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SAZETAK

Seskviterpeni su prirodni kemijski spojevi koji su po svojoj kemijskoj strukturi C-15
terpenoidi. Pojavljuju se kao ugljikovodici ili u oksidiranoj formi kao alkoholi, aldehidi,
kiseline ili laktoni u prirodi. Vazni su sastojci biljnih ekstrakata i esencijalnih ulja koja

imaju znacajnu primjenu u medicinskim, mirisnim pripravcima ili sapunima.

Seskviterpenski laktoni posjeduju znacajna bioloski aktivna svojstva koja mogu biti od
iznimne koristi u lijeenju mnogih bolesti. Seskviterpenski laktoni moduliraju veliki
broj upalnih procesa, primjerice oksidativnu fosforilaciju, agregaciju trombocita i
otpustanje serotonina. Brojna su istrazivanja pokazala da seskviterpenski laktoni imaju
protuupalan, antitumorski, antimikrobni, u¢inak na ziv€ani i kardiovaskularni sustav i
druge bioloske ucinke. Od bioloske aktivnosti znacajan je njihov citotoksi¢ni,
antitumorski u¢inak na ljudske stanice. Citotoksi¢ni u¢inak vezan je za a,f-nezasi¢enu
karbonilnu strukturu kao S$to je a-metilen-y-lakton, odnosno a,B-nezasic¢eni
ciklopentanon ili konjugirani ester. Ovi strukturni elementi reagiraju kao nukleofili,
posebno cistein sulfhidrilne skupine putem reakcije Michaelove adicije. Tiolne skupine
kao §to su cisteinske rezidue u proteinima, zapravo su ciljana mjesta seskviterpenskih
laktona. Razlika u aktivnosti izmedu individualnih seskviterpenskih laktona moze se
objasniti razli¢itim alkilacijskim strukturnim elementima no utjecaj na aktivnost mogu

imati 1 ostali faktori kao Sto je lipofilnost, molekularna geometrija i sli¢no.

Seskviterpenski laktoni cinaropikrin i kostunolid mogu se izolirati iz biljaka porodice
Asteracea, posebno iz biljaka njezinog roda Centaurea. Dobro je poznat i znacajan
njihov citotoksi¢an u¢inak dokazan u brojnim istrazivanjima. U ovom radu testiran je
citotoksicni ucinak seskviterpenskih laktona cinaropikrina i kostunolida na ljudske
stanice fibroblaste. Pomo¢u MTT testa utvrdena je viabilnost stanica. Pokazali smo da
je potrebno testirati viSe koncentracije cinaropikrina od 2,890 uM i kostunolida od
21,500 uM kako bismo postigli vrijednosti inhibicije rasta stanica nize od 50%.
Testiranja cinaropikrina pokazala su da manje koncentracije imaju i pozitivan u¢inak na
rast stanica fibroblasta, te su potrebna dodatna istrazivanja kako bismo utvrdili o

kakvom se u¢inku i mehanizmu aktivacije radi.

Kljuéne rije¢i: cinaropikrin, kostunolid, MTT test, seskviterpenski laktoni.



SUMMARY

Sesquiterpenes are natural chemical compounds that are C-15 terpenoids by their
chemical structure. They appear as hydrocarbons or oxidized form products as alcohols,
aldehydes, acids or lactones in nature. They are important ingredients of plant extracts
and essential oils that have significant application in medical, fragrant preparations or

soaps.

Sesquiterpene lactones own important biologically active properties that can be very
useful in many disease treatments. Sesquiterene lactones modulate large number of
inflammatory processes, for example oxidative phosphorylation, platelet aggregation
and release of serotonine. They can have anti-inflammantory, antitumor, antimicrobial
effects on central nervous and cardiovascular system as well as other biological effects.
Of biological activities, cytotoxic, antitumor activity is significant on human cells.
Cytotoxic activity is realted to o,B-unsaturated carbonyl structure such as a-methylene-
y-lactone or to a,B-unsaturated cyclopentanone or conjugated ester. These structural
elements react as nucleophiles, especially cysteine sulfhydryl groups by Michael
addition reaction. Thiol groups, such as cysteine residues in proteins, are actually target
places of sesquiterpene lactones. Activity difference between individual sesquiterpene
lactones can be explained through different alkylating structual elements but activity
impact can appear through other factors, such as lipophilicity, molecular geometry etc.

Sesquiterpene lactones cynaropicrin and costunolide can be isolated from plants of
Asteracea family, especially from plants of its genus Centaurea. Their cytotoxic activity
is well known and proven in numerous studies. In this paper, the cytotoxic activity of
cynaropicrin and costunolide sesquiterpene lacones was tested on human fibroblast
cells. Cell viability was determined by MTT assay. We have shown that it is necessary
to test higher concentrations of cynaropicrin of 2,890 uM and costunolide of 21,500 uM
in order to achieve cell growth inhibition values lower than 50%. Cynaropicrin tests
have shown that lower concentrations have positive effect on fibroblast cell growth and
further research is needed in order to determine what the effect and mechanism of

activation is.

Keywords: cynaropicrin, costunolide, MTT test, sesquiterpene lactone



SADRZAJ

Lo OPCIDIQ ... 1
1.1, SESKVITEIPENI couvecuiiciiccie ettt re et re e beeneenne s 1
1.2.  Seskviterpenski 1aktoni...........cccoiviiiiiiiiiic e 1
1.2.1.  Biljne vrste u kojima se nalaze seskviterpenski laktoni ...............cccccocevenen. 4
1.2.2.  Seskviterpenski laktoni u biljnim vrstama iz porodice Asteraceae............. 7
1.2.3.  BioloSka aktivnost seskviterpenskih laktona................c..cccccveeiiniiiniinnnnnn. 8
1.2.3.1.  Antitumorska i citotoksicna aktivnost seskviterpenskih laktona ......... 9

1.2.3.2.  Antibakterijska i antifungalna aktivnost seskviterpenskih laktona ... 11

1.2.3.3.  Protuupalna svojstva seskviterpenskih laktona............ccccocvvevennnen. 12
1.2.3.4.  Kontaktni alergijski dermatitiS..........ccooervvririniiieienire e, 13

1.2.4.  Citotoksicnost Centaurea vrsta i njihovih ekstrakata..................cccco..... 15
1.2.5.  KOSTUNOIA ..o 17
I T O 14 F= U o] o114 SRS 20

1.3.  Mehanizam djelovanja SesKVIterpena ............ccccceeveeveivieiecse i 23

2. EKSPERIMENTALNI DIO ..o 25
2.1, KemiKalije 1 FEAGENSI....c...cviiiiesie ettt et re s 25
2.2, KUIUFE SEANICA. ....c.eiveiiieiiieeie et 25
2.3.  Priprema molekula i otapala...........cccccoeiiiiiiiiiicie e 28

2.4.  Mjerenje citotoksicnosti spojeva na ljudske stanice — MTT teSt.........cccoveeee. 31
3. REZULTATI I RASPRAVA ..ot 33
B, ZAKLJUCAK ... 37

LITERATURA et 38



1. OPCI DIO

1.1. Seskviterpeni

Seskviterpeni su prirodni kemijski spojevi koji su po svojoj kemijskoj strukturi C-15
terpenoidi. Pojavljuju se kao ugljikovodici ili u oksidiranoj formi kao alkoholi, aldehidi,
kiseline ili laktoni u prirodi. Vazni su sastojci biljnih ekstrakata i esencijalnih ulja koja
imaju znacajnu primjenu u medicinskim, mirisnim pripravcima ili sapunima. Takoder,
prisutni su i kao mirisne komponente u aromama. Esencijalna ulja imaju, u kemijskom
pogledu, vrlo kompleksnu gradu. Za optimalnu separaciju kao i identifikaciju i izolaciju
individualnih komponenata potrebne su kromatografske tehnike. (1) Kao i mnoge druge
klase terpena, seskviterpeni su osobito znacajni zbog svoje bioloske aktivnosti u zivim
organizmima. Ono S$to ih razlikuje od ostalih klasa prirodnih spojeva je velika
raznolikost seskviterpenskih spojeva koji su izolirani iz prirodnih izvora i identificirani.
Izvor ove razli¢itosti leZi u strukturnoj razli¢itosti koja nastaje u spajanju 15-ugljikovih
kostura grade¢i okosnicu svih seskviterpena kao i slojevitosti funkcijskih skupina i
supstituenata. Veéina seskviterpena nastaje od farnezil difosfata (FPP), Cis
difosforiliranog intermedijera mevalonske kiseline (MVA). Biosintetski put mevalonske

kiseline, niz je biokemijskih reakcija stvaranja biolo$ki vaznih seskviterpena. (2)

1.2. Seskviterpenski laktoni

Seskviterpenski laktoni (SLs) su velika skupina sekundarnih metabolita. Istrazivanje
ovih spojeva postalo je osobito znacajno u posljednjem desetljecu jer veliki broj ovih
spojeva posjeduje biolosku i terapeutsku aktivnost. Neke od njih su protuupalna,
analgetska aktivnost, antitumorska, kao i antimikrobna svojstva, te su pripravci koji
sadrze ove spojeve &esto koristeni za lijeGenje mnogih bolesti. Sto se ti¢e kemijske
strukture seskviterpenskih laktona, to su terpenoidi dobiveni putem mevalonske kiseline
iz biljaka. Seskviterpenski laktoni su bezbojni, relativno stabilna podvrsta terpenoida
koji imaju lipofilni karakter. Ovi sekundarni metaboliti su C1s spojevi koji nastaju od tri
izoprenske jedinice i regiospecifi¢ne oksidacije (B-karboksilacija na C7 ugljiku), kao i
pripajanja hidroksilne funkcionalne skupine na Ce i Cg ugljiku koja vodi laktonizaciju.

Konfiguracija na C7 ugljiku kod veéine seskviterpenskih laktona prikazana je na slici 1.



