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1.UvOD



1.1. Oksidacijski stres

Oksidacijski stres oznacava pojam koji se odnosi na stanje do kojeg dolazi uslijed
prevelike proizvodnje i akumulacije reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) uzrokovanih unutarnjim
ili vanjskim ¢imbenicima. ROS-ovi ostecuju komponente biljne stanice, sto dovodi do njihove
disfunkcije i u konacnici smrti biljnog organizma. Povecana razina ROS-ova nastaje kao
neravnoteza izmedu stvaranja ROS-ova i njihove detoksifikacije unutarstani¢nim
antioksidacijskim sustavom, a $to je posljedica promjena unutar normalne stani¢ne fiziologije
ili prevelikog de novo stvaranja ROS-ova kao odgovor na stani¢nu signalizaciju stresa ili
imunosnu obranu organizma te zbog djelovanja vanjskih uvjeta (Demidchik i sur., 2015). Neki
od faktora koji poti¢u povecano stvaranje ROS-ova pa time i oksidacijski stres su: salinitet,

prisutnost patogena, susa, UV zracenje, temperatura, teSki metali i herbicidi (Xie i sur., 2019).

1.1.1. Reaktivne kisikove vrste — ROS-ovi

Reaktivne vrste ili slobodni radikali pripadaju skupini spojeva koji u svojem sastavu
posjeduju nesparene elektrone te su zbog toga iznimno reaktivni. ROS-ovi se odnose na
reaktivne vrste koji sadrze jedan ili vise atoma kisika s nesparenim elektronima, ali se ROS-

ovima smatraju vodikov peroksid (H20) i singletni kisik (*Oz) iako po strukturi nisu radikali.

ROS-ovi se proizvode kako u fizioloskim tako i patoloskim uvjetima. Naime,
neprestanom proizvodnjom kisika tijekom procesa fotosinteze u biljkama djelovanjem
Suncevog zrafenja neizbjezna je produkcija ROS-ova, na tilakoidnim membranama unutar
kloroplasta tijekom reakcija na svjetlu ili u stromi tijekom reakcija fiksacije uglika,
metaboli¢kim reakcijama wunutar peroksisoma 1 oksidativnom fosforilacijom unutar
mithondrija. Osim toga, ROS-ove u fizioloskim uvjetima proizvode NADPH-oksidaza, amin
okidaza ili peroksidaza u relativno niskim koncentracijama koji djeluju kao sekundarni glasnici
te usmjeravaju stanicu u apoptozu, reguliraju rast ili dovode do niza reakcija unutar stanice
kako bi se ouvao stani¢ni integritet uslijed stresnih uvjeta poput napada patogena ili okolisnih
promjena (Mittler i sur., 2002). Atmosferski kisik (O2) potreban je svim aerobnim organizmima
i u usporedbi s ROS-ovima nije reaktivan. Da bi iz molekule kisika nastao reaktivni radikal,
molekula kisika treba primiti energiju. Izvori energije mogu biti UV ili ionizirajuée zracenje,

elektroni visoke energije poput elektrona respiracijskog lanca ili pak druge reaktivne vrste



(Demidchik i sur., 2015). Na slici 1 prikazan je proces nastanka ROS-ova uslijed redukcije

molekularnog kisika.

Molekularni Superoksidni Peroksidni
kisik radikal ion
0, == 0; —— 0O,

l lH* l oH"
10, HO;, H,0,

Singletni Hidroperoksilni Vodikov
Kisik radikal peroksid

Slika 1: Nastajanje ROS-ova redukcijom molekularnog kisika (preuzeto s url:

https://osha.washington.edu/modrn/module4 i prilagodeno)

1.1.2. Stetni u¢inci ROS-ova na biljni organizam

Neprekidna izloZenost stresu u biljaka dovodi do akumulacije ROS-ova §to posljedi¢no
stvara uvjete za stani¢no oSteCenje i patoloska stanja. ROS-ovi stupaju u niz reakcija kojima
reverzibilno ili ireverzibilno ostecuju stani¢ne tvobe 1 uzrokuju promjene kako u strukturi tako
I funkciji biljne stanice. Oksidacijskom ostecenju podlozne su biomolekule poput proteina,
lipida, ugljikohidrata i polinukleinskih kiselina (Demidchik i sur., 2015).

lako prisutna u fizioloskim uvjetima, peroksidacija lipida smatra se obiljezjem
oksidacijskog stresa te indikatorom za utvrdivanje lipidnog o$teé¢enja pod stresnim uvjetima,
uvelike zbog samog mehanizma tzv. lanc¢anih reakcija u kojima se generiraju slobodni radikali
te produkti koji se daju izmjeriti jednostavnim analitickim metodama. Lipidna peroksidacija
najviSe zahvaca polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA-e), a sastoji se od tri faze: inicijacije,

propagacije i terminacije (Stefan i sur., 2007).

U fazi inicijacije ROS-ovi poput hidroksilnog (OHe), hidroperoksilnog (HO:ze),
alkoksilnog (RO¢) te peroksilnog (RO2¢) radikala odcjepljuju vodikov atom iz metilenske veze
(-CH2-) unutar PUFA-e. Time se stvara ugljikov radikal (-CH-) ili lipidni radikal (Le) kako je

prikazano reakcijom:

LH+Re— L++RH


https://osha.washington.edu/modrn/module4

Najvise zastupljeni membranski lipidi, fosfolipidi, podlozni su peroksidaciji zbog
dvostrukih veza unutar nezasi¢enih masnih kiselina koje oslabljivanjem C-H veza olaksavaju
odcjepljivanje atoma vodika. Lipidni radikal (L¢) potom moze aktivirati molekulu kisika (Oz)
pri ¢emu nastaje lipidni peroksilni radikal (LOO®), koji ima sposobnost odcijepiti vodikov atom
iz neke susjedne polinezasi¢ene masne kiseline (LH) te time nastaju lipidni hidroperoksid

(LOOH) i sekundarni lipidni radikal (L+) kako je prikazano reakcijama:
Le+ O2 — LOO-
LH + LOO* — Le + LOOH

Tako zapocinje faza propagacije $to upucuje na ¢injenicu da jedna reakcija pokrece niz
lan¢anih reakcija ¢ime se sve vise molekula PUFA prevodi u LOOH (Stefan i sur., 2007). Uz
to LOOH podlijezu redoks reakciji s prijelaznim metalima, preteZito Zeljezom (Fe?") ili bakrom
(Cu™) i formiraju lipidni alkoksilni radikal (LOe), koji je takoder reaktivan i poti¢e daljnje
kidanje vodika sa susjednih masnih Kiselina. U uvjetima stalnog zapocCinjanja lipidne
peroksidacije, reakcije terminacije nuzne su za ograni¢avanje mjere tog procesa stvarajuci tako
neradikalne produkte (NRP) i istovremeno neutraliziraju¢i slobodne radikale (Catala i sur.,

2006). Nastanak NRP prikazan je reakcijom:
LOO- + LOO* — NRP

Lipidna peroksidacija dovodi do oSte¢enja membrana, naruSavanja njihove barijerne
funkcije koju zatim slijedi dezintegracija organela, oksidacija i gubitak funkcije proteina i
nukleinskih kiselina (Halliwell i sur., 1999; Farmer i sur., 2013). Razina zavr$nih produkata
lipidne peroksidacije, medu kojima su najvise proucavani malondialdehid (MDA), 4-hidroksi -
2-nonenal (HNE) te 4-hidroksi-2-heksenal (HHE) moze se izmjeriti razli¢itim analiti¢kim
metodama te se koriste kao markeri u svrhu praéenja i utvrdivanja razine oksidacijskog stresa
(Shulaev i sur., 2006).

1.1.3. Glutation

Biljke su razvile nekoliko mehanizama obrane od oksidacijskog stresa koji su
predmetom mnogih znanstvenih istrazivanja. Antioksidansi su znaCajan faktor u stanicnoj
obrani od ROS-ova i oksidacijskog stresa. U stresnom okruzenju poput zracenja, ekstremnih
temperatura, napada patogena, izlaganja teskim metalima i otrovima, biljke mogu de novo

proizvesti enzime koji kataliziraju reakcije koje prevode ROS-ove u manje toksiéne i po stanicu
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manje Stetne produkte. To su npr. citosolna, mitohondrijska ili kloroplastna superoksid
dismutaza (SOD), katalaza, peroksidaza, tioredoksin i glutaredoksin (Demidchik, i sur., 2014).
Neenzimski antioksidansi poput askorbinske kiseline, glutationa (GSH), prolina, betaina,
karotena, nekih flavonoida ili tokoferola izmjenom elektrona neutraliziraju slobodne radikale,
a sami se prevode u oksidirane produkte (Xie i sur, 2019). Takoder, prisutni su i enzimi Koji
prevode oksidirane oblike antioksidansa u reducirani oblik spreman na ponovnu oksidaciju. To
su primjerice monodehidrodroaskorbatna reduktaza, glutation reduktaza i glutation S-
transferaza (Demidchik i sur., 2014). Osim toga biljke vjerojatno sintetiziraju izoforme proteina
i lipida koji su manje osjetljivi na oksidaciju. To ukljucuje signalizaciju preko aktivacije
specifi¢nih genetickih i metaboli¢kih puteva (Myouga i sur., 2008). Apoptoticke stanice koje
biljke odlazu u slojevima mogu im posluziti kao mehanicka zastita od infekcija i agresivnih
¢imbenika (Maathuis i sur., 2007). Naposlijetku, biljke mogu aktivirati sustave biosinteze za

popravak ostecenih staniénih komponenti (Mgller i sur., 2007).

Vrlo vazan stani¢ni antioksidans u obrani od ROS-ova je GSH, koji je tripeptid
sastavljen od aminokiselina glutamata, cisteina i glicina (slika 2). Njegov utjecaj odrazava se
na fizioloske procese poput stani¢nog rasta, diferencijacije i smrti, otpora na patogene i
enzimsku regulaciju. Unutar stanice nalazi se u mnogim stani¢nim odijeljcima ukljucujuci
citosol, endoplazmatskom retikulum, kloroplaste, mitohondrije, vakuolu i peroksisome
(Mullineaux i sur., 2005).

