proizvodi alga. U literaturi se koristi nekoliko izraza
za ta jedinjenja: liSajski proizvodi, liSajske supstance, liSajske kiseline ili takozvane lisajske
kiseline. U dve najznacajnije publkacije (Culberson, 1969; Huneck i Yoshimura, 1969) o
liSajima koriste se izrazi liSajski proizvodi i liSajske supstance (respektivno) za sva jedinjenja
izolovana iz liSaja. U ovoj disertaciji izraz liSajske supstance se koristi u uzem smislu, da oznaci
jedinjenja jedinstvena za liSaje. Postoji vise od 800 lisajskih proizvoda sa poznatim hemijskim
strukturama (Huneck, 1999) ako se uzmu u obzir samo jedinjenja sintetisana u talusu lisaja. Ako
se dodaju i jedinjenja koja sintetiSe gljiva u kulturi tkiva stvarni broj prelazi hiljadu (Stocker-
Worgotter, 2008). Postoje Cetiri grupe jedinjenja karakteristi¢nih za liSajeve: depsidi i tridepsidi,
depsidoni, dibenzofuranski derivati i depsoni. Sva navedena jedinjenja se formiraju
povezivanjem dve ili, rede, tri fenolne jedinice (esterifikacijom ili oksidativnim kuplovanjem)

koje nastaju acetatno-polimalonatnim biosintetskim putem (Culberson, 1969).
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Slika 3. Acetatno-polimalonatni biosintetski put nastajanja liSajskih supstanci (adaptirano

iz Elix, 1996).

H. physodes pretezno sintetiSe sekundarne metabolite iz grupe orcinol depsidona, fizodi¢nu
i 3-hidroksifizodi¢nu kiselinu i B-orcinol depsidon, fizodali¢nu kiselinu. U znatno manjoj
koli¢ini sintetiSe P-orcinol depsidone, protocetrariénu i konfizodali¢nu kiselinu, orcinol

depsidone 2'-O-metifizodi¢nu kiselinu, 4-O-metilfizodi¢nu i a-alektoroni¢nu kiselinu, i f-orcinol
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depside atranorin i hloratranorin (Bialonska i Dayan, 2005; Molnar i Farkas 2011; Latkowska i
sardanici, 2015). Kao i kod ostalih vrsta liSaja, sekundarne metabolite H. physodes proizvodi
gljiva partner i deponovani su ekstracelularno kao kristali na povrsini hifa; depsidoni u meduli a
depsidi u korteksu (Elix i Stocker-Worgotter, 2008).

Svi depsidoni sadrze 11H-dibenzo[b,e][1,4]dioksepinski-11-on-ski skelet (slika 4.) koji je
supstituisan u razli¢itim pozicijama raznim supstituentima. NajceS¢e, depsidoni se sastoje od

orcinolnih ili B-orcinolnih jedinica (slika 4.) koje su povezane etarskom i estarskom vezom.
CH;,

0
1 o)
9
) 11
8
HO OH 3 .
orcinol: R=H
p-orcinol: R=CH, 11H-dibenzopb,e][1,4]dioksepin-11-on

Slika 4. Strukture orcinola, B-orcinola i 11H-dibenzol[b,e][1,4]dioksepin-11-ona

Neki bioaktivni depsidoni su pronadeni u gljivicama i viSim biljakama. Folipastatin,
inhibitor fosfolipaze A2 je izolovan iz Aspergillus unguis (Hamano i sardanici, 1992). Mutageni
mollicellinsi B, C, D, E, F, G i H su pronadeni u Chaetomium mollicellum (Stark i saradnici,
1978), citotoksi¢ni botriorhodin A i B su izolovani iz Botriosphaeria rhodina (Abdou i saradnici,
2010), corinesidoni A i B, inhibitori aromataze, su identifikovani u Corinespora cassiicola L36
(Chomcheon i saradnici, 2009).

Vecina depsidona orcinol tipa ima keto grupu u a ili  poloZaju bo¢nog niza prvog prstena.
Ova grupa ima jak efekat na estarsku vezu izmedu dva prstena jer se vrlo lako formiraju enol
laktoni. Sli¢na interakcija moZe favorizovati nastajanje depsidona stabiliziraju¢i konformaciju
koja favorizjue ciklizaciju (Culberson, 1969).

Biosinteza depsidona je prvo bila objaSnjavana preko hipoteze koja obuhvata oksidativno
kuplovanje para-depsida. Sala i SardZent su postulirali da depsidoni mogu nastati od
benzofenona preko intermedijera grisadienediona (Sema 1, put (a)). Ova teorija je potvrdena
hemijskom sintezom u kojoj oksidativnim kuplovanjem odgovaraju¢ih benzofenona nastaju
grisadienedioni, koji se transformiSu do depsidona u kiseloj sredini na poviSenoj temperaturi

(Sala i Sargent, 1981). Elix i njegovi saradnici su predloZili teoriju biosinteze depsidona preko

8
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meta-depsidnih intermedijera (Sema 1, put (b)), koja je podrzana hemijskom sintezom depsidona,
divaroni¢ne kiselina i stenosporoni¢ne kiseline (Elix i saradnici, 1987). Najskorija hipoteza
pretpostavlja da se biosinteza depsidona odvija oksidacijom para-depsida dioksigenazom, nakon
koje sledi ciklizacija dihidroksidihidrobenzenskog inermedijera (Sema 1, put (c )) (Stocker-
Worgotter, 2008).

R, o R, ()
o oH OH Ho
OH HO

benzofenon para-depsid
@ / &

D)Cf‘\ : ; ~0 mm

grisadienedion meta-depsid |ntermed|1er dihidrohidihidrobenzen intermedijer
R, ©
0 OH
OH
H 0
2
depsidon

Sema 1. PredloZeni putevi biosinteze depsidona iz lidaja (put (a) je zasnovan na radu Sala i
Sargent-a (1981), put (b) se zasniva na radu Elix-a i saradnika (1987), a put (c) na radu Stocker-
Worgotter-a (2008).

Objavljeni radovi o bioloskoj aktivnosti sekundarnih metabolita H. physodes se pretezno
odnose na fizodi¢nu kiselinu i atranorin (tabela 2.) zbog njihove dostupnosti. Naime, i fizodi¢na
kiselina i atranorin se nalaze u visokom procentu u ekstraktima viSe vrsta liSajeva zbog ¢ega ih je
relativno lako izolovati u dovoljnim koli¢inama za ispitivanje bioloske aktivnosti §to nije slucaj

sa manje zastupljenim komponentama.
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Tabela 2. Uobicajna imena, hemijska imena, strukture, grupa jedinjenja kojoj pripadaju i

bioloSka aktivnost sekundarnih metabolita Hypogymnia physodes

Trivijalno ime,

grupa jedinjenja

Hemijsko ime i struktura

Aktivnost (referenca)

Fizodi¢na
kiselina
(fizodalin);

orcinol depsidon

3,8-dihidroksi-11-okso-1-(2-
oksoheptil)-6-pentil-11H-dibenzo
[b,e] [1,4] dioksepin-7- karboksilna

kiselina

Antimikrobna

(Turk i saradnici, 2006; Rankovic i
saradnici, 2008; Kosani¢ i Rankovi¢,
2011; Rankovi¢ 1 saradnici, 2013;

Kosani¢ i saradnici, 2013)

Antioksidantna

(Rankovi¢ 1 saradnici, 2013; Kosani¢
i saradnici, 2013; Emsen i saradnici,
2016)

Citotoksicna

(Rankovi¢ i saradnici, 2013; Kosani¢
I saradnici, 2013; Studzinska-Sroka i
saradnici 2016; Emsen i saradnici,
2016)

Inhibicija HIV-1 integraze
(Neamati i saradnici, 1997)

Inhibicija M-faznog
fosfoproteina 1
(Talapatra i saradnici, 2016)

10
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3_
hidroksifizodi¢na
kiselina

(fizodol);

orcinol depsidon

3,4,8-trihidroksi-11-okso-1-(2-
oksoheptil)--6-pentil-11H-
dibenzo[b,e][1,4]dioksepin-7-

karboksilna kiselina

OH

H OH

Antimikrobna
(Yilmaz i saradnici, 2005)

2' -O-
metilfizodi¢na
kiselina;

orcinol depsidon

3-hidroksi-8-metoksi-11-o0kso-1-(2-
oksoheptil)-6-pentil-11H-dibenzo
[b,e] [1,4] dioksepin-7- karboksilna

kiselina

0 OCH;,4
OH

4-0O-
metilfizodi¢na
kiselina;

orcinol depsidon

3-hidroksi-9-metoksi-6-okso-7-(2-
oksoheptil)-1-
pentilbenzo[b][1,4]benzodioksepin-

2-karboksilna kiselina

11



UVvOD

OH

a-alektoroni¢na
kiselina;

orcinol depsidon

3,8-dihidroksi-11-o0kso-1,6-bis(2-
oksoheptil)-11H-dibenzo[b,e][1,4]
dioksepin-7- karboksilna kiselina

Citotoksi¢na

(Millot i saradnici, 2007)

OH
OH
Protocetraricna  4-formil-3,8-dihidroksi-9- Antimikrobna
kiselina; (hidroksimetil)-1,6-dimetil- (Tay i saradnici, 2004, Rankovi¢ i
B-orcinol 11-okso-11H- saradnici, 2008, Rankovi¢ i MiSi¢,
depsidon dibenzo[b,e][1,4]dioxepin-7- 2008)
karboksilna kiselina
0 OH Antioksidantna
0 (Manojlovi¢ i saradnici 2012)
OH
© Citotoksi¢na
H COOH

(Rankovi¢ i saradnici, 2008)

12
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Fizodali¢na 9-(acetoksimetil)-4-formil-3,8- Inhibira mutacije gena izazvane
kiselina; dihidroksi-1,6-dimetil- heterocikli¢nim aminima
B-orcinol 11-okso-11H- (Osawa i saradnici, 1991)
depsidon dibenzo[b,e][1,4]dioksepin-7-
karboksilna kiselina
0
o
)
OH
@)
HO COOH
O/

Konfizodalicna  9-(acetoksimetil)-4-(hidroksimetil)- -

kiselina; 3,8-dihidroksi-1,6-dimetil-
B-orcinol 11-okso-11H-
depsidon dibenzo[b,e][1,4]dioksepin-7-
karboksilna kiselina
O
o d
0]
OH
@)
HO OOH

HO
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Atranorin
(Parmelin;
Usnarin;
Atranori¢na
kiselina);

B-orcinol depsid

(3-hidroksi-4-metoksikarbonil-2,5-

dimetilfenil) 3-formil-2,4-dihidroksi-

6-metilbenzoat

HO

o

Antimikrobna

(Toledo Marante i saradnici 2003;
Halam i van Haluwin, 2004; Turk i
saradnici, 2006; Rankovi¢ i saradni
2008; Rankovi¢ i saradnici, 2013)

Antioksidantna
(Toledo Marante i saradnici 2003,

Rankovi¢ i saradnici, 2013)

Citotoksi¢na
(Toledo Marante i saradnici 2003,
Backorova 1 saradnici, 2011;

Rankovi¢ i saradnici, 2013)

Inhibicija elastaze
(Proksa i saradnici, 1994)

Uticaj na zarastanje rana
(Barreto i saradnici, 2013)

Antinflamatorna (Bugni i saradnici,
2008, Kumar i Miller, 1999)

Analgetska
(Bugni i saradnici, 2009)

UV protektivna (Fernandez i
saradnici, 1998; Varol i saradnici,
2015)

ci,

14
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Hloratranorin; 3-hidroksi-4-metoksikarbonil-2,5- Antimikrobna
B-orcinol depsid  dimetilfenil) 5-hloro-3-formil-2,4- (Turk i saradnici, 2006)
dihidroksi-6-metilbenzoat
7 Antinflamatorna
(Bugni i saradnici, 2008, Kumar i

N © ' Mdller, 1999)

Analgetska
(Bugni i saradnici, 2009)

1.2.2. Antimikrobna aktivnost

Rezultati ispitivanja Turk-a i1 saradnika (2006) pokazuju da fizodi¢na Kkiselina i
hloratranorin ne deluju na pet (E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P. syringae, S.
typhimurium) od 15 testiranih bakterija i kvasaca. Pored navedenih, fizodi¢na kiselina ne deluje i
na A. hydrophila a hloratranorin na S. faecalis. Fizodi¢na Kiselina i atranorin nisu aktivni prema
11 ispitivanih vrsta gljivica, dok hloratranorin pokazuje aktivnost prema A. alternata, A. citri, A.
rabiei, A. tenuissima, F. culmorum, F.moniliforme, F. oxysporum, F. solani, i P. notatum a
neaktivan je prema A. niger i G. graminis. Za razliku od Turk-a i saradnika (2006) objavljeni su
radovi u kojima je utvrdeno da fizodi¢na kiselina i/ili atranorin pokazuju antimikrobnu aktivnost
na bakterije, glivice i kvasce (Rankovi¢ i saradnici, 2008; Kosani¢ i Rankovi¢, 2011; Rankovi¢ 1
saradnici, 2013; Kosani¢ i saradnici, 2013). Toledo Marante i sardanici (2003) su utvrdili da
atranorin deluje na S. aureus, E. faecalis, E coli i P. aeruginosa. Halama i van Haluwin (2004)
su pokazali da acetonski ekstrakt H. physodes i atranorin ispoljavaju inhibitornu aktivnost na 8
vrsta fitopatogenih gljivica: Pythium ultimum, Phytophthora infestans, Rhizoctonia solani,
Botrytis cinerea, Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium solani, Stagonospora nodorum i
Ustilago maydis. Dok su Tay i sardanici (2004) konstatovali da protocetraricna kiselina ne
pokazuje aktivnost prema 13 ispitivanih mikroorganizama, a aktivna je samo prema C. albicans
I prema C. glabrata, Rankovi¢ i Misi¢ (2008) su objavili da protocetraricna kiselina ima
antimikrobni efekat na 16 mikroorganizama. Yilmaz i saradnici (2005) su ustanovili da 3-

hidroksifizodi¢na kiselina ne pokazuje antimikrobnu aktivnost prema P. aeruginosa, P. syringae,
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Y. enterocolitica, A. hydrophila, K. pneumoniae i C. glabrata ali ima izrazito niske vrednosti
minimalne inhibitorne koncentracije za L. monocytogenes, S. typhimurium, S. faecalis i C.
albicans. Rankovi¢ i saradnici (2007) su ispitivali aktivnost metanolnog, acetonskog i vodenog
ekstrakta na Sest bakterija i 10 gljiva. Utvrdeno je da metanolni ekstrakt ispoljava najjaci
antimikrobni efekat dok vodeni ekstrakti ne pokazuju antimikrobnu aktivnost. Mitrovi¢ i
saradnici (2011) su takode utvrdili antimikrobnu aktivnost metanolnog ekstrakta prema 29

mikroorganizama.
1.2.3. Antioksidantna aktivnost

Za razliku od antimikrobne aktivnosti, gde postoji izvesno neslaganje rezultata, svi
objavljeni radovi ukazuju na zna¢jnu antioksidativnu aktivnost fizodi¢ne kiseline (Rankovi¢ 1
saradnici, 2014; Kosani¢ 1 saradnici, 2013; Emsen i saradnici, 2016), protocetraricne kiseline
(Manojlovi¢ i saradnici, 2012) i atranorina (Rankovi¢ i saradnici, 2013; Toledo Marante i
saradnici, 2003). Znacajna antoksidativna aktivnost je konstatovana i za metanolne (Kosani¢ i
saradnici, 2011; Mitrovic¢ i saradnici, 2011), acetonske i vodene ekstrakte H. physodes (Kosani¢ i
saradnici, 2011).

