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POPIS KRATICA

AGS humane stanice adenokarcinoma epitela Zeluca

BSA albumin govedeg seruma (od eng. Bovine Serum Abumin)

CaCo2 kontinuirana stanicna linija adenokarcinoma epitela debelog
Crijeva

CAL27 kontinuirana stani¢na linija ploCastih epitelnih stanica raka
jezika

DCFDA 2,7- diklorodihidroflluorescein diacetat

DMSO dimetil sulfoksid

DNPH 2,4-dinitrofenilhidrazin

EDTA etilendiamintetraoctena kiselina

HepG2 kontinuirana stani¢na linija hepatocelularnog karcinoma jetre

LB LB hranjiva podloga (eng. Luria-Bertani)

MRS MRS hranjiva podloga (od eng. Man, Rogosa and Sharpe broth)

PBS fosfatni pufer (od eng. Phosphate-buffered saline)

RNS reaktivne dusikove vrste (od eng. Reactive Nitrogen Species)

ROS reaktivne kisikove vrste (od eng. Reactive Oxygen Species)

TAE puferska otopina Tris baze, octene kiseline i EDTA (od eng.

Tris-acetate-EDTA pufer)
TCA trikloroctena kiselina (od eng. Trichloroacetic acid)

TE puferska otopina Tris baze i EDTA (od eng. Tris-EDTA pufer)
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1. UvOD

Od davnina postoji veliki broj biljnih vrsta €iji se pripravci upotrebljavaju za lijecenje i
prevenciju mnogih bolesti i mentalnog zdravlja. Ljekovita svojstva biljaka i njihova primjena u
terapijske svrhe pripisuje se bogatom sastavu razli¢itih farmakolo$ki aktivnih spojeva. Ekstrakti
biljaka iz porodice Lamiaceae poznati su upravo po bogatom sastavu razlicitih bioloski aktivnih
spojeva koji ulaze u razliCite interakcije sa endogenim spojevima u stani¢nim biokemijskim
procesima te tako mogu znacajno utjecati na zdravstveno stanje ljudi i Zivotinja (Oalde i sur.,
2020). Trava iva (Teucrium montanum) je samonikla biljka koja pripada spomenutoj porodici,
raste u planinskim krajevima, a kod nas je poznata i pod nazivima dup¢ac i gorski smilj. Postoji
staro narodno vjerovanje prema kojemu ova trava omoguéuje mentalni i fizicki oporavak nakon
duge bolesti, teSke tjelesne ili dusevne iscrpljenosti, a uz nju se veze i narodna izreka: ,Trava
iva od mrtva pravi ziva“. Nedovoljno istrazena biljka trava iva potencijalno moze predstavljati
vazan izvor bioloSki aktivnih komponenti, polifenola. Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka
koji su odgovorni za ljekovito djelovanje kako u samim biljkama tako i drugim organizmima te
su postali predmet znanstvenih istrazivanja prvenstveno zbog njihovog potencijalnog
pozitivnog u€inka na ljudski organizam. Zastupljeni su u svim vrstama biljnih tkiva, gdje imaju
niz fizioloSkih i morfoloskih uloga poput pigmenata, biljnih hormona, obrane biljaka od biotickih
i abioti¢kih stresora (Gérniak i sur., 2019). Biljke pokazuju povec¢anu sintezu polifenola kao $to
su fenolne kiseline i flavonoidi u uvjetima abiotskog stresa, $to pomaze biljci da se nosi s
okoliSnim ograni¢enjima. U takvim uvjetima (su8a, salinitet, visoka/niska temperatura i
ultraljubiCasto zraCenje) dolazi do nakupljanja razli¢itih fenolnih spojeva koji pokazuju

potencijal za uklanjanje Stetnih reaktivnih kisikovih vrsta (Sharma i sur., 2019).

Cilj ovog rada je ispitati citotoksicni, prooksidacijski i antioksidacijski u€inak ekstrakata i
izoliranih frakcija trave ive pri koncentracijama za koje je realno o€ekivati da budu unesene u
organizam tijekom 24 sata. BioloSki ucinak prati se djelovanjem na geneticki materijal,
odredivanjem karbonilacije proteina te lipidne peroksidacije. Kao test sustavi koristeni su
modeli stani€nih makromolekula (plazmid phiX RF1 DNA, protein albumin iz govedeg seruma
i linoleinska kiselina) te kontinuirane humane stani¢ne linije adenokarcinoma epitela Zeluca
AGS, karcinoma epitela debelog crijeva Caco-2, hepatocelularnog karcinoma jetre HepG2 i
humane stanice karcinoma plo¢astog epitela jezika Cal27 kao glavne predstavnike ljudske
mikrobiote. Ispituje se i citotoksi¢no, odnosno proliferativho djelovanje na patogene bakterije

Escherichia coli i Staphylococcus aureus kao i na probiotsku bakteriju Lactobacillus plantarum.

Rezultati ovog istrazivanja pokazat ¢e djeluju li ekstrakt i izolirane frakcije trave ive

protektivho na stanicne makromolekule te inhibiraju li rast patogenih mikroorganizama i na



temelju dobivenih rezultata zakljucCit ¢e se je li koncentracija bioaktivnih spojeva koji se nalaze
u dnevnoj preporuéenoj dozi ujedno i optimalna koncentracija odnosno doza unosa ekstrakta

trave ive u organizam.



2. OPCI | SPECIFICNI CILJEVI RADA

1. utvrditi djeluju li ekstrakt i/ili izolirane frakcije trave ive citotoksicno na humane stanice
adenokarcinoma epitela zeluca (AGS), adenokarcinoma epitela debelog crijeva (Caco-2),

hepatocelularnog karcinoma jetre (HepG2) i karcinoma plo¢astog epitela jezika (Cal27)

2. utvrditi imaju li vodeni ekstrakt i/ili izolirane frakcije trave ive antioksidacijsko djelovanje na
modelnim sustavima proteina, lipida i DNA (modelne molekule albumin, linoleinska kiselina i
plazmid phiX174 RF1 DNA) te na kompleksnim stani¢nim sustavima; definirati uvjete u kojima

dolazi do antioksidacijskog djelovanja

3. utvrditi djeluju li ekstrakt i/ili izolirane frakcije trave ive citotoksiéno na bakterijske kulture

Escherichia coli, Staphylococcus aureus i Lactobacillus plantarum

Iz dobivenih razultata utvrditi ¢e se uvjeti u kojima vodeni ekstrakt te izolirane frakcije trave ive
pokazuju protektivno djelovanje na stani¢ne makromolekule kao i na stanice u cjelini. Definirat
Ce se jesu li za antioksidacijsko djelovanje vodenog ekstrakta trave ive odgovorne izolirane
frakcije ili svi spojevi koji se nalaze u vodenom ekstraktu. Nadalje, utvrditi ¢e se uvjeti i
koncentracije vodenog ekstrakta te izoliranih frakcija trave ive koji imaju bakteriostati¢ko
djelovanje ¢ime ¢e se ustanoviti ima li trava iva komercijalni potencijal da se koristi kao
antibakterijsko/bakteriostaticko sredstvo. Ujedno, utvrdtiti e se moze li ekstrakt trave ive
djelovati toksi€no na bakterije iz roda Lactobacillus te time poremetiti stabilnost crijevne

mikroflore.



3. TEORIJSKI DIO

3.1. TRAVA IVA

Trava iva, lat. Teucrium montanum, viSegodiSnja je zimzelena biljka, u narodu znana i
pod nazivima planinski dupc€ac ili gorski smilj. Pripada porodici Lamiaceae (hrv. usnace), iz
koje jo§ dolaze i poznatiji origano, kadulja i timijan, te redu Lamiales (hrv. medicolike). Na
podrucju Europe, rod Teucrium podijeljen je u 7 sekcija, s T. montanum L. svrstanom u sekciju
Polium (Lakusic i Lakusi¢, 2014; MiloSevi¢-Djordjevi¢ i sur., 2013). Pronalazi se u juznoj i
srediSnjoj Europi, do Nizozemske na sjeveru te od Ukrajine prema zapadu. Takoder je
rasprostranjena u africkom Alziru te Maloj Aziji. Na Balkanskom poluotoku je Siroko
rasprostranjena, pa se tako moze pronaci od crnogorske obale na jugozapadu, sve do obala
rijeke Dunav na sjeveroistoku te od jadranske obale do nadmorskih visina preko 2100 metara
u dinarskim predjelima. Nastanjuje visinske predjele od obalnog podru¢ja do 2100 metara
nadmorske visine, dok optimum rasta pokazuje izmedu 500 i 1000 metara nadmorske visine
(Lakusic i Lakusi¢, 2014). Biljka je poludrvenasti, mali grm s polegnutim granama, a raste do
25 cm visine, obi¢no na vapnenackim stijenama (Stankovic i sur., 2011). Prepoznatljiva je po
malim grmi¢ima s blijedo Zuckastim cvjetiCima na vrhovima grancica. Stabljike su pretezno
uzdignute i djelomi&no drvenaste, a listovi su bez peteljke, dlakavi, zeleni i sivo bjeli¢aste boje.
Ova biljka raste po suhim, toplim i kr8evitim mjestima te preferira vapnenac i tlo izvedeno iz
dolomitne stijene, ali uspje$no raste i na serpentinitima i kiselom kremenom tlu. Ekoloski
optimum pokazuju u vegetaciji kontinentalnog kamenjara i kserofilne listopadne Sume, iako se
Cesto moze pronadi i u vegetaciji otvorenih crnogoriénih Suma, alpskih i subalpski travnjak.
Ponegdje naseljava vegetaciju mediteranskog kamenjara, garig i mediteranske zimzelene
Sume te tamne boreo-montanske crnogori¢ne Sume. Moguce, iako vrlo rijetko, da ¢e se pronaci

na terenima kao $to su vlazne livade i higrofilne listopadne Sume (Lakusic i Lakusi¢, 2014).

Zbog visoke morfoloSke varijabilnosti, T. montanum predstavlja kompleks vise ili manje
dobro definiranih podvrsta i varijeteta, od kojih su neki opisani kao zasebne vrste. Trenutno
postoji bogatstvo vrsta, podvrsta i varijeteta unutar T. montanum: T. supinum L., T. skorpilii
Vel., T. helianthemoides Adamovi¢, T. jailae Juz., T. praemontanum Klokov, T. pannonicum
A. Kerner T. montanum var. parnassicum Cel., T. Montanum var. hirsutum Boiss. itd (Lakusic
i Lakusi¢, 2014). Podruc¢je Mediterana predstavlja glavninu podrucja koje naseljava ovaj rod,
obzirom da se na tim predjelima pronalazi oko 96 % svih vrsta iz navedenog roda. Unutar
regije Mediterana, na razini vrsta i podvrsta, prisutno je 195 svoijti, od toga 41 na Balkanskom

poluotoku (Lakusi¢ i sur., 2010).



Biljku karakterizira tanka, okrugla stabljika koja je joS od osnove razgranata. Mlade
stabljike su prekrivene kratkim, sivim dlagicama (Petrovi¢, 2014). Listovi su elipti¢nih oblika,
od Sirokoeliptiénih do uskih, pa i gotovo linearnih, nazubljeni, postupno suzeni u vrlo kratku
peteljku. Duljina listova varira od 12 do 26 mm, a Sirina izmedu 24 i 125 mm. Takoder mogu
biti prekriveni dlaCicama, ili pak goli. Na vrhovima grana nalaze se sitni cvjetovi, blijedozute

boje s kratkom peteljkom. Cvjeta od lipnja do rujna (Lakusic i Lakusi¢, 2014; Petrovi¢, 2014).

Slika 1. Trava iva (lat. Teucrium montanum) (Langbroek, 2013)

3.2. UCINAK TRAVE IVE NA ZDRAVSTVENI STATUS

Nadzemni dio biljke od davnina se Koristi u fitoterapiji, a skuplja se u vrijeme cvjetanja.
Danas je poznato da trava iva posjeduje ljekovita bioloSka svojstva zbog kojih se koristi u
etnobotani¢koj medicini, farmaciji ali i prehrambenoj industriji. Dokazan je njezin
hipoglikemijski, hipolipidemijski, hepatoprotektivni u€inak. Koristi se kao diuretik, analgetik, kod
bolova u trbuhu i gréeva te lijeCenja respiratornih bolesti. Osim toga, karakterizira se
antimikrobnim, antifungalnim, protuupalnim i antioksidativnim djelovanjem. Doprinosi jacanju
organizma poslije bolesti, nakon teskih tjelesnih aktivnosti i kod stresa (MiloSevic¢-Djordjevic i
sur., 2013; Petrovi¢, 2014; Stankovic i sur., 2011).


https://observation.org/species/2771/(Langbroek

3.3. KEMIJSKI SASTAV

Istrazivanje i uporaba biljaka u medicinske svrhe seze u daleku proSlost CovjeCanstva.
Jos su stari Rimljani, Egipéani, Babilonci, Arapi i Kinezi ublaZavali bolove i lijeCili bolesti
koristedi bilje, a sva ste€ena znanja su zapisivali. Prvi ljekarnici skupljali su biljke za koje su
uodili da imaju blagotvorno djelovanje, a ubrzo su ga poceli i sami uzgajati. Njegujucéi svoje
bilike, ubrzo su prepoznali i da razli¢iti dijelovi iste biljke nemaju jednako djelovanje, 5to je bila
vazna spoznaja koja je omogucila usmjeravanje istrazivanja ljekovitin biljaka i njihove
potencijalne farmakoloSke aplikacije na zasebne dijelove biljke. Danas je poznato da je
osnovni preduvjet za ciljano lijeCenje odgovaraju¢a koncentracija aktivne tvari, $to se u
modernoj farmaciji postize izdvajanjem Cdistih, standardiziranih sastojaka (Hrvatska
enciklopedija; Stankovic i sur., 2011). Na slici 2. prikazan je ukupan sadrzaj polifenola u
razli¢itim dijelovima biljke T. montanum te u otapalima razli¢ite polarnosti, u odnosu na zeleni
¢aj, kao dobro poznatu i istrazenu ljekovitu biliku. Najveéi sadrzaj polifenolnih spojeva
detektiran je u metanolnom ekstraktu cijele biljke (169.06 mg GA/g) i vodenom ekstraktu lis¢a
(154.81 mg GA/qg), dok etil acetatni i petrol eter ekstrakt pokazuju vidljivo nize vrijednosti. Moze

se primijetiti kako su veée vrijednosti polifenola dobivene upotrebom polarnijih otapala.
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Slika 2. Ukupan sadrzaj polifenola u razli¢itim dijelovima biljke i u otapalima razliite
polarnosti (Stankovic i sur., 2011)



Medu karakteristicna staniSta T. montanum svrstava se i Balkanski poluotok, sa svojom
kontinentalnom klimom i suhim zrakom. Biljke koje rastu u takvim uvjetima izlozene su
ultraljubi¢astom B (UVB) zra€enju. UVB zracenje i suSa predstavljaju faktor stresa za rast
bilike, sto aktivira sintezu sekundarnih metabolita u bilikama, koji posjeduju odgovarajucu
biolosku aktivnost (Vujanovic i sur., 2019). Sekundarni metaboliti su spojevi koji nemaju ulogu
u rastu i razvoju biljke, niti u primarnim biljnim procesima, kao §to su fotosinteza, stani¢no
disanje, asimilacija nutrijenata i transport tvari. Oni biljci sluze kao zastita protiv virusa,
bakterija, plijesni, drugih biljaka, UV-zracenja i biljojeda, a imaju i antioksidacijsko djelovanje
(Van Wyk i Wink, 2017). U kontekstu navedenog, posebna paznja posvecuje se istrazivanju
bioaktivnih spojeva u biljkama koje rastu u divljini, kao Sto je to T. montanum, obzirom da se
njihova sposobnost prezivljavanja u okolidnim uvjetima dijelom temelji na prisustvu vrijednih
nutrijenata, alkaloida, polifenola, fitoestrogena, a koji danas pruZaju novu perspektivu u

farmaciji i farmakologiji (Vujanovic i sur., 2019).

3.4. POLIFENOLNI SPOJEVI

Polifenolni spojevi kao sastojci hrane paznju su poceli priviagiti devedesetih godina
dvadesetog stolje¢a, nakon porasta broja istrazivanja koja su u korelaciju dovela prehrambeni
unos polifenola i u€estalost obolijevanja od pojedinih kroni¢nih bolesti. Polifenoli su naj¢esci
antioksidansi u ljudskoj prehrani, a pripadaju sekundarnim biljnim metabolitima. Sekundarni
biljni metaboliti ispoljavaju razli€ite bioloSke aktivnosti, pa redovita konzumacija namirnica koje
su njima bogate moZe rezultirati kako pozitivnim tako i negativnim posljedicama. Pojedini
polifenoli specifi¢ni su za odredenu hranu (flavanoni u agrumima, izoflavoni u soji, floridzin u
jabukama), a neki se nalaze u vecini biljaka (voce, povrée, zitarice, mahunarke, €aj i vino).
Ipak, hrana generalno sadrzi kompleksnu smjesu polifenola. Najvaznijim prehrambenim
izvorima mogu se smatrati namirnice koje se konzumiraju u velikim koli¢inama, kao 5to su to
voce, povrée, zeleni &aj, crni €aj, crveno vino, kava, ¢okolada, masline, ekstra djevi¢ansko
maslinovo ulje ali i zacini, bilje, oradasti plodovi i alge. Ustanoviti distribuciju polifenola u
ljudskoj prehrani prvi je korak k utvrdivanju dokaza o njihovom pozitivnom djelovanju na ljudsko
zdravlje i prevenciju bolesti. Potrebno je procijeniti sadrzaj polifenolnih spojeva u pojedinoj
namirnici ali i identificirati koji od mnogobrojnih polifenola imaju najveci efekt u kontekstu
prevencije. Osim same koli¢ine polifenolnih spojeva u namirnici, vazna je i njihova
biodostupnost. Pojam biodostupnost odnosi se na koli€inu nutrijenta ili spoja, unesenog u
probavni sustav, koji dospijeva do sistemske cirkulacije i ciljnog tkiva, gdje ispoljava svoju
bioloSku aktivnost. Na biodostupnost utjeCu Cimbenici kao Sto su to okoliSni &imbenici,

postupak procesiranja hrane, Cimbenici vezani uz samo hranu, interakcije s drugim



komponentama hrane, struktura samih polifenola te Cimbenici vezani za pojednica koji
probavlja hranu. Tesko je izvesti zaklju€ak o bioloSkom djelovanju i biodostupnosti odredenog
polifenola, ponajvise zbog sinergijskog djelovanja polifenola u matriksu hrane (Stankovic i sur.,
2011; D’Archivio i sur., 2010).