O O SHH 0O
N
HOWH A,
NH, O
Glutamat Cistein Glicin

Slika 2: Kemijska struktura tripeptida GSH

Prema kemijskoj strukturi visok reduktivni potencijal posjeduje cistein sa svojom
sulfhidrilnom skupinom (-SH) jakog nukleofilnog karaktera. Naime, GSH djeluje kao ,,hvata¢*
radikala poput vodikova peroksida (H20;), singletnog kisika (*O2) ili hidroksilnog radikala

(OHe) ¢ime sam postaje glutation radikal (GSe). Glutation radikal se potom detoksificira



drugim glutation radikalom i time nastaje oksidirani oblik glutationa koji je vezan difulfidnom
vezom (GSSG). Glutation reduktaza (GR) prevodi oksidirani oblik glutationa (GSSG) natrag u
reducirani aktivni oblik, GSH (Das i sur., 2014).

Obnavljanje zaliha reduciranog GSH od iznimne je vaznosti za odrzavanje reduktivnih
uvjeta unutar stanice tj. normalnog omjera izmedu reduciranog i oksidiranog oblika glutationa.
Ukoliko dode do stanja intenzivnog stresa, dolazi do smanjenja razine reduciranog oblika, a
pojacava se oksidativno redoks stanje $to dovodi do oSte¢enja stanice (Tausz i sur., 2004). Stoga
razina GSH takoder moze posluziti kao marker stresa biljnog organizma. Postoje razlicite
metode mjerenja razine GSH poput spektrofotometrije, fluorescencije ili HPLC metode bilo za
odredivanje reduciranog ili oksidiranog oblika glutationa te ukupnog sadrzaja glutationa

(Hajdinak i sur., 2018).

1.1.4. Flavonoidi

Flavonoidi su sekundarni biljni metaboliti koji pripadaju polifenolnoj skupini spojeva.
Ovisno o strukturnim razli¢itostima, mogu se podijeliti u nekoliko skupina: flavoni, flavonoli,
izoflavonoidi, antocijanini, flavanoni i kalkoni (slika 3). Postoje u obliku aglikona, glikozida i
metiliranih derivata. Nalaze se pretezno u vakuoli i stani¢noj stijenci (Petrussa i sur., 2013).
Njihovu biolosku aktivnost uvjetuje struktura $to znaci da ovisno o stupnju supstitucije,
konjugacije i polimerizacije ispoljuju svoje ucinke (Heim i sur., 2002). Osim $to su ukljuéeni u
procese zivotnog ciklusa biljke poput oprasSivanja ili razvoja klice, flavonoidi sudjeluju 1 u
obrani biljnog organizma od vanjskih Stetnih uc¢inaka (Herndndez i sur., 2009). Mnogi geni koji
su odgovorni za biosintezu flavonoida induciraju se pod stresnim uvjetima §to posljedi¢no
dovodi do povecanja razine flavonoida u biljnom organizmu. Na to utjeCu uvjeti poput
mehani¢kog oStecenja, suse, prisutnosti teSkih metala i nedostatka hranjivih tvari (Winkel-
Shirley i sur., 2002.).



o Flavonolil, §
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HO HO
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Maringenin Hesperetin Delphinidin Cyanidin

Slika 3: Strukturna podjela flavonoida (preuzeto i prilagodeno prema Panche i sur., (2016) uz

dopustenje izdavaca)

Antocijanini su podskupina flavonoida koji su prisutni kao pigmenti unutar vakuole te
daju boju plodovima i laticama cvjetova, a mogu se naci i u vegeativnim organima. Neki od
najées¢e prisutnih antocijanina jesu cijanidin, delfinidin, malvidin, peonidin i pelargonidin.
Igraju vaznu ulogu u apsorpciji UV zracenja, oprasivanju i zastiti biljaka od oksidativnog stresa.
Posljednje navedeno ukazuje na njihovu antioksidativnu aktivnost koja je posljedica njihove
strukture (slika 4). Naime, oni imaju sposobnost ,,gasiti* radikale i stvoriti stabilne produkte te

na taj nacin sprijeciti daljnju oksidaciju stani¢nih biomolekula (Mattioli i sur., 2020).



OH OH

Slika 4: Moguc¢i mehanizam kojim antocijanini ,,gase“ ROS-ove na primjeru cijanidina

(preuzeto i prilagodeno prema Mattioli i sur., (2020) uz dopustenje izdavaca)

Cinjenica da antocijanini aposorbiraju zraéenje razli¢itih valnih duljina u razli¢itom pH
mediju Koristi se za spektrofotometrijsko odredivanje njihove razine. Antocijanini pokazuju
visoku in vitro antioksidativnu aktivnost sli¢nu askorbinskoj kiselini i tokoferolu (Hernandez i
sur., 2009). Uzimajuéi to u obzir, razina antocijanini moze posluziti kao jo$ jedan indikator

oksidativnog stani¢nog stresa.



1.2. Naftokinoni

Naftokinoni (NQ) nezasiceni su ciklicki diketoni, derivati naftalena. Najvazniji izomer
je 1,4-naftokinon (1,4-NQ). Kako je vidljivo na slici 5 strukturu 1,4-NQ c¢ine benzenski prsten
(A) vezan za konjugirani ciklic¢ki diketon (B) u kojem su karbonilne skupine orijentirane u para
polozaju. Kao sekundarne metabolite, 1,4-NQ proizvode neki mikroorganizmi, gljive te biljke
iz razlicitih porodica (Droseraceae, Juglandaceae, Nepenthaceae i Plumbaginaceae) (Binder i
sur., 1989; Crouch i sur., 1990; Lin i sur., 2003). U biljkama su prisutni i derivati 1,4-NQ
supstituirani metilnom, hidroksilnom ili metoksi skupinom te postranicnim alkilnim lancem.
Zbog svoje strukture podlozni su redoks reakcijama i stvaranju ROS-ova, tj. imaju pro-

oksidativno djelovanje (Klotz i sur., 2014).

o
1,4 — naftokinon (1,4-NQ)

-2e -
.ZH/ZQ' o -le
+

2H+
OH “1ee o
-2H*
—
CO <= O
+le
OH +2H* o
1,4 — naftokinol (hidrokinon) 1,4 -naftosemikinon

Slika 5: Oksidacijska stanja 1,4 NQ (preuzeto i prilagodeno prema
Widhalm i sur., (2016) uz dopustenje izdavaca)

Koriste¢i nekoliko razli¢itih metabolickih puteva, biljke proizvode na tisuce razlicitih
derivata 1,4-NQ (slika 6). Neki od tih spojeva su plumbagin (5-hidroksi-2-metil-1,4-
naftokinon) prisutan u biljkama porodica Plumbaginaceae, Droseraceae ili Ebenceae i junglon
(5-hidroksi-1,4-nafotkinon) pronaden u prorodicama Juglandaceae, Cesalpiniaceae, Fabaceae.
2-hidroksi-1,4-naftokinon (2-HNQ) poznat i pod nazivom loson te 2-metoksi-1,4-naftokinon
(2-MNQ) ¢esto su prisutni u vrstama roda Impatiens (Hook i sur., 2014). Ti prirodni produkti

kao i brojni njihovi derivati posjeduju razna biokemijska svojstva modulirajuci tako razlicite



ekoloske i1 farmakoloSke ucinke, ¢ime se otvaraju novi izazovi u istrazivanju moderne

hortikulture i razvoju potencijalnih novih lijekova (Widhalm i sur., 2016).

P>
n-1
Filokinon (vitamin K1) Menakinon -n (vitamin K2)
O OH
ﬁ * sesules
OH OH
Naftazarln(NZ) Antraklnon (AQ) Allzarln Hidrojuglon
OH OH
O L
OH oo ~-OH
OH O0_O OO OH
HO OH
_ ) OH OH
Hidrojuglon §-D- 1,2,4-trihidroksinaftalen-
glukopiranozid (HJG) 1-O-glukozid (THNG)

Slika 6: Primjeri derivata 1,4-NQ koje proizvode biljke (preuzeto i
prilagodeno prema Widhalm i sur., (2016) uz dopustenje izdavaca)

1.2.1. Farmakoloska svojstva derivata 1,4-NQ

Brojne studije utvrdile su obecavajuca farmakoloska svojstva derivata 1,4-NQ. Tako su
Wang i suradnici (2011) u svome in vitro istrazivanju pokazali da 2-MNQ djeluje u¢inkovito
na H. pylori. U provedenom istrazivanju 2-MNQ je u odnosu na ostale ispitivane spojeve
zaustavio rast H. pylori u najnizoj koncentraciji (minimalna inhibitorna koncentracija, MIC),
Sto znaci da 2-MNQ ima potencijal u razvoju lijekova protiv te multirezistentne bakterije
odgovorne za karcinom zeluca. Osim toga kemijski sintetizirani N,O acetali derivirani iz 1,4-

NQ (2-(metoksimetil)-amino-1,4-naftokinon; 2-(etoksimetil)-amino-1,4-naftokinon te 2-
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(propiniloksimetil)-amino-1,4-naftokinon pokazali su znaCajan antimikrobni uc¢inak protiv
stvaranja biofilma kod meticilin rezistentnog S. aureusa (MRSA) (Novais i sur., 2020). 2-HNQ
(loson) i njegovi kemijski sintetizirani derivati pokazali su antimikrobna svojstva te su sprijecili
razvoja rezistencije kod S. aureus S$to otvara mogucnost pronalaska novih spojeva za razvoj

uc¢inkovitih antibiotika (Song i sur., 2020).

Na podruc¢ju kemoterapeutika opseZzno se istrazuju derivati 1,4-NQ poput plumbagina
izoliranog iz korijena biljke Plumbago zeylanica L. Njegovi antikancerogeni u¢inci pokazani
su in vitro na stanicama razlicitih vrsta zlocudnih tumora poput leukemijskih stanica, stanica
karcinoma dojke, melanoma i prostate (Yin i sur., 2020). U istrazivanjima je plumbagin
pokazao dobra antikarcinogena svojstva, no zbog niske bioraspolozivosti imao bi
ogranicavajucu primjenu u klini¢koj praksi. Usprkos tomu, vjeruje se da bi se modificiranjem
formulacija mogla posti¢i veca biodostupnost, a samim time i moguc¢nost primjene plumbagina

kao kemoterapeutika (Yin i sur. 2020).