1.2.4. Antikancerogena aktivnost

Ispitivanja su pokazala da sekundarni metaboliti H. physodes kao i njeni ekstrakti
ispoljavaju citotoksi¢nu aktivnost prema celijama velikog broja kancerskih ¢elijskih linija.
Dokazano je da su fizodi¢na kiselina, protocetrari¢na kiselina i atranorin citotoksi¢ni za celije
¢elijske linije melanoma FemX i kancera debelog creva LS174 (Kosani¢ i sardanici, 2013;
Manojlovi¢ i saradnici, 2012, Rankovi¢ i sardanici, 2014, respektivno). Fizodi¢na kiselina
pokazuje citotoksi¢nost prema celijama U87MG-GBM, amnionskim fibroblastima (HAFs),
¢elijama celijskih linija kancera dojke MDA-MB-231, MCF-7 i T-47D (Emsen i sardanici, 2015;
Studzinska-Sroka i saradnici, 2016, respektivno). Millot i saradnici (2007) su utvrdili
citotoksi¢nu aktivnosti a-alektoroni¢ne kiseline na B16 c¢elije melanoma. Toledo Marante i
saradnici (2003) su utvrdili da atranorin ima umerenu aktivnost na celije leukemijskih linija
U937 i HL-60. Backorova i saradnici (2011) su ustanovili citotoksi¢nost atranorina na celije
razli¢itih humanih kancerskih linija (A2780, HeLa, MCF-7, SK-BR-3, HT-29, HCT-116 p53**,
HCT-116 p53™, HL-60 i Jurkat). Mitrovi¢ i saradnici (2011) su utvrdili da metanolni ekstrakt
ima citotoksi¢ni efekat na ¢elije HCT-116 linije raka debelog creva.
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1.2.5. Inhibicija aktivnosti enzima

Neamati i saradnici (1997) su ispitivali uticaj 17 depsida i depsidona izolovanih iz liSajeva
i njihovih sinteti¢kih derivata na aktivnost pojedinih enzima. Utvrdeno je da su depsidoni, medu
njima i fizodi¢na kiselina, bili inhibitori HIV-1 integraze, dok depsidi nisu bili inhibitori ovog
enzima, Sto pokazuje vaznost rigidnog policiklicnog sistema za HIV-1 enzim-inhibitornu
aktivnost. Talapatra i saradnici (2016) su utvrdili da fizodi¢na kiselina inhibira M-fazni
fosfoprotein 1 (MPP1) ¢iji je sadrzaj povecan kod razlicitih tipova karcinoma besike. Atranorin
inhibira aktivnost elastaze (Proksa i saradanici, 1994). Bugni i saradnici (2009) su utvrdili da
glavne komponente liSaja Parmotrema saccatilobum, atranorin i hloratranorin, inhibiraju COX-1

i COX-2 enzime ukljucene u inflamatorne i analgeti¢ke procese.
1.2.6. Ostale bioloske aktivnosti

Istrazivanja su pokazala da atranorin imaju znacajnu fotosenzitivnu aktivnost koja Stiti 1iSaj
od ultraljubucastog zracenja, ali da ispoljena citotoksicnost moze biti prepreka za njegovu
upotrebu u zastiti koze od UV zracenja kod ljudi (Varol i saradnici, 2015). Takode je utvrdeno da

atranorin uti¢e i na brzinu zarastanja rana (Barreto 1 saradnici, 2013).
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2. CILJEVI RADA

Imaju¢i u vidu potrebu za ispitivanjem bioloSke aktivnosti ekstrakata i "Cistih"

sekundarnih metabolita liSaja H. physodes cilj ove doktorske disertacije bio je:

odredivanje hemijskog sastava ekstrakata liSaja H. physodes (L.) Nil.,

izolovanje depsidona i atranorina i strukturna determinacija izolovanih supstanci,
odredivanje antioksidantne aktivnosti izolovanih supstanci,

ispitivanje uticaja izolovanih supstanci na vijabilnost i proliferaciju ¢elija humanog
karcinoma grli¢a materice i timocita pacova,

ispitivanje uticaja izolovanih supstanci na formiranje mikronukleusa u humanim
limfocitima,

ispitivanje uticaja izolovanih supstanci na aktivnost serumske holinesteraze i

odredivanje antimikrobne aktivnosti izolovanih supstanci.

Za ostvarivanje ciljeva doktorske disertacije koris¢ene su slede¢e metode:

ekstrakcija osuSenog i usitnjenog lisaja,

tankoslojna hromatografija za izbor eluenta i spajanje frakcija,

hromatografija na koloni za razdvajanje konstituenata,

hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC) za razdvajanje konstituenata i odredivanje
¢isto¢e izolovanih jedinjenja,

UV, *H, *C-NMR spektroskopija i masena spektrometrija za strukturnu determinaciju,
spektrofotometrijske metode za odredivanje antioksidantne aktivnosti i uticaja na
aktivnost serumske holinesteraze,

MTT (3-(4,5-dimmetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) kolorimetrijski test i
CCK-8 (Cell Counting Kit) test za ispitivanje vijabilnosti i proliferacije ¢elija humanog
karcinoma grli¢a materice i timocita pacova, respektivno,

mikronukleusni test za ispitivanje uticaja na formiranje mikronukleusa humanim
limfocitima

mikrodiluciona metoda za odredivanje antimikrobne aktivnosti.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Lisajski materijal

LiSaj Hypogymnia physodes (L.) Nyl., (syn: Parmelia duplicata var. douglasicola Gyelnik,
Parmelia physodes (L.) Ach., Parmelia oregana Gyelnik; narodna imena: monahova kapuljc¢a
liaj, cevasti lisaj, pufnasti lisaj) je sakupljen sa stabla domace Slive (Prunus domestica) na
lokalitetu Donje Vlase (Grcke Pojate), severne padine planine Seli¢evica, Srbija (43° 16' 18,6"
geografska Sirina, 21° 55' 07,6" geografska duzina, 354 m nadmorska visina) septembra 2011.
godine. Sakupljeni materijal je pazljivo odvojen od ostatka kore, susen 10 dana na sobnoj
temperaturi (25 °C), bez direktne izloZenosti suncu. Vaucer je deponovan u Herbarijumu
Departmana za biologiju i ekologiju, Prirodno-matemati¢kog fakulteta Univerziteta u NiSu (br.
vaucera 6576). Identifikaciju je izvrSio dr Bojan Zlatkovié, vanredni profesor Departmana za

biologiju i ekologiju, Prirodno-Matemati¢kog fakulteta Univerziteta u Nisu.

3.2. Ekstrakcija

SpraSeni lisaj (10,0 g) je kvantitativno prenet u tamnu bocu 1 preliven sa 100 mL rastvaraca
(metanola, acetona i etra). SmeSa je 30 minuta ekstrahovana u ultrazvuénom kupatilu (Maget,
Bela Palanka, Srbija), a zatim ostavljena da stoji 24 sata na tamnom mestu. Nakon toga smesa je
filtrirana kroz filter papir bela traka, na obi¢nom levku. Ostatak je ispran tri puta sa po desetak
mililitara rastvaraca. Rastvarac je uparen na rotacionom vakuum-uparivac¢u na temperaturi od 40
OC. Prinosi metanolnog, acetonskog i etraskog ekstrakta su bili 10,8 % , 7,3 % i 52 % ,

respektivno.

3.3. HPLC analiza ekstrakata

Snimanje HPLC hromatograma (slike 8-10) je uradeno na HPLC hromatografu sa DAD
detektorom (HPLC system 1200 series, Agilent Technologies, USA). Razdvajanje je ostvareno
pomoéu Zorbax XDB C18 kolone (5 pm, 150 mm x 4,6 mm) na 25 °C. Mobilna fazu je ¢inio 80
%-tni vodeni rastvor MeOH, koji sadrzi 0,2 % mravlje kiseline (HPLC ¢isto¢e, MERCK). Protok
je bio 0,5 mL/min a injektirano je 5uL rastvora koncentracije 1 mg/mL suvog ekstrakta.

Hromatogram su snimani na 254 nm. Konstituenti ekstrakta su identifikovani poredjenjem
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njihovih retencionih vremena sa retencionim vremenima standarda izolovanih i identifikovanih u

prethodnim eksperimentima.

3.4. Izolovanje fizodali¢ne Kkiseline, fizodi¢ne Kiseline, 3-hidroksifizodi¢ne

kiseline i atranorina

Preparativna HPLC je radena na istom hromatografu kao i analiticka HPLC (HPLC system
1200 series, Agilent Technologies, USA) sa semipreparativnim DAD detektorom (diode array
detector), i Zorbax Eclipse XDB-C18 Semi-Prep, 5 pm, 9,4 x 250 mm kolonom. Mobilna faza,
metanol:voda:mravlja kiselina (80:20:0,2, v:v:v), je upumpavana pri protoku od 4,0 mL, dok je
injekciona zapremina bila 50 uL rastvora koncentracije 50 mg/mL suvog metanolnog ekstrakta
pri temperaturi od 25 °C. Nakon dvadeset injektovanja izolovano je 12 mg fizodali¢ne kiseline
(1), 14 mg fizodi¢ne kiseline (2) i 7,5 mg 3-hidroksifizodi¢ne kiseline (3). Mase molekulskih
jona izolovanih jedinjenja su odredene na TOF (time of filght) masenom sperkrometru u
negativnom modu. NMR spektri izololvanih komponenti se snimani na Varian Gemini 200 (*H
na 200 MHz, *C na 50 MHz) spektrometru. Tacke topljenja (TT) su odredivane na aparatu za
odrdivanje tacke topljenja sa mikroskopom (EUD5, EUinstruments, Saragosa, Spanija).

Za izolovanje vecih koli¢ina konstituenata ekstrakata koriS¢ena je hromatografija na stubu
silika-gela. Metanolni ekstrakt nakon ispiranja toluenom je hromatografisan na stubu od 60 g SG
(60-230 mesh-a, 0,063-0,200 mm) eluentom benzen:aceton:siréetna kiselina (90:20:4). Suvi
ekstrakt je nanet na kolonu, bez rastvaranja, tako Sto je ostavljen eluent iznad povrSine
adsorbensa u visini od par centimetara i pazljivo dodat suvi ekstrakt. Eluent je ispusStan sporo da
bi se smeSa dobro adsorbovala na silika gelu brzinom od par kapi u sekundi. 1zolovano je 201,2
mg jedinjenja 1 (HPLC ¢istoce 93,8 %), 185 mg jedinjenja 2 (HPLC cistoce 95,6 %) i 68,9 mg
jedinjenja 3 (HPLC cistoce 94,5 %).

Atranorin (4) je izolovan po postupku opisanom u radu Lukaé-a i Onderk-e (2006). Suvi
ekstrakt (1,6 g) je tri puta ispran toluenom, dobijeni rastvor je ostavljen da stoji preko nodi,
iskristalisano jedinjenje je profiltrirano i ostavljeno da se suSi. Dobijeno jedinjenje 4 je

prekristalisano iz acetona. Izolovano je 19 mg, HPLC ¢istoc¢e 99,4 %.
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3.5. Antioksidantna aktivnost
3.5.1. Odredivanje sadrZaja ukupnih fenola

Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola se zasniva na reakciji redukcije Sestovalentnog
molibdena (zuto obojen) u petovalentni molibden (plavo obojen):

Mo(V1) (zut) + e (iz antioksidansa) — Mo(V) (plav)

Ukupan sadrzaj fenola je odredivan spektrofotometrijski pomoc¢u Folin-Ciocalteu reagensa
kori§¢enjem poznate metode (Stratil i saradnici, 2006). Reakciona smeSa pripremljena je
meSanjem 50ul uzoraka razli¢itih koncentracija (0,5, 1,0 i 5,0 mg/mL), 0,625 mL Folin-
Ciocalteu ragensa (Sigma Chemicals Co (St. Louis, MO, USA), 2,5 mL 20% Na,CO3; (Merck,
Germany) i dopunjena do 10 mL destilovanom vodom. Napravljeni rastvori su ostavljeni 30
minuta u mraku. Nakon perioda inkubacije, apsorbancija je merena na 750 nm na Perkin-Elmer

Lambda 15 spektrofotometru.
3.5.2. Odredivanje sposobnosti "hvatanja™ (neutralizacije) ABTS™ jon radikala

Odredivanje sposobnosti "hvatanja" (neutralizacije) ABTS™ jon radikala se zasniva na
reakciji (Huang i sardanici, 2005) prevodenja jon radikala (plavo obojen) antioksidantom u
ABTS? jon koji je bezbojan (slika 5). Antioksidantna aktivnost u odnosu na ABTS™ radikal je
odredivana po modifikovanoj metodi Re i saradnika, (1999). S obzirom da se meri slabljenje

intenziteta plave boje, manja apsorbancija ukazuje na veéi antioksidativni kapacitet.
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Slika 5. Reakcije na kojima se zasniva odredivanje sposobnosti "hvatanja” (neutralizacije)
ABTS" jon radikala

ABTS" je dobijen u reakciji ABTS? sa kalijum-persulfatom stajanjem reakcione smese 12-
16 sati pre upotrebe. Reakciona smesa (7 mL) je razblaZzena sa 120 mL metanola da bi se dobio
rastvor koji apsorbuje 0,7+0,02 jedinica na 734 nm. Pedeset pL uzoraka razlicitih koncentracija
(0, 5, 1,0 i 5,0 mg/mL) je meSano sa 1,9 mL razblaZzenog rastvora ABTS™ (2,2'-azino-bis(3-
etillbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS) (Sigma Aldrich, Germany). Nastala smeSa je
ostavljena 6 min na sobnoj temperaturi a zatim je apsorbanca merena pri 734 nm na Perkin-

Elmer Lambda 15 spektrofotometru.
3.5.3. Odredivanje sposobnosti "hvatanja" (neutralizacije) DPPH® radikala

2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPHe) je stabilan sintetski radikal koji u reakciji sa
nekim jedinjenjima prelazi u neutralni oblik (DPPH-H) (slika 6). Ova transformacija se prati

prelaskom ljubicaste boje rastvora DPPHe u Zutu boju rastvora DPPH-H na 515 nm.
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Slika 6. Reakcija na kojoj se zasniva odredivanje sposobnosti "hvatanja" (neutralizacije)
DPPH* (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikala

Antioksidantna aktivnost u odnosu na DPPH* radikal je odredivana po metodi Wojdylo i
saradnika (2007). Reakciona smesSa je pripremljena meSanjem 10 pL uzoraka razlicitih
koncentracija, 1 mL 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (La Chema, Nemacka) koncentracije 90
umol/L i dopunjavanjem metanolom (VWR International S.A.S, Francuska), do ukupne
zapremine od 4 mL. Nastala reakcina sme$a je ostavljena da stoji 60 min u mraku a zatim je
merena apsorbancija na 515 nm na Perkin-Elmer Lambda 15 spektrofotometru. Metanol je
koriS¢en kao slepa proba. 3,5-Di-terc-butil-4-hidroksitoluen (BHT, Zorka, Serbia) je upotrebljen

kao pozitivna kontrola. Procenat neutralizacije radikala je izracunat po formuli:

% RadicalScavengingCapacityppH) = 100 X (Axontrola-Auzorak / Akontrola)

3.5.4. Odredivanje ukupnog redukcionog kapaciteta (TRP)

Odredivanje ukupnog redukcionog kapaciteta (Total Reducing Power, TRP) se zasniva na
reakciji redukcije Fe(CN)¢> (narandZasto) u Fe(CN)s* koji gradi plavo obojen kompleks sa

jonima Fe** i K*.