Osnovu strukture polifenolnih spojeva Cini benzenski prsten na koji je vezana — OH
skupina. Osnovnu podjelu Cine i) fenolne kiseline, koje Cine derivati hidroksibenzojeve i
hidroksicimetne kiseline ii) flavonoidi, s flavonolima, flavanolima, flavonima, izoflavonima,
antocijanidinima i flavanonima kao najvaznijim podskupinama, iii) stilbeni i iv) lignani. Cak dvije
tre¢ine prehrambenog unosa polifenola ¢ine flavonoidi (Han i sur., 2007). Na temelju rezultata
istrazivanja (Stankovic i sur., 2011), dijelovi biljke T.montanum bogati su izvori fenolnih spojeva
visoke vrijednost. Vecina polifenola u hrani je prisutna u obliku polimera ili u glikoziliranoj formi,
gdje se Secerna skupina naziva glikon a polifenolna aglikon. Apsorpcija u takvim oblicima nije
moguca, zbog €ega se u probavnom sustavu vrsi hidroliza djelovanjem probavnih enzima ili
mikroflore debelog crijeva. Na brzinu apsorpcije, kao i njezin opseg, utje€e specifi¢na kemijska
struktura polifenola i vrsta Seéera u glikozidu (D’Archivio i sur., 2010). Podaci koji opisuju in
vitro i in vivo bioloSku aktivnost polifenola iz prehrane prili€no su neujednadeni, ali ukazuju na
relativno slabu bioraspolozivost te brz metabolizma i izlu€ivanje. Polifenoli i njihovi metaboliti,
nakon prispijeca u debelo crijevo, bivaju razgradeni u male fenolne kiseline i aromatske
katabolite djelovanjem mikrobiote. Apsorbiraju se u krvozilni sustav te putuju do ciljanih tkiva,

gdje ispoljavaju svoje zastitno djelovanje (Alipieva i sur., 2014).

3.4.1. Biolo8ki aktivni spojevi trave ive: verbaskozid i ehinakozid

Verbaskozid i ehinakozid pripadaju skupini feniletanoidnih glikozida. Feniletanoidni
glikozidi uspjedno su izolirani iz korijena, stabljike, kore, liS¢a, cvije¢a, plodova i sjemena
ljiekovitog bilja, kao i iz suspenzijskih stani€nih kultura, kalusnog tkiva i kultura dlakavog
korijena, iako njihove koli¢ine mogu znatno varirati u ovisnosti o dijelu biljke. Pronalaze se i u
jestivom cvije¢u i ¢ajevima. Do danas su pronadeni kod predstavnika obitelji Acanthaceae,
Berberidaceae, Asteraceae, Gesneriaceae, Lamiaceae, Loganiaceae, Magnoliaceae,
Oleaceae, Orobanchaceae, Plantaginaceae, Portulacaceae, Rosaceae, Scrophulariaceae i
Verbenaceae. Osnovna struktura feniletanoidnih glikozida podrazumijeva hidroksifeniletilnu
jedinicu, kao aglikon, vezanu za Secernu jedinicu, glikon, glikozidnom vezom u C — 1. Kao
Secerna jedinica najCeSce se pojavljuje 3 — D — glukopiranoza, u vecini slu€ajeva esterificirana
s derivatom hidroksicimetne kiseline kao Sto je kafeinska kiselina, kumarinska kiselina,
cimetna kiselina i ferulinska kiselina. Na Secéernu jedinicu mogu jo$ biti vezane i ramnoza,

ksiloza, arabinoza, aloza, galaktoza, itd. Op¢éenito, moguce je vezanje od jedne do pet Seéernih



jeidnica. Upravo je razlika u vrsti i broju povezanih Secernih jedinica, kao i wvrsti

hidroksifeniletilne skupine, klju¢ raznolikosti feniletanoidnih glikozida (Wu i sur., 2020).

Verbaskozid, nazivan jo$ i akteozid, jedan je od glavnih predstavnika feniletanoidnih
glikozida, a detektiran je unutar obitelji Lamiaceae, Plantaginaceae, Scrophulariaceae i
Orobanchaceae. IstraZivanja potencijalnog funkcionalnog djelovanja verbaskozida veéinom su
bila usmjerena na utvrdivanje antimikrobnog i antifungalnog djelovanja, a $to je proizaslo iz
narodne medicine, obzirom da su se njime bogate biljke koristile za tretiranje upala i mikrobnih
infekcija. Dosadas$nje studije provedene na Zivotinjama ukazuju na brzu apsorpciju — najviSa
koncentracija u plazmi postignuta je nakon otprilike 15 min, i eliminaciju. Niska lipofilnost
verbaskozida oteZava prodiranje kroz kozu, time ograni¢avajuéi moguénost topikalne primjene

njegovih potencijalnih pripravaka (Alipieva i sur., 2014).
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Slika 3. Kemijska struktura verbaskozida (Anonymous 1)

Ehinakozid je prvi put izoliran prije Sezdesetak godina, a od tad je utvrdeno nekoliko
njegovih pozitivnih u€inaka na zdravlje, izmedu kojih neuroprotektivan ucinak kao najizrazeniji.
Nekoliko studija izvijestilo je o efikasnom tretmanu Parkinsove i Alzheimerove bolesti, koristeci
test stani¢ne linije i zivotinjske modele. Osim neuroprotektivnog, treba spomenuti i

kardioaktivno, protuupalno, antioksidativno i antiosteoporoti¢no djelovanje (Liu i sur., 2018).
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Slika 4. Kemijska struktura ehinakozida (Liu i sur., 2018)

Sistemski uginci feniletanoidnih glikozida odredeni su stopom njihove bioraspolozivosti
unutar gastrointestinalnog trakta, a za koju se €ini da je relativno slaba, te brzog metabolizma
i izluCivanja iz organizma. U cirkulaciji se pojavijuju u obliku metabolita faze Il, a njihova

koncentracija u plazmi rijetko prelazi razine nM (Liu i sur., 2018).

3.5. METODE IZOLACIJE BIOLOSKI AKTIVNIH SPOJEVA

Brojnim istrazivanjima potvrdeno je da feniletanoidni glikozidi imaju pozitivne ucinke na
zdravlje. U svrhu njihove Sire uporabe, potrebno je razviti efikasne mehanizme njihove
proizvodnje. Ehinakozid visoke cCisto¢e moguce je dobiti klasicnim metodama izolacije iz
liekovitog bilja, uz semipreparativnu tekuc¢insku kromatografiju ili protustrujnu kromatografiju.
Prinos ehinakozida je na taj nacin izmedu 0,2% i 0,4%. Nadalje, vodeni dvofazni proces
ekstrakcije uz pomoc¢ ultrazvuka dao je bolji prinos u usporedbi s klasicnom ekstrakcijom uz
pomoc ultrazvuka. Na prinos utjeCe proces pripreme biljke, izmedu ostaloga ¢imbenici kao Sto
su debljina usitnjenih komadi¢a, temperatura susenja, vrijeme inaktivacije enzima. Ehinakozid
se pokazao kao osjetljiv na enzimsku razgradnju i oksidaciju u hidroalkoholnim otopinama
tijekom procesa ekstrakcije, te na obradu pri visokim temperaturama (Liu i sur., 2018). Brza
protustrujna kromatografija pokazala se ucinkovitom i prilikom izolacije verbaskozida, uz

postizanje visoke CistocCe (Alipieva i sur., 2014).

Medutim, metode izolacije iz ljekovitog bilja ne mogu zadovoljiti sve vece potrebe, zbog ¢ega

su do danas razvijeni i postupci kemijske sinteze (Liu i sur., 2018).
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3.6. BIOLOSKI UCINCI FITOKEMIKALIJA

3.6.1. Antioksidacijsko i prooksidacijsko djelovanje

Slobodni radikali nastaju kao posljedica odvijanja nhormalnog stani¢nog metabolizma, a
definiraju se kao atom ili molekula koja sadrzi jedan ili viSe nesparenih elektrona u valentnoj
ljusci ili vanjskoj orbiti te su sposobni za neovisno postojanje. Neparan broj elektrona
slobodnog radikala Cini ga nestabilnim, kratkotrajnim i vrlo reaktivnim, zbog ¢ega slobodni
radikali napadaju druge molekule, kako bi im oteli elektrone i time postigli vlastitu stabilnost.
Molekula napadnuta slobodnim radikalom gubi svoj elektron i sama postaje slobodni radikal,
C¢ime zapocCinje kaskada lanCanih reakcija koje posljedicno ostecCuju Zivu stanicu. ViSak
proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsta (eng. Reactive Oxygen Species, ROS) i reaktivnih
duSikovih vrsta (eng. Reactive Nitrogen Species, RNS) uzrokuje oksidativni, odnosno
nitrozativni stres. Takoder, do oksidativnog i/ili nitrozativhog stresa moze doci i u situacijama
nedostatka enzimskih i neenzimskih antioksidanasa. Najvazniji radikali koji se produciraju
prilikom metabolic¢kih reakcija su ROS, tipiéni nusprodukti lanca prijenosa elektrona tijekom
stani¢nog disanja u aerobnim organizmima, a dodatno potjeéu od anaboli¢kih procesa i
peroksisomalnog metabolizma (Chatterjee i Walker, 2017; Phaniendra i sur., 2015). ROS se,
jednako kao i RNS, mogu podijeliti na radikale (superoksidni (O.") , kisikov radikal (O2™),
hidroksilni (OH"), alkoksiradikal (RO"), peroksilni radikal (ROQ")) i neradikale (vodikov peroksid
(H202), hipoklorna kiselina (HOCI), hipobromna kiselina (HOBr), ozon(Os)) (Phaniendra i sur.,
2015).

ROS mogu nastati endogenim ili egzogenim putem. Mjesta endogene stanic¢ne
proizvodnje ROS su ona s velikom potroSnjom kisika, kao $to su mitohondriji, peroksisomi ili
endoplazmatski retikulum, dok su za egzogeni nastanak odgovorni Cinitelji kao Sto su
ionizirajuée zracenje, UV radijacija, zagadivaci okoliSa i sl. (Phaniendra i sur., 2015; Dizdaroglu
i Jaruga, 2012). U umjerenim koli€inama ROS imaju pozitivne ucinke na zdravlje te su
uklju€eni u razliite fizioloSke funkcije kao $to su imunoloSka funkcija (obrana od patogenih
mikroorganizama), stani¢ni signalni putevi, mitogeni odgovor i redoks regulacija. Medutim, u
visokim koli¢inama, slobodni radikali mogu negativno utjecati na razliCite vazne skupine
bioloskih makromolekula kao $to su nukleinske kiseline, lipidi i proteini, mijenjajuéi tako
normalni redoks status, a Sto dovodi do poveéanog oksidativnog stresa. Oksidativni stres
predstavlja stanje neravnoteze ROS i RNS i antioksidanasa, pri ¢emu ROS i RNS nastaju u
vecim koncentracijama. Provodenjem reakcija metabolizma, i sama stanica takoder proizvodi
ROS, dok istovremeno ima vlastite mehanizme antioksidacije, kako se ROS ne bi nakupljale

u previsokoj koli¢ini. Medutim, kada produkcija ROS nadvlada mehanizme stanice za njihovo
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Cid¢enje, u stanici dolazi do oksidativnog stresa, odnosno do razli¢itih oksidativnih ostecenja,
za koja se danas smatra da imaju ulogu u patogenezi bolesti kao $to su neurodegenerativne
bolesti (Parkinsonova bolest, Alzheimerova bolest, multipla skleroza), kardiovaskularne bolesti
(ateroskleroza i hipertenzija), bolesti diSnog sustava, razvoj katarakte, rak (kolorektuma,
prostate, dojke, plu¢a, mokraénog mjehura) i dijabetes (Eruslanov i Kusmartsev, 2010;
Phaniendra i sur., 2015).

ROS izravno reagiraju s gradivnim komponentama DNA, razli¢itim mehanizmima
uzrokujuci ostec¢enja na duSicnim bazama i Se¢ernoj skupini (Dizdaroglu i Jaruga, 2012). Dok
mora biti popravljena, jer ukoliko nastale lezije nisu adekvatno sanirane, moze doc¢i do mutacija
(Dizdaroglu i Jaruga, 2012). Osim popravka lezija, stanica posjeduje i odredenu toleranciju na
osteéenja, kontrolne tocke staniCnog ciklusa i puteve stani¢ne smrti, a sve u cilju sto efikasnijeg
sprije€avanja mutageneze, citostaze i citotoksiénosti (Chatterjee i Walker, 2017; Cooke i sur.,
2003). Ovisno o podrijetlu, osteéenja DNA mogu se podijeliti na endogeno i egzogeno
uzrokovana. Dok glavnina endogenih oSteé¢enja dolazi od interakcije kemijski aktivhe DNA s
vodom i ROS, koji su normalno prisutni unutar stanice, egzogena osteéenja uglavnom nastaju
djelovanjem vanjskih ¢imbenika (okoli$ni, fizikalni, kemijski) (Chatterjee i Walker, 2017). U
kontekstu oSte¢enja DNA, najvazniji radikal je hidroksilni, koji reagira s DNA adicijom na
dvostruke veze dusSi¢nih baza i oduzimanjem vodika metilnoj skupini timina ili nekoj od C — H
veza 2'—deoksiriboze. Dva su osnovna mehanizma popravka oksidativnih oStecenja molekule
DNA: izrezivanje oSte¢ene baze djelovanjem enzima glikozilaze, ili izrezivanje nukleotida,
odnosno uklanjanje kompletnog oligonukleotida koji sadrzi lezije (Cooke i sur., 2003). Sunceva
svjetlost moze biti vrlo jak egzogeni faktor genotoksi¢nog djelovanja. Spektar suncevog
elektromagnetskog zra¢enja Cini UV — podrudje, vidljiva svjetlost i infracrveno zradenje. Tri su
kategorije UV zraCenja, ovisno o rasponu valne duljine: UV-C (190-290 nm), UV-B (290-320
nm) and UV-A (320—400nm), a maksimalna apsorpcija UV zraenja molekule DNA odvija se
na 260 nm. Dva su mehanizma kojima UV zracenje ostecuje molekule, a oba mehanizma
utjeCu na DNA. Prvo, ako molekula moZze apsorbirati svjetlost neke valne duljine, ta molekula
prelazi u pobudeno stanje i dolazi do njene fotokemijske promjene. Drugo, ako molekula ne
moze apsorbirati svjetlost neke valne duljine, dolazi do indirektnog prijenosa energije s okolnih
molekula, fotosenzibilizatora (Chatterjee i Walker, 2017). UV — A uzrokuje oksidativne lezije te
stvara oStecenja indirektno, putem fotosenzibilizatora, dok djelovanjem UV — B i UV — C
posliedicno dolazi do nastajanja mutagenih fotodimera na dipirimidinskim mjestima
(Mullenders, 2018). Kako bi se sekundarni biljni metaboliti mogli razmatrati u kontekstu zastite
kozZe od fotostarenja, moraju biti fotostabilni i ne smiju promovirati fotokemijske reakcije u kozi.

Nekoliko je klju¢nih to€aka u kojima se moze ispoljiti njihovo djelovanje: i) apsorpcija UVA +
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UVB; ii) ometanje UV — induciranih reakcija slobodnih radikala u komponentama koze ( tzv.
CiS¢enjem i izravnim antioksidacijskim djelovanjem); iii) zastita endogenih antioksidanasa (a —
tokoferoli, koenzim Q10, skvalen); iv) induciranje endogenih antioksidacijskih sistema u
keratinocitima; v) ublazavanje upalnog odgovora u keratinocitima; vi) moduliranje pretjeranih
metabolickih i proliferativnih odgovora na stres (Alipieva i sur., 2014). Usporedbom navedenih
akcija prilikom primjene nekoliko razli€itih biljnih polifenola (Kostyuk i sur., 2013), verbaskozid
se pokazao kao optimalna opcija za topikalnu fotozastitu, a posljedi¢no za kemoprevenciju UV

— induciranog nemelanomskog raka koze (Alipieva i sur., 2014).

Nakon vode, proteini u najveéem udjelu izgraduju ljudsko tijelo, zbog €ega su i glavna
meta razli€itih oksidanasa (Stadtman i Levine, 2006). Oksidacijom razli€itih aminokiselinskih
ostataka koji grade proteine dolazi do stvaranja popre¢nih veza izmedu proteina, ¢ime se
protein denaturira i posljedi€no gubi svoju funkcionalnost (Phaniendra i sur., 2015). Radikali
proteina koji nastaju ovise o prirodi i reaktivnosti samog oksidansa koji napada. Elektrofilni
radikali (HO-, RO, ROO- i ostali iz skupine ROS) ucestaliji su nego nukleofilni u in vivo
sustavima. Kako elektrofilnim radikalima nedostaje elektron, napadaju mjesta bogata
elektronima. Cesto je to crpljenje vodika iz C — H veze, ili S — H veze u sluéaju cisteina i
metionina (Phaniendra i sur., 2015; Stadtman i Levine, 2006). Nukleofilni radikali (fenil i druge
vrste s ugljikom) napadaju mjesta kojima nedostaje elektron. Napadi radikala selektivniji su
kod onih slabije reaktivnih, a uvelike ovisi o strukturnoj gradi proteina kojeg napad. Stoga je
napad na bocne lance znacajniji kod globularnih proteina, dok kod manje uredenih struktura
veCa Steta moze nastati na okosnici. Razmijeri Stete i vaznost Stete nisu nuzno od jednakog
znacCaja. Tako manja Steta na kriti€chom mjestu moze imati veéi efekt nego velika Steta na
mjestu od manjeg znacaja (Stadtman i Levine, 2006). U oksidaciju proteina mogu biti ukljuceni
radikali kao Sto su superoksidni, hidroksilni, peroksilni, alkoksilni, hidroperoksilni ali i
neradikalne oksidirajuce vrste (Phaniendra i sur., 2015). Oksidacijom razliitih
aminokiselinskih ostataka nastaju razli€iti produkti. Napadom ROS na na ostatke lizina,
prolina, treonina i arginina nastaju karbonilni derivati. Prisutnost karbonilnih grupa u proteinu
koristi se kao marker prilikom utvrdivanja oksidacije proteina reaktivnim kisikovim vrstama
(Phaniendra i sur., 2015). U uvjetima prisutnosti O, nastaju velike koliine proteinskih
peroksida, koji dalje mogu oksidirati druge proteine i razliCite druge molekule. Nastali protein
— hidroperoksidi mogu dovesti do inhibicije enzima ili smanjenja njihove aktivnosti, a sto je
Cesto povezano s oksidacijom cisteinskih ostataka. Takoder, proteinski radikali mogu reagirati
s komponentama DNA i tako stvoriti protein — DNA adukte. Mali broj studija ukazuje i na to da
bi nastajanje protein — hidroperoksida moglo prethoditi inicijaciji oksidacije lipida (Stadtman i
Levine, 2006). Za razliku od H»O», za koji u tijelu postoje efikasni i brzi sustavi uklanjanja,

proteinski peroksidi uklanjaju se sporo, ve¢inom katabolizmom (Davies, 2016). Govorec¢i o
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popravku nastalih osteéenja na proteinima, moZe se spomenuti samo redukcija oksidiranih
aminokiselinskih ostataka koji sadrze sumpor, djelovanjem dva razli¢ita enzima: disulfid
reduktaze i metionin sulfoksid reduktaze. Dodatni mehanizmi popravka nisu zabiljezeni
(Phaniendra i sur., 2015; Stadtman i Levine, 2006).

