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Uvod

% XGXGIL QHSUHVWDQR UDVWH EURM REROMHOLK RG WXP
V FLOMHP SURQDOD&HQMD SULURGQLK OLMHNRYD NRML E
OLMHPHQMX SURWXWXPRUVNLP OLMHNRYLPD X] PROXH QX
cijenu terapije. -HGDQ RG WDNYLK SULURGQLK SURL]JYRGD MH PHG
OMXGVNR ]JGUDYOMH SR]QDWL YHi VWRGRHIWPDQ L% R GORLR
velikim dijelom pripisuju fenolnim spojevima, sekundarnim metabolitima koje biljke
sintetiziraju kao odgovor na stres u svakodnevnoj borbi za opstanak u nepovoljnim
ALYRWQLP L RNROLEQLP XYMHWLPD SRSXWkstPeli@MND YRC
klimatskih uvjeta (Ajila i sur., 2011).

,ZVWUDALYDQMD VX SiRddizidheék® bik® RPEHHL® QH eS(GrBu@s N
unedo L.) ima izrazito visoki maseni udio IHQROQLK VSRMHYD L VQDAabDQ D
NDSDFLWHW WH JERJ WRJD QHNROLNR SXWD Y HMHWIRWKR E (
slobodnih UDGLNDOD X XVSRUHGEL V GUXJLP YUVWD®IB;,PHGD 7
-XULp L V X.Blobodni radikali su reaktivni spojevi koji se unose u organizam iz
RNROLAD D L SURGXNW VX QRUPDOQRJ PHWDEROL]PD WH
makromolekule poput DNA, proteina, ugljikohidrata i lipida u jezgri i membranama
VWDQLFD WH LJUDMX ]1QDpDMQ@X XORJX X QDVWDQNX WXPRU

OHGX RELpPQH SODQLNH SULSLVXMX VH YUOR VQDAQD D
SURWXXSDOQD VYRMVWYD D JERRIXSHFIMHp G®DI SFOMWHIGYX
antimutagene te antproOLIHUDFLMVNH XpLQNH NRML LPDMX ]JQDpDN
OLMHpHQMX WXPRUD 5RVD L VXU SOQOWKENVIRGRFLMAXNL
PHGD XJODYQRP VH SULSLVXMH IHQROQLP VSRMHYLPD Pl
homogentizinska kiselina (eng. Homogentisic acid, HGA). 6 XVWDYQD LVWUDALY
IHQROQRJ SURILOD PHGD RELpPpQH SODRpdadile QUVWLVH SR D
fenolnih spojeva u medu RELpPpQH S&kudnl 8UHi uglavhom se odnose na
WHNXULQVNRNURPDWRJUDIVNX LOL SOLQVINRWH®RP@OMpRIILKL
PDUNHUD ERWDQLpPpNRPLEBRSEU VDWWOY PHGD RYLVL L R RNRC
u kojima raste bilika pa je od izQLPQH Y D aQ R \posebnostiViebdhéd. pvdfila
PHGD RELpQH SODQLNH V KEBYRPWXWRPR B\RNGEGUXPpMPDN PHGD
UD]J]QLP PHKDQL]PLPD LQGXNFLML DSRSWR]H ]DXVWDYOMD
RNVLGDFLMVNRJ VWUHVD XEODADYDQMX XkeDrerhbran€ G XN F L M
mitohondrija i inhibiciji angiogeneze (Cianciosi i sur., 2018). lako GRVDGDaQMD
LVWUDAXBXQXIMXS WRDVXWXPRUVNL XpLQDN PHGD PHKDQL]
VWDQLpPpQRM L PROHN X Osh UIQRWU. DEG{QiEne MOWMERALYDQMD Q
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Uvod

XNOMXHLIWDODA LYDQIMHQH XORJH PHGD QD JGUDYH VWDQL
protutumorskog lieka, &WR MH RG L]X]HWQH YDAQRVPHVEAREG XiL GD
W R N VLpQ LneXspra® maNciljne tumorske stanice, nego i na ostale stanice u

organizmu.

Cilievi LV W U D a loYolh @dWtbrskom rada su:

1. detalino LVWUDALWL IHQROQL SURM & WPYB/DVRRBpBFASXD @ DN |
WHNXULQVNH NURPDWRJUDILMH XOWUDYLVRNH GMHORWY
UD]O X p (DHPICCMLTDQ Orbitrap MS)

2. odrediti maseni udio ukupnih fenola, flavonoida i antioksidacijski kapacitet meda
primjenom spektrofotometrijskin metoda te odrediti maseni udio HGA primjenom

plinske kromatografije spregnute sa spektrometrijom masa (GC-MS)

3. LVSLWDWL FLWR JHQRSURWHNWLYQL XpLQDN PHGD L +*$
tretirane protutumorskim lijekom irinotekanom primjenom citohalazinom B-
blokiranog mikronukleus-testa (CBMN-testa) i analize kromosomskih aberacija za
RWNULYDQM KN EK VRR WHHLUHHW IMpD

4. ispitati FL W R W R Nro(arfgif@iksidacijsko djelovanje meda, ekstrakta i HGA na
VWDQLpQH OLQLMH KHSDWRFHOXODUQRJ NDUFLQRPD MHW
debelog crijeva (Caco- L NDUFLQRPD SORpPDVWLK prvderQia FD MH]L
testa S UH &L YNeiral @iibesta DCFH-DA

2pbHNXMH VH GD UH]J]XOWDWL LVWUDALYDQMD XSRW:!

komponentama PHGD RELPpQH SODQLNH VHOHNWLYQRM WRNVL]
WXPRUVNLP VWDQLFDPD WH XOR]JL RNVLGDFLMVNRJ VWUHVI
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2ELPp QD S @mbdus Nrigzdo L.) je samonikli, zimzeleni grm (slika 1) ili stablo
QDMpHauUH RG GR PHWUD YLVLQ kbje @aBtdnaLrébhinG R PH
GLMHORYLPDQ&ISRO VWK SDpQLP SUHGMHOLPD L VWMHQRYLW
S R G U XJHwWhBXskoj je rasprostranjena RG ,VWUH GR GXEURYDpPNRJ SULPR
QD /RALQMX RWRFLPD RNR =@ GUD MHHEXURY QL BN PALH .DUDD
2019). 3SORG RELpGHMIOPRIINQMD VOLND NRMD MH MHVWLYL
NROLpLQD L]D]JLYD SUREDYQH VPHWQMH L ODJDQX RSLMH
VW DURUL P Vb tgrtumedd SAAWR ]QDpL AMHGHP VDPR MHGQX3

2ELPpQD SODQLNRBRWHQ¥WVHOGIBPHODWMLYQR V@WER LVWU
bioaktivnih spojeva koji pozitivno X W Mkbpljudsko zdravlie. MHYyX ELRDNWLYQL|

spojevima ove biljke su fenoli, vitamini i organske kiseline.

Slikal. 2ELpQD SODQLNBMali¥R&HQIM H UdoRaRskaVANRS D QLMD
Vlastita fotografija.

SYL GLMHORYL RELPpQH SODQLNH NRGUMHQVS\RRVMHY HO
antioksidacijskim, diuretskim i antimikrobnim svojstvima te se stoga ljekoviti pripravci

ove bilike rabe u narodnoj medicini za O L M éldgmbtiQiMestinalnih, kardiovaskularnih,
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XULQDUQLK L EXEUHAQLK WHJRED NRG KLSHUWHQ]LMH GL

organizmu (Carcache-Blanco i sur., 2006; Oliveira i sur., 2011; Jurica, 2016).

Slika2. 30RG RELpQHmagha (Nemddine, Mali /RALQM 3 UgoRaRskiav N R
4XSDQLMD 90ODVWLWD IRWRJUDILMD

MHG MH SULURGQR VODGDN SURL]YRGA@s\VRelitR) PHGRQF
SURL]YRGH RG QHNWDUD PHGRQRVQLK ELDWD NDLLOLOXHN VL
NXNDFD NRML VL&X QD &LYLP GLMHORYLPD ELOMDND NRM}
VSHFLILPQH WYDUL SRKUDQMXMX L]GYDMDMX YRMIX L RGO
2015).

SUHPD QDpPpLQX SURL]YRGQMH L RRAHSYRIGHOWOUD/QMIDPHG V
x PHG X VDuUX
x PHG vD VDUHP LOL GLMHORYLPD VDuD
X FLMHYHQIGRHIGYD VH FLMHYHQMHP L] VDUD EH] LNDNYH F
x vrcani med: med dobiven vrcanjem (centrifugiranjem)
X SUHADQL GRIESL YHQ S UH a priuMjerénoytBnigeraturi koja ne smije
S UL M H@ il bez zagrijavanja
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X filtriranimed PHG GRELYHQ QD QDpLQ NRML WLMHNRP XNODC
ili organskih tvaridovodi GR ]QDpDMQRJ XNORNNRODERMD SHOXGL

Prema podrijetlu med se dijeli na cvjetni ili nektarni med (med dobiven od nektara

bijlaka) L PHGOMLNRYDF LOL PHGXQ >PHG GRELYHQ XJODYC
(Hemiptera NRML aLYH QD ALYLP GLMHORYLPD ELOMDND LOL F
(NN, 2015).

U kemijskom smislu, med SUHGVWDYOMD |]DVLUHQX YREGNMQXp ROMR S
YLAH RG VXKH WnapelillX BH 8 MHIGH R V W DoluRdzaa firligtbizd. L
OHG VD G U &tde, a ostatak su proteini, minerali, vitamini, organske kiseline,
fenolni spojevi, hlapljive komponente, voskovi i druge fitokemikalije (slika 3). Neke od
ovih supstanch X PHG GRVSLMHYDMX SUHNR SpHOD QHNH SUHNR
nastaju tjekom JUHQMD PHGDoR MDRDIFRY L VXU *DaLu

Erloza
1-kestoza
centoza
rafinoza
panoza
turanoza

Slika 3. Kemijski sastav meda (Gobin i sur., 2014).

JUXNWR]D MH GRPLQDQWQL aHUHU X JRWRYR VYLP YUVW
pLQL RNR VXKH WY DnddeniPudi® glukazél i lodnosu na fruktozu
SURQDYHQ MH VDPR X PH®rasske® Mapul)H P DK ®IDARDacum

officinale) i medu biljke Trichostema lanceolatum (Cavia i sur., 2002). Med u visokom

5
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SRVWRWNX VDGUAL MHG QR V WbExy gpdorhitd i totgahizD. Wdeli ]D W R
UD]QLK @&HUHUD X PHGX RYLVH R RPMHUX aHUHUD X FYMHWQ
invertaze koji katalizira reakciju razgradnje saharoze na fruktozu i glukozu. Omijeri

fruktoze i glukoze, maltoze i izomaltoze, saharoze i turanoze, kao i maltoze i turanoze

PRJX VH NRULVWLWL NDR PDUNHUL ]|D SURFMHQX PRJXUHJ
YLVRNRIUXNWR]QLP VLUXSRP D WDNRYHU L NDR PDUNHU]|

uniflornih vistameda *RELQ *DaLu

Udio proteina u medu iznosi 0,2 %. Proteini i aminokiseline mogu biti biljnog (iz
SROHQD NRML MH SRSULOLpPQR ERJDpadrijgtld R\WH AQLMH ]G DL
VOLQRYQLMNaz8iprHiGUD., 2010; Da Silva i sur., 2016). lako je udio ukupnih
proteina u medu nizak, u PHGX MH QDVYHQR DPLQRNLVHOLQD
neproteinskih) p Luilid varira ovisno o biljnoj vrsti (Janiszewska i sur., 2012).

SURVMHJD@XALND X PHGX L]JQRVL RNRdio slobodnitERN MH
aminokiselina oko 1 %. Glavni izvor aminokiselina u medu je polen (a najzastupljenija
aminokiselina je prolin) L X PHGX JD PRUD ELWKkgY, aabdmBrz 66 %P J
RG XNXSQLK VORERGQLK DPLQRNL%HO sV 2mikselipa).a i H
SHULQRP SRWMHpPpH RG SpH frilkom prerRateGeddRavuSriety bl njdgov
XGLR MH SUHGOR aH QokhizatBlja MridlGD @edd.GUdio prolina usko je
povezan s udjelom aHUHUD X PHGX NDR L V DNWL YoRsRId&zZ#X HQ]LP
(Flanjak i sur., 2016).

Maseni udio elemenata u medu varira ovisno o vrsti meda (od 0,04 % u svjetlijim
do 0,20 % u tamnijim vrstama meda), a uglavhom se radi o oksidima kalija, fosfora,
kalcijai QDWULMD NzRékiarg eowobhbipedljike i peludi (Bogdanovi sur., 2007,
Da Silvai sur., 2016). Kalij je najzastupljenijie OHPHQW X PHGX MHiKaghih WUHULC
minerala) s SURV M HdjeglbmPoko 1500 mg kg?. OHG RGUDAaDYD PLQHUDOQL
ELOMDND RG NRMLK PHGRQRVQ &o8 bl @t tly BaNkjSOnilkaM X KU D ¢
raste (Madejczyk i Baralkiewicz, 2008; Escuredo i sur., 2014).

Tariba LRY D NRY ladniti (R048) analizirali su, osim meda R E L ppQuiike, i
druge vrste meda i medljikovca s obalQRJ KUY D W V N Rira§d¥ &edXikovab,
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PHGOMLNRYDF MHOH PHG RG PHQWH NDGXOMH YULVND
timijana, bagrema, uljane repice, amorfe, limete i jeruzalemskog trna. Najzastupljeniji

elementt SURQDYHQL X VYLP XiiRWKalip kalipHagr2zij i natrij. Srednja
koncentracija ovih elemenata X PHGX RELPpQH SODQLNH ELOD MH YLAaD
drugim uniflornim vrstama meda. 7DNRyXW Y U jeH@IDAD NR Q F KeepwalWwD FL M D
XJRUFLPD PHGD R EUWLsQdedbi@ DstalinNafaliziranim vrstama.

SUHPD OLWHUDWXUQLP SRGDFLPD PHG LPD EODJX NLVH

% organskih kiselina (Karabagias i sur., 2014; Da Silva i sur., 2016). Organske kiseline

S RW NikHhpn¥ iz nektara LOL QDVWDMX RG @étvivivé) Bekidrd luOretll R P
djelovanjem enzima koje SpH QHO X p(Eidrkhi i sur., 1994). Najzastupljenija

organska kiselina u medu je glukonska koja nastaje iz glukoze oksidacijom SRP R U X
glukoza-oksidaze. Nakon nje slijedi limunska kiselina pa se ove dvije kiseline mogu

rabiti za razlikovanje cvjetnog meda od medljikovca jer je udio limunske kiseline
]JQDWQR QLAL X FYWateé W@ .RPOSOH G X

SpecL |l loftQneda je da VDGUAL HQ]JLPH NRML S.RwikkdpX RG SpH
glukozidaza), polena ili iz bakterija koje su prisuthe u medu *DaLu Enzimi
PHGX GDMX NDUD N Wattajas¥ ¢ mpgu Dadomjedutly aéivzimska aktivnost
se smanjuje zagrijavanjem meda ili duljim VN O D G L & W H @a/sE stogarakiihost
EDPLOD]H NRULYV WdrarhefaRu ¥rbciediQvalitete meda VYMHALQH L
WHUPLpPpNH R E.WOBIG BEMikEaGUDMedu su prisutni enzimi invertaza, glukoza-

oksidaza, kisela fosfataza, proteaza i esteraza (Voldrich i sur., 2009).

, ] FYLMHWD RELpQH SODQLNH SpHOH UDGH PHG NRML
Posebnost ovog meda je da se dobiva od biljke koja, za razliku od ostalih medonosnih
ELOMDND FYMHWD XMHVHQ SD MH ODNR SURL]JYHVWL XQl
Njegova uporaba RVRELWR MH UDVSURVWUDQMHQD X aSDQMROV

(Korzika) i Italiji (Sardinija) (Ulloa i sur., 2015), a usprkos dokazanom blagotvornom
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XpPpLQNX QD ]J]GUDYOMH pRYMHND X +UYDWVNRM MH SURL
zanemarena.

NajzastuplienijiL THQROQL VSRM PHG g RBdgpr@izhskackBe)riaN H
25-GLKLGURNVLIHQLORFWHQD NLVHGD l¥QDukuprifh fepdidith. MH X G
spojevima (329,1 +590,3 mg kg?) prisutnih u medu. Ostatak fenolnih spojeva
uglavnom je u obliku flavonoida. HGA je prisutna i u medu drugih biljaka (vrijesak, lipa,
heljda i dr.), ali je njezin udio znatno QLXLRGQRVX QD XGLR X PHGX RELp
(Tuberoso i sur., 2010). Cabras i suradnici (1999 SUHGORALOL VX JUDQLpPQX N
od 200 mg HGA po kg meda NRMD EL XSXuLYDOD GD VH UDGL R PH
XJODYQRP RG RELpQH SODQLNH

8SUDYR ]|DWR aWR MH +*$ NDUDNWHULVWLpPQD L ]1QDWC
SODQLNH VPDWUD VH NHPLMVNLP PDUNHURP ERWDQLPNRJ S
RODN&ADYD SRWMYVB)XGEDGWD R PHGX RELPHO SOOI OIHQ RXO®RX
analizaima X VOXpDMX RPROIPH@GDpDM JERJ QDRSDNRe RNUHQ X
VWRJD QLVNRJ VD Bodtajani Pouzdhamoy €emijskog markera botani [kog
podrijetla je od izuzetne YDAQRVWLHPPNX DWW D SDWYRUHQMD PHGD R
dodavanjem jeftinijih vrsta prirodnog meda ili glukozno-fruktoznog sirupD OHG RELPQH
planike MH JERJ L]JUD]JLWR VQDAQLK DQWRROM LG L iVHdgN- K XIp\L.
HXURSVNRP YWBpXMWaW ¥ NXSOML X RGQRVX QD GUXJH YUVWH |
Jurica, 2017).

SBUHWSRVWDYOMD VH GD MH PHG RELpQH SODQLNH SRW
YULMHGDQ RSVHAaQLMLK kbrapaherid aWHD@WIDK R MIHK EY RKORAN LK X
sadajefenolQL VDVWDY PHGD RELpQH SODQLNH QH]J]QDWQR LVWU
QD WHNXULQVNRNURPDWRJUDIVNX LOL SOLQVNRNURPDWI
markera: HGA (Cabras i sur., 1999; Scanu i sur., 2005; Tuberoso i sur., 2010; Deiana

L VXU DBUPpPRQML L -)XM)E2RM@Ns,4-trans-apscizinske kiseline,
(x)-2-cis,4-trans-apscizinske kiseline i unedona (Tuberoso i sur., 2010; Deiana i sur.,
2015).

Iz sardinijskog i kanarskog meda REL p QH Sz0lita@ lsiNaomatski spojevi .-
i -izoforonte 4-RNVRL]JRIRURQ NRML VH WDNRYyHU BPRRUR QLAHDIW U D
podrijetla (Bianchi i sur., 2005, De la Fuente i sur. SURQDYHQH VX L QF
VORERGQH DPLQRNLVHOLQH X PHGX RELPpQH SODQLNH L WR
i fenilalanin (Spano i sur., 2009).
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Slka4. OHG RELpQ H \SastitaGololyrifija.

U usporedbi s drugim vrstama meda, PHG RELpQH SODQLNH LPD NDUL
zreo i intenzivan miris te lako prepoznatljiv JRUNDVW RNXV 2NXV RYRJ PHGD
VSHFLIMPDOMH X SRpHWNX EODJR VODWNDVW D NDVQLMH L
2015).

OHG RELPQH SODQL NB! fruBtGze 8327 g kg glukoze. Jantarne je
boje NDG MH W HN PHWMnEDd@ (70,1 + 10,0 mm Pfund) kad je kristaliziran
(slka4) .DUDNWHUL]JLUD JD L YHUD NLVHORVW X RGQRVX QD
(35,1 megkg? (OHNWULpPQD SURYRGOMLYRVW RYRJ, BWEBDVIH QR \
u skladu s europskom direktivom (Persano Oddo i Piro, 2004).

Posebnosti kemijskog sasWDYD KUYDWVNRJ PHGD RELpQH SOD
LV W U D aH Q H m¥enlRdg\s@skava, masenog udjela ukupnih fenola i HGA te
DQWLRNVLGDFLMVNH DNWLYQRVWL ,VWUDALYDQMD SURYH
SODQLNH V MXAaQRJ GLMHOD MDGU uQd/fendlaR ELr@ildInBRND]D O [
HOHPHQDWD WH MDpL DQWLRNVLGDFLM\onih WsEaSriedal WHW X
SULNXSOMHQLK X +tUYDWVNRM 7DULED /RYDNRYLO L VXU
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Fenolni spojevi su sekundarni metaboliti bilaka NRML VH VDVWRMH RG MHG
aromatskih prstenova s jednom LOL YLAaH K &kg@pihR (D& LNu@phal 2010) te su
XNOMXpHQL X REUDPEH QRashbliKas@skppifta FS@MNMNMD JERJ pHJD \
X OLWHUDWXUL SULVXWQL PQRJL QDPpLQL QMLKRYH NODVLII
ugljikovih atoma u molekuli, ELROR&NH DNWLYQRVWidr. HE&®VDPWHWVNRJ

IMLKRYD SULVXWQRVW L PDVHQL XGLR X PHGX RYLV
NOLPDWVNLP XYMHWLPD VH]RQVNLP L neteR @ebgr@dkémpLPEHQL
SROR&EDLMXMNH RG NRMHI ISRV MMHPROQLK NRPSRQHQWL SULUI
obliku konjugata s mono- L SROLVDKDULGLPD NRML VX YH]DQL QD N
skupina  7DNRYHU PRJX ELWL SULVXWQL X REOLNX IXQNFLRQD
metil-esteri (Malenica Staver i sur., 2014).

Za antioksidacijska svojstva fenolnih NRPSRQHQWL ]DVOXabQ MH QM
SRWHQFLMDO JERJ NRMHJ VH SRQD&DMX NDR UHGXFHQVL C
NLVLND 7DNRYyHU SRQD&DMX VH L NDR NHODWRUL PHWDOQ
VORERGQLK UDGLNDOD |,V W teBodnispa)eisnianiuj ridikdd EaybiltD D G
oboljenja (Rice-Evans i sur., 1997; Huang i sur., 2010).

Fenolni spojevi mogu se podijeliti u tri glavne skupine: flavonoidi, neflavonoidi
(fenolne kiseline, stilbeni i lignani) i kondenzirani oblici fenolnih spojeva (kondenzirani
tanini, oligomeri, polimeri i ostali kondenzirani oblici) (Fuss, 2003; Manach i sur., 2004;

&KRQJ L VXU 6WDOLNDYV). aDPHF

Flavonoidi (lat. flavus aXWR SUHGVWDY OMD M Ekudira@@PXinR G QD M E |
KHWHURFLNOLPpNLK VBRPRHYDX W WILNXNWRPU Xiva @DnYalSkKaR LG D pL
prstena (A-iB-SUVWHQ NRML Vpdvdzahymdostere QRriju ugljikova atoma
(C-prsten) (slika 5).

10
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Slika 5. Osnovna struktura flavonoida i glavne podskupine (Bravo, 1998).

Flavonoidi u prirodi dolaze u slobodnom ili konjugiranom obliku, a u biljkama se
pPHVWR QDOD]JH X REOLNX JOLNR]JLGD aWwR SULGRQRVL YHO
AHUHEDODYRQRLGH SRYHUDYD VH SRODUQRVW PROHNXOH I
u vakuolama biljnih stanica (Huang i sur., 2010).

JODYRQRLGL V BvrstaiaM ukhékohlko podskupina (slika 6): flavonoli,
flavanoni, flavoni, izoflavoni, flavanonoli, flavan-3-ROL L DQWRFLMDQLGLQL AaDP

JODYRQRLGL VX SULVXWQL X QDPLUQLFDPD NDR a@aWR VX
med, propolis, nektar i dr. Udio IODYRQRLGD X PHGX PR&H L]JQRVLWL L
njihov udio u polenu 0,5 %, a u propolisu 10 %. NaosQRYL OLWHUDWXUQLK SRGI
VH IDNOMXpLWL GD VX X PHGX QDM]DVWXSOMHQLML SLQRFI
pinobanksin, luteolin, galangin, hesperitin i isoramnetin (Anklam, 1998.).

,VWUDALYDQM Dn ¥troXiYeM #WY sUP pokazala da flavanoidi inhibiraju
RAWHUIHQMD ELRORANLK PROHNXOD SHURNVLQLWULWRP
DNWLYDFLMX LQGXFLUDMX DSRSWR]X |IDXVWDYOMDQMHP V
QD OLMHNRYH WH LQKLELUDMX SUROLIHUOREMR DN/MUYRRBI
IODYRQRLGD SULSLVXMH VH IODYRQRLGLPD NRML VDGUAaH
glikozidnom obliku njihova aktivhost smanjuje (Shih i sur., 2007, Huang i sur., 2010;

Jurica, 2016).

, VW U Dicha )¢ DdRaddano da flavonoidi pogodno djeluju na bolesti srca i krvnih
aLOD QD WUL QDpLQD SREROMADYDMX NRURQDUQX YD]F
WURPERFLWD ]D VWYDUDQMH NUYQLK XJUX&ADND L VSUHpPpD
JXVWRUH .KDOLO L 6XODLPDQ

11
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Flavonoidi primarno dospijevaju u med nektarom, ali i preko propolisa i peludi te
njihovudio RYLVL R YUVWL ELOMNH V NR Mdio VXQFp®ID K 8 H IGNKXSR &t
YDULUDWL RYLVQR R NOLPDWVNLP XYMHWLPD JHRJUDIVNI
SURL]YHOH PHG *DaLu

12



2SuL GLR

Flavonoli

Flavanoni

Flavoni

Flavan -3-oli

Antocijanidini

Kvercetin: R1=R4=H, R2=R3=0H
Miricetin: R1=H, R2=R3=R4=0H
Morin: R1=R3=0H, R2>=R4=H
Kamferol: Ri=R2=R4= H, R3=OH

Hesperitin: R1=R4=H, R2=0H,
R3=0CHs
Naringenin: R1=R2=R4=H,
R3=0H,
Pinocembrin: R1=R2=R3=R4=H
Pinobanksin: R1=0OH,
R2=R3=R4=H
Eriodiktol: R1=R4=H,
R2=H=R3=0H

Galangin: R1=R2=R3=H, R4=0OH
Luteolin: R1=H, R2=R3=0H
Apigenin: R1=R2=R4=H, R3=0OH
Krizin: Ri=R2=R3= Rs=H
Baikalein: R1i=OH, R2=R3=R4=H

Katehin:
R1=R>=R4=Rs5=Rs=0H,
R3=R7=H
Galokatehin: R1=R2=R4=Rs5=Re=
R7=0OH, R3=H
Epikatehin:
R1=R2>=R4=R5=Re=0H, R3=R7=H
Epigalokatehin:
R1=R2=R4=R5=Re=R7=0H, R3=H

Delfinidin: R1=OH, R2=0OH
Cijanidin: R1=0OH, R2=H
Malvidin: R1=R2=0OCHs

Peonidin: R1=OCHs, R2=H

Pelargonidin: Ri1=H, R2=H

Slika 6. Strukturne formule flavonola, flavanona, flavona, flavan-3-ola i antocijanidina

(Huang i sur., 2010; Flanjak, 2012; Jurica, 2016).

13
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Fenolne kiseline se dijele na derivate cimetne i benzojeve kiseline (slika 7), a
pripadaju grupi poznatih antioksidansa zbog sposobnosti da predaju molekulama
vodik ili elektron. Njihovi stabilni radikali sprfHpDYDMX RNVLGDFLMX U

QDURPLWR PDVQLK NLVHdefhati berg@eVeD(p-hidraRdibBridojea,

galna, vanilinska, protokatehinska i siringinska kiselina) i cimetne kiseline (p-

kumarinska, kafeinska, ferulinska, sinapinska i klorogenska kiselina) prisutni su u hrani

ELOMQRJ SRGULMHWOD YRUH SRYUUH &LWDULFH

NRULMHQ VWDEOMLND idr,208). VMHPH +HOHQR

Hidroksibenzojeva kiselina Hidroksicimetna kiselina
p-hidroksibenzojeva kiselina: R1i=R2=H p-kumarinska kiselina: R1i=R2=H
galna kiselina: R1=R2=0OH kafeinska kiselina: Ri=H, R2=0OH
vanilinska kiselina: Ri=OCHs, R2=H ferulinska kiselina: R1=H, R2=OCHs
protokatekuinska kiselina: Ri=H, sinapinska kiselina: R1=OCHzs,
R2=0OH R2=0CHs

siringinska kiselina: R1i=R2=0OCH3
Slika 7. Strukturne formule fenolnih kiselina (Huang i sur., 2010).

9HUL QD I HdRrma @riakantioksidacijski potencijal, kao i potencijal hvatanja
slobodnih UDGLNDOD D XpLQBRY Hie DIQIWHNrHEKEN AV Dnetoksi-
skupina u molekulama (Huang i sur., 2010). Fenolne kiseline mogu inhibirati
proliferaciju tumorskih stanica, izazvati apoptozu zaustavljanjem VW D QL p QsR,.h
imaju i antibakterijska, antifungalna, antivirusna, antimutagena i protuupalna svojstva
(Chaubal i sur., 2005; Larrosa i sur., 2006; Han i sur., 2007; Huang i sur., 2010). Galna
NLVHOLQD LPXplQDpW MDQL Qlitetakije BtarktX, iglukciju apoptoze na

D]JOLpLW

=DVW

FLNO

WXPRUVNLP VWDQLpQLP OLQLMDPD WH SRND]XMH VHOHNWI

(Faried i sur., 2007; Huang i sur., 2010).
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V H U Lf@rdInih komponenti je prisutna u obliku glikozida, estera i polimera koji
se u organizmu ne mogu apsorbirati u nativnom obliku. Stoga se prije apsorpcije
hidroliziraju S R P R iétfevne mikroflore ili enzima -glikozidaze i laktaza-florizin
hidrolaze, pLPH QDVWDMH DJ®lewdtrnih sgpjevaRke apsorbira u tankom
crijevu (aglikoni i neki glikozidi), dok ostali fenolni spojevi dospijevaju u debelo crijevo,
gdje crijevna mikroflora hidrolizira glikozide u aglikone i intenzivho metabolizira
aglikone u razne aromatske kiseline. Aglikoni se metaboliziraju otvaranjem
KHWHURFLNOLPpMRR UH|WEWDRUD QD VANdINB® sd) @a]i© Lp LW LK
metaboliziraju u derivate benzojeve kiseline (Hollman i sur. "f$UFK4wWK,LR
2007; Dufour i sur., 2007).