Fe(CN)s> (narandzasto) + ArOH — Fe(CN)s" + ArO"+ H*
Fe(CN)g * + Fe 3" + K* — KFe[Fe(CN)g] (plavo)

Redukcioni kapcitet je odredivan po metodi Oyaiyu (1986). SmeSa 10 pL uzoraka razli¢itih
koncentracija, 1 mL 1% Kj3[Fe(CN)s] (Merck, Nemacka) i 1 mL fosfatnog pufera (0,2 mol/L, pH
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6,6) (Zorka, Srbija) je inkubirana na 50 °C tokom 30 minuta. Nakon toga je dodat 1 mL 10 %
rastvora trihlorsiréetne kiseline (Merck, Nemacka) i nastala smesa je centrifugirana na 3000 rpm
tokom 10 minuta. Nakon centrifugiranja, u supernatant je dodato 0,6 mL 0,1 % rastvora
gvozde(IlI)-hlorida (Merck, Nemacka) i dopunjeno destilovanom vodom do 5 mL. Apsorbancija
nastale smeSe je merena na 700 nm na Perkin-Elmer Lambda 15 spektrofotometru. Fosfatni pufer
je sluzio kao slepa proba. Askorbinsa kiselina (Seharlau, Nemacka) i 3,5-di-terc-butil-4-

hidroksitoluen (BHT) su kori$¢eni kao pozitivna kontrola.

3.6. Ispitivanje uticaja depsidona na vijabilnost i proliferaciju timocita pacova

U eksperimentima su koris¢eni muzjaci Wistar pacova (150-180 g), stari 8 do 10 nedelja.
Pacovi su odgajani prema nacionalnim propisima vezanim za zastitu dobrobiti Zivotinja u
Vivarijumu Naucnoistrazivackog centra za biomedicinu Medicinskog fakulteta u NiSu.

Timociti pacova su izolovani kao $to je opisano u radovima Pavlovica i saradnika (2007) 1
Cekica i saradnika (2011). Ukratko, timus je asepti¢no uklonjen i stavljen u hranljiv medijum.
Timociti su oslobodjeni pritiskanjem timusa kroz ¢eli¢no sito. Stroma je uklonjena filtriranjem
¢elijske suspenzije kroz sterilni najlon filter. Nakon toga, ¢elije su ispirane dva puta hranljivim
medijumom. Vijabilnost izolovanih celija je bila preko 95% odredena pomocu testa
iskljugivanja tripan-plavog. Izolovani timociti su brojani i podeeni na gustinu od 5x10° éelija po
mL hranljivog medijuma. Hranljivi medijum je pripremljen koris¢enjem RPMI 1640 (Sigma, St.
Louis, Mo., USA), prate¢i uputstva proizvodaca. Sastav hranljivog medijum je bio: 25 mM
HEPES-a, 2 mM glutamina, penicillin (100 U/mL), streptomicin (100 lg/ml) i 10% fetalnog
govedeg seruma (FCS).

Izolovani timociti su kultivisani na plocama sa 96 bazencica sa okruglim dnom (Falcon,
BD, SAD). U svakom bazengi¢u je bilo 100 pL éelijske suspenzije (5x10° éelija). Celije su
tretirane sa rastu¢im koncentracijama (0,1, 1, 10 pg/bazencicu) ispitivanih depsidona (1-3), koji
su razblazivani sa odgovaraju¢im koli¢inama ¢istog metanola. Kontrolni uzorci su kultivisani u
hranljivom medijumu ili sa odgovaraju¢im koli¢inama cistog metanola. Za dalju evaluaciju
proliferativne aktivnosti, timociti su tretirani optimalnom (5 pg/mL) koncentracijom (Pavlovi¢ i
saradnici, 2006) ConA (Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala, Svedska). Sve éelijske kulture
radene su u triplikatu i kultivisane u inkubatoru tokom 24 h (Galaki, Volf laboratorije, USA) sa

5% CO, na 37°C.
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Proliferacija timocita pacova je ispitivana Cell Counting Kit-om (CCK-8, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), prate¢i uputstva proizvodaca. Ovaj test je zasnovan na razlaganju
tetrazolijum soli VST-8 putem mitohondrijalne dehidrogenaze u vijabilnim ¢elijama. Apsorpcija
pri 450 nm u svakom bazenci¢u, merena je Perkin-Elmer ¢itacem mikroploca (Vallac Victor2V,
Turku, Finska). Za svaki uzorak, vrednosti apsorbancije kontrolnog uzorka su oduzimane od
onih dobijenih posle razli¢itih tretmana i dobijeni rezultati su prikazani u odnosu na kontrolni
uzorak (Pavlovi¢ i saradnici, 2012).

Vijabilnost timocita pacova, nakon perioda kultivacije, odredivana je pomocu CCK-8 testa
kao Sto je prethodno opisano (Hori i saradnici, 2002). Ukratko, deset mikrolitara reakcione smese
je dodato u svaki bazenci¢. Posle 2 sata perioda inkubacije, rastvoreni formazanski produkt je
kvantifikovan spektrofotometrijski, koris¢enjem Perkin- Elmer c¢ita¢ mikroploca (Vallac
Victor2V, Turku, Finska). Apsorpcija je merena na 450 nm. Za svaki uzorak, vrednosti
absorbancije kontrolnog uzorka su oduzimane od onih dobijenih posle razli¢itih tretmana i

dobijeni rezultati su prikazani u odnosu na kontrolni uzorak.
3.6.1. Odredivanje intracelularnih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS)

Redoks senzitivni test sa 2',7'-dihlorofluorescin diacetatom (H2DCF-DA, Sigma— Aldrich,
St. Louis, Mo., USA) je upotrebljen za merenje promena sadrzaja ukupnih ROS cestica u ¢eliji,
kao Sto je ranije opisano (Das i saradnici, 2005; Boldogh i saradnici, 2003). Ukratko, timociti su
inkubirani zajedno sa ispitivanim supstancama i 2',7'-dihlorofluorescin diacetatom (H2DCF-
DA). Nakon uklanjanja hranjivog medijuma i ispitivanih supstanci, ¢elije su ponovo rastvorene u
fosfatnom puferu. Promene u fluorescenciji (ekscitacija 485 nm, emisija 530 nm) su merene
koriste¢i Perkin-Elmer fluorimetar (Wallac Victor2V, Turku, Finland). Za svaki uzorak,
vrednosti absorbancije kontrolnog uzorka su oduzimane od onih dobijenih posle razlicitih

tretmana i dobijeni rezultati su prikazani u odnosu na kontrolni uzorak.
3.6.2. Odredivanje mitohondrijalnog membranskog potencijala

Promene u mitohondrijalnom membranskom potencijalu (MMP) timocita, koji su tretirani
izolovanim jedinjenjima, su odredivane na osnovu preuzimanja lipofilnog katjona Rhodamine
123 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) u mitohondrije, kao Sto je ranije opisano (Wang i
saradnici, 2007; Pathak and Khandelwal, 2006). Ukratko, timociti su inkubirani zajedno sa
ispitivanim supstancama i Rhodamine 123 tokom 60 min u mraku na 37 °C. Nakon uklanjanja
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hranjivog medijuma i ispitivanih supstanci, ¢elije su ponovo rastvorene u fosfatnom puferu.

Fluoroscencija intracelularnog Rhodamine 123 (ekscitacija 485 nm, emisija 530 nm) je merena

koriste¢i Perkin-Elmer fluorimetar. Za svaki uzorak, vrednosti absorbancije kontrolnog uzorka su

oduzimane od onih dobijenih posle razli¢itih tretmana i dobijeni rezultati su prikazani u odnosu

na kontrolni uzorak.

Za prethodna tri eksperimenata rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna

devijacija (SD). Statisticki znacajne razlike izmedu grupa su ispitivane Studentovim t-testom.

3.7. Ispitivanje uticaja izolovanih supstanci na formiranje mikronukleusa u

humanim limfocitima

Uzeto je po 10 mL venske krvi (dva alikvota po 5 mL) od 5 zdravih odraslih muSkaraca-
dobrovoljaca, odabranih po principu slucajnosti, prosecne starosti 42,3 godina, koji
profesionalno nisu bili izlozeni fizickim ili hemijskim mutagenima. U 5mL hranjivog
medijuma RPMI-1640  (L-glutamin, 20%-tni inaktivirani tele¢i serum i 0,1%-tni
fitohemaglutinin, Sigma, ST Louis, Missouri) dodato je 0,5 mL venske krvi i toliko
ispitivanih supstanci da je njihova koncentracija u rastvoru bila 1 i 2 ug/mL. Jedna kultura je
sluZila kao kontrolna i tu nisu dodavani uzorci, dok je kao pozitivna kontrola sluzila kultura u
koju je dodat komercijalni zastitni agens amifostin WR-2721 (98%, S-2[3-aminopropilamino-
1-etilfos-fotioi¢na kiselina; Marligen-Biosciences) u koncentraciji od 1 pug/mL.

Sve kulture su inkubirane u termostatu na 37 °C tokom 19 sati. Inkubiranje je trajalo 19
sati zato Sto je poznato da je toliko vremena potrebno da supstanca uneta u organizam per 0s
bude izmetabolisana i izluCena iz organizma (Fenech i sardanici, 1990). Posle toga su sve
kulture isprane u cistom medijumu, preneSene U svez RPMI 1640 hranjivi medijum i
nastavljeno je inkubiranje joS 48 sati. Nakon toga, dodat je citohalazin B (Invitrogen-Gibco-
BRL) u finalnoj koncentraciji 4 pg/mLi inkubacija je nastavljena tokom 24 sata. Preparacija je
obavljena centrifugiranjem (na 1200 rpm) i ispiranjem ¢elija u fizioloskom rastvoru, zatim u
blago hipotoni¢nom rastvoru ( 0,56% KC1 + 0,9% NaCl, u odnosu 1:1). Celijska suspenzija je
fiksirana u rastvoru sir¢etne kiseline i metanola u odnosu 1: 3. Na vazduhu osuseni preparati

su bojeni 2%-tnim rastvorom Gimza boje (Sigma Aldrich, Nemacka). Brojano je 1000

26



MATERIJALI | METODE

binuklearnih ¢elija po uzorku na Axiophot-2-fluorescentnom mikroskopu po kriterijumima
Countryman-a i Heddle-a (1976) i Fenech-a i Morely-a (1993).

Eksperiment je raden u triplikatu. Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna
devijacija (SD). Statisti¢ka analiza je radena koris¢enjem Origin software package version 7.0.
Statisticka znacajnost je raunata pomocu analize varjanse (One-way ANOVA) koriS¢enjem

Tukey test-a. Smatrane su statisticki znac¢ajnim razlike za koje je p <0,05 i p <0,01.

3.8. Ispitivanje uticaja depsidona na vijabilnost i proliferaciju ¢elija humanog
karcinoma grlica materice

Celije humanog karcinoma grli¢a materice (HeLa ¢elije) su kultivisane u DMEM (PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Nemacka), koji je sadrzavao 10 % FCS (Gibco, Paislei, Velika
Britanija), penicilin (100 U/mL), streptomicin (100 pg/mL) i 4 mM/L glutamina. HeLa ¢elije su
zasejane na sterilnim plocama sa 96 bazenéica. Celije su inkubirane tokom 24 h u atmosferi
zasicenom vodenom parom, na 37 °C sa 5% CO, u 100 pl hranljivig medijuma. Nakon toga, u
svaki bazen¢i¢ dodato je po 100 uL odgovarajuéih koncentracija ispitivanih depsidona. Da bi se
ispitao uticaj na vijabilnost Hela ¢elija, ¢elije su inkubirane sa depsidonima tokom 24 h. Da bi se
ispitao uticaj na proliferaciju Hela ¢elija, ¢elije su inkubirane sa depsidonima tokom 72 h.
Hranljivi medijum bez depsidona je bio negativna kontrola. 5-Fluorouracil (5-FU) koris¢en je
kao pozitivna kontrola u oba inkubaciona perioda, a za inkubacioni period od 24 h koris¢en je i
saponin.

Vijabilnost i proliferacija HeLa c¢elija je odredivana putem kolorimetrijskog MTT testa.
Zuta tetrazolijumska so MTT se redukuje u ljubiasti formazan pod dejstvom mitohondrijalne

sukcinat-dehidrogenaze metabolicki aktivnih ¢elija (slika 7).
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Slika 7. Reakcija na kojoj se zasniva odredivanje pomo¢u MTT testa

Posle 24 i 72 h inkubacije, iz bazencica su uklonjeni hranljivi medijum i depsidoni. Nakon
toga, Celije su isprane fosfatnim puferom, 1 na kraju u svaki bazenc¢i¢ je dodato po 100 pl
fosfatnog pufera. Nakon toga u svaki bazenci¢ je dodato po 20 uL MTT i zatim su ploce
inkubirane na 37 °C tokom 3 h. Nakon inkubacionog perioda, supernatant je uklonjen i nastali
formazan je rastvoren sa 100 ulL izopropanola. Merena je apsorpbancija na 540 nm na
viSekanalnom spektrofotometru (Multiskan Uspon N ° 354, Thermo Labsistems, Vantaa,

Finska). Celijska vijabilnost i proliferacija je izraunavana na sledeci nacin:

Procenat aktivnosti depsidona u odnosu na negativnu kontrolu = (Apsorbancija kulture sa
depsidonom/apsorbancija negativne kontrole) X 100

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD. Statisticki znaajne razlike izmedu
grupa su ispitivane u SPSS 20 koris¢enjem Studentovog t-testa. StatistiCki znacajne razlike su
smatrane za vrednosti p < 0,05 i p < 0,01. Koncentracija depsidona potrebna da inhibiSe rast

¢elija za 50% (ICsp) je odredivana regrersionom analizom.

3.9. Ispitivanje uticaja na aktivnost serumske holinesteraze

Odredivanje uticaja na aktivnost serumske holinesteraze obavljeno je prema ranije
objavljenom postupku (Stankov Jovanovi¢ i sardanici, 2007). Ukratko, deset zdravih

dobrovoljaca (18-65 godina oba pola) u Opstoj bolnici Pirot, dalo je krv, uz pismenu saglasnost.
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Prema upitniku, niko nije imao ozbiljne zdravstvene poremecaje, niti je koristio droge, cigarete,
ili alkohol. Najmanje mesec dana pre davanja krvi, niko od njih nije konzumirao lekove. Svakom
od ispitanika, uzeto je 5 mL krvi u Vacutainer epruvete, a zatim su uzorci krvi centrifugirani na
3000 rpm tokom 10 minuta i supernatant seruma je koriS¢en kao izvor enzima za dalju analizu.