Stanicne membrane u svome sastavu sadrze znacajan udio polinezasi¢enih masnih
kiselina, koje mogu biti esterificirane. Takve masne kiseline predstavljaju metu za napad
slobodnih radikala. Lipidna peroksidacija podrazumijeva reakciju lipida s molekularnim
kisikom. Proces se sastoji od tri faze: inicijacija, propagacija i terminacija (Yin i sur., 2011). U
fazi inicijacije formira se lipidni radikal L°, kada slobodni radikal napadne masnu kiselinu i
oduzme vodik iz metilenske (CH2) skupine. Takav lipidni radikal u fazi propagacije reagira s
molekularnim kisikom ¢ime se stvara peroksilni radikal LOO-. Zatim, u slijedu lan€anih reakcija
LOO oduzima vodik organskoj molekuli iz svoje okoline, ¢ime se on stabilizira a nastaje novi
radikal (Phaniendra i sur., 2015; Yin i sur., 2011). Primarni produkti peroksidacije masnih
kiselina su peroksidi ili hidroperoksidi, no obzirom da su to nestabilne molekule, brzo se
raspadaju na aldehide, ketone i dr. (Yin i sur., 2011). Kao posljedica lipidne peroksidacije,
dolazi do smanjena fluidnosti staniéne membrane, inaktivaciie membranskih enzima i

receptora (Phaniendra i sur., 2015).

3.6.2. Citotoksi¢nost

Citotoksi¢nost je svojstvo neke tvari da djeluje toksi¢éno na stanice, a moze se odrediti
pomocu razli€itih testova kao Sto su kolorimetrijski, fluorometrijski i luminometrijski testovi pri
¢emu je potrebno odabrati odgovarajucu metodu. Integritet stanicne membrane ukazuje na
odrzivost stanica i citotoksi¢ne ucinke ispitivanih spojeva. Genotoksi¢nost je sposobnost
oStecenja DNA stanice, odnosno sposobnost neke tvari da osteti genetski materijal stanice i
uzrokuje mutacije (promjena u genetskim informacijama). Kada je DNA oste¢ena, to moze
dovesti do raka, genetske bolesti, ali i do citotoksi¢nosti te unistiti stanice. Genotoksi¢an ucinak
moze se razli¢ito manifestirati, no obi¢no visoke koncentracije nekog genotoksi¢nog spoja
izazivaju nespecificni citotoksicni u€inak koji dovodi do odumiranja stanica, ali i genetiCkih
oStecCenja nasljednog materijala u stanicama koje su prezivjele djelovanje toksicnog spoja ili
su bile u kontaktu s nizim koncentracijama tog spoja. Genotoksi¢ni spojevi obi¢no imaju
odredena fizikalna i kemijska svojstva koja omogucuju njihovu interakciju s nukleinskim

kiselinama (Durgo, 2020).
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3.6.3. Genotoksi¢nost

Pretpostavlja se da bi verbaskozid mogao djelovati antikancerogeno, citotoksiCno i
antimetastatski. Istrazivanja novijeg datuma ukazuju na mogucu uporabu verbaskozida kao
potencijalnog kemopreventivnog ili kemoterapeutskog sredstva u borbi protiv raka, zbog
sposobnosti inhibicije proliferacije tumorskih stanica i induciranja njihove diferencijacije i
apoptoze. Studije prijavljuju njegovo antiproliferativno djelovanje prema nekim tumorskim
stanicama in vitro, poticanje proliferacije stanica humanog raka Zeludca, apoptozu prema
telomer-telomeraza ovisnoj modulaciji stani€nog ciklusa i popravak Stete na DNA uzrokovane

oksidativnim stresom (Alipieva i sur., 2014).

3.7. ANTIOKSIDANSI

Kako je ve¢ navedeno, procesi oksidacije mogu biti odgovorni za nastajanje slobodnih
radikala, koji onda mogu voditi do razvitka raznih bolesti kod ljudi, npr. raka, Alzheimerove
bolesti, bolesti bubrega i jetre, artritisa, ateroskleroze i neurodegenerativnih bolesti. Bioaktivni
spojevi, prisutni u biljkama, mogu djelovati antioksidacijski i povoljno na zdravlje (Stankovic i
sur., 2011). Antioksidansi su tvari koje mogu odgoditi i sprijeciti oksidaciju drugih molekula,
npr. lipida, proteina, nukleinskih kiselina, a u biolodkim sustavima neutraliziraju slobodne
radikale. Djeluju na nacin da inhibiraju fazu inicijacije ili propagiranja lanane reakcije
oksidacije, cime onemogucavaju nastajanje novih slobodnih radikala u organizmu ili unistavaju
tj. ,Ciste“ vec nastale radikale. Takoder, popravljaju i ve¢ nastala oste¢enja (Han i sur., 2007;
Kadifkova Panovska i sur., 2005; Bakovi¢, 2017). Antioksidansi se mogu podijeliti u dvije
skupine, i to endogene i egzogene. Endogeni antioksidansi uklju€uju npr. enzime superoksid
dismutazu, katalazu, glutation peroksidazu i tioredoksin reduktazu, dok egzogenu skupinu ¢ine
spojevi kao vitamin C, vitamin E i polifenoli (Bouayed i Bohn, 2010). Unato¢ navedenom,
studije prijavljuju da, u uvjetima prisutnosti metala, kao $to su Fe*" i Cu?* koji su prisutni u
velikom broju enzima, prirodni antioksidani, ukljuujuci polifenole, mogu djelovati kao
prooksidansi. Prooksidativno djelovanje uoCeno je u vecini slu€ajeva u in vitro istrazivanjima,
a temelji se na nastajanju fenoksilnog radikala ili kompleksa s ionima prijelaznih metala.
Prooksidansi povecavaju staniéne razine ROS do citotoksi¢nih u stanicama raka, dok takav
efekt nije zamijeCen u normalnim stanicama, a 8to moZe biti objaSnjeno viS§im razinama
bakrovih iona i ve¢om metaboliCkom aktivnoS¢u u stanicama raka. Opisano prooksidativho
svojstvo antioksidanasa moglo bi zato imati potencijal u terapiji raka (Bouayed i Bohn, 2010;
Eghbaliferiz i Iranshahi, 2016).
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Slika 5. Shematski prikaz razli€itih bioloSkih ucinaka polifenola pri razli¢itim koncentracijama

(prilagodeno prema Chu i sur., 2014)
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4. EKSPERIMENTALNI DIO

4.1. MATERIJALI

4.1.1. Uzorci

Za provodenje eksperimentalnog dijela rada koriSteni su nadzemni dijelovi biljke trave ive,
Sto ukljuCuje stabljiku, listove i cvjetove podrijetlom iz Republike Hrvatske. Biljni uzorci

sakupljeni su u Jadranskoj regiji, na podruéju Sibensko-kninske Zupanije (opéina Kistanje).

Svi su biljni uzorci pazljivo sortirani te oCiSceni od stranih primjesa. Za pripremu ekstrakta biljni
je materijal usitnjen u elektricnom mlinu za kavu te je prosijan kroz metalno sito do Zeljene
veliine Cestica (< 450 um). Uzorci su pohranjeni u papirnatim vre¢ama. Do provodenja daljnjih
analiza skladiste na suhom i hladnom mjestu. Udio suhe tvari iznosio je vise od 91%, ¢ime je
osigurana mikrobioloSka i kemijska stabilnost uzoraka, vazna za sljedivosti rezultata, kroz dulji
vremenski period ¢uvanja. Uzorkovanje, priprema vodenog ekstrakta trave ive te fizikalno
kemijske analize provedene su u Laboratoriju za tehnologiju ugljikohidrata i konditorskih

proizvoda, PBF, a rezultati se nalaze u Prilogu 1.

2 dkg sasusSene trave ive preliveno je s 2 dcL deionizirane vode te se ekstrakcija provodila
pola sata pri 80 C. U vodenom je ekstraktu odredena suha tvar, te su te vrijednosti koristene
za pripremu radnih otopina ekstrakta trave ive kojima su bile izlagane stanice ili modelne
makromolekule prilikom tretmana (y = 0,01233, 0,049315, 0,07398 i 0,2466 mg mL™).
Dobivena otopina je uparena u vakuum upariva¢u, a suhi ekstrakt je dobiven postupkom
liofilizacije. Takoder, u vodenom je ekstraktu izmjerena koncentracija verbakozida i
ehinokozida, te su te vrijednosti bile koristene za podeSavanje koncentracija izoliranih frakcija

kojima su se tretirale stanice i modelne makromolekule.

Radne otopine koncentracija y = 0,01233, 0,049315, 0,07398 i 0,2466 mg mL* zbog

jednostavnijeg daljnjeg pisanja rada ozna¢avane su kao 0,5x, 1x, 3x i 10x.

4.1.2. Modelne makromolekule

Prilikom provedbe ovog istrazivanja kao modelne makromolekule KkoriSteni su
superzavijeni plazmid phiX-174 RF |, protein albumin govedeg seruma (eng. bovine serum
albumin, BSA) te linolenska kiselina, a na kojima je utvrdivano antioksidacijsko djelovanje

razliitih koncentracija ekstrakta i standarda trave ive.
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4.1.2.1. Plazmid phiX-174 RFI

Za ispitivanje prooksidativnhog u€inka na DNA koriStena je smrznuta izvorna otopina test
plazmida phiX-174 RF1. Plazmid phiX-174 RF1 DNA je superzavijeni dvolan€ani druzni DNA
plazmid dugacak 5386 pb dobiven na temelju sekvence jednolanane kruzne DNA prisutne u
ikozahedralnom, neobavijenom kolifagu phiX-174 (Verreault i sur., 2010). Ovaj se modelni
plazmid uslijed oksidacijskog ostecenja relaksira te sporije putuje u agaroznom gelu u odnosu

na neosteéenu superzavijenu formu.

4.1.2.2. Albumin govedeg seruma

Albumin je protein koji je u plazmi sisavaca pronaden u najveéem udjelu. Karakterizira ga
velik kapacitet za vezanje liganada, zbog €¢ega u tijelu ima ulogu transportera razlicitih signalnih
molekula, nutrijenata, lijekova, metabolita i drugih molekula a $to omoguéuje njegovu primjenu
u kliniCke, farmaceutske i biokemijske svrhe (Majorek i sur., 2012). Albumin je jednolanc¢ani
protein koji se sastoji od tri domene. Male je molekulske mase (66 kDa), a izgraduje ga 585
aminokiselina. Neglikoziliran je, s hidrofobnim Supljinama te mu nedostaje prostetskih skupina.
Djeluje kao glavni regulator osmotskog tlaka krvi, tako da promjene u njegovoj vrijednosti mogu
dovesti do stimulacije sinteze albumina. Nadalje, posjeduje sposobnost antioksidacijskog
djelovanija prilikom nastanka reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i reaktivnih dusikovih vrsta (RNS)
(Raoufinia i sur., 2016). Antioksidacijska aktivnost proteina usko je povezana s njegovom
strukturom, odnosno mnogim mjestima za vezanje liganada i svojstvima hvatanja slobodnih
radikala. Molekula albumina moze nadi¢i mnoge promjene strukture promjenom konformacije
a time i sposobnost vezanja i redoks stanje (Taverna i sur., 2013). Takoder, smanjuje
vjerojatnost samog nastanka radikala veZuéi se na slobodni dvovalentni bakar koji ima ulogu
u nastajanju radikala. Pretpostavlja se da albumin ima utjecaj i na promjenu permeabilnosti
membrane, vezanjem na sloj subendotela i intersticijske slojeve. Studije prijavijuju i
neuroprotektivni u€inak na neurone i glija stanice (Raoufinia i sur., 2016). BSA se koristi i kao
suplementa stani¢nim kulturama, nosac lijekova i stabilizator kompleksa proteina i lijeka
(Majorek i sur., 2012).

4.1.2.3. Linolenska kiselina

a — linolenska masna kiselina (ALA) esencijalna je masna kiselina, odnosno neophodna
za normalnu funkciju ljudskog tijela. Kako tijelo ne moze samo sintetizirati ALA, potreban je
unos hranom ili suplementacija. Dobri izvori ALA su laneno ulje, ulje chia sjemenki, kiwi,

portulak, ulja oraha, soje i kanole. ALA je izgradena je od 18 atoma ugljika te sadrzZi tri
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dvostruke veze u cis konfiguraciji. FarmakoloSke studije ukazuju da ALA mozZe djelovati
protuupalno, antikancerogeno, antioksidacijski, neuroprotektivno i ima utjecaj kod
metaboli¢kog sindroma, uklju€ujuci antidijabetsko djelovanje i djelovanje protiv pretilosti (Yuan
i sur., 2022). Takoder, utjeCe protektivho na kardiovaskularni sustav te antiosteoporetski (Kim
i sur., 2014). ALA se moze proizvoditi izolacijom ili ekstrakcijom iz biljaka (npr. iz lana), ali i
umjetnom sintezom. Osim u prehrambene, koristi se u medicinske svrhe, u kozmetici i prilikom

proizvodnje proizvoda Siroke potrosnje (Kim i sur., 2014).

4.1.3. Bioloski test sustavi

Kao bioloski test sustavi za utvrdivanje genotoksi¢nog ucinka i oksidacijskog oStecenja u
ovom istrazivanju koriStene su kontinuirane humane stani¢ne linije te Gram — pozitivne i Gram

— negativhe bakterije.

4.1.3.1. Humane stanice

U ovom istrazivanju koriten je in vitro test sustav stani¢nih kultura kontinuiranih humanih
stani¢nih linija karcinoma jetre Hep G2 (Slika 6.), epitelne stanice kolorektalnog karcinoma
Caco2 (Slika 7.), epitelne stanice karcinoma jezika CAL 27 (Slika 9.) i stanice adenokarcinoma
Zeluca AGS (Slika 8.). Ispitivan je utjecaj razliCitih koncentracija trave ive na rast stanica,

genotoksi¢nost te oksidacijska ostecenja.

HepG2 stani¢na linija predstavlja in vitro model hepatoma, karcinoma nastalog od
hepatocita (HCC eng. Hepatocellular carcinoma). HepG2 je kontinuirana stani¢na linija
izolirana iz hepatocelularnog karcinoma petnaestogodiSnjeg djeCaka svijetle boje koZze.
Stanice se najceS¢e koriste za detekciju antinuklearnih antitijela imunofluorescencijom
(Gorphe, 2019) kao i kod ispitivanja djelotvornosti i toksi€nosti lijekova i ksenobiotika te za
otkrivanje genotoksi¢nih i citotoksi¢nih spojeva. Potencijalni lijek za hepatocelularni karcinom

bi mogli biti flavonoidi jer uzrokuju apoptozu u stani¢noj liniji HepG2 (Xia i sur. 2013).
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ATCC Number: HB-8065
Designation: ~ Hep G2

Low Density High Density

Slika 6. Komercijalno dostupna HepG2 stani¢na linija (ATCC, 2022)

Caco-2 je stani¢na linija koja predstavlja in vitro model karcinoma debelog crijeva, a izolirana
je iz sedamdesetdvogodiSnjeg muskarca svijetle boje koze. Kontinuirana stani¢na linija Caco-
2 se najces¢i koristi kao in vitro model u istrazivanjima apsorpcije lijekova u probavnom

sustavu te za proucavanje utjecaja ispitivanih spojeva na epitelne stanice karcinoma kolona
(Borchardt 2011).

ATCC Number: HTB-37
Designation: ~ Caco-2

Low Density High Density

Slika 7. Komercijalno dostupna Caco-2 stani¢na linija (ATCC, 2022)
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AGS je stani¢na linija dobivena izolacijom iz tkiva zeluca pedesetCetirigodiSnje Zene svijetle

boje koZe s adenokarcinomom Zeluca.

ATCC Number: CRL-1739 ™
Designation: AGS

Scale Bar =

Low Density -

Slika 8. Komercijalno dostupna AGS stani¢na linija (ATCC, 2022)

CAL 27 stani¢na linija je kontinuirana stani¢na linija ploCastih epitelnih stanica raka jezika
izolirane iz tkiva jezika prije lijeCenja pedesetSestogodiSnjeg muskarca bijele boje koze.
Stani¢na linija CAL 27 jedna je od najCeSce koristenih stanicnih linija za ispitivanje utjecaja

razli¢itih spojeva i ksenobiotika na epitelne stanice oralnih karcinoma (Jiang i sur., 2009).

ATCC Number: HTB-37
Designation: ~ Caco-2

Low Density High Density

Slika 9. Komercijalno dostupna CAL 27 stani¢na linija (ATCC, 2022)
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4.1.3.2. Radni mikroorganizmi

Bakterijski sojevi koriSteni za potrebe ovog rada su: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli i Lactobacillus plantarum. Navedeni bakterijski sojevi dio su Zbirke
organizama Laboratorija za biologiju i genetiku mikroorganizama Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta SveudiliSta u Zagrebu, gdje se ¢uvaju na -80 °C u odgovarajucoj
tekucoj hranjivoj podlozi te uz dodatak 10 %-tnog glicerola. Neposredno prije provedbe
analiza bakterijski sojevi su inokulirani u odgovarajucu svjezu tekuéu hranjivu podlogu i

inkubirani preko noci pri optimalnoj temperaturi rasta.

4.1.4. Kemikalije

o 2 4-dinitrofenilhidrazin (DNPH), Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka

e 2, 7-diklorodihidrofluorescein diacetat (DCFH-DA), Sigma-Aldrich, Steinheim,
Njemacka

¢ Albumin iz govedeg seruma (BSA), Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka

e Agar, Biolife, Italija

e Agaroza, Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka

e Amonij tiocijanat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Askorbinska kiselina, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Bakto tripton, Biolife, Italija

¢ Bromtimol plavo, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Dimetil sulfoksid (DMSQO), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Ehinaskozid, Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka

e Etanol (96% (v/v)), Lach-ner, s.r.o., Republika Ceska

e Etil acetat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

o Etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA), Kemika, Zagreb, Hrvatska

o Etidij bromid (C21H20BrN3), Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka

e Glicerol, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Gvanidin-hidroklorid, Acros Organics, SAD

e Ham’s F-12 medij, Capricorn Scientific Gmbh, Ebsdorfergrund, Njemacka

e Kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4), Riedel-de Haén AG Seelze, Hannover, Njemacka
e Kalijev klorid (KCI), Kemika, Zagreb, Hrvatska

¢ Klorovodi¢na kiselina (37% (v/v)), Carlo Erba Reagents, Francuska
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o Kvascev ekstrakt, Biolife, Italija

¢ Ledena octena kiselina (80% (v/v)), Kemika, Zagreb, Hrvatska

¢ Linolenska kiselina, Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka

¢ MRS Broth, Biolife, Italija

e Natrijev hidrogenfosfat (Na;HPO4), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Natrijev dihidrogenfosfat (NaH.PO4), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat (Na2HPO4 x 12H20), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Natrijev klorid (NaCl), Gram-mol d.o.o., Hrvatska

¢ Neutral red (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid), Sigma-Aldrich,
Steinheim, Njemacka

o Plazmid phiX174 RF1 DNA, Promega, SAD

e Trikloroctena kiselina (TCA), Fisher Scientific, Engleska

e Tripsin, Capricorn Scientific, Njemacka

e Tris-HCI, Invitrogen, SAD

e TWEEN20, Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka

e Verbaskozid, Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka

¢ Vodikov peroksid, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Zeljezov (Ill) klorid (FeCls), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Zeljezov (Il) sulfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

4.1.5. Otopine
4.15.1. Puferi
Fosfatni pufer — PBS

PBS pufer koristen je za pripremu standarda linolenske kiseline, za otapanje ekstrakta i
standarda trave ive prilikom odredivanje antioksidacijskog potencijala na standardu
linolenske kiseline, za pripremu radne otopine DCFDA te za razrijedenja suspenzija

bakterija.