Slika 1. Laktonizacija na Ces i C7 ugljiku kod seskviterpenskih laktona (3)

Vazna karakteristika koja se pojavljuje kod veline seskviterpenskih laktona jest
postojanje y-laktonskog prstena koji sadrzi a-metilensku skupinu. Veéina kombinacija
a-metilen-y-laktona sadrzi istu estersku skupinu. Ostale modifikacije ukljucuju
hidrokside i epoksidne prstenove. Takoder, prisutne su i konjugirane karbonilne
strukture kao §to su a,B-nezasic¢ene keto skupine. Podjela seskviterpenskih laktona po
skupinama bazira se na karbociklicnom kosturu, koji ih svrstava u neke od sljede¢ih
skupina : germakranolidi, melempolidi (desetero¢lani prsten); eudesmanolidi i
eremofilanolidi (dva spojena Sestero¢lana prstena); guaianolidi, pseudoguaianolidi,
hipokretenolidi (peterociklicki ili sedmerociklicki spojevi ). (Slika 2.) Pojedini spojevi

iz skupine elemanolida i ksantanolida imaju strukture s otvorenim prstenom.
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Slika 2. Strukture skupina seskviterpenskih laktona (3) ( A) Germakranolidi, B) Heliangolidi ,
C) Melampolidi, D) Germakradienlolidi, E) Eudesmanolidi, F) Eremofilamolidi, G) Guaianolidi, H)
Pseudoguaianolidi, 1) Hipokretenolidi, J) Ksantanolidi, K) Elemanolidi )



Germakranolidi su najveca skupina STL-a i predstavljaju biogenetske prekursore vecine
seskviterpenskih laktona, predstavljaju¢i izomernu konfiguraciju koja svrstava gore
navedene spojeve u skupine. Guaianolidi i njihovi sekundarni derivati, ksantanolidi, su

jos jedna znacajna skupina.

Ljudska populacija kao i zivotinje izlozene su djelovanju SL-a na razli¢ite nacine,
posebice kroz direktni kontakt sa SL-a koje sadrZe biljke. U dana$nje vrijeme, biljke
predstavljaju znacajan izvor spojeva koje se skoriste u farmaceutskoj industriji ( 67%
lijekova za lijeCenje raka su prirodni spojevi ili derivati istih). No, primjena novih
terapeutskih supstanci za komercijalnu svrhu zahtjeva provjeru sigurnosti njihovog
koristenja. Alkilacija se smatra glavnim mehanizmom protutumorskog djelovanja
seskviterpenskih  laktona uz  formiranje  kovalentnih veza s  bioloskim
makromolekulama. Ovaj osnovni mehanizam je vrlo nespecifican, s niskom
selektivnos¢u. Kovalentnim vezivanjem na sulfhidrilnu skupinu enzima i drugih
funkcionalnih proteina Michaelovom adicijom elektrofilnih a,B-nezasi¢enih karbonilnih
ostataka oni alkiliraju i tako ometaju funkciju biomolekula na koje se vezu (DNA,
proteina i sl.) Takoder, mogu i inhibirati membranske transportere, modulirati
epigeneticke promjene genske ekspresije, ometati stani¢ni redoks sustav na nacin da
mijenjaju koncentraciju reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i slobodnog glutationa u

stanici, potom izazvati ostecenja DNA stvaranjem ROS-a i sl. (4)

INealkilirajuéi STL | Alkilirajuci SL
INeurotoksin I ' :

= ) Reakcija
. y N
hipersenzitivnosti

Lipoperoksidacija

rl GSH ;

y 5 1 1
/GABA ROS 2 D
- Ca:“ = 1} 4 Qu:, ™ .

‘ SERCA R % s
“ : Protein

l"Citoplazma IOV | 7

DNK HDAC
DNMTI

Vanstani¢ni matriks

Slika 3. Mehanizmi djelovanja seskviterpenskih laktona u stanici



Mehanizam djelovanja seksviterpenskih laktona u stanici sadrzi nekoliko biokemijskih
reakcija i procesa. Alkilacija glutationa i proteina koja rezultira pove¢anim oksidativnim
stresom, alkilacija DNA koja katkad dovodi dovodi do genetskih mutacija, alkilirani
proteini su prepoznati kao "strana tijela" pa se izbacuju iz stanice, poveéani oksidativni
stres dovodi do genetskih mutacija, blokiranje pumpi SERCA, S§to dovodi do
akumulacije Ca-iona pri ¢emu dolazi do neravnoteze koncentracije ROS-a u
mitohondriju, neravnoteza transporta CI” u stanicu zbog antagonistickog djelovanja na

GABA receptor, ometanje epigenetickih procesa. (5)

1.2.1. Biljne vrste u kojima se nalaze seskviterpenski laktoni

Seskviterpenski laktoni su Siroko rasprostranjeni u biljnom svijetu te su prisutni u
nekoliko biljnih porodica uklju¢uju¢i Acanthaceae, Amaranthaceae, Apiaceae,
Aristolochiaceae,  Asteraceae, = Bombacaceae,  Burseraceae,  Coriariaceae,
Chloranthaceae, Euphorbiaceae, llliciaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Magnoliaceae,
Menispermaceae, Orchidaceae, Polygonaceae i Winteraceae. Prisutni su takoder i u
biljkama iz reda mahovnjaca, to¢nije zdencara. Monoterpeni prevladavaju u porodici
Lamiaceae, dok seskviterpenski laktoni uglavhom prevladavaju u skupini Asteraceae.
Vrste iz ove porodice imaju najraznolikiju skupinu seskviterpenskih laktona,
ukljucujuéi gotovo 5000 struktura s 30 razli¢itih tipova kostura do sada identificiranih.
(6) Seskviterpenoidi su uglavnom locirani u stanicama karakteristicnim za vecinu vrsta
iz porodice Asteraceae, no mogu se naci i u vakuolama ostalih stani¢nih tipova kod
biljaka, osobito izgradenih prilikom odgovora na bioti¢ki stres. Glavni su sastojCi
lateksa, kod biljaka koji ga proizvode, a znacajni su i kao antimikrobni agensi. Spojevi
kao sto je fitoaleksin?, molekule proizvedene "de novo" u reakciji mikrobnog napada,
sluze kao prirodna zastita biljaka od UV zracenja. Biljke ne proizvode seskviterpenske
laktone i ostale sekundarne metabolite za dobrobit ljudi nego vlastite funkcije. Najcesce
su prisutni u liS¢u i cvjetnim glavicama, uglavnom proizvedeni u velikim koli¢inama ili
kod nekih vrsta u organima za skladiStenje, primjerice trihomima. (7) Istrazivanja
pokazuju kako su seskviterpenski laktoni izrazito dobri spojevi za razlikovanje
podrodova nekih od znacajnijih porodica kao $to su : Vernoniae, Heliantheae te
Mutisioideae  (Slika 4.). Kod rodova Vernonia, Ambrosia, lIva, Parthenium,

Tetragonotheca te Artemisia, seskviterpenski laktoni su korisni markeri za razdvajanje

! izlugevina biljne stanice koja brani biljku od nametnika



podvrsta i sistematiku. Razli¢ite dvosupnice stvaraju germakranolidne seskviterpene, a
samo porodicu Asteraceae karakterizira niz strukturno modificiranih i visoko
supstituiranih spojeva. Preko 1300 razli¢itih struktura seskviterpenskih laktona izolirano

je iz gotovo svih ¢lanova od 15 rodova ove porodice. (8)

Slika 4. Neke biljne vrste iz porodice Asteraceae (s lijeva na desno) : Centaurea

rupestris, Centaurea jacea (Autor: lvana Carev)

Porodica Asteraceae smatra se najvecim izvorom strukturno razlicitih seskviterpenskh
laktona, iako su prisutni i u ostalim porodicama kao §to su Magnoliaceae, Apiaceae,
Lauraceae i Acanthaceae. Korijenje biljaka uglavnom sadrzi manje SL, ali neki spojevi
su i izolirani iz istih (primjerice laktoni iz biljke Michelia compressa, helenalin iz Inula
heleinum, te laurenobiolidi iz biljke Laurus nobilis). Postotak laktona koji se moze
izolirati ovisi 0 vrsti i dijelu biljke iz kojeg je izoliran ali uglavnom varira izmedu
0,001% do 5% suhe mase. (3) Neke biljne vrste iz rodova Vernoniae, Heliantheae i

Mutisioideae su Vernonia baldwinii, Helianthus annuus, Mutisia acerosa (9-11)

Mnogobrojne biljke koje sadrze SL koriste se kao prirodni lijekovi ili konzumiraju kao
hrana, a seskviterpenski laktoni su zasluzni za okus gor¢ine tih biljaka. Ovi bioloski
aktivni spojevi imaju odredena farmakoloska svojstva. Neke od vrsta koje ih sadrze, su
primjerice kamilica (Matricaria recutitia), jakon (Smallanthus sonchifolius), zelena
salata (Letuca spp.) i sli¢no. Brazilska arnika (L. trichocarpha), kao i europska, sadrze
seskviterpenske laktone koji se primjenjuju kod nagnjecenja, za tretiranje reumatizma,

upala 1 boli. Cyvjetovi kamilice imaju razli¢ite bioaktivne molekule, ukljucujucéi
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guianolide s protuupalnim efektom. Atractylodes macrocephala sadrzi SL kao S§to su
atraktilenolid I'i 111 (Slika 5.) s protuupalnim efektima na LPS-aktivirane makrofage, in
vitro i in vivo antitumorsku aktivnost u stanicama raka plu¢a kao i citotoksi¢nu
aktivnost na leukemijskim stanicama. Artemisia annua sadrzi artemisinin, spoj koji se

nalazi u sastavu lijekova protiv malarije i u¢inkovit je u njihovoj primjeni. (3)
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Slika 5. Neki seskviterpenski laktoni s protuupalnom aktivnoséu: 1. sonhifolin; 2.
uvedalin; 3. enhidrin; 4. fluktuanin; 5. artemisinin; 6. leukodin; 7. ahilin; 8. matrikarin;
9. dehidrokostuslakton; 10. laktucin; 11. laktukopikrin; 12. partenolid;13. kostunolid;
14. atraktilenolid I; 15. atraktilenolid I11. (3)



1.2.2. Seskviterpenski laktoni u biljnim vrstama iz porodice Asteraceae

.....