Serumska holinesteraza katalizuje hidrolizu butiriltioholina (BuTC) do tioholina, koji
reaguje sa ditio-nitrobenzoevom kiselinom (DTNB). Brzina reakcije se odreduje brzinom
formiranja 5-tio-2-nitrobenzoeve kiseline, merenjem apsorbancije na 405 nm, u Sest ciklusa od
28 s. Analizirani rastvori (10 pL) su pomeSani sa 10 pL seruma (razblazen sa fosfatnim puferom
u odnosu 1: 9, V/V), i rastvorom fosfatnog pufera (160 pL). Ovako spremljeni uzorci su stajali
10 minuta na 37 °C, nakon &ega je dodat DTNB (Sigma Co. St. Luis, Misuri, USA) rastvor (10
pL, 4,76 mmol/L). Posle 60 sekundi, dodat je rastvor supstrata (BuTC, 10 pL, 33,34 mmol/L)
(Sigma Co. St. Luis, Misuri, USA). Koncentracija neostigmin-bromida (Sigma Co. St. Luis,
Misuri, USA), koji je koriSéen kao referentna supstanca bila je 200 pg/mL. Koncentracije
rastvora ispitivanih supstanci u dimetil-sulfoksidu (DMSO, Merck, Darmstadt, Germany) bile su
1110 mg/mL.

Merenja apsorbancije su vrSena na talasnoj duzini od 405 nm, u kivetama duzine 7 mm,
termostatiranih na 37 °C na spektrofotometru Konelab 20 (Thermofisher Scientific, Helsinki,
Finland).

Rezultati su izrazeni u procentima inhibicije (negativna vrednost) ili aktivacije (pozitivna

vrednost) po formuli:
% inhibicije/aktivacije = ((Ix-1o)/lp) X 100

Gde je lp apsorbancija reakcione smeSe bez dodatih uzoraka a Iy je apsorbancija u

prisustvu ispitivane supstance.

3.10. Odredivanje antimikrobne aktivnosti mikrodilucionom metodom

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) i minimalna baktericidna/fungicidna
koncentracija (MBC/MFC) su odredene koris¢enjem mikrodilucione metode (NCLSS, 2003) za
sojeve mokroorganizama Gram-pozitivne bakterije: Bacillus subtilis ATCC 6633 i
Staphilococcus aureus ATCC 6538; Gram-negativne bakterije Escherichia coli ATCC 8739,
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella tiphimurium ATCC 14028, plesan
Aspergillus niger ATCC 16404 i kvasac Candida albicans ATCC 10231. Inokulumi testiranih
sojeva pripremljeni su od prekonoc¢ne (overnight) kulture mikroorganizama podeSene na 0,5
McFarland-a standardne zamucenosti (10° ¢elija/mL). Desetopostotni vodeni rastvor
dimetilsulfoksida je koriS¢en za rastvaranje i razblaZivanje uzoraka od najvece ispitivane
koncentracije (10 mg/mL). Serijsko dvostruko razblazivanje uzoraka je izvedeno na
mikrotitarskim plo¢ama sa 96 bazenéica po metodi Sarker-a i saradnika (2007).

U prvi red dodato je po 100 pl ispitivanih supstanci odredenih koncentraacija. Nakon toga
je u sve bezenci¢e dodato 10 pl rastvora rasazurina, pripremljenog rastvaranjem 270 mg
rasazurina u 40 mL sterilne destilovane vode. Na kraju, u sve bazencic¢e je dodato po 10 pL
odgovarajuéeg inokuluma. Ploce su inkubirane 24 h na 37°C (bakterije) i 48 h na 27°C (za plesan
i kvasac). MIC i MBC/MFC su odredivane vizuelno na osnovu promene boje rasazurina.
Rasazurin je plave nefluorescentne boje koja prelazi u fluorescentnu ruzi¢castu nakon redukcije
rasazurina u resofurin oksidoreduktazama. NajniZa koncentracija pri kojoj ne dolazi do promene
boje definisana je kao MIC.

Finalne koncentracije uzoraka za ispitivanje antibakterijske/antigljivi¢ne aktivnost kretale
su se od 0,005 do 10 mg/mL. Dva reda na svakoj ploc¢i su kori$¢eni kao kontrola. Jedan red je
koriS¢en kao pozitivna kontrola i kori$¢en je za odredivanje osetljivosti Gram-negativnih i Gram-
pozitivnih bakterija i sadrzao je antibiotik Sirokog spektra delovanja, doksiciklin, u serijskim
razblazenjima od 50 do 0,02 pg/mL. Nistatin u serijskim razblazenjima od 50-0,02 pg/mL, je
upotrebljen kao pozitivna kontrola u odredivanju antimikoti¢kog efekta. Svi testovi su vrSeni u
triplikatu a koriS¢ene su dve kontrole rasta koje sadrze inokulisanu hranljivu podlogu kao i
inokulisanu hranljivu podlogu sa serijom duplih razblaZenja rastvaraca, metanola. Negativna

kontrola se sastojala od inokulisane hranljive podlogu sa serijom duplih razblazenja rastvaraca.
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4. REZULTATI

4.1. Hemijski sastav

HPLC hromatogrami su dati na slikama 8-10. Prinos ekstrakata, retenciona vremena
identifikovanih konstituenata, njihova relativna zastupljenost u ovom radu i ranije objavljenih
dati su u Tabeli 3.

[ DAD1 A, Sig=254.4 Ref=360,100 (CACHEMIZANDATAPECAEKSTRAKTI U MEOHWETANOLNI HP U MEOH.L)

mall e

120

11.8H

100

a0 o

G0 o

20+

30

Slika 8. HPLC hromatogram metanolnog ekstrakta Hypogymnia physodes
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[ DAD1 &, Sig=2544 Ref=360,100 (CACHEMIZVIDATAPECAEKETRAKTI U MEDOHWCETONSKI HP U MEOH.I0
maAl - z

-
-

H

=00

250

200

11.752

.43

160 o

100 o

50+

Slika 9. HPLC hromatogram acetonskog ekstrakta Hypogymnia physodes

[ DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (CACHEMIZANDATAWECAMERSTRAKTI U MEOHWETARSKI HF U MEOH.LY)

115

300

250

11.750

200

6.542

150

100 o

12,502
> 26 521

Slika 10. HPLC hromatogram etarskog ekstrakta Hypogymnia physodes
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Tabela 3. Prinos ekstrakata iz lisaja H. physodes, retenciona vremena identifikovanih
konstituenata, njihova relativna zastupljenost (izrazena kao % udela pika u ukupnoj povrsini

pikova HPLC hromatograma) u ovom radu i ranije i objavljenih

Retenciono  Metanolni  Acetonski  Etarski Etanolni Acetonski
vreme ekstrakt ekstrakt ekstrakt ekstrakt ekstrakt
(Rt) (ME) (AE) (EE) (Bialonska  (Molnar i
i Dayan, Farkas,
2005) 2011)
1 7,115 28,7 38,7 34,9 17,1-25,8 7,9-23,4
2 11,750 26,5 22,8 30,7 22,2-258  0,01-5,1
3 6,542 14,8 12,4 16,5 18,4-21,7  22,2-50,7
4 26,521 5,8 12,4 11,0 1,7-3,1 1,7-15,2
Ukupno - 65,8 86,3 82,1 59,4-76,4  31,8-944
identifikovano
(%)
Prinos - 10,8 7,3 5,2 - -

ekstrakta u
odnosu na suvi
biljni materijal
(%)

Ekstrakcijom metanolnog ekstrakta toluenom, izolovano je 19,0 mg jedinjenja 4 (HPLC
Cistoce 99,4 %). Nakon dvadeset injektovanja, preparativnom HPLC hromatografijom, izolovano
je 12 mg jedinjenja 1 (HPLC ¢istoée 93,8 %), 14 mg jedinjenja 2 (HPLC ¢istoée 95,6 %) i 7,5
mg jedinjenja 3 (HPLC cistoce 94,5%). Za izolovanje vecih koli¢ina konstituenata koris¢ena je

ekstrakcija i hromatografija na stubu silika-gela (Sema 2).
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4 190 mﬁ
Ttoluen

metanolni ekstrakt 1,6 g

60 g SG (60-230 mesh-a, 0,063-0,200 mm
eluent, benzen:aceton:sircetna kis. = 90:20:4

Sema 2. Sema izolovanja konstituenata metanolnog ekstrakta Hypogymnia physodes

4.2. Strukturna determinacija depsidona i atranorina

Poredenjem TT, UV spektara (slike 12, 16, 20 i 24), *H-NMR spektara (slike 13, 17, 21 i 25) ,
3C-NMR spektara (slike 14, 18, 22 i 26) i MS podatka sa onima dostupnim u literaturi (Huneck i
Yoshimura, 1996) jedinjenja 1-4 su identifikovana kao fizodali¢na kiselina 1 (9-(acetoksimetil)-
4-formil-3,8-dihidroksi-1,6-dimetil-11-okso-11Hdibenzol[b,e][1,4]dioksepin-7-karboksilna
kiselina), fizodi¢na kiselina 2  (3,8-dihidroksi-11-okso-1-(2-oksoheptil)-6-pentil-11H-
dibenzo[b,e][1,4]dioksepin-7-karboksilna Kiselina), 3-hidroksifizodi¢na kiselina 3 (3,4,8-
trihidroksi-11-okso-1-(2-oksoheptil)-6-pentil-11H-dibenzo[b,e][1,4]dioksepin-7-karbolksilna
kiselina), i atranorin 4 (3-hidroksi-4-(methoksikarbonil)-2,5-dimetilfenil-3-formil-2,4-dihidroksi-

6-metilbenzoat).
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Fizodalicna Kkiselina (1, 9-(acetoksimetil)-3,8-dihidroksi--1,6-dimetil-4-formil-11-okso-
11Hdibenzo[b,e][1,4]dioksepin-7-karboksilna kiselina)

O

OH

HO COOH

O/

Slika 11. Struktura fizodali¢ne kiseline (1)

TT- na230°C pocinje razlaganje.
Molekulska formula: CyH16010; m/z = 415,06652 [M-H] .
UV (MeOH) Amax (hm): 242, 318.

3 *0Ald, 71499 (4492 mAl, - ) Ref=6.116 & 7.709 of ACETONSKI HP U MEOH.D
mLl

280
300
250
200
150
100

a0

L D S L BN ) B L B R N R S L R N
220 240 260 220 200 220 240 260 220 niy

Slika 12. UV spektar fizodali¢ne kiseline (1)
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'H NMR (ds-DMSO): & 6,83 (1H, s, C5-H): 5,13 (2H, s, C9-CHy); 2,45(3H, s, C1-CH3);
2,42(3H, s, C6-CHs); 10,57(1H, s, CHO); 1,97(3H, s, OCOCHs); 11,95(1H, s, C3-OH);

7 6
f1 (ppm)

Slika 13. 'H NMR spektar fizodali¢ne kiseline (1)
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BC NMR (dg-DMSO): & 112,12 (C-11a); 163,91 (C-4a); 111,89 (C-4): 163,88 (C-3);
113,8 (C-5); 152,02 (C-1); 116,22 (C-7); 155,31 (C-8); 117,14 (C-9); 145,55 (C-9a); 142,12 (C-
5a); 131,64 (C-6); 55,66 (C9-CHy); 21,29 (C1-CHs); 14,60 (C6-CHa); 191,55 (CHO); 20,62
(OCOCH3); 170,26 (OCOCHS3); 160,83 (C11); 170,38 (COOH).

.

RN L‘

L N e m e e e I B e e e B e s e e e e B L S A m T T T T T
.0 200 1% 180 170 160 150 140 130 120 110 ] 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm)

Slika 14. 3C NMR spektar fizodali¢ne kiseline (1)

Fizodi¢na kiselina (2, 3,8-dihidroksi-11-okso-1-(2-oksoheptil)-6-pentil-11H-
dibenzo[b,e][1,4]dioksepin-7-karboksilna kiselina)

OH

Slika 15. Struktura fizodi¢ne kiseline (2)
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TT- na 205 °C potinje razlaganje
Molekulska formula: CH300s; m/z = 469,18643 [M-H] .
UV (MeOH) Amax (Nm): 230, 263, 315.

maL '
250
200 —
150
100 —

50

3 "DADA, 41782 (287 mal, - ) Ref=11.283 & 12240 of ACETONSK] HP U MEQOH.L

L L ) H ) B B L B L B
220 240 260 250 =00 20 240 360 =50 nm

Slika 16. UV spektar fizodi¢ne kiseline (2)
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IH NMR (dg-DMSO): & 6,56 (1H, d, C4-H); 6,59 (1H, d, C5-H); 6,61 (1H, s, C9-H); 2,43 (2H, ,
3,95 (2H, s, C1-CHy): 10,20 (1H, s, C3-OH); 10,71 (1H, s, C8-OH).

D ST . Uk RNV N AR L‘L

2 11 10 9 7 6
f1 (ppm)

Slika 17. 'H NMR spektar fizodi¢ne kiseline (2)
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13C NMR (ds-DMSO): § 116,98 (C-11a); 162,65 (C-4a); 105,34 (C-4); 162,28 (C-3); 119,53 (C-
5): 133,43 (C-1); 105,63 (C-7); 162,62 (C-8); 111,88 (C-9); 144,87 (C-9a); 141,57 (C-5a);
140,76 (C-6): 47,10 (C1-CH,); 161,99 (C11); 206,39 (CO): 168,40 (COOH).

210 200 190 180 170 160 150 140

. . —————T—T—
130 120 110 100 90 80 70 60
f1 (ppm)

Slika 18. **C NMR spektar fizodi¢ne kiseline (2)

40



REZULTATI

3-Hidroksifizodi¢na kiselina (3, 3,4,8-trihidroksi-11-okso-1-(2-oksoheptil)-6-pentil-11H-

dibenzo[b,e][1,4]dioksepin-7-karboksilna kiselina)

OH

H OH

Slika 19. Struktura 3-hidroksifizodi¢ne kiseline (3)

TT- na 190 °C poéinje razlaganje.
Molekulska formula: CsH3009. m/z = 485,18105 [M-H] .
UV (MeOH) Amax (nm): 230, 280, 310.

1 *DADR4, 5509 (356 mal, - ) Ref=6.116 &7.709 of ACETAONSK] HP U MEQOH.L
mAl

200 —
250 —
200 —
150 —
100 —

s0

L L L L L e e e e
220 240 260 280 200 220 240 260 280 I

Slika 20. UV spektar 3-hidroksifizodi¢ne kiseline (3)
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IH NMR (de-DMSO): & 6,58 (1H, s, C2-H): 6,62 (1H, s, C9-H); 3,83 (2H, s, C1-CHy);
10,45 (1H, s, C3-OH); 10,74 (1H, s, C8-OH); 9,14 (1H, s, C4-OH).

11 10 9 8 7 6
f1 (ppm)

Slika 21. *H NMR spektar 3-hidroksifizodi¢ne kiseline (3)

3C NMR (ds-DMSO): & 111,89 (C-11a); 129,52 (C-4); 133,56 (C-1); 105,62 (C-7);
162,29 (C-8); 105,34 (C-9); 144,87 (C-9a); 141,57 (C-5a); 140,72 (C-6); 47,10 (C1-CH,);

162,00 (C-11); 206,41 (CO); 168,47 (COOH).