Tablica 1. Sastav PBS pufera

SASTOJAK KOLICINA
NaH,PO.x H,0 6,9 g
Na,HPO. 719

23



TAE pufer

TAE pufer koriSten je za pripremu agaroznih gelova te kao pufer za provodenje elektroforeze

u svrhu utvrdivanja stupnja superzavijenosti plazmida nakon izlaganja plazmida istrazivanim
otopinama.

Tablica 2. Sastav TAE pufera

SASTOJAK KOLICINA
Tris (tris(hidroksimetil)aminometan) 48,40 g
EDTA (etliendiamintetraoctena kiselina) 3,709
Octena kiselina (ledena) 11,40 mL
Destilirana voda do 1000 mL

TE pufer

TE pufer koridten je za pripremu otopina Zeljenih koncentracija pri odredivanju ucinka

istraZivanih otopina na superzavijenost plazmida. Sastav TE pufera naveden je u tablici 5.

Tablica 3. Sastav TE pufera

SASTOJAK KOLICINA
Tris (tris(hidroksimetil)aminometan) 15,759 g
EDTA (etliendiamintetraoctena kiselina) 292¢
Destilirana voda do 1000 mL

4.1.5.2. Otopine koriStene za odredivanje citotoksi¢nosti na stani¢nim linijama

e [Ishodis$na otopina Neutral red —a, 5 mg mL™

Neutral red 50 mg
Etanol 10 mL
e Radna otopina Neutral Red —a, 0,05 mg mL*
Ishodi$na otopina Neutral Red — a, 5 mg mL™* 0,1 mL
Ham’s F-12 medij 9,9 mL
e Otopina za odbojavanje
Demineralizirana voda 100 mL (50%)
Etanol 98 mL (48%)
Ledena octena kiselina 2 mL (2%)
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4.1.5.3. Otopine koriStene za odredivanje reaktivnih kisikovih vrsta na stani¢nim

linijama
e [shodisna otopina DCFDA, 2 mM
DCFDA 1 mg
DMSO 1mL
¢ Radna otopina DCFDA, 0,05 mM
IshodiSna otopina DCFDA, 2 mM 0,25 mL
PBS 9,75 mL

4.1.5.4. Otopine koridtene za odredivanje protektivnog i genotoksi¢nog ucinka
na modelnoj DNA molekuli

Otopina plazmida, 1 mg mL™*

Plazmid 4 uL
TE pufer 36 uL

e Otopina vodikovog peroksida
H.O,, 0,03 M 30 uL
TE pufer 970 uL

e Agarozni gel, 1%
TAE pufer 150 mL
Agaroza 159

o Obojeni pufer za nanoSenje na agarozni gel (eng. loading buffer)
Bromtimol plavo 029
Glicerol, 50% 6 mL
Demineralizirana voda 4 mL

e Radna otopina etidij bromida, 20 ug mL™
Ishodi$na otopina etidij bromida, 400 yg mL™* 37,5 uL

Demineralizirana voda dopuniti do 750 mL

4.1.5.5. Otopine koriStene za odredivanje protektivnog ucinka na standardu

linolenske kiseline

e Otopina standarda linolenske kiseline

Linolenska kiselina 0,14 ¢

TWEEN20 0,14 g

PBS 25 mL
e Klorovodicna kiselina, 3,5%

HCI, 37% 8,12 mL
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Demineralizirana voda
e Otopina zeljezova (ll) sulfata, 0,02 M
FeSO.,
Klorovodi¢na kiselina, 3,5%
e Etanol, 75%
Etanol, 96%
Demineralizirana voda
e Amonij tiocijanat, 30%
NH4SCN

Demineralizirana voda

dopuniti do 100 mL

0,556 g
0,1 mL

85,17 mL
14,83 mL

3049

dopuniti do 30 mL

4.1.5.6. Otopine koristene za odredivanje protektivhog u¢inka na BSA

e BSA 4mgmL?
BSA
Demineralizirana voda
e Otopina zeljezova (lll) klorida, 0,5 mM
FeCls
Demineralizirana voda
e Askorbinska kiselina, 0,1 M
Askorbinska kiselina
Demineralizirana voda
e Otopina vodikovog peroksida, 10 mM
H>02, 3%
Demineralizirana voda
e Otopina DNPH, 10 mM
DNPH
Etanol
e Trikloroctena kiselina, 10%
TCA
Demineralizirana voda
e Klorovodi¢na kiselina, 2 M
HCI, 37%
Demineralizirana voda
e Gvanidin hidroklorid, 6M
Gvanidin — HCI

Klorovodi¢na kiselina, 2 M

40 mg
10 mL

0,811 g
10 mL

0,176 mg
10 mL

0,11 mL
10 mL

0,198 g
100 mL

10g
100 mL

16,65 mL
100 mL

56,118 g

dopuniti do 100 mL
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4.1.6. Hranjive podloge

Hranjive podloge koriStene u ovom radu su kompletna LB (eng. Luria-Bertani) hranjiva

podloga i kompletna MRS (eng. Man, Rogosa and Sharpe broth) hranjiva podloga. Prilikom

uzgoja bakterija Escherichia coli i Staphylococcus aureus koriStena je LB hranjiva podloga,

dok je za uzgoj Lactobacillus plantarum koristena MRS hranjiva podloga. Prije nasadivanja

podloge su sterilizirane u autoklavu na temperaturi 121 °C i pri tlaku 1,01 x 10° Pa, u trajanju

od 15 min nakon postizanja temperature vrenja. Sastav upotrijebljenih hranjivih podloga

prikazan je u tablicama x. | x.

Tablica 4. Sastav kompletne LB hranjive podloge

Bakto — tripton 39
Kvascev ekstrakt 15¢g
NaCl 159
Agar 45¢
Destilirana voda 300 mL

Tablica 5. Sastav kompletne teku¢e MRS hranjive podloge

MRS broth 55,2 ¢

Destilirana voda 1000 ml

Tablica 6. Sastav kompletne krute MRS hranjive podloge

MRS broth 55,2 ¢
Destilirana voda 1000 ml
Agar 12¢g

4.1.7. Laboratorijski pribor

e Brusena predmetna stakalca
e Burker-Tirkova komorica, Falcon, SAD
e Eppendorf epruvete

e Erlenmeyerove tikvice, 20-100 mL
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Kivete za spektrofotometar

Laboratorijske Zlice

Menzure, 50-1000 mL

Mikropipete, 10, 20, 200, 1000 pL, Eppendorf, Hamburg, Njemacka
Mikrotitarske plocice (96 jacica), Falcon, SAD

T-boce (5 mL, 25 mL, 200 mL), Falcon, SAD

Staklene epruvete, 10 mL

Staklene pipete, 0,5-20 mL

4.1.8. Laboratorijski uredaiji

Analiticka vaga, 1712 Mp8 Silver Edition, Sartorius, Engleska
Centrifuga za kivete po Eppendorfu, HC-240, Tehtnica-Zelezniki, Slovenija
Cita& mikrotitarskih ploga, Cecil Instruments Ltd, Engleska
Digestor

Inkubator s kontroliranom atmosferom CO2, Forma Scientific, SAD
Komora za sterilan rad, IBK 1 V2, Iskra, Slovenija

Mikroskop, XDS-1 Optika Microscopes, Italija

Spektrofotometar, Cecil Instruments LTd, Engleska

Tehni¢ka vaga, Sartorius, Engleska

Uredaj za elektroforezu, Life Technologies, New York, SAD
Vibromikser EV-202, Tehtnica-Zelezniki, Slovenija

Zamrzivac: Ultralow temperature freezer, New Brunswick Scientific, SAD
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4.2. METODE

4.2.1. Odredivanje genotoksi¢nog i protektivnog u€inka standarda i ekstrakta trave
ive na modelni plazmid phiX174 RF1 DNA

Antioksidacijski u¢inak ekstrakta i standarda trave ive na modelni plazmid phiX174 RF1
DNA prati se elektoforezom, pri Eemu se plazmid podvrgava UV zracenju i tretira se vodikovim
peroksidom $&to uzrokuje nastanak hidroksilnog radikala. Elektroforeza se provodi u
pro€is¢enom agaroznom gelu u kojem superzavijena forma putuje brze negoli zavijena forma.
Djelovanjem hidroksilnog radikala dolazi do razmatanja superzavijene forme plazmida i
prelaska u zavijenu formu, te konaéno do odijeljivanja dvaju bendova. Sto je vie plazmida

oSteceno djelovanjem hidroksilnog radikala, to je intenzivniji gornji, sporiji bend.

Elektroforeza u agaroznom gelu koristi se za odvajanje, analizu, identifikaciju i
proCiS¢avanje fragmenata DNA. Elektroforeza je jednostavna i uc€inkovita metoda, brzo se
izvodi te se koristi za prociS¢avanje DNA fragmenata razli€itih veli€ina u rasponu od 100 pb do
25 kb koji se ne mogu adekvatno odvojiti drugim postupcima kao $to je npr. centrifugiranje
gradijentom gustoée (Lee i sur., 2012). Mali fragmenti DNA (50-20 000 bp) najbolje se
razlu€uju u agaroznim gelovima u vodoravnom poloZaju u elektricnom polju konstantne jakosti
i smjera struje. U takvim uvjetima brzina fragmenata DNA pada kako raste njihova duljina i
proporcionalna je jakosti elektricnog polja. S obzirom da je DNA visoko negativho nabijena
molekula zbog fosfatne okosnice koja je ravnhomjerno rasporedena duZ cijele molekule, u
elektricnom polju fragmenti DNA molekule putuju prema pozitivno nabijenoj anodi (Stellwagen,
2009). Buduc¢i da molekula DNA ima jednoliki omjer mase i naboja, fragmenti DNA se u
agaroznom gelu razdvajaju na temelju veli€ine, stoga kraci fragmenti DNA migriraju kroz gel
brZze u odnosu na dulje fragmente te je prijedena udaljenost obrnuto proporcionalna logaritmu
njihove molekulske mase (Lee i sur., 2012). Vizualizacija rezultata elektroforeze, odnosno
polozaj vrpci DNA unutar gela moze se odrediti izravno bojenjem s niskim koncentracijama

fluorescentnih interkalirajucih boja, kao sto je etidijev bromid (Green i sur., 2019).

Za ispitivanje protektivnog ucinka trave ive na DNA koristi se procis¢eni agarozni gel
stoga se prvo priprema 1%-tni agarozni gel otapanjem agaroze i TAE pufera. Nakon otapanja
agaroze u puferu, otopinu je potrebno malo ohladiti nakon ¢ega se prebacuje u kalup za
elektroforezu. Stavlja se €eslji¢ za formiranje jazica, kratko se ostavlja na sobnoj temperaturi
da se formira Cvrsti gel pa se €edlji¢ uklanja. Nakon &to se formiraju jaZice u agaroznom gelu
nanose se pripremljeni uzorci te se dodaje TAE pufer na nacin da se prekrije cijela povrsina
gela. Zatim se sat vremena provodi elektoforeza pod naponom 10 mV i jakosti struje od 150

mA. Reakcijske smjese sadrzavale su 0,1 mg mL? otopine plazmida u TAE puferu ukljuujuci
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pozitivhu i negativhu kontrolu. Uzorci uz plazmid sadrze 0,2 % H.O, te ekstrakt odnosno
standard trave ive u koncentracijama 0,5x, 1x, 3x i 10x te odgovarajuci volumen TAE pufera
do konaénog volumena uzorka od 30 L. Uzorci su izlagani UV zraenju do 3 minute. ZraCena
je takoder i pozitivna kontrola koja uz plazmid, sadrzi 0,2 % H202. U eksperimentu su
koriStene tri negativne kontrole; prva koja sadrzi samo plazmid, druga koja sadrzi plazmid i
vodikov peroksid ali koja nije izlagana UV zracenju te tre¢a negativna kontrola koja sadrzi

plazmid i koja je zragena UV svjetlom kao i svi ostali uzorci.

U pripremljene uzorke dodaje se 1 L tzv. loading buffera, odnosno pufera za nanoSenje koji
sadrZi bromtimol plavu i glicerol, pri Eéemu glicerol povec¢ava viskoznost uzoraka $to pospjesuje
da oni lak3e tonu u gel, a kretanje boje omogucuje pracenje elektroforeze. Nakon provedene
elektroforeze gel se boji otopinom etidij bromid, bojom koja se interkalira u DNA, koncentracije
20 ug mL* u trajanju od 15 do 20 min nakon ¢ega se izlaze UV zracenju kako bi se omogucila

vizualizacija vrpci na gelu.

Nativni plazmid phiX-174 RF | je u superzavijenom obliku te putuje u agaroznom gelu
odredenom brzinom, a vodikov peroksid koji se dodaje u reakcijsku smjesu sluzi kao inducer
oStecenja DNA, iako ih on sam ne uzrokuje sto je vidljivo u kontroli. Interpretiranje rezultata
temelji se na tome da ¢e se plazmid relaksirati i putovati sporije od superzavijene forme
plazmida, ukoliko je uzorak s kojim je tretiran genotoksic¢an, tj. uzrokuje lomove (Vandjelovic i
sur., 2012). Ovisno o stupnju ostecenja plazmida, na gelu se formiraju dvije vrpce, a
usporedivanjem intenziteta fluorescencije vrpci zavijenog, odnosno superzavijenog plazmida
moguce je odrediti stupanj oStecenja plazmida iz ega se odreduje genotoksi¢nost ispitivanih
uzoraka. Analiza intenziteta vrpci zavijenog i superzavijenog plazmida provedena je pomocu

softverskog programa GelAnalyzer 19.0.

4.2.2. Odredivanje stupnja oksidacije na modelnom proteinu albuminu iz govedeg
seruma

Karbonilacija proteina je specificna vrsta oksidativnin oSte¢enja proteina te je
najdestruktivnija zbog svoje ireverzibilne prirode. Sadrzaj proteinskih karbonila pokazatelj je
oksidacije proteina te se koristi kao mjera za izazvana oksidacijska ostecenja, a ujedno je i
marker oksidativnog stresa (Rogowska-Wrzesinska, 2014). Detekcija i mjerenje oksidacijskih
biomarkera olakSava pristup za aktivhost oksidanta te za pracenje ucinkovitosti
antioksidativnog sustava (Lovri¢, 2016). S obzirom da se koncentracija karbonila ne moze
izravno detektirati i kvantificirati jer ne apsorbiraju svjetlost u specificnom dijelu UV/VIS

spektra, njihova se koncentracija odreduje indirektnim metodama. U ovom je radu koriStena
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metoda koja se temelji na reakciji derivatizacije karbonilne skupine proteina s 2,4-
dinitrofenilhidrazinom (DNPH), pri E€emu nastaje stabilni produkt 2,4- dinitrofenilhidrazon (DNP)
koji se odreduje spektrofotometrijski. Dinitrofenilna grupa DNP spoja apsorbira svjetlost u
specificnom dijelu UV/VIS spektra pri apsorbanciji od 370 nm pri éemu je apsorbancija u
pozitivnoj korelaciji s ukupnim udjelom proteinskih karbonila u ispitivanom uzorku (Purdel i sur.,
2014).

Za odredivanje utjecaja ekstrakta i standarda trave ive na oksidaciju proteina kao modelni
protein koriSten je protein albumin izoliran iz govedeg seruma (BSA). Reakcijska smjesa
sadrzavala je BSA (4 mg mL? ), Fe2CI3 (0,5 mM), askorbinsku kiselinu (0,1 mM), vodikov
peroksid (10 mM), odgovarajuée koncentracije ekstrakta i izolirane frakcije trave ive (0,5x, 1X,
3x i 10x) te demineraliziranu vodu do kona&nog volumena reakcijske smjese od 600 pL. U
kontrolu je umjesto uzoraka dodana demineralizirana voda odgovaraju¢eg volumena. Svi su
uzorci pripremljeni u 3 replike te su inkubirani 30 minuta na 37 °C. Nakon inkubacije dodano
je 500 pL 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), smjesu je potrebno dobro vorteksirati te je
inkubirana 30 minuta na sobnoj temperaturi. U smjesu je zatim dodano 500 yL 10 %-tne
trikloroctene kiseline (TCA) te je smjesa inkubirana 15 minuta na 4 °C. Nakon inkubacije
uzoraka slijedi centrifugiranje nakon ¢ega se odbacuje supernatant, a talog u kojem su se
istalozili proteini ispire se s etil acetatom kako bi se uklonio nevezani i neizreagirani DNPH. Na
talog se zatim stavlja gvanidin hidroklorid (6 M) koji uzrokuje otapanje taloga i ostavlja se preko
noci nakon ¢ega se mjeri apsorbancija na 3710 nm. Stupanj oksidacije proteina u uzorcima
izraCunava se prema formuli [1]:

A370(uzorak)
A370 (negativna kontrola)

% oksidacije = x 100 [1]

4.2.3. Odredivanje prooksidacijskog i protektivnog u€inka ekstrakata trave ive na
modelnom lipidu — linoleinska kiselina

Produkti peroksidacije lipida, kao sto su malondialdehid (MDA) i 4-hidroksi-2-nonenal (4-
HNE), kao i produkti oksidacije viSestruko nezasic¢enih masnih kiselina uzrokuju oksidacijska
oStecCenja proteina. 4-HNE, glavni produkt peroksidacije linolenske kiseline, u velikoj koli€ini
uzrokuje modifikacije lipoproteina, oSteCuje tkiva te je povezan s Alzheimerovom bolesti,

dijabetesom i s kardiovaskularnim bolestima (Mayo i sur., 2003).

Za odredivanje utjecaja ekstrakta i standarda trave ive na oksidaciju lipida kao modelna
makromolekula koristena je linolenska kiselina. Otopina masne kiseline pripremljena je na

nacin da se u 25 mL 0,2 M fosfatnog pufera doda 0,14 g linolenske masne kiseline i 0,14 g
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Tween-20. Ukupni volumen reakcijske smjese iznosi 1250 L te se dodaje 625 uL pripremljene
emulzije linolenske kiseline i 625 UL radne otopine ekstrakta, odnosno izoliranih frakcija trave
ive u kona¢nim koncentracijama 0,5x, 1x, 3x i 10x . Kontrola je sadrzavala 625 uL emulzije
linolenske kiseline i 625 uL fosfatnog pufera bez esktrakta i standarda trave ive. Reakcijske
smijese zatim se izlazu UV zraenju u trajanju od 30 minuta kako bi se induciralo oksidacijsko
oSteéenje. Nakon zracenja uzima se 50 L reakcijske smjese svakog uzorka te se pomijesa s
1 ml etanola (EtOH, 75 %) i 50 pyL amonijevog tiocijanata (NH4SCN, 30 %). Zatim se u
reakcijsku smjenu dodaje i 50 uyL FeSO4 (0,02 M, razrijeden u 3,5 % HCI). Dodane otopine
izazivaju oksidacijska oStecenja te uzrokuju peroksidaciju linolenske kiseline. Nakon 3 minute
mjeri se apsorbancija ha 500 nm. Svi uzorci pripremljeni su u 3 paralele, a eksperiment je

ponovljen tri puta.