Aglikoni i konjugati glukuronida se portalnom venom prenose u jetru gdje se dalje
konjugiraju (metilacija, sulfatiranje L LOL JOXNXURQLGDFLMD bLPH VH
KLGURILOQRVW a4WR XWMHpH QD QMLKRMX Batindkatéh@-LPLQDFL
O-metil transferaza sudjeluje u metilaciji fenolnih komponenti N D W D O Lgrijednd@sM X U L
metilne skupine iz s-adenozil-L-metionina na fenole poput kvercetina, luteolina,
kafeinske kiseline, katehina i cijanidina (Wu i sur., 2002). Aktivnost katehol-O-metil
WUDQVIHUD ] HiI j&rD bulreZirba, Mako je prisutna i u brojnim tkivima (Tilgmann
i Ulmanen, 1996; Piskula i Terao, 1998; '{$ U F KiLsul,R007). Sulfotransferaze
kataliziraju prijenos sulfata u jetri s 3'-fosfoadenozin-5'-fosfosulfata na hidroksilnu
skupinu fenolnih spojeva. 7RpD Q S UL M H G Rij¢ updRpaungsti LUMDH M D .aJDRIH Q
glukuronoziltransferaze, enzimi vezani za membranu endoplazmatskog retikuluma u
mnogim tkivima, kataliziraju prijenos glukuronske kiseline iz UDP-glukuronske kiseline
nafenolne spojeve. *O XN X UR QL G D Fawtijevirhh iGeRihB y D Q D d&Y6dvgaH
QD SR OR amdkosBjugacije ovisi o strukturi spoja, kaoi o N R O kgnkupniranog
spoja 'Y3$UF K EU.LR07).

Konjugacija SUHGVWDYOMD YUOR XudklagaNj& Mdbudnih Eglkoral ] D P
pa su oni odsutni ili prisutni u niskim koncentracijama u plazmi nakon konzumacije
IHQROQLK VSRMHYD ,]JQLPND VX NDWHKLQL JHOHQRJ pDMD
zQDpDMQRM NRQFHQW U Df 1aMhikatet8npBIdty (HollG&h i sur., 1997;

" $ U F Kilstyr L, B007).
Metaboliti fenolnih spojeva cirkuliraju u krvi vezani za proteine, QDMYL&a&H |]D

albumin, a afinitet fenolnih spojeva prema albuminu varira ovisno o njihovoj kemijskoj
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strukturi. Vezanje zD DOEXPLQ P RaaposleBieWoriju eliminaciju metabolita

te njihovu QLBRVWXSQRVW X VWDQLFDPD LasNd\novajuf f2nokiRda MH XY
spojevi biti u slobodnom obliku da bi bili ELR OR aNiLlili PRWX YLPDWL RGUHYVYHC
ELRORANX DNWLYQRVW NDG NIXRYaAV/RHKBHR e honk (D F Ui

sur., 2007).

5D]OLpLWH YUVWH PHGD UD]JOLNXMX VH SR VYRP VDV
geografskom podrijetlu, klimatskim XYMHWLPD YUVWL SpHOD NDR L VSF
QDpLRXUDGH L PHWRGRORJLML VNODGLAWHQMD PHGD :DC
JHRJUDIVNR SRGULMHWOR PHGD XWY U YyXRHO YW RNRRH LQIRDOR. ¢
(peludne) analizete RGUHYLYD QM FEmijskjih paiaDeiara.

SHOXG X PHG GRVSLMHYD SUHNR SpHOH NRMD JD VI
OHOLVRSDO latak® RaNila se na identifikaciji peludnih zrnaca pod
PLNURVNRSRP A&4WRDGSURGVWDWHO MD XRERWINMEB® LERRWINAPE
podrijetlameda. 3SUREOHP S UH GSPMIDYHO RDJ X VSR L N egbdbHosBiM O X G L V
ELOMDND DOL V GUXJH VWUDQH WR PRAaHo@iRtRRgtla.SUL SUR
7DNRYyHU ILOWULUDQL PHG QH VDGUAL SHOMO zB VDPD
GRND]JLYDQMH DXWHQWLpPQRVWL PHGD MHU VH SHOXGQD ]JUC
Isto tako, postoje i biljke pL M kvijpt tdkrenut QDRSDNR QSU REPSQD SOD
PHOLVRSDOLRQBOR]DNDPD Pzbdg LQ LG&shupljhosti peludnih zrnaca
(Anklam, 1998; *DalL i

U novije se vrijeme primjenom modernih instrumentnih tehnika ispituje kvaliteta
iutry X MKW HQW L p QeRsé W PBPEEHD NHUL ERWDQLPNRJ LetHRJUDIV
PHGD DQDOL]RP wm&emnikalijapk@koKbi se SURQD&DR NHPLMVNL P
RGUHYHQH YUVWH PHGD

8 OLWHUDWXUL VX NDR SRWHQFLMD O Qhodrijptld Métld L ER W D
RSLVDQL QLAaL aHNBUDNW e B¥imQ aminokiseline, organske
kiseline i hlapljivi spojevi, minerali, mikroelementi i fenolni spojevi (Wang i Qing, 2011).

OHYXWLP SRVWRMH L SRWRWNDRILHMGoRERIFMHiRLa
PHGD NRULAWHQMHP QDYHGHQLK VSRMHYD 7DNR VX aHUOH!I
nezakonite prakse (lrudayaraj i sur., 2003; Daniel-Kelly i sur., 2004), odnosno
patvorenja meda X SURL]J]YRGQML GRGDYDQMH UD]OLpuMILK VLUX
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objavljenih podataka o uporabi &H 0 HRa® markera ERWDQLPpNRJ L LOL JHRJ
podrijetla. Enzimi i proizvodi fermentacije (glicerol, etanol) nisu pogodni za procjenu
geografskog podrijetla meda, ali pokazuju u kakvim se uvjetima med SUHUDiy XMH
VNODGLaAW

BURILO DPLQRNLVHOLQD L RUJDQVNLK NLViddbijetpD PR&H
meda, a proteini (na temelju njihove YH O ) pd.r@ogu rabiti |D SURFMHQX ERWDQLE
geografskog podrijetla meda (Rodriguez-Otero i sur., 1994 i 1995; Anklam, 1998; Won
i sur., 2008).

Hlapljivi spojevi mogu se rabitt NDR PDUNHUL pdiijeDeQunibidiidg
meda, a S RW M Hiekar® (6 medljikovca. Problem predstavlja niska koncentracija i
VORAHQD LhdapkvibFshdeila EXGX UL G predstada kompleksan medij.
IHGRVWDWDQDNIO MMWYR. ¥ SRMHYL WDNRYHU PRJIXkd@DVWDWL
priikom neadekvatnog skiDGLaWPIQAMHD MH R potkddn® Rarakterizacija
E R W D QpopijeRal (Anklam, 1998; Benedetti i sur., 2004; Odeh i sur., 2007).

$QDOL]D PLQHUDOD X PHGX PRaH ELWL SRp&RI@eldd |D SUR
jer su koncentracije minerala u neposrednoj YH]L V SRGUXpMHP QD NRMH
PHGRQRVQH ELOMNH DOL WDNRYHU PRJX ELWL SRVOMHG
R Q H p L & tijek@pbizvodnje meda. Prema tome, udio minerala X PHG X PRBRaH
rabiti kao pokazatelf I DJDYHQMD &LY RW Qidsrédadkazakt|jigedgtafskog
podrijetla meda (Anklam, 1998).

.YDOLWDWLYQR L NYDQW L Wt\seku@EniR ilidikimétabbli@MH IHQR

pbuMdih X PHGX RYLVL R ELOMQ Rikupjayw YHNWBRMRRIFHHGBWL NI
LQIRUPDFLMH Rp&RatDn@eddp RRFWRMH VSHFLILPpQL IHQROL ]D
meda. Wang i Qing (2011) su SUHGORALOL NORURJHQVNX NLVHOLQX N
podrijetla bagremova meda, a elaginsku kiselinu kao marker ER W D Q pdquNj&la
meda uljane repice. Dimitrova i  suradnici  (2007) SUHGORALOL V)
4-hidroksibenzojevu, -KLGURNVLIHQLOPOLMHpPQX | KisehO kipVNX L ||
PDUNHUH ER podri@tlap2éR@stenov med. 7D N Ry H WkesteBov su med
NDUDNWHULVWLpPpQH KL GpikRrinavinskd, RaféMvskaH feklinglka @ise@nid),
GRN VX YHUH NROLpPpLQH HODJLQV N HvridskgvHmed @Tlemasb U D N W H |
Barberan i sur., 2001). Ferreres i suradnici (1994, 1998) SUHGORALOL VX KHVSHU
PDUNHU E R \pddrietldp bitRiSovog meda te kamferol NDR PDUNHU ERWDOQL|
porijekla U X & P D d m&IR. Wadalje, Toméas-Barberan i suradnici (2001) SUHGE@IRALOL
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kvercetin kao potencLMDOQL PDUN H podBEj&ls BuQdokrétd¥dg meda, a

pokazali su i da lavandin i bagremov med u svom fenolnom profilu ne VDGUaH

VSHFLILPpQH IHQ R st MdgIRKdridtti Kao markeri ERWDQLpPpNRJ SRGULM
2GUHYLYD@MWDNRYHU QDODJ]L SULPMHQX XodijgtRFMHQL

PHGD EXGXuL GD QM bWsRoYo KiGdtdRinYuvjetimd Ba kojima medonosna

biljka raste. Habib i suradnici (2014) pokazali su da med biljaka sa VXaQRJ SRGUXpML

VDGUALINQ&®WD RG PHGD ELOMDND NRMH QHke ioh® WMDY LX V X:

DQWLRNVLGDFLMVNIDEPUROEIGIND R D EIRSO ML

(S

'RVDGDAQMD LVWUDALYDQMD PHGD RELpQH SODQLNH XS
]JERJ YLVRNRJ PDVHQRJ XGMHOD IHQROQLK VSRMHYD 3L
DQWLRNVLGDFLMVND DQWLEDNWHULMVND L SURWXXSDOQI
PRJXUH MH GD SavnwtageireMWHL DOQWLSUROLIHUDFLMVNH Xpl
]QDpDMQX XORJX X SUHYHQFLML L OLMHpHQMX WXPRUD 5
2013).

$QWLRNVLGDFLMVNL XpLQDN PHGD XJODYQRP VH SUL
dominantno HGA 7DULED /RYDNRYLU, dok\exddtatak fenolnih spojeva
XJODYQRP X REOLNX IO0ODY RQ@R p@Gedcijad&®@ 8 R | WWNRYB@ UXPpLQDN
zdravlje (Bogdanov i sur., 2008).

, VWUDALYDQMD VX SHRGIQHYQR FG N RQIUXdaMmaF10M Reda
otoplienogu 200 mLvode) RYRJ PHGD X SUHSRUXpPpHQLP GQHYQLP GR]
PXaANDU@RH do SRYHaDk@entracie VHUXPVNRJ aHOMH]D VPD
aktivnosti jetrenih enzima, porasta broja leukocita i trombocita te smanjenja primarnih
RAWHUHQMD '1$ X OHXNRFLWLPD %UpLU .DUDpRQML L VXU
KUYDWVNLP PHGRP RELPQH SODQLNH $&wocihipErirerdérvW WR S X S
WH VPDQMLR UD]JLQX SULPDUQRJ RaAWHUHQMDu pakusl. UD]JLQ X
L]IODJDQMD OLPIRFLWetBrta%n itctoD p M QIMpX L V XU

7DNRYHHG RELPpQH SODQd RHWFRWPNYRpQD VYRMVWYD SU|
stanicama adenokarcinoma crijeva (HCT-116) i metastatskim stanicama
adenokarcinoma epitela debelRJ FULMHYD /R9R WH VPDQMHQX WR
netumorskim stanicama (Afrin i sur., 2017).
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2NVLGDFLMVNL VWUHV MH SRVOMHGLFD QHUDYQRWHAaH L
koji mogu uzrokovati oksidaciju makromolekula (nukleinske kiseline, lipidi, proteini i
XJOMLNRKLGUDWL L DQWLRNVLGDFLMVNH VSRVREQRVWL R
radikali su reaktivne kisikove vrste (eng. Reactive Oxygen Species, ROS): superoksid
anion 'Oz, hidroksil-radikal "OH, alkoksil-radikal RO", peroksil-radikal ROO" i
hidroperoksil-radikal HO2+ 8 YDQMVNRM OMXVFL LPDMX MHGDQ LOL ®
]JERJ pHJD VX QHVWDELOQL L UHDNWLYQL WH QDVWRMH SR
YDOHQWQX RUELW D gexnol8kalB, SiabbtXitiddikal igbijaxelektrone drugim
PROHNXODPD MPPMRERBWDMX VORERGQL UDGLNDOL SD GRC
UHDNFLMD 6WYDUDQMX VORERGQLK UDGLNDOD GRSULQ
SURRNVLGDFLMVNL HQ]LPHL UD]ODMNDVW HR @HISLBDYYOQD SUH
UD]OLPpLWLK GHJH Qéatdddskéroxa(karnsinani, @dtnayhepatitis, dermatitis,
EROHVWL NUYRALOQRJ NEXRVWRDAMWDH I HVQWMDU M @M@ B LPp QLK PHPE!
RNVLGDFLMRP L LOL RaW Hsid @rék@mjeindn adtdnkdm Slébodnih
radikala (Lee i sur., 2004; Deng i sur., 2005; Flanjak, 2012). Proces lipidne oksidacije
XNOMXpHQ MH L X SURFHVY VWDUHQMD MHU OLSLGL NRML XO
radikalima i prelaze u lipidne perokside koji ubrzavaju starenje (Lee i sur., 2001).

S$QWLRNVLGDQVL VX PROHNXOH NRMH awLWH VWDQLF
VORERGQLK UDGLNDOD L VSUMHpDYDMX RNVLGDFLMVNL V
oksidaciju ROS-a WDNR aWR VH VDPHHRNMVAVGLDDOIMDIMW LAPDQpPpDQ .
stvaranja slobodnih radikala. Pretpostavlja se da glavnu ulogu u antioksidacijskom
djelovanju imaju tri mehanizma: prijenos vodikovog atoma, prijenos jednog elektrona
i keliranje metala (Oliveira i sur., 2011). Antioksidansi se dijele na primarne koji su
prisutni u organizmu i hrani (X PDOLP NROWPBLOPPMX VSRVREQRVW RGJ
VSUMHpDYDQMD LQLFLMDFLMVNRJ VWXS @QigrDsuPetoismD QH UHL
dismutaza, katalaza, peroksidaza) koji spiepDYDMX SRpPpHWQR VWYDUDQM|
UDGLNDOD LOL VPDQMXMX EUJLQX NRMRP VH SURYRGL GDO

.DR RGJRYRU QD QHJDWLYQH XpLQNH YWEARERGOELKY DQIG I
antioksidacijskog djelovanja bioaktivnih spojeva kojise QDOD]H X UD]JOLpLWLP SL
LIYRULPD SRSXW YRUD SRYUUD OMHNRMhWIRIdadgskiOMD D
NDSDFLWHW SUHGVWDYOMD PMHUX VSRVREQRVWL UHG?
oksidacijskih reakcija kako u hrani, tako i u organizmu.

19



2SuL GLR

Posljednjih godina postoji veliko zanimanje za LV W U [ adnioRs@latijskih
svojstava meda. % ODJRWYRUQL XPHIQRPL VWH GO Rdyovom
antibakterijskom i antioksidacijskom djelovanju. 7RpDQ PHKDQL]DP L NHPL
VWUXNWXUD UD]OLPp kdjeLs0 addigoomR Qa QdyWd antioksidacijsko
GMHORYDQMH QLVX MR& XYLMHN X SRWSXQRVWL SR]QDWL
GD DQWLRNVLGDQVL SULVXWQL X PHGX XNOMXpXMX HQ]LF
peroksidaza) i neenzimske supstancije. Antioksidacijski kapacitet meda produkt je
VLQHUJLVWLPNRI GMHORYDQMD |HQROQ ériziha, NdRoeBi&® Q H Q W L
produkata Maillardovih reakcija, organskih kiselina, .-tokoferola, derivata karotenoida
L DVNRUELQVNH NLVHOLQH ol&i@dnpa ivelikbj rvjerivowisbo RridtiL K D QW L
medonosne bilke D GRND]DQD MH L NRUHODFLMD L]JPHYX DQWL]I
meda i ukupnog udjela fenola (Gheldof i sur., 2002; Aljadi i Kamaruddin, 2004; Ferreira
i sur., 2009).

7DULED /RY D BdRidi [2018) MwXdi VX GD PHG RELPpQH SODQLNH VI
udio fenolnih spojeva [P PJ HNYLYDOHQDWD JDONQJH NLVHOLQ

usporedbi s drugim vrstama meda (slika 8). Samo je hrastov medljikovac

(B PJ *$(NJ;imao YHUL XGLR IHQR QLK R®R PHRB@HRELPQH SC
OHG RELPQH SODQLNH SRND]DR MH L YLVRNL D@téde RNVLGD

'33+4p PPRO HNYLYDOHQDWD] 70BRORyBU7 XVRWMRPALYDQM?

PHG RELPQH SODQLNH LPDRPMH WYLWNBRNWEBLIROBDPPMQR SULGR
antioksidacijskom kapacitetu meda.
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Slika 8. Usporedba udjela ukupnih fenola (eng. Total phenolic content, TPC) i
antioksidacijske aktivnosti ('33+X¥PHGD RE L p Q HoSaliDvta keda
V KUYDWVNRJD SRGUXpMD 7WBLED /RYDNRYLO L VXU

8 SUHOLPLQDUQRP LVWUDALYDQMX -XULp L VXU R
RELPQH SODQLNH V 3jeli@eMtificirand 58 spofekéHARalizirani med imao
je visoki udio ukupnih fenola (1038 mg GAEkg? L VQDaQX DQWLRNVLGDFLMYV
primjenom metode '3 3 + 3,32 mmol TE kg) te visoki udio HGA (280,6 mg kg).

2 GMHORWYRUQRVWL PHGD QDMEROMH JRYRUL pLQMHC
NOLQLpPNRM SUDHNYULFKQRBENRLUNRHGD PHG NRML MH VWHULOL
EDNWHULMVNH VSRUH EXGXuUL GD PHG LPD UD]J]QROLNH ELR

X DQWLPLNUREQL XpLQDN GMH O %Whisojevh, BLXIRIND M B M NW L
je i kod mikoza) (Gobin i sur., 2014)
X zacjeljuje rane (dekubitusi, apscesi, opekline, itd.) (White i sur., 2005)
X prebiotik u gastroenterologiji (Ustunol, 2001)
X OLMHpPpHQMH X O N>lRobatieNpydsiL(Dubtgdva, [2009; Molan,
1999)
X SRPD&H GLMDEHWLpD U L Pdal Kémplikaxifa kot Qi VErbdnalbl N D
2010)
X pozitivno djeluje na kardiovaskularni sustav (Yagoobi i sur., 2008; Ahmed i
sur., 2011)
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X

XpLQNRYLW MH X VWRPDWRORJLMI999; BN Ra@ded W D O Q LK
Shawaf, 2013)

x NRULVWL VH SUL O L jakNatib@avHonBypBQdrd 20@2) H N F

]D VPDQMHQMH NDaAOMD [RiRl® iFerébka0il) G0E6;LPauliL S H
sur., 2007;)

pronalazi primjenu i u onkologiji (Smirnova i sur., 2000).

X

X

Fenolni spojevi, koji su uiIDYQRP DQWLRNVLGDQVL PRJX VH &
SURRNVLGDQVL SUL RGUHYHQLP XYMHWLPD NRML RPRJXUX
G RJD yPbBDXL psi@&8m kad je prisutna visoka koncentracija iona prijelaznog metala
i u prisutnosti molekule kisika. Fenolni spojevi s manjim molarnim PDVDPD NDR aWR V.
NYHUFHWLQ L JDOQD NLVHOLQD LPDMX MDpH SURRNVLGDF
molarnim masama. S druge strane, fenolni spojevi s velikim molarnim masama, kao
AWR VX WDQLQL WRSOMLYL X cfdRuzdktivhoRtOHadermdan® 3urSURRNVL
1998; Bors i Michel, 2002; Dai i Mumper, 2010).

OVLP DQWLRNVLGDFH*M WRNRHWMBEH X RGUHYHQLP XY\
FLWRWRNVLpQL XpLQDN ]JERJ PRJIJXUQRVWL VWYDUDQMD U
procesu autooksidacije. Produkti oksidacije HGA se kod bolesnika koji boluju od rijetke
nasljedne bolesti alkaptonurije nakupljaju u vezivnhom tkivu XJURNXMXUOL XSDOX

degeneraciju tkiva (Rosa i sur., 2011).

Kako EL VH LVSLWDOD VHOHNWLY QD aAM.iWV & WHRAD/ R[EEQURV\M QIR
tipu tumorskih stanicarabe VH VWDQLpPpQH OLQLMH 6WDQLPQH NXOWXL
LPDMX @aLURNX SULPMHQX ]|D SURXpDYDQMH ELRNHPLMVNLE
rabe za SUDUHQMH XpLQDND UD]OLpLWLK VSRMHYD WHVWL
SUHGYLYDQMH XVSMHaAQRVWL WHUDSLMH SURXpDYDQMH
WXPRUVNH VWDQLFH SRVWDMX RWSRUQH QD OLMHNRYH LW
tipovi stanica, SRS XW VWDQLFD WXPRUD NRaWDQRJ WNLYD VUpLC
GUXJH 6YH GRN LP VH RVLIJXUDYDMX KUDQD L RSWLPDOQ
X P Q D & D(®4n i\DBmak, 1996; Verhoeckx i sur., 2015).
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3RVWRMHUD OLWHUDW XU Q D \QID] Q\DXPNRIL RN Xp \ @/DXQ PHBH O
RJUDQLpHQD 6DUGLQLMVNL PHG RELPpQH SODQLNH L QRYR]
X GRVDGDaQMLP LVWUDALYDQMLPD FLWRWRNVLPQD VYRN
adenokarcinoma crijeva (HCT-116) i metastatskim stanicama adenokarcinoma epitela
GHEHORJ FULMHYD /R9R WH VPDQMHQX WRNVLUAOGRVW SUHI
sur., 2017; Afrin i sur.,, 2019). .LQHVNL aLaXOLQ PHG LPDR MH FLWRW
VWDQLpQH OLQLMH KHSDWRFHOXODUQRJ 5UD,WRBISYRPD MHW
PLOHDQVNL XOPRY PHG QD VWDQLpQH OLQLMH DGHQRNDUFL
2) (Acevedo i sur., 2017).

Kang i suradnici (2005) utvrdili su da je HGA smanijila stvaranje ROS-ova unutar
VWDQLFD VWDQLPQH OLQLMH KXWRMQHKVNX EJ®REDHDYHN RN V,LG
VWUHVX LQGXFLUDQLP V YRGLNRYLP SHURNVL@Rasu +*$ MH
VWDQLFH WUHWLUDQH UD]Qed4nL vdi prijeNiRagdnta Qudikoddri M D P D
SHURNVLGX +*$ MH SRMDpDOD DNWERKQEY. \Extidéz2WIrOD]H L
signal-regulated kinases (5.V° NRML LJUDMX YDAaQX XORJX X XpLQN
antioksidacijskih obrambenih mehanizama u stanicama.

6WDQLPpQD O2 @ikdddna &ddHdR 9 uspostavljena je iz epitelnih stanica
kolorektalnog adenokarcinoma debelog crijeva bijelca dobi od 72 godine. Stanice ove
VWDQLpQH NXOWXUH VSRQWDQR GLIHUHQFLUDMX L VWYDU
IXQNFLRQDOQR LPD VOLPpQH NDUDNWHULVWLNH JUHORJ HQW
linija koristL ]D LVWUDALYDQMH WXPRUD SURXpDYDQMH VWDQLFE
ljekova, SDVLYQH GLIX]LMH OLMHND WRNVLPpQRVWL OLMHNRYD
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Slika 9. Mikroskopska fotografija komercijalno dostupne V W D &libip@aco-2
(ATCC, 2020a).
6WDQLPpQD OL @rikhzdna &® Glici 10 uspostavijena je od stanica
uzorkovanih s lezije jezika pacijenta bijele rase dobi od 56 godina. Jedna je od
QDMpH&UH NRULAWHQLK VWDQLPQLK OLQLMD ]D SURXpDY!
kemikalijanapopDVWH HSLWHOQH VWDQLFH iRWP2OMWLK NDUFLQRPI

Slika 10. OLNURVNRSVND IRWRJUDILMD NRPHUFC&2DOQR GRVW
(ATCC, 2020b).
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6WDQLPQD OL Qilikdiana+ kbS 8lici 11 uspostavljena je iz stanica
KHSDWRFHOXODUQRJ NDUFLQRPD ELMHOFD NRML MH LPDR
organ pa se stanice HepG2rabe |D SURXpDYDQMH PHWDEROL]PD EURMQ
SUYD KXPDQD WXPRUVND VWDQLpQD OLQLMD MHWUH NRMD
]D LVSLWLYDQMD PHWDEROL]PD NVHQ RiumB/ hdpdrocite FL WR W R
*HUHWV L VXU LOQBMDQHBDWYRMX MH SULPMHQX QDao
LV WUD &L ¢fwewl L potencijalnim protutumorskim djelovanjem (Mersch-
Sundermann i sur., 2004; Batra i Sharma, 2013).

Slkall. OLNURVNRSVND IRWRJUDILMD NRPHUFHEOQR GRVW
(ATCC, 2020c).

3RG XWMHFDMHP HJIRJHQLK L LOL HQGRJHQLK JHQRWR
'1$ PRIJX QDVWDWL WRE\WW H [i Bhiidyzogéwadensi mogu uzrokovati
QDVWDQDN PRGLILFLUDQLK ED]D MiAgB:GRMD®@4IkE OIB, ORPRYD
GYRODQpPDQLK (ORrRubR ¥tandH@aks, DSB) ili se mogu stvoriti kovalentni
PRVWRYL LIPHYyX NRPSOHPNAEW.DOIHQK )XJDQRBPEFRAWHIHQMD "1
se svrstati u tri skupine ILJLNDOQL NDQFHURJHQLU®D HIORMH. | LN B RN Y
NDQFHURJHQL D]JEHVW EHQ]JHQ L ELRORANL NDQFHURJHQL
parazitima) (Loeb i Harris, 2008). '"MHORYDQMHP UD]OLPpLWLK HQGRJHC(
procesa (hidroliza, oksidacija i elektrofilni napadi) u genomskoj DNA dolazi do
spontanih prRPMHQD JHQHWLPpNRJ DNDWNDEMBDUWBMKLPpLWLK F
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popravaka DNA, SUL pHMRXAH GRUL GR SRJUlWHeAd Mboavd RiMdida Iy
drugih bolesti (Boyel i Levin, 2008).

=D UD]JOLNX RG QRUPDOQLK VWDQLFD WXPRUVNH VWDC
kojoj su prisutne razne genske mutacije odgovorne za diobu i regulaciju rasta, a
strukturno i funkcionalno se razlikuju od normalnih stanica (Shewach i Kuchta, 2009).
-HGLQVWYHQR VYRMVWYR WXPRUVNLK VWDQLFD MH VSRVRE
RPRIJXUXMH QMLKRYR SUHaAL Y OgeriorfdRiQ R A W. HGI IHROBVDH ¥ W DXQRLAE DV
VWDQLFH QH WUHEDMX NiRQnatiksow i \drugihY Sapivawid kpji b Q
ILILRORANLP XYMHWLPD RVLIXUDYDMX VLJQDOH ]D SUHAaLY(C

Kemoterapija podrazumijeva uporabu citostatika, protutumorskih lijekova s
PDORP PROHNXOVNRP PDVRP |D VHOHNWRY AR RQU E Y DpDYOW
njegove proliferacije (Thurston, 2007). Svaki citostatik ima jedinstven mehanizam, a
FLOM NHPRWHUDSLMH MH DSRSWR]D WXPRUVNLK VWDQLFD
VWLPXOLUDMXUL HQJLPH XNOMXpH Q Hu protemali@d sigpan® HWDER C
SXWHYH .DNR VH WXPRUVNH VWDQLFH EUAH GLMHOH FLWR
SRVWRMH L J]GUDYH VWDQLFH NRMH VH GLMHOH EU]R
gastrointestinalnog epitela i stanice folikula dlake) % XGXUELWRWRNVLPpQL DJt
djeluju neselektivno, oni se i u ovakve |GUDYH VWDQLFH XQRVH EUaH aw
QDVWDMDQMH QXVSRMDYD .UDOMHYLO L VXU 7KXUV)
QHGRVWDWND VSHFLILPQRVWL SURWXW XP Hekawdl biko@ LMHNRY
PHWDEROL]LUDQMD OLMHNRYD DOL L JERJ VWMHFDQMD RW
2006).

Irinotekan  {7-etil-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino]  karbonoloksikamptotecin;
poznatikao CPT-11; slika 12} je polusintetski analog kamptotecina (CPT), kinolinskog
alkaloida izoliranog iz kore kineskog stabla Camptotheca acuminata. Jedan je od
QDMYDAQLMLK FLWRVWDWLND UD]JYLMHQLK SRaOMHGQMLK
kemoterapiji metastatskog kolorektalnog karcinoma (Jaxel i sur., 1989; Wall i sur.,
1996).
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Slika 12. Strukturna formula irinotekana (Thurston, 2007).

Irinotekan je pred-lijek koji se metabolizira karboksilesterazama (E.C.3.1.1.1;
CES1A1 i CES2) u jetri te enzimom butirilkolinesterazom (BChE) iz plazme u aktivni
lipofilni metabolit SN-38 (7-etil-10-hidroksi kamptotecin) za koji se smatra da je
SULPDUQR RGJRYRUDQ |]D FLWRWRNVLPQRVW 78mamad L VXU
se da SN-38 ima GR S X W provulitngrsku aktivnost od irinotekana (lyer
i sur., 1998; Senter i sur., 2001).

Protutumorska aktivnost irinotekana i SN-38 zasniva se na inhibiciji enzima DNA
WRSRL]RPHUD]H , MHU VWYDUDMX WHXGDRQW INRFS/MHNWH N |
7LPH MH RQHPRJXUHQR SRQRYQR VSDMDQMH MHGQRODQpPD
UDGL RVOREDYDQMD WRU]LM Vibne) n¥ WidledN IMONA3 RS HG LPp Q R
QHSRSUDYOMLYL GaRjedvayjem endoukdaranastaju fragmenti DNA,
aAWR GRYRGL GR VPUWL VWD2DQIF Ku i ViDaWr&aiCsllérd, B0D2;LdeV X U
Jong i sur., 2006; Fuchs i sur., 2006).

,ZULQRWHNDQ VH X RUJIGsL jMirdvergkdM [rfudijoil, a QDpLQL
njegove terapijske primjene se razlikuju; dok se u SAD-X QDMpH&UH SULPMHQM X
monoterapija (350 mg m2tijela VYDND WUL WMHGQD X (XURSL L -DSDQ:.:
SULPMHQMXMH NDR GLR NRPELQLUDQLK SURWRNS&&® L X QLA
dva tjiedna; Japan 150 mg m, svaka dva tjedna) (Takano i Sugiyama, 2017).

2GUHYLYDQMH IHQROQLK MERPROQMEVEWU R YALHDEQX. P X]J]RUNTI
ciljem dobivanja dovoljnog broja reprezentativnih uzoraka kako bi se moglo odrediti
JHRJUDIVNR L ERWDQLpNR SRGULMHWOR 5H]XOWDWL GR
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RYLVH R WYdvwkH a4 @ lie potrebno nakon skupljanja p X Y Davhladnom i
PUDpPQRP P MH®) WK bi kemijski sastav ostao nepromijenjen. Prije analize
SRWUHEQR MH X]J]RUDN RVWDYLWL QD VREQRM WHPSHUD
KRPRJHQL]JLUDR $NR VX X X]JRUNX YLGOMa YeLlaggblo. VWD O L
zagrijati (' 40 °C) da se otope kristali (Ciulu i sur., 2016).