23 000 biljnh vrsta raSirenih unutar 1620 rodova. Veliki broj znacajnih biljaka,
primjerice Hieracium sp., Cirsium sp., i ostali predstavnici roda Cardueae,Centaurea
solstitialis L., Taraxacum officinale, pripadaju ovoj biljnoj vrsti. IstraZivanja potvrduju
postojanje 287 razli¢itih seskviterpena koji pripadaju rodovima ove biljne vrste. Za
razliku od ostalih rodova iz porodice Asteracea koji pripadaju rali¢itim podvrstama,
oksigenirana funkcija na C-7 ugljiku je gotovo uvijek a-orijentirana te, ako postoji,
cnicin te cinaropikrin, janerin i Kklorohisopifolin. A. Centaurea conifera, Centaurea
incana, Centaurea salonitana, Centaurea scabiosa and C. solstitialis sadrze
germakrane, guianolide i eudesmane. Porodici Asteraceae pripadaju i suncokreti
(Helianthus annuus) koji se uzgajaju zbog ulja u svojim sjemenkama, Carthamus
tinctorius odavno se koristi kao tekstilna boja, a mnoge vrste se koriste kao aromati¢no

bilje ili u medicinske svrhe. (12)

Articoka je biljka koja predstavlja odlican izvor zdravih sastojaka kao §to su polifenoli,
seskviterpenski laktoni, vitamini 1 minerali. NajvaZnije i najzastupljenije polifenolne
komponente u articokama jesu izomeri kafeoilkvinske kiseline kao i flavoni te
antocijanini. Seskviterpenski laktoni (guaianolidi) su jo§ jedna vazna skupina
bioaktivnih komponenata prisutna u articokama koja je povezana s razli¢itim pozitivnim
uéincima nastalih konzumiranjem istih. Najzastupljeniji spoj je cinaropikrin, Kkoji
pokazuje niz pozitivnih farmakoloskih u¢inaka kao $to su snizavanje nivoa lipida u krvi,
¢ime se usporava razvoj ateroskleroze i smanjuje ucestalost njezinih posljedica u
kardiovaskularnom sustavu (antihiperlipidemici), sastojci lijekova protiv bolesti
tripanosomijaze, poznatije kao uspavljivanje (antitripanosomsko djelovanje), spojevi
koje sadrze lijekovi koristeni za lijeCenje malarije (antimalarici), antifeedanti, te lijekovi
koji se koriste kao agenti za relaksaciju miSi¢a (antispazmolitici) te antitumorske
aktivnosti. (13-15)

Prisutnost polifenola i seskviterpenskih laktona u biljnim ekstraktima ovisi 0 uzgoju,
uvjetima rasta kao i mnogim drugim faktorima. Bioloski aktivne komponente articoke
prelaze crijevne 1 ZeluCane barijere dospjevaju¢i u ljudski krvotok. Medutim,

neprobavljeni ostaci articoke mogu dovesti do nakupljanja fenolnih komponenti u
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debelom crijevu. U skorije vrijeme, nove hibridne vrste articoka su se pokazale kao
efektivni inhibitori neurodegenerativnih enzima (kao S§to je kolinesteraza) time
potvrduju¢i farmakoloSki potencijal ekstrakata iz ove biljne vrste. Na spomenute
bioloske ucinke polifenola 1 seskviterpenskih laktona zna¢ajno mogu utjecati
fementacijski 1 procesi probave. Ranije spomenuta frakcija koja dospijeva u debelo
crijevo ima glavnu ulogu u odredivanju zdravlja crijeva pruzaju¢i antioksidativnu
komponentu ili pozitivan utjecaj na crijevnu mikrobiotu. Antioksidativni efekt artiGoka
prema gastrointensinalnom traktu je istrazen in vivo kao i in vitro. Istrazivanje je
moguce provoditi putem UHPLC-QTOF maseno spektrometrijskog pristupa s
naglaskom na polifenolne spojeve i seskviterpenske laktone. In vitro fermentacijom
zabiljeZzeni su slucajevi formiranja novih metabolita tijekom odvijanja enzimskih
reakcija; primjer su formirani enterolignani? enterolaktoni i enterdioli. Ovi spojevi su
formirani iz biljnih lignana putem mikroorganizama iz crijeva. Obzirom na
klorogeni¢nu kiselinu iz pocetnog materijala, nastaju 1 pojedini metaboliti kroz
mikrobiotu crijeva kao $to je kofeinska kiselina te izomerne forme
hidroksifenilpropionske kiseline. Najzastupljeniji seskviterpenski laktoni u ovoj biljnoj
vrsti su dehidrocinaropikrin, grosheimin i cinaratriol. Za seskviterpenske laktone i
polifenole prisutne u articokama izrazito su bitni okoliSni uvjeti, nacin skladiStenja

nakon samog uzgoja, uvjeti rasta i analiza biljnog tkiva. (13)

1.2.3. Bioloska aktivnost seskviterpenskih laktona

Poznato je kako izoprenoidi formiraju najraznovrsniju skupinu sekundarnih metabolita,
s preko 35 000 poznatih struktura, od kojih vecina ima bioloSke aktivnosti, osobito
seskviterpenski laktoni sintetizirani iz porodice Asteraceae. Posljednjih godina,
farmaceutska industrija razvija sve veci broj anti-tumorskih lijekova baziranih na
seskviterpenskim lakonima. Osim klasi¢nih, do sada poznatih struktura, poc¢inju se
istrazivati 1 neobi¢ni laktoni s novim ugljikovim kosturom koji su izolirani razliitim
metodama i analizom prirodnih spojeva posebice plinskom kromatografijom,
nuklearnom magnetskom rezonancijom, te proton magnetskom rezonancijom (NMR)-

spektroskopijom. (16)

2 metaboliti iz prehrambenih lignana koji nastaju u probavnom sustavu



1.2.3.1. Antitumorska i citotoksi¢na aktivnost seskviterpenskih laktona

Biljni ekstrakti koji posjeduju antitumorsku aktivnost postali su znacajni u posljednjem
desetljecu. Za preko 50 seskviterpena smatra se da imaju znatan potencijal kao
inhibitori rasta velikog broja modela tumora. (17) Antitumorska aktivnost SL-a je
prisutna kod razli¢itih tipova stanica vezanih za razlicite tipove tumora primjerice
gliome, grudi, jajnika, gusterace ili kod leukemije. Derivati artemisinina su pogodni za
lijecenje karcinome grkljana, melanome te su koristeni u fazama I i II klini¢kih studija o
raku dojke 1 tumorskim stanicama kod raka pluc¢a. Derivati tapsigargina su takoder bili
u¢inkoviti u prvoj fazi klini¢kih ispitivanja raka prostate i bubrega. Veza strukturne
akivnosti SL-a s njihovom citotoksi¢nosti zapravo se temelji na prisutnosti a-metilen-y-
laktonskog dijela molekule, Michaelovog akceptora koji reagira s bioloskim
nukleofilima formirajuéi stabilne spojeve. Vec¢ina poznatih organizama imaju enzime s
cisteinom te se njihova sulfhidrilna skupina navodi kao meta alkiliraju¢ih strukturnih
elemenata. Promatraju¢i germakranolide navodi se da dvostruka veza izmedu Cs i Ce
ugljika reducira citotoksi¢nost u svim stanicama, dok ga epoksidna grupa poveéava. Ta
skupina u bo¢nom lancu na Co ugljiku povecava antileukemijski efekt. Postojanje
konjugiranih estera predstavlja Michaelov akceptor koji omogucéuje formiranje vise
produkata s biotiolima. Zajedni¢ko svim seskviterpenskim laktonima jest to da Sto je

veci broj alkilacijskih aktivnih centara, znacajnija je i citotoksi¢na aktivnost. (18)

Spoj Izvor spoja
ridentin Artemisia sp.
partenolid Ambrosia confertiflora
liatrin Liatris sp.
eupaklorin acetat Eupatorium sp.
plenolin Baileya pleniradiata
helenalin Helenium autumnale
aromaticin Helenium aromaticum

Tablica 1. Neki od seskviterpenskih laktona koji imaju antitumorsku aktivnost (17)



Derivati artemisinina (Slika 6.) kao §to je dihidroartemisinin mogu formirati visoko
reaktivne slobodne radikale u prisustnosti Zeljezovih (Fe?*) iona. (19) Artemisinin je
neobiCan seskviterpenski lakton endperoksid izoliran kao aktivni spoj biljke koja se
koristi u lijeCenju malarije Artemisia annua L. (20) Ti derivati su znacajni sastojci nekih
lijekova za terapiju protiv malarije. Osim toga, posjeduju i farmaceutska svojstva kao
Sto su antimikrobna, antituberkulozna, antitumorska i ujedno su dobri kandidati za
sastojke lijekova protiv tumora. Artemisin ima i neke nedostatke kao $to je kratak polu-
zivot, loSu topljivost 1 ogranienu bioraspolozivost rezultiraju¢i s niskom aktivnoS¢u
prema stanicama raka $to se moze poboljsati hibridizacijom i uz to reducirati nuspojave.
Posljednjih godina , veliki broj ovakvih hibridiziranih spojeva pokazali su se izvrsnim u
in vivo 1 in vitro aktivnosti protiv vrsta raka osjetljivih i otpornih na lijekove zbog cega

se mogu smatrati potencijalnim antitumorskim sredstvima. (19)

Slika 6. Kemijska struktura artemisinina (20)
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1.2.3.2. Antibakterijska i antifungalna aktivnost seskviterpenskih
laktona