Osim antimikrobnih i antitumorskih svojstava, neki derivati 1,4-NQ prepoznati su kao
potencijalni neuroprotektivni agensi. Jedna je studija pokazala kako 2-MNQ stimulira
proliferaciju tzv. OEC stanica, odnosno stanica olfaktornog ziv¢anog sustava (Chen i sur.,
2020). OEC stanice od iznimne su vaznosti za razvoj i regeneraciju olfaktornog sustava te su
time kandidati za terapiju transplantacije stanica kod ozljeda sredi$njeg zivCanog sustava,
pogotovo kod ozljeda ledne mozdine. OEC stanice teSko prezivljavaju transplantaciju, a
pohrana dovoljnog broja stanica predstavlja veliki izazov. Stoga spojevi poput 2-MNQ koji
promoviraju proliferaciju OEC stanica bez gubitka zeljenih fenotipskih obiljezja vide se kao
temelj za daljnja istraZivanja u razvoju terapijskih moguénosti lijecenja srediSnjeg Zivcanog

sustava (Chen i sur., 2020).

Mnogi derivati 1,4-NQ posjeduju svojstva pozeljna za lijekove u lijecenju
Alzheimerove bolesti (AD). Kao glavni ¢initelji nastanka i razvoja AD prepoznati su: enzim
acetilkolin esteraza (AChE), tau protein, nakupljanje pB-amiloidnih plakova te
neuroinflamatorni procesi te bi spoj koji bi inhibirao navedene procese i nakupljanje plakova
bio od velike vaznosti za razvoj AD lijekova. U istrazivanju koje su proveli Campora i suradnici
(2021) derivati NQ i antrakinona pokazali su in vitro antiamiloidna svojstva, inhibitorna
svojstva na enzime AChE i butirilkolin esterazu (BChE), antioksidativna svojstva te smanjili
agregaciju tau proteina te stoga mogu posluziti u razvoju lijekova protiv ove do kraja

neistrazene bolesti.
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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U novije vrijeme povecan je interes za ekonomiju temeljenu na odrzivoj proizvodnji i
obnovljivim izvorima energije, tzv. bioekonomiju. To je potaknulo sektor biotehnologije na
proizvodnju visoko kvalitetnih proizvoda za razli¢ite namjene, a fokus se stavlja na proizvodnju
hrane, kemikalija i lijekova. Kao izvoru za tu proizvodnju poseze se za biljkama i njihovim
sekundarnim metabolitima (Foong i sur., 2020). Za mnoge biljke farmakoloske studije
pokazuju njihova obecavajuca anitmikrobna, antitumorska, antihistaminska, analgetska,
protuupalna, antireumatska i antioksidatvna svojstva (Oku i sur., 2001; Yang i sur., 2001;
Sakunphueak i sur., 2012; Meenu i sur., 2015). Ljekovita svojstva biljaka mogu se pripisati
visokoj zastupljenosti prirodnih komponenti poput primjerice kinona, antocijanina, glikozida,
alkaloida, saponina i terpena (Singh i sur., 2017). Sekundarni metaboliti biljaka koji u novije
vrijeme privlace paznju znanstvenika su derivati 1,4-NQ. Od njih najvise se istrazuje metabolit
2-MNQ stoga $to je u in vitro uvjetima na razli¢itim stani¢nim kulturama pokazano njegovo
antitumorsko i antimetastsko djelovanje (Ding i sur., 2008; Wang i sur., 2012; Liew i sur., 2014;
Ong i sur., 2015). Medutim, mehanizam kojim 2-MNQ ispoljava svoj antitumorski u¢inak kao

i njegovo djelovanje na zdrave stanice jos uvijek nije dovoljno istrazen.

Spoj koji pokazuje potencijalni farmakoloski u¢inak mora proci niz ispitivanja te je
osim mehanizma njegovog farmakoloskog i terapeutskog djelovanja potrebno istraziti njegov
utjecaj na zivom modelu poput zdravih stanica ili Zivotinjskih modela. U ovom istrazivanju
zbog jednostavnosti te iz etickih razloga za ispitivanja odabran je biljni model, obi¢na rotkvica

(Raphanus sativus L).

Ovaj diplomski rad temelji se na pretpostavci da ¢e 2-MNQ u modelnom organizmu
izazvati pojavu oksidacijskog stresa tj. da ¢e navedeni sekundarni metabolit potaknuti modelni
organizam na proizvodnju ROS-ova. Uslijed toga do¢i ¢e do promjena u sadrzaju biokemijskih
parametara oksidacijskog stresa §to se moze pratiti mjerenjem sadrzaja GSH, antocijanina i
MDA.

Istrazivanje ¢e se provesti na klijancima rotkvice koji ¢e biti izlozeni tri dana rasponu
koncentracija otopine 2-MNQ. U ispitivanje ¢e biti ukljucena negativna kontrola (klijanci
izlozeni deioniziranoj vodi) i pozitivna kontrola (klijanci izlozeni otopini CuSOs). Nakon 3-
dnevne izlozenosti, pripremiti ¢e se biljni homogenat u kojem ¢e se odrediti sadrzaj GSH,
antocijanina te MDA spektrofotometrijskim metodama, a dobiveni rezultati ¢e se statisticki
obraditi. Pokus klijanja biti ¢e proveden prema OECD smjernicama (OECD, 2003).
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. Materijali
3.1.1. Kemikalije
Za pripremu otopina za tretman sjemenki rotkvice koristene su sljede¢e kemikalije:

e 2-MNQ (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD),
e metanol (Lach-Ner, Neratovice, Ceska),
e Dbakrov (1) sulfat, CuSO4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska).

Za pripremu homogenata biljnog tkiva koristena je:

o trikloroctena kiselina, TCA (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Za odredivanje sadrzaja GSH u homogenatu biljnog tkiva rotkvice koristeni su:

e 5,5'-ditiol-(2-nitrobenzojeva kiselina), DTNB (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD),

e Kkalijev dihidrogenfosfat, KH2PO4 (Lach-Ner, Neratovice, Ceska),
e dikalijev hidrogenfosfat, K2HPO4 (Lach-Ner, Neratovice, Ceska),
e etilendiamintetraoctena kiselina, EDTA (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD).

Za odredivanje sadrZaja antocijanina u homogenatu biljnog tkiva rotkvice koristeni su:

o kalij-kloridni pufer pH 1 (Kemika, Zagreb, Hrvatska),
e natrij-acetatni pufer pH 4,5 (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD).

Za odredivanje sadrzaja MDA u homogenatu biljnog tkiva koriStena je:

e 2-tiobarbituratna kiselina, TBA (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD).

Sve upotrijebljene kemikalije bile su pro analysi ¢istoce.
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3.1.2. Oprema

U ispitivanju je koriStena sljede¢a oprema:

mijesalica, Vortex-Heidolph model REAX top (Heidolph Instruments, Schwabach

Njemacka),

e centrifuga, Frontier 5706 (Ohaus, Greifensee, gvicarska),

e precizna analiticka vaga, PB303 Delta Range (Mettler Toledo, Columbus, SAD),

e termostat, TMA (Termo-medicinski aparati, Dugo Selo, Hrvatska),

e pH metar, HI 9025 (Hanna instruments,Woonsocket, SAD),

e Kkiveta, Open-top UV-quartz cell (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD),

e UV-VIS spektrofotometar T70 (PG Instruments Ltd, Lutterworth, UK),

e mikrotitarska plo¢ica ravnog dna s 96 jazica nominalnog volumena 300 pL (Kartell
S.p.A., Noviglio, Italija),

e (ita¢ mikrotitarskih plo¢ica iIEMS Reader MF (Labsystems, Vantaa, Finska).

Navedeni uredaji nalaze se na Zavodu za Farmaceutsku botaniku i Zavodu za

mikrobiologiju Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

3.1.3. Biljni model

Za potrebe ovog istrazivanja kao modelni organizam odabrana je obi¢na rotkvica,
Raphanus sativus L. (slika 7). Ova jednogodis$nja korijenasta biljka iz porodice krstaSica
(Brassicaceae) obiluje sekundarnim metabolitima poput polifenola, flavonoida i glukozinolata
te se konzumira u prehrambene i ljekovite svrhe (Beevi i sur., 2012; Gibum i sur., 2015). Zbog
kratkog vremena klijanja i otpornosti na vanjske uvjete u ovome istrazivanju koristena je kao

model za ispitivanje bioloskih u¢inaka 2-MNQ. Sjeme rotkvice nabavljeno je komercijalno.
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Slika 7: Klijanac rotkvice (Raphanus sativus L.) (slikala Ana Fajdeti¢)

3.2. Metode
3.2.1. Bioloski pokus — germinacija
3.2.1.1. Priprema otopina za pokus germinacije

Priprema otopina 2-MNQ

Matic¢na otopina 2-MNQ koncentracije 2 mg/mL pripremljena je u metanolu tako sto se
20 mg 2-MNQ izvagalo na analitickoj vagi te se kvantitativno prenijelo u odmjernu tikvicu od
10 mL. U odmjernu tikvicu dodao se metanol, a 2-MNQ se otopio u metanolu mijesanjem.

Potom je odmjerna tikvica nadopunjena s metanolom do oznake.

Radne otopine 2-MNQ u koncentracijskom rasponu 1-30 pg/mL pripremile su se

razrjedivanjem mati¢ne otopine 2 mg/mL s metanolom. Za izracun koriStena je formula:
c1xVi=c2X Ve

U tablici 1 prikazani su potrebni volumeni mati¢ne otopine 2-MNQ koncentracije 2 mg/mL za

pripremu radnih otopina 2-MNQ.
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Tablica 1: Priprema radnih otopina 2-MNQ u koncentracijskom rasponu 1-30 pg/mL

Konc. radne otopine 2-MNQ | Volumen mati¢ne otopine 2- | Volumen dodanog metanola
MNQ konc. 2 mg/mL (mL)

1 pg/mL 0,01 19,99

5 pg/mL 0,05 19,95

10 pg/mL 0,1 19,90

20 pg/mL 0,2 19,80

30 pg/mL 0,3 19,70

Priprema 0,02 M otopine CuSQOq

0,02 M otopina CuSQg4 pripremljena je vaganjem 0,16 g CuSOs koji je nakon toga
kvantitativno prenesen u odmjernu tikvicu od 50 mL. Potom je u odmjernu tikvicu dodana
destilirana voda te je CuSO4 otopljen muckanjem. Odmjerna tikvica nadopunjena je do oznake

destiliranom vodom.