Ova) SURFHV XNOMXpXMH RVQRYQH NRUDNH RGYDMDQMD
SURpLAUDYDQMH LGHQWLILNDFLMX L NYDiteratldilpostgiFLMX aH
veliki broj postupaka izolacije fenolnih spojevaiz X]RUND PHGD r&bRigedndy H
WHKQLND HNVWUD NBiLYM.1d H DQ MH. WKW M IR Bohaativ M Bl G H J
broja fenolnih spojeva iz meda. Osnovni cilj kod pripreme uzorka je dobivanje
HNVWUDNWD NRML VDGHKdjaLVN YaHL O R REIRIOWORWHUHPHQR aWR F
izdvajanje komponenti koje smetaju R G U Hy L an2liaMX interesa (Pyrzynska i
Biesaga, 2009).

Izolacija fenolnih spojeva iz meda temelji se na nekoliko vrsta ekstrakcije:

1. WHNXG+MQHNDRILQV ND H N \LMuidDiyurd BvtactiohQLLE)
2. NRPELQDFLM D- WHIN/X\IHSOIM-RiRise Extraction 63( L WHNXULQVNF

WHNXULQVNH HNVWUDNFLMH

3. adsorpcLMD QD SROLPHUQRP DGVRUEHQVX -¥% YNR/R\ERR DOLM

WHNXGFWHMNRILQVNRP HNVW&UD RAGMRP &LXOX

Razdvajanje pojedinih komponenti te njihova identifikacija i kvantifikacija

SUHGVWDYOMDMX LGXiUL NRUDNSNHRIGOIDQLRLEDPHR WVHHQ R.Q
kromatografskim (Ferreres i sur., 1991; Yao i sur., 2003) ili elektroforetskim (Andrade
i sur.,, 1997; Merken i Beecher, 2000) tehnikama. Izbor instrumentne tehnike i

parametara metode ovisi R DQDOLWLpPNLP FLO<*HY Lkakaktefizd)dM HQRP C

NYDOLWDWLYQRP L LOL NYDQWLWDWLYQRP WH RSUHPL NF

I1DMpH&UH NRULAWHQD DQDOLWLpN D Kaehtpashenti shijpe§eD RGYD M

MH WHNXULQVND NURPDWRJUDILM HighLRéRokhtandd Migb@d RW YR U Q
Chromatography, HPLC) s obrnutim fazama (eng. Reverse Phase Configuration).
5D]GYDMDQMH D @GP GRW by LRiktiopi@&&ona C18 oktadecil (ODS). U
posljednjih nekoliko godina tehnika UHPLC (eng. Ultra-High Performance Liquid
Chromatography) pokazala se kao brza i Xp L Q N iy labi kolone s vrlo malim
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SURPMHURP(RBVRWNRD ) i izRzito visoke tlakove zbog pHJD LPD QL]
prednostt NDR aWR VXUDN]LORNYRYIN RVMHWOMLYRMMN D BQRFL]C(
VNUDUH QR analiz® (MWD Quk),2001; * D a La017.).

6KHPDWVNL SULND] W Hobrafdlsa@pektidrietbh B2 vikazan je
na slici 13.

Slika13. 6KHPDWVNL SULND] WHNXULQVNRJ NURPDWRJUDID
Napravle QR SRPRUX %LR5HQGHU FRP

Detektori koji se p H VbR za identifikaciju i kvantifikaciju fenolnih komponenti
u medu zasnivaju se na mjerenju UV apsorpcije [detektori UV i DAD (eng. Diode Array
Detector). $SNR VPMHVD VDG U &tukiutnd RNOLL X@BUKR VSRMHYD XSRUL
GHWHNWRUD QLMH SRX]GDQD EXG X iUVGekeOlddn€fikadiS RMHY L |
fenola HPLC-UV-om temelji VH LVNOMXpLYR QD XVSRUHyYyLYDQMX YU
DQDOLWD V YUHPHQRP ]DGUA&DY D @adkblom. GRwWiliatdogidiedR J VW D Q ¢
VYLK VSHNWURIRWRPHWULMVNLK GHWHNWRUD MH aWR QH G
]DWR VH VRkabl détekior koriste spektrometri masa (eng. Mass Spectrometry,
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MS) koji su pogodni za analizu fenolnih komponenti jer se S R V Wikdk#l osjetljivost
te se dobivaju informacije o molekularnoj masi i strukturi spojeva. Upravo je uporaba
detektora MS, kao i tandemnih detektora (MS-MS) GRYHOD GR RWNULUD YHOL
SRWHQFLMDOQLK JHRJUDIVNLK LsE.ROIB)QLPNLK PDUNHUD &L

Osnovn R Q D [kkb@aografije temelji VH QD UD]J]OLpLWRM UDVSRGMHO
GYLMH IDJH NRMH VH PHYyXVREQR\ RML PV M H&@D/XL]IBYDU /M N
kromatografjom, PRUD ELWL WRSOMLY X WHNXdbRMhSRNMYaHWQRM |
prROD]L NUR] NRORQX X NRMRM VH QDOD]L QHSRNUHWQD N
stationary phase .RPSRQHQWH L] X]J]RUND VH YL@A@BYV S/RIXHIR MR (
LIPHYyX SRNUHWQH L QHSRNUHWQH ID]JH SUL pHPX SRMHGL(
UD]OLpLWLP EU]JLQDPD RYLVQR R QMLKRYRM VSRVREQRV)
Razdvojeni analiti se mogu osjetljivo i selektivho detektirati, a potom i kvalitativno i
kvantitativno analizirati.

Plinska kromatografija (eng. Gas Chromatography *& VH W D&bRzZaH U
odvajanje sastojaka meda (Ajila i sur., 2011). U usporedbi s tehnikom HPLC, pri
uporabi tehnike *& QXaQR MH SURYHVWL SRVWXSDN GHULYDWL]D
fenROQL VSRMHYL WH&ANR KODSOMLYL L WHUPRODELOQ
SOLQVNRNURPDWRJUDIVNX DQDOL]X X LIYRUQRBIeREOLNX 5
tehnika derivatizacije je siliranje gdje se vodik u fenolnim spojevima zamjenjuje s
trimetilsiliinom skupinom pa spojevi postaju hlapljivi, termostabilni i manje polarni (Ajila
i sur., 2011). Shematski prikaz plinskog kromatografa sa spektrometrom masa
prikazan je na slici 14.
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Slika 14. Shematski prikaz plinskog kromatografa sa spektrometrom masa.
I1DSUDYOMHQR SRPRUX %LR5HQGHU FRP

Nakon razdvajanja analita na kromatografskoj koloni dolazi do ionizacije
istra & L Y Dn@lekule u ionskom izvoru MS-a, a potom i razdvajanju fragmenata na
temelju njihovog omjera mase i naboja (m/z) u analizatoru. Detektor potom registrira
signal te daje informacije o strukturi molekule. Spektrometar masa predstavlja osjetljiv
L VSHFLILpDQ DQDOLWLPpNL GHWHNWRU D VSHNWDU PDVD
prsta, EXGXUL GD MH RYDM VSHNWDU Mit@&UL Q&éNtdrHm@sa D VYDN.
Orbitrap NDUDNWHUL]JLUD EU]JR VNHQLUDQMH WRpPQRVW SUL
UD]J]OXpIRPP\OWIDQRYLU *DaLdi
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2 + 3 HCI

Aluminijev klorid Kompleks kvercetin-

Kvercetin o :
aluminijev klorid
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Aldehid X=H
Keton=R
2,4-dinitrofenilhidrazin 2,4-dinitrofenilhidrazon

Dva su osnovna mehanizma preko kojih antioksidansi mogu deaktivirati
slobodne radikale: prijenosom elektrona, SET (eng. Single Electron Transfer) i
priienosom vodikova atoma, HAT (eng. Hydrogen Atom Transfer) (Flanjak, 2012).

Metode koje se temelje na mehanizmu prijenosa elektrona mjere sposobnost
antioksidansa da donira elektron i tako reducLUD NRPSRQHQWH XNOMXpXM
karbonile i radikale. Ove su metode ovisne o vrsti otapala i pH vrijednosti te su
relativno spore. Kod metoda temeljenih na SET-u X R E L p D Mrhi€peRjeNvdstotka
smanjenja koncentracije slobodnog radikala. Metode su osjetljive na askorbinsku i
PRNUDUQX NLVHOLQX D GR SRJUHAQLK UH]XOWDWD PRJX
kontaminanti (posebno metali). U reakciji probna tvar, koja je ujedno i oksidans, prima
elektron od antioksidansa i kao rezultat dolazi do promjene boje reagensa probne
WYDUL inpeinitét pvbpbrcionalan koncentraciji antioksidansa. Metode koje se
QDMpHAaUH NRUL YV Wattiokbidaeijgkdd) khgabditéta su: FRAP (eng. Ferric
Reducing Antioxidant Power), '3 3 + ¥1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal) i TEAC (eng.

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) (Prior i sur., 2005; Flanjak, 2012).

Metode temeljene na prijenosu vodikova atoma mjere sposobnost antioksidansa
GD UHDJLUD VD VORERGQLP UDGLND Dd 92 brzé mepd@&kdjs XL YRC
ne ovise o vrsti otapala i pH vrijednosti sustava. U reakcijskom mehanizmu generator
slobodnih radikala oksidira probnu tvar, a antioksidanssH V SUREQRP WYDUL QDW
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VORERGQH UDGLNDOH -HGDQ RG QHGRVWDWDND MH WDM
NRPSRQHQDWD XNOMXpXMXUL LI PHiaNB40ItatimB. RiatddekBjer HVWL G|
se temelje na mehanizmu +$7 D QD M p tldeligd: O©RAC (eng. Oxygen Radical
Absorbance Capacity), TRAP (eng. Total Radical Trapping Antioxidant Parametar) i
metoda izbjeljivanja krocina (eng. Crocin Bleaching Assay) (Flanjak, 2012).

=D RGUHYLYDQMH DQWLRNVLGDFLMVNRJ NDSDFLWHWD
PHWRGD YHU V H NRPELQLUDMX UD]JOLpLWH PHWRC
VSHNWURIRWRPHWULMVNH IOXRULPHW3RHMVDME i PRAERGH NDF
]JDMHGQR V PHWRGRP RGU Hgla.YNItQjdtiia nétods Qel ptikdztije
mehanizme djelovanja svih slobodnih radikala i svih antioksidansa koji su prisutni u
NRPSOHNVQRP VXVWDY BebtkérRsui.\\2604VRtankakK &012).

Brojna LV W U D &l poReQAMDGD SRVWRML SR Y HirfidRgRisdiiskad P H y X
kapaciteta meda i udjela IHQROD 7D NRyH da ¥axnipé W3té) 8dd® imaju
PQRJR YHUOL DQWLRNYVL Gjetljik wibel(BErEtta Dsbrl, 206bY\BeRd@hcelj
i sur., 2007).

Metoda '33+fMH QDMpHAEAUH NRU[LEBWHEUHPIHWDRGIMH DQWLRNYV
aktivnosti u uvjetima in vitro. Temelji se na redukciji slobodnog radikala '3 3 + #(1,1-
difenil-:2-SLNULOKLGUD]LO NRML LPD MHGDQ VORERGQL HOHNW
dajXuL PX OMXELpDVWX ERMX .RPSOHNV MH VWDELODQ QD V
PDNVLPXPRP QD YDOQRM GXOMLQL RG QP .DGD VH R\
DQWLRNVLGDQVRP GRQRURP YRGLNRYD DWRPD '33+%f VH |
VPMHVD JXEL BDRNCE WD WWXPRAH RERMLWL aXupRe]HiRa] SULV X\
17) (Brand-Williams i sur.,1995; Shimada i sur., 1992; Molyneux, 2004; Ashgar i sur.,

2008).
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1,1-difenil-2-pikrilhidrazil e .
radikal Antioksidans 1,1-difenilpikrilhidrazin
Slika 17. Prikaz reakcije radikala 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala ('3 3 + Xs

antioksidansom (Musa i sur., 2016).

Metoda se temelji na antioksidacijskoj sposobnosti testirane tvari da doniranjem
elektrona u kiseloj sredini (pH = 3,6) UHGXFLUD &R WR$Rpleksu
Fe(lll)-tripiridiltriazina X QMHJRY UHGXFLUDQL )H ,, REOLN SUL pH
obojenja (slika 18). Spektrofotometrijski se mjeri intenzitet nastalog plavog obojenja
pri valnoj duljini od 593 nm, a on je proporcionalan redukcijskoj sposobnosti. Osnovna
kemijska reakcija je ista za sve modifikacije testova FRAP (Berker i sur., 2007).
1IHGRVWDWDN RYH PHWRGH MH adaWR UH VYDND NRPSRQHC
aQWLRNVLGDFLMVNX VSRVREQRVW LOL QH D SHE¥MHGXMH
GRYHVWL GR UHGXNFLMH AHOMH]D L] Iwiddno ARAB-R. REOLN
Prednost ove metode je brzina, jednostavnost, robusnost i niska cijena (Benzie i
Strain, 1999; Karadag i sur., 2009; Flanjak, 2012).

AN AN

Fe(ll)-tripiridiltriazin Antioksidans Fe(ll)-tripiridiltriazin

Slika 18. Prikaz reakcije Fe(lll)-tripiridiltriazina s antioksidansom (Huang i sur., 2005).
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6WUXNWXUQH DEHUDFLMH VX RAWHUHQMD NURPRVRPVN
VYMHWORVQLP PLNURVNRSRP 5D]JOLNXMHPR NURPDWLGQH
MHGQX VHVWULQVNX NURPDWLGX MHGQRJD Ladjekdj@H NURP |
XNOMXpXMX REMH VHVWULQVNH NURPDWLGH MHGQRJD LOL
NURPRVRPD PRJX VH WDNRyYyHU SRGLMHOLWL QD QHVWDELO
aberacija u limfocitima postupno se smanjuje nakon prestanka izlaganja mutagenu,
dok se stabilne aberacije mogu otkriti i nakon mnogo godina. Nestabilne aberacije su
ELFHQWULpPpQL L SUVWHQDVWL NURPRVRPL DFHQWULpPQL
UHDUDQAPDQL NURPRVRPD 2QH PRJX VWHULpPNL RPHWDW
gubitka JHQHWLpNRJ PDWHULMDOD X VWDQLFDPD NUOUHULPD
SRMHGLQLK JHQD D X NRQDpPQLFL QDVWXSD L VPUW V\
XUDYQRWHAHQH WUDQVORNDFLMH LQYHU]JLMH L GUXJL VL
mogu prenijeti u stanice NUHUL ORJX VH GHWHNWLUDWL VDPR SRVHE!
kromosoma (metode pruganja, fluorescencijska in situ hibridizacija +FISH) (Bender i
sur., 1988).

Analiza se temelji na 48-satnome uzgoju limfocita iz periferne krvi u hranjivom
mediju. Limfociti se u uvjetima in vitro SRWLPX GLREX SRPRUX PLWR.
fitohemaglutinina. =D YULMHPH UDVWD X NXOWXUL OLPIRFLWL SUF
FLNOXVD OHYyXWLP GD EL VH PRJOD DQDOL]JLUDWL RaAWHUF
zaustaviti diobuu PHWDID]L NDGD VX RQL QDMEROMH XRpOMLYL
FLWRVWDWLND NROKLFLQD X NXOWXUH WLMHNRP SRVOMHG
VWYDUDQMH GLREHQRJ YUHWHQD SD PHWDID]QL NURPRVRP
isteku 48. sata kultiviranja pristupa se izradi mikroskopskih preparata. U prvom koraku
SULPMHQRP KLSRWR Q LpKpHdaRoW/&u s® Hizisaj @rltrbti, a talog u
NRMHP VX OLPIRFLWL SURpLAUDYD VH V QHNROLNR X]DVW
staniFD RWRSLQRP ILNVDWLYD PHWDQRO L OHGHQD RFWH
VXVSHQ]J]LMD OLPIRFLWD QDNDSDYD VH QD SUHGPHWQD VWD
VH QD JUDNX RERMH FLWROR&GNRP ERMRP *LHPVD L SUI
PLNURVNRSRP SBOxHAIlRe@MIi$ur., 2000; Vulic i sur., 2015) .

Shematski prikaz vrsta strukturnih aberacija dan je na slici 19.
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KROMATIDNE ABERACIJ E

Kromatidni lom Kromatidne izmjene (tetraradijus)

KROMOSOMSKE ABERACIJE

Izmjene dijelova Izmjene
Kromosomski Izmjene dijelova L]PHY L]PHY X GY dijelova unutar
lom UD]JOLpLWLK NU kraka istog istog kraka
kromosoma kromosoma
T %LFHQWULPQL M &8HQWULpPQL AOLQXW
o
O
-
D $FHQWULDPQL
= fragment
T
o
-
>
I’y SFHQWULYE
fragment
5HFLSURpPpQD 3HULFHQW 3DUDFHQYV
translokacija inverzija inverzija
T
(04
ol
-
D
=
T
o
-
O

Slika 19. Vrste strukturnih aberacija kromosoma. SULODJRYHQR SUHPD ,$($
IDSUDYOMHQR SRPRUX %LR5HQGHU FRP
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Citohalazinom B-blokirani mikronukleus-test na limfocitima periferne krvi (eng.
Cytokinesis-Block Micronucleus Assay, CBMN) predstavlja standardni test za
SURFMHQX JH Q RBW kN pdnogaRnijiwd_testa analize strukturnih aberacija
NURPRVRPD WDNRYyHU XNOMXpXMH OLP IFRFLpatieddkOML VH O
XVSMb&QRL RAWHIHQMD GLREHQRJ YUHWHQOFdnethURPRVRP
Morley, 1985; Norppa i sur., 1993; Kirsch-Volders i sur., 1997; Kopjar i sur., 2010).

Mikronukleusi su male kromatinske strukture promjera 1/16 =+ 1/3 promjera
JODYQLK MH]JDUD VPMHAWHQH VDPRVWDOQR XQXWDU LQ
jezgru, ali su u potpunosti odvojeni od nje (Fenech i sur., 2003). Nastaju
kondenzacijomaFHQWULPpQLK NURPRVRPVNLK IUDJPHQDWD QDVW|
]DRVWDOL X DQDID]JL D QLVX VH XVSMdijéah krghddson@aL WL X V'
I1IDVWDMX XVOLMHG RAWHUHQMD GLREHQRJ YUHWHQD R&awt
aparata ili kromosomVNLK SRGVWUXNWXUD WH PHKDQLpPpNLK RaWHUFE
.RSMDU L VXU SRMDYQRVW PLNURQXNOHXVD XSXuXl
aberacije kromosoma, kvantitativnije SRND]DWHOM JHQRWRNVLPQRJI XpLC
rabiti i u uvjetima in vitro i in vivo (Fenech i Morley, 1985; Fenech i sur., 2003, Kopjar
i sur., 2010).

Osim mikronukleusa, primjenom CBMN-testa mogu se otkritii druge PRUIROR&NH
SURPMHQH X ELQXNOHDUQLP VWDQLFDPD NNdeRr BiMBR VX MH]
NB) i nukleoplazmatski mostovi (eng. Nucleoplasmic Bridges, NPB). Pupovi
PRUIRORAGNL QDOLNXMX PLNURQXNOHXVLPD DOL VX V MH]
AVWDEOMLNRP3 QXNOHRSOD]PDWVNRJ PDWHULMDOD RYLVC(
intersticijalnu DN$ L QDVWDMX XNODQMDQMHP VDGUADMD L] MH]J
DNA, prekobrojnih  kromosoma i sl. Mostovi predstavljaju neprekinutu
QXNOHRSOD]PDWVNX YH]X L]JPHYyX MH]IJDUD X ELQXNC(
QXNOHRSOD]PDWVNRJ PRVWD PRatWw O/H RBIDNWDO®RR QUHD BAJLHNARDY]L
bHWY pWwrhj@aX jezgara unutar stanice. Nastaju tijekom anafaze kada se
FHQWURPHUH EL EBQ WSRO} KM I3MNE pdvQku Kha suprotne polove
stanice tijekom mitoze. Mogu nastati i fuzijom telomera kromosoma (Fenech i sur.

2011).

Nadalje, primjenom CBMN-WHVWD PRJX VH SURFLMHQLWL L FLWRYV

PHWRGD RPRJXUXMH PRUIROR&NR UD]J]OLNRYDQMH VWDQLFI
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UDQRM D SRS WhRdenzirdhikiodatin unutar jezgre, dok je u kasnoj apoptozi
prisutna fragmentacia NURPDWLQD X PDQMD QXN Ouhlday @akwWwteMHOD V
citoplazme. Stanice u ranoj nekrozi imaju blijedo obojenu citoplazmu s brojnim
YDNXRODPD L R &W HafisKuQuenibtami RS KaghdpPnekrozi vidljiv je gubitak
FLWRSOD]PH L RAWHUHQD QHS U,RYH/RBRINVE | izlijdvanp PHPEUL
MH]JULQRJ VDGUADMIDO3)HQHFK L VXU

6KHPDWVNL SULND] YUVWD FLWRJHQHWLpPpNLKonRE&WHUH G
CBMN-testa dan je na slici 20.

Slika 20. 9OUVWH FLWRJIJHQHWLpPpNLK RGWHUHQMD NtBskaD VH RWNU
(Fenechisur., 2003). 1IDSUDYOMHQR SRPRUX %LR5HQGHU FR
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CBMN-testdodatno RPRJXUXMH XYLG X SUROLIHUIDWA&koM2& VWDQLF
YULMHPH PLNURVNRSVNH DQDOLJetnnR perma,MrinaViH YOLLARH R F LV
JODYQLK MH]JDUD 5HODWLYQH Xp rhhived@iRvanjenapretka VWD QL F
VWDQLpPQRJ FLNOXVD OLPIRFLWD QDNRQ VWLPXOseELMH PLW
indeksa diobe jezgara (eng. Nuclear Division Index, NDI) (Eastmond i Tucker, 1989).
60LPpDQ VH SRGDWDN GRELYD L L] W]Y SUROLIHUDFLMVNRJ
citokinezom (eng. Cytokinesis-Block Proliferation Index & % 3, NRML avaind JUDp X Q
temelju EURMD VYLK SUHJOHGDQ L KoideYduK, 2008;WD&ECD., R0O18)W D Q L FD

-HGDQ RG QDMpH&UH NRUL&WHOQLKtes M&tikeR réd kdiLWRW RN
R P R J X Ukgavittiativnu SURFMHQX EURMD ALYLK VWDQLFD X NXOWX
WHPHOML VH QD VY R da\AKiviK téalndpbritonvuvaBebbjl Beutral red (3-
amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid) L YH&X MH X OL]RVRPLPD 5}
sur., 2008). SNROLNR GRyH GR RaAWHUIHQMD VWDQL$@hujeOL OL]R
VH XQRV L |DGUADYDQMH ERMH QDNRQ LVSLUDQMD L SURF}H
1991). Nakupljane ERMH XQXWDU OL]RVRPD ]QDpL GD QLMH GR&O
membrana. Nakupljena boja u stanici se zatim ekstrahira i mjeri se apsorbancija pri
540 nm koja je u neposrednoj RYLVQRVWL V EURMHP AaLYLK VWDQLFD ¢
1991).

Prooksidacijski X p L QLD/NV U D &varivodr@piy X M H VH P NREISH Reldmsk
i nepolarni 2',7'-diklordihidrofluorescein-diacetat (DCFH-DA) difuzijom prolazi kroz
VWDQLpPpQX PHPEUDQX QDNRQ pHJD JD XQXWDUVWDQLpPpQH
2',7'-diklordihidrofluorescein (DCFH) koji reagira s ROS-om u stanici i oksidira se u
fluorescentni 2',7'-diklorfluorescein (DCF) koji fluorescira (slika 21) (Afri i sur., 2004).
- D p Lfldescencije proporcionalna je udjelu ROS-a (Yang i sur., 1998).
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Slika 21. Shematski prikaz ulaska 2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetata (DCFH-
DA) ustanicu. IDSUDYOMHQR SRPRUX %LR5HQGHU FRP
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2.18.

.DR aW Rrethbdno navedeno, oksidacijska R&WHUIHQMD '1$ JHQHULU
stanicama ROS-ove NDR UH]XOWDW VWDQLKHQRHYXIESWBBERYD|@RDL
HIJJRJHQLP L]YRULPD SRSXW NDQFHURJHQLK VSRMHYD OLI
ROS-ovi V NRMLPD VH DHUREQH VWDQLFHRQWMPHAIH 'YXMUGBRX
GR OH]LMD ED]JH L a8HUHUD SXFDQMD ODQDFD XPUHA&DYDC
apurinskih i apirimidinskih mjesta (Li i sur., 1994; Alsulami i sur., 2019).

=D LVSLWLYDQMH DQWLRNVLGDFLMVNRJ XpLOANR2 PHGD R
JHQHWLPpNL P DiklWitrd IPNRESG ON D R LDINAWIakz@id\Nd kX174 RF1. To je
GYRODQpPDQL NUXAQL SOD]P méla@otimgséniNod 3,5 >S1° Da, a
izoliran je iz bakterije Escherichiacoli 6DQJHU L VXU 2YDM SOD]PLG Q
RNVLGDFLMVNRP RaWH vbd@diX SGHWHROIRYBQMHPL ORPRYLPD N
uzrokovati UV JUD p H QdJ i prisutnosti kombinacije vodikova peroksida i UV
JUDpHQMD GROD]L GR SXNQXiiD a\B H.UBINYN MR @ K WO FRDAY
plazmida te taj GMHORPLpPpQR oUlR [pleida Qu gelu putuje sporije od
QHRAWHUIHQRJ VXSHU]J]DYLMHQRJ SOD]JPLGD &LONeBYRJ HNV
RELpQH SI@AAQ &ksttdkt VPDQMLWL RNVLGDFLMVND RaAaWHUHQMD
GMHORYDQMHP 89 ]U B pétaswl® (L i 3UR,G2M;RGIImour i sur. 1996;

Thibodeau i Paquette, 1999).
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Materijali i metode

8]RUFL PHGD RELDPQH SO D Qepostedhon NREIWDHNWLX VK XpH O D
Prikuplieno je osam X]JRUDND PHGD W X RQ M X vexrwdéiiod 2016.
do 2018 godine.

Uzorci meda su, po obavljenom uzorkovanju, pohranjeni u staklene posude,
poklopljeni metalnim poklopcemte VN O D G L &&hpe@aturidit8 °C GR SURYRYHQMD
analiza. Slika 22 prikazuje uzorke V. SULSDGDMXULP R JWpboéhiz teJRGLQ
lokacije s kojjh SRWMHpX SURL]J]YHGHQL X]J]RUFL PHGD

V5

® ve

°
K7

N14 g1 e, K8

R2 M5
Oznaka Lokacija Godina
uzorka proizvodnje proizvodnje
R1 Konavle 2018.
R2 Konavle 2018.
V5 Vrgorac 2017.
V6 Vrgorac 2017.
K7 Konavle 2016.
K8 Konavle 2016.
N14 3HOMHAD 2016.
M15 Molunat 2016.

Slika 22. SRGUXpMD MXaQH +UYDWVNH V NRMLK MH SULNXSOMH
NRQWDNWX VXSFHEBPHQRDNRP SHULRGX L]®Bétinx L
Prikupljeno je osam uzoraka PHGD REL p Q B joHr@itské Hojima su
dodijeliene SULSDGDMX.{iH R]QDNH
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, VWUDALYDQMD X RYRPH UDGX SURYHGHQD VX QD KXF
NDUFLQRPD SORpDVWLK VWDQLFD MH]LND &DO RHSDWRF
i adenokarcinoma epitela debelog crijeva (Caco-2) 6WDQLpQH OLQLMH RSLV
poglaviju 2.10.

OHOLVRSD&ahdizRROR &N

x glicerinski gel, Sigma-$OGULFK 6WHLQKHLP 1MHPDpPpND
x fuksin, Sigma-$OGULFK 6WHLQKHLP 1MHPDpND

x destilirana voda

Fizikalno-kemijska svojstva

x

natrijev hidroksid (NaOH), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

bakrov sulfat-pentahidrat (CuSO4x5H20), Sigma-Aldrich (Steinheim,

IMHPDpPpND

x kalijev natrijev tartarat-tetrahidrat (CaHsKNaOesx4H20), Sigma-Aldrich
6WHLQKHLP 1MHPDpPpND

X klorovoGLp QD NIHCHZIB 5 @D Kemika (Zagreb, Hrvatska)

x VDKDUR]D )OXND 6W *DOOHQ AYLFDUVND

x

x metilensko modrilo, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
x fenolftaleinska otopina (0,5 % u etanolu), Sigma-Aldrich (Steinheim,
1IMHPDpPND

x destilirana voda
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Otopine:
Fehlingova Fehlingova
otopina A otopina B
CuSOeaH0 C4H4sKNaOsx4H20
Destilirana voda
(do1L) NaOH (100 g)
Destilirana voda
(doll)
Otopina se

pripremi 24 sata Otopina se filtrira.
prije titracije.
Standardizacija Fehlingovih otopina
Fehlingove otopine A (5 mL)
Fehlingove otopine B (5 mL)

5DGQD RWRSLQD LQYHUYWRMR) dHUHUD

Spektrofotometrijske metode

Standardna otopina Metilensko

LQYHUWQRJ &HLi' mod rilo
Saharoza (9,5 g)

HCI (36,5 %; 5 mL)

Destilirana voda (do 1 L) Metilensko
modrilo (2 g)
Radna otopina (2 g L1 Destilirana voda
(do1l)

Standardna otopina
(10gL?
NaOH (1 mol L?)