SRR an },L h

T T T T T T T T T T T T
130 120 110 100 S0
f1 (ppm)

160 150 140

80 70 60 50 40

210 200 190 180 170

Slika 22. **C NMR spektar 3-hidroksifizodi¢ne kiseline (3)
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Atranorin (4,  (3-hidroksi-4-methoksikarbonil-2,5-dimetilfenil)-3-formil-2,4-dihidroksi-6-
metilbenzoat)
HO

S O OH
AN

Slika 23. Struktura atranorina (4)

TT na 195 °C poéinje razlaganje.
Molekulska formula: C1gH1409; m/z = 373,0563 [M-H] .
UV (MeOH) Amax (nm): 215, 252, 312.

[ "DAD, 26436 (45.0 mal, - ) Ref=25.796 & 274499 of ACETONSKI HP U MEQH.D

LA N SN LA L LR L L B B
220 240 260 220 200 220 240 260 220 iy

Slika 24. UV spektar atranorina (4)
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'H NMR (dg-DMSO, 300 MHz): Ring A: 512,53 (1H, s, C2-OH); 10,38 (1H, s, C3-CHO);
12,58 (1H,s, C4-OH); 6,34 (1H, s, C5-H); 2,71 (3H, s, C6-CHa); Prsten B: & 2,11 (3H, s, C2-

CHs); 11,98 (1H, s, C3-OH); 4,01 (3H,s, C4-COOCH;); 2,57 (3H, s, C5-CHs); 6,54 (1H, s, C6-
H).

.U . _J AN || \l'

|
N o v (YL

4 13 12 11 10 9

Slika 25. *H NMR spektar atranorina (4)
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BC NMR (dg-DMSO, 300MHz): prsten A: §10,2,83 (C1); 169,17 (C2); 108,59(C3);
167,49 (C4); 112,87 (C5); 152,46 (C6); 193,87 (C3-CHO); 25,62 (C6-CHs); prsten B: & 151,92
(C1); 116,76 (C2); 162,89 (C3); 110,32 (C4); 113,95 (C5); 116,03 (C6); 9,39 (C2-CHs); 52,37
(C4-COOCHS); 172,23 (C4-COOCHs3); 5 169,72 (prsten BC1-OCO-C1Prsten A).

T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130

T T T T T T T T T T T T T
120 110 100 90 80 70 60 50 40
f1 (ppm)

Slika 26. *C NMR spektar atranorina (4)

— T T
30 20 10 0
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4.3. Antioksidantna aktivnost

Evaluacija antioksidantnog kapaciteta metanolnog ekstrakta H. physodes i izolovanih
jedinjenja uradena je odredivanjem sadrzaja ukupnih fenola (TPC), sposobnosti ,,hvatanja“
DPPH’ i ABTS" radikala kao i ukupnog redukcionog kapaciteta (TRP). Rezultati su prikazani na
histogramima (slike 27-30).

2.1 %
—
- 138 {
g
- 1.5
g
C
= 12 m0.5mg/mL
H—
=
= 09 - O1mg/mL
2 o 2
p o = = o 05 mg/mL
g 0.6 = ]
= < o q <
I Y N = 0 I D T B
“leg | o ' = ﬂ ﬂ
o | M| | N il |
1 2 3 il ME BHT

Slika 27. Vrednosti apsorbancije uzoraka u eksperimentu odredivanja ukupnog sadrzaja
fenola izolovanih depsidona 1-3, atranorina 4 i metanolnog ekstrakta ME (50 uL rastvora

koncentracija datih na slici u ukupnoj zapremini od 10 mL)

Folin-Ciocalteu reagens je Zuto obojen i sastoji se od natrijum-volframata
(Na;WO,4X2H,0, 100 g), natrijum-molibdata (Na,M0O4X2H,0, 25 g), 100 mL hlorovodoni¢ne
kiseline, 50 mL 85% fosforne kiseline, litijum-sulfata (Li,SO4X4H,0, 150 g) i 700 mL vode.
Meri se intenzitet plave boje koja potice od petovalentnog jona molibdena koji nastaje u reakciji
sa uzorkom. Sto je veéa apsorbancija to je veéi antioksidantni kapacitet. Izmerene vrednosti
apsorbancije pokazuju da sa porastom koncentracije uzorka raste i redukcioni kapacitet. Najveci

kapacitet redukcije Mo(V1) ima jedinjenje 3. Svi depsidoni u svim koncentracijama imaju veéi
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kapacitet od jedinjenja 4. U koncentraciji od 1 mg/mL, jedinjenja 3, 2 i metanolni ekstrakt imaju
veci kapacitet od BHT-a (slika 27).

110 96.7
. 100 F
L 1]
oy
= 80
= 5
g & 70
it 56.3
= % 60 =
- 1
JE g 50 [ O1mg/mL
o
= 40 —
=
s 30 -
18.2
= 20 = —
- 5.0
l:l r-l 1 = 1 1 |__—| 1 1 1
1 7 3 4 ME BHT

Slika 28. Procenat neutralizacije DPPH' radikala izolovanih depsidona 1-3, atranorina 4 i
metanolnog ekstrakta ME (10 uL rastvora koncentracija datih na slici u ukupnoj zapremini od 4
mL)

Kao §to se moze videti iz histograma, najveéu sposobnost neutralizacije DPPH’ radikala,
znacajno vecu od ostalih jedinjenja i metanolnog ekstrakta, a 1,7 puta veéu od BHT-a ima
jedinjenje 3. Metanolni ekstrakt ima ve¢u antioksidantnu aktivnost u odnosu na jedinjenja 1,2 i 4
(slika 28).
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Slika 29. Vrednosti apsorbancije uzoraka u ecksperimentu odredivanja sposobnosti
~hvatanja“ABTS" radikala izolovanih depsidona 1-3, atranorina 4 i metanolnog ekstrakta ME

(10 pL rastvora koncentracija datih na slici u ukupnoj zapremini od 1,95 mL)

Rezultat reakcije antioksidansa i ABTS™ radikala, koji je plavo obojen, je nastajanje
bezbojnog jona ABTS®, pa smanjenje apsorbancije na talasnoj duZini od 734 nm ukazuje na
povecanje sposobnosti antioksidansa da neutraliSe ABTS™ radikal. Izolovana jedinjenja i
metanolni ekstrakt imaju vecu antioksidantnu aktivnost od BHT-a u koncentraciji od 1 mg/mL.
Najveéu aktivnost ima jedinjenje 3, zatim jedinjenja 2, 4, a najmanju aktivnost ispoljava
jedinjenje 1 (slika 29).
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Slika 30. Vrednosti apsorbancije uzoraka u ecksperimentu odredivanja ukupnog
redukcionog kapaciteta izolovanih depsidona 1-3, atranorina 4 i metanolnog ekstrakta ME (10

uL rastvora koncentracija datih na slici u ukupnoj zapremini od 5 mL)

Odredivanje ukupnog redukcionog kapaciteta se meri apsorbancijom plavo obojenog
kompleksa koji nastaje u reakciji Fe(CN)s> sa antioksidansom. Opadajuéi redosled veligine
redukcione sposobnosti izolovanih jedinjenja: jedinjenje 3, slede jedinjenja 2 i 1 a najmanju
aktivnost ispoljava jedinjenje 4. U koncentaraciji od 1 mg/mL jedino jedinjenje 3 ima aktivnost
pribliznu aktivnosti BHT-a, dok svi uzorci imaju nizu aktivnost od askorbinske kiseline (slika
30).

4.4. Uticaj ispitivnaih supstanci na vijabilnost i proliferaciju timocita pacova

Rezultati ispitivanja efekta rastu¢ih koncentracija izolovanih depsidona (0,1, 1, 10

ug/bunarcicu) na proliferaciju timocita pacova nakon inkubacije od 24 h prikazani su na slici 31.
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Slika 31. Rezultati ispitivanja efekta izolovanih depsidona (0,1, 1, 10 ug) na proliferaciju
timocita pacova nakon inkubacije od 24 h (1- fizodali¢na kiselina, 2- fizodi¢na kiselina, 3- 3-
hidroksifizodi¢na kiselina, *- p < 0,05, #- p <0,001)

Jedinjenja 1, 2 i 3 u koncentraciji od 10 pg/bunarc¢i¢u pokazuju znatno smanjenje

proliferacije timocita (slika 31).
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Slika 32. Rezultati ispitivanja efekta izolovanih depsidona 1-3 na vijabilnost timocita
pacova nakon inkubacije od 24 h (1- fizodali¢na kiselina, 2- fizodi¢na kiselina, 3- 3-
hidroksifizodi¢na kiselina, *-p < 0,05, # -p <0,001, & -p < 0,01)

Da bi utvrdili da li je smanjena proliferacija timocita uzrokovana povecanjem
citotoksi¢nosti, ispitivan je efekat testiranih jedinjenja na vijabilnost timocita pacova,
koris¢enjem CCK-8 testa. Kao Sto je prikazano na slici 32, uofena je znacajno povecana
citotoksi¢nost kada su c¢elije inkubirane sa jedinjenjima 1, 2 i 3 u koncentraciji od 10

pg/bunar¢icu, u poredenju sa kontrolom.
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Slika 33. Rezultati ispitivanja efekta izolovanih depsidona 1-3 na proizvodnju ROS u
timocitima pacova (1- fizodali¢na kiselina, 2- fizodi¢na kiselina, 3- 3-hidroksifizodi¢na kiselina,
*-p<0,05, #-p<0,001, & -p <0,01)

Da bi utvrdili potencijalne mehanizme toksi¢nosti, odredena je intracelularna proizvodnja
ROS-a kao i promene u MMP. Rezultati prikazani na slici 33, ukazuju na statisticki znac¢ajno
poveéanje proizvodnje intracelularnih ROS cestica kod ¢elija tretiranih jedinjenjem 1 i 2 u
koncentracijama od 1 pg i 10 pg/bunaréicu. Istovremeno, povecanje nivoa ROS-a je praéeno
znaCajnim Smanjenjem MMP timocita inkubiranih jedinjenjem 1 u svim ispitivanim
koncentracijama i jedinjenjem 2 u koncentraciji od 10 pg/bunarci¢u (slika 34). Tretiranje
timocita jedinjenjem 3 nije rezultiralo statisticki znac¢ajnim promenama MMP-a i intracelularne
proizvodnje ROS-a (slike 33 i 34).
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Slika 34. Rezultati ispitivanja efekta izolovanih depsidona 1-3 na mitohondrijalni
membranski potencijal timocita pacova (1- fizodali¢na kiselina, 2- fizodi¢na kiselina, 3- 3-
hidroksifizodi¢na kiselina, # -p <0,001)
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4.5. Uticaj ispitivanih supstanci na formiranje mikronukleusa u humanim
limfocitima

Delovanje izolovanih jedinjenja i ekstrakata na formiranje mikronukleusa u humanim
limfocitima odredeno je citokinezis blok-metodom (CBMN, Cytokinesis-block micronucleus

assay) Fenech-a i Morley-a (1985). Poredenje aktivnosti je vrSeno u odnosu na kontrolu i
komercijalni protektant amifostin (slika 35).

OH
HO—l:O
/\/\ /\/S
H,N N
amifostin

Slika 35. Struktura amifostina

Posto formiranje mikronukleusa zavisi od ¢elijske proliferacije , uradena je i kvantifikacija
¢elijske proliferacije izra¢unavanjem citokinezis -blok proliferacionog indeksa (CBPI,
cytokinesis-block proliferation index) po formuli:

CBPI = (M1+2 x M2 + 3x M3 + 4 x M4)/N

M1 do M4 je broj ¢elija sa jednim do ¢etiri jedara a N je ukupan broj brojanih ¢elija.
Rezultati su prikazani u tabeli 4 i na histogramima (slike 36 i 37).
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Tabela 4. Ucestalost mikronukeusa (MN), distribucija mikronukleusa po ¢eliji, frekvencija

mikronukleusa i citokinezis-blok proliferacionog indeksa u ¢elijskim kulturama humanih

limfocita

Uzorak (koncentracijau MN/1000 % Bn ¢el. MN/Bn CBPI Frekvenc.
pg/mL) Bn Celija sa MN celija MN (%)
Kontrola 241 +17 19+0,2 1,2+0,04 1,6 £0,02 100,0
Amifostin (1,0) 20,7+0,4 1,8 £0,04 1,2+0,03 1,7 £0,02 85,9
1(1,0) 18,8+ 3,5 15 +£0,3 1,3 £0,1 1,6 £0,02 78,0
1(2,0) 21,6 £0,7 15 01 1,2+ 0,05 1,7 £0,01 78,7
2(1,0) 173+14% 14 £0,1 1,2 £0,01 1,6 £0,03 71,8

2 (2,0) 192+0,9% 15 +0,1 1,2 £0,07 16 £0,01 79,7
3(1,0) 168+19% 15 +0,1 1,1+0,05 2,0 £0,3 69,7
3(2,0) 18,0+1,0*" 16 £0,1 1,1 £0,05 2,0 £0,3 74,7

4 (1,0) 189+12% 15 £0,1 1,3 £0,1 1,6 £0,03 78,4

4 (2,0) 223+14 16 0,1 1,2 £0,04 19 £0,3 95,5
Metanolni ekstrakt (1,0) 21,9+0,6 1,7 £0,1 1,3 £0,04 1,7 £0,05 90,9
Metanolni ekstrakt (2,0) 237+04° 19 +0,1 1,2 +0,05 1,7 £0,02 98,3
Acetonski ekstrakt (1,0) 228+0,6" 1,7 £0,2 13 +£0,1 1,7 £0,02 94,6
Acetonski ekstrakt (2,0) 249+06"° 19 +0,1 1,3+£0,04 1,7+0,01 103,3
Etarski ekstrakt (1,0) 199+13 16 £0,2 1,2 £0,05 16 £0,01 82,6
Etarski ekstrakt (2,0) 234+08" 1,8 +0,1 1,2 +0,02 1,7 +0,05 97,1

MN/1000 Bn éelija— ucestalost MN na 1000 pregledanih binukleusnih (Bn) ¢éelija

% Bn ¢elija sa mikronukleusima

MN/Bn ¢elija — distribucija MN po ¢eliji

CBPI — citokinezis blok proliferacioni indeks

Frekvencija MN — ugestalost MN predstavljena kao % od kontrole

Statisti¢ka znacajnost izmedu razli¢itih grupa je raéunata pomocu analize varijanse (One-way ANOVA),
koris¢enjem Tukey testa. Statisticka znac¢ajnost je racunata sa stepenom znacajnosti p<0,01 i p<0,05

a— poredenje sa kontrolnom grupom, statisticka znacajnost p<0,01

a*— poredenje sa kontrolnom grupom, statisticka znacajnost p<0,05

b— poredenje sa amifostinom-WR 2721, statisticka znacajnost p<0,01

b*— poredenje sa amifostinom-WR 2721, statisticka znacajnost p<0,05
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Slika 36. Efekat fizodali¢ne kiseline (1), fizodi¢ne kiseline (2), 3-hidroksifizodi¢ne
kiseline (3), atranorina (4) i ekstrakata H. physodes na frekfenciju nastajanja mikronukleusa (%,

u odnosu na kontrolu) u humanim limfocitima
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Slika 37. Efekat fizodali¢ne kiseline (1), fizodi¢ne kiseline (2), 3-hidroksifizodi¢ne kiseline

(3), atranorina (4) i metanolnog, etarskog i acetonskog ekstrakata (ME, EE i AE, respektivno)
Hypogmnia physodes na citokinezis-blok proliferacijski indeks u limfocitima humane krvne

plazme

Rezultati pokazuju da efekat izolovanih jedinjenja i ekstrakata zavisi od koncentracije.
Vece smanjenje broja mikronukleusa uocava se za koncentraciju od 1 pug/mL (tabela 4, slika
36). Uzorak tretiran acetonskim ekstrakom koncentracije 2 ng/mL ima neznatno (3,3 %) veci
broj mikronukleusa od kontrolnog uzorka. U koncentraciji od 1 ng/mL najjaci efekat ispoljava
jedinjenje 3 (smanjenje od 30,3 %), slede jedinjenja 2 (28,2 %), 3 (22,0 %), 4 (21,6 %),
etraski (17,4 %), metanolni (9,2%) i acetonski ekstrakt (5,4 %) (tabela 4, slika 36). Sva
izolovana jedinjenja i etraski ekstrakt imaju jaéi efekat od amifostina u koncentraciji od 1
ug/mL, dok u koncentraciji od 2 ug/mL vece smanjenje broja mikronukleusa od amifostina
izazivaju depsidoni 1-3, dok jedinjenje 4 i ekstrakti imaju manji efekat. Citokinezis-blok
proliferacioni indeks za limfocite tretirane uzorcima i kontrole je priblizno jednak (slika 37)

pa se dobijeni rezultati mogu smatrati pouzdanim.
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4.6. Uticaj ispitivnaih supstanci na vijabilnost i proliferaciju ¢elija humanog

karcinoma grlica materice

Citotoksi¢nost i citostaticnost jedinjenja 1, 2, 3 i metanolnog ekstrakta H. physodes na

HelLa ¢elije nakon inkubacije od 24 i 72 sata odredena je MTT testom. Koncentracije uzoraka su
bile u opsegu od 10 do 1000 pg/mL (10, 40, 100, 400 i 1000 pg/mL). Na osnovu izmerenih

vrednosti apsorbancije izracunat je procenat aktivnosti uzoraka u odnosu na negativnu kontrolu.