Biljke, kao i Zivotinje moraju sprijeciti napade bakterija. Cesta su meta napada patogena
te su podlozniji infekcijama zbog sesilnog nacina zivota, stoga kao nacin obrane od
napada proizvode niz spojeva koji im omogucavaju obranu od napada gljivica, bakterija
i virusa. Ti spojevi su najéeSc¢e alkaloidi, fenoli i terpenoidi. U porodici Asteraceae,
seskviterpenski laktoni su jedan od glavnih bioloski aktivnih komponenti takve obrane.
Njihova uloga znacajna je u sprjecavanju mikrobnog napada, na nac¢in da dovode do
naruSavanja stanicne membrane mikroba, u¢inkom koji se moZe pripisati polarnim
skupinama ovih anti-mikrobnih spojeva koji narusavaju fosfolipidnu membranu. Od
posebnog znacaja su fitoaleksini kao odgovor na infekciju. Oni se stvaraju u stanicama
koje su pod direktnim stresom. Na ovaj nacin stvara se znaCajan mehanizam obrane
biljaka, smanjujuci rast invazivnih patogena dok seskviterpenski laktoni sprjecavaju
Sirenje infekcije na povrSini Cine¢i prvu liniju obrane. lako postoji Sirok spektar
antifungalnih seskviterpenskih laktona, mnogi mikrobi su otporni ili im se ¢ak povecava
rast kao odgovor na SL-e¢ pa je konstantno prisutan kompleksan sustav koji ¢ine vrste
koje se prilagodavaju pojedinim tipovima seskviterpenskih laktona. (7) Ovi spojevi
pokazuju osobito dobru antimikrobnu aktivnost u odnosu na gram-pozitivne bakterije
kao $to su Staphylococcus aureus i Bacillus subtilis. Postojanje a-metilen-y-laktonske
skupine (aMyL) vezano je za njihova antimikrobna svojstva ali su istraZivanja pokazala
da B-nesupstituirani ciklopentenonski prsten doprinosi antimikrobnoj aktivnosti SL-a i
ujedno je neovisan o postojanju ili odsustvu o-metilen-y-laktonske skupine. Ove
nabrojane skupine nisu jedini ¢imbenici o kojima moZe ovisiti antimikrobna aktivnost,
takoder ulogu imaju i dodatne skupine i njihove pozicije na ugljikovodicnom lancu. (21)
Nepolarni ili slabo polarni spojevi smatraju se vise bioaktivnim. Za seskviterpene iz
skupine guaianolida smatra se da imaju najveéu antimikrobnu aktivnost. (7)
Antibakterijska aktivnost seskviterpenskih laktona potvrdena je kod vrsta kao Sto su
ksantin, iz Xanthium pennsylvanicum , zatim cnicin iz Cnicus benedictus, mikanolid i
dihidromikanolid iz Mikanie monagasensis, kao i partenolid iz Chrysanthemum

parthenium. (21)

Utjecaj seskviterpenskih laktona na rast Cetiri roda gljiva (Colletotrichum, Fusarium,

Botrytis i Phomopsis), ukazao je da najznacajniji spojevi sadrze aMyL skupinu, no to
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ne uvjetuje citotoksi¢nost. Helenin (Slika 7.), mjesavina dva izomera seskviterpenskih
laktona alantolaktona, izoalantolaktona 1 izohelenin (iz roda Inula elenium), su
najpoznatiji SL-i s antifungalnom aktivno$cu, s tim da helenin pokazuje i antimikrobna

svojstva osobito prema gram-pozitivnim bakterijama. (21)

alantolakton izoalantolakton

Slika 7. Kemijska struktura seskviterpenskih laktona koji ¢ine helenin (21)

1.2.3.3. Protuupalna svojstva seskviterpenskih laktona

Seskviterpenski laktoni posjeduju i protuupalna svojstva koja mogu biti od iznimne
koristi u lijecenju kroni¢nih bolesti. Glavni mehanizam protuupalne aktivnosti je
inhibicija ekspresije nuklearnog faktora kB (NF-xB). NF-kB? je protein koji regulira
preko 150 gena i dio je ljudskog imunoloskog sustava. On ujedno kontrolira reakciju
ostalih utjecaja kao Sto su citokina, upalnih molekula, adhezijskih molekula itd.
Inhibicija NF-kB smanjuje upalnu reakciju i suzbija rast raka. Smatra se da su

guaianolidi snaZni inhibitori NF-kB faktora.

Neki od SL-a s bioloskim aktivnostima ukljuCuju tapsigargin, specifi¢ni inhibitor
intrastani¢ne kalcijeve pumpe kao 1 pikrotoksini, koji antagoniziraju GABA kloridne
kanale u centralnom ziv€anom sustavu te posjeduju konvulzivne, insekticidne i

antiparazitske aktivnosti.

Artemisinin inhibira izluéivanje faktora nekroze tumora alfa ( TNF)-a , interleukina-
(IL-) 1B 1 IL-6 u ovisnosti o dozi, djelujuci protuupalno na forbol-miristatacetat- (PMA-

) inducirane THP-1 monocite. (22) Pored ostalih osobitosti, ovaj spoj odlikuje i visoka

3 nuklearni faktor kapa B
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selektivnost prema malarijskim parazitima. Kemijska reakcija kojom artemisinin i
njegovi derivati reagiraju s biomolekulama razlikuje se od veéine seskviterpenskih
laktona i ukljucuje selektivni unos inficiranih eritrocita te potom interakciju sa
heminom, porfirinom koji sadrzi Zeljezo, nastalim kao produkt probave iz hemoglobina

parazita. (6)

Malarija je bolest koja predstavlja globalni problem ugrozavajuc¢i zivote 300-500
milijuna ljudi. Danas znamo da je to vektorska zarazna bolest uzrokovana parazitom
Plasmodia. Postoje Cetiri tipa Plasmodium vrsta : P. falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae i Plasmodium ovale, dok je vektor prijenosnik komarac koji $iri
bolest, vrste Anopheles, a sama je bolest rasirena u podruc¢ju Amerike, Azije i Afrike.
Za lijecenje bolesti zasluzni su antimalarici iako pojedine vrste parazita postaju otporne
na iste stoga se sve vise u lijeCenju koriste terapije bazirane na artemisininu. Biljka koja
se koristi u medicinske svrhe A. annua poznati je izvor seskviterpenskog laktona
artemisinina te se koristi u ovoj vrsti lijeCenja. Za antimalarijsku aktivnost ovog spoja
zasluzna je 1,2,4-trioksanska prstenasta struktura. Moze se koristiti za lije¢enje infekcija
uzrokovanih P. falciparum. Njegovi polusintetski analozi kao $to su artemeter (metil-
eter dihidroartemisinina) poboljSavaju farmakokineti¢ka svojstva i takoder su u uporabi
pri klini¢kim istrazivanjima i preporuceni su od strane Svjetske zdravstvene
organizacije (WHO) osobito u lijecenju vrsta malarije otpornih na postojece lijekove.
Smatra se da se mehanizam djelovanja ovog seskviterpenskog laktona sastoji od dva
dijela. U prvom (aktivacija) zeljezo katalizira cijepanje endoperoksidnog mosta i
oslobadanje slobodnih radikala. U drugom (alkilacija), slobodni radikali formiraju
kovalentne veze s proteinima parazita. Visoko reaktivne molekule utje€u na proteine u
Plasmodiumu te se smatra da naposljetku ubija mikroorganizme. Ostali seskviterpenski
laktoni s antimalarijskom aktivno$¢u su komponente listova i cvjetova A. gorgonum,
koji su fitokemijski istraZeni i izolirani, a koji spadaju u skupine guianolida (11 vrsta) i

germakranolida (2 vrste). (20)

1.2.3.4. Kontaktni alergijski dermatitis

Seskviterpenski laktoni su kemijski spojevi koji se nalaze u nekoliko vrsta biljaka koje
uzrokuju kontaktni alergijski dermatitis (Slika 8.). Budu¢i da je porodica Asteracea ili

drugim imenom Compositae i njezine biljne vrste zasluzna za vecinu slucajeva
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dermatitisa, "Compositae dermatitis” i "Seskviterpenski dermatitis” postali su sinonimi.
Vise od 200 od oko prilike 25 000 vrsta iz porodice Compositae uzrokom su kontaktnog
alergijskog dermatitisa. Gotovo polovica seskviterpenskih laktona iz ove porodice u
mogucnosti je stvarati hipersenzitivnost. SL kao alergeni pronadeni su u skupinama
eremofilanolida, germakranolida, eudesmanolida, guaianolida, pseudoguaianolida i
ksantanolida. Kontakt se odvija kada se niskomolekularni spoj hapten kovalentno veze
za protein (protein receptor) i formira antigen sposoban za senzibilizaciju limfocita.
Ako se a-metilenska skupina seskviterpenskih laktona reducira (R=CH2 na R-CHj3),
alergenost se gubi, budu¢i da viSe nije nezasi¢ena 1 osjetljiva na nukleofilni napad.
Redukcija ove skupine alantolaktona, SL-a pronadenog u porodici Compositae,
konjugacijom s odredenim aminokiselinama kao Sto su imidazolni prsten histidina,
amino skupina lizina ili sulfhidrilna skupina cisteina, ¢ini je imunoloski neaktivnom.
Postoji jo$s faktora koji utjeCu na stvaranje alergijske reakcije osim postojanja o-
metilenske skupine jer nisu svi seskviterpenski laktoni s ovom skupinom alergeni.
Lipofilnost pomaze senzibilizaciji olakSavajuci apsorpciju i vezivanje za Langerhansove
stanice, nedostatak oksigeniranih supstituenata u blizini laktonskog prstena stvara

prostor za nukleofilni napad na a-metilenskoj poziciji. (23)

Seskviterpenski lakton iz skupine pseudoguianolida, partenin, smatra se glavnim
alergenom iz roda Parthenium hysterophorus. Izrazito je agresivna biljka te je alergijski
kontaktni dermatitis potaknut ovom biljkom postao veliki zdravstveni problem za opcu
populaciju. Jo§ uvijek nije objasnjeno zasto su muske osobe sklonije ovoj bolesti pri
kontaktu s ovom biljkom u odnosu na zenske osobe 1 djecu. Pored ostalih biljnih vrsta
koje razvijaju bolest u kontaktu s biljkama, navodi se rod Frullania koja ¢esto uzrokuje
alergijski dermatitis kod Sumara. Seskviterpenski lakton, frulanolid, identificiran u ovim
biljakama pokazuje svojestva senzibilizatora. Mnoge vrste Chrysanthenum Costus
Absolute, sastojak parfema dobiven iz roda Saussurea lappa, uzrokom su dermatitisa i u
sastavu svih pronadeni su seskviterpenski laktoni. Svi poznati SL-i sadrze exocikli¢ku
a-metilensku funkciju koja moze konjugirati sa sulfhidrilnim skupinama proteina u
stanicama putem Michaelove adicije i formirati antigene sposobne za stvaranje

alergijske reakcije. (17)
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1.2.4. Citotoksic¢nost Centaurea vrsta i njihovih ekstrakata