Postotak peroksidacije lipida u linoleinskoj kiselini izraCunava se prema formuli [2]:

K
% peroksidacije = [M

A500(kontrola)] . [2]

4.2.4. Odredivanje citotoksic¢nog i antioksidacijskog u€inka standarda i ekstrakta
trave ive na stani¢nim linijjama

Uzgoj stanica u monosloju

Kontinuirane stani¢ne linije HepG2, Caco-2, Cal 27 i Ags kultivirane su u monosloju u
plasticnim T-bocama ravnih stijenki veéeg volumena te se pohranjuju u inkubatoru s
kontroliranom atmosferom (pri 37 °C, relativna vlaznost zraka 95 % uz 5 % CO2). Kao medij
za rast stanica koristen je kompletirani medij (Roswell Park Memorial Institute, RPMI 1640,
Invitrogen) uz dodatak fetalnog govedeg seruma (eng. Fetal Bovine Serum, FBS) konacne
koncentracije od 10 %. Kad stanice postignu subkonfluentno stanje precjepljuju se u
mikrotitarske plo€e s jazicama i mogu se koristiti za daljnji eksperimentalni rad koji se odvija u
laminaru kako bi se osigurali asepti¢ki uvjeti nuzni za rad s kulturama humanih stanica
(Freshney, 2010).

Priprema suspenzije stanica

Nakon $to stanice postignu konfluentno stanje, iz T-boca, u kojima se stanice nalaze, uklanja
se medij. Stanice se zatim ispiru 25%-tnom otopinom tripsina kako bi se uklonili ostaci medija
koji sadrzi serum koji djeluje kao inhibitor proteolitiCkog djelovanja tripsina. Tripsinizacijom

dolazi do odvajanja stanica od podloge, a ponovnim dodatkom medija sa serumom na stanice
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zaustavlja se proteoliticko djelovanje tripsina. Tripsin je potrebno dodati u minimalnim

kolic¢inama da se pokrije dno T-boce na kojoj rastu stani¢ne kulture (Freshney, 2010).

Odredivanje broja stanica

Brojanje stanica koje je potrebno nasaditi te koje ¢e biti izlozene djelovanju ispitivanih spojeva
provodi se pomocu Burker-Turkova komorice. Blrker-Turkova komorica je kvadratna mreza,
koja sadrzi 16 velikih kvadrata (4x4), od kojih svaki kvadrat sadrzi 25 malih kvadrata (5x5).
Volumen od 10 uL nanosi se na Burker-Tlrkovu komoricu na predmetnicu te se prekrije
pokrovnim stakalcem, a potom koristeéi svjetlosni mikroskop pronade se mali kvadrat unutar
kojega su smjestene stanice. Visina prostora izmedu pokrovnog stakalca i predmetnice iznosi
0,1 mm, povrsina svakog kvadrata je 1 mm2 , a volumen velikog kvadrata 1x10* mL pa iz toga

proizlazi jednadzba za izraunavanje ukupnog broja stanica u uzorku:

Ukupan broj stanica = srednja vrijednost izbrojanih stanica x 10* stanica mL? [3]

Brojenje se vrsi barem 3 puta, a potom izraCuna aritmeticka sredina kao konac¢an broj stanica.
Iz aritmetiCke se sredine broja stanica u kvadratu izraCunava se broj stanica u mililitru
suspenzije te se na taj nain podeSava pocetna koncentracija stanica od 10° za daljnju
provedbu eksperimenta (Christensen i sur., 2005). Nakon $to su stanice izbrojane, nacjepljuju
se na mikrotitarske plo€e na hranjivi medij te se inkubiraju na 37° C tijekom 24h nakon ¢ega

Su spremne za tretiranje pripremljenim uzorcima.

Slika 10. Brojanje stanica pomocu Birker-Turkove komorice (prilagodeno prema
Christensen i sur., 2005)
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Nasadivanje stanica

U prozirne mikrotitarske plo¢e s 96 jazica za Neutral red metodu, odnosno u crne mikrotitarske
ploCe za DCFDA metodu, nacijepljuje se po 100 uL odredene suspenzije stanica pocetne
koncentracije 10° stanica mL™. Stanice su kultivirane 24 h u inkubatoru s kontroliranom
atmosferom (95 % zraka i 5 % CO2) i na temperaturi od 37 °C kako bi se adaptirale na
novonastale uvjete, a nakon $to su stanice postigle subkonfluentno stanje uklonjen je medij te
su stanice tretirane s razli¢itim koncentracijama ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive (0,5x,
1%, 3x, 10x ), prethodno pripremljenih u odgovaraju¢éem hranjivom mediju. U kontrolu je
umjesto uzorka trave ive dodano 100 pyL odgovaraju¢eg hranjivog medija. Nakon tretmana

stanica u trajanju od 2h, odnosno 24h, uklanja se ostatak hranjivog medija.

4.2.4.1. Odredivanje citotoksi¢nog ucinka trave ive Neutral red metodom

Neutral red test jedna je od naj¢eSée koristenih testova za odredivanje citotoksi¢nosti
nekog spoja. Neutral red (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid) je slabo
kationska boja koja aktivnim transportom prolazi kroz stanicnu membranu unutar zive stanice
te se boja veze i akumulira unutar lizosoma (Santa Maria i sur., 1997). Ksenobiotici dovode do
oStecenja stanicne membrane ili membrane lizosoma te tako smanjuju unosenje i zadrzavanje
boje. Stanice kod kojih je doslo do osteéenja, a tako i mrtve stanice, neée vezati boju zbog
promjene pH gradijenta. Intenzitet nastalog obojenja odreduje se mjerenjem apsorbancije pri
valnoj duljini od 540 nm u odnosu na slijepu probu, a apsorbancija je proporcionalna broju zivih
stanica u mediju (Arechabala i sur., 1999). Neutral red metodom omogucuje se kvantitativho
odredivanje broja zivih stanica, nakon tretmana nekim spojem, koji direktno ovisi o utjecaju

ispitivanog ksenobiotika na morfologiju, odnosno ostecenje stanice.

Odredivanje citotoksi¢nosti Neutral Red metodom zapocinje sterilnim uklanjanjem medija
za uzgoj iz jazica prozirne mikrotitarske plo€e s tretiranim stanicama. Slijedi sterilno ispiranje
jazica s 1 ml sterilnog PBS pufera kako bi se uklonili ostaci medija za uzgoj koji mogu utjecati
na rezultate mjerenja. Slijedi sterilno bojanje Neutral Red bojom pripremljenom u mediju za
uzgoj te se nakon 3 sata inkubacije iz jazica uklanja otopina boje, a stanice se ispiru s PBS
puferom. Boja nakupljena u stanicama i vezana za lizosome ekstrahira se otopinom za

odbojavanje te se mjeri apsorbancija (Repetto i sur., 2008).
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4.2.4.2. Odredivanje antioksidacijskog/prooksidacijskog djelovanja ekstrakta

trave ive diklorfluorescin diacetat (DCFDA) metodom

Kao fluorescentni indikator Sirokog spektra ROS u stani¢nim bioanalizama Cesto se koristi
2,7 — diklorofluorescin diacetat, koji prolazi staniénu membranu a staniCne esteraze ga zatim
deacetiliraju, ¢ime nastaje nefluorescentni produkt. Takav produkt oksidiraju razne ROS u
organizmu, stvarajuci fluorescentni diklorfluorescin, koji se moze odrediti spektrofotometrijski
(Ng i Ooi, 2021).

Esterase activity oS
.

H R
a. Ho cl
HO 0 OH

H2DCFDA H2DCF DCF

Slika 11. Mehanizam DCFDA metode (Ng i Ooi, 2021)

Za odredivanje antioksidacijskog ucinka razli¢itih koncentracija ekstrakta i izoliranih
frakcija trave ive u svaku jazicu crne mikrotitarske ploCe s tretiranim stanicama dodano je 100
ML radne otopine DCFDA. Slijedi inkubacija u trajanju od 20 min na 37 °C. Po zavrSetku
inkubacije provodi se spektrofotometrijsko mjerenje. Intenzitet fluorescencije i koli€¢ina ukupnih

ROS u stanici su proporcionalni, a indukcija slobodnih radikala izraCunava se prema formuli

[4]:

Intenzitet fluorescencije (ekstrakt i izolirane frakcije) % prezivljenja

Indukcija slobodnih radikala = . —
Intenzitet fluorescencije (kontrola) 100

[4]
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4.2.5. Odredivanje citotoksi¢nog i proliferativnog u€inka standarda i ekstrakta trave
ive na bakterijskim kulturama

Bakterijske kulture Staphylococcus aureus i Escherichia coli uzgojene su u 20 ml LB
hranjive podloge, a bakterijska kultura Lactobacillus plantarum uzgojena je u 20 ml MRS
hranjive podloge, inkubirane su tijekom 24 sata do eksponencijalne faze rasta. Zatim se
centrifugira 1,5 mL svake bakterijske kulture centrifugira se 10 minuta nakon Cega se
supernatant odbaci, a talog se ispere s 1 mL PBS pufera, resuspendira i ponovo centrifugira.
U mikrotitarsku plo¢u nacjepljuje se 100 uL odgovarajuée bakterijske suspenzije. Bakterijska
suspenzija tretirana je s po 100 pL ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive odredene
koncentracije. Ukupni volumen reakcijske smjese u jaZici iznosio je 200 uL, pa su konacCne
koncentracije ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive bile 0,5x, 1x, 3x i 10x. Reakcijske smjese
potom su inkubirane 60 minuta na 37 °C. Nakon inkubacije, radena su mikrorazrjedenja, a na
odgovarajuée krute hranjive podloge nasadivane su stanice razrijedene u rasponu od deset
do milijun puta i to u Sest paralela. Stanice su uzgajane 24 h na 37 °C nakon ¢ega je izbrojan
broj poraslih kolonija (eng. CFU — Colony-Forming Unit). Rezultati prezivljenja bakterija nakon

tretmana s razli€itim koncentracijama ekstrakta trave ive izraCunati su prema formuli [5]:

CFU/mL bakterijske suspenzije
. IS S SpeRee x 100 [5]
CFU/mL kontrole

Prezivljenje bakterija (%) =

4.2.6. Obrada podataka

Statisti¢ki program JASP 0.16 koriSten je za obradu dobivenih podataka, pri ¢emu je
primijenjena Classical ANOVA statistiCka analiza sa Scheffe i Tukey Post Hoc testom
usporedbe. Odabrana razina znacajnosti (p-vrijednost) iznosi 0,001, pri emu se statisticCki
znacajnim smatra svaki rezultat koji pokazuje razinu znacajnosti manju od 0,001. Takoder,
koristen je i program GelAnalyzer za obradu gelova elektroforeze. Rezultati su prikazani i

grafiCki, ubradom u programu Microsoft Excel 2016.
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5. REZULTATI | RASPRAVA

Prooksidacijski, odnosno antioksidacijski u€inak aktivnih tvari iz ekstrakta i izoliranih
frakcija trave ive ispitani su na modelnim makromolekulama (plazmid phiX174 RF1 DNA,
protein albumin iz govedeg seruma, linolenska kiselina). Dobiveni rezultati prikazani su na
slikama 12. — 15.

Citotoksi¢ni i antioksidacijski, odnosno prooksidacijski u€inak aktivnih tvari ekstrakta i izoliranih
frakcija trave ive ispitan je na kontinuiranim humanim stani¢nim linijama AGS, Caco-2, HepG2
i CAL27, a rezultati su prikazani na slikama 16. — 31.

Citotoksi¢ni, odnosno proliferativni u€inak aktivnih tvari iz ekstakta i izoliranih frakcija trave ive
ispitani su na bakterijama E. coli, S. aureus i L. plantarum, a rezultati su prikazani na slikama
32. - 34.

5.1. PROOKSIDACIJSKI/ANTIOKSIDACIJSKI UCINAK EKSTRAKTA | IZOLIRANIH
FRAKCIJA TRAVE IVE

5.1.1. Prooksidacijski/antioksidacijski u¢inak ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive na
modelni plazmid phiX174 RF1 DNA

Potencijalni protektivni u€inak razli¢itih koncentracija ekstrakta i izoliranih frakcija
trave ive ispitan je na modelnom plazmidu phiX174 RF1 DNA. Plazmid je, u prisutnosti
ekstrakta ili izoliranih frakcija trave ive, tretiran kombiniranim djelovanjem H,O; i UV
zraCenja, pri ¢emu dolazi do odmatanja superzavijene forme plazmida u zavijenu. Nakon
tretmana provedena je elektroforeza u agaroznom gelu, u kojem zavijeni oblik putuje

sporije. Tako se formiraju dvije vrpce koje se vizualiziraju bojanjem gela u otopini etidij

bromida, kako je prikazano na slici 12.

K1: negativna kontrola (plazmid + pufer); K2: negativna kontrola + H,O,; K3: negativna kontrola + UV zra€enje; K4 — pozitivha
kontrola (plazmid + pufer + H,O, + UV zra€enje); 0.5E — 10E: koncentracije ekstrakta kojima je tretiran plazmid; 0.5S — 10S:

koncentracije ispitivanih frakcija kojima je tretiran plazmid

Slika 12. Protektivni u€inak ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive na plazmid phiX174
RF1 DNA
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Na Slici 12. moze se uociti da je kod K1, K2 i K3 intenzivnija donja vrpca, iz Cega se
moze zakljuditi da je glavnina plazmida i dalje u superzavijenoj formi koja putuje brze i da
samostalno djelovanje H.O., odnosno UV zracenja, ne¢e znacajnije ostetiti plazmid.
Kombiniranim djelovanjem H2O. i UV zraCenja, ¢ime nastaje hidroksilni radikal, gornja
vrpca postaje intenzivnija (K4), jer dolazi do znacajnijeg odmatanja plazmida u zavijenu

formu koja putuje sporije.

Na Slici 13. prikazane su srednje vrijednosti dobivene iz dva paralelna mjerenja, za
svaku ispitivanu koncentraciju ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive. Rezultati su prikazani
kao omjer superzavijene i zavijene forme plazmida, u ovisnosti o koncentraciji ekstrakta i

izoliranih frakcija trave ive.
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* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu (p < 0,001); ** - statisti¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na pozitivhu
kontrolu (p<0, 001); a* - statistiCki znac¢ajna razlika u odnosu na 0.5x ekstrakt (p < 0,001); b* - statistiCki znac¢ajna razlika u odnosu
na 1x ekstrakt (p < 0,001); c* - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 3x ekstrakt (p < 0,001); d* - statisti¢ki znacajna razlika u
odnosu na 10x ekstrakt (p < 0,001); a# - statistiCki znacajna razlika u odnosu na 0.5x izolirane frakcije (p < 0,001); b# - statisticki
znacajna razlika u odnosu na 1x izolirane frakcije (p < 0,001); c# - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 3x izolirane frakcije (p
< 0,001); d# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 10x izolirane frakcije (p < 0,001), PK- pozitivha kontrola, NK- negativna
kontrola

Slika 13. Protektivni u€inak ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive na plazmid phiX174 RF1
DNA

Iz grafiCkih rezultata prikazanih na slici 13. vidljivo je da postoji statistiCki zna¢ajna razlika
u odnosu na negativhu kontrolu kod svih koncentracija, osim kod 10x izoliranih frakcija.
Koncentracije 3x i 10x izoliranih frakcija i koncentracija 10x ekstrakta statistiCki su znaCajno
razli€ite u odnosu na pozitivhu kontrolu. Takoder, postoji statisticki znacajna razlika izmedu
0.5x i 10x koncentracija izoliranih frakcija. 1z videnog se moze zakljuciti da koncentracija 10x

ekstrakta moze djelovati protektivho na modelni plazmid izloZen oksidacijskim agensima. lako
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koncentracije 0,5x, 1x i 3x ne pokazuju statisti¢ki znacajno smanjenje oksidacijskog oStecenja
u odnosu na negativnu kontrolu, vidljivo je da je to oSte¢enje puno manje u odnosu na pozitivhu
kontrolu te se iz toga moze zakljuditi da ekstrakti i izolirane frakcije utje€u na smanjenje
prooksidacijskog osteéenja. NajviSa istrazivana koncentracija ekstrakta trave ive i izoliranih
frakcija statistiCki znaCajno je smanjivala prooksidacijsko ostec¢enje te je dokazano zastitno

djelovanje ovih spojeva.

Do danas, mali je broj studija koji su ispitivale potencijalno genoprotektivho djelovanje
trave ive. Oalde i suradnici prou€avali su utjecaj ekstrakta trave ive na kombinirani tretman
H.O, i UV zraenja na superzavijenu DNA, izoliranu iz E. coli. Metanolni, etanolni i vodeni
ekstrakt pokazali su znaCajnu in vitro genoprotektivhu aktivnost, s najboljim vrijednostima
vodenog ekstrakta (Oalde i sur., 2020). Tepe i suradnici dokazali su kako je vodeni ekstrakt
Teucrium polium, biljke koja dolazi iz porodice Lamiaceae, pokazao znaCajan genoprotektivni
uCinak na superzavienom pBR322 DNA modelnom plazmidu (Tepe i sur., 2011).
Genoprotektivno djelovanje nekoliko razli¢itih Lamiaceae vrsta proucavano je na plazmidu
pUC19, te je vodeni ekstrakt najvise pridonio zastiti od osteCenja izazvanih oksidativnim
stresom (Oalde i sur., 2021). Abeliophyllum distichum, hrv. abeliofilum, iz reda Lamiales, je
korejska endemska bilijka bogata verbaskozidom. Njezin etil acetatni ekstrakt ispitivan je u
kontekstu oksidativne zastite plazmida ®X-174 RF | DNA. Ekstrakt je inhibirao Fe?* -
inducirano oksidativho o&tecenje plazmida, ovisno o koncentraciji. Takoder je utvrdeno i
znacajno protektivno djelovanje na plazmid prilikom oksidativhog oStecenja uzrokovanog
H.O,, ovisno o koncentraciji (Jang i sur., 2020). Ehinakozid izoliran iz Herba Cistanches
koriSten je u studiji koja je istraZivala njegov protektivni ucinak na DNA. Fragmentacija DNA
kod stanica koje su prije izlaganja UVB tretirane ehinakozidom je znacajnije niza, a efekt je
Teucrium arduini na kombinirano djelovanje H.O, i UV zraCenja na superzavijeni plazmid
®X174 RF1 DNA ispitali su Samec i suradnici. Rezultati su ukazali na snazno antioksidativno

djelovanje ekstrakta hidroksilnog radikala (Samec i sur., 2014).
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5.1.2. Prooksidacijski/antioksidacijski u€inak ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive na
modelnom proteinu albuminu iz govedeg seruma

Modelni protein albumin iz govedeg seruma koristen je za utvrdivanje antioksidacijskog
kapaciteta razliCitih koncentracija ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive. Dobiveni rezultati
prikazani su grafi¢ki na slici 14., kao ovisnost postotka oksidacije proteina o koncentraciji

ekstrakta ili izoliranih frakcija trave ive.
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* - statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 0.5x ekstrakt (p <
0,001); b* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na 1x ekstrakt (p < 0,001); c* - statisticki znacajna razlika u odnosu na 3x ekstrakt
(p < 0,001); d* - statisticki znacajna razlika u odnosu na 10x ekstrakt (p < 0,001); a# - statisticki zna€ajna razlika u odnosu na 0.5x
izolirane frakcije (p < 0,001); b# - statisticki zna€ajna razlika u odnosu na 1x izolirane frakcije (p < 0,001); c# - statisticki zna€ajna

razlika u odnosu na 3x izolirane frakcije (p < 0,001); d# - statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na 10x izolirane frakcije (p < 0,001)

Slika 14. Protektivni u€inak ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive na modelni protein

Prikazani graficki rezultati na slici 14. ukazuju da je koncentracija 0.5x izoliranih frakcija
statistiCki znacajno razli€ita od svih ostalih koncentracija izoliranih frakcija, kao i od iste
koncentracije ekstrakta i od kontrole. Od svih ispitivanih koncentracija ekstrakta i izoliranih
frakcija, tretiranje modelnog proteina koncentracijom 0,5x izoliranih frakcija rezultiralo je
najmanjom oksidacijom proteina (4,11%). Koncentracija 0.5x ekstrakta je statistiCki zna¢ajno
razliita od svih ostalih koncentracija ekstrakta i od kontrole, te primjena ove koncentracije daje
najmanju oksidaciju proteina (80,31%) u usporedbi s ostalim koncentracijama ekstrakta. 1z
slike 14. je vidljivo da porastom koncentracije raste i oksidacija proteina, $to znaci da ekstrakt
trave ive i izolirane frakcije ne spreCavaju karbonilaciju proteina pri dnevno preporucenim

dozama.