Rezultati su prikazani na dijagramima (Slika 38-41).
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Slika 38. Efekat fizodali¢ne kiseline (1) na HelLa ¢elije nakon inkubacije od 24 i 72 h
odredenih MTT testom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +SD.*- p < 0,05, #- p <0,01
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Slika 39. Efekat fizodi¢ne kiseline (2) na HelLa ¢elije nakon inkubacije od 24 i 72 h
odredenih MTT testom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +SD.*- p < 0,05, #- p <0,01
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Slika 40. Efekat 3-hidroksifizodi¢ne kiseline (3) na HelLa ¢elije nakon inkubacije od 24 i
72 h odredenih MTT testom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £SD.*- p < 0,05, #- p
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Slika 41. Efekat metanolnog ekstrakta Hypogymnia physodes na HelLa celije nakon
inkubacije od 24 i 72 h odredenih MTT testom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost
+SD.*- p < 0,05, #- p <0,01

Jedinjenja 2 i 3 pokazuju sli¢an profil delovanja na HelLa c¢elije sa najve¢im Smanjenjem
vijabilnosti (24 h inkubacije) u opsegu koncentracija od 40 do 400 pg/mL (slika 38-41).
Jedinjenje 1 i metanolni ekstrakt najjace dejstvo ispoljavaju u opsegu od 200-1000 i 100-1000
ug/mL, respektivno. Nakon 72 sata inkubacije uocava se znatno povecanje antiproliferativne
aktivnosti jedinjenja 1 u koncentracijama od 100, 400 i 1000 pg/mL, jedinjenja 2 u koncentraciji
od 100 pg/mL, jedinjenja 3 i metanolnog ekstrakta u koncentracijama od 40 i 100 pg/mL.

ICso (koncentracija uzorka koja izaziva smanjenje vijabilnosti 1 proliferaciju ¢elija za 50

%) je izraCunavana regresionom analizom. Izra¢unate vrednosti su date u tabeli 5.

Tabela 5. ICs, efekta depsidona (1-3), metanolnog ekstrakta (ME) i 5-fluorouracila (5-FU)
na HelLa ¢elije nakon inkubacije od 24 h 172 h
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Uzorak IC50£SD (pg/mL)

24 h 72 h
1 964,38+104,23 282,91+5,43
2 170,50+72,81 65,96+2,40
3 97,35+4,89 63,41+9,12
Metanolni ekstrakt (ME) 253,54+13,11 67,74+6,76
5-Fluorouracil (5-FU) 8,34+0,72 0,84+0,11
Saponin 0,22+0,12 nt

nt-nije testirano

Ispitivani depsidoni i metanolni ekstrakt imaju viSestruko vec¢e vrednosti 1Csp nakon
inkubacije od 24 sata (od 97,35 do 964,38 pg/mL) od ICsy za 5-FU i saponin (8,34 i 0,22
ug/mL, respektivno). Produzena inkubacija znatno smanjuje vrednosti 1Cs, ispitivanih uzoraka
(63,41-282,91 pg/mL) (tabela 5).

4.7. Uticaj ispitivnaih supstanci na aktivnost serumske holinesteraze

Aktivnost serumske holinesteraze u prisustvu jedinjenja 2, 3, 4 i komercijalnog inhibitora
holinestraze, neostigmin-bromida, je odredena Ellman-ovom kolorimetrijskom metodom. Kao
substrat  koris¢en  je  butiril-tioholin koji nakon hidrolize reaguje sa
5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoevom kiselinom (DTNB), stvaraju¢i zuto obojeni 5-merkapto-2-

nitrobenzoevu kiselinu (slika 42), ¢ija se apsorbancija meri na 405 nm.
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Slika 42. Reakcije na kojima se zasniva odredivanje aktivnosti holinesteraze

Rezultati ispitivanja uticaja jedinjenja 2, 3, 4 i neostigmin-bromida na aktivnost
holinesteraze su prikazani u tabeli 6.

Tabela 6. Uticaj na aktivnost holinesteraze (%) fizodi¢ne kiseline (2), 3-hidroksifizodi¢ne
kiseline (3), atranorina (4) i neostigmin-bromida (10 uL rastvora koncentracija datih u tabeli u
ukupnoj zapremini od 0,2 mL)

koncentracija % inhibicije (-)/aktivacije (+)

Jedinjenje (mg/mL)

Neostigmin-bromid 0,2 -96,6
2 1,0 +1,9
2 10,0 -4.4
3 1,0 +2,2
3 10,0 +1,1
4 1,0 +3,6
4 10,0 -0,3

U poredenju sa neostigmin-bromidom uticaj ispitivanih jedinjenja na aktivnost

holinesteraze je neznatan. U koncentracijama od 1 mg/mL sva tri ispitivana jedinjenja pokazuju
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slab aktiviraju¢i efekat. U koncentraciji od 10 mg/mL jedinjenja 2 i 4 ispoljavaju slab
inhibirajuci efekat, dok jedinjenje 3 pokazuje slab aktivirajuci efekat (tabela 6).

4.8. Antimikrobna aktivnost

Antimikrobna aktivnost je odredena mikrodilucionom metodom na dve Gram-pozitivne
bakterije (Bacillus subtilis ATCC 6633 i Staphylococcus aureus ATCC 6538), tri Gram-
negativne bakterije (Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 i
Salmonella typhimurium ATCC 14028), plesan Aspergillus niger i kvasac Candida albicans.

Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti jedinjenja 1-4 i metanolnog ekstrakta su

prikazani u tabelama 7 i 8.

Tabela 7. Minimalna inhibitorna (MIC) koncentracija (mg/mL) fizodali¢ne kiseline (1),
fizodi¢ne Kiseline (2), 3-hidroksifizodi¢ne kiseline (3), atranorina (4) i metanolnog ekstrakta
(ME)

Jedinjenje Gram-pozitivne Gram-negativne Plesan Kvasac
bakterije bakterije
B. subtilis  S. aureus E. coli P. S. A. niger C.
aeruginosa typhymirium albicans

1 0,625 0,016 2,50 2,5 10,00 - -
2 0,625 0,039 10,00 10,00 10,00 - -
3 0,625 0,078 2,50 2,5 1,25 - -
4 2,5 2,5 5,00 10,00 10,00 - -
ME 0,625 0,156 5,00 5,00 10,00 - -
Doksiciklin 1,56 0,781 0,781 12,5 6,25 nt nt
(Hg/ mL)
Nistatin nt nt nt nt nt 0,781 6,25
(ng/mL)
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Tabela 8. Minimalna bactericidna/fungicidna (MBC/MFC) koncentracija (mg/mL)
fizodali¢ne kiseline (1), fizodi¢ne kiseline (2), 3-hidroksifizodi¢ne kiseline (3), atranorina (4) i

metanolnog ekstrakta Hypogymnia physodes (ME)

Jedinjenje Gram-pozitivne Gram-negativne Plesan Kvasac
bakterije bakterije
B. subtilis  S. aureus E. coli P. S. A. niger C.
aeruginosa typhymirium albicans
1 >10,00 5,00 10,00 10,00 >10,00 - -
2 10,00 >10,00 >10,00 >10,00 >10,00 - -
3 2,5 0,31 10,00 10,00 5,00 - -
4 >10,00 >10,00 10,00 >10,00 >10,00 - >10,00
ME 2,50 1,25 10,00 10,00 >10,00 - >10,00
Doksiciklin 1,56 6,25 0,781 12,5 >50,00 nt nt
(Mg/ mL)
Nistatin nt nt nt nt nt 0,781 6,25
(ng/mL)

Sva ispitivana jedinjenja kao i ekstrakt pokazuju antibakterijsku aktivnost. Depsidoni 1-3
ne pokazuju antifugalnu aktivnost. Metanolni ekstrakt i jedinjenje 4 su aktivni prema kvascu C.
albicans (MIC 10,0 i 5,0 mg/mL, respektivno). Plesan A. niger nije osteljiv na delovanje svih
ispitivanih depsidona, depsida i ekstrakta. MIC vrednosti za testirane bakterije su u opsegu od
0,016 do 10,00 mg/mL, dok se MBC vrednosti krecu od 0,31 do vise od 10 mg/mL. Najnize
vrednosti za MIC i MBC su 0,016 mg/mL, (jedinjenje 1) i 0,31 mg/mL (jedinjenje 3)
(respektivno) i odnose se na S. aureus. Najjacu baktericidnu aktivnost pokazuje jedinjenje 3.
Gram-pozitivne bakterije, S. aureus i B. subtilis, su osetljivie od drugih testiranih
mikroorganizama. Efektivnost testiranih uzoraka je manja od aktivnosti komercijalnog
antibiotika doksiciklina i antimikotika nistatina (tabele 7 i 8).
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5. DISKUSIJA

5.1. Hemijski sastav

Iako je ekstrakcija prvi korak u procesu odredivanja sastava ekstrakta i izolovanja
kontituenata, u nama dostupnoj literaturi, samo u jednom radu su navedeni podaci 0 prinosu
ekstrakta H. physodes. Ispitujuéi uticaj izloZenosti suncu na koli¢inu sekundarnih metabolita H.
physodes Solhaug i saradnici (2009) su utvrdili da se prinos ekstrakata kreé¢e od 6,7 % u Sumama
omorike do 14,4% na osun¢anim morskim stenama, pri ¢emu su medularni depsidoni, jedinjenja
1, 2 i protocetrari¢na kiselina, ¢inili viSe od 95 % ekstrahovanog materijala a depsidi korteksa,
jedinjenje 4 i hloratranorin, ostatak ekstrakta. Prinosi metanolnog i acetonskog ekstrakata naseg
uzorka su u opsegu vrednosti Solhaug-a i saradnika (2009), dok je prinos etarskog ekstrakta za
1,5 % nizi od donje granice koju su oni utvrdili.

Sadrzaj jedinjenja 2 u naSem i uzorcima Bialonska-e i Dayan-a (2005) se krec¢e u opsegu
od 22,8 do 30,7 % i 22,2-25,8 %, respektivno, Sto je viSestruko viSe od sadrZaja u uzorcima
Molnar-a i Farka$-a (2011) koji iznosi od 0,01-5,1 %. Mogu¢i razlog je pogresna identifikacija
konstituenata. Naime, Molnar i Farkas su utvrdili da njihovi uzorci sadrze u velikoj koli¢ini (4,4
do 15,0 %) 2'-O-metilfizodi¢nu kiselinu ¢ije retenciono vreme i UV spektar su jako sli¢ni
vremenu i spektru jedinjenja 2. Zastupljenost jedinjenja 1 u nasem uzorku je nesto veca, dok je
sadrzaj jedinjenja 3 neznatno manji nego u uzorcima Bialonska-e i Dayan-a (2005) i Molnar-a i
FarkaS-a (2011). Sadrzaj depsida 4 u nasem uzorku je veéi u odnosu na rezultate Bialonska-e i
Dayan-a (2005) a u opsegu sadrzaja u uzorcima Molnar-a i Farkas-a (2011). Moze se zakljuciti
da prisustvo 1-4 u ekstraktima H. physodes ne zavisi od spoljasnjih uslova (substrata, izloZenosti
suncu, zagadenosti atmosfere), ali da spoljasnji uslovi uticu na zastupljenost pojedinih
komponenti u ekstraktu.