Rod Centaurea pripada porodici Asteraceae , i sadrzi vise od 500-600 vrsta koje su
Siroko rasprostranjene po cijelom svijetu. Biljke ovog roda imaju razli¢ita bioloska
svojstva, antimikrobna, antifungalna, protuupalna, antioksidacijska, antiplazmodijalna,
citotoksi¢na, antitumorska, antihepatotoksi¢na i druga. (24,25) Veliki broj vrsta koriste
se pri lijeCenju razliCitih tegoba npr. dijabetes, dijareja, reumatizam, malarija,
hipertenzija i slicno. Skupina spojeva koja je najvise istraZzena su seskviterpenski laktoni
a alkaloidi najmanje. Seskviterpenski laktoni klorohisopifolin A, cinaropikrin i
deacilcinaropikrin iz ovog roda imaju citotoksicna i citostaticna svojstva.
Seskviterpenski laktoni izolirani iz djelova biljaka C. zuccariniana, C. achaia i C.

thessala imaju citotoksi¢na svojstva na pet ljudskih stani¢nih linija. (26,27)

Slika 8. Centaurea triumphetii i Centaurea jacea (Autor : lvana Carev)

In vitro istrazivanja citotoksi¢nosti® biljnih ekstrakata prvi su korak u istrazivanjima
antitumorskih spojeva iz prirodnih izvora. (28) Citotoksi¢nost predstavlja moguénost
pojedinih spojeva da induciraju stani¢nu smrt. (29) Osjetljivost stanica na toksi¢nost u
in vitro okolini veéa je od osjetljivosti u in vivo okolini odnosno u ljudskom organizmu,

stoga toksi¢nost materijala in vitro rezultira i toksi¢nosc¢u u in vivo okolini. (30)

4 In vitro testiranje je poku$aj simuliranja in vivo okruZenja u strogo kontroliranim uvjetima

15



Tretiranje stanica citotoksi¢nim spojem dovodi do odredenih stani¢nih stanja, a to mogu
biti :

1. nekroza — nastaje kao posljedica znatnijeg oSteCenja stanice koja ne moze
kontrolirati ravnotezu tekuéine i iona stoga bubri i gubi se cjelovitost stani¢nih
organela

2. apoptoza - aktivacija genetski programirane stani¢ne smrti tj. ravnoteza izmedu

gubitka i stvaranja stanica normalnog tkiva tijekom Zivota (31)

Test citotoksi¢nosti je metoda kojom je moguce otkriti kancerogene spojeve kao i ostale
koji su rizicni za ljudsko zdravlje. Temelji se na tretiranju zivih stanica testnom
kemikalijom pri ¢emu se u obzir uzima narusenost stanicne membrane te se primjenjuje
boja koja prodire u stanicu i vizualizira njezinu unutrasnjost. (32) Najcesci test koji se
koristi za testiranje citotoksi¢nosti je test redukcije tetrazolijeve soli (MTT test). To je
kalorimetrijska metoda bazirana na odredivanju metabolicke aktivnosti mitohondrija
mjerenjem redukcije topljive MTT tetrazolijeve soli u plavi netopljivi formazan (Slika
9.). U nekim novijim izvedbama koriste se supstrati tzv. "u vodi topljivih tetrazolijevih
soli" (eng. Water soluble tetrazolium salt ,WST-1) koji se metaboliziraju u produktu
koji je topljiv u mediju za uzgoj stanica. Ocitana apsorbancija je proporcionalna broju
zivih stanica stoga se preZivljenje stanica izrazava kao postotak omjera apsorbancije

tretiranih i netretiranih stanica. (33)

N
o A
" /Ej\ metabolicki aktivne Q_\( N S CH
N CH, vijabilne stanice N
e -

) b e

MTT Formazan

Slika 9. Transformacija MTT-a (26)
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Strukture citotoksi¢nih seskviterpenskih laktona su razlicite: pokazuju razli¢itosti u
ugljikovom skeletu i sadrze razli¢ite funkcijske skupine. Smatra se da je za citotoksi¢nu
aktivnost ovih spojeva najzasluznije postojanje a-metilen-y-laktona. (34) Kad govorimo
o njihovoj toksi¢nosti, mozemo ih podijeliti u tri grupe : alkilansi (npr. partenolid), ne-
alkilansi (npr. tapsigargin) i neurotoksini (npr. tutin), pokazujuéi svoj toksi¢ni efekt
kroz razli¢ite mehanizme: proteinska alkilacija, DNA alkilacija, antagonizam GABAA
receptora ili indukcija hipersenzitivne reakcije. Vecina alkilansa ponasa se kao

elektrofili, reagirajuci sa SH proteinskim reziduama u proteinima. (5)

Posljednjih godina, Centaurea rod privukao je iznimno zanimanje istrazivaca temeljem
svojih kemijskih svojstava. Citotoksi¢na aktivnost seskviterpenskih laktona izoliranih iz
dijelova biljaka ovog roda na pet ljudskih stani¢nih linija : raka debelog crijeva (DLD1),
glioblastomskim stanicama (SF268), tumorske stani¢ne linije (MCF7), stanice
karcinoma pluc¢a (H460) , stani¢na linija karcinoma jajnika (OVCAR3) i spoj 8a-O-
dehidromelitensin pokazuje ucinak inhibicije rasta prema OVCAR3 stanicama. C.
calolepis sadrzi spoj cnicin, ¢ija je aktivnost citotoksi¢na prema ljudskim malignim
stanicama. (28) Dva seskviterpena koja imaju znacajnu citotoksi¢nu aktivnost jesu
arktiopikrin te 8-O-(4-hidroksi-3-metilbutanoil)-salonitenolid, s tim da arktiopikrin ima

znacajniju aktivnost. (26)

1.2.5. Kostunolid

Kostunolid (Slika 10.) je bezbojan kristalni prah molekulske formule CisH200: i
molekulske mase 232,318 g/mol. Izoliran je iz velikog broja biljnih vrsta kao §to su
Saussurea lappa, Aucklandia lappa Decne, Michelia floribunda, agnolia grandiflora,
Podachenium eminens, Magnolia sieboldii, Cosmos pringlei, Laurus nobilis, Laurus
novocanariensis, Magnolia kobus, Magnolia ovata i drugih. (35) Kostunolid je spoj
koji, zajedno s hehidrokostus laktonom, inhibira efekt suzbijanja funkcije citotoksi¢nih
limfocita T, stvaranje dusikovog oksida (NO) i ekspresije antigena virusa hepatitisa B.
Smatra se spojem s in vitro aktivno$¢u protiv parazita Trypanosoma brucei, patogena
koji uzrokuju africku tripanosomijazu (HAT), poznatiju kao "bolest spavanja" koja se
prenosi ubodom muhe ce-ce (tsetse muhe) i ukoliko se ne lije¢i zavrS§ava smrtnim
ishodom. (41)
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Slika 10. Kemijska struktura kostunolida (36)

Kostunolid odlikuje veliki broj bioloskih aktivnosti kao S$to su antitumorska,
protuupalna, antioksidacijska, antihepati¢na 1 sl. Istrazivanja su pokazala kako ima
dobar terapeutski efekt prema velikom broju tipova raka. Sadrzi y-laktonski prsten s
exociklickim metilenom konjugiranim s karbonilnom grupom. Zbog dvostruke veze a-
metilen-y-butirolaktona, moguca je uloga elektrofilne skupine u reakciji s nukleofilnom
skupinom u nekim esencijalnim grupama aktivnih mjesta u organizmu, npr.veze o-
metilen-y-butirolakton moze reagirati s aminokiselinama ili peptidima (kao Sto su L-
cistein, glutation) 1 nekim enzimima koji sadrze sulthidrilnu grupu (kao Sto je
fosfofruktokinaza, glikogen sintaza®> i DNA polimeraza u reakciji Michaelove adicije).
Putem ove reakcije izmedu a-metilen-y-butirolaktona i sulfhidrilne skupine (-SH),
enzim koji ima znacajnu ulogu u dijeljenju stanica je aktiviran i uzrokuje prikladnu
reakciju koja moze biti potencijalni citotoksi¢ni mehanizam seskviterpenskih laktona

koji sadrze ovaj prsten (kostunolid, partenolid, eupatolid, helenalin itd.) (36)

Antimikrobna  svojstva  kostunolida prema  Mycobacterium  tuberculosis i
Mycobacterium avium upucuju na njegovu potencijalnu primjenu kao antituberkuloznog
lijeka. Nadalje, antimikrobna aktivnost pokazana je i prema Staphylococcus aureus,
Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa bakterijama te inhibira rast H. pylori,
obi¢no vezane za gastro i duodenalni ulkus. Antifungalna aktivnost pokazana je prema
Botauttis cinereal, Colletotrichum acutatum, Colletotrichum fragariae i Colletotrichum
gleosporioides, a antivirusno svojstvo kostunolida bilo je vidljivo u inhibiciji ekspresije

hepatitis B antigena (HbsAg) u humanim hepatoma Hep3B stanicama. (37) :

5> enzim koji u stanicama katalizira reakciju povezivanja molekula glukoze u glikogen
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Efekt Testirani organizmi
M. tuberculosis
S. aureus
Antibakterijska E. coli
aktivnost P. aeruginosa
M. avium
H. pylori
T. simum
T. rubrum
Epidermophyton floccosum
Antifunfalna Aspergillus niger
aktivnost Carvulari lunata
Colletotrichum acutatum
Colletotrichum fragariae
C. echinulata
Antivirusno djelovanje Hepatitis B virus (HBV)
Tablica 2. Antimikrobne aktivnosti kostunolida (37)

Upotreba biljnih produkata u kozmeticke svrhe, osobito u prevenciji gubitka kose ili
promoviranju rasta kose dugo se prakticira. Biljne terapije koriStene kao promotori rasta
kose trebale bi imati nisku toksi¢nost, biti jednostavne za koriStenje te imati nisku
cijenu. U danaSnje vrijeme sve viSe se istrazuju njihove osnove te je potvrden pozitivan
efekt kostunolida u rastu kose. (37) Alopecija je poznatija kao termin za gubitak kose
Cesto prisutan kod muskaraca, odlikovana genetskom predispozicijom 1ili loSim
nutritivnim balansom, koriStenjem odredenih lijekova mozZe dovesti do hormonalnog
disbalansa koji rezultira gubitkom kose. Kostunolid je ispitan kao seskviterpenski lakton
koji utjeCe na proliferaciju stanica ljudskih folikula dlake (hHFDPC) te se pokazao
uspje$nim, a ispitivanjem njegovog inhibicijskog efekta na aktivnost Sa-reduktaze,
enzima koji katalizira pretvaranje testosterona u androgeni metabolit dihidrotestosterona

gdje je pokazao 50%-tnu inhibiciju zajedni¢kom primjenom s testosteronom. (38)
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Slika 11. Bioloske aktivnosti kostunolida (37)