3.2.1.2. Pokus germinacije (klijavosti)

Pokus klijavosti proveden je prema smjernicama OECD (OECD, 2003). Za pokus
klijavosti koristene su Petrijeve zdjelice koje su prvo prebrisane etanolom te je u njih, kao
podloga za sjemenke, stavljen filtar papir. Petrijeve zdjelice s filtar papirom stavljene su u
inkubator pod UV lampu 20-tak minuta kako bi se filtar papir i Petrijeve zdjelice sterilizirali te
tako sprijecila kontaminacija sjemenki rotkvice za vrijeme trajanja pokusa klijavosti. Potom se
filtar papir impregnirao s 1 mL pojedine radne otopine 2-MNQ u koncentracijama 1, 5, 10, 20
i 30 ug/mL. Svaka od ispitivanih koncentracija napravljena je u triplikatu, odnosno za svaku
koncentraciju pripremljene su po tri Petrijeve zdjelice. Impregnacija je provedena tako §to se
filtar papir natopio radnom otopinom 2-MNQ odredene koncentracije, a potom su Petrijeve
zdjelice ostavljene oko 1 sat u sterilnom inkubatoru kako bi se filtar papir posusio. Takoder,
filtar papir u tri Petrijeve zdjelice impregniran je s 1 mL 0,02 M otopine CuSOj koja je sluzila
kao pozitivna kontrola. Na tako impregniran filtar papir su potom postavljene sjemenke
rotkvice. Svaka Petrijeva zdjelica sadrzavala je po 25 sjemenki rotkvice ravnomjerno
postavljenih za klijanje (slika 8). U sve je Petrijeve zdjelice dodano po 2 mL deionizirane vode

kako bi se omogucili uvjeti za razvoj klijanaca te su zatvorene parafilmom. U pokus je
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ukljucena negativna kontrola (u triplikatu) kod koje su sjemenke modelne biljke bile izlozene
2 mL deionizirane vode. Tako pripremljene Petrijeve zdjelice ostavljene su tri dana na tamnom

mjestu na sobnoj temperaturi na klijanju.

Slika 8: Sjemenke rotkvice postavljene na klijanje u Petrijevoj zdjelici (slikala
Ana Fajdetic)

Nakon 3-dnevnog klijanja, klijanci su pazljivo preneseni s filtar papira te je odvagana
masa svjezeg tkiva. Potom su klijanci premjesSteni u ozna¢ene vreéice i pohranjeni na -20 °C do

biokemijskih analiza.

3.2.1.3. Priprema homogenata biljnog tkiva za mjerenje biokemijskih parametara

Priprema 5 %-tne otopine TCA

10 g TCA se odvagalo na analitickoj vagi te se kvantitativno prenijelo u odmjernu
tikvicu od 200 mL. U tikvicu je dodana destilirana voda te je nakon otapanja TCA tikvica

nadopunjena destiliranom vodom do oznake.

Homogenat klijanaca rotkvice pripremio se vaganjem 100 mg biljnog tkiva koje se
mehanicki homogenizirao u tarioniku koristenjem tucka uz dodatak 0,5 mL 5 %-tne otopine
TCA. Pripremljeni homogenat biljnog tkiva rotkvice potom je centrifugiran (10 minuta na 7000
RPM) kako bi se dobio bistar supernatant, a koji se koristio za odredivanje sadrzaj biokemijskih

parametara oksidacijskog stresa (GSH, antocijanina i MDA).
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3.2.2. Odredivanje sadrzaja GSH
3.2.2.1. Princip metode odredivanja sadrzaja GSH

Za odredivanje sadrzaja GSH koristila se kolorimetrijska metoda u kojoj dolazi do
reakcije izmedu tiolne skupine GSH i DTNB-a (poznat kao i EIlmanov reagens). U toj reakciji
dolazi do nastanka mijeSanog disulfida i zuto obojene 2-nitro-5-tiobenzojeve kiseline (TNB)
(Ellman, 1959). U blago alkalnim uvjetima TNB prelazi u TNB? anion ¢ija se koncentracija
moze spektrofotometrijski pratiti kao intenzitet obojenja zuto nastalog produkta pri valnoj
duljini od 412 nm na kojoj postize aporpcijski maksimum (slika 9). Koriste¢i slijepu probu i

poznavajudi apsorpcijski koeficijent sadrzaj GSH se moze kvantificirati.

0 Q 0
0" 0 0 0
0 ° S N*f"o s N'&o + s N *ﬂo
W AY + R=S" —p AY AN
N+ 4 o R—s’ o o
0

DTNBZ tiol mijesani disulfid TNB?Z anion

Slika 9: Reakcija slobodne tiolne skupine proteina i DTNB-a te stvaranje mijeSanog
disulfida i Zuto obojenog produkta TNB-a (preuzeto s url:

https://www.bmaglabtech.com/fr/ellmans-assay-for-in-solution-quantification-of-

sulfhydryl-groups/ i prilagodeno)

3.2.2.2 Priprema otopina za odredivanje sadrzaja GSH

Priprema 1 M kalij-fosfatnog pufera pH 7,4

1 M kalij-fosfatni pufer pripremio se iz KH2PO4 i K2HPO4. Za pripremu 1 M otopine
KH2PO4, na analiti¢koj vagi se izvagalo 13,609 g KH2PO4 te kvantitativno prenijelo u odmjernu
tikvicu od 100 mL, otopilo u destiliranoj vodi te se tikvica nadopunila destiliranom vodom do
oznake. Za pripremu 1 M otopine KoHPOg, izvagalo se 17,418 g KoHPO4 te prenijelo u
odmjernu tikvicu od 100 mL i otopilo u destiliranoj vodi. 1 M otopina kalij-fosfatnog pufera
pH 7,4 dobivena je mijeSanjem 1 M otopine KH2PO4 i Ko;HPO4 koriste¢i pH metar kako bi se
dobio potrebni pH 7,4. U otopinu je dodano i 0,0037 g EDTA kako bi se postigao molaritet
EDTA u otopini od 0,1 mM. Naime, EDTA kelira metale $to sprijecava autooksidaciju GSH u
uzorku. Odvaga EDTA prebacena je u 100 mL otopine 1 M kalij-fosfatnog puferapH 7,4. 1 M

kalij-fosfatni pufer sluzio je kao otapalo i medij za izvodenje pokusa.
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Priprema 1 mM otopine DTNB-a

Za pripremu 1 mM otopine DTNB-a, trebalo bi se izvagati 0,00396 g DTNB-a. Kako bi
se povecala preciznosti odvage, prvo se pripremila 10 mM otopina DTNB-a vaganjem 0,0396
g DTNB-a. Izvagana masa kvantitativno se prenijela u odmjernu tikvicu od 10 mL te se otopila
u 1 M Kkalij-fosfatnom puferu pH 7,4. Potom je odmjerna tikvica nadopunjena s 1 M kalij-
fosfatnim puferom pH 7,4 do oznake. Pripremljena otopina razrijedila se 10 puta kako bi se

dobila 1 mM otopina DTNB-a, koja sluzi kao reagens za dokazivanje GSH.

3.2.2.3. Postupak odredivanja sadrzaja GSH

Sadrzaj GSH odredio se u supernatantu homogeniziranog biljnog tkiva koji je dobiven
centrifugiranjem homogenata 10 minuta na 7000 RPM. U epruvete je potom dodano 100 pL
supernatanta homogenata biljnog tkiva i 900 pL 1 mM otopine DTNB-a te se epruveta
pomijesala. Tako pripremljeni uzorci inkubirali su se 15 minuta na sobnoj temperaturi kao i
slijepa proba koja se sastojala od 100 uL TCA i 900 pL 1 mM otopine DTNB-a. Nakon
inkubacije uzorci su se prebacili u Kivetu te im je na valnoj duljini od 412 nm izmjerena
apsorbancija na UV-VIS spektrofotometru. Sadrzaj GSH u uzorku izra¢unao se iz Beer-

Lambertove formule:

A=gxlxc

AA
Sadrzaj GSH = —
exl

pri ¢emu je:
AA —razlika izmjerene apsorbancije uzorka i slijepe probe na valnoj duljini od 412 nm
€ — apsorpcijski koeficijent (14,15 1/mM cm)

| — duzina optickog puta (1 cm).
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3.2.3. Odredivanje sarzaja antocijanina
3.2.3.1. Princip metode odredivanja sadrzaja antocijanina

Za odredivanje ukupnog sadrzaja monomernih antocijanina Korisitila se pH
diferencijalna metoda koja se temelji na reverzibilnoj strukturnoj promjeni antocijanina unutar
razli¢itog pH medija (Giusti i Wrolstad, 2001). Crveni kationski oblik prisutan je pri pH = 1,0,
a bezbojni hemiketalni oblik pri pH = 4,5 (slika 10). 1z toga proizlazi preko Beer-Lamberotva
zakona da je razlika izmedu apsorbancija pigmenta pri pH = 1,0 i pH = 4,5 proporcionalna
koncentraciji pigmenta. Apsorbancija se mjeri na valnoj duljini od 516 nm i zbog korekcije
zamucenja na 700 nm. Za razliku od monomernih antocijanina koji slabo apsorbiraju zracenje
pri pH = 4,5, degradirani polimerizirani oblici antocijanina otporni su na promjenu boje uslijed
promjene pH, stoga se oni ne mogu mjeriti ovom metodom jer oni apsorbiraju zracenje u oba
pH medija. No bez obzira na prisutnost degradiranih polimeriziranih oblika antocijanina, ova

metoda je pouzdana za odredivanje sadrzaja ukupnih antocijanina (Giusti i Wrolstad, 2001).