Ardestani i Yazdanparast proveli su eksperiment kojim su pokazali da etilen acetatni
ekstrakt T. polium djeluje na smanjenje oksidativhog stresa Cime moze utjecati na prevenciju

oksidativnog oSte¢enja proteina do kojeg dolazi tijekom procesa glikoksidacije (Ardestani i
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Yazdanparast, 2007). Ispitivanjem metanolnog ekstrakta kadulje, u kojem je, izmedu ostalih
polifenola, izoliran i verbaskozid kao drugi po redu najzastupljeniji, uo¢eno je da je doslo do
inhibicije glikacije albumina te do smanjenja nakupljanja proteinskih karbonila (Ben Khedher i
sur., 2020). Oksidacijsko ostecenje kolagena superoksidnim anionom i hidroksilnim radikalom
uzrokuje nastanak velikog broja fragmenata peptida. U prisutnosti mikromolarnih koncentracija
ehinakozida dolazi do potpunog oporavka nativnog proteina, pokazalo je istrazivanje (Facino
i sur., 1995). Antioksidativho djelovanje metanolnog ekstrakta cijele biljke T. arduini ispitivano
je prilikom oksidacijskog ostecenja BSA. UocCeno je prooksidacijsko djelovanje, ovisno o
koncentraciji (Samec i sur., 2015). Studije pokazuju da polifenolni spojevi, u ovisnosti o
koncentraciji, strukturi, test — sustavu i supstratu kojeg Stite od oksidacije, pokazuju
prooksidativno ili antioksidativho djelovanje. Prooksidacijsko djelovanje primje¢uje se u
eksperimentalnim uvjetima (npr. visok pH), a povezuje se sa sposobno$¢u redukcije Fe" i
Cu?*, $to moze stimulirati oksidativna oste¢enja (Maurya i Devasagayam, 2010; Chu i sur.,
2014).

5.1.3. Prooksidacijski/antioksidacijski u€inak ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive na
modelnom lipidu — linolenska kiselina

Razliite koncentracije ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive ispitane su u kontekstu
potencijalnog antioksidacijskog u€inka na modelni lipid, linolensku kiselinu. Rezultati su
prikazani graficki na slici 15., kao ovisnost postotka inhibicije oksidacije o koncentraciji

ekstrakta, odnosno izoliranih frakcija trave ive.
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* - statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 0.5x ekstrakt (p <
0,001); b* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na 1x ekstrakt (p < 0,001); c* - statisticki znacajna razlika u odnosu na 3x ekstrakt
(p < 0,001); d* - statisticki znaCajna razlika u odnosu na 10x ekstrakt (p < 0,001); a# - statisticki zna€ajna razlika u odnosu na 0.5x
izolirane frakcije (p < 0,001); b# - statisticki znaCajna razlika u odnosu na 1x izolirane frakcije (p < 0,001); c# - statisticki zna€ajna
razlika u odnosu na 3x izolirane frakcije (p < 0,001); d# - statistiCki znacajna razlika u odnosu na 10x izolirane frakcije (p < 0,001)

Slika 15. Antioksidacijski potencijal ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive na modelnom lipidu

Kako prikazuju grafiCki rezultati na slici 15., ekstrakt svake koncentracije pokazuje
statisti¢ki znagajno razli¢ito djelovanje od izoliranih frakcija jednake koncentracije. Djelovanje
ekstrakta koncentracije 10x statistiCki se znafajno razlikuje od primjene ekstrakta nizih
koncentracija te pokazuje najveci antioksidacijski potencijal. Takoder, antioksidacijski u€inak
ekstrakta raste s porastom koncentracije. Govore¢i o djelovanju izoliranih frakcija,
koncentracija 1x statisti¢ki se zna&ajno razlikuje od ostalih koncentracija te pokazuje najslabije
djelovanje. Najveci antioksidacijski potencijal izoliranih frakcija vidljiv je kod koncentracije 10x,
koja je statistiCki zna€ajno razliCita od ostalih koncentracija izoliranih frakcija. Koncentracije
0,5x i 3x izoliranih frakcija statisticki se ne razlikuju zna¢ajno, iako se obje statistic¢ki znacajno
razlikuju od koncentracije 1x. Porastom koncentracije ekstrakta trave ive odnosno izoliranih
frakcija raste i protektivni u€inak na nezasi¢ene veze linoleinske kiseline s time da je
antioksidacijski uCinak ekstrakta trave ive puno veci nego onaj izmjeren nakon tretmana s

izoliranim frakcijama.

Kako su neki flavonoidi istovremeno lipofilni i hidrofilni (amfipatske molekule), moguée je
njihovo otapanje na dodirnoj povrsini stanicne membrane i vodenog sloja. To ih Cini
sposobnima sprijeciti propagaciju lipidne peroksidacije. Takoder, mogu regenerirati oksidirani
a — tokoferol u lipidnoj membrani, dok u vodenom sloju oksidiraju askorbinsku kiselinu i
glutation (Chu i sur., 2014). Antioksidativna aktivnost ekstrakta T. polium mjerena je u poCetnoj
fazi peroksidacije linolne kiseline. Rezultati su pokazali da je etilen acetatni ekstrakt imao

najveci antioksidativni ucinak, s 83% - tnom inhibicijom, a etanolni ekstrakt 73% - tni (Ardestani
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i Yazdanparast, 2007). IstraZivanjem, gdje je kao modelni sustav koristen B — karoten/linolna
kiselina, utvrdilo se da ekstrakt trave ive pokazuje znacajno antioksidativno djelovanje in vitro
(Panovska i sur., 2005). Nadalje, na linolnoj kiselini kao modelnom lipidu testiran i ekstrakt T.
arduini, sa zakljuckom da predtretman lipida s ekstraktom znacajno inhibira lipidnu
peroksidaciju (Samec i sur., 2014). Eritrociti kao stanice bogate molekulama koje sadrze Fe2+
(primarno hemoglobin) osjetljive su na oksidaciju. Inkubacija eritrocita s H202 tijekom 60 min
uzrokuje znacCajno povecanje peroksidacije lipida. Preinkubacijom eritrocita s razli€itim
ekstraktom T. polium razli¢itih koncentracija, primijeéena je znacajna inhibicija lipidne
peroksidacije (Suboh i sur., 2004). Verbaskozid je, kao najzastupljeniji feniletanoidni glikozid,
izoliran iz lis¢a biljke Ligustrum purpurascens, takoder iz reda Lamiales, te je njegova frakcija
ispitivana kao potencijalno protektivno sredstvo oksidacije humanih lipoproteina niske gustoce.
Rezultat je protektivno djelovanje verbaskozida na lipoproteinima izlozenim Cu?*

posredovanoj oksidaciji. Protektivno djelovanje pokazao je i izomerni spoj isoverbaskozid, koji
nastaje zagrijavanjem. UCinak je ovisan o koncentraciji. Verbaskozid i isoverbaskozid su

djelovali protektivno i na oksidaciju a — tokoferola u lipoproteinima (Wong i sur., 2001).

5.2. ODREDIVANJE CITOTOKSICNOG | ANTIOKSIDACIJSKOG UCINKA EKSTRAKTA
| IZOLIRANIH FRAKCIJA TRAVE IVE

5.2.1. Odredivanje citotoksi¢nog uc€inka ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive na
kontinuiranim humanim stani¢nim linijama

Ispitivanje citotoksicnog ucinka otopina razli€itih koncentracija ekstrakta i izoliranih
frakcija trave ive (0,5x, 1x, 3x i 10x) provedeno je Neutral red metodom na kontinuiranim
humanim stani¢nim linijama, AGS i Caco-2, HepG2, Cal27 u vremenu izlozenosti stanica od 2
i 24 sata. Dobiveni rezultati prikazani su grafiCki kao ovisnost postotka prezivljenja stanica
(relativna vijabilnost stanica izrazena u odnosu na kontrolu) o koncentracijama ekstrakta i

izoliranih frakcija trave ive.
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* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <
0,001); a# - statisticki zna€ajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b - statisti¢ki zna€ajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta(p < 0,001); b# - statistiCki znacajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisticki znacajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statistiCki znaCajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statisticki znacajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 16. Prezivljenje stani¢ne linijje AGS nakon tretmana od 2 h razli€itim koncentracijama

ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive

Na grafickom prikazu na slici 16. vidljivo je da tijekom 2 h tretmana AGS stanica sve
koncentracije ekstrakta trave ive uzrokuju blagu inhibiciju rasta stanica, dok se s porastom
koncentracije izoliranih frakcija povec¢ava proliferativni u€inak na stanice. Koncentracije 3x i
10x izoliranih frakcija pokazuju statistiCku razliku u odnosu koncentraciju 1x te na iste

koncentracije ekstrakta.
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* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <
0,001); a# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b - statisti¢ki zna€ajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta(p < 0,001); b# - statistiCki zna€ajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisti¢ki znac¢ajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statisticki znacajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 17. Prezivljenje stani¢ne linije AGS nakon tretmana od 24 h razli¢itim koncentracijama

ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive

Produljenjem inkubacije AGS stanica na 24 h, kako prikazuje slika 17., dolazi do znacajnog
pada prezivljenja kod svih primijenjenih koncentracija ekstrakta i izoliranih frakcija pri ¢emu

sve koncentracije pokazuju statisti¢ki znac¢ajnu razliku s obzirom na kontrolu.
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* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisti¢ki zna€ajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <
0,001); a# - statisticki zna€ajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b - statisticki zna€ajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta(p < 0,001); b# - statistiCki znaCajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisti¢ki znacajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statisticki znacajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 18. Prezivljenje stanine linije Caco-2 nakon tretmana od 2 h razli¢itim koncentracijama

ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive
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Graficki prikaz na slici 18. ukazuje da tijekom 2 h tretmana Caco-2 stanica izolirane frakcije
trave ive u cijelom koncentracijskom rasponu ne utjeCu na prezivljenje stanica, dok
koncentracija 0,5x i 10x ekstrakta proliferativno utjeCu na stanice i pokazuju statistiCku

znacajnost u odnosu na kontrolu.
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* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <
0,001); a# - statisticki zna€ajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b - statisti¢ki zna€ajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta(p < 0,001); b# - statistiCki znacajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisti¢ki znacajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statistiCki znaCajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 19. Prezivljenje stani¢ne linije Caco-2 nakon tretmana od 24 h razli€itim

koncentracijama ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive

Graficki rezultati sa slike 19. prikazuju da tijekom tretmana stanica 24 h dolazi do znac¢ajnog
pada prezivljenja stanica tretiranih ekstraktom, osobito kod najviSe koncentracije (10x) koja
posliedi€no pokazuje statistiCku znagajnost u odnosu na sve ostale koncentracije ekstrakta
uklju€ujuci i kontrolu. Koncentracije 3x i 10x izoliranih frakcija pokazuju proliferativan u€inak

na stanice, sto se ocituje i u povecaniju vijabilnosti u usporedbi s 2 sata tretmana stanica.
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* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisticki zna€ajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <
0,001); a# - statisticki zna€ajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b - statisti¢ki zna€ajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta(p < 0,001); b# - statistiCki znacajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisticki znacajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statistiCki znaCajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statisticki znacajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 20. Prezivljenje stani¢ne linije HepG2 nakon tretmana od 2 h razli¢itim koncentracijama

ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive
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* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisticki zna€ajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <
0,001); a# - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta(p < 0,001); b# - statistiCki znaCajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisticki znacajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statisticki znacajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znaCajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 21. Prezivljenje stani¢ne linije HepG2 nakon tretmana od 24 h razli€itim

koncentracijama ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive
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Tijekom 2 sata tretmana HepG2 stanica (slika 20.), ekstrakt i izolirane frakcije trave ive u
cijelom koncentracijskom rasponu ne utje€e na prezivljenje tretiranih stanica. Medutim, tijekom
24 sata tretmana istih stanica (slika 21.) ekstrakt najvise koncentracije (10x) pokazuje
citotoksi¢an uc€inak na HepG2 stanice te postoji statistiCki zna¢ajna razlika u odnosu na ostale
koncentracije ekstrakta uklju€ujuéi i kontrolu. U usporedbi s tretmanom od 2 sata, izolirane

frakcije trave ive pokazuju blagi proliferativni u€inak na stanice.
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* - statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <
0,001); a# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b - statisti¢ki zna€ajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta(p < 0,001); b# - statistiCki zna€ajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisti¢ki znac¢ajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statistiCki znacajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znaCajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 22. Prezivljenje stanine linije Cal27 nakon tretmana od 2 h razli€itim koncentracijama

ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive

Iz grafickog prikaza na slici 22. vidljivo je tijekom 2 sata tretmana Cal27 stanica sve ispitivane
koncentracije ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive pokazuju proliferativan ucinak, osim
ekstrakta najviSe koncentracije (10x) koja uzrokuje pad prezivljena stanica i kod koje postoji
statistiCka znacCajnost u odnosu na sve ostale koncentracije ekstrakta kao i na istu
koncentraciju izoliranih frakcija. Takoder, sve koncentracije izoliranih frakcija pokazuju

statistiCki zna€ajan porast prezivljenja u odnosu na ispitivane ekstrakte istih koncentracija.
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* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <
0,001); a# - statisticki zna€ajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b - statisti¢ki zna€ajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta(p < 0,001); b# - statistiCki znacajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisticki znacajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statistiCki znaCajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statistiCki znacajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znaCajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 23. PrezZivljenje stani¢ne linije Cal27 nakon tretmana od 24 h razli¢itim koncentracijama

ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive

Nakon 24 sata tretmana Cal27 stanica s porastom koncentracije dolazi do blagog
smanjenja prezivljena stanica, prikazano na slici 23., gdje najveca ispitivana koncentracija
izoliranih frakcija pokazuje citotoksi¢an ucinak i statisti¢ki se razlikuje od kontrole, ostalih

koncentracija izoliranih frakcija te ekstrakta iste koncentracije.

Dobiveni rezultati u ovom istrazZivanju (prikazani na slikama 16. — 23.) upucuju na to da
citotoksi¢ni ucinak ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive prvenstveno ovisi o vrsti stani¢ne linije,

ali i o vremenu izlozenosti.

Ekstrakt i izolirane frakcije trave ive pokazuju citotoksi¢no djelovanje na stanice epitela
zeluca AGS pri svim koncentracijama i na stanice epitela debelog crijeva Caco-2 (ekstrakti
svih koncentracija) nakon 24 sata tretmana, dok na preZivljenje stanica epitela jezika Cal27
nema znacajnog ucinka niti nakon produljene inkubacije. Tretman od 2 sata HepG2 stanica
nije pokazao u¢inak na prezivljenje stanica, no nakon produljenja tretmana od 24 sata ekstrakt

(10x) pokazuje toksi¢no djelovanje na stanice.

IstraZivani ekstrakt i izolifrane frakcije imaju razli€it citotoksi¢an ucinak na razli€itim
stani¢nim linijama, pri ¢emu nije primjecen toksiCan ucinak niti na jednoj liniji nakon 2 sata
tretmana. Koncentracija 10x ekstrakta nakon tretmana od 24 sata djelovala je toksi¢no na
Caco-2 i HepG2 stani¢nu liniju koje su metabolic¢ki aktivne Sto upucéuje na zakljucak da
produljenom izlozenoS¢u nastaju toksicni metaboliti. 1zolirane frakcije pri koncentraciji 10x

djelovale su toksi¢no na CAL27 stani¢nu liniju.
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Vodeni ekstrakti crnog €aja i zelenog Caja, u istraZivanju Sun i suradnika na HepG2
stanicama, pokazali su razli€ite stupnjeve inhibicije rasta stanica pri Eemu je zeleni €aj izazivao
viSi stupanj apoptoze HepG2 stanica. Prouavan je utjecaj fermentiranog (crni Caj) i
nefermentiranog Caja (zeleni €aj) na stanice karcinoma jetre te su dobiveni rezultati pruzili
oshovu za daljnje istrazivanje ekstrakta ¢aja za njihov antitumorski potencijal. U radu Ciji je cilj
bio ispitati antiproliferativno djelovanje vodenih ekstrakta nekoliko biljnih vrsta koje rastu na
podru¢ju Dalmacije (porodica Lamiaceae) na stanice karcinoma dojke (MB-MDA 231) i
karcinoma prostate (T24), vodeni ekstrakt trave ive pokazao je najbolje inhibicijsko djelovanje
na obje ispitivane stanice (Bozi¢, 2016). Opcenito, biljke iz porodice Lamiaceae pokazuju
dobro antiproliferativno djelovanje na stanice raka prostate. U istrazivanju (Stankovi¢ i sur.,
2015) gdje je ispitivana citotoksi¢nost trave ive na Cetiri maligne stani¢ne linije, humanog
adenokarcinoma cerviksa Hela, humanog melanoma Fem-x, humane stani¢ne linije
mijelomi¢ne leukemije K562 i stanice adenokarcinoma dojke MDA-MB-361, najizrazitiji
citotoksi¢ni u€¢inak uocéen je protiv stanica K562. Kao jedan od zakljucka istrazivanja navodi se
kako T. montanum predstavlja moc¢an prirodan izvor za razvoj buducih lijekova protiv raka ili
za kemosenzibilizatore dostupnih citostatika. S obzirom na dobivene rezultate moze se
zakljuditi da bilika T. montanum zavrjeduje daljnja istrazivanja kako bi se doslo do spoja i/ili

spojeva koji su odgovorni za antiproliferativho djelovanje na maligne stanice.