1.2.6. Cinaropikrin

Cinaropikrin, gorki sastojak artiCoka, prvi put je izoliran 1960.-te godine iz vrste
Cynara scolymus. On doprinosi oko 80%-tnom karakeristicnom okusu arti¢oka $to je
povezano s aktivacijom senzora za gorcinu. Listovi articoka smatraju se efektivnim u
lijeCenju akutnog gastritisa, a cinaropikrin tome osobito pridonosi. (12,39) Spoj je
kasnije pronaden i u ostalim vrstama porodice Asteraceae, kao §to je Centaurea
solstitialis L.(Slika 12.), Hemisteptia lyrata B. i Saussurea calcicola. Spada u skupinu
guaianolida, seskviterpenskih laktona, te sadrzi 5-7-5 triiklicki okvir sa Sest ugljikovih
stereocentara, Cetiri exo-olefina i dvije hidroksilne skupine (Slika 13.). Odlikuju ga
bioloSke aktivnosti kao Sto su protuupalna, supresija NF-kB faktora te aktivacija

receptora za gor¢inu.
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Slika 12. Centaurea solstitialis (Autor : lvana Carev)

CH,

CH,OH

Slika 13. Kemijska struktura cinaropikrina (40)

Starenje koze je karakterizirano pigmentacijom, boranjem koze i potaknuto nizom
bioloskih faktora, a najce$¢i je ultraljubicasto zracenje. Time dolazi do naruSavanja
vitalnih makromolekula kao S§to su lipidi, proteini i nukleinske Kkiseline u
keratinocitama, a cinaropikrin se pokazao korisnim u prevenciji starenja koze u in vivo

eksperimentima koji su se izvodili.
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Cinaropikrin je ireverzibilni inhibitor bakterijskog enzima MurA® §to je od velike
vaznosti za bakterijske stanice obzirom da je enzim odgovoran za prvi korak u
citoplazmatskoj biosintezi peptidoglikanskih prekursor molekula. On se kovalentno
veze za tiolnu skupinu cisteinl15 (Cys115) putem Michaelove adicije. Nezasiceni
esterski dio lanca cinaropikrina jako je vazan za inhibiciju MurA za razliku od a-
metilen-y-butirolaktonske skupine i exo-ciklickog metilenskog dijela u monociklickom

dijelu cinaropikrina, koja ne igra veliku ulogu.

Osim niza uloga koji ovaj spoj ima, znac¢ajan je i antifeedant predstavljaju¢i ekoloski

siguran spoj za kontrolu insekata, pokazao se korisnim za niz vrsta leptira.

Najveca koncentracija cinaropikrina nalazi se u lis¢u pa se smatra da je to mjesto gdje je
sintetiziran i pohranjen, akumulira se u trihomima. Formiran je iz tri izoprenske jedinice
i sintetiziran mevalonatnim putem prikazanim na slici 14. Izoliran je iz velikog broja
biljnih vrsta; neke od njih potjecu iz Centaurea vrsta, a to su: C. ptosimopappoides, C.
bella, C. solstitialis, C. hermannii, C. scabiosa, C. tharacica, C. americana, C.

germakran A-
> ‘ﬂfﬁn A- oksidaza
— —

—_— COOH

ragusina, C. repens. (39)

3Cs jedinice

farnezil pirofosfat germakran A germakran A
(FPF) ldselina

J (+)-kostunolid

sintaza

cinaropikrin guaianolid (+)-cinaropikrin

Slika 14. Biosintetski put cinaropikrina. Ciklizacija farnezil pirofosfata (FPP)
katalizirana je (+)-germakran A sintazom (GAS) ¢ime se stvara germakran A Koji je
podvrgnut trima stupnjevima oksidacije Kkataliziranim germakran A oksidazom
stvarajuci Zeljenu kiselinu koja se potom hidrolizira putem (+)- kostunolid sintaze u
nestabilni meduprodukt koji se podvrgava neenzimskoj laktonizaciji daju¢i kostunolid,

prekursor za stvaranje cinaropikrina (39)

6 uridin-difosfat N-acetilglukozamin-3-o-enolpiruvil-transferaza
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1.3.  Mehanizam djelovanja seskviterpena

Poznato je kako seskviterpenski laktoni sadrze niz bioloskih i farmakoloskih aktivnosti
kao sto su antimikrobna, antitumorska, protuupalna, efekt na ziv€ani i kardiovaskularni
sustav 1 sli¢no. Te bioloske aktivnosti vezane su za o,B-nezasi¢enu karbonilnu strukturu
kao Sto je a-metilen-y-lakton, odnosno a,B-nezasic¢eni ciklopentanon ili konjugirani
ester. Ovi strukturni elementi reagiraju kao nukleofili, posebno cistein sulfhidrilne
skupine putem reakcije Michaelove adicije. Tiolne skupine kao Sto su cisteinske rezidue
u proteinima, zapravo su ciljana mjesta seskviterpenskih laktona. Razlika u aktivnosti
izmedu individualnih seskviterpenskih laktona moze se objasniti razli¢itim alkilacijskim
strukturnim elementima no utjecaj na akivnost mogu imati i ostali faktori kao $to je

lipofilnost, molekularna geometrija i sli¢no.

Seskviterpenski laktoni moduliraju veliki broj upalnih procesa, primjerice oksidativnu

fosforilaciju, agregaciju trombocita, otpusStanje serotonina. (42)

Inhibicija signalnog puta nuklearnog faktora kB (NF- kB) jedan je od mehanizama
zasluZan za antitumorska svojstva seskviterpenskih laktona. Ovaj faktor u tumorskim
stanicama inhibira apoptozu, proliferaciju stanica, transformaciju istih , metastaziranje,
otpornost na kemoterapiju i radioterapiju. Sastoji se od dvije podjedinice; p50 i p65 u
normalnim okolnostima, a koje inhibira citoplazmatski inhibitor kB (IkB). Za vrijeme
stimulacije stanica citokininima aktivira se protein-kinaza IKKB koja uzrokuje
fosforilaciju i ubikvintizaciju’ IkB-a te postepeno degradaciju kompleksom proteasoma
rezultirajuc¢i uklanjanjem inhibicije NF-kB te ulaskom dimera p50 i p65 u nukleus
povecéavajuci ekspresiju ciljanih gena. Oba spoja, cinaropikrin kao i kostunolid pokazala

su inhibiciju aktivacije ovog faktora. (39,43)

Brojna istrazivanja potvrdila su pozitivan ucinak kostunolida i njegove antitumorske
sposobnosti osobito izrazene u inhibiciji proliferacije tumorskih stanica, indukciji
apoptoze i diferencijacije, inhibicije metastaziranja i rjeSavanju problema otpornosti na

pojedine lijekove.

Mikrotubule koje se sastoje od a- i B-tubulin heterodimera, glavnih sastojaka stani¢nog
citoskeleta, imaju glavnu ulogu u razli¢itim stani¢nim funkcijama kao $§to su

unutarstani¢ni transport, metabolizam, oblik stanica, migracije 1 sli¢no. Trenutno se

7 glavni put selektivne razgradnje proteina u eukariotskim stanicama
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taksani i vinka alkaloidi koriste kao tubulin-ciljani antitumorski lijekovi te se njihov
mehanizam moze povezati s rekonstrukcijom 1 reorganizacijom mikrotubula.
Kostunolid izrazava selektivnost prema tubulinima te inhibira povezivanje tumorskih
stanica neovisno o nuklearnom faktoru kB i1 povecava detrozirane mikrotubule ne
ugrozavajuéi ukupni sustav mikrotubula te u konacnici pokazuje antitumorsku

aktivnost, nisku toksicnost 1 terapeutski potencijal za tumorske terapije.

Kompleksi humane telomeraze sastoje se od reverzne transkriptaze, komponente
telomeraze RNA i ostalih proteina ali je reverzna traskriptaza, ribonukleoprotein, glavna
komponenta telomeraze koja ima ulogu u stani¢noj proliferaciji kao zastitni mehanizam
protiv problema s krajnjom replikacijom dodavanjem TTAGGG ponavljanja
telomerama. U usporedbi s normalnim stanicama, mnoge tumorske stanice imaju visoku
aktivnost telomeraze $to dovodi do proliferacije tumorskih stanica i razvitka malignih
tumora, a jo§ jedna aktivnost kostunolida jest regulacija reverzne traskriptaze kao i
inhibicija aktivnosti telomeraze pa ima potencijal u istraZivanjima molekularnog

mehanizma inhibicije telomeraze. (44)
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1.  Kemikalije i reagensi

Medij za stanice koriSten i za razrjedenje svih molekula kojima ¢e se tretirati fibroblasti
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, Sigma-Aldrich); fetalni govedi serum
(FBS, Gibco); antibiotici dodaci mediju penicilin- streptomicin (Pen/Strep); tripsin —
EDTA (0,25%) u HBSS s fenol crvenim (100 mL) (TRYPSIN, TRY-3B, Capricorn
Scientific); Dulbecco fosfatni pufer za pranje fibroblasta (PBS, Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline, Sigma-Aldrich); cinaropikrin (Cayman Chemical); kostunolid
(Cayman Chemical); 99.8% etilni alkohol (Lachner) za otapanje cinaropikrina; dimetil
sulfoksid (DMSO, Lachner) za otapanje kostunolida; tiazol plavi tetrazolij bromid
(Sigma-Aldrich); ¢ista destilirana voda (Molecular Biology Water AccuGENE, ddHz0 ,

Lonza) i stanice fibroblasta (Axol Bioscience).