Uporedujuci prinos ekstrakata i ukupni procenat identifikovanih jedinjenja moze se
zakljuciti da sa porastom polarnosti rastvaraca raste i koli¢ina polarnijih supstanci koje imaju Rt
manje od 5 minuta (slike 8-10). lako su njihova retenciona vremena bila vrlo bliska a
zastupljenost ispod 5 %, za izolovanje konstituenata ekstrakata u ovom radu koriS¢en je
metanolni ekstrakt u nadi da ¢e biti moguce razdvojiti ih i izolovati u dovoljnoj koli¢ini, makar
za identifikaciju. Na Zalost, i posle brojnih pokuSaja preparativnom HPLC i hromatografijom na

atmosferskom pritisku, nije bilo uspeha.
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5.2. Antioksidantna aktivnost

Slobodni radikali su atomi, molekuli ili joni koji sadrze nespareni elektron. Reaguju sa
molekulima u okruzenju da bi postali stabilni. Ako je to okruzenje ¢elija onda reagiju sa
proteinima, lipidima i drugim biolmolekulima u lan¢anim slobodnoradikalskim reakcijama.
Zavisno od toga na kom atomu je lociran nespareni elektron postoje: reaktivne vrste Kiseonika
(ROS - reactive oxygen species), reaktivne vrste azota (RNS - reactive nitrogen species),
reaktivne vrste hlora (RCS -reactive chlorine species), reaktivne vrste broma (RBS - reactive
bromine species) i reaktivne vrste sumpora (RSS - reactive sulphur species) (Halliwell i
Gutteridge, 2006). ROS i RNS su uéesnici normalnog metabolizma ¢elije. Ako dode do njihove
hiperprodukcije, odnosno oksidativnog stresa, reaktivni kiseoni¢ni ili azotni radikali izazivaju
oSteCenja na proteinima, lipidima i1 nukleinskim kiselinama u c¢eliji. OSte¢enja na ovim
biomolekulima dovode do brojnih akutnih i hroni¢nih bolesti koji se klini¢ki manifestuju kao
akutni 1 hroni¢ni zapaljenski procesi (reumatoidni artritis, vaskulitis), neuroloski poremecaji
(Alchajmerova bolest, Parkinsonova bolest, cerebrovaskularna osSte¢enja, miSi¢na distrofija),
kardiovaskularni poremecaji (hipertenzija i hipertenzivna bolest srca, ateroskleroza), fibroza
pluca, katarakta, maligne bolesti, ali i mnoga druga stanja koja izazivaju prerano starenje. Zato je
za organizam vazna antioksidantna zastita koja obuhvata usporavanje ili spre¢avanje nastajanja
slobodnih radikala. Supstance koje u niskoj koncenttraciji imaju takvo dejstvo nazivaju se
antioksidansi. Celiji su potrebni razli¢iti antioksidansi da je zastite od $tetnog dejstva razli¢itih
vrsta radikala (Gutteridge i Halliwell, 2010). Koriste se razli¢iti eksperimenti in vitro da bi se
selektovali substrati za eksperimente in vivo. U ovom radu su kori§¢ene metode koje se zasnivaju
na prenosu elektrona (ET-elektron transfer), TPC, TRP i ABTS". Za DPPH" metodu se
prvobitno smatralo da se zasniva na prenosu protona iz fenolne grupe antioksidansa na DPPH’,
medutim postoje istrazivanja koja sugeriSu da je transfer elektrona sa fenoksidnog anjona
preovladuju¢i mehanizam jer je prenos protona u reakcionoj sredini (metanol) u kojoj postoje
jake vodoni¢ne veze, otezan. Autori su takode utvrdili da rezultati zavise od prisustva baza i
kiselina jer utiCu na ravnotezu izmedu fenoksidnog anjona i neutralne fenolne grupe
antioksidansa (Foti i saradnici, 2004).

lako redukcioni kapacitet uzoraka koji se zasniva na ET nije direktno povezan sa njegovom
sposobnos$¢u hvatanja radikala (RSC - radical scavenging capacity) kao Sto su eksperimenti koji
se zasnivaju na prenosu vodonika (HAT - hydrogen atom transfer) ipak predstavljaju vaznu
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karakteristiku antioksidansa. Eksperimenti nisu zahtevni u vremenskom i materijalnom pogledu
pa mogu posluziti kao preliminarni za HAT i in vivo ispitivanja (Huang i saradnici, 2005).

Jedinjenje 3 ima najveci redukcioni kapacitet u odnosu na ostala tri ispitivana jedinjenja i
metanolni ekstrakt u sva &etiri eksprimenta (TPC, TRP, ABTS™ i DPPH’). Ono $to je znacajno,
to je, da je za istu koncentraciju, kapacitet jedinjenja 3 veci od kapaciteta koji ispoljava BHT.
Porede¢i strukture izolovanih jedinjenja uocava se, da u odnosu na jedinjenje 2, koje ima dve OH
grupe, jedinjenje 3 ima jednu hidroksilnu grupu viSe, Sto moZe biti razlog njegove vece
aktivnosti. Izgleda da je kruti dibenzo[b,e][1,4]dioksepinski prsten povoljniji za ET reakcije jer
jedinjenje 4 koje ima fleksibilnu strukturu, iako ima tri hidroksilne grupe kao i jedinjenje 3 ima
manji kapacitet. Jedinjenja 1 i 4 imaju aldehidnu grupu u polozaju 4 u kojem jedinjenje 3 ima
hidroksilnu grupu. Njihov kapacitet je medusobno priblizan u odnosu na TPC i TRP u kojima je
supstrat neorganski kompleksni jon, dok jedinjenje 4 ima veéi kapacitet za voluminozne DPPH i
ABTS radikale. Jedinjenja 1 i 2 se medusobno razlikuju po supstituentima u polozaju 4
(jedinjenje 1 ima aldehidnu grupu a jedinjenje 2 nema supstituent) i duzini bo¢nog niza u
poloZaju 6 (jedinjenje 1 ima metil grupu a jedinjenje 2 pentil grupu). Veéi kapacitet ispoljava
jedinjenje 2 za ABTS, jedinjenje 1 za DPPH, dok je kapacitet za TRP i TPC pribliZano jednak za
oba jedinjenja.

5.3. Uticaj ispitivnaih supstanci na vijabilnost i proliferaciju timocita pacova

lako sekundarni metaboliti, izolovani iz liSajeva, pokazuju Sirok spektar bioloskih
aktivnosti (Huneck, 1999)), efekat depsidona na ¢elije imunog sistema je ostao u velikoj meri
nepoznat. U ovom radu je utvrdeno da izlaganje timocita jedinjenjima 1-3 u koncentraciji od 10
ug po bunarc¢i¢u u periodu od 24 h, znacajno inhibira proliferaciju i vijabilnost timocita (slike 31
i 32).

Koris¢enjem CCK-8 testa, pokazano je da je inhibirana proliferacija timocita pracena
smanjenjem vijabilnosti celija. Da bi utvrdili mehanizam delovanja anti-proliferativnog i
citotoksi¢nog efekta ispitivanih jedinjenja, uradeni su eksperimenti njihovog uticaja na
produkciju ROS-a u ¢eliji i promenu mitohondrijalnog membranskog potencijala.

Rezultati su pokazali da je smanjenje vijabilnosti i proliferacije pra¢eno povecanom
proizvodnjom ROS-a i smanjenjem MMP-a ukazuju¢i da je moguc¢i mehanizam delovanja

sprecavanje ostec¢enja koja su izazvana oksidativnim stresom (Slike 33 i 34). Dobijeni rezultati su
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u skladu sa literaturom gde je navedeno da sekundarni metaboliti liSaja (usninska kiselina,
jedinjenje 4 i girofori¢na kiselina) u razlic¢itim ¢elijskim linijama dovode do indukovanja
proizvodnje ROS-a i poremecaja u MMP (Backorova i saradnici, 2012).

Intracelularni balans antioksidant-oksidant je kriti¢an za funkcionisanje ¢elijskog imuniteta
jer odrzava integritet ¢elijskih komponenti i njihovu funkciju. Imune ¢elije su posebno osetljive
na oksidativni stres zbog visokog sadrzaja polinezasi¢enih masnih kiselina u svojim plazma
membranama (Victor i saradnici, 2002; Pavlovi¢ i saradnici, 2012). ROS su uklju¢eni u
regulaciju mnogih vaznih Ccelijskih dogadaja, ukljucujuci ekspresiju gena, diferencijaciju i
proliferaciju (Pelicano i saradnici, 2004). Celijska smrt zavisi delom i od mitohondrijalne
disfunkcije, koja se Cesto karakteriSe povecanjem proizvodnje ROS-a, poveéanom
propustljivos¢u membrane i eventualnim oslobadanjem medijatora Celijske smrti iz mitohondrija
(Exline i Crouser 2008). Na osnovu toga, moze se zakljuciti, da poviSen nivo proizvodnje ROS-a
i smanjeni MMP igraju znacajnu ulogu u antiproliferatvnom efektu jedinjenja 1 i 2 na timocitima
pacova. Antiproliferatni efekat jedinjenja 3 nije pracen odgovaraju¢im promenama u proizvodnji

ROS-a i MMP-a §to ukazuje na drugaciji mehanizam njegovog delovanja.

5.4. Uticaj ispitivanih supstanci na formiranje mikronukleusa u humanim

limfocitima

Mikronukleusi nastaju kao posledica hromozomskih oStecenja ili usled poremecene
funkcije deobnog vretena tokom deobe ¢elije. Promena broja ¢elija sa mikronukleusima pod
dejstvom nekog agensa u odnosu na njihov broj bez njegovog dejstva je mera njegovog
kapaciteta da spreci (ako je broj ¢elija sa mikronukleusima manji) ili podstakne (ako je njihov
broj vec¢i) hromozomska oStecenja. OStecenja na molekulu DNK mogu ozbiljno da ugroze ne
samo replikaciju, nego i transkripciju DNK. Da bi odrzale informacioni integritet genoma, Celije
poseduju sistem reparacije koji uklanja DNK lezije. Ukoliko sistem reparacije DNK funkcionise
dobro, ¢elija je u stanju da obezbedi informacioni integritet svog genoma. Medutim, ako neke
lezije ostanu neuklonjene, dolazi do greSaka u komplementarnom lancu DNK prilikom
replikacije i do mutacije u celiji slede¢e generacije. Indukovane lezije na molekulu DNK i
neuspeli poku$aji njihove popravke, vidljivi su u fazi deobe ¢elije kao raznovrsni hromozomski

oblici, kakvi normalno ne postoje u humanom Kkariotipu, a nazivaju se hromozomskim
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aberacijama. Tokom deoba telesnih celija, ¢iji kariotip sadrzi hromozomske aberacije, u

citoplazmi se formiraju mala jedra - mikronukleusi (slika 43).

et
e d

milcromaldenus

Slika 43. Binuklearne ¢elije bez mikronukleusa (levo) i Binuklearne ¢elije sa mikronukleusom
(desno) (preuzeto sa adrese: www.crios.be/genotoxicitytests/micronucleus_test.htm)

Da bi se dobili binuklearni limfoblasti limfocitne Ccelijske kulture se tretiraju
citohalazinom-B. Ovo jedinjenje blokira razdvajanje Cerki Celija (citokineza), ali se ne remete
biohemijski procesi u samoj ¢eliji, Sto omogucuje neometanu deobu jedra. Na taj nacin nastaju

binuklearni limfoblasti sa udvojenim, jasno odvojenim jedrima.

Slika 44. Struktura citohalazina B
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Mikronukleusi su oste¢eni delovi hromozoma koji su za ¢eliju zauvek izgubljeni i samo se
u ovoj fazi mogu videti. Ve¢ posle sledece deobe ovih mikronukleusa nema, ¢elija ih odstranjuje
i unitava na razne nacine (éelijska reciklaza). Celije koje imaju puno ovakvih mikronukleusa
obi¢no umiru. Problem su ¢elije sa jednim ili dva mikronukleusa, jer one prolaze slede¢u deobu

ali znatno oStecene, §to je siguran put ka mutacijama.

Analiza mikronukleusa CBMN metodom se koristi kao brza proba za klastogene agense
(agense koji izazivaju pojavu prekida na hromozomima) (Jensen, 1974; Heddle, 1973). Za
mikronukleusni test se obi¢no koriste T-limfociti venske krvi. Za stimulaciju limfocita najéesce

se koristi fitohemaglutinin (PHA), protein iz biljke Phaseolus vulgaris (Joksi¢ i saradnici, 2003).

Da bi se hromozomske aberacije uéinile vidljivim pod mikroskopom, nakon tretiranja
uzorkom, celije se zaustavljaju u metafazi (jer su oStecenja jedino tada vidljiva), tretiraju
hipotoni¢nim rastvorom da bi hromozomi nabubreli, fiksiraju se, prenose na mikroskopsku

plocicu, boje i broje.

Rezultati ovog rada pokazuju da jedinjenje 3 ispoljava 2,2 puta jaci efekat od
komercijalnog protektanta amifostina (tabela 4) za istu primenjenu koncentraciju Sto bi je moglo
preporuciti za in vivo ispitivanja. Etarski ekstrakt, koji sadrzi veéi procenat ove kiseline (16,5 %)
od metanolnog i acetonskog ekstrakta (14,8 % i 12,4 %), izaziva i vete smanjenje broja
mikronukleusa. Oc¢ito da dodatna hidroksilna grupa jedinjenja 3 u odnosu na jedinjenje 2 znatno
pojacava dejstvo. S druge strane, svi depsidoni imaju jaci efakat od depsida 4 $to upucuje na to
da je za delovanje vazan 1 depsidonski prsten. Na osnovu ovih ispitivanja nije moguce utvrditi
mehanizam kojim uzorci smanjuju broj mikronukleusa, da li sprecavaju oStecenja DNK
hromozoma ili u€estvuju u reparaciji prethodno nastalih oste¢enja. Smatra se da izlaganje celije
oksidativnom stresu ve¢ posle nekoliko sekundi dovodi do prekida DNK lanca, pa je jedan od
mogucih mehanizama delovanja smanjenje ROS-a i RNS cestica u ¢eliji. Takode je uoceno da
povecanje koncentracije dovodi do smanjenja dejstva. Ranije je utvrdeno da povecenje
koncentracije ekstrakta nekih lekovitih biljaka (Grape seed extracts, Blackberry seed extracts,
Raspberry seed extracts) koji se dodaju u c¢elijske kulture humanih limfocita, dovodi do

povecanja ucestalosti mikronukleusa (Joksi¢ i saradnici, 2003).
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5.5. Uticaj ispitivnaih supstanci na vijabilnost i proliferaciju éelija humanog
karcinoma grlica materice

HeLa ¢elije su dobile naziv od pocetnih slova imena i prezimena pacijentkinje (Henrietta
Lacks, 1920 — 1951) iz ¢ijeg su kancera grli¢ca materice izolovane. Ovo je bila prva Celijska linija
uspesno gajena in vitro. Zbog izdrzljivosti i velike moéi deobe ¢esto se primenjuju za ispitivanje
citotoksi¢nosti razli¢itih farmakoloski aktivnih supstanci (Liu i saradnici, 2012; Guo i saradnici,
2013).

U ovom radu inkubacioni period od 24 sata je kori$¢en da se utvrdi dejstvo jedinjenja 1-3 i
metanolanog ekstrakta na vijabilnost HeLa ¢elija. Najmanju vrednost ICsg pokazuje jedinjenje 3,
praceno jedinjenjem 2 i jedinjenjem 1. Metanolni ekstrakt ima 3,8 puta manju vrednost 1Cs; od
ICs0 najmanje toksi¢nog depsidona, jedinjenja 1, 1,4 12,6 puta veéu vrednost od jedinjenja 2 i 3,
respektivno. Period od 72 sata inkubacije sa ispitivanim uzorcima je koriS¢en da bi se ispitao
njihov uticaj na proliferaciju HeLa ¢elija. Ocekuje se da se u normalnim uslovima (bez dejstva
uzoraka) za ovaj period inkubacije ¢elije podele viSe puta Sto dovodi do povecanja broja Celija.
Za Hel a ¢elije u periodu od 24 sata dolazi do dupliranja broja ¢éelija §to podrazumeva minimalno
jednu deobu. Supstance koje sprecavaju deobu i/ili smanjuju vijabilnost celija dovode do
smanjenog broja zivih ¢elija $to se manifestuje smanjenjem redukcije MTT-a u formazan, jer se
redukcija odvija pod dejstvom mitohondrijalne sukcinat-dehidrogenaze, $to je moguce samo u
zivim ¢elijama. Zbog toga je broj zivih ¢elija u kulturi proporcionalan koli¢ini formazana koja se
meri apsorbancijom na 540 nm.

Ispitivani uzorci pokazuju kumulativni efakat tokom vremena, naime toksi¢ni efekat je jaci
za period inkubacije od 72 sata u odnosu na period od 24 sata. Jedinjenja 2 i 3 imaju ICs za
inkubacion period od 72 h (tabela 5) pribliznu vrednosti 1Csq za usninsku kiselinu (178,3 pmol,
odnosno 61,38 pg/mL), najispitivaniji dibenzofuranski derivat izolovan iz mnogih liSaja
(Backorova i saradnici, 2011).