R1

OH
AN
® R2
/
O-gly
O-gly

Kationski oblik pri pH=1,0

A

+HO| [ -H" R

O-gly

Hemiketalni oblik pri pH=4,5

Slika 10: Kationski i hemiketalni oblik antocijanina pri razli¢itim pH
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3.2.3.2. Postupak odredivanja sadrZaja antocijanina

Uzorci homogenata biljnoga tkiva prvo su centrifugirani (10 minuta na 7000 RPM), a
potom su supernatanti (20 pL) prebac¢eni u mikrotitarske plo¢ice. Uzorci su pripremljeni u dvije
serije, Sto znaci da se u jednu seriju supernatanta dodaje 80 pL pufer otopine pH = 1,0, a u
drugu seriju supernatanta 80 pL otopine pufera pH = 4,5. Nakon dodatka otopine pufera
odgovarajuc¢eg pH, uzorci se inkubiraju 15 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga mjere se
apsorbancije za obje serije uzoraka na 492 nm, 540 nm i 690 nm. Apsorbancije bi se trebale
izmjeriti na valnim duljinama od 516 nm i zbog korekcije zamucéenja na 700 nm. Obzirom da
je u ovome istrazivanju apsorbancija uzoraka mjerena na cita¢u mikrotitarskih plocica (engl.,
Plate Reader) koji ne moze mjeriti apsorbanciju na potrebnim valnim duljinama, izmjerene su
apsorbancije na valnim duljinama od 492 nm, 540 nm i 690 nm. 1z izmjerenih apsorbanicja na
valnim duljinama 492 nm i 540 nm iznos apsorbancije na 516 nm je aproksimiran prema

formuli:

A 516 nm = (A 292 nm + A 540nm)/2

Sadrzaj antocijanina izrazen je prema formuli:

Ax Mr x FR x 1000
exl

SadrZaj antocijanina =

gdje je:
A — apsorbancija uzorka koja se racuna prema izrazu:
A = (A516—- A690) pH 1,0 — (A516— A690) pH 4,5
Mr — molekulska masa = 449,2
FR — faktor razrjedenja
1000 — faktor za preracunavanje g u mg
€ — apsorpcijski koeficijent (26,9 1/mM cm)
| — duzina optickog puta (1 cm).
Podatci za vrijednost molekulske mase (Mr = 449,2) i ekstinkcijski koeficijent (26,9 1/mM cm)

uzeti su za standarda cijanidin-3-glukozida jer je on najzastupljenija vrsta antocijanina.
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3.2.4 Odredivanja sadrzaja MDA
3.2.4.1. Princip metode odredivanja sadrzaja MDA

Metoda odredivanja sadrzaja MDA u uzorku temelji se na reakciji izmedu elektrofilne
molekule MDA koja pri niskom pH i poviSenoj temperaturi stupa u reakciju s nukleofilnom
TBA pri ¢emu nastaje crveno obojeni adukt MDA(TBA)2 (slika 11) (Heath i Packer, 1968).
Intenzitet obojenja nastalog kompleksa mjeri se spektrofotometrijski na valnoj duljini od 532

nm s obzirom da na toj valnoj duljini postize maksimum apsorpcije.

H o OH
N =
N + SN
™o, 2 \f - JN\ g | /L
NH  95-100°C g H 0 HO ﬁ S

0
MDA TBA MDA(TBA);

Slika 11: Prikaz reakcije MDA i TBA i stvaranje crveno obojenog MDA(TBA), adukta

3.2.4.2. Priprema otopina za odredivanje MDA

Priprema otopine TBA

Na analitickoj vagi je izvagano 0,6 g TBA koja se kvantitativno prenijela u odmjernu
tikvicu od 100 mL. Nakon otapanja TBA, tikvica se nadopunila destiliranom vodom do oznake.
Otapanje MDA moze se potaknuti zagrijavanjem na grijacoj plo¢i. Otopina MDA sluzi kao

reagens za odredivanje sadrzaja MDA.

3.2.4.3. Postupak odredivanja sadrzaja MDA

Homogenati biljnoga tkiva centrifugirani su (10 minuta na 7000 RPM) te je 200 uL
supernatanta prebaceno u epruvete. Potom je na supernatant dodano 800 pL 0,6 % otopine
TBA. Tako pripremljeni uzorci i sijepa proba koja je sadrzavala 200 puL destilirane vode i 800
uL 0,6 % otopine TBA stavili su se zagrijavati 30 minuta na temperaturu od 90 °C. Nakon 30
minuta reakcijska smjesa se ohladila na ledu kako bi se reakcija zaustavila. Potom se uzorci jo$

jednom centrifugiraju 10 minuta na 7000 RPM kako bi se uklonilo moguée zamucenje i
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smanjila moguénost interferencija. Apsorbancija se mjeri na UV-VIS spektrofotometru na 532

nm te se iz formule za Beer-Lambertov zakon moze odrediti sadrzaj MDA:

A=egxlxc

Sadrzaj MDA = A4
exl

gdje je:
AA —razlika izmjerene apsorbancije uzorka i slijepe probe na valnoj duljini od 532 nm
€ — apsorpcijski koeficijent (155 1/mM cm)

| — duZina optickog puta (1 cm).

3.3. Statisticka obrada rezultata

S obzirom da je modelni organizam, rotkvica, tretiran u triplikatu rezultati mase svjezeg
tkiva prikazani su kao srednje vrijednosti triplikata + standardna devijacija za svaki od tretmana.
Biokemijski parametri: GSH, antocijanini i MDA izmjereni su za svaki od triplikata u duplikatu
te su prikazani kao srednje vrijednosti Sest replika £ standardna devijacija. KoriStenjem t-testa
pomocu rafunalnog programa Excel usporedeni su dobiveni rezultati izmedu tretmana s
deioniziranom vodom (negativna kontrola) i tretmana ili s 2-MNQ ili s CuSO4 za masu svjezeg
tkiva i pojedinih biokemijskih parametara. Kao statisticki znacajna razlika postavljena je

vrijednost P < 0,05.
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Dosadasnja istrazivanja pokazala su da NQ i njihovi derivati imaju obecavajuca
antimikrobna i antikancerogena svojstva te su otvorili put za razvoj novih terapeutika. Prilikom
ispitivanja spoja kao potencijalnog lijeka valja ispitati njegov uc¢inak na zdravim stani¢nim
kulturama. U ovom diplomskom radu ispitan je u¢inak 2-MNQ na klijancima rotkvice. Osim iz
etickih razloga i vece dostupnosti, biljka kao modelni organizam takoder je financijski
isplativiji odabir od animalnih ili humanih stanica. Klijanci predstavljaju najosjetljiviji zivotni
stadij biljke (Rouhi i sur., 2012). Stoga bilo kakav u¢inak na klijancima daje informaciju koja

bi se mogla prenijeti na viSe organizme, odnosno ekstrapolirati na ljudski organizam.

Istrazivanje je provedeno tako da su sjemenke rotkvice bile izlozene tri dana otopinama
2-MNQ u koncentracijskom rasponu 1-30 pg/mL. U ispitivanje je uklju¢ena negativna kontrola
kod koje su sjemenke rotkvice bile izlozene deioniziranoj vodi , a skupinu pozitivne kontrole
¢inile su sjemenke rotkvice izlozene 0,02 M otopini CuSOs. lako su biljkama potrebni metali u
razli¢itim fizioloSkim procesima pa tako i bakar, bakar u visokim koncentracijama uzrokuje
oksidacijski stres i ometa rast i razvoj klice (Zeng i sur., 2021). Stoga je u ovom istrazivanju
koriStena otopina bakra kao pozitivna kontrola. Nakon 3-dnevnog klijanja izvagana je masa
svjezeg tkiva klijanaca te je sadrzaj parametara oksidacijskog stresa izmjeren u homogenatu
biljnog tkiva. Prema Ellmanovoj metodi (1959) odreden je sadrzaj GSH, sadrzaj antocijanini je
izmjeren pH diferencijalnom metodom prema Giusti i Wrolstadu (2001), a sadrzaj MDA
tiobarbiturnim testom prema Heathu i Packeru (1968). Pokus klijanja proveden je u triplikatu,
a mjerenja parametara oksidacijskog stresa provedena su u duplikatu te su rezultati statisticki

obradeni.

4.1. Masa svjeZeg tkiva

Nakon 3-dnevnog klijanja klijancima rotkvice izvagana je masa. Masa svjezeg tkiva
moze Se uzeti kao parametar fitotoksi¢nog utjecaja 2-MNQ na klijance rotkvice obzirom da je
masa u izravnom odnosu s rastom klijanaca. Na slici 12 graficki su prikazane mase svjezeg
tkiva klijanaca rotkvice. 1z prikaza je vidljivo kako su prosje¢ne mase svjezeg tkiva klijanaca
koji su bili izloZeni razli¢itim koncentracijama 2-MNQ priblizno jednake te se nisu znacajnije
razlikovale od negativne kontrole. Tako je masa klijanaca nakon 3-dnevne izlozenosti najnizoj
koncentraciji 2-MNQ (1 pg/mL) iznosila 0,413 + 0,020 g, $to je priblizno isto masi klijanaca
izloZenih destiliranoj vodi (negativna kontrola) 0,443 + 0,032 g. Takoder, masa svjezeg tkiva
klijanaca nakon izlozenosti najvisoj koncentraciji 2-MNQ (30 pg/mL) bila je 0,433 £ 0,035 ¢
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te se nije razlikovala od negativne kontrole. Nakon 3-dnevnog klijanja jedino je masa klijanaca
izlozenih 0,02 M otopini CuSOg (pozitivna kontrola) bila znacajno niza u odnosu na negativnu
kontrolu te je iznosila 0,346 = 0,025 g (P < 0,05). To se moze objasniti utjecajem bakra kao
teSkog metala na rast i razvoj klica. IzloZenost klijanaca 2-MNQ u rasponu koncentracija 1-30
pg/mL kroz tri dana nije imala znacajan ucinak na masu klijanaca rotkvice $to znaci da u
testiranom koncentracijskom rasponu 2-MNQ nema fitotoksi¢an uc¢inak. U prethodnom
istrazivanju u kojem je istrazivan u¢inak 2-MNQ u istom koncentracijskom rasponu (1-30
pg/mL) na gorusSicu (Sinapis alba L.) pokazano je da 2-MNQ ve¢ u koncentraciji od 10 pug/mL
dovodi do znacajnog snizenja mase svjezega tkiva, 0dnosno ima fitotoksi¢an u¢inak (Kenfelj,
2022). To pokazuje da je rotkvica puno otpornija na djelovanje 2-MNQ u odnosu na gorusicu,
§to se moze objasniti prisustvom veéeg broja fitokemikalija s antioksidacijskim svojstvom
(Gibum i sur., 2015). U preglednom radu Gamba i suradnici (2021) iznijeli su podatke o sastavu
razli¢itih dijelova vrste R. sativus te se pokazalo da klijanci i listovi obiluju bioaktivnim
kemikalijama medu kojima prednjace flavonoidi i neflavonoidni polifenoli koji bi takoder

mogli pridonijeti obrambenom sustavu ove krstasice.

masa svjezeg tkiva
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Slika 12: Masa svjezeg tkiva klijanaca rotkvice nakon 3-dnevne izlozenosti 2-MNQ u
koncentracijama 1- 30 pg/mL; NK — negativna kontrola (deionizirana voda); PK —

pozitivna kontrola (otopina CuSOg); *statistic¢ki znacajna razlika u odnosu na NK
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4.2. GSH