Do potpune
reakcije
J

2GUHYLYDQMH DQWLRNVLGDFLMYBRI NDSDFLWHWD PHW
X metanol (99,9 %), Merck 'DUPVWDGW 1MHPDpPpND
X 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil-radikal ('33+1% )YOXND % XFK
X 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), Fluka (St.
*DOOHQ AYLFDUVND

a)

AYLFDUVND

Priprava reagensa:

4 mmol L1
-1
0,18 mmol L 6-Hidroksi -2.5,78-
1,1-Difenil -2- .
Lo ; ) tetrametilkroman -2-
pikrilhidrazil r adikal karboksilna kiseli
('33+} arboksilna kiselina
(Trolox)
"33+ {18 mg) Trolox (10 mg)

Metanol (do 250 mL) Metanol (do 10 mL)

b) 2GUHYLYDQMH DQWLRNVLGDFLMVNRJ NDSDFLWHWD PHW
X NORURYRGLPQD N L\ Bengkd (Zagted, Hrvatska)

X natrijev acetat-trihidrat (CHsCOONax3H20), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

x koncentrirana octena kiselina (CH ZOOH; 99,5 %), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
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X 2,4,6-tripiridil-1,3,5-WULD]LQ 737=

X aH O MIH)]Korid heksahidrat (FeClzx6H20), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

X aHOMIH ]Bulfat heptahidrat (FeSO4x7H20), Sigma-Aldrich (Steinheim,
IMHPDpPpND

Priprava otopina:

JOXND 6W

*DOOHQ &YLFDI

-1
A?c?eota:?rwglulf_er 10 mmol L 1 20 mmol Lt 500 mmol L 1 Reagens
_ TPTZ FeClsx6H20 FeSOax7H20 FRAP
(pH =3,6)
300 mmol L*
Acetatni pufer
C2H2NaO2x3H20 FeClsx6H20 FeSO4x7H20 (100 mL)
Octena kiselina TPTZ (31 mg) (54 mg) (1391 mg) 10 mmol Lt
(24,5 mL) 40 mmol Lt HCI Destilirana Destilirana TPTZ (10
Destilirana voda (do 10 mL) voda voda mL)
(do 1000 mL) (do 10 mL) (do 10 mL) 20 mmol L*
FeCls (10
mL)

) 2GUHYLYDQMH XGMHOD XNXSQLK IHQROD

x Folin-Ciocalteau reagens, Sigma-$OGULFK 6WHLQKHLP

IMHPDpPpND

X natrijev karbonat (Na2COs3), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

x galna kiselina, Sigma-Aldrich 6 WHLQKHLP

I1MHPDpPpND

etanol (96 %), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

fruktoza, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

glukoza, Sigma-$OGULFK 6WHLQKHLP 1MHPDpPND
maltoza, Torlak (Beograd, Srbija)

saharoza )OXND 6W *DOOHQ A4YLFDUVND
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Priprava radnog standarda JDOQH NLVHOLQH L RWRSLQH aHUHUD

Galna kiselina Umjetni med 8 o
(5000 mg L 1) (RWRSLQD)aHIut IS

S

Fruktoza (40 mg) ,c;d )

Galna kiselina (55 mg) Glukoza (30 mg) - é
Etanol (1 mL) Maltoza (8 mg) > 3
Destilirana voda (do 10 mL) Saharoza (2 mq) x 3
o

Destilirana voda (do 10 mL)

d OHWRGH ]D R Gudjelg ukapnhi@ Natbnola, flavona i flavanona

x aluminijev klorid (AICI3), Sigma-$OGULFK 6WHLQKHLP 1MHPDpND
X 2,4-dinitrofenillhidrazin (DNP; 97 %), Kemika (Zagreb, Croatia)

x kvercetin, Sigma-$OGULFK 6WHLQKHLP 1MHPDpPpND

X naringenin, Sigma-$OGULFK 6WHLQKHLP 1MHPDpND

X metanol (999%) OHUFN 'DUPVWDGW 1MHPDpPpND

X etanol (96 %), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

X sumporna kiselina (H2SO4, 96 %), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

x kalijev hidroksid (KOH), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Priprava radnih standarda i otopina:

Kvercetin Naringenin Aluminijev Otopina Otopina
(gLl (5glL? klorid (5 %) DNP (1 %) KOH (10 %)
. . , DNP (1 g)
Kvercetin Naringenin . .
(1 mg) (5 mg) Aluminijev klorid H2S04 KOH (10 g)
. . (59) (2 mL)
Destilirana  Destilirana Metanol
voda voda (do 1 (dg/lig%n%ll_) (dgﬂig‘%‘u (do 100 mL)
(do1mL) mL)

Kvalitativna i kvantitativha analiza fenola UHPLC-LTQ Orbitrap MS-om

acetonitril  p L V WE&RMISY, Sigma-Aldrich (Steinheim, 1M HP D pND

X octena kiselina (CH ZOOH; 99,99 %), Sigma-$OGULFK 6WHLQKHLP 1MHF
NORUR Yiselibp@0O; 365%) OHUFN 'DUPVWDGW 1MHPDpND
metanol pLV W&RHPHC OHUFN 'DUPVWDGW 1MHPDpPpND

X

X

X
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x XOWUMPL@WD 6 FP

x Standardi:

1

Galna kiselina
Protokatehinska kiselina
4-Hidroksibenzojeva kiselina
4-Hidroksifeniloctena kiselina
p-Kumarinska kiselina
Kafeinska kiselina
Ferulinska kiselina
Neoklorogenska kiselina
Pinocembrin
Naringenin
Krizin
Apigenin
Luteolin
Akacetin
Galangin
Kamferol
Kvercetin
Kamferol-7-glukozid
Kvercetin 3-O-ramnozid
Rutin
Izorhamnetin 3-O-glukozid

Sigma-$OGULFK 6WHLQKHLP

'RELYDOQMH HNVWUDNWDHBAGOME-dcMGUHYLYDQMH
X metanol (99,9 %), Merck (Darmstadt, LM HPDpND
X homogentizinska kiselina (HGA), Sigma-$OGULFK G6WHLQKKHLP
X N,O-bis(trimetilsilil)trifluoracetamid (BSTFA) s 1 % trimetilklorsilanom (TMCS),
Restek (Bellefonte, SAD)
x etil-acetat OHUFN 'DUPVWDGW 1MHPDpND

X destilirana voda

Kromosomske aberacije i CBMN-test
x medij RPMI 1640 (L-glutamin, 25 mmol L Hepes), Lonza, BioWhittaker
(Walkersville, SAD)
X citohalazin B, Sigma-$OGULFK 6WHLQKHLP 1MHPDpPpND
x kolhicin, Sigma-$OGULFK 6WHLQKHLP 1MHPDpPND
X irinotekan, LC Laboratories, (Woburn, SAD)
X bleomicin, Sigma-$OGULFK 6WHLQKHLP 1MHPDpPND
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x fetalni J RY K&rum, toplinski inaktiviran (FBS), Gibco (Carlsbad, SAD)

X penicilin i streptomicin, Sigma-$OGULFK 6WHLQKHLP 1MHPDpND
x fitohemaglutinin, Remel (San Diego, SAD)

x kalijev klorid (KCI; 0,075 mol L), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

X metanol (99,9 %), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

x ledena octena kiselina (CHsCOOH; 99,9 %), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

x dimetilsulfoksid (DMSO), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

X boaGLHPVD OHUFN 'DUPVWDGW 1MHPDpPpND

x glicerol, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

X |L]LR Oomamamo,9 %-tna otopina natrijeva klorida)
Otopine:
Ibraimova Otopina za Otopina Otopina Otopina
otopina fiksiranje Giemsa kolhicina citohalazina B
: lzvorna
Izvorna otopina .
otopina
Metanol
(3 mL) Metanol Kolhicin (40 mg) Citohalazin
Ledena (300 mL) Giemsa boja  Destilirana voda (10 mg)
octena Ledena (5 mL) (do 100 mL) DMSO (2 mL)
kiselina octena Destilirana .
(5mL) kiselina ~ voda (do 100 ~ Radnaotopina o 6i65ina
Destilirana (100 mL) mL) (0,004 %)
voda ,VKRGLaQD ,VKRGLa
(do 100 mL) (1 mL) otopina (1 mL)
Destilirana voda F-10 medi
(do 10 mL) (do 10 mL)

Uzgoj stanica, SURYRVHOMH WHVWD FLWR \p&okisidadiskdiVWPIL QNRDG U H y

a) Kemikalije za uzgoj stanica:

x medij RPMI 1640 (L-glutamin, 25 mmol L' HEPES), Lonza, BioWhittaker
(Walkersville, SAD)

x fetalni JR Y Hgrum, toplinski inaktiviran (FBS), Gibco (Carlsbad, SAD)

x otopina EDTA-tripsina (0,02 % EDTA,; 0,25 % tripsin), Gibco (Carlsbad, SAD)

X penicilin (10000 U mL?) i streptomicin (10 mg mL?), Gibco (Grand Island, NY,
SAD)
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b) THVW FLW R VWtestNeltfad) W L
x ledena octena kiselina (CHsCOOH; 99,9 %), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

X Neutral red (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin-hidroklorid), Sigma-Aldrich
6WHLQKKHLP 1MHPDpPpND

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

x natrijev klorid (NaCl), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
x kalijev klorid (KCI), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
X natrijev hidrogenfosfat dekahidrat (Na2SO4x10H20), Acros Organics (New

Jersey, SAD)

x kalijev hidrogenfosfat (K2HPOa4), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
X etanol (96 %), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
X octena kiselina (CHsCOOH; 99,5 %), Sigma-$OGULFK O6WHLQKHLP

c) Prooksidacijski X p&kQ
x dimetilsulfoksid (DMSO), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

x 2'7'-diklorfluoroscein-diacetat

IMHPDpPpND
x Fosfatni pufer £PBS pufer (pH=7,2 +7,4)

Priprava otopina:

Fosfatni pufer =+
PBS
(pH=7,2 £7,4)

NacCl (8,0 g)
KCI (0,2 g)
Na2HPO4x7H20
(2,2 9)
KH2POa4 (0,2 g)
Destilirana voda
(do 1000 mL)

Sterilizira se 15
minuta pri 120 °C i
tlaku 1,01x10° Pa

Neutral red

Izvorna otopina
(5 mg mL?)

Neutral red (50 mg)
Etanol (do 10 mL)

Radna otopina
(0,005 mg mL?)

Izvorna otopina
(0,2 mL)
RPMI medij za uzgoj
stanica (do 10 mL)

(DCFH-DA),

Sigma-Aldrich  (Steinheim,
Otopina za Otopina
odbojavanje DCFH-DA
Izvorna otopina
(2 mmol L1)
DMSO (2 mL)
Octena DCFH-DA (2 mg)
kiselina
(I mL) Radna otopina
Etanol (50 mol L?)
(50 mL)
Destilirana

voda (49 mL)

Izvorna otopina
(0,5 mL)
pufer PBS (9,3
mL)
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d) AQWLRNVLG D FiaNDMApla2tid pRiRIN4g RF1

x DNA plazmid phiX174 RF1, Promega Corporation, Wisconsin, SAD

x TRIS pufer, Invitrogene (Massachusetts, SAD)

x ledena octena kiselina (CHsCOOH; 99,9 %), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

x etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

X agaroza, Invitrogen (Massachusetts, SAD)

X bromtimol plavo, Sigma-$OGULFK 6WHLQKHLP 1MHPDpPND

x glicerol, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

X YRGLNRY SHURNVLG OHUFN 'DUPVWDGW 1MHPDpPpN
etidjev EURPLG OHUFN 'DUPVWDGW 1MHPDpND

X

Priprava otopina:

Obojeni pufer za

Agarozni ~
TAE pufer g£u5%) ODQRAHQMH
’ (eng. loading buffer )

TRIS (484 9) . Agaroza
Ledena(llolcfrr;al_l)(lsellna (1,59) Bromtimol plavo (0,2 g)

EDTA (379) TAE pufer Glicerol (50 %; 6 mL)

i~ /9 (do 100 Destilirana voda (4 mL)
Destilirana voda mL)

(doll)

OHOLVRSDOLQRORAND DQDOL]D
X mikroskop Axio Scope Al (Carl Zeiss, Jena, IMHPDpPpND SULNOMXpHQ QEC
fotoaparat model Axiocam 208 Color (Carl Zeiss, Jena, 1IMHPDpPpND L SRYH]D
sa sustavom za analizu (ZEN 3.1 plavo izdanje)
Fizikalno-kemijska svojstva
X polarimetar, Carl Zeiss (Jena, 1LMHPDpPpND
x refraktometar Model I, Carl Zeiss (Jena, 1MHPDpND
X konduktometar SevenGo, Mettler Toledo *UHLIHQVHH &YLFDUVND
x analiti [ka vaga AX 200, Shimadzu (Kyoto, Japan)
x vodena kupelj VK3EN, INKO (Zagreb, Hrvatska)
Spektrofotometrijske metode:
x UV-VIS spektrofotometar, $JLOHQW ( +tHZOHWW 3DFNDUG 1MFE
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Kvalitativha i kvantitativha analiza fenola

X

kolone ]|D HNVWUDNFLMX QD pY Soivmh&seERNMEIGNX SPEXQ J

C18 iE (500 mg; 3 mL), Phenomenex (Torrance, SAD)

PTFE filteri za HPLC ( B, Supelco (Bellefonte, SAD)

sustav |D GRELYDQMH XOWUDpPLVWH YRGH®, 0IKAUR3XUH
(Niederelbert, 1M HPDpPpND

WHNXULQVNL NURPDWRJUDI XOWUDYLVRNH GMHORWYRL
rezolucije kao detektor UHPLC £ TQ Orbitrap XL, ThermoFisher Scientific
%UHPHQ 1MHPDpPND

NRORQD 6\QFURQLV & i PP YHOLpPLQD pHVWLFD
SFLHQWLILF %YUHPHQ 1MHPDpPpND

Dobivanje ekstrakta medaiodrey LY DIGA H

X

kolone ]|D HNVWUDNFLMX Q D[epy. SalitHR&se @Rradign{SPE)]

Oasis HLB (200 mg; 3 mL), Waters (Etten-Leur, Nizozemska)

37)( ILOWHUL P //* /IDEZD WHI HADARONDQ KHL P

plinski kromatograf TRACE 1300, Thermo Scientific (Milano, Italija) spregnut sa
spektrometrom masa ITQ 700 lon Trap, Thermo Scientific (Austin, SAD) uz
UDpXQDOQL SURJYEB]IAWDMLEXUKHUPR )LVKHU %UHPHQ
kapilarna kolona TraceGOLD TG-5MS (5 % difenil, 95 % dimetilpolisiloksan;

duljina: 30 m; unutarnji promjer: 0,25 mm; debljina filma: 0,25 um), Thermo

Scientific (Runcorn, Ujedinjeno Kraljevstvo)

rotacijski vakuum-XSDULYDp 'HYDURW /MXEOMDQD 6ORYHQLMN

Kromosomske aberacije i CBMN-test

X

X

X

X

inkubator Heraeus Hera Cell 240, Thermo Scientific (Runcorn, Ujedinjeno
Kraljevstvo)

HSUXYHWH ]D Y Bitj-QadddnoshUBedtton Dickinson (Wokingham,
Ujedinjeno Kraljevstvo)

centrifuga ROTOFIX 32A, Hettich 7XWWOLQJHQ 1MHPDpPND
svjetlosni mikroskop, Leitz Laborlux D (Hesse 1MHPDpND
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Uzgoj stanica, tHVW FLWRWRRFULHQRWYINIMH SHURNVLGDFLMVN
antioksidacijskog X p La@i&IDNA plazmid phiX174 RF1
x DQDOLVvidap IR Mp8, Siver Edition, Sartorius (London, Ujedinjeno
Kraljevstvo)
x centrifuga HC- THKWQLFD &HOH]QLNL 6ORYHQLMD
X inkubator s kontroliranom atmosferom COz2, Forma Scientific (Austin, SAD)
x invertni mikroskop, Optika Microscopes (Ponteranica, Italija)
X komora za sterilni rad, Iskra (Ljubljana, Slovenija)
X spektrofotometar L pLWDp PLNURWLWDUVNLK SORpLFD &HFLO
Centre (Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo)
X vaga (Sartorius, Ujedinjeno Kraljevstvo)
x vibromikser EV-202, Tehtnica AaHOH]JQLNL 6ORYHQLMD
X sustav za elektroforezu Owl EasyCast B1 Mini Gel Electrophoresis System,
Thermo Scientific (Runcorn, Ujedinjeno Kraljevstvo)
X UV transiluminator UVipure BXT-F26 MX UVITEC Cambridge (Cambridge,
Ujedinjeno Kraljevstvo)

x Gel Analyzer 19.1, www.gelanalyzer.com
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SHOXGQL VSHNWDU PRUIRPHWULMD SHOXGQLK JUQD L U
nektarifernih vrsta provedeni su u sedimentu meda na svjetlosnom mikroskopu pri
XYHUDQMX1000x ,GHQWLILNDFLMD MH SRGU&ADQD OLWHUDW?>
UHIHUHQWQRP ELEOLRWHNRP SHOXGQRJ JUQD 6YHXpLOLAW

Fizikalno-NHPLMVNL SDUDPHWUL X PHGX R Gtlhb grizr@timV X SUHP
metodama za analize meda (IHC, 2009), a u skladu s propisima komisije Codex
Alimentarius (2001) i Direktive o medu (The Council of the European Union, 2002).

2GUHYLYDQMH PDVHQRJ XGMHOD YRGH X PHGX

Priprema uzorka meda za analizu ovisi o njegovoj konzistenciji (IHC, 2009). Svi
uzorci meda bili VX X WHN X U H Pusg\pj@avia{iz&VEHU R P L MAMVaEDLL H P
Maseni udio vode u medu odredio se pri temperaturi od 20 f& SRPRUOX
refraktometra 1D WHPHOMX LIPMHUHQRJ LQGHNVD UHIUDNFLMH L
Yww SRPRUX WDEOLFH ]D SURUDPXQ XGMHOD YRGH X PHGX
$NR VH LQGHNY UHIUDNFLMH RGUHYVXWH @iy &z HUDW X U
korekcija temperature:
t WHPSHUDWXUD YHdédati B,@023 fassvaki °C
t temperatura do 20 °C *oduzeti 0,00023 za svaki °C

2GUHYLYDQMH NLVHORVWL PHGD

Uzorak meda se titrirao, uz prisutnost indikatora fenolftaleina, otopinom natrijeva
hidroksida (0,1 mol L!) do pojave VYMHWOR UXALpDVWH ERMH ,+&
.LVHORVW VId ptephhboorxu@ D

Kiselost = 10 x V (mmol kg')
gdje je:
V zvolumen NaOH (0,1 mol L) potreban za neutralizaciju 10 g meda
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2GUHYVLYDQ M HprevOdHixowt thedaQ H

=D RGUHYLY D Q Mgrovbdadi Whelda [plpremila se 20 %-tna otopine
meda: 20 g meda otopilo se u destiliranoj vodi, prebacilo u odmjernu tikvicu od 100
mL i nadopunilo destiliranom vodom do oznake. Dodano je 40 mL pripremljene otopine
U posudu i termostatirano na 20 °C u vodenoj kupelji. Mjerla VH HOHNWULpPQD RWS
REUQXWR SURSRUFLR@daifvDsti HONHRNUW. VWHIRMNRQGXNWRPH
2009).

(O H N Wpdovgd@dst MH L]UD BXQIPWDVOMHGHGRM IRUPXOL

SH=KxG
gdje je:
Si+HOHNWU LD Q DefMhSRIIE RV W
K tkonstanta elektrode (cm™)
G zprovodljivost (mS)
Rezultati su prikazani V. W R p Q R%niSXcm™.

2GUHYyLYDQMH UHGXFLUDMXuLK aHUHUD

OHWRGD VH WHPHOML QD UHGXNFLML JHKOLQJRYH RWHF
reduciranin AHUHUD L] PHGD X] X SR W thBdEX kBoHindikaBorhQIMGL R J
2009).

a) lzvagana su 2 g homogeniziranoga meda (m2), prenesena u odmjerenu tikvicu

obujma 200 mL i otopljena u vodi, a tikvica se dopunila vodom do oznake.

b) Odmjerilo se 50 mL otopine meda pod a) i dodalo joj se destilirane vode do 100 mL
UDJULMHYHQD RWRSLQD PHGD

PRETHODNA TITRACIJA

Ukupni volumen tvari koja reagira na kraju redukcijske titracije mora biti 35 mL,
ato se postigo GRGDYDQMHP RGUHYHQH NROLDbB@HSYBREmM SULMH
na to da je Pravilnikom za med (NN, 2015) propisano YLAH R% UHGXFLUDMXULF
dHUHUD UDPXQDWLK NDR L Qe ébaijemaltitradijdi thlbi seQivlic® UL M H

W R vbBl@nen vode koji se dodaje kako bi se u postupku analize osigurala redukcija
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pri stalnom volumenu. Volumen SRWUHEQH NR Glolhid @dd odbiugdh
SRWUR&blnBnh UDJULMHYHQH RWRSLQH PHGD X SUHWKRGQF
odmijerilo 5 mL Fehlingove otopine A i prenijelo u Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL,
potom je dodano5 P/ )HKOLQJRYH RWRSLQH % P/ GHVWLOLUDQH

P/ UDJULMHYHQH RWRSLQH PHGD L] ELUH&WE vienfhGQD VH P
nakon dvije minute, dodan je 1 mL 0,2 %-tne otopine metilenskog modrila. Titracija je
]IDYUahakodb WUL PLQXWH SRQRYQLP GRGDYDQMHP UDJULMHY
boja indikatora QLMH LapRBRWOBLRMENLUD]JULMHYHQH RWRSLQH PHC
potpuno reduciran RE L O $&1d 303

2'5( ,9%1-(

Pipetom se odmijerilo 5 mL Fehlingove otopine A i prenijelo u Erlenmeyerovu
tikvicu od 250 mL te je dodano 5 mL Fehlingove otopine B. Potom je dodano (25 mL
+XmL3® GHVWLOLUDQH YRGH PDOR NDPHQD SORYXUFD L L] EL
tako da je za kompletnu titraciju ostalo oko 1,5 mL (X mL3 +1,5 mL). Hladna
PMHA&DY L QD |4 Bel tibLvikifjaYiDivile minute je R G U &b Wrijereno vrenje. Za
vrijeme vrenja dodan je 1,0 mL 0,2 %-tne otopine metilenskoga modrila. Titracija se,
GRGDYDQMHP UD]UL kéti HIQ bbefbbeR)S inQikatora, morala |DYUAaLWL
XNXSQR ]D WUL PLQXWH 3RWUR&AHQD NRREROMHIUDPDLMHY F

mL".

,=53y813$9$1-(
,QYHUW QL] Uibi & @nM190 g uzorka SUHPD VOMHGHURM IRUPXOL

PLs B T—g
gdje je:
mLQYHUWQL aHUGHU J
m tmasa uzorka (g)

V2t YROXPHQ UDJULMHYHQH RWRSLQH PHGD SRWUR&HQ

1IDSRPHQD 5DGL SUHFL]QRVWL L SRQRYOMLYRVWLHUH]XOW|

koliki volumen vode valja dodati da bi ukupan volumen iznosio 35 mL.
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2GUHYLYDQMH XNXSQLK IHQROD

Reakcijska smjesa pripremliena e PLMHADQMHP V X]J]RUND PHGD
UDJULMHYHQ T X GHVWLOLUDQRM YRG L-CioGaleud Wdgénsa) DQH YR
/ 1IDNRQ aRadanay¢ otopina Na2COs (6 %; 1,5 mL) te je smjesa
KRPRJHQL]LUDAQ D 1P sdWuddi.Co@edild e inkubacija uzoraka u trajanju od
30 minuta pri f& X WDPL QDiRerdgnd dfizorbancija spektrofotometrom
UV-VIS na 725 QP 3RPRUX EDAaGDUQRJ GLMDJUDPD ]D JDOQX N
maseni udio fenola X X]RUN X L jekabDngteKyivalenata galne kiseline po kg
uzorka. Kao slijepa proba N R U L & WekktpaRcijskbl sredstvo (voda).

2GUHYLYDQMH IODYRQROD L IODYRQD

Reakciska VPMHVD SULSUHPOMHQD MH PLMHADQMHP \%
UDJULMHYHQ T X GHVWLOLIDQR MY%0R@He aluminijvbDgkRrdlD
(100 pL). Slijedila je inkubacija uzoraka u trajanju od 30 minuta na sobnoj temperaturi
X WDPL QDNRQ pHJD MH PMHUHQD DSVRUHD@R2SWNWH. VSHNWU
SRPRUX EDAGDUQRJ GLMDJUDPD ]ibaséen tbid AavddadlaQ fladnd p X Q D W
uuzorkuiizUDAHQ MH NDR PJ HNYLY poGdiQdia BadsYjeps prébd/ L Q D
NRULAWHQD MH YRGD

2GUHYLYDQMH IODYDQRQD

5HDNFLMVND VPMHVD SULSUHPOMHQD MH PLMHaADQMHP
UDJULMHYHQ 1 X GHVWLOLU D Q RditréferBlhidrazina (208 WLR S L Q H
Slijedila je inkubacija uzoraka u trajanju od 50 minuta pri f& X WDPL 1DNRQ aWF
uzorci ohlay H Qia sobnu temperaturu dodano je 700 pL 10 % otopine kalijeva
hidroksida i 2 mL metanola te je mjerena apsorbancija spektrofotometrom UV-VIS na
495 nm. 3RPRUX EDAaGDUQRJ Ghidgedity O DD pIX QrbadéniMubio
flavanona X X]JRUNX L LJUD&HQ MH N BaRndedind poYgLuYddka. HK&oD W D
slijepa proba koriaWHQD MH YRGD
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Metoda '33+

Reakcijska smjesa pripremljena je PLMH&ADQMHP V X]JRUND PHGD
UDJULMHYHQ I X GHVWLOLUD Q R-ifenMIR@ikrilhiNr&zEGladikaltRWR SLQ |
(0,18 mmol L?; 1,5 mL). Slijedila je inkubacija uzoraka u trajanju od 30 minuta pri
VREQRM WHPSHUDW XU je iXjeveria RpsofhBniijR §pefttdfb®metrom UV-

VIS na 517 nm. Mjerenaje SRpHW QD D SV R WiadlaQd L &pEorb&ncija nakon
inkubacije (Asomin 5H]XOWDW MdimmpleRvivelénatd Droloxa po kilogramu

meda.

Metoda FRAP

Reakcijska smjesa pripremljena je PLMH&ADQMHP V X]JRUND PHGD
UDJULMHYHQ 1 X GHWeageddaFRAPRIB MIB.Glijedila je inkubacija
uzoraka u trajanju od 10 minuta na temperaturi pri f& X YRGHQRM NXSHOML QC
je mjerena apsorbancija spektrofotometrom UV-VIS na 593 nm. 5SH] XOWDWL VX L]JUD:
kao mM FeSO4x7H20 u 5 % otopini meda.

Priprava uzoraka meda za analizu

=D HNVWUDNFLMX IHQROD L] X]RNBN DaReksthRdiEMmp QH SO
PYUVWRP QRYV.Wpaxak :8da (5 g) otopljen je u 5 mL demineralizirane vode,
zakiselien na pH = V NORURYRGLpPQRP NLVHOLQRP uD SRWR
XOWUD]YXPQRM NtX 8Hs0bdj tempBratQri. Dobivena otopina je potom
ILOWULUDQD NDNR EL VH XNO RZlekstiakpijd Su/Rkondiciomird LFH . R (
dodavanjem 3 mL acetonitrila i potom 9 mL vode na kolonu Q D N R Qjemi Kdonu
dodano 5 mL filtirirane otopine meda bez uporabom vakuuma aHUHU L GUXJL SRO
sastojci meda uklonjeni su sa sorbensa u koloni dodavanjem 6 mL zakiseljene vode
(pH = 2). Fenoli su potom eluirani s 1,5 mL acetonitrila i filtrirani prije analize uporabom
0,45 PHfiltera.

Identifikacija i kvantifikacija fenola

Za razdvajanje, identifikaciju i kvantifikaciu IHQROD X PHGD RELpPpQH S
NRULAWMIDNMIHLQVNL NURPDWRJUDI XG\Warenmdany 8&pkém GMHORYV
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Accela600i DXWRPDWVNLP X]R U t¢ pdvBzamshilsridmindspdktrometrom

masa visoke rezolucije (UHPLC-LTQ OrbiTrapXL) L LRQL]DFLMX HOHNWURUDYV
grijanje (eng. Heated Electrospray lonization, HESI). Za razdvajanje fenolnih spojeva
NRUL&WHKIQa Syindronis C18 (100 mm 1 PP YHOLPpLQD pHVWLFD
Pokretna faza se sastojala od vode, 0,01 %-tne octene kiseline (A) i acetonitrila (B).
$QDOLWL VX HOXLUDQL X VOMHGHUHP+NRIQE®HBVWUEDEEFLMVNRF
min: 5 £95 % B; 16 +16, 1 min: 95 +5% B; 5 % B: 4 min. Protok je bio

0,3 mL mint, a volumen injektiranog uzorka /

Spektri masa snimljeni su X QHJDWLYQRP LRQL]J]DFLMVNRP QDpL
rasponu m/z RG GR SDUDPHWUL LRQVNRJ L]JYRUD RSLVDC(
suradnika (2015). Za kontrolu instrumentnih parametara, prikupljanje i analizu
SRGDWDND NRULAWHQ MHGR®RUYXPLGHD@QWEXKIFLUDQL WHPHO
VSHNWUDOQLK NDUDNWHULVWLMNRmMaVBBEMI D Nl DRDWIVH WIRHW
IUDJPHQWDFLMD IR NVVJUWIMNHW H U]ID\VAVIBIDYY DQMD DQDOLWD 6QL
PROHNXOVNRJ )Ré&aznatoq spa@ dobivena je informacija o molekulskoj
formuli, dok je MS" fragmentacija doprinijelau UD]J]MDaQ MDY D QibprzndtdgU X NW X U
VSRMD -XULp L VXU

=D HNVWUDNFLMX SROLIHQROD L] NRWDINVEKHDHRGEDHR ELp Q'+
DQDOLWD QD pYUVWR RJzdpaR \hizthaX (1 @B ©toplien je u 15 mL
demineralizirane vode, zakiseljene na pH = \Y, NORURYRGLPQRP NLVE
Dobivena otopina NUDWNR MH SURP & potbéDi@ifana kakd bive uklonile
bYUVWH [Kbldhevdukehdicionirane dodavanjem 3 mL metanola te potom 3 mL
vode na kolonu QDNRQ jé¢ Hal kolonu dodano 15 mL uzorka bez uporabe
vakuuma, D |DWLP P/ IDNLVHOMHQH YRGH S+ NDNR EL VI
polarni sastojci meda. Fenolni spojevi su potom eluirani s 3 mL metanola. Uzorci su

upareni do suhog uporabom rotacijskog vakuum- X S D U L(8liRgoZ3).
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Slika 23. Shematski prikaz dobivanja ekstrakta meda RELpQH S Nadpravjéndl
SRPRUX %LR5HQGHU FRP

Ekstrakcija HGA iz meda

Za ekstrakciju HGA iz meda kao organsko otapalo upotrijebljen je etil-acetat
%UpLU .DUDPRQML Wzorddhed®D UDJULMHYHQ MH XOWUDpPLVWRP
ZY WH MH X]JRUDN ILGMEL BDU DN RNV RIG PPILOWULUDQH RW
je X VWDNOHQX HSUXYHWX V EUXAHQLP=pHSRROILLIDNLVHO
NORURYRGLpPQRP NLVHOLQRP Dies&k VN&RRUNMB DG R RIVR S LJQM@D Wk
SURPLM MNakorQdodatka 2 mL etl-DFHWDWD X]J]RUDN MH SURPLMHA&aDC
PLMHADOLFL X W ute.MakeéhvaexXdwRjénja iede@og i organskog sloja, 1 mL
RUJDQVNRJ VOR®MR BOUEDHWQ L XSDUHQ QD VREQRM WHPSFH
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do suhog ostatka na koji je dodano |/ sredstva za derivatizaciju (BSTFA + 1 %
TMCS). Derivatizacija je provedena pri 60 °C u trajanjuod 30 minuta 1DNRQ KODYHQMLEL
/" X]R U Nripekitath u injektor GC-a.