2.2.  Kultura stanica

Odredivanje bioloske aktivnosti prirodnih spojeva iz biljaka se provodi izvedbom
velikog broja testova na razli¢itim organizmima (in vivo) ili kulturama stanica (in vitro)
na temelju cega se procjenjuje ucinak na ljude. Kulturu Zivotinjskih stanica moZemo
definirati kao pojedinacne stanice koje su izdvojene iz organa ili tkiva, a koje moZemo
odrzavati u umjetnom okoliSu tj. in vitro uvjetima. Prvi je korak uspostavljanje
primarne kulture Zivotinjskih stanica odnosno izolacija stanica iz organizma i
nacjepljivanje u hranjivom mediju kao i odrzavanje kulture u in vivo uvjetima. Primarna
kultura odrazava uvjete primarnog okolisa i najprikladnija je za ispitivanje svojstava i

odgovora koje daju diferencirane stanice. (33)
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Slika 15. Rad u laboratoriju — kultura stanica

Kada primarna kultura fibroblasta dostigne konfluenciju od oko 80-100 %, stanice se
tripsiniziraju (Trypsin-EDTA, 0,25 %), centrifugiraju (2300 rpm, 3 minute na +4 °C) i
izbroje koriste¢i automatski brojac¢ stanica LUNA-II (Logos Biosystems) (Slika 16).
Nakon toga stanice se posade na mikroplocu s 96 jazica s poklopcem (engl. 96-well
plate with lid) (Slika 17.), 6000 stanica u svaku jazicu. Posadene stanice se inkubiraju
minimalno 24 sata u inkubatoru na 37 °C i 5 % CO. (Slika 18.) te se koriste za

trestiranje kroz 24 i 48 sata otapalima i dvama bioloski aktivnim molekulama:

- Cinaropikrin je ve¢ otopljen u etanolu (1 mg u 1 mL etanola) i koncentracija
molekule je 2,89 mM.

- Kaostunolid je otopljen u DMSO (1 mg u 1 mL DMSO) i koncentracija molekule
je 4, mM.
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Slika 16. Automatski brojac stanica

Slika 17. Mikroploc¢a s 96 jazica

27



Slika 18. Inkubator

Medij za fibroblaste pripremi se mijeSanjem 500 mL Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM), 50 mL Fetal Bovine Serum (South American) i 5 mL Penicillin-
Streptomycin (100x).

2.3.  Priprema molekula i otapala

e Cinaropikrin

M= 346,4 g/mol
m=1mg

V (etanola) =1 mL
c=2,89 mM
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100 % etanol

Prilikom tretiranja fibroblasta najveca koncentracija etanola moze biti 0.1 % stoga

izraGunavamo kojoj koncentraciji odgovara 0.1 % etanola :
2,89 mM =100 %
2,89 uM =0,10 %

pocetna koncentracija cinaropikrina : 2,89 uM
pocetna koncentracija etanola : 0,10 %

e Priprema:

2,89 uM : 2 pL 2,89 mM cinaropikrina + 1998 uL. DMEM
0,10% : 2pL 99,8% etanola + 1998 uL. DMEM

e Kostunolid

M= 232,3 g/mol

m =1 mg

V (DMSO) = 1 mL
C =43mM

100 % DMSO

Prilikom tretiranja fibroblasta najveca koncentracija DMSO moze biti 0,5 % stoga

izracunavamo kojoj koncentraciji odgovara 0,5 % DMSO :
4,3 mM = 100%
21,5uM =0.5%

pocetna koncentracija kostunolida : 21,52 uM
pocetna koncentracija DMSO : 0,5 %

e Priprema:
21,5 uM : 10 pL 4.3 mM kostunolida + 1990 uL. DMEM

0,5% : 10 pL 100% DMSO + 1990 uL. DMEM
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Na titarsku plocicu dodano je nekoliko razli¢itih koncentracija bioloski aktivnih spojeva

cinaropikrina i kostunolida, kao i otapala u kojma su otopljeni, te su tretirani 24 i 48 sati

kako je opisano u tablici 3. i 4.

CINAROPIKRIN
Koncentracija molekule (uM)
2,890 1445 0,723 0,361

24h  Koncentracija otapala (%)
0,100 0,060 0,025 0,013

Koncentracija molekule (uM)
2,890 1445 0,723 0,361

Koncentracija otapala (%)

48h 0,100 0,050 0,025 0,013
Tablica 3. Testirane koncentracije cinaropikrina
KOSTUNOLID

Koncentracija molekule (uM)
21,500 10,750 5,375 2,688

24h Koncentracija otapala (%)
0,500 0,250 0,125 0,063

Koncentracija molekule (uM)
21,500 10,750 5,375 2,688

Koncentracija otapala (%)
48h 0,500 0,250 0,125 0,063

Tablica 4. Testirane koncentracije kostunolida

0,181

0,006

0,181

0,006

1,344

0,031

1,344

0,031

0,090

0,003

0,090

0,003

0,672

0,016

0,672

0,016
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2.4.  Mjerenje citotoksi¢nosti spojeva na ljudske stanice — MTT test

Najcesce koristen in vitro test za odredivanje citotoksi¢nosti bioloski aktivnih molekula
putem kulture stanica je test redukcije tetrazolijeve soli poznatiji kao MTT test. To je
kalorimetrijska metoda bazirana na odredivanju metabolicke aktivnosti mitohondrija
mjerenjem redukcije topljive zute MTT tetrazolijeve soli u plavi netopljivi formazan tj.
u nekim novijim izvedbama te metode koriste se supstrati tzv. WST-1 i MTS koji se
metaboliziraju u produkt topiv u mediju za uzgoj stanica zbog cega taj protokol ima
jedan korak manje nego klasi¢ni test. Dehidrogenaze reduciraju 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i)-2,5-difeniltetrazolij bromid (MTT), Zutu tetrazolijsku boju topivu u vodi, u ljubicasti
formazanski produkt netopiv u vodi. Apsorbancija koja se ocita proporcionalna je broju
zivih stanica u uzorku pri ¢emu se prezivljenje stanica moze izraziti kao postotak

omjera apsorbancije tretiranih i netretiranih (kontrolnih) stanica. (33)

Slika 19. Kultura stanica-laboratorij
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Nakon 48 sati od tretmana odstranjen je medij u kojemu su stanice rasle, te je u svaku
jazicu dodano 200 pL svjezeg medija i 20 uL. MTT reagensa (5 mg/mL Thiazolyl Blue-
Tetrazolium Bromide, otopljen u vodi), ukljucujuci 1 jaZice bez stanica (slijepa proba).
Nakon 4 sata inkubacije pri 37 °C u tami, formazanski talozi su otopljeni u 200 pL
DMSO wuz tresenje. Apsorbancija (OD, opticka gustoéa) je izmjerena na
spektrofotometru mikrotitarskih plo¢ica EnSight (PerkinElmer, SAD) pri valnoj duljini

od 595 nm pri kojoj formazanski produkt maksimalno apsorbira svjetlost.

Slika 20. Spektrofotometar

Postotak rasta svih stani¢nih linija ra¢una se prema jednom od slijedecih izraza :

e ako je (srednja ODxest — srednja ODxzero) > 0, kemijski spoj pokazuje citostaticki
ucinak i onda je :
postotak rasta (%) = 100x (srednja ODtest — Srednja ODtgzero) / (Srednja ODctri —
ODtzero)
e ako je (srednja ODtest — srednja ODtzero) / (Srednja ODtzero )
gdje je :
- srednja ODtest — srednja vrijednost opti¢kih gustoéa tretiranih stanica nakon 48 h
- srednja ODyero — srednja vrijednost optickih gustoéa netretiranih stanica (dan 0.)
- srednja Odct — srednja vrijednost optic¢kih gustoca netretiranih stanica nakon 48
h
Od svih vrijednosti opti¢kih gusto¢a (ODtest,ODwero | ODcti) oduzeta je
izmjerena OD slijepe probe
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Citotoksi¢na aktivnost cinaropikrina i kostunolida testirana je na ljudskim fibroblastima
(FX39F) pomoéu MTT testa. Apsorbancija (OD, opticka gusto¢a) je izmjerena na
spektrofotometru mikrotitarskih plo¢ica EnSight (PerkinElmer, SAD) pri valnoj duljini
od 595 nm pri kojoj formazanski produkt maksimalno apsorbira svjetlost, a rezultati su

prikazani u tablicama 5.1 6

Koncentracija

cinaropikrina
2,890 1,445 0,723 0,361 0,181 0,090

(nM)
Cinaropikrin
24 h 81% 95% 94% 106% 100% 106%
Etanol
71% 102% 92% 110% 110% 114%
Cinaropikrin
48 h 72% 91% 106% 105% 100% 96%
Etanol
85% 89% 102% 107% 104% 109%

Tablica 5. Rezultati MTT testa za cinaropikrin u etanolu

Iz prikazanih rezultata u tablici 5. vidljivo je da cinaropikrin pokazuje citotoksi¢nost od
81% pri najvecoj testiranoj koncentraciji od 2,890 uM nakon tretmana od 24h, dok je
nakon 48h njegova citotoksi¢nost porasla te je ostalo viabilnih 72 % stanica. Vazno je
uociti da iz navedenih podataka gdje vidimo da u ovisnosti o koncentraciji dolazi do
poticanja rasta stanica, cinaropikrin utje¢e na njihovu proliferaciju i poticanje rasta.
Buduc¢i da otapalo etanol u kojem je otopljen cinaropikrin pokazuje visu citotoksi¢nost,
koja pri najvecoj koncentraciji iznosi 71 %, kao 1 trend pozitivnog ucinka na rast stanica
sa smanjenjem koncentracije etanola, moglo bi se zakljuciti da su koncentracije
cinaropikrina bile male za pokazati znaCajan citotoksiCan ucinak, dok u malim
koncentracijama on moZe imati i povoljan ucinak na rast stanica. Cinropikrin pri nizim
konentracijama potice rast stanica tj. pozitivho utjeCe na rast stanica dok pri viSim
koncentracijama dolazi do inhibicije rasta koja se nije zna¢ajno promijenila niti nakon

48-satnog tretmana.