Rezultati sadrzaja GSH prikazani su na slici 13. Sadrzaj GSH negativne kontrole
(tretman s destiliranom vodom) bio je 14,664 + 0,527 pM. U usporedbi s negativnom
kontrolom, kod pozitivne kontrole uo¢ava se rast sadrzaja GSH (18,587 + 0,418 uM; P < 0,05).
Taj rezultat ne ¢udi s obzirom da bakar u viSim koncentracijama kao teSki metal uzrokuje
oksidacijski stres i odgovor organizma u vidu aktivacije i produkcije antioksidansa
(Drazkiewicz i sur., 2003).

lako 2-MNQ u ispitivanim koncentracijama nije imao izrazito fitotoksi¢an ucinak (te
nije doslo do snizavanja mase svjezega tkiva) imao je ucinak na sadrzaj GSH u klijanaca. U
klijanaca rotkvice izlozenih tri dana otopini 2-MNQ u koncentraciji od 1 pg/mL primijecen je
znacajan pad sadrzaja GSH u odnosu na negativnu kontrolu (11,755 £ 1,107 uM; P < 0,05).
Klijanci rotkvice izlozeni tri dana viSim koncentracijama 2-MNQ (5, 10 i 20 pg/mL) u
usporedbi s negativnom kontrolom takoder su imali nizi sadrzaj GSH u odnosu na negativnu
kontrolu (P < 0,05). Jedino je 3-dnevna izlozenosti 2-MNQ u koncentraciji od 30 pg/mL dovela
do neznatnog povecéanja sadrzaja GSH te je iznosio 15,017 £ 0,579 puM, s$to se nije znacajnije
razlikovalo od negativne kontrole. Navedeni rezultati naznauju da se pri nizim
koncentracijama 2-MNQ (1 -20 pg/mL) u rotkvici trose zalihe GSH kao antioksidansa te zbog
toga sadrzaj GSH opada. To se moze objasniti kemijskom strukturom NQ i njoj pripadaju¢im
funkcionalnim skupinama. Poznato je da GSH moze stvarati adukte s oksidiranim kinonima i
na taj nacin umanyjiti utjecaj oksidacijskog stresa, a time i oStecenje makromolekula (Klotz 1
sur., 2014). Povecanjem koncentracije 2-MNQ dolazi do porasta sadrzaja GSH $to bi se dalo
objasniti sintezom novoga GSH u obrambene svrhe. Pri najvisoj koncentraciji 2-MNQ od 30
Hg/mL uocen je blagi porast sadrzaja GSH u odnosu na negativnu kontrolu §to bi dalo naslutiti
adaptaciju biljke na stresne uvjete, no za sli¢ne zaklju¢ke potrebno je provesti daljnje
eksperimente. U ovome istrazivanju, iako 2-MNQ u ispitivanom koncentracijskom rasponu nije
bio fitotoksi¢an, doslo je do snizavanja sadrzaja GSH §to znaci da 2-MNQ ima pro-oksidativan
uc¢inak na stanicu te se GSH ,tro$io* na njegovu neutralizaciju. Izgleda da stanice klijanaca
rotkvice uz GSH imaju uspjesan antioksidacijski sustav koji je neutralizirao djelovanje 2-MNQ.
U spomenutom istrazivanju na goruSici pad sadrzaja GSH zabiljezen je nakon 3-dnevne
izlozenosti 2-MNQ u koncentraciji 1 pg/mL, a porast ve¢ nakon izloZenosti koncentraciji 2-
MNQ od 20 pg/mL $to je joS jedan dokaz vece otpornosti rotkvice na vanjski stres (Kenfelj,
2022).
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Slika 13: Sadrzaj GSH u klijanaca rotkvice nakon 3-dnevne izlozenosti 2-MNQ u
koncentracijskom rasponu 1-30 pg/mL; NK — negativna kontrola (deionizrana voda); PK —

pozitivna kontrola (otopina CuSOg); *statisticki znacajna razlika u odnosu na NK

4.3. Antocijanini

Metoda kojom je odreden sadrzaj antocijanina u ovome istrazivanju bila je pH
diferencijalna metoda po Giusti i Wrolstadu (2001). lako ovom metodom nije izmjeren sadrzaj
ukupnih antocijanina, obzirom da pH diferencijalnom metodom nije moguce izmjeriti
degradirane i polimerizirane antocijanine, moze se pretpostaviti da izmjeren sadrzaj
monomernih oblika antocijanina ukazuju na odreden stupanj antioksidacijske sposobnosti. Na
to ukazuje znacajna pozitivna korelacija izmedu izmjerenih monomernih antocijanina i
antioksidativne aktivnosti temeljem prethodno provedenih studija (Yang i Zhai, 2010; Siti
Azima, 2014). Naslici 14 prikazan je sadrzaj antocijanina u rotkvici nakon izloZenosti rastu¢im
koncentracijama 2-MNQ te destiliranoj vodi (negativna kontrola) i otopini CuSOs (pozitivna
kontrola). Zanimljivo je da u usporedbi s negativnom kontrolom (0,028 + 0,012 mg/kg)
statistiCki znaCajna promjena u sadrzaju antocijanina nije zabiljeZena niti u jednoj grupi
klijanaca izloZenih 2-MNQ s$to bi dalo za pretpostaviti da se biljka uvelike oslanja na neke
druge obrambeme mehanizme poput potrosnje zaliha GSH. Sadrzaj antocijanina bio je znacajno

visi u odnosu na negativnu kontrolu samo kod pozitivne kontrole (klijanaca rotkvice izloZenih
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tri dana otopini CuSQg) te je sadrzaj antocijanina bio 0,103 £ 0,031 mg/kg (P < 0,05). To se
moze objasniti regulacijom na razini transkripcije i pove¢anom proizvodnjom antioksidansa
prilikom izlaganja stresnim uvjetima kao $to je u ovom slucaju prisutnost teskih metala (Naing
i Kim, 2021). Valja se osvrnuti na velike razlike u standardnim devijacijama sto je za bioloski
pokus ocekivano obzirom da su sjemenke razli¢ito vijabilne, odnosno da imaju razliCite
sposobnosti prezivljavanja i razvijanja. Osim toga antocijanini su podlozni degradaciji uslijed
razli¢itih vanjskih utjecaja poput temperature, pH medija ili sekundarnih metabolita (Zhao i

sur., 2021) pa ne zac¢uduje da njihov sadrzaj u klijancima rotkvice varira.
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Slika 14: Sadrzaj antocijanina u klijanaca rotkvice nakon 3-dnevne izlozenosti 2-MNQ u
koncentracijskom rasponu 1-30 pg/mL; NK - negativna kontrola (deionizrana voda); PK -

pozitivna kontrola (otopina CuSOg); *statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na NK

4.4. MDA

MDA jedan je od produkata lipidne peroksidacije te se uzima kao pokazatelj
oksidacijskog stresa. U reakciji s TBA stvara crveno obojeni kompleks koji se moze izmjeriti

spektrofotometrijski. Na slici 15 prikazan je izmjeren sadrzaj MDA u klijanaca rotkvice
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izlozenih kroz tri dana rastu¢im koncentracijama 2-MNQ te pozitivne (klijanci izloZeni otopini

CuSO0s) i negativne kontrola (klijanci izlozeni destiliranoj vodi).
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Slika 15: Sadrzaj MDA u klijanaca rotkvice nakon 3-dnevne izlozenosti 2-MNQ u
koncentracijskom rasponu 1-30 pug/mL; NK — negativna kontrola (deionizrana voda); PK —

pozitivna kontrola (otopina CuSQgy); *statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na NK

Sadrzaj MDA u klijanaca rotkvice nakon 3-dnevne izlozenosti 0,02 M otopini CuSO4
(pozitivna kontrola) iznosio je 0,48 + 0,02 pM $to je bilo znac¢ajno vise u 0dnosu na negativnu
kontrolu (0,32 £ 0,04 uM; P < 0,05). U uzorcima izloZenima otopini CuSO4 o¢ekivano je doslo
do porasta koncentracije MDA u odnosu na negativnu kontrolu, obzirom na studije koje
potkrijepljuju ¢injenicu da bakar inducira generiranja ROS-ova $to dovodi do oStecenja
membrana i povecanja sadrzaja MDA (Sun i sur., 2010, Lukatkin i sur., 2014; Dutta i sur.,
2018).

U klijanaca rotkvice izloZenih tri dana 2-MNQ u koncentracijama 1-20 ug/mL
primijecen je nizi sadrzaj MDA u odnosu na negativnu kontrolu. U klijancima izlozenima 2-
MNQ u koncentraciji 1 pg/mL sadrzaj MDA bio je 0,16 = 0,04 uM S§to je bilo statisticki

znacajno nize od negativne kontrole (P < 0,05). Znacajno nizi sadrzaj MDA u odnosu na
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negativno kontrolu zabiljezen je 1 u klijanaca rotkvice izlozenih 3 dana 2-MNQ
koncentracijama 5, 10 i 20 pg/mL. U klijanaca izlozenih 3 dana koncentraciji 2-MNQ od 30
pg/mL zabiljeZen je porast sadrzaja MDA (0,35 £ 0,03 uM), no taj porast nije bio znacajno visi
u usporedbi s negativnom kontrolom. U klijanaca u kojima je zabiljeZen pad sadrzaja MDA
istovremeno je zabiljezen i pad sadrzaja GSH. To se moze objasniti obranom organizma od
stresa i poticanjem proizvodnje antioksidansa, odnosno potrosnje zaliha GSH u svrhu obrane

od ROS-ova pri ¢emu sadrzaj MDA u tom uzorku takoder opada.