Identifikacija i kvantifikacija HGA

=D RGUHYyHGADIQWd RELPQH SIORQILAMMIASR kkbiatograf uz
spektrometar masa kao detektor % UpLU .DUDpPRQML. HGAX¥dradewjena
od ostalih sastojaka iz uzorka na kapilarnoj koloni TG-5MS. Kao pokretna ID]D NRULaAWHQ
je helij uz protok od 1 mL mint. 3RpHWQD WHPSHUDWXUD LQMHN
50 °C, a nakon 0,1 minute injektor je zagrijan na 280 °C brzinom od 200 °C u minuti.
1D SRpHWNX VH WHPSHUDWXUD X SCAUIQRERMEDRBDWRQIDDIV
tijekom 1 minute, a zatim se povisila na 210 °C, zagrijavanjem od 10 °C u minuti te
nakon 1 minute do 280 °C, zagrijavanjem od 40 °C u minuti. 7HPSHUDWXUD PHyXVS|
bila je 280 °C, a ionskog izvora 200 °C.

Rabljena je ionizacija elektronima pri 70 eV. 3UD@H®QX NDUDNAHULVWI
vrijednosti omjera mase i naboja (m/z) odabranih iona (eng. Selected lon Monitoring,
SIM) za trimetilsililni derivat HGA (HGA-3TMS): 384, 73 i 341. Za kvantifikaciju
metodom vanjskog standarda upotrijebljen je ion m/z 384. Uz potvrdne ione,
LGHQWLILNDFLMD MH SURYHGHQD L XVSRUHGERP YUHPHQD
X]JRUND V YUHPHQRP ]DGUADYDQMD +*$ X NURPHGXKRJIJUDPX
pripravliene u slijepoj matrici uzorka WH X pLVWR.PKaR Wlii2gaDraaXica
upotrijeblien MH EDJUHPRY PHG NR MUzdxHsuababzilanlu #iplkatu, a
XGLR +*$ X PHGX MH L]JUDaHQ X PJ +*$ SR NJ PHGD RELpPQH .

Uzorci periferne krvi

8 LV WU D aL YRDULMMaN:GeNferne krvi tri zdrava dobrovolica QHS XaDpD
PX&NRJ (RR0iB32 godine). Unatrag godinu dana davatelji krvi nisu bili LJORaHQ
LRQL]JLUDMXUHP LOL QHLRQL]JLUDMXUHP JUDUWbWH @M XL ]19® DWH. QND-
u sterilnim uvjetima u spremnike (epruvete) s litijl-heparinom volumena 5 mL. Za
potUHEH SRNXVD L]YDyHQR vithskeXkNdp8 i@pRaniku.
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Ispitanici su bili uUSR]QDWL VD VYUKRP L \patpis@lainfomm@amiD WH V.
SULVWDQDN ]D VXGMHORYDQMH ,VWUDALYDQMH MH RGRE
PHGLFLQVND LVWUDALYD @M ROO2IPLG-GA) AL QWLPNEBDSRYMHUHQ

OHGLFLQVNRJ IDN Xt@Wdghebu @i BBE-p2-WILE-20-111/119).

Plan pokusa

Utablicil SULND]DQ MH SODQ SRNXVD |]D FLWRJHQHWLPpNH DQDC

Tablica 1. Plan pokusa s opisom pokusnih skupina i koncentracijama testiranih tvari.

Uzorci u pokusu Testirane koncentracije

Negativna kontrola o

1x Med (dnevna doza) 0,71gL*
5x Med 35gL?

10x Med 71glL?
Umijetni med 0,71gL*
1x Ekstrakt 25mgL?
5x Ekstrakt 125mg L1
10x Ekstrakt 25mg L*
1x HGA 0,214 mg L*

5x HGA 1,07 mg L?
10x HGA 2,14 mg L?

Irinotekan (IRI) 9 RymL?

1x Med + irinotekan
5x Med + irinotekan
10x Med + irinotekan
Umijetni med + irinotekan
1x Ekstrakt + irinotekan
5x Ekstrakt + irinotekan
10x Ekstrakt + irinotekan
1x HGA + irinotekan
5x HGA + irinotekan
10x HGA + irinotekan

Bleomicin (pozitivna kontrola)

0,71 gL 1x Med+9 RymL* IRI
3,5gL15x Med+9 Ry mL* IRI
7,1g L1 10x Med+ 9 Ry mLLIRI

0,71 g L'* Umjetnimed + 9 By mLtIRI

2,5mg L1 1x Ekstrakt+9 Ry mL* IRI

12,5 mg L* 5x Ekstrakt+9 Ry mL* IRI

25 mg L 10x Ekstrakt +9 Ry mL* IRI

0,214 mg Lt 1x HGA+9 Ry mL!IRI

1,07 mg L' 5x HGA+9 Ry mL? IRI

2,14 mg Lt 10x HGA+9 Ry mL* IRI

15 Ry mL?

Koncentracijie NRMH VX NRULaAWHQH SUL WUHWRDEXEjuVWDQLFI
XRELpDMHQH GQHYQH GR]JH PHGD J P HGHKbncéwdciaH YHOLN
+*$ L HNVWUDNWD SUHUDpPXQDWH VX300, my Ry medad X +*$ X
NROLpPLQX dobiverodJibriedals mg g meda).

8pLQFL PHGD HNVWUibfddreDsplitarnt s@ ukBnecentracijama koje
odgovaraju njihovoj dnevnojdozi, SXWD YHURM L SXWD YHURM GR]JL R
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Uzorak umjetnog meda testiran je pri koncentraciji koja odgovara dnevnoj dozi.

.RQFHQWUDFLMD FLWRVW D W pokisuloddogaral/jeitsrap{skojN R U L & W |
koncentraciji od 350 mg m? (Takano i Sugiyama, 2017) daWR SUHUDpXQDWR QD S|
WMHOHVQX PDVX RVREH RG od 181 L$B R V & LNORXQifeihltO D
mililitru hranjivog medija s uzorcima krvi. U pokus su bile XNOMXpHQH L NRPELQDF|
ispitivanih koncentracija meda, ekstrakta i HGA s irinotekanom, radi procjene njihovih
PRIJXULK |DAWLWQLK XpLQDND

.DR SR]JLWLYQD NRQWUROD NRQRNRHNY L [ @itostRENFDMID Q L
bleomicin, koji je primijenjen u koncentraciji 15 Ry lijeka u mililitru hranjivog medija s
uzorcima Krvi.

Svi su tretmani trajali 2 sata.

Kromosomske aberacije

Test analize kromosomskih aberacija u limfocitima proveden je u skladu s
SUHSRUXNDPD OHYyXQDURGQRJ SURJUDPD |Dtemdti¢thalIMVNX V1
Programme on Chemical Safety ,3&6 JGMH MH GHWDOMQR RSLVDQ PHYV
(Albertini i sur., 2000). Ukratko, kako bi se uspostavile kulture limfocita, nakon
tretmana od 2 sata puna krv (0,5 mL) dodana je u 6 mL hranjivog medija RPMI-1640
X] GRGDWDN P/ WRSOLQVNL LQDNWLYLUDQRJ IHWDOQRJ W
se potaknula mitoza, u kulture je dodano 0,1 mL otopine fitohemaglutinina. Uzgoj
VWDQLFD SURYRGLRTWoétaia Ky Wkulir@rePri f& X YODAQRM
atmosferi s 5 % COz2 tijekom 48 sati. Kako bi se zaustavila dioba limfocita u metafazi,

u 45. satu uzgoja u kulture je dodana otopina kol KLFL QD 3R ]DYUAaHYV
kultiviranja provedeno je izdvajanje limfocita od medija i ostalih stanica
centrifugiranjem pri 626xg PLOQXWH pLPH VX LVWDORAHQH VWDQLF
PHGLMD SURYHGHQD MH REUDGD WDORJD KhoBIRVW&Q LPQRP F
bi se uklonili eritrociti. Na talog je potom dodano 5 mL Ibraimove otopine te je

suspenzija stanica ponovno centrifugirana pri 626xg, 4 minute. Na dobiveni talog

dodan je hladni metanol i ponovno je provedeno centrifugiranje. Nadalje, provedeno

je YLAHNUDWQR ILNVLUDQMH V RWRSLQRP ]D ILNVLYDQMH X
pLPH VX LVWDORAHQH VWDQLFH NRMH VX SRQRYQR LVSUDC
VH QLMH GRELOD pLVWD \aXewnhskdgana MaDnilkddskopRka IstakalcaNi R M
VXaHQD QD JUDNX WH S R-iNdRPotdpiadVbd|€ BGiemsa. Slijedila je
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PLNURVNRSVND DQDOL]D SRPRUX VYMHWORVQRJ PLNURYV
Analizirana su po tri neovisna preparata te je pregledano 600 metafaza po svakoj
eksperimentalnoM WRpPpNL SR GRQRUX RGQRVQR XNXSQR PHWI

Na slici 24 VKHPDWVNL MH SULND]DQ SRVWXSDN SURYRYHQM
aberacija.

Slika 24. 6KHPDWVNL SULND] SURYRYHQMD D Q Diapriadljedd RPRV RP
SRPRUX %WLR5HQGHU FRP

OLNURVNRSVND DQDOL]D XNOMXpLYDOD MH EURMHQMH \
NRMD |DKYDUDMX NURPDWLGH LOL FMHORYLWH NURPRVRPH
MH XpHVWDORVW NURPDWLGQLK O Rrénfolomskih adetasiid DUD G L M
XpHVWDORVW NURPRVRPVNLK ORPRYD DFHQWULpPQLK IUDJ
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SROLFHQWULPQLK NURPRVRPD WH SUVWHQDVWLK NURPRVR
publikaciji Carrano i Natarajan (1988).

Citohalazinom B-blokiran mikronukleus-test (CBMN-test)

Protokol CBMN-WHVWD NRML VX UD]YLOL )HQHFK katQiRUOH\
uzgoj limfocita periferne krvi u uvjetima invitro SUL pHPX VH UDGL LQKLELFLM

VDWX X VWDQLpQH NXOWXUH GRGDMH FLWRKDOD]LQ % 2
mikronukleusi mogu jednostavno brojati unutar binuklearnih stanica.

Postupak WHVWLUDQMD XNOMXpPpLYDR MHKkr@MetrdhMiQR L]OL

VSRMHYLPD QDNRQ pHJD VX L] WUHWLUDQH Kako'thisEVSRVWD
uspostavile kulture limfocita, nakon tretmana od 2 sata puna krv (0,5 mL) dodana je u
6 mL hranjivog medija RPMI-1640 uz dodatak 1 mL toplinski inaktiviranog fetalnog
WHOHUHJ VHUXPD L DQWLELRWLND .DNR EL VH SRWDNQXOTL
RWRSLQH ILWRKHPDJOXWLQLQD 8]1JR M-batamaSkoje SRGLR X
inkubirane pri f& X YODAQRM DW P:RjgkorhJ2 sata. U 44 Batu uzgoja
X NXOWXUH MHmMRGEDWRKDADILQD % 3R ]JDYU&AHWNX NXOWL
izdvajanje limfocita iz medija i ostalih stanica centrifugiranjem pri 100xg PLQXWD pLPH
VX LVWDORAHQH VWDQLFH 1DNRQ XNODQMDQMD PHGLM
KLSRWRQLpQRRCROWORSMm@& RI¥ uz ponovno centrifugiranje pri 100xg, 8
minuta, stanice su oborene i isprane. Ispiranje se ponavljalo sve dok se nije dobila
bLVWD VXVSHQ]LMADMBLE@DRALIWDM MNRM PLNURVNRSVND VWDN
zraku. Za bojenje mikroskopskih preparata (10 minuta na sobnoj temperaturi)
N R U L & WotdGira bisj¢iGiemsa. 2YD VH ERMD VSHFLILPQR YH&H ]D IRVI
molekuli DNA, osobito u dijelovima koji su bogati s parovima adenina i timina. Nakon
ERMHQMD SUHSDUDWL VX LVSUDQL YRGRP L RVXaHQL QD
DQEQDOL]D SRPRUX VYMHWORVQRJ PLNURVNRSD SUL SRYHuUDGQ

Naslici2Z5 VKHPDWVNL MH SULND]DQ SRVWXSDWNStS URYRYHQM
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Slika 25. Shematski prikaz citohalazinom B-blokiranog mikronukleus-testa (CBMN-
test). IDSUDYOMHQR SRPRUX %LR5HQGHU FRP

OLNURVNRSVND DQDOL]D XNOMXpLOD MH BtamddDQMH 1
svakom uzorku. U BN stanicama je, sukladno kriterijima propisanim za CBMN-test
(Fenech i sur., 2003) izbrojen ukupni broj mikronukleusa (MN), jezgrinih pupova (eng.
Nuclear Buds. NB), nukleoplazmatskih mostova (eng. Nucleoplasmic Bridges, NPB)
te broj stanica u apoptozi i nekrozi.
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Indeks diobe jezgara (eng. Nuclear Division Index 1', L]JUDpXQDW MH SU
IRUPXOL NRMX BAXmSnd HTGckdr 81089}

1,

gdje je:
Mi tMs EURM VWDQLFD V MHGQRP GR pHWLUL MH].
1 XNXSQL EURM L]JEURMHQLK aLYLK VWDQLFD

1DMQLAD PRJXuUD YULMHGQRVW 1', MH D GRELMH V&
mononuklearne, dakle ako nije uspjela stimulacija mitogenom te se stanice nisu
podijelile. Ako su VYH VWDQLFH ]DYU4GLOH MHGQX GLREX QDNRQ

YULMHGQRVW 1', ELW UH QULMHGQRVW 1', PRaH ELWL YH
]DYU&GLR YLAH RG MHGQH GLREH ]D YULMHPH GMHORYDQMD
od 2 jezgre.

NaosQRYL XNXSQRJ EURMD VYLK SUHJOHGD {@utorkeL YLK L P
LIUDpXQDWD L YULMHGQRVW W]Y SUROLIHUDFLMVNRJ LC
citokinezom (eng. Cytokinesis-Block Proliferation Index, CBPI) (Lorge i sur., 2008;

OECD, 2016).
=D L]JUDpXQ MH NRUL&AWHQD VOMHGHUD IRUPXOD

EURM PRQRQXNOHDURM EMWNOHRHEBURMKPXWWLQXNOHCL
XNXSQL EURM VWDQLFD

Vrijednost CBPI od 1,0 dobije se kada su sve stanice mononuklearne.

&% 3,

Nadalje, iz dobivenih je podataka ]|D VYDNL X]JRUDN LJUDpXQDW FLWR
formuli:

&% 3,

FLWRVWDI]H 1 2%3.

gdje je:
T tretirani, a K kontrolni uzorak.
Vrijednost CBPI od 1,0 odgovara citostazi od 100%.
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=D VYDNL X]J]RUDN L]JUDPpXQDW MH LNBNSEOLIOPANMN NILD LIQF
EURM VWDQLpPpQLK FLNOXVD SR VWDQLFL WLMHNRP UD]JGREO
X]JRUFLPD X XVSRUHGEL V NRQWUROQLP X]JRUNRP =D QMHJ
formula:

> EURM PRQRQXN OHDENM PK WL Q X NXONDOELDAL I WRW W, B LER, o
> EURM PRQRQXNOHDUQLK VW X EXSRIVQ PECORMM, @ WIB@HB D QLK VW

=D WXPDpHQMH UH]XOWDWD YDAQR MH QDSRPHQXWL GD V
odnosu prema formuli:
Citostaza = 100 - R,

L] pHJD SURL]OD]L NDNR SULPMHULGBpY UGMHWEGIQR KNV S5R URHGS
EURMHP VWDQLFD NRMH VX VH SRGLMHOLOH X NRQWURC
multinuklearne stanice) u tretiranom uzorku podijelilo samo 53 % od tog EURMD &aWR
odgovara citostazi od 47 %.

1D RVQRYL SRGDWDND R XpHVWDORVWL PLNURQXNOH
irinotekanom te u limfocitima tretiranim kombinacijama irinotekana s medom,
HNVWUDNWRP L +*$ LIJUDpXQDWH VX YULMHGSg&paMvwiL LQGHN
sur., 1998), u skladu s formulom:

01os7 $17,087 01os7

OXW;
Olos7

gdje je:
MNwut broj mikronukleusa u uzorku tretiranom mutagenom
MNwmuT+anTIMUT broj mikronukleusa u uzorku tretiranom kombinacijom mutagena i

testiranog potencijalnog antimutagena.
5H]XOWDW L]JUDpXQD PRaH LPDWL SR]JLWLYQX LOL QHJDWL

GRELYHQLK YULMHGQRVWL XSXuXMX QD VPDQMLYDQMH P
testirane tvari.
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6WDQLPQH OLQLMH

,VWUDALYDQMD XroRedéd® N XURBGXNRQWLQXLUDQLP KXPDQL
linijama hepatocelularnog karcinoma jetre (HepG2), adenokarcinoma epitela debelog
crijeva (Caco- L NDUFLQRPD SO Rézba/WdlX). \SWIMre) suFrBsldvkao
MHGQRVORMQD NXOVERED XDSWDWWL WRMHQNL WH X PLNUFR
V MDALFDPD X HhriBRoCE XWMRODXAQ R M D W P R ¥ KddJrhedij za rask 2
MH NRULAWHQ NRPSOHWLUDQRPHBYMYyMNM] (#BSYNRD D pIGIMVD O

koncentracije od 10 %.

1DVDYyLYDQMH L X]JRM VWDQLFD

Zamrznute V W D QWulbu@eHs 10 % glicerola) su s -80 °C odmrznute u vodenoj
kupelji pri 37 °C, a potom je centrifugiranjem pri 156xg u trajanju 5 minuta uklonjen
VXSHUQDWDQW NRML VDGUAL RVWDWNH PHGLMD L NULRSUF
je potom dodan 1 mL novog medija zagrijanog pri 37 °C. Stanice su resusupendirane
i ponovo centrifugirane pri 156xg u trajanju 5 minuta te je u svrhu propagacije talog
S U H E DupRe@jevu zdjelicu promjera 5 cm. Nakon 24 sata uzgoja pri optimalnim
uvjetima rasta stanice su tripsinizirane tripsinomi QD V D ywHIcbbcu YHUHJ YROXPHQD
te uzgajane do subkonfluentnog stanja, kako bi se mogle rabiti za daljni eksperiment.

SBULSUHPD VWDQLPQH VXVSHQ]JLMH L] VXENRQIOXHQWQ

Stanice VX S UH YV QIHNR3upwétryle 80 +90 % konfluentnosti. Priprema
stanica u T-bocama | D S R p H Gkanjshié¢m medija sa stanica koje su zatim isprane
puferom PBS kako bi se u potpunosti uklonio VW D Q L p Ckbji Bi thGdadinhibirati
tripsin. Na isprane stanice dodana je otopina tripsina S UL [sHEriAske proteaze
hidroliziraju proteine kako bi se adherentne stanice odvojile od podloge i dobile stanice
u suspenziji. Stanice s tripsinom VX VH LQNXELUDOH D YULMHPH L]J]ORA&HC
stanica pa je bila potrebna stalna kontrola pod mikroskopom (stanice iz vretenastog
oblika poprimaju okrugli oblik). 3SURWHROLWLpN LzaXigtavip BeNdodalkhnisna L Q D
kompletiranog medija sa serumom na stanice (Freshney, 2000). Stanice je bilo
SRWUHEQR L]JEURMDWL L QD V@&enivacijaMeés@ricaREt) kakt! QL EU R
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EL VH GRELYHQH YULMHGQRVWL HNVSHULPHQWRP PRJOH XV
VWDQLED ELR L]O RRGIDHGNMGIRRY B R M X

2GUHYyLYDQMH EURMD VWDQLFD SRPRUX KHPRFLWRPHW

=D RGUHYyhrojfdaMdd iz SRpHWQR/BDQLPpQH VixiZesoH&® ] L M/H
uzorka koji je stavljen u Burker-Turkovu komoricu ispod postavljenog pokrovnog
stakalca. Stanice su brojane X p HWlik#&kvadrata (koji se sastoje se od 16 malih
NYDGUDWD 3URVWRU L]PHYyX SRVWDYOMHQH SUHGPHWRQLF
0,1 mm, dok je SR Y U &Jakp®kvadrata 1 mm?, & W R yklupQilvolumen od 10 mL.
%URM VWDQLFD L]JUD&HQ SR MHGQRP dbhicOseGrLanetdhj}e VWD QLY
YULMHGQRVWL VWDQLFD LIEURMDQLK Xoilp H\WELUR MYDHADLL B Y RN Y
stanica, 100 +£300, odnosno za preciznije eksperimente 500 +1000 stanica kako bi
WRPQRVW QDVDYLYDQMD RGUHYH Q Rslik&26RAveBhneW D@L FD ELOD

Slika 26. % URMDQMH VWDQLFD SRPRUIXOKHRR A BGENRSSUHHP DD
1998). IDSUDYOMHQR SRPRiUX %LR5HQGHU FRP
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Doze i tretman stanica

Doze koje VX NRULAWHQH SUL WUHWPDQR WWDBOMX L{R B b XD
dnevne doze meda (50 g meda;dYLMH YHOLNH AaOLFH PHGD

Tablica 2. Plan pokusa s opisom pokusnih skupina i koncentracijama testiranih tvari.

Umj:;”i Med  Ekstrakt  HGA

gLy  @LY  (mgLy)  (mg LY
0,5x Dnevna doza 0,35 0,35 1,25 0,107
Dnevna doza 0,71 0,71 2,5 0,214
2,5% Dnevna doza 1,77 1,77 6,25 0,535
5x Dnevna doza 3,5 3,5 12,5 1,07

Test Neutral red

Nakon tripsinizacije i brojenja stanica, pripremliena je VWDQLpPpQD VXVSHQ]LLI
koncentraciji od 10° stanica po mL te je po /| VWDQLpQH VQADNEH Qi IONRH
VYDNX Mratitdrske S O R[sI9¢& M D a Btarice su inkubirane 24 sata pri 37 °C,

X YODAQRM DW P RMiaKdbLpastigli subRonfluentnu kulturu.

,GXUHJ GkoRQié&h je medij sa stanica, a stanice su tretirane prethodno
pripremljenim otopinama meda, ekstrakta, HGA i umjetnog meda u hranjivom mediju
UD]OLPpLWLK Ntauda2)QWwenemski Dtervalima tretmana od 30 minuta, 1
sati2satapi f& X YODAQRM DWPRVDHRUQHIDW&TZQD NRQWUROI
je uzgojni medij.

3R ]DYUaHW N Xukgrnjedarse btgpDe kojima su tretirane stanice te su
stanice isprane puferom 3 % 6 /' NDNR EL VH XeNtaRilQuz@dkaRNAW D F L
isprane stanice dodano je / pripremljene radna otopina boje Neutral red te je
slijedila inkubacija u trajanju od 1 sat pri f& X YODAQRM DWPRNakehU L V é
]DYU&GHWND YkubddydHofppind Reutral red je uklonjena, a stanice su ponovno
isprane puferom PBS / IDSRVOMHWNX QD VWDQLFH MH GF
RGERMDYDQMH / NDNR EL VH ERMD HNVWUDKLUDOD L]
sur., 2008). Intenzitet obojenja izmjeren je spektrofotometrom pri valnoj duljini od 540
QP OUWYH LOL RAWHUHQH VW D QNefttdl r@d-haRdr kKirdmapaljgDWL ER N
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intenzitet obojenja, kao i vrijednost apsorbancije, linearno povezan s koncentracijom
SUHALYMHOQBE NRD QIUHWPDQD LVSLWLYDQLP X]JRUFLPD .DF
MDALFD X NRMX QLVX QDFLMHSOpMikheah jeVvaled Qdastupbk 1D VOL
S URY R {1¢$t@ NeDtral red.

SRVWRWDN SUHALYOMHQMD L]JUDpXQDW MH X RGQRVX
MHGQDGAEL

$
3UHALYOMHQMX RGDRLE M D; NRGWIREXSEM UREGP VH WHYWLUD

[=]
$ opP NRQWUROH

Slika 27. Shematski prikaz testa Neutralred. 1DSUDYOMHQR SRPRUX %LR5HQ

73



Materijali i metode

2GUHYVLY Di@anhwdksidadirRkog X p L Qrieibda DCFH-DA)

Nakon tripsinizacije i R GUH VL Y0j® Mténica, pripremljena je VWDQLPpQD
suspenzija u koncentraciji od 10° stanica po mL te je /| VWDQLpPpQH VXVSHQ]
QDVDYyMQ@ERIQX PLNURWLWDWVWDEKFPORpPLFX V

Stanice su inkubirane 24 sata pri f& X YODAQRM DWPREKabUL V K
se dobila subkonfluentna kultura. , G X i HJ G@HDoQj&n je medij sa stanica, a stanice
su tretirane s prethodno pripremljenim otopinama meda, ekstrakta, HGA i umjetnog
meda UD]OLpPpLWLK N(RQi¢caH WMehénsihD intervalima tretmana od 30
minuta, 1 sat i 2 sata pri f& X YODAaQRM DW P:R¥d Hegdtivia konti2,
NRULAWHQ MH X3BRDQUEFAHGNXM WUHWPDQD XNORQMHQH VX \
stanice isprane puferom 3 % 6 / NDNR EL VH XNORQLOL RVWDFL
stanice bile tretirane. Nakon toga, na isprane je stanice dodana pripremljena radna
otopina 2',7'-dikolorofluorescein-diacetata (DCFH-DA) u PBS-u mol L1; 100 pL)
te je slijedila inkubacija u trajanju od 30 minuta pri f& X YODAaQRM DWPRVIHU
CO:z. Intenzitet fluorescencije R G U H y HaQlubtikhetru pri valnoj duljini ekscitacije od
485 nm i valnoj duljini emisije 520 nm (slika 28) WH MH SURSRUFLRQDODQ NROI
radikala u stanici.

.DNR EL VH LIPMHUHQD IOXRUHVFHQFLMD PRJOD L]JUD]JLW
ponovno se provodio test Neutral red i L]JUDpXQ Bwaci MVHQW SUHALYOMH
SURRNVLGDFLMVNR GMHORYDQMH LJUDPpXQDYD VH NDR XP(
SUHALYOMHQMD X R GEy&kMViXek3izrieiQpdhovife® Karem tri puta, a
svaka je koncentracija izmjerena u p H Wdplike. Indukcija ROS-a L|lUDpXQDWD MH
odnosu QD QHIJDWLYQX NRQWUROX L SRVWRWND SUHALYOMHQ!

RWHQILWHW 1 Q¥RUIBWRE QR FH- MR wiuomx
SUHALYOMHQMD,

R%%QVX QD NRQWURAHHQ]JLWHW IOXRUHVIFHQFLMH N R

,QGXNFLMD
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Slika 28. Shematski prikaz metode DCFH-DA. 1DSUDYOMHQR SRPRUX %LR5HC

Reakcijska smjesa sastavljena je od plazmida (3 uL; 0,1 mgmL?'), PHGD RELpPQH

planike, ekstrakta, HGA odnosno umjetnog meda u koncentracijama koje su navedene

u tablici 2 te vodikovog peroksida (1 pL; 3 %) u puferu TAE (reakcijska smjesa

ukupnog volumena do 30 pL). Ovako pripremljena smjesa L] O R déddeDvanju UV
JUDpHQMD X WUDMDQMX RG PLQXWD (KRuN Bux,VZ20@9 ODPSH
dgamec, 2013). 1DNRQ L QN X E D F L Matcilsu]nafeséhigni &yavozni gel (1,5

%) koji je prethodno pripremljen u puferu TAE (Lee i sur., 2012). Elektroforeza je

provedena u puferu TAE u trajnju od 60 minutai pi MDNRVWL HOHNWULPQH VW
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mA. Nakon provedene elektroforeze plazmid je obojan u otopini etidijevog bromida te
vizualiziran pod UV svjetlom (Alsulami i sur., 2019). Fotografije gelova REUD ysd Q H

programu Gel Analyzer.

Rezultati VX DXWRPDWVNL SRKUDQMHQL QD UDPXQDOR X

WDEOLFD NRMH VX SRWRP SRGYUJQXWH PDWHPDWLpPNRM
RGJRYDUDMXULK SURJUDPD 67%$7,67,&% YHNOmalnost 6 WD W6 |
distribucije podataka SR WY W Y UKdthm@daromM$mirnov (KS) testom. Kako je p
YULMHGQRVW WHVWD .6XRLYQT Hgse IkdRaGhormalnoj raspodieli
podataka. Za procjenu in vitro XpLQND QD KXPDQH WXPRUnMtens WDQLPQ
MH DQDOL]D YDU Lfekpgskad ANCR/A ttegtWid @l uz Tukey's HSD (eng.
Honestly Significant Difference) post-hoc testt Za SURFMHQX FLWRJHQHWLpPpNI
V W D Wi Lobideppbddataka napravlena MH NODVLPpQRP GHVNULSWLYQR!
uporabom testova ANOVA i $-testa =D SUDJ VWDRDOYLDOMQRNM/ L RGUHVHQ
0,05.
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Rezultati

Uosam X]RUDND PHGD RELpQH SODQLNH SULNXSOMHQLK V
SUHOLPLQDUQRJ LVWUe aasem QdibDuk&Gil bigaktinin spojeva,
antioksidacijska aktivnost te maseni udio najzastupljenije bioaktivhe komponente
HGA.

Udio ukupnih fenola, flavonola, flavona, flavanona i antioksidacijski kapacitet
(metode '33+%fL )5$3 RGUHYHQ MH SULPMHQRP VSHNWURIRWRP}

=D RGUHYVL B BRGAHX XFEH G X R panke® ptimijenjena je tehnika GC-

MS. ,VSLWLYDQL VSRM MH LGHQWLILFLUDQ XVSRUHGERP YUH
masaanalita X X]JRUNX PHGD REVpQUHHPERAPNIDGUADYDQMD L VSH
istog analita u standardnoj smjesi koja je pripravljena dodavanjem standardne otopine
HGAtRpQR RGUHYHQH NRQFHQWUDFLMH X EDJ@Ek Y PHG NR
30). Maseni udio HGA u uzorcima bio je u rasponu 113,5 *306,8 mg kg*. Tri

analizirana uzorka (R1, R2 i M15) imala su maseni udio HGA ispod JUDQLpPpQH
koncentracije od 200 mg kg NRMX VX &DEUDV L VXUDGQDRLQDMQSHEX C
koncentraciju, a NRMD EL XSXuLYDOD GD VH UDGL R PHGX SURL]
RELPQH SODQLNH

1DNRQ LVNOMXpLYDQMD QH]D GFGYCRIOWDN D MOdEiHD & LR D DN
MH PHG RELpQH WBIGRLO@LNR IV BYREK X D MH VDGUADYDR QDN
udio HGA i ukupnih fenola te e LPDR QDMYHUL DQWLRNVYRRABDFLMVNL
(tablica 3).
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Tablica 3. Maseni udio fenolnih spojeva L DQWLRNVLGDFLMVNL NDSDFLW

planike.
TFC F(x‘/lp
. ! +

(aigrell(l;a (mgcf(gl) (mg GTAPIS kgt FI?I\‘; ?/g%li' * Flavanon_i (mm0I3T3E k¢g 1y Fest?é‘);/szo

(mg QE kg?) (irg NE &) otopini)
R1 160,4 1013,3 + 84,0 136,2 £ 0,0 2,09 £ 0,20 0,88 £ 0,05 0,70 £ 0,13
R2 154,1 1021,1 £ 105,9 139,2+0,0 2,19 £ 0,22 0,90 £ 0,07 0,56 + 0,12
V5 297,9 1528,1 + 29,5 136,4 £ 0,0 2,36 £ 0,08 3,01 £ 0,05 1,29 £ 0,10
V6 306,8 1670,6 + 58,1 143,5+ 0,0 2,40 £ 0,08 2,96 + 0,08 1,35+ 0,14
K7 220,0 893,1 £ 61,7 140,1 £ 0,0 2,71 £ 0,28 0,59 £ 0,05 0,66 = 0,09
K8 245,6 966,1 + 163,6 1359+ 0,0 2,86 £ 0,65 0,68 = 0,04 0,59+ 0,02
N14 273,3 1642,7 £ 6,3 199,1+0,0 2,65 + 0,36 3,79+ 0,01 0,93+0,11
M15 113,5 1435,5 £ 47,7 102,3+0,0 3,34 £ 0,04 3,78 £ 0,01 1,15+ 0,01

TFC zeng. Total flavonoid content; HGA +homogentizinska kiselina; TPC teng. Total phenolic content; QE +eng. Quercetin
equivalent; NE +eng. Narginein equivalent; TE +eng. Trolox equivalent

Udio SHOXGL RELpQH SODLQRNID pN R JRRMAEDY BL R R\jél Q D
SULVXWQRVW X WUDJR etk I®kkQ.Xi@drodide £OthtEa® DE X AL QL
Fizikaino-NHPLMVNL SDUDPHWUL NDNYRUHaPLBOGPHOmetda) XNWR]D
PDVHQL XGLR YRGH provodiivost NW U Lp Q
0,583 mS cm?; kiselost 44,8 mmol kg?) bili su u skladu s kriterijima propisanih
Pravilnikom o medu (NN 53/2015).

glukoza 32,5 g na 100 g meda

Ukupni udio fenola, flavonola, flavona, flavanona te antioksidacijski kapacitet
PHGD RGUHYHQL VX VSHNWURIRWRPHWULMYVN LPtaBieiWRGDPD
3 -DpL DQWLRNVLGDFLMVNL NDSDFLWHW ELR MH XJODYQRP
HGA i ukupnih fenola.