33



Koncentracija

kostunolida
21,500 10,750 5,375 2,688 1,344 0,672

(M)

Kostunolid
24 79% 93% 92% 100%  95% 100%

h DMSO
100% 105% 94% 109%  93% 93%

Kostunolid
48 76% 75% 90% 82% 86%

h DMSO
91% 95% 87% 93% 88% 86%

Tablica 6. Rezultati MTT testa za kostunolid u DMSO

Iz prikazanih rezultata u tablici 6. vidljivo je da kostunolid pokazuje citotoksi¢nost od
79% pri najvecoj testiranoj koncentraciji od 21,500 uM nakon tretmana od 24h, dok je
nakon 48h njegova citotoksi¢nost porasla te je ostalo viabilnih 60% stanica. Sto se tice
otapala DMSO u kojem je testirani kostunolid otopljen, on nije imao znacajan
citotoksiCan ucinak na stanice, bez obzira na promjenu koncentracije. Logi¢an je
rezultat 1 da kostunolid pokazuje vecu citotoksi¢nost nego cinaropikrin jer su koriStene
pocetne vece koncentracije u odnosu na cinaropikrin. U svakom sluc¢aju kostunolid nije
pokazao pozitivan utjecaj na rast stanica pri niZim koncentracijama, za razliku od
cinaropikrina, dok pri vi§im koncentracijama dolazi do inhibicije rasta koja se znacajno

promijenila nakon 48-satnog tretmana.

Testirani rezultati predstavljalju preliminarna istraZzivanja vezana za koncentraciju
navedenih seskviterpenskih laktona i njihovu citotoksi¢nost. Budu¢i da ni jedan spoj
nije dosegnuo inhibiciju rasta stanica od 50%, trebali bismo napraviti jo§ nekoliko
otopina vece koncentracije od testiranih kako bismo utvrdili koncentraciju pri kojoj

dolazi do 50% inhibicije rasta stanica spojevima cinaropikrin i kostunolid.

Testirani spojevi u prijaSnjim istraZivanjima pokazali su znacajan bioloski u¢inak vezan

za citotoksi¢nost. Tako je kostunolid pokazao znacajne protuupalne aktivnosti u
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velikom broju klini¢kih istrazivanja. Oksidativni stres koji proizlazi iz stani¢ne redoks
neravnoteze dovodi do mnogih bolesti kao Sto su dijabetes, ateroskleroza i
kardiovaskularne bolesti. Antioksidacijska aktivnost kostunolida istrazena je na
zivotinjskom modelu s dijabetesom induciranim streptozotocinom koji je pokazao
znacajno smanjenje razine glutationa (GSH) u mozgu, srcu, jetri, guSteraci i bubrezima.
Oralna primjena kostunolida obnovila je nivo glutationa u ovim tkivima. Povecana
razina glutationa povecava i razinu glutation ovisnih enzima kao $to su glutation
peroksidaze (GPx) i glutation-S-transferaze (GST), smanjujuci uni$tenje tkiva. Trajna
upala tkiva ima ulogu u patogenezi razli¢itih upala kao i neupalne bolesti kao $to je

reumatoidni artritis, Alzheimerova bolest i ateroskleroza. (37)

Apoptoza kao proces stanicne smrti posredovana je aktivacijom specifiénih proteaza,
kaspaza i karakterizirana fregmentacijom DNA. Indukcija apoptoze u tumorskim
stanicama vazan je mehanizzam za uspjeSnost kemoterapijskih lijekova. Izmedu ostalih
seskviterpenskih laktona, kostunolid je zapaZen kao spoj koji inducira apoptozu u
tumorskim stanicama. Ovaj spoj inhibira proliferaciju® ljudskih stani¢nih linija,
stani¢nih predstavnika hepatocelularnog karcinoma, karcinoma prostate te stanica raka

Zeludca. (35)

Angiogeneza predstavlja rast novih krvnih Zila 1z ve¢ postoje¢ih. Kada dode do
ugrozavanja balansa izmedu angiogenetskih 1 angiostati¢nih faktora, tumorske stanice
mogu poceti stvarati nekontrolirane angiogenetske faktore, ukljucuju¢i vaskularni
endotelni faktor rasta (VEGF) i fibroblastni faktor rasta (0FGF). Ovi faktori stimuliraju
endotelijalnu stani¢nu proliferaciju te nove formirane endotelijalne stanice uniStavaju
ekstracelularni matriks, migriraju prema tumorskim stanicama i pocinju formirati
lumen. Tumorska angiogeneza ima znacajnu ulogu u rastu tumora i metastaza te su
angiogenetski inhibitori potencijalni terapeutski agensi za lijjeCenje raka. Prema
istrazivanjima, kostunolid inhibira proliferaciju stanica endotela ljudske umblikalne
vene (HUVEC) i migraciju blokiraju¢i angiogenetsi faktorni signalni put stoga se

smatra potencijalnim sredstvom u antitumorskoj terapiji.(35)

Osteoporoza je progresivna metabolicka bolest kostiju karakterizirana resorpcijom

kostiju uslijed slabe osteoblasticne (stvaranje nove kosti) i pojaCane osteoklasti¢ne

8 umnoZavanje stanica, bujanje tkiva u vrijeme embrijskog razvitka ili u doba rasta te u
upalnim,regeneracijskim i tumorskim procesima
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aktivnosti (razgradnja kosti) 1 Cesta je kod starije populacije. Iako se u danasnje vrijeme
koristi kalcij i vitamin D3, paratiroidni hormonski analozi, javlja se potreba za
razvitkom novih lijekova, a kostunolid se pokazao kao spoj pogodan za poboljSanje

zdravlja kostiju.

Farmakoloski 1 biokemijski dokazi upucuju na to da reaktivne kisikove vrste i protein
kinaze (PK) Co6 imaju znacajnu ulogu posredovanja izmedu pro-apoptoticke aktivnosti
cinaropikrina. L-cistein i N-acetil-L-cistein, reaktivne Kisikove vrste, kao i rotlerin,
selektivni PKC9 inhibitor, umanjuju citotoksi¢nost cinaropikrina i morfoloske promjene
te cinaropikrin inducira proteoliticko cijepanje PKCd. Ove znacajke ukazuju da je
cinaropikrin potenijalno antitumorsko sredstvo protiv nekih leukocitnih tumorskih

stanica kao $to su limfome ili leukemija, putem pro-apoptoti¢ke aktivnosti. (40)

Zaraza virusom hepatitisa C prepoznata je kao glavni uzrok kroni¢nih bolesti jetre kao
Sto su hepatiCka steatoza, ciroza jetre te hepatocelularni karcinom (HCC) koji zahtjevaju
transplantaciju jetre. Divlja artioka podrijetlom iz Egipta pokazala je obecavajucu
aktivnost protiv hepatitisa C Sto je povezano sa seskviterpenskim laktonima, osobito
cinaropikrinom koji je pokazao izvanrednu aktivnost od prvog puta kada su izvedena in
vitro istrazivanja koja su pokazala da on ima spektar aktivnosti kao inhibitor ulaska u

stanicu svih genotipova HCV (hepatitis C virusa).

Faktor nekroze tumora alfa (TNF-a) je citokin kojeg proizvodi veliki broj stanica
posebno limfociti i makrofagi te ima osnovnu ulogu u kroni¢nim i akutnim upalnim
reakcijama. Ove stanice se tijekom upale mnoze 1 aktiviraju putem upalnih signala (npr.
bakterijskih produkata kao §to su lipopolisaharidi). TNF-a citotoksin je dobiven iz
monocita i pokrece upalnu reakciju te je njegova deregulacija povezana s bolestima kao
Sto su reumatoidni artritis, psorijaza, Alzheimerova bolest, astma, rak i sl. Cinaropikrin
ima snazan supresivni ué¢inak na TNF- o i stoga se smatra korisnim sredstvom protiv
akutnih i kroni¢nih bolesti. (39)
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4. ZAKLJUCAK

Seskviterpeni su prirodni kemijski spojevi koji su po svojoj kemijskoj strukturi C-15
terpenoidi. Pojavljuju se kao ugljikovodici ili u oksidiranoj formi kao alkoholi, aldehidi,
kiseline ili laktoni u prirodi. Vazni su sastojci biljnih ekstrakata i esencijalnih ulja koja

imaju znacajnu primjenu u medicinskim, mirisnim pripravcima ili sapunima.

Seskviterpenski laktoni posjeduju znacajna bioloski aktivna svojstva koja mogu biti od
iznimne koristi u lijeCenju mnogih bolesti. Seskviterpenski laktoni moduliraju veliki
broj upalnih procesa, primjerice oksidativnu fosforilaciju, agregaciju trombocita, i
otpustanje serotonina. Brojna su istrazivanja pokazala da seskviterpenski laktoni imaju
protuupalni, antitumorski, antimikrobni, u¢inak na Ziv¢ani i kardiovaskularni sustav i
druge bioloske ucinke. Od bioloske aktivnosti znacajan je njihov citotoksi¢ni,
antitumorski u¢inak na ljudske stanice. Citotoksi¢ni u¢inak vezan je za a,-nezasi¢enu
karbonilnu strukturu kao S§to je a-metilen-y-lakton, odnosno a,B-nezasié¢eni
ciklopentanon ili konjugirani ester. Ovi strukturni elementi reagiraju kao nukleofili,
posebno cistein sulfhidrilne skupine putem reakcije Michaelove adicije. Tiolne skupine
kao $to su cisteinske rezidue u proteinima, zapravo su ciljana mjesta djelovanja
seskviterpenskih laktona. Razlika u aktivnosti izmedu individualnih seskviterpenskih
laktona moZe se objasniti razli¢itim alkilacijskim strukturnim elementima no utjecaj na
akivnost mogu imati i ostali faktori kao Sto je lipofilnost, molekularna geometrija i

sli¢no.

Seskviterpenski laktoni cinaropikrin i kostunolid mogu se izolirati iz biljaka porodice
Asteracea, posebno iz biljaka njenog roda Centaurea. Dobro je poznat i zna¢ajan njihov
citotoksi¢ni ucinak dokazan u brojnim istrazivanjima. U ovom radu testiran je
citotoksicni ucinak seskviterpenskih laktona cinaropikrina i kostunolida na ljudske
stanice fibroblaste. Pomocu MTT testa utvrdena je viabilnost stanica. Ovim radom je
pokazano da je potrebno testirati koncentracije cinaropikrina vise od 2,890 puM i
kostunolida vise od 21,5 uM kako bismo postigli vrijednosti inhibicije rasta stanica nize
od 50%. Testiranja cinaropikrina pokazala su da manje koncentracije imaju i pozitivan
ucinak na rast stanica fibroblasta, te su potrebna dodatna istrazivanja kako bi se utvrdilo

o kakvom se u¢inku i mehanizmu aktivacije radi.
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