U ovom istrazivanju ispitan je uc¢inak 2-MNQ na rast i parametre oksidacijskog stresa
rotkvice. 2-MNQ u ispitivanom koncentracijskom rasponu 1-30 pg/mL nije imao fitotoksi¢ni
ucinak, odnosno nije doslo do znacajnije promjene u masi svjezeg tkiva klijanaca. No, u istom
koncentracijskom rasponu 2-MNQ imao je u¢inak na parametre oksidacijskog stresa. Izlozenost
2-MNQ u koncentracijama 1, 5, 10 i 20 pg/mL dovela je do pada sadrzaja GSH rotkvice, ali i
pada sadrzaja MDA. To govori da je 2-MNQ aktivirao antioksidacijsku obranu u modelnom
organizmu te da je doSlo do sniZenja sadrzaja GSH koji se ,,troSi0* na antioksidacijsku obranu
§to je rezultiralo i nizim sadrzajem MDA. Tek je 2-MNQ u koncentraciji 30 pg/mL doveo do
blagog porasta sadrzaja GSH §to ukazuje na sintezu GSH. Ista je koncentracija 2-MNQ (30
pg/mL) uzrokovala i blagi porast sadrzaja MDA. Moze se zakljuciti da je 2-MNQ u ispitivanom
koncentracijskom rasponu imao pro-oksidativno djelovanje, ali se rotkvica uspjesno branila od
2-MNQ. lako se u ovome istrazivanju mjerio i sadrzaj antocijanina kako bi se dokazala njihova
ukljucenost u obranu od stresa u rotkvice uzrokovanog s 2-MNQ, to nije dokazano, vjerojatno
zbog nemogucnosti mjerenja apsorbancije na tocnoj valnoj duljini. Stoga se moze zakljuciti da
2-MNQ u rotkvici poti¢e oksidacijski stres, odnosno da je mehanizam djelovanja 2 -MNQ
indukcija oksidacijskog stresa. U prethodnom istrazivanju koje je ispitivalo uéinak 2-MNQ u
istom koncentracijskom rasponu na gorusici takoder je pokazano da nize koncentracije 2-MNQ
(1 15 pg/mL) uzrokuju pad sadrzaja GSH, a da su viSe koncentracije (10, 20 i 30 pg/mL)
uzrokovale porast sadrzaja GSH (Kenfelj, 2022). U istom istraZivanju sadrzaj MDA je bio nizZi
tek nakon 3-dnevnog tretmana s 2-MNQ u koncentracijama 10, 20 i 30 pg/mL. Navedeno se
ocituje u pretpostavci da rotkvica u odnosu na gorusicu ima snazniji obrambeni mehanizam t;.

da pokazuje vecu otpornost pri izloZenosti istim koncentracijama otopine 2-MNQ.

U radu Wanga i suradnika (2011) odredivana je najniza koncentracija 2 -MNQ kojom
se moze sprijeciti rast H. pylori. U rasponu koncentracija od 0,156-0,625 pug/mL 2-MNQ je
pokazao znacajnu antibakterijsku i baktericidnu aktivnost protiv razli¢itih sojeva H. pylori. Za

isti soj H. pylori pozitivna kontrola (amoksicilin) imala je MIC 2,5 pg/mL dok je 2-MNQ imao
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MIC od 0,625 pg/mL $to iznosi 25 % MIC-a pozitivne kontrole. Takoder, 2-MNQ bio je bolji
I od metronidazola i to za 1,22 % MIC-a. Dobra antibakterijska aktivnost 2-MNQ u
koncentracijskom rasponu 0,156-0,625 pg/mL dokazana u navedenom istraZivanju moze se
usporediti s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju. U ovome istrazivanju na klijancima
rotkvice koristene su puno vise koncentracije 2-MNQ (1-30 pg/mL) koje nisu imale znacajni
fitotoksi¢ni u¢inak na rotkvicu i tek je kod koncentracije 30 pg/mL zabiljeZzen porast MDA.
Stoga se moze zakljuciti da bi se ispitivane koncentracije 2-MNQ koriStene u antimikrobnom
ispitivanju protiv rezistentnih sojeva H. pylori (0,156-0,625 ug/mL) mogle Koristiti kao
alternativna terapija te da ne bi dovele do znacajnijih oStecenja zdravih stanica. Ovaj zakljucak
treba uzeti s rezervom s obzirom da se radi o biljnome modelu, stoga ovakvo razmatranje sluzi

samo kao pretpostavka u okviru istrazivanja novih lijekova.

2-MNQ takoder je bio predmet istrazivanja na podrucju antimetastatskih lijekova. Liew
I suradnici (2014) proveli su ispitivanje utjecaja 2-MNQ na migraciju humanih stanica
metastatskog karcinoma dojke (MDA-MB-231) te utjecaj ovog NQ na ekspresiju enzima
matriksne metaloproteinaze 9 (MMP-9). Za razliku od MMP-2 koji je obi¢no konstitutivno
eksprimiran, ekspresiju MMP-9 ¢esto induciraju razli¢iti faktori rasta, citokini i stimulatorni
signali koje proizvode stanice karcinoma (Yan i sur., 2007). Stoga bi regulacija ekspresije
MMP-9 bila opravdan pristup u razvoju antimetastatskih lijekova. U istraZivanju su se koristile
koncentracije 2-MNQ od 2,5-7,5 uM. Rezultati istrazivanja su pokazali da IC2 vrijednost,
odnosno vrijednost koncentracije 2-MNQ koja inhibira vijabilnost 20 % MDA-MB-231 stanica
iznosi 7,5 UM. Takoder je ta koncentracija pokazala 59 % inhibicije stani¢nog prodiranja koje
je ispitano na membrani oblozenoj Matrigelom koja predstavlja in vitro model bazalne
membrane. U usporedbi s netretiranim stanicama, sposobnost stanica da se pokrecu i prekriju
brazgotinu stanica koja predstavlja ranu u in vitro uvjetima bila je smanjena za 46 % pri
koncentraciji od 7,5 uM 2-MNQ. Koncentracija 2-MNQ od 7,5 uM reducirala je proteoliti¢ku
aktivnost enzima MMP-9 za 70 % u odnosu na netretiranu kontrolu. To istrazivanje pokazuje
efikasnost 2-MNQ u sprecavanju migracije MDA-MB-231 stanica, stanica karcinoma dojke
ve¢ pri koncentraciji 7,5 uM. Usporedi li se koncentracija od 7,5 pM 2-MNQ s koncentracijama
ispitivanim u ovome istrazivanju provedenom na klijancima rotkvice moze se uociti velika
razlika u koncentracijama. Naime, 7,5 pM 2-MNQ je 1,416 pg/mL Sto je oko najnize
koncentracije ispitivane u ovom istrazivanju. Stoga bi se moglo pretpostaviti da 2-MNQ u
koncentraciji od 7,5 uM (koja ima antimetastaski ucinak na stanice karcinoma dojke) nema

Stetan ucinak na zdrave stanice. Jasno je da bi se za donoSenje stvarnih zakljucaka trebalo
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provesti istrazivanje na zdravim animalnim stanicama kako bi se sa sigurno$c¢u utvrdio u¢inak

2-MNQ na zdravim stanicama.

Navedeni primjeri samo su neki od brojnih studija koje istrazuju bioloska svojstva 2-
MNQ. Svakako bi, osim ispitivanja primjerice njegovog antibakterijskog ucinka ili

antimetastatskog trebalo utvrditi u¢inak 2-MNQ na zdravim stanicama.
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5. ZAKLJUCCI
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Nakon provedenog istrazivanja utjecaja 2-MNQ na parametre oksidacijskog stresa u
klijanaca rotkvice moze se zakljuciti da ovaj spoj u koncentracijskom rasponu u kojem je
ispitivan nema znacajan fitotoksi¢an ucinak Sto se moze objasniti dobrim antioksidacijskim
sustavom klijanaca rotkvice. U klijanaca rotkvice izlozenih razli¢itim koncentracijama 2-MNQ
doslo je do znac¢ajnih promjena koncentracija GSH i MDA u odnosu na negativnu kontrolu. S
time da su se pri nizim koncentracijama 2-MNQ zalihe GSH trosile, a pri vi§im koncentracijama
doslo je do porasta, odnosno proizvodnje GSH za potrebe obrane od oksidacijskog stresa.
Dokaz uc¢inkovite obrane modelnog organizma od ROS-ova je pad sadrzaja MDA u klijanaca
izlozenih 2-MNQ. Stoga se moze zakljuciti da je jedan od mehanizama djelovanja 2-MNQ

izazivanje oksidacijskog stani¢nog stresa.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA
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1,4-NQ - 1,4-naftokinon

2-MNQ - 2-metoksi-1,4-naftokinon

DTNB — Ellmanov reagens; 5,5'-ditiol-2-nitrobenzojeba kiselina
EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina

GR — Glutation reduktaza

GSH - reducirani oblik glutationa

GSSG - oksidirani oblik glutationa

IC20 - petina maksimalne inhibicijske koncentracije
MDA — malondialdehid

MDA-MB-231 — linija humanih stanica karcinoma dojke
MIC — minimalna inhibitorna koncentracija

MMP — matriksna metaloproteinaza

NQ — naftokinon

OEC - olfactory eyesheating cells

PUFA - polinezasi¢ene masne kiseline

ROS - reaktivne kisikove vrste

RPM - okretaji po minuti

TBA - tiobarbiturna kiselina

TCA - triklorna kiselina

TNB - 5-nitro-2-tiobenzojeva kiselina
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8.SAZETAK /SUMMARY
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2-metoksi-1,4-naftokinon (2-MNQ) je sekundarni metabolit biljaka, gljiva i
mikroorganizama. Zbog svojih antikancerogenih, antimetastatskih, antimikrobnih i drugih
ljekovitih svojstava predmet je brojnih znanstevnih istrazivanja. Cilj ovog diplomskog rada bio
je ispitati utjecaj 2-MNQ na fitotoksi¢nost i parametre oksidacijskog stresa u klijanaca obi¢ne
rotkvice (Raphanus sativus L.). Sjemenke obi¢ne rotkvice bile su izlozene tri dana 2-MNQ u
koncentracijama 1, 5, 10, 20 i 30 pg/mL. U ispitivanje su bile uklju¢ene sjemenke rotkvice
izlozene tri dana destiliranoj vodi (negativna kontrola) i sjemenke rotkvice izloZene tri dana
0,02 M otopini CuSO4 (pozitivna kontrola). Modelni organizam tretiran je u triplikatu. Nakon
trodnevna izlaganja izvagana je masa svjezega tkiva te su pripremljeni homogenati klijanaca
tkiva u trikloroctenoj kiselini (100 mg tkiva/0,5 mL). U supernatantu homogenata odredeni su
parametri oksidacijskog stresa: glutation (GSH), antocijanini i malondialdehid (MDA). Sadrzaj
GSH odreden je pomo¢u DTNB reagensa, antocijanina pH diferencijalnom metodom, a MDA
pomoc¢u TBA testa spektrofotometrijski. Dobiveni rezultati su statisticki obradeni t-testom (P
<0,05).