FenonL SURILO PHGD RELpQH SODQLNH RGUHVYHTQMH SULF
Orbitrap MS.

Identificirano je 56 fenolnih spojeva (16 fenolnih kiselina, 10 derivata fenolnih
kiselina, 14 flavonoida i 16 flavonoidnihderivata SUHPD QMLKRYLP WRAQLP PD\
H]9i NDUDNWHULVWLpPpQLRtablicRdPHQWDFLMDPD

.YDQWLILFLUDQR MH IHQROQLK VSRMD SUHPD RC(
NDUDNWHULVWLNDPD VSHNWUX PDVD WRpPpQLP PDVDPD NI
NDUDNWHULVWLPQLP YUHPHQLPD ]DGUaDskd GtMani iVSRMHY |
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Rezultati

usporedbom s dostupnim standardima (tablica 5). OHYyX NYDQWLILFLUDQLP It
grupama nalazi se aHVW IHQRODLKHWVHLO ia@ikorid @R Lii@/Bnola,

jedan flavanon i jedan flavon) te dva flavonolna glikozida (tablica 5). Dva
QDM]DVWXSOMHQLMD | H QHPOGALDQOEOiR &b M FR0B Uild §u-k@eizetin
3-O-ramnozid (0,363 mg kg) i 4-hidroksifeniloctena kiselina (0,137 mg kg™).
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Rezultati

©
8
Vrijeme (min)
S
m/z
Slika 29. lonski kromatogram (m/z YULMHPH ]D GU-28BY biQ) Mdpektdt masa standardne otopine homogentizinske

kiseline (HGA) u bagremovom medu. Maseni udio HGA u bagremovom medu je 430 mg kg™.
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Rezultati

QOdziv detektora

Vrijeme (min)

Intenzitet (%)

m/z

Slika 30. lonski kromatogram (m/z YULMHPH ]D GARJ=a B30Dn@nyl Dspeltar masa homogentizinske kiseline (HGA)
GHWHNWLUDQH X PHGX RELPpQH SODQLNH V YUJRUDPNRJI SRGUXPpMD kDVHQL XGLF
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Rezultati

Tablica 4. Trivijalna i sustavna (IUPAC) imena, molekulske formule identificiranih fenolnih spojeva UHPLC-LTQ Orbitrap MS-om te
QMLKRYH L]JUDpXQDW #H EXWRRHEX POV HOSODQLNH V KUYDWVNRJ SRGUXpMD

,JUDpPXQ

Broj
spoja

Trivijalno ime

Galna kiselina

Protokatehinska
kiselina-3-O-glukozid

Prodelfinidin dimer Bs

Vanilinska kiselina-4-O-
glukozid

Protokatehinska kiselina

Klorogenska kiselina-
glukozid
01 -
kafeoilglukozil)kina
kiselina

4-Hidroksibenzojeva
kiselina-4-O-glukozid

Kafeinska kiselina-3-O-
glukozid

Eskulin

Sustavno ime (IUPAC)

3,4,5-trihidroksibenzojeva kiselina
(3,4,5-trihidroksibenzenkarboksilna kiselina)
4-hidroksi-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
(hidroksimetill)oksan-2-ilJoksibenzojeva kiselina
3-O- -D-glukopiranozil-3,4-dihidroksibenzojeva kiselina
2-(3,4-dihidroksifenil)-8-[3,5,7-trihidroksi-2-(3,4,5-
trihidroksifenil)-3,4-dihidro-2H-kromen-4-il]-3,4-dihidro-
2H-kromen-3,5,7-triol
3-metoksi-4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
(hidroksimetil)oksan-2-ilJoksibenzojeva kiselina
4-0O- -D-glukopiranozil-4-hidroksi-3-metoksibenzojeva
kiselina
3,4-dihidroksibenzojeva kiselina
(3,4-dihidroksibenzenkarboksilna kiselina)

{(3R,5R)-1,3,5-trihidroksi-4-[(E)-3-[4-hidroksi-3-
[(2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
(hidroksimetill)oksan-2-ilJoksifenil]prop-2-
enoilloksicikloheksan-1-karboksilna kiselina}

4-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
(hidroksimetil)oksan-2-ilJoksi}benzojeva kiselina
4-O- -D-glukopiranozilbenzojeva kiselina

(E)-3-{4-hidroksi-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4-5-trihidroksi-
6-(hidroksimetill)oksan-2-ilJoksifenil}prop-2-enska
kiselina
3,4,5-trihidroksi-6-(hidroksimetill)oksan-2-il]-3-(3,4-
dihidroksifenil)prop-2-enska kiselina

7-hidroksi-6-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
(hidroksimetil)oksan-2-ilJoksi}-2H-kromen-2-on

Vrsta
spoja

Fenolna
kiselina

Glukozid
fenolne

kiseline

Flavanol

Glukozid
fenolne
kiseline

Fenolna
kiselina

Glukozid
fenolne
kiseline

Glukozid
fenolne
kiseline

Glukozid
fenolne
kiseline

Glukozid
fenolne
kiseline

Molekulsk
a formula
[M ] +

C7HsOs*

C13H1509*

C3oH25013*

C14H1709*

C7HsO4*

C22H27014*

C13H150s8*

Ci5H1709*

C15H1509*

Teorijska
relativna

molekulska
masa, [M H] +

169,0143

315,0722

593,1301

329,0878

153,0193

515,1401

299,0772

341,0878

339,0722

relativna
molekulska
masa,
[M ] +

169,0135

315,0708

593,1288

329,0862

153,01878

515,1392

299,0760

341,0862

339,0711

82

ppm

4,7

4,4

2,2

4,8

4,3

1,8

4,3

4,8

3,0



Rezultati

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

nastavak Tablice 4.
- 4-hidroksibenzojeva kiselina

trans-5-O-kafeoilkina kiselina
[5-O-(trans-3,4-dihidroksicinamoil)-D-kina kiselina]
Neoklorogenska kiselina {(1R,3R,4S,5R)-3-[(E)-3-(3,4-dihidroksifenil)prop-2-
enoilloksi}-1,4,5-trihidroksicikloheksan-1-karboksilna
kiselina

Katehin (2R,3S)-2-(3,4-dihidroksifenil)-3,4-dihidro-2H-kromen-
3,5,7-triol
(2E)-3-{4[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
(hidroksimetil)oksan-2-ilJoksi}fenilprop-2-enska kiselina
4-O- -D-glukopiranozil-p-kumarinska kiselina
(2R,3S)-2-(3,4-dihidroksifenil)-8-[(2R,3S,4S)-2-(3,4-
dihidroksifenil)-3,5,7-trihidroksi-3,4-dihidro-2H-kromen-4-
il]-3,4-dihidro-2H-kromen-3,5,7-triol
3,4-dihidroksicimetna kiselina
(3,4-dihidroksifenilakrilna kiselina)
[3-(3,4-dihidroksifenil)prop-2-enska kiselina]

p-Kumarinska kiselina 4-
O-glukozid

Procijanidin dimer B3

Kafeinska kiselina

Vanilinska kiselina 4-hidroksi-3-metoksibenzojeva kiselina

Ferulinska kiselina-4-O-  (E)-3-{3-metoksi-4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
glukozid (hidroksimetil)oksan-2-ilJoksi}fenilprop-2-enska kiselina
(E)-4-hidroksi-3-metoksicimetna kiselina

Siringinska kiselina 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzojeva kiselina

4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzenkarboksilna kiselina
(2R,3R)-2-(3,4-dihidroksifenil)-3,4-dihidro-2H-kromen-
3,5,7-triol
{(BR,4R,5R)-5-[(E)-3-(3,4-dihidroksifenil)prop-2-
enoilloksi}-3,4-dihidroksicikloheks-1-en-1-karboksilna
kiselina

{(1S,3R,4R,5R)-1,3,4-trihidroksi-5-[(E)-3-(4-
hidroksifenil)prop-2-enoil]oksi}-cikloheksan-1-
karboksilna kiselina}

Epikatehin

5-O-NDIHRLOALN
kiselina

5-O-p-kumaroilkina
kiselina

Fenolna
kiselina

Fenolna
kiselina

Flavanol

Glukozid
fenolne
kiseline

Flavanol

Fenolna
kiselina

Fenolna
kiselina

Glukozid
fenolne
kiseline

Fenolna
kiselina

Flavanol

Fenolna
kiselina

Fenolna
kiselina

C7Hs03*

C16H1700*

C15H1306*

Ci5H170s8*

C3oH25012*

CoH704f

CgH704*

C16H1909

CoHoOs

C15H1306*

C16H1508*

C16H1708*

137,0244

353,0878

289,0718

325,0929

577,1352

179,0350

167,0350

355,1035

197,0456

289,0718

335,0772

337,0929

137,0239

353,0864

289,0706

325,0913

577,1334

179,0343

167,0342

355,1024

197,0446

289,0704

335,0762

337,0916

83

3,8

4,0

4,2

50

3,1

4,0

4,6

2,9

4,7

4,8

3,1

4,0



Rezultati

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

nastavak Tablice 4.
5-hidroksi-2-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-3,7-bis{[3,4,5-
trihidroksi-6-(hidroksimetil)]-(2S,3R,4S,5S,6R)oksan-2-
iljoksitkromen-4-on
5,7-dihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-3-[3,4,5-trihidroksi-6-
{[3,4,5-trihidroksi-6-(hidroksimetill)oksan-2-
ilJoksimetil}oksan-2-il}oksikromen-4-on

Izorhamnetin-3,7-0O-
diglukozid

Kamferol-3-O-
heksozilheksozid

Rutin

(Kvercetin-3-rutinozid) 3,3',4',5,7-Pentahidroksiflavon-3-rutinozid

4-hidroksicimetna kiselina
3-(4-hidroksifenil)akrilna kiselina
[(2E)-3-(4-hidroksifenil)prop-2-enska kiselina]
Apigenin-8-C-glukozid 5,7-dihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-8-[(2S,3R,4R,5S,6R)-
Viteksin 3,4,5-trihidroksi-6-(hidroksimetil)oksan-2-illkromen-4-on
4-hidroksifeniloctena kiselina
(4-hidroksifeniletanska kiselina)

2-(3,4-dihidroksifenil)-5,7-dihidroksi-3-

p-Kumarinska kiselina

Kvercetin-3-O-

gﬂ?ké‘r’iﬁ'd [(2S,3R 4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
Hipgrozid (hidroksimetil)oksan-2-ilJoksikromen-4-on

5-hidroksi-2-(4-hidroksifenil)-3-[3,4,5-trihidroksi-6-
(hidroksimetil)oksan-2-iljoksi-7-(3,4,5-trihidroksi-6-
metiloksan-2-il)oksikromen-4-on

Kamferol-3-O-glukozid-
7-O-ramnozid

Vanilin 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehid

(E)-3-(4-hidroksi-3,5-dimetoksifenil)prop-2-enska
Sinapinska kiselina kiselina
3,5-dimetoksi-4-hidroksicimetna kiselina

4-hidroksi-3-metoksicimetna kiselina

Ferulinska kiselina [(2E)-3-(4-hidroksi-3-metoksifenil)prop-2-enska kiselina]

|Izorhamnetin-3- |

- 5,7-dihidroksi-2-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-3-
ramnoglukozid|

[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
{I[CR,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihidroksi-6-metiloksan-2-
iljoksi-metiljoksan-2-il}oksikromen-4-on

Izorhamnetin-3-O-
rutinozid
Narcisin

Glukozid
flavona

Glikozid
flavonola

Glikozid
flavonola

Fenolna
kiselina

Glikozid
flavona
Fenolna
kiselina

Glikozid
flavonola

Glikozid
flavonola

Aldehid
fenola

Fenolna
kiselina

Fenolna
kiselina

Glikozid
flavona

C2sH31017*

C27H29016 *

C27H29016 *

CoH703*

C21H19010"

CsH703f

C21H19012*

C27H29015*

CsH7O3f

C11H110s5f

C1%HgO4*

C28H31016*

639,1567

609,1461

609,1461

163,0401

431,0984

151,0401

463,0882

593,1512

151,0401

223,0612

193,0506

623,1618

639,1545

609,1443

609,1431

163,0393

431,0965

151,0396

463,0869

593,1497

151,0395

223,0601

193,0497

623,1594

84

3,4

3,0

4,9

4,7

4,4

3,3

2,9

2,5

4,0

4,9

4,6

3,9



Rezultati

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

nastavak Tablice 4.

Kvercetin-3-O-pentozid
Reinutrin

[Naringenin-7-

ramnoglukozid|

Naringin

Izorhamnetin-3-O-
glukozid

Kamferol-3-O-glukozid
Astragalin

Kamferol-7-glukozid

Kvercetin 3-O-ramnozid

3,4-Dikafeoilkina
kiselina

Koniferil aldehid
Ferulil aldehid

3-0-kafeoil-5-0O-
kumaroilkina kiselina

Kamferol-3-O-
acetilglukozid
6-O-Acetilastragalin

Metil-3,5-di-O-
kafeoilkinat

2-(3,4-dihidroksifenil)-5,7-dihidroksi-3-(3,4,5-
trihidroksioksan-2-il)oksikromen-4-on

(2S)-7-{(2S,3R,4S,5S,6R)-4,5-dihidroksi-6-
(hidroksimetil)-3-[(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihidroksi-6-
metiloksan-2-il]-oksioksan-2-il}-oksi-5-hidroksi-2-(4-
hidroksifenil)-2,3-dihidrokromen-4-on
{5,7-dihidroksi-2-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-3-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
(hidroksimetil)oksan-2-ilJoksikromen-4-on}
5,7-dihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihidroksi-6-(hidroksimetil)oksan-2-ilJoksikromen-
4-on
{3,5-dihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-7-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihidroksi-6-(hidroksimetil)oksan-2-il)oksikromen-
4-on}
3,3',4',5,7-pentahidroksi-3-O-ramnozid
{2-(3,4-Dihidroksifenil)-5,7-dihidroksi-3-
[(2R,3S,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-metiloksan-2-
iljloksikromen-4-on}
(1S,3R,4R,5R)-3,4-bis{[(E)-3-(3,4-dihidroksifenil)prop-2-
enoilloksi}-1,5-dihidroksicikloheksan-1-karboksilna
kiselina

(2E)-3-(4-hidroksi-3-metoksifenil)prop-2-enal
(2E)-3-(4-hidroksi-3-metoksifenil)akrilaldehid

(1S,3R,4R,5R)-3-{[(3,4-dihidroksifenil)prop-2-enoil]oksi}-
5-{[3-(4-hidroksifenil)prop-2-enoilJoksi}-1,4-
dihidroksicikloheksan-1-karboksilna kiselina

[(2R,3S,6S)-6-[5,7-dihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4-
oksokromen-3-ilJoksi-3,4,5-trihidroksioksan-2-iljmetil
acetat

metil-{(3R,5R)-3,5-[(2E)-3-(3,4-dihidroksifenil)prop-2-
enoillloksi}-1,4-dihidroksicikloheksan-1-karboksilat

Glikozid
flavonola

Glikozid
Flavanona

Glikozid
flavona

Glukozid
flavonola

Glukozid
flavonola

Glikozid
flavonola

Fenolna
kiselina

Aldehid
fenola

Fenolna
kiselina

Glukozid
flavonola

Metilni ester
fenolne
kiseline

C20H17011*

C27H31014*

C22H21012*

C21H19011 *

C21H10011

C21H19011

Ca2sH23012*

C10HoO3'

Ca2sH23011*

C23H21012*

Ca26H25012*

433,0776

579,1719

477,1039

447,0933

447,09329

447,09329

515,1195

177,0557

499,1240

489,1039

529,1352

433,0755

579,1692

477,1025

447,0922

447,09167

447,09261

515,1179

177,0549

499,1233

489,1030

529,1339

85

4,8

4,7

2,8

2,4

3,62

15

3,1

4,9

14

1,7

2,5



Rezultati

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

nastavak Tablice 4.

Luteolin

Kvercetin

Cimetna kiselina
3-Fenilakrilna kiselina

Metil-4-kumarat

Naringinin

Kamferol
(Kemferol)
Izorhamnetin

Ramentin
|7-O-Metilkvercetin|

Krizin
Pinocembrin
(Dihidrokrizin)

Galangin

Akacetin

3',4',5,7-tetrahidroksiflavon
[2-(3,4-dihidroksifenil)- 5,7-dihidroksikromen-4-on]
[2-(3,4-dihidroksifenil)-5,7-dihidroksi-4H-1-benzopiran-4-
on]
3,3,4',5,7-pentahidroksiflavon
[2-(3,4-dihidroksifenil)-3,5,7-trihidroksi-4H-1-benzopiran-
4-on]

(2E)-3-fenillprop-2-enska kiselina

metil-(E)-[3-(4-hidroksifenil)]prop-2-enoat

4'5,7-trihidroksiflavanon
[2,3-dihidro-5,7-dihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4H-1-
benzopiran-4-on]
3,5,7-trihidroksi-2-(4-hidroksifenil)kromen-4-on
[3,5,7-trihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4H-1-benzopiran-4-
on]

3,5, 7-trihidroksi-2-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-4H-1-
benzopiran-4-on
2-(3,4-dihidroksifenil)-3,5-dihidroksi-7-metoksikromen-4-
on
5,7-dihidroksi-2-fenilkromen-4-on
[5,7-dihidroksi-2-fenil-4H-1-benzopiran-4-on]
5,7-dihidroksi-2-fenil-2,3-dihidrokromen-4-on

[2,3-dihidro-5,7-dihidroksi-2-fenil-4H-benzopiran-4-on]
3,5,7-trihidroksiflavon
[3,5,7-trihidroksi-2-fenil-4H-1-benzopiran-4-on]
5,7-dihidroksi-4'-metoksiflavon
[5,7-dihidroksi-2-(4-metoksifenil)-4H-1-benzopiran-4-on]

Flavon

Flavonol
Fenolna
kiselina
Metilni ester
fenolne
kiseline

Flavanon

Flavonol

Flavon

Flavon

Flavon

Flavanon

Flavon

Flavon

C1sH9Os'

CisHoO7'

CoH70>f

C10HoO3*

CisH110s51

C15HyO6'

Ci6H1107*
Ci6H1107*
Ci1sHoO4'
Ci1sH11041
Ci1sHgOs

Ci16H1105"

Napomena: Spojevi su navedeni prema UDVW XYUHPPHQX ]DGUADYDQMD X NURPDWRJUDIVNRM NRORQL

285,0405

301,0354

147,0452

177,0557

271,0612

285,0405

315,0510
315,0510
253,0506
255,0663
269,0455

283,0612

285,0392

301,0339

147,0446

177,0550

271,0599

285,0392

315,0498
315,0499
253,0494
255,0651
269,0443

283,0611
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4,5

4,9

3,5

3,8

4,7

4,4

4,0
3,8
4,9
4,7
4,7

0.11



Rezultati

Tablica 5. Trivijalna i sustavna (IUPAC) imena, prikaz strukturnih formula kvantificiranih fenolnih spojeva te njihov maseni

Broj
spoja

XGLR X PHGX RELPQH SODSROWUXYWIRUDpPNRI

Trivijalno ime

Galna kiselina

Protokatehinska kiselina

p-Kumarinska kiselina

Kafeinska kiselina

Neoklorogenska kiselina

Sustavno ime
(IUPAC)

3,4,5-trihidroksibenzojeva kiselina
(3,4,5-trihidroksibenzenkarboksilna
kiselina)

3,4-dihidroksibenzojeva kiselina
(3,4-dihidroksibenzenkarboksilna
kiselina)

4-hidroksifeniloctena kiselina
(4-hidroksifeniletanska kiselina)

4-hidroksicimetna kiselina
3-(4-hidroksifenil)akrilna kiselina
[(2E)-3-(4-hidroksi-fenil)prop-2-enska
kiselina]

3,4-dihidroksicimetna kiselina
(3,4-dihidroksifenilakrilna kiselina)[
3-(3,4-dihidroksifenil)prop-2-enska

kiselina]
trans-5-O-kafeoilkina kiselina
[5-O-(trans-3,4-dihidroksicinamoil)-D-
kina kiselina]
{(1R,3R,4S,5R)-3-[(E)-3-(3,4-

dihidroksifenil)prop-2-enoil]oksi-1,4,5-

trihidroksicikloheksan-1-karboksilna
kiselina}

Vrsta
spoja

Fenolna

kiselina

Fenolna
kiselina

Fenolna
kiselina

Fenolna
kiselina

Fenolna
kiselina

Fenolna
kiselina

Strukturna formula

Maseni udio
(mg kg™)

0,011

0,008

0,138

0,038

0,008

0,031
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Rezultati

10

11

12

nastavak Tablice 5.

Pinocembrin
(Dihidrokrizin)

Akacetin

Galangin

Kvercetin

Kamferol-7-glukozid

Kvercetin-3-O-ramnozid

5,7-dihidroksi-2-fenil-2,3-
dihidrokromen-4-on
[2,3-dihidro-5,7-dihidroksi-2-fenil-4H-
benzopiran-4-on]

5,7-dihidroksi-4'-metoksiflavon
[5,7-dihidroksi-2-(4-metoksifenil)-4H-
1-benzopiran-4-on]

3,5,7-trihidroksiflavon
[3,5,7-trihidroksi-2-fenil-4H-1-
benzopiran-4-on]

3,3,4',5,7-pentahidroksiflavon
[2-(3,4-dihidroksifenil)-3,5,7-
trihidroksi-4H-1-benzopiran-4-on]

{3,5-dihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-7-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
(hidroksimetil)oksan-2-il)oksikromen-

4-on}

3,3.,4',5,7-pentahidroksi-3-O-
ramnozid
{2-(3,4-dihidroksifenil)-5,7-dihidroksi-
3-[(2R,3S5,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihidroksi-6-metiloksan-2-
illoksikromen-4-on}

Flavanon

Flavon

Flavon

Flavonol

Glukozid
flavonola

Glikozid
flavonola

0,009

0,008

0,004

0,004

0,007

0,363
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Rezultati

Ukupni rezultati analize kromosomskih aberacija u limfocitima periferne krvi
WURMLFH LVSLWDQLND SULND]DQL VX X WDEOLFL 8pH\
aberacijama u negativnoj kontroli vrlo je niska, svega njih 13 na 1800 pregledanih
stanica. U kvalitativQRP SRJOHGX PHyYyX XWYUYyHQLP YUVWDPD DEI
NRQWUROL SUHYODGDYDMX NURPDWLGQL ORPRYL D XWY
DFHQWULpPQLK IUDJPHQDWD

,JORAHQRVW WHVWLUDQLP X]RUFLPD L]D]YDOD MH RGVW
aberacijama pre PD QHJDWLYQRM NRQ®QD REDMAKE W Eastliphedstip N
VWDQLFD V DEHUDFLMDPD L]JPHYyX WHVWLUDQLK X]J]RUDND ¢
XpHVWDORVW VWDQLFD VDEHUDFLMDPD XWYUyHQD MH X X]
HNVWUDNWRP PHGD RELpQH SODQLNH 7UHBEWRY?PVERN@XWR N
XpHVWDORVW NURPDWLGQLK ORPRYD L DFHQWULpPQLK 1UD
razliku od ekstrakta, med i HGA vrlo malo su utjecali na pojavnost kromosomskih
RAWHIUIHQMD

5DGL SURFMHQH PRJXULK SURWHNWLYQLK DQMLIHQRW
testiranih tvari, provedeni su dodatni tretmani uporabom svih LVWUDALYDQLK
NRQFHQWUDFLMD PHGD RELPQH SODBDGA MHombiMasijWdJDNWD |
citostatikom irinotekanom. Usporedno je ispitivan uzorak umjetnog meda, a u pokus
je kao pozitivha kontrola za vjerodostojnost metode analize kromosomskih aberacija
XNOMXpHQ L EOHRPLFLQ NDR GRND]DQL PXWDJHQL L FLWR"'

Kako se vidi iz rezultata prikazanih u tablici 6, tretman irinotekanom izazvao je
YHOLNL SRUDVW EURMD VWD Qrhgk® aeRdije] ujebaG Jekdha NURP R\
SRYHIX@MHMWDORVWL NURPDWLGQLK ORPRYD LjeDHEHQWULPC
SRMDYH NURPRVRPVNLK RAWHUHQMD NRMD X X]J]RUFLPD QH.
EH] GRGDWND FLWRVWDWLND QLVX |DELOMHAHQH NURPRYV
tetraradijus).

SizuzetNRP XPMHWQRJ PHGD VYH VX WHVWLUDQH WYDUL
VWDQLFD V NURPRVRPVNLP DEHUDFLMDPD 1DMEROML XpLC
WUHWPDQD V PHGRP RELPpQH SODQLNH O6WDWLVWLPpNH ]QI

testiranih uzoraka prikazane su u tablici 6.
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Rezultati

Tablica 6 . Ukupni rezultati analize kromosomskih aberacija u limfocitima periferne krvi trojice ispitanika.

Parametar

Negativna kontrola *
1x Med?
5x Med®
10x Med®

Umjetni med ¢
1x Ekstrakt ©
5x Ekstrakt f
10x Ekstrakt ¢

1x HGA"N

5x HGA!
10x HGA!
Irinotekan K

1x Med + irinotekan '

Broj stanica s
aberacijama
(na 1800 stanica)

13
15
18
16

16
30

*,a,c,d,h,i,j

37
*a,b,c,d,h,i,j

42
*.a,b,c,d,h,i,j

15
13
15

104#
39

*a,b,c,d,h,ij

Vrste kromosomskih aberacija na 1800 metafaza (ukupno / sr. vr.

%LFHQWUL
kromosom

Kromatidni

lom
10
1,1 £ 0,60
10
1,1 £ 0,60
14
1,6 +0,53
12
1,3+0,50
12
1,3+0,71
23
2,6 +0,88
23
2,6 +0,88
27
3,0+1,12
11
1,2+ 0,67
9
1,0+ 0,71
9
1,0+ 0,50
59#
6,6 + 2,07
18
2,0+0,87

Kromosomski

lom

1
0,1+0,33

1
0,1+0,33
5
0,6 +0,88
4
0,4+0,53

$FHQWIL
fragment
3
0,3+0,50
5
0,6 + 0,53
4
0,4 +0,53
4
0,4 +0,53
4
0,4+0,73
7
0,8+0,44
14
1,6 £0,53
15
1,7 +0,87
4
0,4 +0,53
4
0,4 +0,53
5
0,6 + 0,53
46°%
51+2,15
16
1,8 +0,83

4*%abcdefghijlmpgrstu

0,4 +0,53

+ SD)

Tetraradijus

2

0,2 +0,67
5

0,6 + 0,88

90



Rezultati

nastavak Tablice 6.

5x Med + 46 24 5 14 5
irinotekan ™ "ab.cdhij 2,7+1,41 0,6 +0,73 1,6 + 0,88 i 0,6 +0,73
10x Med + 49 26 3 17 2 5
irinotekan " ab.cdehi] 29+154 0,3+0,71 1,9+0,78 0,2+0,44 0,6 £0,73

) ) 115abcdehijlnpar

Umijetni med + 1175 80°% stu 35%& 2 1

e o

irinotekan 8,9+2,98 1.2+0097 3,9+2,26 0,2+0,44 0,1+0,33
1x Ekstrakt + 59 33%abc.dhij 3 19*bcdhi 4

irinotekan P *a.b,c.d.enijl 3,7+0,87 0,3+0,50 2,1+0,60 i 0,5+0,33
5x Ekstrakt + 53 37+abcdhijl 3 15 1

irinotekan ¢ ab.cdehi] 4,1 +1,27 0,3+0,71 1,7+1,41 i 0,1 +0,33
10x Ekstrakt + 47 31%acdhij 1 18"

irinotekan *abcdehi] 3,4+0,88 0,1+0,33 2,0+0,71 ) )

1x HGA + 58 35%abcdhij 2 19"b.cdhi 1 4
irinotekan S nabcdefhi] 3,9+1,54 0,2+0,44 2,1+0,78 0,1 +0,33 0,4+0,73
5x HGA + 59 39%ab.c.dhijl 2 16 3
irinotekan nabcdefhijl 4,3+ 1,50 0,2+0,44 2,0+0,93 i 0,3+0,50
10x HGA + 47 29%ai 19"bcdhi
irinotekan Y *abcdehi] 3,2+ 0,97 i 2,1+ 1,05 i i

Bleomicin (pozitivna 188" 157" 18" 70" 11" i
kontrola) 17,4+ 7,26 2,0+£1,50 7,8+ 1,64 1,4+0,74

Napomena: Ukupni broj pregledanih metafaza iznosio je 1800. Mikroskopske analize su provedene na svjetlosnom mikroskopu Leitz Laborlux '
u triplikatu za svakog od trojice ispitanika, pregledom 200 metafaza po jednoj analizi (3 x 3 x 200 =1800).

6WDWLVWLpND REUDGD SRGDWDND ]D EURWHMWWDQ LIF DS YR Y W & HIDEH MBIF § RIPRBK-AdR TdkePe@im B30 kestom, Wz MANQ FH V
]1QDpDMQRVWLOPOD VORYD SRNUDM QD]JLYD X]JRUND XSXUEMXDQM R NV DW LNRULLbANHH DO SDM QRRQWL ,VWDNQXWH VX Y
1Q D p DBIRYRL auHb@nidsu na ostale uzorke. n +u usporedbi sa svim ostalim uzorcima; # +u usporedbi sa svim uzorcima osim kombinacije "umjetni med + irinotekan";

& +u usporedbi sa svim uzorcima osim irinotekana; $ +u usporedbi sa svim uzorcima osim pozitivhe kontrole.