Jedinjenje 1 ima visestruko veée vrednosti ICsp za oba perioda inkubacije u odnosu na
jedinjenja 2 i 3. Sve tri kiseline su depsidoni za koje je karakteristican kruti 11H-
dibenzo[b,e][1,4]dioksepin-11-onski prsten (slika 4.). Ranije je utvrdeno da je ovakva struktura
odgovorna za citotoksi¢nost (Correche i Carrasco, 2002) kao i za inhibiciju HIV-1 integraze
(Neamati i saradnici, 1997). Jedinjenja 2 i 3 u pozicijama 1 i 6 imaju supstituente sa 7 i1 5 C

atoma, respektivno, dok jedinjenje 1 u tim pozicijama ima supstituente sa po jednim C atomom.
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Ovakvo razmatranje bi bilo u skladu sa zapazanjima Micheletti-ja i saradnika (2009) da
produzenje alkil niza di-O-alkil derivata salazinske kiseline poveéava citotoksi¢nost na celijske
linije HCT-8, SF-295 i MDA/MB-435.

Vrednost 1Csp metanolnog ekstrakta za period inkubacije od 24 sata je skoro jedank
vrednosti koju su utvrdili Mitrovi¢ i saradnici (2011) za HCT-116 (254 ug/mL). Medutim, za
period inkubacije od 72 sata nasS uzorak pokazuje nizu vrednost 1Csy (68 ug/mL) od uzorka
Mitrovi¢ i saradnika (2011) (102 ug/mL).

5.6. Uticaj ispitivnaih supstanci na aktivnost serumske holinesteraze

Nespecifi¢na holinesteraza (acilholin acilhidrolaza, EC 3.1.1.8) katalizuje hidrolizu estara
holina (acetil-holina, butiril-holina i benzoil-holina) (slika 45). Enzim se, osim u serumu, nalazi
1 u jetri, pankreasu, slezini i1 intestinalnoj mukozi. Postoji i prava, specifi¢na holinesteraza
(acetilholinesteraza, Achk, E.C. 3.1.1.7.), koja hidrolizuje samo acetil-holin ili acetil-p-
metilholin. Prava holinesteraza se nalazi u presinaptickim i postsinaptickim holinergickim
neuronima i na membrani eritrocita, pa Se naziva i eritrocitna holinesteraza. Ovaj enzim
kontroliSe ekscitabilne membrane i ima kljutnu ulogu u nervnoj provodljivosti pri
neuromuskularnom prenosu. Ima je u sivoj masi nervnog sistema, amnionskoj tecnosti i placenti,

ali ne u plazmi.
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butiril-holin

\/\([DI/OH

buterna kiselina

o

+

o
7N
holin

Slika 45. Sematski prikaz delovanja holinesteraze na butiril-holin

U mozgu obolelih od Alchajmerove bolesti pronadeno je sniZzenje nivoa vise
neurotransmitera, od kojih je najviSe izraZzen deficit acetil-holina — neurotransmitera neophodnog
za procese uc¢enja, paméenja i paznje. Inhibitori AChE dovode do povecanja koncentracije acetil-
holina Sto usporava napredovanje bolesti. Neostigmin-bromid (slika 46) je komercijalni inhibitor
holinestraze, koji ima i neke nezeljene efekte (glavobolja, zamagljen vid, alergijske reakcije),
zbog Cega je potrebno tragati za jedinjenjima koja imaju inhibitorni efekat ali nemaju/imaju

manje izraZene Stetne efekte.
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neostigmin-bromid

Slika 46. Struktura neostigmin bromida

Rezultati ispitivanja aktivnosti serumske holinesteraze u prisustvu jedinjenja 2-4, pokazuju
da ispitivana jedinjenja nisu inhibitori holinesteraze kao Sto je to neostigmin-bromid (koji ima i

katjonski i estarski deo kao i estri holina, dok ispitivana jedinjenja nemaju katjonski deo).

5.7. Antimikrobna aktivnost

Ispitivana jedinjenja 1-4 i metanolni ekstrakt ispoljavaju bakteriostatsku i baktericidnu
aktivnost prema dve Gram-pozitivne bakterije (Bacillus subtilis ATCC 6633 i Staphylococcus
aureus ATCC 6538), tri Gram-negativne bakterije (Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 i Salmonella typhimurium ATCC 14028), dok samo metanolni ekstrakt i
jedinjenje 4 pokazuju antifungalnu aktivnost na C. albicans. Plesan A. niger je rezistentan na
delovanje ispitivanih jedinjenja 1-4 i metanolnog ekstrakta. Rezultati ispitivanja Rankovica i
saradnika (2008; 2014), Turk-a i saradnika (2006) i Kosanic¢a i saradnika (2013) pokazuju da
jedinjenje 2 ispoljava antimikrobnu aktivnost na Gram-pozitivne bakterije B. subtillis i S. aureus,
Sto je u saglasnosti sa naSim rezultatima. Za razliku od Turk-a i saradnika (2006), naSa
ispitivanja pokazuju da jedinjenje 2 ispoljava antimikrobnu aktivnost prema E. coli Sto je u
skladu sa ispitivanjima Rankovic¢a i saradnika (2008; 2014) i Kosani¢a i saradnika (2013).
Takode, za razliku od rezultata Turk-a i saradnika (2006), naSi rezultati pokazuju da jedinjenje 2
ispoljava antimikrobnu aktivnost prema S. typhymurium i P. aeruginosa. U naSim
eksperimentima jedinjenje 2 nije ispoljilo antifungalnu aktivnost prema C. albicans za razliku
pokazane aktivnosti u radovima Rankovica i saradnika (2008; 2014), Turk-a i saradnika (2006) i
Kosanica 1 saradnika (2013). Za jedinjenje 4 je utvrdeno da ispoljava antimikrobnu aktivnost
prema B. subtillis, E. coli, C. albicans (Rankovi¢ i saradnici, 2008; 2014) i S. aureus (Marante i
saradnici, 2003; Rankovi¢ i saradnici, 2008; 2014) Sto je u skladu sa naSim rezultatima.

Jedinjenje 3 u naSim eksperimentima pokazuje antimikrobnu aktivnost prema B. subtillis, S.
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aureus, E. coli i S. typhimurium Sto je u saglasnosti sa istrazivanjem Yilmaz-a i saradnika (2005).
Za razliku od Yilmaz-a i saradnika (2005), naSa ispitivanja pokazuju da jedinjenje 3 ne poseduje
antifungalnu aktivnost prema C. albicans. Metanolni ekstrakt H. physodes pokazuje
antimikrobnu aktivnost na sve ispitivane bakterije i antifungalnu aktivnost prema C. albicans Sto
je u saglasnosti sa istrazivanjem Mitrovi¢ i1 saradnika (2011). O antimikrobnoj aktivnosti
jedinjenja 1 nismo nasli podatke u dostupnoj literaturi, tako da je u ovoj disertaciji prvi put

ispitivana antimikrobna aktivnost jedinjenja 1.
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6. ZAKLJUCAK

Ciljevi doktorske disertacije "BioloSka aktivnost depsidona i atranorina izolovanih iz liSaja

Hypogymnia physodes" su ostvareni odredivanjem hemijskog sastava ekstrakata H. physodes,

izolovanjem, strukturnom determinacijom i ispitivanjem bioloSke aktivnosti tri depsidona (1-3) i

jednog depsida (4). Dobijeni su sledeci rezultati:

Ekstrakcijom metanolom, acetonom i etrom dobijeno je 10,8 %, 7,3 % i 5,2% suvog
ekstrakta u odnosu na suv biljni materijal (respektivno).

Relativna zastupljenost komponenti metanolnog, acetonskog i etarskog ekstrakata
izraZzena kao % udela pika u ukupnoj povrSini pikova HPLC hromatograma je bila: 28,7
%, 38,7 % 1 34,9 %, respektivno, za fizodali¢nu kiselinu (1), 26,5 %, 22,8 % i 30,7 %,
respektivno, za fizodi¢nu kiselinu (2), 14,8 %, 12,4 % i 16,5 %, respektivno, za 3-
hidroksifizodi¢nu kiselinu (3) 15,8 %, 12,4 % i 11,0 %, respektivno, za atranorin (4).

Preparativnom HPLC i hromatografijom na koloni na atmosferskom pritisku metanolnog
ekstrakta Hypogymnia physodes, nakon izolovanja atranorina, dobijeni su depsidoni, 1, 2
i 3 HPLC cistoce 93,8 %, 95,6 % i 94,5 %, respektivno

Depsid atranorin (4), HPLC cisto¢e 99,4 %, je dobijen prekristalizacijom iz acetona
toluenske frakcije metanolnog ekstrakta.

Srukrurna determinacija je izvréena masenom spektrometrijom, UV, *H-NMR i “*C-
NMR spektroskopijom.

Evaluacija antioksidantnog kapaciteta metanolnog ekstrakta H. physodes i izolovanih
jedinjenja uradena je odredivanjem sadrzaja ukupnih fenola (TPC), sposobnosti

»hvatanja“ DPPH’ i ABTS™ radikala kao i ukupnog redukcionog kapaciteta (TRP).

Najvecu kapacitet redukcije Mo(VI) u Mo(V) (reakcija na kojoj se zasniva odredivanje
TPC) ima 3-hidroksifizodi¢na kiselina (3). Svi depsidoni u svim koncentracijama imaju
veéi kapacitet od depsida atranorina (4). U koncentraciji od 1 mg/mL, 3-
hidroksifizodi¢na kiselina (3), fizodi¢na kiselina (2) i metanolni ekstrakt imaju veéi

kapacitet od BHT-a.
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Najvecu sposobnost neutralizacije DPPH’ radikala, znacajno vecu od ostalih jedinjenja i
ekstrakta, a 1,7 puta ve¢u od BHT-a ima 3-hidroksifizodi¢na kiselina (3). Metanolni
ekstrakt ima vecu aktivnost u odnosu na fizodali¢nu kiselinu (1), fizodi¢nu kiselinu (2) i

atranorin (4).

Najvecu sposobnost neutralizacije ABTS" radikala ima 3-hidroksifizodi¢na kiselina (3),
slede metanolni ekstrakt, fizodi¢na kiselina (2), atranorin (4), a najmanju aktivnost

ispoljava fizodali¢na kiselina (1).

Opadajuéi redosled redukcione sposobnosti Fe(CN)s> u Fe(CN)s* (reakcija na kojoj se
zasniva TRP) je 3-hidroksifizodi¢na kiselina (3), metanolni ekstrakt, fizodi¢na kiselina

(2), fizodali¢na kiselina (1) i atranorin (4).

Uocena je znaCajno povecana citotoksi¢nost i citostaticnost kada su celije timocita
inkubirane sa fizodalicnom kiselinom (1), fizodi¢nom kiselinom (2) 1 3-

hidroksifizodi¢nom kiselinom (3) u koncentraciji od 10 ug po bazencicu.

Tretiranje timocita fizodalicnom kiselinom (1) i fizodi¢nom kiselinom (2) u
koncentracijama od 1 pug i 10 ug po bazen¢i¢u dovodi do povecanje proizvodnje
intracelularnih ROS-a dok tretiranje 3-hidroksifizodicnom kiselinom (3) nije rezultiralo

znacajnim povecanjem intracelularne proizvodnje ROS-a.

Znacajno smanjenje MMP-a izaziva jedinjenje 1 u svim ispitivanim koncentracijama i

jedinjenje 2 u koncentraciji od 10 ug po bazencicu.

Sva izolovana jedinjenja 1 etraski ekstrakt izazivaju vece smanjenje broja Celija
humanih limfocita sa mikronukleusima od komercijalnog protektanta amifostina za
koncentraciju od 1 ug/mL, dok za koncentraciju od 2 pg/mL vece smanjenje od
amifostina izazivaju depsidoni (1, 2 i 3), a atranorin (4), etarski, acetonski i metanolni

ekstrakt imaju manji efekat.

Za inkubacioni period od 24 sata (odredivanje vijabilnosti HeLa celija) i 72 sata
(odredivanje proliferacije Hela c¢elija) redosled citotoksi¢ne i citostaticne aktivnosti je

isti, 3-hidroksifizodi¢na kiselina (3), pracena fizodi¢nom Kkiselinom (2), metanolnim
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ekstraktom i fizodalicnom kiselinom (2), ali su vrednosti ICsy znatno manje za duzi

inkubacioni period.

o Uticaj fizodi¢ne kiseline (2), 3-hidroksifizodi¢ne kiseline (3) i atranorina (4) na aktivnost
holinesteraze je neznatan. U koncentracijama od 1 mg/mL sva tri jedinjenja pokazuju
slab aktivirajuéi efekat, pri cemu nesto jaci efekat pokazuje depsid atranorin (4). Slab
inhibirajuci efekat ispoljavaju atranorin (4) i fizodi¢na kiselina (2) u koncentraciji od 10

mg/mL, dok 3-hidroksifizodi¢na kiselina (3) pokazuje slab aktivirajuéi efekat.

. Sva ispitivana jedinjenja (1-4), kao i metanolni ekstrakt, pokazuju antibakterijsku
aktivnost u odnosu na dve Gram-pozitivne bakterije (Bacillus subtilis ATCC 6633 i
Staphylococcus aureus ATCC 6538) i tri Gram-negativne bacterije (Escherichia coli
ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 i Salmonella typhimurium ATCC
14028). Depsidoni (1-3) ne pokazuju antifugalnu aktivnost. Ekstrakt i depsid atranorin
(4) su aktivni prema kvascu C. albicans. Plesan A. niger je rezistentan na delovanje svih

ispitivanih depsidona, depsida i ekstrakta.

Poredenjem nama dostupne literature i navedenih rezultata ustanovljeno je da su po prvi

put uradena ispitivanja:

= uticaja metanolnog ekstrakta Hypogymnia physodes na ¢elije humanog karcinoma grli¢a

materice i broj mikronukleusa u humanim limfocitima,

= uticaja atranorina (4) na broj mikronukleusa u humanim limfocitima i aktivnost serumske

holinesteraze,

= antioksidantne aktivnosti 3-hidroksifizodi¢ne kiseline (3) i njenog uticaja na timocite
pacova, na broj mikronukleusa u humanim limfocitima, na ¢éelije humanog karcinoma

grlica materice i na aktivnost serumske holinesteraze kao i

» uticaja fizodi¢ne kiseline (2) na timocite pacova, na broj mikronukleusa u humanim
limfocitima, na celije humanog karcinoma grlica materice i na aktivnost serumske

holinesteraze i
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= antioksidantne aktivnosti fizodali¢ne kiseline (1) i njen uticaj na na timocite pacova, na
broj mikronukleusa u humanim limfocitima, na celije humanog karcinoma grlica

materice i na aktivnost serumske holinesteraze.

Jedinjenje 3 (3-hidroksifizodi¢na Kiselina) pokazuje veéu antioksidantnu aktivnost od
komercijalnog antioksidansa 3,5-di-terc-butil-4-hidroksitoluena (BHT) i smanjuje broj
mikronukeusa u limfocitima humane krvne plazme 2,2 puta viSe od komercijalnog protektanta

amifostina Sto ga svrstava u dobre kandidate za in vivo eksperimente.
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