Trodnevna izloZenost 2-MNQ u koncentracijskom rasponu (1-30 pg/mL) nije dovela do
statisticki znac¢ajnog smanjenja mase klijanaca rotkvice u odnosu na negativnu kontrolu, §to
znaci da ispitivane koncentracije 2-MNQ nisu imale fitotoksican uc¢inak na modelni organizam.
Izlozenost 2-MNQ u koncentracijama 1-20 pg/mL kroz tri dana dovela je do statisticki
znacajnog pad sadrzaja GSH u odnosu na negativnu kontrolu (P < 0,05), dok je 2-MNQ u
koncentraciji od 30 pg/mL doveo do porasta sadrzaja GSH. To se moze objasniti potrosnjom
zaliha GSH nakon trodnevne izloZenosti nizim koncentracijama 2-MNQ u svrhu obrane od
ROS-ova te de novo sintezom GSH kao odgovorom na oksidacijski stres nakon izlozenosti visoj
koncentraciji 2-MNQ. Znacajnija promjena sadrzaja antocijanina nakon trodnevne izlozenosti
2-MNQ u ispitivanom koncentracijskom rasponu u odnosu na negativnu kontrolu nije
zabiljezena. Trodnevna izloZenost najviSoj koncentraciji 2-MNQ (30 pg/mL) uzrokovala je
blagi porast sadrzaja MDA u odnosu na negativhu kontrolu, dok je izlozenost nizim
koncentracijama 2-MNQ (1-20 pg/mL) uzrokovala statisticki znacajan pad sadrzaja MDA. S
obzirom da je izloZenost nizim koncentracijama 2-MNQ uzrokovala pad sadrzaja i GSH 1
MDA, a visa koncentracija rast njihovog sadrzaja, moze se pretpostaviti da je rotkvica koristila
GSH kao obrambeni sustav te se potrosnjom sadrzaja GSH smanjivao i sadrzaj MDA. 1z
dobivenih rezultata moze se zakljuciti da ispitivane koncentracije 2-MNQ (1-30 pg/mL) nisu

fitotoksi¢ne za rotkvicu te da je jedan od mehanizama djelovanja 2-MNQ oksidacijski stres.
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2-methoxy-1,4-naphthoquinone (2-MNQ) is as secondary metabolite of plants, fungi,
and microorganisms. Due to its anticancer, antimetastatic, antimicrobic and other beneficial
properties, it has been subject of number of scientific studies. The aim of this study was to
explore impact of 2-MNQ on phytotoxicity and parameters of oxidative stress in a plant model,
radish (Raphanus sativus L.). Radish seeds were exposed to 2-MNQ at concentrations 1, 5, 10,
20 and 30 pg/mL for 3 days. In the experiment a negative control (radish seeds exposed to
distilled water for 3 days) and a positive control (radish seeds exposed to 0.02 M CuSO4
solution for 3 days) were included. The model organism was treated in triplicate. After 3 days
of exposure, fresh tissue weight was determined, and plant tissue homogenate was prepared
using trichloroacetic acid (100 mg tissue/0.5 mL). As parameters of oxidative stress glutathione
(GSH), anthocyanins and malondialdehyde (MDA) were assessed. GSH level was determined
using DTNB reagent, anthocyanin level by pH differential method, and MDA with TBA assay,
spectrophotometrically. The obtained results were statistically analysed by use of t-test (P
<0.05)

After 3-day exposure of radish seedlings to 2-MNQ (1-30 pg/mL) no significant
reduction in fresh tissue weight was observed, suggesting that 2-MNQ in concentrations
applied, is not phytotoxic to the model organism. A significant reduction of GSH level in
comparison to the negative control was observed after exposure to 2-MNQ in concentrations 1-
20 pg/mL. However, exposure to 2-MNQ at 30 pg/mL for 3-days slightly increase GSH levels.
A decrease in GSH level after exposure to lower 2-MNQ concentrations can be explained by
its consumption by ROS, while an increase of GSH level after exposure to higher concentrations
of 2-MNQ can be explained by its de novo synthesis in response to oxidative stress. No
significant change in the level anthocyanins after 3-days exposure to 2-MNQ compared to the
negative control was recorded. 3-days exposure to the highest 2-MNQ concentration (30
ug/mL) slightly increased MDA level comparing to negative control, while 2-MNQ at lower
concentrations (1-20 pg/mL) significantly reduced MDA level. Similar pattern in the level of
GSH and MDA in the radish cells after 3-days exposure to 2-MNQ could be due to utilization
of GSH as an antioxidant in order to protect cells form oxidative stress that leads to decrease of
MDA level. In conclusion, 2-MNQ in tested concentration range was not phytotoxic to radish,

and one of its mechanisms of toxicity is oxidative stress.
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SAZETAK

2-metoksi-1,4-naftokinon (2-MNQ) je sekundarni metabolit biljaka, gljiva i mikroorganizama. Zbog svojih antikancerogenih,
antimetastatskih, antimikrobnih i drugih ljekovitih svojstava predmet je brojnih znanstevnih istrazivanja. Cilj ovog diplomskog rada
bio je ispitati utjecaj 2-MNQ na fitotoksi¢nost i parametre oksidacijskog stresa u klijanaca obi¢ne rotkvice (Raphanus sativus L.).
Sjemenke obicne rotkvice bile su izloZene tri dana 2-MNQ u koncentracijama 1, 5, 10,20 130 pg/mL. U ispitivanje su bile ukljucene
sjemenke rotkvice izloZene tri dana destiliranoj vodi (negativna kontrola) i sjemenke rotkvice izloZene tri dana 0,02 M otopini CuSO4
(pozitivna kontrola). Modelni organizam tretiran je u triplikatu. Nakon trodnevna izlaganja izvagana je masa svjezega tkiva te su
pripremljeni homogenati klijanaca tkiva u trikloroctenoj kiselini (100 mg tkiva/0,5 mL). U supernatantu homogenata odredeni su
parametri oksidacijskog stresa: glutation (GSH), antocijanini i malondialdehid (MDA). Sadrzaj GSH odreden je pomo¢u DTNB
reagensa, antocijanina pH diferencijalnom metodom, a MDA pomoc¢u TBA testa spektrofotometrijski. Dobiveni rezultati su statisticki
obradeni t-testom (P < 0,05). Trodnevna izlozenost 2-MNQ u koncentracijskom rasponu (1-30 pg/mL) nije dovela do statisticki
znaCajnog smanjenja mase klijanaca rotkvice u odnosu na negativnu kontrolu, §to zna¢i da ispitivane koncentracije 2-MNQ nisu imale
fitotoksi¢an u¢inak na modelni organizam. IzloZenost 2-MNQ u koncentracijama 1-20 pg/mL kroz tri dana dovela je do statisticki
znacajnog pad sadrzaja GSH u odnosu na negativnu kontrolu (P < 0,05), dok je 2-MNQ u koncentraciji od 30 pg/mL doveo do porasta
sadrzaja GSH. To se moZe objasniti potro§njom zaliha GSH nakon trodnevne izloZenosti nizim koncentracijama 2-MNQ u svrhu
obrane od ROS-ova te de novo sintezom GSH kao odgovorom na oksidacijski stres nakon izloZenosti vi$oj koncentraciji 2-MNQ.
Znacajnija promjena sadrZaja antocijanina nakon trodnevne izlozenosti 2-MNQ u ispitivanom koncentracijskom rasponu u odnosu
na negativnu kontrolu nije zabiljezena. Trodnevna izloZenost najvisoj koncentraciji 2-MNQ (30 pg/mL) uzrokovala je blagi porast
sadrzaja MDA u odnosu na negativnu kontrolu, dok je izloZenost nizim koncentracijama 2-MNQ (1-20 pg/mL) uzrokovala statisti¢ki
znacajan pad sadrzaja MDA. S obzirom da je izloZenost nizim koncentracijama 2-MNQ uzrokovala pad sadrzaja i GSH i MDA, a
viSa koncentracija rast njihovog sadrzaja, moze se pretpostaviti da je rotkvica koristila GSH kao obrambeni sustav te se potro$njom
sadrzaja GSH smanjivao i sadrzaj MDA. 1z dobivenih rezultata moze se zakljuciti da ispitivane koncentracije 2-MNQ (1-30 pug/mL)
nisu fitotoksi¢ne za rotkvicu te da je jedan od mehanizama djelovanja 2-MNQ oksidacijski stres.
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SUMMARY

2-methoxy-1,4-naphthoquinone (2-MNQ) is as secondary metabolite of plants, fungi, and microorganisms. Due to its anticancer,
antimetastatic, antimicrobic and other beneficial properties, it has been subject of number of scientific studies. The aim of this study
was to explore impact of 2-MNQ on phytotoxicity and parameters of oxidative stress in a plant model, radish (Raphanus sativus L.).
Radish seeds were exposed to 2-MNQ at concentrations 1, 5, 10, 20 and 30 pg/mL for 3 days. In the experiment a negative control
(radish seeds exposed to distilled water for 3 days) and a positive control (radish seeds exposed to 0.02 M CuSQg4 solution for 3 days)
were included. The model organism was treated in triplicate. After 3 days of exposure, fresh tissue weight was determined, and plant
tissue homogenate was prepared using trichloroacetic acid (100 mg tissue/0.5 mL). As parameters of oxidative stress glutathione
(GSH), anthocyanins and malondialdehyde (MDA) were assessed. GSH level was determined using DTNB reagent, anthocyanin
level by pH differential method, and MDA with TBA assay, spectrophotometrically. The obtained results were statistically analysed
by use of t-test (P <0.05). After 3-day exposure of radish seedlings to 2-MNQ (1-30 pg/mL) no significant reduction in fresh tissue
weight was observed, suggesting that 2-MNQ in concentrations applied, is not phytotoxic to the model organism. A significant
reduction of GSH level in comparison to the negative control was observed after exposure to 2-MNQ in concentrations 1-20 pg/mL.
However, exposure to 2-MNQ at 30 pg/mL for 3-days slightly increase GSH levels. A decrease in GSH level after exposure to lower
2-MNQ concentrations can be explained by its consumption by ROS, while an increase of GSH level after exposure to higher
concentrations of 2-MNQ can be explained by its de novo synthesis in response to oxidative stress. No significant change in the level
anthocyanins after 3-days exposure to 2-MNQ compared to the negative control was recorded. 3-days exposure to the highest 2-MNQ
concentration (30 pg/mL) slightly increased MDA level comparing to negative control, while 2-MNQ at lower concentrations (1-20
pg/mL) significantly reduced MDA level. Similar pattern in the level of GSH and MDA in the radish cells after 3-days exposure to
2-MNQ could be due to utilization of GSH as an antioxidant in order to protect cells form oxidative stress that leads to decrease of
MDA level. In conclusion, 2-MNQ in tested concentration range was not phytotoxic to radish, and one of its mechanisms of toxicity
is oxidative stress.
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