5.2.2. Prooksidacijski/antioksidacijski u€inak ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive na
kontinuiranim humanim stani¢nim linijama

Ispitivanje antioksidacijskog uc€inka ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive razliitih
koncentracija provedeno je DCFH-DA metodom na kontinuiranim humanim staniénim linijama
AGS, Caco-2, Cal27 i HepG2 u vremenu izloZenosti stanica od 2 i 24 sata. Indukcija slobodnih
radikala izraCunata je kao omjer vrijednosti intenziteta fluorescencije izmjerenih nakon
tretmana i prezivljenja stanica odredenog Neutral red metodom u odnosu na kontrolu. Rezultati
su prikazani grafi¢ki kao ovisnost indukcije slobodnih radikala o koncentracijama ekstrakta i

izoliranih frakcija trave ive.
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* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <
0,001); a# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta(p < 0,001); b# - statistiCki znacajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisti¢ki znac¢ajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statistiCki znacajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znaCajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 24. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije AGS nakon tretmana od 2 sata razli€itim

koncentracijama ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive

Na grafickom prikazu na slici 24. vidljivo je da prilikom dvosatnog tretmana AGS stanica
razli¢itim koncentracijama ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive, jedino koncentracija 1x
izoliranih frakcija pokazuje statisticko znaCajno djelovanje u odnosu na kontrolu, i to
prooksidativno. Navedena koncentacija je takoder statisti¢ki zna¢ajno razli¢ita od svih ostalih

koncentracija izoliranih frakcija, kao i od jednake koncentracije ekstrakta.
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* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <
0,001); a# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b - statisti¢ki zna€ajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta(p < 0,001); b# - statistiCki zna€ajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisti¢ki znac¢ajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statistiCki znacajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znaCajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 25. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije AGS nakon tretmana od 24 sata

razli¢itim koncentracijama ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive

Slika 25. ukazuje da, daljnjom inkubacijom prooksidativnho djelovanje, osim koncentracije 1x
izoliranih frakcija, pokazuju i 0,5x i 10x izoliranih frakcija, sa statistiCki znaajnom razlikom
izmedu koncentracija 0,5x i 10x. Suprotno izoliranim frakcijama, koncentracija 1x ekstrakta
pokazuje antioksidacijski ucinak. Ostale koncentracija ekstrakta ne pokazuju statisticCki

znacajnu razliku od kontrole.

Vidljivo je da, produljenjem inkubacije AGS stani¢ne linije, do izrazaja dolazi prooksidativho
djelovanje izoliranih frakcija. S druge strane, jedino je koncentracija 1x ekstrakta nakon 24h

ispoljila antioksidativan uc€inak.
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* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <
0,001); a# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b - statisti¢ki zna€ajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta(p < 0,001); b# - statistiCki zna€ajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisti¢ki znacajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statistiCki znacajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znaCajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 26. Indukcija slobodnih radikala stanicne linije Caco-2 nakon tretmana od 2 sata

razli¢itim koncentracijama ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive

Iz grafiCkog prikaza na slici 26. moze se iS¢itati antioksidacijsko djelovanje koncentracija 1xX i
10x ekstrakta, statistiCki zna€ajno razli¢ito od kontrolnog mjerenja. Ostale koncentracije

ekstrakta nemaju zamijetan ucinak, kao i niti jedna od ispitanih koncentracija izoliranih frakcija.
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* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisticki zna€ajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <
0,001); a# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b - statisti¢ki zna€ajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta(p < 0,001); b# - statistiCki zna€ajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisti¢ki znacajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 27. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije Caco-2 nakon tretmana od 24 sata

razliCitim koncentracijama ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive

Na slici 27. uofava se da nakon 24h koncentracija 1x ekstrakta i dalje pokazuje
antioksidacijsko djelovanje, ali takoder i ista koncentracija izoliranih frakcija, s time da znacajno
jaCi antioksidacijski ucinak ima ekstrakt. Osim toga, nakon produlijene inkubacije,
antioksidacijski potencijal javlja se kod koncentracija 3x i 10x izoliranih frakcija. Izmedu sve ftri
koncentracije izoliranih frakcija koje su pokazale antioksidacijski ucinak postoji statisticki
znacajna razlika, s jakosti uCinka zapocCevsi od najveceg: 10x, 1x, 3x. Koncentracija 10x

ekstrakta nakon 24h viSe ne pokazuje znacajan ucinak.

Po zavrSetku tretmana u trajanju od 24 sata antioksidacijski potencijal primije¢en je kod
izoliranih frakcija 1x, 3x i 10x, dok koncentracija 1x ekstrakta djeluje antioksidacijski i nakon
2h i nakon 24h. Takoder, niti jedna od ispitanih koncentracija ekstrakta i izoliranih frakcija nije

pokazala statistiCki znacajno prooksidacijsko djelovanje u odnosu na kontrolu.
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* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <
0,001); a# - statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta(p < 0,001); b# - statistiCki zna€ajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisti¢ki znac¢ajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statistiCki znacajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znaCajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 28. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije HepG2 nakon tretmana od 2 sata

razli¢itim koncentracijama ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive

Tretiranjem stani¢ne linije HepG2 u trajanju od 2 sata (slika 28.), koncentracije 0,5x i 1x
izoliranih frakcija pokazuju prooksidativho djelovanje, bez medusobne statistiCki znacajne
razlike. Ostale primijenjene koncentracije izoliranih frakcija, kao i ekstrakta, ne pokazuju

znacajan ucinak.
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* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <
0,001); a# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b - statisti¢ki zna€ajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta(p < 0,001); b# - statistiCki zna€ajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisti¢ki znacajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statisticki znacajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 29. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije HepG2 nakon tretmana od 24 sata

razliCitim koncentracijama ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive

Kako je vidljivo na slici 29., poslije 24 sata koncentracija 0,5x izoliranih frakcija vise ne
pokazuje prooksidativan ucinak, ali se isti javlja kod 3x i 10x izoliranih frakcija. Nasuprot
prooksidativnom ucinku izoliranih frakcija, sve ispitivane koncentracije ekstrakta pokazuju
znacajno antioksidacijsko djelovanje. Najucinkovitije se pokazuju koncentracije 1x i 10x, bez
medusobne statistiCki znacajne razlike. Koncentracije 0,5x i 3x znacajno se razlikuju od
koncentracija 1x i 10x, ali i medusobno. Osim toga, koncentracija 1x izoliranih frakcija ima
antioksidativni efekt nakon 24 sata, u odnosu na prooksidativno djelovanje nakon 2 sata.
Povecanjem koncentracije izoliranih frakcija do 3x, odnosno 10x, dolazi se do podataka o

prooksidativnhom ucinku.

Koncentracija 1x izoliranih frakcija pokazala je nakon 2 sata prooksidativno djelovanje, dok je
nakon 24 sata taj ucinak antioksidacijski. Kod koncentracija 3x i 10 izoliranih frakcija nakon 2
sata nije bilo nikakvog efekta, dok je nakon 24 sata njihov ucinak prooksidativan. S druge
strane, sve primijenjene koncentracije ekstrakta djeluju antioksidacijski na HepG2 stani¢nu

liniju nakon 24 sata.

56



CAL27

1,4
’ * b*l C*/ d#/ *
1,2 d* d* a* I

I

——i

0,8
0,6
0,4
0,2

0,5 1 3 10
ekstrakt M izolirane frakcije

* - statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <
0,001); a# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b - statisti¢ki zna€ajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta(p < 0,001); b# - statistiCki zna€ajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisti¢ki znac¢ajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statistiCki znacajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znaCajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 30. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije CAL27 nakon tretmana od 2 sata

razli¢itim koncentracijama ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive

Tretmanom u trajanju od 2 sata izolirane frakcije koncentracije 0,5x i ekstrakt 10x pokazuju
statisti¢ki znacajno prooksidativnho djelovanje, dok ostale ispitivane koncentracije ekstrakta i

izoliranih frakcija nemaju zna€ajan ucinak (slika 30.).
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- statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <

a*, b*, c#, d* b#, c#, d*

0,001); a# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b - statisticki zna€ajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta (p < 0,001); b# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisticki znacajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 31. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije CAL27 nakon tretmana od 24 sata

razliCitim koncentracijama ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive
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Rezultati na slici 31. pokazuju da daljnjim tretmanom do 24 sata, koncentracija ekstrakta
10x vise ne pokazuje prooksidativno ve¢ antioksidacijsko djelovanje. Antioksidacijski ucinak
uoCava se i kod koncentracije ekstrakta 1x. Ostale koncentracije ekstrakta i izoliranih frakcija

nisu polucile statisticki znaCajan efekt.

Produljenjem tretmana stanicne linijje CAL27 s 2 do 24 sata, koncentracija 10x ekstrakta
mijenja svoje djelovanje s prooksidativnhog u antioksidacijsko, a nakon 24 sata antioksidacijski
je djelovao i ekstrakt 1x. Koncentracija 0,5x izoliranih frakcija daljnjom inkubacijom nakon 2

sata viSe nema prooksidacijski ucinak.

Analizom prezentiranih podataka moze se zakljuditi da antioksidacijski odnosno
prooksidacijski potencijal trave ive u vecini ispitanih slu€ajeva ovisi o tome primjenjuje li se
njezin ekstrakt ili izolirane frakcije. Zamjetno je da je koncentracija ekstrakta 1x nakon tretmana
u trajanju od 24 sata djelovala antioksidacijski na svim testiranim stani¢nim linijjama. Medutim,
jednaka koncentracija izoliranih frakcija rezultira prooksidacijskim u¢inkom kod AGS i HepG2
i nakon 2 i nakon 24 sata izlaganja. Dok kod ostalih stani¢nih linija ekstrakt nije inducirao
prooksidaciju niti u jednom vremenu, kod CAL27 ekstrakt koncentracija 0,5x i 10x djeluje
prooksidativno nakon 2 sata, a nakon 24 sata djelovanje koncentracije 10x postaje
antioksidativno. Nadalje, dok kod Caco-2 izolirane frakcije u koncentracijama 1x, 3x i 10x
nakon 24 sata djeluju antioksidacijski, upravo iste te koncentracije izoliranih frakcija kod

HepG2 uzrokuju prooksidaciju nakon jednakog vremena tretiranja.

Interpretacijom dobivenih rezultata dolazi se do zaklju¢ka o razlicitom djelovanju ekstrakta
i izoliranih frakcija pojedine koncentracije na odredenu stani¢nu liniju. Dok je koncentracija 10x
izoliranih frakcija na HepG2 nakon 2 sata djelovala prooksidacijski uzrokujuéi pad prezivljenja,
kod AGS je isti u€inak primije¢en tek nakon 24h. Suprotno tome, 10x izoliranih frakcija na
Caco-2 djeluje antioksidativno uz proliferaciju stanica ve¢ nakon 2 sata, ali i nakon 24 sata. Na
CAL27 izolirane frakcije 10x ne utjeCu, ali ekstrakt 10x nakon 2 sata dovodi do prooksidacije

i citotoksi¢nosti.

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da ekstrakt trave ive pokazuje antioksidacijsko djelovanje
nakon 24 sata tretmana stani¢nih linija CaCo-2, HepG2 i CAL27. Izolirane frakcije imale su
prooksidacijsko djelovanje nakon 24 sata tretmana na stani¢ne linije AGS i HepG2, dok su na

CaCo-2 nakon 24 sata tretmana pokazale antioksidacijsko djelovanje.

Analiziranjem meduovisnosti indukcije ROS i preZivljenja na AGS stani€noj liniji uvida se
da nakon 2 sata ni ekstrakt niti izolirane frakcije trave ive nisu pokazale statistiCki znacCajne
promjene kod prezivljenja u odnosu na kontrolu. Produljenjem tretmana do 24 sata dolazi do
zamijetnog pada prezivljenja kod svih primijenjenih koncentracija ekstrakta i izoliranih frakcija,

dok je istovremeno prooksidativni efekt utvrden kod koncentracija 0,5x, 1x i 10x izoliranih
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frakcija. Stani¢na linija Caco-2 nakon 2 sata inkubacije pokazuje proliferaciju stanica pri
koncentraciji 10x izoliranih frakcija, dok ista ta koncentracija pokazuje antioksidacijski ucinak.
Isti efekt iste koncentracije izoliranih frakcija nastavlja se i nakon 24h. Kod HepG2 stanica
koncentracija 10x izoliranih frakcija djeluje prooksidacijski sto se ocituje i u padu prezivljenja
stani¢ne linije. Zanimljivo, iako su sve primijenjene koncentracije ekstrakta pokazale
antioksidacijski ucinak, to se nije oCitovalo kao porast prezivljenja stanica. Prooksidativno

djelovanje ekstrakta 10x nakon 2h dovelo je do pada preZivljenja stani¢ne linije CAL27.

U posljednjin nekoliko desetlieCa raste interes za polifenolima kao potencijalnim
terapeuticima u borbi protiv raka, ponajviSe zbog njihove sposobnosti antioksidativhog
djelovanja. Ostvarivanje uloge antioksidansa polifenoli zahvaljuju svojoj kemijskoj strukturi. U
B prstenu sadrze orto — diol ili trihidroksilnu skupinu, a meta-5,7-dihidroksilnu skupinu u A
prstenu. Diolna skupina s metalnim ionima stvara kompleks, ¢ime se uklanjaju katalitiCki ioni i
sprieCava nastajanje slobodnih radikala. Medutim, novija istraZivanja iznose spoznaje o
dodatnim mehanizmima djelovanja polifenola. U okolini bogatoj metalnim ionina i pri visokim
pH — vrijednostima, flavonoidi u visokim koncentracijama mogu se ponas$ati kao prooksidansi,
inicirajuci nastanak ROS. Okolinom bogatom ionima metala, specifi¢no ionima bakra, smatraju
se stanice raka pa se postavlja hipoteza o potencijalnom selektivnhom utjecaju polifenola na
stanice raka, obzirom na njihov abnormalan redoks — status (Chu i sur., 2014; Mileo &
Miccadei, 2016). Studije provedene u oboljelih od raka pokazale su niske razine
antioksidativne aktivnosti te povecane razine oksidativhog stresa. Razlika izmedu redoks —
statusa normalnih stanica i stanica raka omogucuje pracenje terapeutskog ucinka putem

regulacije redoks — signalizacije (Mileo & Miccadei, 2016).

Oksidativni stres zajedno s kronicnom inflamacijom stanica vodi k genetiCkim i/ili
epigenetickim promjena (nasljedne promjene u ekspresiji gena, bez promjena u DNA
sekvenci) te posljedi¢no do disregulacije onkogena i tumor — supresor gena. U kroni¢no
upaljenim stanicama proizvodnja ROS je povecana te endogeni antioksidativni odgovor moze
biti nedostatan. U takvim uvjetima dolazi do nedovoljne regulacije stani¢nih procesa i
preneoplasti¢nih promjena (inicijacije karcinogeneze). Takoder, oksidativni stres utjeCe i na
proliferaciju stanica interferiraju¢i sa signalnim putevima, od kojih je najvaznije spomenuti
signalni put receptora epidermalnog faktora rasta ( eng. epidermal growth factor receptor
signalling pathway, EGFR) i signalne proteine NRF2, Ras/Raf, fosfolipaza C, protein kinaza C.
Sumirano, oksidativni stres uzrokuje promjene u ekspresiji gena, proliferaciji stanica i apoptozi,
sve redom vaznim faktorima u inicijaciji i razvoju karcinogeneze (Mileo & Miccadei, 2016).
Antioksidativna sposobnost polifenola o€ituje se u uklanjanju ROS, bilo onih nastalih endogeno
ili djelovanjem ksenobiotika, radijacije i sl., te je njihova antioksidativha uloga vazna u

prevenciji nastanka raka. S druge strane, smatra se da povecane koli¢ine ROS u stanici mogu
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djelovati kao stani¢ni toksikanti, zaustavljajuci rast stanica raka te njihovu apoptozu ili nekrozu,
Sto ukazuje na ucinak regresije polifenola. Ipak, mehanizam kojim polifenoli reguliraju
prooksidaciju, a time i svoju antikancerogenu aktivnost prema stanicama raka, ne ostecujuci
normalne stanice, nije sasvim poznat. (Khan i sur., 2012; Mileo & Miccadei, 2016).
Eksperimentalni rezultati ukazuju na prooksidacijski karakter polifenola u prisutnosti iona
bakra, kada polifenoli mobiliziraju endogene ione bakra u stanicama raka, posljedi¢no
generiraju¢i ROS §to za stanicu postaje toksi¢no. Ovakav mehanizam citotoksiCnosti za
stanice raka koji istovremeno nema efekta kod normalnih stanica objasnjava se poviSenim

razinama bakra u stanicama raka u odnosu na normalne stanice (Khan i sur., 2012).

Vecina biljnih polifenola posjeduje i antioksidativnu i prooksidativhu aktivnost.
Uklanjanjem prekomjernih koli¢ina ROS polifenoli djeluju antioksidativno, dnosno preventivnho
na nastajanje raka, no kemoterapeutski u€inak odnosi se na njihova prooksidativna svojstva
(Khan i sur., 2012).

Brojna istrazivanja potvrdila su da razli¢iti polifenolni spojevi iskazuju kako antioksidativna,
tako i proliferativha svojstva, ¢ime se svakako Siri spektar moguc¢nosti za daljna detaljnija

istraZivanja i pronalaZenje mogucnosti njihove terapijske primjene.