SRG SRYHUDQMHP [
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Rezultati

Ukupni rezultati CBMN-testa u kontrolnim limfocitima periferne krvi trojice ispitanika

te limfocitima tretiranim u uvjetima invitrto V PHGRP RELpPpQH SODQLNH HNVYV
prikazani su u tablici 7.

8pHVWDORVW PLNURQXNOHXVD 01 X EEgthedéhBDoeq L P

%
YUOR MH QLVND VYHJD

01 QD SUHJOHGDQLK %1 OL
uzorcima izazvala je manja odstupanja ukupnog broja MN prema negativnoj kontroli.
IDMYHUD XpHVWDORVW 01 RG

QD SUHJGHIGRDBWLK %1
WUHWLUDQRP V

T HNVWUDNWRP PHGD RELPpQH SODQLNH
Razlike u zastupljenosti binuklearnih limfocita s mikronukleusima (BNwmn

LIPHYX
QHIJDWLYQH NRQWUROH L WHVWLUDQLK X]JRUDND QLVX VWD

U uzorku negativne kontrole te svim testranmu]RUFLPD XWYUyYHQH VX VDP
NRMH VDGUaH SR MHGDQ 01 WDEOLFD

Rezultati koji se odnose na pojavnost jezgrinih pupova (eng. Nuclear bud, NB) i
ELQXNOHDUQLK OLPIRF uyyikdzRivsl WigbliwiB.GUAH %1

8 p HV W D GRwiuléarnim (BN) limfocitima negativne kontrole vrlo je niska,
VYHJD 1% QD SUHJOHGDQLK %1 OLPIRFLWD ,JOR&aHQR
je manja odstupanja ukupnog broja NB-a SUHPD QHJDWLYQRM NRQWUROL

NB od 3,2 na 1000 SUHJOHGDQLK %1 OLPIRFLWD XWYUYyHQD MH X
medom.

Razlike u zastupljenosti binuklearnih limfocita s NB-om (BNne L]JPHYX QHJDWLY
NRQWUROH L WHVWLUDQLK X]JRUDND QLVX VWDWLVWLpPNL ]JC

Kako je vidljivo iz tablice 8, u QHIDWLYQRM NRQWUROL WH QL X MH!

WHVWLUDQLP WYDULPD QLVX ]JDELOM H & HNQdeoplXshio btidg@ O D] P D
NPB).
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Rezultati

Tablica 7. Ukupni rezultati CBMN-testa u kontrolnim limfocitima periferne krvi trojice ispitanika te limfocitima tretiranim u uvjetima
invitro V. PHGRP RELpQH SODQLNH HNVWUDNWRP L KRPRIJHQWL]JLQVNRP NLVHOLQF
mikronukleusa (MN) u binuklearnim (BN) limfocitima i raspodjeli binuklearnih limfocita s mikronukleusima (BNwmn).

Parametar NK Med Umijetni Ekstrakt HGA
Uzorak 1x 5x 10x med 1x 5x 10x 1x 5x  10x

8pHVWDORVW PLNURQXNOHXVD 01
01 % 1

) ) 22 24 25 21 28 25 28 34 25 27 26
limfocita

Broj MN /1000 BN 24 27 28 23 3.1 28 31 38 28 30 29
limfocita

Raspodijela binuklearnih limfocita s mikronukleusima (BN MN)
% N /9000 BN

: : 22 24 25 21 28 25 28 34 25 27 26
limfocita
% N1 22 24 25 21 28 25 28 34 25 27 26
% N2 0 0 0 0 7 0 0 0 0 0 0
% 1uns 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Ukupni % BN wmn 0,24 0,27 0,28 0,23 0,31 0,28 0,31 0,38 0,28 0,30 0,29
0,
o am | 1900 BN 24 27 28 23 3,1 28 31 38 28 30 29
imfocita
Napomena: Ukupni broj pregledanih binuklearnih limfocita iznosio je 9000. Mikroskopske analize su provedene na svjetlosnom mikroskopu LHLW] /DERUOX[ ' SRG SRYHUDQMHP

triplikatu za svakog od trojice ispitanika, pregledom 1000 binuklearnih limfocita po jednoj analizi (3 x 3 x 1000 = 9000).
6WDWLVWLPND ]QDpDMQRE-Wsta, WVBEWDQD MHMERB®PIMD]OLND L]IPHYyX X]JRUDND QLMH VWDWLVWLpPpNL ]QDPDMQD
NK *negativna kontrola.
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Rezultati

Tablica 8. Ukupni rezultati CBMN-testa u kontrolnim limfocitima periferne krvi trojice ispitanika te limfocitima tretiranim u
uvjetima in vitro s medom RELpQH SODQLNH HNVWUDNWRP L KRPRIJHQWL]JLQVNRP NLVHOL
pojavnosti jezgrinih pupova (eng. Nuclear bud, NB L ELQXNOHDUQLK OLPIRFNsWtB pdjdmddti LK VDGUa
nukleoplazmatskih mostova (eng. Nucleoplasmic bridge, NPB) L ELQXNOHDUQLK OLPIRRkYWD NRML LK VD

Parametar Med Umjetni Ekstrakt HGA
Uzorak N Bx 10x med! 1x sx 10x  1x 5x  10x
SBRMDYQRVW MH]JJULQLK SXSRYD 1% L ELQXNOHNBUQL
1% %1 OLPI 17 22 20 25 29 23 25 27 20 24 24
Broj NB / 1000 BN limfocita 1,9 2,4 2,2 2,8 3,2 2,6 2,8 3,06 2,2 2,7 2,7
% s /9000 BN limfocita 17 22 20 25 29 23 25 27 20 24 23
Ukupni % BN nB 0,19 0,24 0,22 0,28 0,32 0,26 0,28 0,30 0,22 0,27 0,26
% &g /1000 BN limfocita 1,9 2,4 2,2 2,8 3,2 2,6 2,8 3,0 2,2 2,7 2,6
Pojavnost nukleoplazmatskih mostova (NPB) binuklearnih OLPIRFLWD NRML
(BNnpB)
13% %1 OLPI 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Broj NPB/1000 BN limfocita 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
% 4pre /9000 BN limfocita 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ukupni % BN nrs 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

% 4ps /1000 BN limfocita 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Napomena: Ukupni broj pregledanih binuklearnih limfocita iznosio je 9000. Mikroskopske analize su provedene na svjetlosnom mikroskopuLHLW] /DERUOX[ ' SRG S®urittiplikatQ M H P
za svakog od trojice ispitanika, pregledom 1000 binuklearnih limfocita po jednoj analizi (3 x 3 x 1000 = 9000).

6WDWLVWLPND ]QDpDMQRF-Wsta, VAEWDQD MHEREDIMD]OLND L]PHYyX X]JRUDND QLMH VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD

NK *negativna kontrola.
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Rezultati

Ukupni UH]XOWDWL VWDQLpQH NLQHWLNH L SUHALYOMHQMD
uzorcima trojice ispitanika te uzorcima tretiranim u uvjetima in vitro V PHGRP RELpPQH
planike, ekstraktom i HGA prikazani su u tablici 9.

8 X]JRUNX QHJIJDWLYQH NRQWUROH XWYUYyHQD MH QDMYLACL
RG 6YL WHVWLUDQL X]J]RUFL LPDOL VX RGUHYHQD RGVW
VWDWLVWLRWVWLOQRPDIMBH QH X WDEOLFL 9DOMD QDJODVLWI
]JDELOMHAHQD X X]JRUFLPD WUHWLUDQLP V HNVWUDNWRP PH:
XSXUXMX QD VSRVREQRVW WHVWLUDQLK X]J]RUDND GD XVSRUF
pri prolazu stanicaizMiuMz X] SRVOMHGLpQL SRUD¥ VAW R RWD X WRIKR ¥LC
L PDQML EURM VWDQLBFMM.NRMH VX XaOH X 0

6YH QDYHGHQR RGUDAaDYD VH L QD YULMHGQRVWL UHSOLN

Tretmani testiranim tvarima potaknuli su dio limfocita na apoptozu, odnosno
SURJUDPLUDQX VWDQLPQX VPUW 1DMYHUL EURM VWDQLFD X I
WUHWLUDQRP V T NRQFHQWULUDQLP HNVWUDNWRP PHGD |
VWDWLVWLDpN L< Db [Fxést &istupala prema negativnoj kontroli i uzorku
WUHWLUDQRP V 1 PHGRP RELPpQH SODQLNH WDEOLFD

8 X]JRUNX QHIJDWLYQH NRQWUROH XWYUyHQ MH YUOR PDOL
WUHWPDQL VX GRYHOL GR VWDWEk\OWS Fiest) hoRsanc@ BRJ SRUD\
QHNUR]JL SUL pHPX MH QMLK QDMYLAH XWYUYyHQR
NRQFHQWULUDQLP HNVWUDNWRP PHGD RELPQH SODQLNH

8]HY&AL X REJLU SRGDWNH R EURMX VYLK AaLYLK L PUWYLI
testiranim uzorcima, izUDpXQDWH VX YULMHGQRVWL SUROLIHUDFLMVN
QHIJDWLYQH NRQWUROH XWYUYyHQD MH QDMYLaAD YULMHGQRVYV
VX RGUHYHQD RGVWXSDQMD RG WH YULMHGQRVWL pLMH VX V
9.

ND RVQRYL GRELYHQLK YULMHGQRVWL L]JUDpXQDW MH L
7TUHED LVWDNQXWL GD VX VYD WUL WHVWLUDQD X]J]RUND
YULMHGQRVWLPD FLWRVWD]H RNR LOL PDOR YLaH RG SR
ZarazZlLNX RG QMLK PHG REANQdStirsdrDkQricdhtdadijama imaju slabi,

bDN |DQHPDULY FLWRVWDWVNL XpLQDN WDEOLFD
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Rezultati

Tablica9. Ukupni UH]XOWDWL VWDQLPpQH NLQHWLNH L SUHALYOMHQMD OLPIRFLWD SHULIHUQH
tretiranim u uvjetima invitro V PHGRP RELPpQH SODQLNH HNVWUDNWRP L KRPRIJHQWL]JLQVNR

Parametar

NDI

Uzorak

Replikacijski indeks

/ILPIRFLWL X D

% Limfociti u apoptozi

Broj apoptoza po analizi

/ILPIRFLWL X C

% Limfociti u nekrozi

Broj nekroza po analizi

CBPI

% citostaze

Napomena: Ukupni broj pregledanih pregledanih limfocita iznosio je 9000. Mikroskopske analize su provedene na svjetlosnom mikroskopu Le LW] /DERUOX] '
svakog od trojice ispitanika, pregledom 1000 limfocita po jednoj analizi (3 x 3 x 1000 = 9000). Vrijednosti indeksa diobe jezgara (eng. Nuclear Division Index

NK*

1383
6618
333

666
2,031

adefghij

100
13
0,14
1,44
3
0,03

0,33
1,954

a,b,d.efgh,ij

0

1x2
1566
6429

306

699
2,015

defgi
97,8
14
0,16
1,56
12
0,13
1,33

1,932

d.efg
2,3

Med
5xP
1463
6576
283

678

2,020
defg,)

98,4
20
0,22
2,22
15
0,17

1,67
1,937

d.efg,j

1,8

10x°
1405

6601
313

681
2,030

adefgii
99,5
18
0,20
2,00
16
0,18

1,78
1,947

ad.efg,ij

0,7

Umijetni
med¢

1472
6710
263

555
1,989

efg
96,7
19
0,21
2,11
16
0,18

1,78
1,920

efg

3,6

1x€
2508
6097

141

254
1,793

79,7
21
0,23
2,33
17
0,19
1,89
1,758

20,6

Ekstrakt

5x!
2448
6178

161

213
1,793

80,2
24
0,27
2,67
17
0,19
1,89
1,762

20,2

10x9
2396

6231
133

240
1,802

80,7
28"
0,31
3,11
20°
0,22
2,22
1,766

19,7

1xh
1426
6618

267

689
2,024

adefgi
98,8
19
0,21
2,11
12
0,13

1,33

1,941
a,d,j

1.3

1,

HGA
5x!
1471
6608
242

679

2,014
defg,)

97,9
19
0,21
2,11
14
0,16

1,56

1,932
d,j

2,3

10x!
1656

6351
278

715

2,006
defg

96,6
19
0,21
2,11
16
0,18
1,78
1,919

3,7

SRG S R,\Hripikaua P
LJUDPXQDWH VX SUHPD IRUPXC

VX SUHGORALOL (DVWPRQG L 7HRFMN+BKMs+4xM,) /NN, gdje @ M, +M; EURM VWDQLFD V MHGQRP GR pHWLUL MH]JUH Reflikidijskis@eks fURM L]EURM
LIUDpXQDW SUH P D[(ltBrt) ENXj€zhrerth stanica 2+ ¢ T EURM Y LaHMH]JU-H@upkn krdy Qi) D[( broj dvojezgrenih stanica 2+ ¢ T EURM YLaHMH]J Aikupah BraV DQ L F D
stanica u kontrolnoj skupini)] * x 100 (Lorge i sur., 2008). 9ULMHGQRVWL SUROLIHUDFLMVNRJ LQG H N \IBPI& §8oj jetrjdjeRdoexit anids) ¥ (R >SbtbHivdjezhRebilP staDita)

T EURM YLAHMH]JUHQLK VWDQLFD @

2016). 6WDWLVWLPND REUDGD SRGBWHWBBWRYKGEHDRD @K | RDMIDWVPRVARYH SRNUDM QD]JLYD X]JRUND XSXiUXMX QD R]JQDNX NRULAWHQX S

, VWDNQXWH VX YULMHGQRVWL NRMH VX VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQR YLa@H X RGQRVX QD RVWDOH X]JRUNH
NK +negativna kontrola.

BNXSHLQVRVRD MWD QD FRQDAW&MH SUHP D 10B ¥ fCBPILskupiné LWV/RGBRI Bdrtirolne skupine) (OECD,
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Rezultati

5DGL SURFMHQH PRJXULK SURWHNWLYQLK DQWLJHQR)
testiranih tvari, provedeni su dodatni tretmani uporabom svih LV W U D &an¢éntgacifa
PHGD RELPQH SODQLNHGA H NabihaBjNsVdRosiatidom irinotekanom.
Usporedno je ispitivan uzorak umjetnog meda, a u pokus je kao pozitivha kontrola za
vjerodostojnost metode CBMN-testa XNOMXpHQ L EOHRPLFLQ NIDR GRN
FLWRWRNVLPpQL DIJHQV

8 WDEOLFL SULND]DQL VX UH]XOWDWL ]D XpHVWDORVYV
(BN) limfocitima. Tretman irinotekanom izazvao je veliki porast broja mikronukleusa i
VWDQLFD NRMH LK VDGUAH D VYH VXileniineW Lpbjavigpst. WY D U
1DMVODELML XpLQDN XRpHQ MH QDNRQ L]ODJDQMD XPMHWQ
u zastupljenosti binuklearnih limfocita s mikronukleusima (BNun  L]JPHYX WHVWLUI
X]RUDND SULND]DQH VX X WDEOLFL aimalogeWwdaki pojsvibstW L U D Q
VWDQLFD NRMH VDGU&H SR MHGDQ 01 X QHNLPD VX XRpHQ
LULQRWHNDQ OQDMYLAH WHVWLUDQD NRQFHQWUDFLMD Pt
koncentracije ekstrakta i bleomicin). Limfociti koji sadraH SR WUL 01 ]JDELOMHA&HC
nakon izlaganja citostaticima irinotekanu i bleomicinu.

1D RVQRYL SRGDWDND R XpHVWDORVWL PLNURQXNO
irinotekanom te u limfocitima tretiranim kombinacijama irinotekana s medom, ekstraktom
iHGAizUDpXQDWH VX YULMHGQRVWL LQGHNVD PXWDJHQRVWL
I1HIDWLYQL SUHG]QDFL GRELYHQLK YULNMHQRWRWY DpEPRIX M >
LULQRWHNDQD SRG XWMHFDMHP VYLK WHVWLUDOQLiKOSWYDUL
SURPDWUDPR QDMYL&H DSVROXWQH YULMHGQRVWL D L] QM
NRPELQDFLMD RQD X NRMRM MH NRUL&AWHQD SHWHURVWU)>
Nadalje, koncentracija meda i HGA koja odgovara dnevnoj dozi pokazala se
djelotvornijom u smanjenju pojavnosti mikronukleusa od njihove deseterostruke
koncentracije.

Rezultati koji se odnose na pojavnost jezgrinih pupova (NB) i binuklearnih limfocita
NRML LK (BNReEprigadani su u tablici 12. Tretman irinotekanom izazvao je visoku
X pHVW D @aribinukikeésnim (BN) limfocitima (66 na 9000 pregledanih BN limfocita).
U kombinaciji s umjetnim medom, broj NB-a MRa4 PDOR MH SRUDVWDR ,VWR"
VD VYLP WHVWLUDQLP WYDULPDaVBDQ MdimRadjeloxodii W D OR V'
6WDWLVWLpPpNH J]QDPpDMQRVWL UDJOLND X ]DVW X6 ONIHHRV W L
testiranih uzoraka prikazane su u tablici 12. Iz rezultata prikazanih u istoj tablici vidljivo je
GD VX QXNOHRSOD]PDWVNL PRVWRYL |]DELOMHAKHQL QDNRQ

97



Rezultati

Tablica 10. Skupni rezultati CBMN-testa u limfocitima periferne krvi trojice ispitanika tretiranim s irinotekanom (IRI), te
NRPELQDFLMDPD LULQRWHNDQD L PHGD RELpQH SODQLNH HNVWUDNWD L K|
NDR SR]JLWLYQD NRQWUROD NRULAWHQ EOHRPLFLQ 3ULND]DQL VX SRGD
binuklearnim (BN) limfocitima i raspodijeli binuklearnih limfocita s mikronukleusima (BNwmn).

Parametar - Med + IRI S Ekstrakt + IRI HGA+IRI  Bleomicin
Uzorak 1xa  5xb  10x¢  +|R[ 1xe  5xf  10x¢ 1x" 5xi  10xi
S8pHVWDORVW PLNURQXNOHXVD 01
o|_1 %117 62 53 67 109 60 52 58 66 59 74 158
imfocita
BOIMNTTO00BN 130 69 59 74 121 67 58 64 73 66 82 176
imfocita
Raspodijela binuklearnih limfocita s mikronukleusima (BN wmn)
% fﬂN /9000BN 208 o) 59 g 106 58 51 58 66 59 741 140%
imfocita i beelohii
% it 100 62 59 65 103 56 50 58 66 59 74 123%
% iz 7 0 0 1 3 2 1 0 o 0 0 16*
% iz 1 0 0 0 0 0 0 0 o 0 0 1

Ukupni % BN wmn 1,2 0,69 0,59 0,73 1,18 0,64 0,57 0,64 0,73 0,66 0,82 1,56
% i~ /1000 BN
limfocita

Napomena: Ukupni broj pregledanih binuklearnih limfocita iznosio je 9000. Mikroskopske analize su provedene na svjetlosnom mikroskopu Leitz Laborlu[ ' SRG SRYHUDQ®MHP

u triplikatu za svakog od trojice ispitanika, pregledom 1000 binuklearnih limfocita po jednoj analizi (3 x 3 x 1000 = 9000).

6WDWLVWLPND REUDGD SRGDWBNHEWRY XG HWQDL (K BRPIDIKIRVOBRYD SRNUDM QD]JLYD X]JRUND XSXuUXMX QD R]QDNX NRULAWHQX
]QDpDMQRVWL ,VWDNQXWH VX YULMHGQRVWL NRMH VX VWDW It ¥ ¥gpopeiiti shQVinp d3tslid Rzaddkmal aHQH X RGQRVX QD RVWDOH X]JRUNH

120 69 59 7,3 11,8 6,4 5,7 6,4 73 66 82 15,6
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Rezultati

Tablica 11. QS ULMHGQRVWL LQGHNVD PXWDJHQRVWL OXW, L]JUDpXQDWH QD RVQRYL SF
limfocitima tretiranim irinotekanom (IRI) te u limfocitima tretiranim kombinacijama irinotekana s medom,
ekstraktom i homogentizinskom kiselinom (HGA).

B Med + IRI Umjetni Ekstrakt + IRI HGA + IRI
Uzorak med +
1x 5x 10x IRI 1x 5x 10x  1x 5x 10x
Mutl 047 -055 -043  -007 -049 -056 -050 -0,44 -0,50 -0,37

Napomena: ,QGHNYV PXWDJHQRVWL OXW, L]JUDPXQDW MHesSAMARMHRP 0R) UNMNGRO(StarGaxowsur., 1908).
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Rezultati

Tablica 12. Ukupni rezultati CBMN-testa u limfocitima periferne krvi trojice ispitanika tretiranim u uvjetima in vitro s
irinotekanom (IRI), te kombinacijamairinotekana L PHGD RELpPpQH SODQLNH HNVWUDNWD L KRPRJ
+*$ 8 SRNXVX MH NDR SRJLWLYQD NRQWUROD NRULAWHQ EOHRPLFLQ 3UL
pupova (eng. Nuclearbud, NB) L ELQXNOHDUQLK OLP IR kd),¥¢ pojavRadtinukisoMd2iGatski % 1
mostova (eng. Nucleoplasmic bridge, 13% L ELQXNOHDUQLK OLPIREBLWD NRML LK VDGUAH

Parametar Med + IRI Umijetni Ekstrakt + IRI HGA + IRI

* A k
Uzorak ! 1x2 5xb  10x¢ med +IRI?  1xe  5xf 10x9 1xh 5xi 10x) Bleomicin

SBRMDYQRVW MH]JJULQLK SXSRYD 1% L ELQXNOHWUQLK OLPIRFLW
1% %

. . 66 35 36 40 70 46 42 49 45 39 44 88
limfocita
Broj NB /1000 BN 73 3.9 4,0 4.4 7.8 51 4,7 5,4 5,0 43 49 9,8
limfocita
% 1z /9000 BN 66 70 88
limfocita ab.cfhij 35 36 40 abcefhij 46 42 49 45 39 44 ab.cefahij
Ukupni % BN ns 0,73 0,39 0,40 0,44 0,78 0,51 0,47 0,54 0,50 0,43 0,49 0,98
0,
é Q‘B /1.000 B 7.3 3,9 4.0 4.4 7.8 51 47 5,4 5,0 43 49 9,8
limfocita

SRMDYQRVW QXNOHRSOD]PDWVNLK PRVWRYD 13% ELQXHOHDUQLK O

0 0
Lo ® 5 0 0o 0 1 2 0 0 0 0o o 13
limfocita
Rl 07 o 0 0 0.1 02 0 0 0 0o 0 1,4
limfocita
0
% des /9000BN | o 0 0 0 1 2 0 0 0 0o 0 13
limfocita abc.elohil
Ukupni % BN nes 0,07 0 0 0 0,01 0,02 0 0 0 0 0 0,14
0
% les J1000BN 5 4 0 0 0.1 02 0 0 0 0o 0 1,4
limfocita
Napomena: Ukupni broj pregledanih binuklearnih limfocita iznosio je 9000. Mikroskopske analize su provedene na svjetlosnom mikroskopuLHLW] /DERUOX[ ' SRG SRYHUDQMHP
u triplikatu za svakog od trojice ispitanika, pregledom 1000 binuklearnih limfocita po jednoj analizi (3 x 3 x 6WDWLVWLPND ]QDpDMQRM&Etal wPpsWDQD MH SRPRUX

ODOD VORYD SRNUDM QD]JLYD X]J]RUND XBNXUXHDKY QQ MR QDMNDMNFWLEHNHQIQ BSRRMQRVWL ,VWDNQXWH VX YULMHGQRVWL NRMH
ostale uzorke.
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Rezultati

uzorcima tretiranim kombinacijom 1 umeda i irinotekana te umjetnog meda i irinotekana.

Ukupni UH]XOWDWL VWDQLpPpQH NLQHWLNH SULND]DQL VX >
LULQRWHNDQRP XWYUYyHQD MH YULMHGQRVW LQGHNVD GLREI
LPDOL VX RGUHYHQD RGVWXSDQMD \RW LWMHY WQLIVpHDBI/@QRWWML R LA
WDEOLFL 7UHED LVWDNQXWL GD VX QDMQLaH YULMHGQRYV
X]RUFLPD WUHWLUDQLP V HNVWUDNWRP PHGD RELpPQH SODQ
porast broja stanicauMi1i SUDUHQ VPDQMWN@WLLPQE B B NNHRAM B a\oXob@ O H X O
u Mz i Ma.

6YH QDYHGHQR RGUDADYD VH L QD YULMHGQRVWL UHSOLN
dasumedi +*$ LSDN X RGUHYyHQRM PMHUL XVSMHOL QDGYODGDW
GLREX VWDQLFD &W R prikhzinihGiltali¢i 1BH]X OW D W

Tretman irinotekanom potaknuo je dio limfocita na apoptozu. Dodatak meda i HGA
irinotekanu pridonio je padu broja stanica u apoptozi pri sve tri njihove ispitane
NRQFHQWUDFLMH OHYyXWLP GRGDWDN HNNWUYDMMIL GINREOIR |
FLWRWRNVLpQL XpLQDN RG VDPRJ LULQRWHNDQD 8 X]JRUNX
SRUDVW EURMD VWDQLFD X QHNUR]L 9HULQD NRPELQLUDQL
VWDQLFD X QHNUR]JL X RGQRVX QD LULQPM»WEONRWQLVBUNMLpR B XHWX
6WDWLVWLpPpND |QDpDMQRVW VYLK GRELYHQLK UH]XOWDWD ]
tablici 13.

1D RVQRYL SRGDWDND R EURMX VYLK 4LYLK L PUWYLK V
proliferacijskog indeksa (CBPI). Nakon tretmana ir LQRWHNDQRP XWYUYHQD MH
&3%, RG 6YL WHVWLUDQL X]RUFL LPDOL VX RGUHYHQD RC
VWDWLVWLPpNH J]QDpDMQRVWL R]QDpHQH X WDEOLFL TUHE
LQGHNVD GLREH MH]JDUD [PBDLQ/NHIMHQHD XL X]RUFNVWUDNWR
SODQLNH 7DNRYyHU 1D VYH X]RUNH MH L]JUDpXQDW L SRVWR
LULQRWHNDQD L HNVWUDNWD PHGD RELPpQH SODQLNH V YULI
pokazuju da dodavanje ekstrakta pridonosisQDAaQLMHP FLWRVWDWVNRP XpLQI
=D UDJOLNX RG QMLK SULPLMHQMHQL X NRPELQDFLML V LULC
WHVWLUDQLP NRQFHQWUDFLMDPD XPDQMLOL VX FLWRVWDWYV
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Rezultati

Tablica 13.  Ukupni UH]XOWDWL VWDQLpPpQH NLQHWLNH L SUHALYOMHQMD OLPIRF InWitto SHULIHU ¢
irinotekanom (IR) WH NRPELQDFLMDPD LULQRWHNDQD L PHGD RELPpQH SODQLNH HN
+*$ 8 SRNXVX MH NDR SR]JLWLYQD NRQWUROD NRULAWHQ EOHRPLFLQ

Parametar - Med + IRI Unr:ggtzi Ekstrakt + IRI HGA +IRI Bleomicin *
Uzorak 1x3 5xb 10x° IRI 1xe 5xf 10x9 1xh 5xi 10xi
M1 1600 1481 1570 1578 1729 2768 2776 2887 1614 1632 1411 3653
M2 6779 6906 6809 6812 6630 5945 6060 5891 6665 6747 6896 5112
M3 214 230 214 207 222 130 79 110 220 172 233 139
Mg 407 383 407 403 419 157 85 112 501 449 460 96
193 1odo 1od0 197 192 172 171 1716 1956 1938 107 gy
Replikacijski indeks 92,6 94,1 93,0 92,9 91,4 75,1 73,7 72,9 93,8 92,4 95,8 63,5
JLPIRFLWL X D 34 22 32 29 25 T o *,a,bs,c?d,h,i 25 21 32 118#
% Limfociti u apoptozi 0,38 0,24 0,36 0,32 0,28 0,57 0,49 0,59 0,28 0,23 0,36 1,31
Broj apoptoza po analizi 3,78 2,44 3,56 3,22 2,78 5,67 4,89 5,89 2,78 2,33 3,56 13,11
/ILPIRFLWL X ¢ 35" 23 23 22 35h 34 31 37" 20 23 22 81#
% Limfociti u nekrozi 0,39 0,26 0,26 0,24 0,39 0,38 0,34 0,41 0,22 0,26 0,24 0,9
Broj nekroza po analizi 3,89 2,56 2,56 2,44 3,89 3,78 3,44 411 2,22 2,56 2,44 9,0
LT 14 LESS Lse2 18T 1700 169 167 LeGL  1gTe 1010 g
% citostaze 8,1 6,3 7,4 7,6 9,1 25,8 27,1 28,0 6,6 7,9 4,6 38,7

Napomena: Ukupni broj pregledanih binuklearnih limfocita iznosio je 9000. Mikroskopske analize su provedene na svjetlosnom mikroskopuLHLW] /DERUO X[ ' SR G § RtifplikétDzQ dakdg) od trojice ispitanika,
pregledom 1000 binuklearnih limfocita po jednoj analizi (3 x 3 x 1000 = 9000). Vrijednosti indeksa diobe jezgara (eng. Nuclear Division Index 1', L]JUDpXQDWH VX SUHPD IRUP XO LTudkeVIZ8:X SUHGORALC
NDI = (M+2xMx+3xMg+4xMg) /N, gdieje M; tM; EURM VWDQLFD V MHGQRP GR pHWLUL MH]JUGHH S 1 NONPXSMYIN E W RIG HLINE/UIR NI H DB oG edingunDae: RR bref XOL 5,
YLAaHMH]JUH @+ kypsid brQ) té&nida)] / [( broj dvojezgrenih stanica 2+ ¢ T EURM Y LaH M H ] P ukupadnkordy Stalicd b kobtrolnoj skupini)] * x 100 (Lorge i sur., 2008). Vrijednosti proliferacijskog indeksa

&%3, L]UuBbpegnBformuli &%3, > EURM MHGQRMH]JUHQLK VWDQLFD T EURM GYRMH]JUH Q Lafice)\\(OBCD., o6 F IEW RWIWYDL]dH M D @D W WM CSQULHFDD
citostaze = 100 - 100 x {(CBPI skupine - 1) / (CBPI kontrolne skupine) (OECD, 2016). 6 WDWLVWLPND ]QDpDM Q B¥ests, iVSLW D Q D DMID SRPRYIX SRNUDM QD]LYD X]JRUND XSXUXMX G
R]QDpDYDQMX VWDWLVWLpPNH JQDpDMQRVWL VWY NQBKAASH n&/0stale UZoe-HCt Q Bspovédbi dhRMMtdstelikh (zoktind/ LVWLPNL ]JQDpDMQR
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Rezultati

5DGL SURFMHQH DQWLJHQRWRNVLPQLK L SURWHNWLYQLK
usporedni prikazi za rezultate CBMN-WHVWD VWDQLPpQH NLQmaMélh NH L
tretmana sa svim koncentracijama bez irinotekana te s irinotekanom.