5.3. CITOTOKSICNI/PROLIFERATIVNI UCINAK EKSTRAKTA | IZOLIRANIH FRAKCIJA
TRAVE IVE NA BAKTERIJE E. COLI, S. AUREUS | L. PLANTARUM

Nakon 60 minuta tretmana razli€itim koncentracijama ekstrakta i izoliranih frakcija trave
ive u koncentracijama od 0,5x, 1x, 3x i 10x, bakterijske suspenzije su nacijepliene na
odgovarajuée hranjive krute podloge. Porasle kolonije su izbrojane nakon 24 sata inkubacije

na 37 °C, a prezivljenje bakterija je izrazeno kao postotak prezivljenja u odnosu na kontrolu.
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* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <
0,001); a# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta(p < 0,001); b# - statistiCki zna€ajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisti¢ki znac¢ajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statistiCki znacajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znaCajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 32. Prezivljenje bakterija Escherichia coli nakon tretmana razli€itim koncentracijama

ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive

Iz rezultata prikazanih na slici 32. vidljivo je da je ekstrakt koncentracije 3x statisti¢ki znacajan
u odnosu na sve ostale koncentracije ekstrakta, uklju€ujuéii kontrolu kao i na istu koncentraciju
izoliranih frakcija te upravo ta koncentracija pokazuje najveci citotoksi¢an ucinak na bakteriju
E. coli. Koncentracija ekstrakta od 1x dovodi do statistiCki znacCajnijeg rasta vijabilnosti
bakterije u usporedbi s djelovanjem ekstrakta koncentracije 10x i u usporedbi s kontrolom.
Koncentracija od 1x izoliranih frakcija statisticki je zna€ajna u odnosu na koncentraciju 0,5x i
10x, a sve su ostale koncentracije statistiCki znacajne u odnosu na kontrolu i pokazuju blagi
citotoksiCni ucinak smanjujuci prezivljenje bakterije. E. coli je Gram negativha bakterija, a

Gram negativne bakterije sadrze vanjsku membranu koja bakterijama daje veliku otpornost.
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Staphylococcus aureus

120

100 * *

by :
O II I -
0,5 1 3 10

ekstrakt mizolirane frakcije

% prezivljenja
N H [e)]
o o o

o

* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <
0,001); a# - statisticki zna€ajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b - statisti¢ki zna€ajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta(p < 0,001); b# - statistiCki znacajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisticki znacajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statistiCki znaCajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 33. Prezivljenje bakterija Staphylococcus aureus nakon tretmana razli€itim

koncentracijama ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive

Iz grafickih podataka na slici 33, vidljivo je da najveéi citotoksi¢an ucinak pokazuje
koncentracija 0,5x izoliranih frakcija, dok je preZivljenje kod svih ostalih koncentracija ekstrakta
i izoliranih frakcija ve¢a od 80 %. Medu razli€itim koncentracijama ekstrakta i izoliranih frakcija
ne postoji znatna statisticki znacajna razlika $to se moZze interpretirati visokom rezistentnod¢u
ispitivane bakterije. Istrazivanje koje je proveo McNitt i sur. (2021.) gdje je ispitivano
prezivljenje bakterije S. aureus nakon tretmana s livadnom vlasnjacom (lat. Poa pratensis) te
na sintetskim i prirodnim travama takoder je pokazalo visoko preZivljenje bakterije. Stope
prezivljenja jedino su se smanjivale s vremenom i nakon duzeg izlaganja sun€evoj svjetlosti.
S. aureus je Gram pozitivha bakterija te u svojoj stijenci sadrzi debeli peptidoglikanski sloj za
razliku od Gram negativnih bakterija Sto ju €ini izuzetno otpornom bakterijom ¢ime se moze
objasniti slab citotoksi¢an ucinak ispitivanih koncentracija trave ive. Peptidoglikani su umrezeni
pentaglicinskim ograncima ¢€iju sintezu, koju kataliziraju enzimi transpeptidaze u fazi razvoja
stanicne membrane bakterije te su upravo zbog tog povezivanja otporniji i na djelovanje

pojedinih antibiotika (Silhavy i sur., 2010).
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Lactobacillus plantarum
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* - statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a* - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 0,5x ekstrakta (p <
0,001); a# - statisticki zna€ajna razlika u odnosu na 0,5x izoliranih frakcija (p < 0,001); b - statisti¢ki zna€ajna razlika u odnosu na
1x ekstrakta(p < 0,001); b# - statistiCki znacajna razlika u odnosu na 1x izoliranih frakcija (p < 0,001), c* - statisticki znacajna
razlika u odnosu na 3x ekstrakta (p < 0,001); c# - statistiCki znaCajna razlika u odnosu na 3x izoliranih frakcija (p < 0,001); d* -
statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na 10x ekstrakta (p < 0,001); d# - statisticki znacajna razlika u odnosu na 10x izoliranih
frakcija (p < 0,001)

Slika 34. Prezivljenje bakterija Lactobacillus plantarum nakon tretmana razli€itim

koncentracijama ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive

Rezultati na slici 34. pokazuju proliferativni u€inak ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive
kod koncentracija 0,5x i 1x, no koncentracije 3x i 10x pokazuju citotoksi¢no djelovanje te su
statistiCki zna€ajne u odnosu na kontrolu te na koncentracije 0,5x i 1x i kod ekstrakta i kod
izoliranih frakcija. Kod koncentracije od 10x takoder postoji statistiCki zna€ajna razlika izmedu
ekstrakta i izoliranih frakcija. Laktobacili su Gram pozitivhe bakterije koje u stani€noj stijenci

imaju sloj mureina koji bi im pruza dodatnu zastitu i €ini ih otpornijima.

L. plantarum je probioti¢ki mikroorganizam zbog €ega bi proliferativan ucinak trave ive bio
pozeljan rezultat. Ova bakterija proizvodi brojne bakteriocine i antifungalno aktivne spojeve. L.
plantarum se Siroko koristi u proizvodnji mnogih fermentiranih namirnica, kao starter kultura i
kao probiotski mikroorganizam, a takoder ima sposobnost poboljSanja nutritivne kvalitete i
sadrzaja vitamina u prehrambenim proizvodima, naroc€ito vitamin B12 (Swain i Ray, 2016).

Razvoj rezistencije na antibiotike kod E. coli vazan je problem, stoga pronalazenje
alternativnih antimikrobnih sredstava iz biljnih ekstrakata izaziva sve veci interes. Polifenolne

komponente zelenog Caja pokazuju antibakterijsko djelovanje. Katehini iz zelenog Caja
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pokazuju antimikrobno djelovanje protiv razli¢itih bakterija ukljuCujuci bakteriostatski utjecaj na
E. coli na kojoj je i provedeno istrazivanje Noormandi i Dabaghzadeh (2015) te takoder
pokazuju sinergisticki uc€inak s antibioticima kao §to su kloramfenikol, amoksicilin,
sulfametoksazol, azitromicin, levofloksacin, gentamicin, meticilin, naldiksi¢na kiselina i,
posebno ciprofloksacin. Ispitivani su antibakterijski ucinci polifenola €aja ekstrahiranih iz
korejskog zelenog Caja (lat. Camellia sinensis) protiv Staphylococcus aureus otpornog na
meticilin (MRSA). Cho i suradnici u studiji provedenoj 2008. godine dokazali su da polifenolni
spojevi iz zelenog &aja razliCito stimuliraju ekspresiju razli€itih proteina u bakterijama te
zajedno sa antibiotikom oksacilinom mogu sinergisticki baktericidno djelovati na meticilin
rezistentni S. aureus. U svom radu Dijilas i sur. navode kako su ekstrakti trave ive i etil acetata,
kao i n-butanola pokazali zna€ajno bakteriocidno djelovanje protiv patogena S. aureus. Sli¢ne
rezultati objavili su i Stankovic i sur. koji su prou¢avali in vitro antimikrobno djelovanje vrsta
Teucrium na razliCite Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterijske vrste KkoriStenjem
mikrodilucije s resazurinom pri ¢emu je ekstrakt metanola pokazao je najveci inhibicijski
ucinak, osobito protiv vrsta bakterija otpornih na amoksicilin S. aureus ATCC 25923 i
Pseudomonas aeruginosa. Na temelju dostupnih podataka opcenito je uo&ena vecéa otpornost
Gram negativnih bakterija prema antimikrobnim spojevima u usporedbi s Gram pozitivhim
bakterijama. Primjerice, ekstrakt kadulje osim $to djeluje kao uspjeSan bakteriostatik prema
Gram pozitivnim bakterijama, pokazuje inhibicijski u€inak i prema Gram negativnim
bakterijama ukljuCujuci E. coli, ali pri zna¢ajno viS§im dozama. Razlog tome je u prisutnosti
vanjske membrane koja obavija stani¢nu stijenku Gram negativnih bakterija te im pruza vecu

zastitu (Generalic-Mekini¢ i sur., 2014).

PrezZivljenje patogenih bakterija E. coli i S. aureus smanjeno je pri svim ispitivanim
koncentracijama u odnosu na kontrolu, iz Eega proizlazi da ekstrakt i izolirane frakcije trave ive
pokazuju blago bakteriostatsko djelovanje prema oba patogena mikroorganizma. S druge
strane, uocCen je proliferativan ucinak trave ive kod niskih koncentracija na rast probiotske
bakterije L. plantarum, no kod vecih koncentracija dolazi do inhibitornog djelovanja stoga je
primjena trave ive kao prebiotiCkog pripravka upitna jer bi veCe doze mogle rezultirati

naruSavanjem humane mikroflore.

Ekstrakt trave ive i izolirane frakcije trave ive djeluju citotoksi¢no na E. coli duz cijelog
koncentracijskog raspona, dok su izolirane frakcije na bakteriji S. aureus toksi¢ne samo pri
koncentraciji 10x. Ekstrakt trave ive na ovoj bakterijskog vrsti pokazuje blagi toksicni uCinak
duz cijelog koncentracijskog raspona. Ekstrakt trave ive i izolirane frakcije pri koncentraciji 0,5x
i 1x djeluju proliferativno na L. plantarum dok su ostale dvije koncentracije izrazito toksicne za

tu bakterijsku vrstu.
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6. ZAKLJUCAK

Vodeni ekstrakt i izolirane frakcije trave ive utjeCu na smanjenje prooksidacijskog ostecenja.
NajviSa istrazivana koncentracija ekstrakta trave ive i izoliranih frakcija statisti¢ki zna&ajno je
smanijivala prooksidacijsko oste¢enje te je dokazano zastitno djelovanje ovih spojeva na

modelnoj molekuli DNA.

Ekstrakt i izolirane frakcije trave ive ne spreCavaju karbonilaciju proteina pri dnevno

preporu¢enim dozama.

Porastom koncentracije ekstrakta trave ive odnosno izoliranih frakcija raste i protektivni u€inak
na nezasicene veze linoleinske kiseline s time da je antioksidacijski u€inak ekstrakta trave ive

puno veci nego onaj izmjeren nakon tretmana s izoliranim frakcijama.

Istrazivani ekstrakt i izolifrane frakcije imaju razlicit citotoksi¢an ucinak na razli¢itim staniénim
linijama, pri ¢emu nije primjeé¢en toksi¢an ucinak niti na jednoj liniji nakon 2 sata tretmana.
Koncentracija 10x ekstrakta nakon tretmana od 24 sata djelovala je toksi¢no na Caco-2 i
HepG2 stani¢nu liniju koje su metaboli¢ki aktivne $to upuéuje na zaklju¢ak da produljenom
izlozenoS¢u nastaju toksi¢ni metaboliti. I1zolirane frakcije pri koncentraciji 10x djelovale su

toksicno na CAL27 stani€nu liniju.

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da ekstrakt trave ive pokazuje antioksidacijsko djelovanje
nakon 24 sata tretmana stani¢nih linija CaCo-2, HepG2 i CAL27. Izolirane frakcije imale su
prooksidacijsko djelovanje nakon 24 sata tretmana na stani¢ne linije AGS i HepG2, dok su na

CaCo-2 nakon 24 sata tretmana pokazale antioksidacijsko djelovanje.

Ekstrakt trave ive i izolirane frakcije trave ive djeluju citotoksiéno na E. coli duz cijelog
koncentracijskog raspona, dok su izolirane frakcije na bakteriji S. aureus toksi¢ne samo pri
koncentraciji 10x. Ekstrakt trave ive na ovoj bakterijskog vrsti pokazuje blagi toksi¢ni u€inak
duz cijelog koncentracijskog raspona. Ekstrakt trave ive i izolirane frakcije pri koncentraciji 0,5x
i 1x djeluju proliferativno na L. plantarum dok su ostale dvije koncentracije izrazito toksi¢ne za

tu bakterijsku vrstu.
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9. SAZETAK

Petra Petek, Andrea Petrini¢

Istrazivanje antioksidacijskog i bakteriostatiCkog u€inka vodenog ekstrakta i izoliranih frakcija

trave ive (Teucrium montanum)

Mnoge biljne vrste, odnosno njihovi pripravci, upotrebljavaju za lije€enje i prevenciju mnogih
bolesti i mentalnog zdravlja stolje¢ima. Do spoznaje o njihovom djelovanju dolazilo se
iskustveno, no za veliki broj bioloski aktivnih spojeva iz biljaka nije poznat to€an mehanizam
djelovanija niti uvjeti pod kojima moZe doéi do nezeljenih ucinaka. Ekstrakti biljaka iz porodice
Lamiaceae poznati su upravo po bogatom sastavu razli€itih bioloski aktivnih spojeva. Glavninu
bioloSki aktivnih tvari trave ive Cine polifenolni spojevi, od kojih su medu najzastupljenijima
verbaskozid i ehinakozid. Cilj ovog rada je ispitati prooksidacijski, odnosno antioksidacijski
ucinak aktivnih tvari iz ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive na modelnim makromolekulama,
citotoksiéni i prooksidacijski, odnosno antioksidacijski ucinak na kontinuiranim humanim
stani¢nim linijama, kao i citotoksi¢ni, odnosno proliferativni u€inak na predstavnicima humane
mikroflore. NajviSa istrazivana koncentracija vodenog ekstrakta i izoliranih frakcija trave ive
statistiCki znacajno smanjuje prooksidacijsko oste¢enje modelne DNA molekule, no ne
spreCava karbonilaciju proteina pri dnevno preporu¢enim dozama. Protektivni ucinak na
nezasicene veze linoleinske kiseline raste porastom koncentracije istrazivanih tvari s puno
vecim antioksidacijskim u€inkom ekstrakta u odnosu na izolirane frakcije. Istrazivani uzorci
nisu djelovali citotoksiéno pri dnevno preporu€enim koncentracijama. Dokazan je
antioksidacijski u¢inak nakon produljenog tretmana na svim stani¢nim linijama. Ekstrakt trave
ive i izolirane frakcije trave ive bile su toksi¢ne za bakterije E. colii S. aureus. Ekstrakt trave
ive i izolirane frakcije pri dnevno preporu¢enim koncentracijama djeluju proliferativno na L.

plantarum dok vece koncentracije imaju izrazito toksi¢an ucinak.

Kljuéne rijeci: trava iva, makromolekule, kontinuirane humane stani¢ne linije, bakterije,
polifenoli
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10. SUMMARY

Petra Petek, Andrea Petrini¢

Examination of antioxidant and bacteriostatic effect of aqueous extract and isolated fractions

of mountain germander (Teucrium montanum)

Many plant species, or their preparations, have been used to treat and prevent many diseases
and mental health for centuries. Their effects have been known empirically, but for a large
number of biologically active compounds from plants, the exact mechanism of action and the
conditions under which side effects can occur are not known. Extracts of plants from the
Lamiaceae family are known for their rich composition of various biologically active
compounds. The majority of biologically active substances of mountain germander are
polyphenolic compounds, of which verbascoside and echinacoside are among the most
common. The aim of this study was to investigate the prooxidative or antioxidant effect of active
substances from mountain germander extract and isolated fractions on model
macromolecules, cytotoxic and prooxidative and antioxidant effect on continuous human cell
lines, as well as cytotoxic and proliferative effect on pathogenic bacteria and probiotic bacteria.
The highest investigated concentration of agueous extract and isolated fractions of mountain
germander statistically significantly reduced prooxidative damage of the model DNA molecule,
but did not prevent protein carbonylation at the daily recommended doses. The protective
effect on unsaturated linoleic acid bonds increases with increasing concentration of test
substances with a much higher antioxidant effect of the extract compared to the isolated
fractions. The studied samples were not cytotoxic at the daily recommended concentrations.
An antioxidant effect has been demonstrated after prolonged treatment on all cell lines. The
mountain germander extract and isolated fractions of mountain germander were toxic to E. coli
and S. aureus. The mountain germander extract and isolated fractions at daily recommended
concentrations have a proliferative effect on L. plantarum, while higher concentrations have a

markedly toxic effect.

Key words: mountain germander, macromolecules, continuous human cell lines, bacteria,

polyphenols
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PRILOG

Vecina analiza osnovnog kemijskog sastava (udjel osnovnih makrokomponenata) trave ive
provedena je prema standardnim AOAC (Association of Analytical Communities) metodama,
a ukljuCivala je odredivanje udjela: (i) suhe tvari- gravimetrijski, susenjem pri 105 °C do
konstantne mase (AOAC 930.15; Padmore (1990a)); (ii) proteina- poluautomatiziranom
metodom po Kjeldahlu (AOAC 976.05; Padmore (1990Db)); (iii) lipidne frakcije- gravimetrijski
nakon ekstrakcije u aparaturi po Soxhletu (AOAC 920.39; Padmore (1990c)); (iv) mineralnog
ostatka- gravimetrijski nakon suhog spaljivanja (AOAC 942.05; Padmore (1990d)) te (v)
topljivih i netopljivin, odnosno ukupnih vlakana velike molekulske mase- enzimsko-
gravimetrijskom integriranom metodom (AOAC 2011.25; McCleary i sur. (2012)). Sastav
makro- i mikroelemenata prisutnih u biljkama analiziran je atomskom spektrometrijom uz
induktivno spregnutu plazmu (ICP-AES) prema metodi Vihnanek Lazarus i suradnika (2013).
Sakupljenim lipidnim frakcijama je dodatno analiziran sastav i zastupljenost masnih kiselina
prevodenjem u metilne estere prema standardnoj metodi HRN EN ISO 12966-2:2017. Koristen
je plinski kromatograf Agilent Technologies 6890N Network uz plameno-ionizacijski detektor
(Agilent, Santa Clara, SAD). KoriStena je kapilarna kolona DB-23 (60 m x 0,25 mm x 0,25 um).
Protok helija kao plina nosioca iznosio je 1,5 mL min-1 , uz split 60:1. Temperatura injektora
postavljena je na 250 °C, a temperatura detektora na 280 °C. Temperatura pecnice je
programirana da raste 7 °C min-1 od 60 °C do 220 °C uz zadrzavanje na maksimalnoj

temperaturi od 17 minuta.
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Tablica 7. Osnovni kemijski sastav trave ive u analiziranom uzorku

Uzorak trave

ive
Suha tvar (%) 91,14+0,1
Proteini (% s.tv.) 7,50+0,2
Lipidi (% s.tv) 1,71£0,2
Ukupna vlakna

60,35+0,5
(% s.tv.)
Netopljiva (% s.tv.) 53,97+0,5
Topljiva (% s.tv.) 6,38+0,5
Mineralni ostatak

6,68+0,1
(% s.tv.)

Prikazane vrijednosti su srednje vrijednosti 3 paralelna mjerenja s pripadaju¢om standardnom

devijacijom.

GC analizom utvrden je kvalitativan i kvantitativan profil masnih kiselina u ekstrahiranoj
lipidnoj frakciji trave ive, kako je prikazano u Tablici 6, izrazeno kao relativni omjer

identificiranih masnih kiselina.

Tablica 8. Relativni udjel identificiranih masnih kiselina u lipidnim frakcijama uzorka trave ive

Masna kiselina (%) Uzora.k
trave ive
Palmitinska (C16:0) 8,8312,2
Oleinska (C18:1c) 7,8812,2
Linolna (C18:2c) 17,29+4,0
a-linolenska (C18:3n3) 15,4044,2
Arahidonska (C20:0) 7,51+2,5
Beheninska (C22:00) 12,04+9,7

Prikazane vrijednosti su srednje vrijednosti 3 paralelna mjerenja s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

78



Tablica 9. Sastav makroelemenata u ispitivanom uzorku trave ive

Makroelementi

Udjel (mg/kg

s.tv.})

Na
Mg
K
Ca
Fe
P

46+4
1291+162
9588+438
11060+£165
275164
74516

Prikazane vrijednosti su srednje vrijednosti 3 paralelna mjerenja s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

1s.tv.-suha tvar uzorka

Tablica 10. Sastav mikroelemenata u ispitivanom uzorku trave ive

Udjel (ug/g s.tv.1) Udjel (ug/g s.tv.1)

\Y 878+172 As 95+22,5

Mn 3313,2 Mo 384+29,0

Cr 26081435 Se 30+1,7

Co 225+36,6 Sn 71£12,2

Ni 615+158 Sb 15+2,8

Cu 61281147 Hg 7,8+0,7

Zn 28+0,5 Ti 11,6+1,3

Al 277120 Pb 31416

Prikazane vrijednosti su srednje vrijednosti 3 paralelna mjerenja s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

1s.tv.-suha tvar uzorka
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