=D PHG RELpQH SODQLNH WL VX SRGDFL SULND]DQL X
tablicama 16117, a za HGA u tablicama 18 i 19.

1IDMYDAQLML ]DNOMXpFL NR MéazasH dB sathktestiranHspajéli ne] W LK
LIDILYDMX ]1QDpDMQH &WHWQH XpLQNH QD UD]JLQL JHQRF
LULQRWHNDQRP VYL VX SRND]DOL RGUHYHQL DQWLJHQRWR

8 SRIOHGX XWMHFDMD QD SUROLIHUDFLMXeXMW &/QttiFD HN
WHVWLUDQH NRQFHQWUDFLMH SRND]DR MH LQKLELFLMVNL .

6WDWLVWLpPpNH ]QDpDMQRVWL UD]JOLND NRMH VX XRpHQH

su u tablicama 14 +19.
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Rezultati

Tablica 14. Ukupni rezultati CBMN-testa u kontrolnim limfocitima periferne krvi trojice
ispitanika te u limfocitima tretiranim u uvjetima invitro V PHGRP RELpQH SOD
irinotekanom (IRI), te kombinacijama irinotekana (IRI) L PHGD RELPQH SODQ

Parametar Med Med + IRI
Uzorak NK* 1xa 5xb 10x¢ IRI* 1xd 5xe 10xf
BpHVWDORVW PLNURQXNOHXVD 01
0,
01 W1 o o 25 21 117 62 53 67
limfocita
Broj MN /1000 BN 24 27 28 23 130 69 59 74
limfocita
Raspodjela binuklearnih limfocita s mikronukleusima (BN MN)
0,
% I / 9000 BN 2 24 25 21 108 goa g g
limfocita 1O
% Jant 22 24 25 21 100 62 53 65
% Ianz 0 0 0 0 7 0 0 1
% s 0 0 0 0 1 0 0 0
Ukupni % BN wn 0,24 0,27 0,28 0,23 1,20 0,69 0,59 0,73
% I/ 1000 BN
limfocita 2.4 2,7 2.8 2,3 12,0 6,9 5,9 7,3
Pojavnost jezgrinih  SXSRYD 1% L ELQXNOHDUQLK OLPKRFLW
0, 0,
1|. % A1 97 22 20 25 66 35 36 40
imfocita
Broj NB / 1000 BN
. 1,9 2,4 2,2 2,8 7,3 3,9 4.0 44
0,
e f.‘B /000 el 17 22 20 25 8% 3. 36 a0
imfocita 0.8
Ukupni % BN ng 0,19 0,24 0,22 0,28 0,73 0,39 0,40 0,44
% 4 / 1000 BN
[ S 1,9 2,4 2,2 2,8 7,3 3,9 4.0 4.4
SRMDYQRVW QXNOHRSOD]PDWVNLK PRVWRYD 13% ELQ
(BNnps)
[0) 0)
13% ALl 0 0 0 6 0 0 0
limfocita
Broj NPB / 1000 BN 0 0 0 0 0.7 0 0 0
limfocita ’
0,
/0 ltlF’B / 9000 BN 0 o o 0 6*1d1e1f O O 0
limfocita
Ukupni % BN nes 0 0 0 0 0,07 0 0 0
0,
% ill!pB / 1_000 BN 0 0 0 0 07 0 0 0
imfocita

Napomena: 6 WDWLVWLPND ]QDpDMQRVEMW HWSOVDXIDS MH SRPRDD VORYD SRNUDM QD]LYD X]RL
NRULAWHQX SUL R]QDPDYDQMX VWAWIDMLLVEW Hp NLDJEDIM@RADWLS BU EVIWFS U H B DWW IL P WKL RN IE

]JODPDMQR YLAH YULMH G @Rkipinam®U HPDVRM DWW QRNL ]QDpDMDQ SDG X XVSRUHGEL V ,5,
NK' * negativna kontrola.
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Rezultati

Tablica 15. Ukupni UH]XOWDWL VWDQLPpQH NLQHWLNH L SWMK)ALYOM
periferne krvi trojice ispitanika te u limfocitima tretiranim u uvjetima in vitro
V PHGRP RELPpQH SODQ LR, telkorhhhReijéiaNiihQrékana
(IR L PHGD RELpQH SODQLNH

Parametar Med u Med + IRI
Uzorak NK* 1xa 5xb 10x¢ = 1xd 5xe 10x
o 1383 1566 1463 1405 1600 1481 1570 1578
02 6618 6429 6576 6601 6779 6906 6809 6812
0s 333 306 283 313 214 230 214 207
0s 666 699 678 681 407 383 407 403
NDI 2031 50150 20200 2,030 1,936 ; : :
Replikacijski indeks 100 978 984 995 926 941 930 929
/[LPIRFLWL 4 14 20 18 34" 22 320 29°
apoptozi
_apoptozi
% Limfociti u 014 016 022 020 038 024 036 032
apoptozi
Broj apoptoza po 144 156 222 200 378 244 356 322
analizi
/LPIR Rilngkiozi 3 12 15 16 35" 23 23 22
—
% Limfociti u 003 013 017 018 039 026 026 024
nekrozi
Broj nekroza po 033 133 167 1,78 389 256 2.56 2.44
analizi
CBPI 1,954 10320 1,937° 1,047' 1,877 1,804%; : :
% citostaze 0 23 18 0.7 8.1 6.3 74 7.6

Napomena: 6 WDWLVWLpPND ]QDpDMQR VEVWIHWSLB DXQJDSMH SRPOFOIXD VORYD SRNUDM QD]JLYD X]RU

NRULAWHQX SUL R]QDpDYDQMX VWDWLVWLpPNH J]QDpDMQRVWL ,VWDNQXW ble 20k LMHGQR V'
t VWDWLVWLpPNL ]QDpDMDQ SDG X RGQRVX QD LVWL X]JRUDN EH] ,5,
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Tablica 16. Ukupni rezultati CBMN-testa u kontrolnim limfocitima (NK) periferne krvi
trojice ispitanika i limfocitima tretiranim u uvjetima in vitro s ekstraktom
PHGD R BEilapi®eHirinotekanom (IRI), te kombinacijama irinotekana
(IR L HNVWUDNWD PHGD RELpQH SODQLNH

Parametar NK* Ekstrakt IRI Ekstrakt + IRI
Uzorak 1xa 5xb 10x¢ 1 xd 5xe 10xf

8pHVWDORVW PLNURQXNOHXVD 01
01 %1 OLPIF 22 25 28 34 117 60 52 58
Broj MN / 1000 BN limfocita 24 28 3,1 3,8 13,0 6,7 5,8 6,4

Raspodjela binuklearnih limfocita s mikronukleusima (BN MN)
% 1 / 9000 BN limfocita 22 25 28 34 108" 582 51° 58¢
% Iina 22 25 28 34 100 56 50 58
% Winz 0 0 0 0 7 2 1 0
% Iins 0 0 0 0 1 0 0 0
Ukupni % BN wn 024 028 031 038 120 0,64 057 0,64

% %~ / 1000 BN limfocita 24 28 3,1 3,8 120 6,4 5,7 6,4
SRMDYQRVW MH]JJULQLK SXSRYD 1% L ELQXNOHWRUQL
1% %1 OLPI 17 23 25 27 66 46 42 49
Broj NB /1000 BN limfocita 19 2,6 2,8 3,0 7,3 5,1 4,7 5,4
% e /9000 BN limfocita 17 23 25 27 66° 462 42° 49°¢
Ukupni % BN s 0,19 0,26 028 030 0,73 051 047 0,54

% 1& / 1000 BN limfocita 19 2,6 2,8 3,0 7,3 51 4,7 54
Pojavnost nukleoplazmatskih  PRVWRYD 13% ELQXNOHDUQLK OLP

(BNnps)
13% %1 OLPI O 0 0 0 6 2 0 0
Broj NPB / 1000 BN limfocita 0 0 0 0 0,7 0,2 0 0
% Lps / 9000 BN limfocita 0 0 0 0 6 ef 2 0 0
Ukupni % BN nps 0 0 0 0 0,07 0,02 0 0
% 1ps / 1000 BN limfocita 0 0 0 0 0,7 0,2 0 0

Napomena: 6 WDWLVWLpPND ]QDp DM Q R¥-8kta, UzZp<\8, D503 MHDS\RIAVRMIXp NL ]QDpDMDQ SRUDVW SUHPTE
a,bic tVWDWLVWLpPNL ]QDPDMDQ SRUDVW St\P DW.MXWIPp X |.RUDFLPIDM EBRERSEZKHH IRUHP D X]JRUN)
VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQG ekétd@akt +9RIHPD X]RUN X

106



Rezultati

Tablica 17. Ukupni UH]XOWDWL VWDQLpQH NLQHWLNH L SUHALYOMI
periferne krvi trojice ispitanika te limfocitima tretiranim u uvjetima in vitro s

ekstraktom meda,

Parametar

Uzorak  NK*
O 1383
0 6618
0s 333
04 666
NDI 2#9;?’ Cl
Replikacijski indeks 100

ILPIRFLWL X [ 13
% Limfociti u

: 0,14
apoptozi
Broj apoptoza po 144
analizi ’

ILPIRFLWL X 3

% Limfociti u nekrozi 0,03
Broj nekroza po 0.33
analizi !
CBPI PN
% citostaze 0

1x2
2508
6097

141

254
1,793
d

79,7
21

0,23
2,33
17
0,19
1,89

1,758
d

20,6

Ekstrakt

5xb
2448

6178
161

213
1,793
e

80,2
24

0,27
2,67
17
0,19
1,89

1,762
e

20,2

10x°
2396

6231
133

240
1,802
f

80,7
28
0,31
3,11
20
0,22
2,22

1,766
f

19,7

IRI*

1600
6779
214

407
1,936

d,ef
92,6

34
0,38

3,78
35
0,39

3,89
1,877

d,ef

8,1

irinotekanom (IRI), te kombinacijama irinotekana i
HNVWUDNWD PHGD RELPpQH SODQLNH

Ekstrakt + IRI

1xd
2768
5945

130

157
1,742
e f

75,1
512
0,57
5,67
342
0,38

3,78
1,708
e f

25,8

5xe 10x!
2776 2887
6060 5891
79 110
85 112
1,7fl9 1,716
73,7 72,9
44> 53tc
0,49 0,59
4,89 5,89
31r 37
0,34 0,41
3,44 4,11
1,6f96 1,687
27,1 28,0

Napomena: 6 WDWLVWLPND ]QDpDMQRVEMW HWSNOVDXIDSMH SRPROD VORYD SRNUDM QD]LYD X]RL

NRULAWHQX SUL R]QDpDYDQMX VWDWLVWLpPNH JQDpDMQRVWL

,VWDNQXWéle V2¥rkéULMHGQR
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Rezultati

Tablica 18. Ukupni rezultati CBMN-testa u kontrolnim limfocitima (NK) periferne krvi
trojice ispitanika i limfocitima tretiranim u uvjetima in vitro s
homogentizinskom kiselinom (HGA), irinotekanom (IRI), te kombinacijama
irinotekana (IRI1) i homogentizinske kiseline (HGA).

Parametar NK* HGA IRI HGA + IRI
Uzorak 1x2  Bxb  10x°c 1xd 5xe 10xf
B8pHVWDORVW PLNURQXNOHXVD 01
01 %1 OLPII 22 25 27 26 117 66 59 74

Broj MN / 1000 BN limfocita 24 28 30 2,9 13,0 7,3 6,6 8,2

Raspodjela binuklearnih limfocita s mikronukleusima (BN MN)

% 1w /9000 BN limfocita 22 25 27 26 198 g 50 74

% iy 22 25 27 26 100 66 59 74

% Jinz 0 0 0 0 7 0 0 0

% Jins 0 0 0 0 1 0 0 0
Ukupni % BN wn 0,24 0,28 0,30 0,29 1,20 0,73 0,66 0,82

% 1an / 1000 BN limfocita 2,4 2,8 3,0 2,9 12,0 7,3 6,6 8,2
SRMDYQRVW MH]JJULQLK SXSRYD 1% L ELQXNOHWUQLI

1% %1 OLPI 17 20 24 24 66 45 39 44

Broj NB / 1000 BN limfocita 19 2,2 2,7 2,7 7,3 5,0 4,3 4,9

% %s /9000 BN limfocita 17 20 24 23 66 def 452 39° 44°

Ukupni % BN ng 0,19 0,22 0,27 0,26 0,73 0,50 0,43 0,49

% %g / 1000 BN limfocita 19 2,2 2,7 2,6 7,3 50 4,3 4,9
SRMDYQRVW QXNOHRSOD]PDWVNLK PRVWRYD 13% ELQ

(BNnps)
13% %1 OLP O 0 0 0 6 0 0 0
Broj NPB / 1000 BN limfocita 0 0 0 0 0,7 0 0 0
% %pe / 9000 BN limfocita 0 0 0 0 g def 0 0 0
Ukupni % BN nps 0 0 0 0 0,07 0 0 0
% Lps / 1000 BN limfocita 0 0 0 0 0,7 0 0 0

Napomena: 6 WDWLVWLPND ]QDpDMQRVWVHWSLIWDXJIDSMH SRPRO®D VORYD SRNUDM QD]LYD X]RL
NRULAWHQX SUL R]IQDpDYDQMX*VWDWLVWLpPpNH || QDpDWMOMRBWRUDVW SHWWD W EWYWINLIQ RM pb
porast prema istim uzorcima bez IRl; d +staWLVWLpPNL ]QDpDMQR 1I¥ eEkstiakb UIRIPEO+ X MRDDW KVWLPpNL JQDpDMQR YL
uzorku 5% ekstrakt + IRI; f *t VWDWLVWLPNL ]QDpDM Q& eksté@akt +SRIHPD X]RUN X
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Rezultati

Tablica19. Ukupni UH]XOWDWL VWDQLpPpQH NLQHWLNH L SUHALYOM
periferne krvi trojice ispitanika te limfocitima tretiranim u uvjetima in vitro s
homogentizinskom kiselinom (HGA), irinotekanom (IRI), te kombinacijama
irinotekana (IRI1) i homogentizinske kiseline (HGA).

Parametar " HGA i HGA + IR|
Uzorak 1x2 5xb 10x%¢ 1xd 5xe 10xf
o 1383 1426 1471 1656 1600 1614 1632 1411
02 6618 6618 6608 6351 6779 6665 6747 6896
0s 333 267 242 278 214 220 172 233
0: 666 689 679 715 407 501 449 460
2031 2024 2014 2006 1936 1956 1,938 1971
N D I #,ab,c cd ce f #e #e
Replikacijski 100 988 979 969 926 938 924 958
indeks
/[LPIRFLWIL 4 19 19 19 34 25 21 32
apoptozi
| apoptoz!
% Limfociti u 014 021 021 021 038 028 023 036
apoptozi
Broj apoptoza po 1,44 211 211 211 378 278 233 356
analizi
/LPIRFLWI . . , .
kror 3 12 14 16 35 20 23 22
= e
% Limfociti u 003 013 016 018 039 022 026 024
nekrozi
2] r;?]';rl‘fzzla PO 033 133 156 178 3,89 222 256 244
1954 1041 10932 1919 1877 1,891 1878 1,910
CBPI #,ab,c cd ce f # # #
% citostaze 0 13 23 37 81 66 79 46

Napomena: 6 WDWLVWLpPND ]QDPDMQREW HVBIDNXQB MH SRPROR VORYD SRNUDM QD]JLYD X]RL
NRULAWRQOBDYDQMX VWDWLVWLpPNH JQDpDMQRVWL ,VWDNQXWH VX YULMHGQRVWL NRM
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Rezultati

,VSLWLYDQMH FLWRWRNVL p QdkstraXth, LHGN D uRjgthBgSrhedd) P H G D
UD]JOLPpLWLK NRQFHQWUDFLMD QD V2V@aRTpray¢den@je QeutvaD PD +H
red testom, opisanom u poglaviju 3.4.7.6 & LW RWR NV bgv€deniK RVQBRSBILQD SUDIU
MH X YUHPHQX L]JORAHQRVWL VWDQLFDQ@IGNRQ phE X M HMHMEY
QMLKRYR SUHALYOMHQMH X RGQRVX QD QHWUHWLUDQH VWI

5H]XOWDWL VX SULND]DQL NDR RYLVQRVW SUHALYOMHRQI
LIUDpXQDWD L] YULMHGQRVWL DSVRUEDRIFWMP NPRQ FHRWWIRDY
otopine meda, umjetnog meda, ekstrakta meda i HGA.

Slike 31,32i33 SULND]XMX UH]XOWDWH ]D FLWRWRNVLpPQH X
RWRSLQD XPMHWQRJ PHGD PHGD HNVWUDNWD PHGR L +*$
i Cal27 nakon inkubacije stanica u trajanju od 30 minuta, jedan i dva sata.

Iz rezultata prikazanih na slici 31 vidljivo je kako samo jedna testirana koncentracija
PHGD RELpQH SODQLNH RQD NRMD RGJRYDUD GQHYQRP X
VPDQMXMH FLWRWERERPYRDOWD VMUHALYOMHQMH +HS* VWDC(
YUHPHQD L]ODJDQMD RG PLQXWD 6YL RVWDOL UH]XOW
YUHPHQVNL LOL NRQFHQWUDFLMVNL RYLVQLK XWMHFDMD
stanica.

Slika32 prikazXMH UH]XOWDWH SUWWIDYQOWFBQ DM ERI UDJOLNEL
VWDQLFD L]JPHYyX WHVWLUDQLK X]J]RUDND YLGOMLYR MH SU
PLQXWD JGMH HNVWUDNW L +*$ SUL VYLP NRQFHQ®WUDFLN\
stanicauodnoVX QD RGJRYDUDMXuUH X]J]RUNH PHGD RELPQH SODQ
LIODJDQMD VH WH UD]J]OLNH VPDQMXMX ,DNR QHPD VWDWLYV
odgovaraju dnevnom unosu YLGOMLY MH WUHQG SUHALYOMHQMD +°
YUHPHQVNL P 30/mijuaD Pdat.

Rezultati prikazani na slici 33 QH XSXuUXMX QD MDVQH YUHPHQVNL
RYLVQH XWMHFDMH WHVWLUDQLK WYDUL QD SUHALYOMHQM
VWDQLFD SUL NUDOLP YUHPHQLPD L]JODJDQMD QDMEROMH
THVWLUDQL X]J]RUFL PH @eKstrékia LIBEAFUPIOHO@enMatiji koja odgovara
GQHYQRP XQRVX SRND]DOL QDMQLAX FLWRWRNaBLpQRVW SU
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Rezultati

6WDWLVWLpPpNL ]Q D p<DN%)
u odnosu na:

30 min

a zumijetni med u svim koncentracijama, med
(u koncentracijama od 0,5x%, 2,5x i 5x),
ekstrakt i HGA u svim koncentracijama

Napomena: 6 WDWLVWLPpND ]QDpDM Q Ridkidrijshog ANODAtEstMtip 185 BRzPTRkigYs HSD (eng. Honestly Significant Difference) post-hoc test, p < 0,05. Mala slova pokraj naziva
X]RUND XSXiUXMX QD R]QDNX NRULAWHQX SUL R]QDpDYDQMX VWDWLVWLpNH ]QDpDMQRVWL

Slika 31. 3UHALYOMHQMH VWDQLpPQH OLQLMH +HS* QDNRQ WUHW Rd@mraRijgma medaQ XWD MHGD
njegova ekstrakta, HGA i umjetnog meda.
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Rezultati

6WDWLVWLPpNL ]Q D p<DNS) ¢ 6WDWLVWLPpNL J]QDpD
odnosu na: 0,05) u odnosu na:
30 min 2h

a tumjetni med i med u svim koncentracijama a xumjetni med u koncentraciji od 1x

b +med u koncentraciji 5x

¢ xumjetni med i med u svim koncentracijama

d zumjetni med u koncentraciji od 1x te med u
koncentraciji od 1x, 2,5x i 5x
e xumjetni med u koncentraciji od 1x te med u
svim koncentracijama

Napomena: 6WDWLVWLPND JQDpDMQRVW LVSLWDQD MH SRPRUX IDNW R Honesthy\SRydifisahp Differaiet)y psbhotMdss p,< 0,05] Maralslbiva poksaf hazia) J
X]JRUND XSXiXMX QD R]QRNIDPRYRAW N QWOWLVWLPNH ]QDpDMQRVWL

Slika 32. 3UHALYOMHQMH VW-D @QLIhNQRHQOW. Q HWH PP R G PLQXWD Mdh&mr@cijana w&day DWD V UD]C
njegova ekstrakta i HGA i umjetnog meda.
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Rezultati

BWDWLVWLpPNL ]QD D5 tHodhBspde:NH S

30 min 1h 2h
a xumjetni med u svim koncentracijama a xumjetni med u koncentraciji od 1x a zumjetni med u koncentraciji od 2,5%
b +umijetni med u svim koncentracijama i med u b *umjetni med u svim koncentracijama i med u b *umjetni med u koncen__t_racuama c_)d 0.5, 1x
i 2,5%, med u koncentraciji od 2,5 x i ekstrakt u
koncentraciji od 1x koncentraciji od 5 x

koncentracijama od 0,5x i 1x
¢ xumjetni med u koncentracijama od 1x i 2,5x
d zumjetni med u koncentracijama od 1x i 2,5x
e zumijetni med u svim koncentracijama i med u
koncentraciji od 1x i HGA u koncentraciji 1x

Napomena: 6WDWLVWLPND ]QDpDMQRVW LVSLWDQD MH SRPRUX IDNW R Honesth\SRydifitahp Differaiety psbhotMdss p,< 0,05] Makalslbva poksef hazita) J
X]JRUND XSXiUXMX QD R]JQDNX NRULAWHQX SUL R]QDpDYDQMX VWDWLVWLpNH ]JQDpDMQRVWL

Slika 33. 3UHALYOMHQMH VWDQLpPpQH OLQLMH &DO QDNRQ WU H Weroepttacha@a meBd, Q X WD
njegova ekstrakta i HGA i umjetnog meda.

113

MHGD



Rezultati

,VSLWLYDQMH SUR DQWL RNVLGDFLMVNRJ X|medaND RWR:
RELpQH $ odyqra eksétrakta, HGA i XPMHWQRJ PHGD QD VWDQLpOQL
HepG2, Caco-2 i Cal27 provedeno je metodom DCFH-DA koja je opisana u poglavlju
3.4.7.7. Pro(anti)oksidacijsko djelovanje navedenih RWRSLQD SUDUHQR MH X Y
LJOR&AHQRVWL VWDQLFD RG PLQXWDD WHGD|Q RpEYDWD WD (
slobodnih radikala pojedine koncentracije u odnosu na netretirane stanice (negativnu
kontrolu).

5HIXOWDWL VX SULND]DQL JUDILpNL NDR RYLVQRVW LQW
NDR XPQR&ADN IOXRUHVFHQFLMH ivighpja LstahicaRdohiib@ WD S U F
S URY RV HeGtdNeRtral red) o koncentracijama testiranih otopina.

Na slikama 34, 35136 SULND]DQL VX UH]XOWDWL |]D SUR DQWL
UD]JOLPLWLK NRHGEH QW UDFHMODDQLNH QMHJRYD HNMAWUDNW
QD VWDQLpPpQH OLQEM Bal2zHrakon igkObadye stanica u trajanju od 30
minuta, jedan i dva sata.

Vidljivo je da umjetni med na sve tri vrste stanica izaziva koncentracijski ovisni
porast% 526 &WR MH RVRELWR L]UD&HSQRLIONPD@ MDP L @QHEW R F
nakon2sata LJODJDQMD 7HVWLUDQL X]R WiBWinfalihkékaR EedaQH SODQ
na promjenu indukcije slobodnih radikala niti u jednoj ispitivanoj VWD QLpPQRM OLQLML
QDMYHUH NRQPFH Ry iEdzihld prook VLGDFLMVNL XpLQDN QDNR
izlaganja X WXPRUVNRM VRERER (shkQ BAYloddasQd Gato-2 stanica (slika
35). Stanice tumorskog podrijetta HSLWHOD XneQGhl2A Y&karke su se
QDMRVMHWOMLYLMH QD SURRNYVL G DdeilevMedd RojiGeMHIIRY D Q M H (
LVWUDALYDQLP YUHPHQLPD WUHWPDQD L]BikY8R SURRNVLGI

(NVWUDNW PHGD WH +*$ SRND]DOL VX DQWLRNVLGDFLMYV
OLQLMH X VYD WUL LVWUDALYDQD YUHPHBQLMLWQLEP N \8 D QMH (
Caco-2 (slika 35). Antioksidacijsko djelovanje nije koncentracijski RYLVQR YHUO VYH pH\
LVWUDALYDQH NRQFHQWUDFLMH SRND]XMX SRGMHGQDNX D
bitno je napomenuti da ne postoji razlika u antioksidacijskom djelovanju ekstrakta
meda i HGA. S obzirom na intenzitet antioksidacijskog djelovanja, RQR MH QDMML]UDal
na tumorskoj VW D Q L p Q Rebt2 @slika BW lzathDna tumorskim stanicama epitela
XVQH aX3DalRrL(Likda 36) te najslabije na tumorskim stanicama jetre, HepG2

(slika 34).
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Rezultati

Obzirom na koncentracije koje odgovaraju dnevnom unosu, u vremenima 30
minuta i 1 sat % indukcije ROS-a pada te slijedi obrazac med > ekstrakt > HGA na
VWDQLpPQRM OLQLML +HS*

8 VOXpDa&s-2 skabica, koncentracije koje odgovaraju dnevnom unosu
XND]XMX QD WR GD PHG QDNRQ VYD WWYHYWUHPEGQRNADREA HQ!
a X RGQRVX QD HNVWUDNW L +*$ NRML SRND]XMX L]JUD]LW
tretmana od 30 minuta i 1 sat.

Nakon tretmana Cal27 stanica, koncentracijama koje odgovaraju dnevnom
unosu, u vremenima 30 minuta i 1 sat % indukcije ROS se smanjuje i slijedi obrazac
med > ekstrakt > HGA s time da ekstrakt i HGA pokazuju antioksidacijsko djelovanje
QDNRQ PLQXWD L vVDW D WUHWPDQ RG VDWD QHPD
slobodnih radikala.
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Rezultati

6WDWLVWLpPNL ]Q D pIDNE) tHodh8spd&:NH S

30 min

a tumjetni med u koncentraciji od 0,5x
b *umjetni med u koncentracijama od 2,5% i 5x
¢ +med u koncentraciji od 0,5x

d tumijetni med u svim koncentracijama i med u svim
koncentracijama

e rumjetni med u koncentracijama 2,5x i 5%, med u
koncentracijama od 2,5x i 5x i ekstrakt u koncentraciji od 0,5x

f Humjetni med u svim koncentracjama i med u koncentracijama od 1x,
2,5x%i5x

g *umijetni med u koncentracijama 1x, 2,5x i 5x i med u
koncentracijama od 1x, 2,5x i 5x

i tumjetni med u svim koncentracijama, med u svim
koncentracijama i ekstrakt u koncentracijama od 1x, 2,5x i 5x
j - umijetni med u svim koncentracijama, med u
koncentracijama 1x, 2,5x i 5x i HGA u koncentraciji od 0,5%
k *umjetni med u svim koncentracijama, med u svim
koncentracijama i HGA u koncentraciji od 0,5x

1h

a tumijetni med u koncentracijama od 0,5x i 1x

b *umijetni med u koncentracijama od 0,5x i 2,5% j 5x
¢ *umjetni med u svim koncentracijama

d tumjetni med u koncentraciji od 5x

e tumjetni med u koncentraciji 5x i med u koncentracijama od 0,5x i 1x

f +umjetni med u svim koncentracijama i med u koncentracijama od 2,5x i
5x
g *umjetni med u svim koncentracijama i med u svim koncentracijama

h tumjetni med u koncentracijama od 2,5x i 5x i ekstrakt u
koncentracijama od 0,5x 1x i 5x

i tumjetni med u svim koncentracijama, med u koncentracijama
2,5x i 5% i ekstrakt u koncentraciji od 5x

j xumjetni med u svim koncentracijama, med u svim
koncentracijama i ekstrakt u koncentraciji od 5x

k tumijetni med u svim koncentracijama, med u svim koncentracijama,

ekstrakt u koncentracijama od 0,5%, 1x i 5x i HGA u koncentraciji od 0,5%

2h

+umjetni med u koncentraciji od 0,5x

+umjetni med u koncentraciji od 1x

+umjetni med u koncentracijama od 1x, 2,5x i 5x

+umijetni med u koncentracij od 0,5x i med u koncentraciji od 0,5% i 1x

o 0 T 9

e tumijetni med u koncentraciji od 5x i med u koncentraciji od 5x

f *umjetni med u koncentracijama od 1x, 2,5% i 5x i med u
koncentracijama od 2,5% i 5x i ekstrakt u koncentraciji od 0,5x
g *umjetni med u koncentracijama od 1x, 2,5x i 5x imed u
koncentraciji od 5x

Napomena: 6 WDWLVWLPpND ]QDpDMQRVW LVSLWDQD MH SRPRUX |DNW R Hanesty\SRydifian2Differenety phsbhotitdss p,< 0,06] Ma¥asibia poksap hazkiaurorka

XSXUuXMX QD RIQDNX NRUL&AWHQX SUL R]IQDpDYDQMX VWDWLVWLpNH J]QDpDMQRVWL
,QGXNFLMD VORERGQLK UDGLNDOD VWD @.® QHPQRIMDH MHSD @ D N-RIREMBMABE\D Q D |

Slika 34.

meda, njegova ekstrakta, HGA i umjetnog meda.
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Rezultati

6WDWLVWLPNL ]Q D p<DNZ) tHodhdsi@da:NH S

30 min 1h 2h
a tumjetni med u svim koncentracijama i med a *umjetni med u svim koncentracijamaimedu a *umjetni med u koncentraciji od 1x
u svim koncentracijama svim koncentracijama
b *umjetni med u koncentracijama od 2,5% i 5x i b *umjetni med u koncentraciji od 5%
med u koncentracijama od 0,5%, 1x i 5x
¢ *umjetni med u svim koncentracijama i med u ¢ xumjetni med u svim koncentracijama i
koncentracijama od 0,5%, 1x i 5x med u svim koncentracijama
d xumjetni med u svim koncentracijama, med u svim d *umjetni med u svim koncentracijama, med u
koncentracijama i ekstrakt 2,5x i 5x svim koncentracijama i ekstrakt u koncentraciji od
2,5x

Napomena: 6 WDWLVWLPND ]QDpDMQRVW LVSLWDQD MH SRPRIX |DNW R Hanesth\SRydifian? Differéneey psbhot\tdss p,< 0,06) Maxalslbva poksep hazhia) J
X]JRUND XSXiXMX QD R]JQDNX NRULAWHQX SUL R]QDpDYDQMX VWDWLVWLpNH JQDpDMQRVWL

Slika 35. ,QGXNFLMD VORERGQLK UD G L2A\nakorDrrafdia@R.Gp Q HPQ QXMMDH BB Q L GyrigentrddjamaV UD |
meda, njegova ekstrakta, HGA i umjetnog meda.
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