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1. UVOD

Prehrambena industrija proizvodi masivan otpad koji zbog svoje koli¢ine Stvara probleme u
okolisu, stoga se intenzivno istraZzuju novi na¢ini vrednovanja otpadnih materijala. Danas se
provode mnoga istrazivanja za uc¢inkovito iskoriStavanje otpadne biomase koje bi istovremeno
rezultiralo  inovativnim funkcionalnim prehrambenim proizvodima s poveéanom
antioksidativnom i prebiotickom kvalitetom. Na taj nacin bi dio proizvedene otpadne biomase
ponovno pronaSao primjenu u prehrambenom lancu pokazuju¢i poboljSana 1 ucinkovita
svojstva. Sukladno tome, posljednjih desetlje¢a raste vaznost otpadne biomase razli¢itog
biljnog podrijetla kao novog obnovljivog izvora, kako za proizvodnju biokemikalija, tako i za
ekstrakciju vaznih primarnih i sekundarnih metabolita kojima je moguce povecati kvalitetu
prenhrambenih proizvoda (Choi i sur., 2015). Grasak (Pisum sativum) i luk (Allium cepa)
zastupljeni su u prehrani ljudi zbog visokog sadrzaja vlakana, proteina, Skroba, elemenata u
tragovima te mnogih fitokemijskih tvari (Rungruangmaitree iJiraungkoorskul, 2017).
Nusproizvodi poput mahune graska i ljuske luka prepoznati su kao neiskoristeni potencijalni
izvor bioaktivnih spojeva, od koji se isticu polifenoli, sekundarni biljni metaboliti koji se
sintetiziraju kao odgovor na stresne c¢imbenike u okolisu. Karakterizira ih izrazito
antioksidacijsko djelovanje te zastitna uloga u borbi protiv kardiovaskularnih i neuroloskih
bolesti te disfunkcije izazvane oksidacijskim stresom (Griffiths i sur., 2002).

S obzirom na navedeno, ocekuje da ¢e ekstrakti mahune graska i ljuske luka pokazati
protektivno djelovanje na stani¢ne makromolekule u smislu sprecavanja Stetnog ucinka UV
zracenja i slobodnih radikala na geneticki materijal, kao i spre¢avanje nastanka jednolancanih
i dvolan¢anih lomova DNA te sprecavanja oksidacijskih promjena na proteinima i lipidima.
Cilj ovog rada je ispitati u¢inak bioaktivnih molekula iz liofiliziranih ekstrakata mahune graska
i ljuske luka pri koncentracijama za koje je realno ocekivati da budu unesene u organizam
tijekom 24 sata. Bioloski u¢inak pratit ¢e se djelovanjem na genetic¢ki materijal, odredivanjem
stupnja karbonilacije proteina i lipidne peroksidacije. Kao test sustavi koristit ¢e se modeli
stani¢nih makromolekula (plazmid phiX174 RF1 DNA, protein albumin iz govedeg seruma i
lionoleinska kiselina) te kontinuirane humane stani¢ne linije karcinoma epitela usne Supljine
Cal27 i hepatocelularnog karcinoma jetre HepG2. 1z dobivenih rezultata mo¢i ¢e se zakljuciti
koja je optimalna koncentracija istrazivanih ekstrakata koja ¢e djelovati protektivno na stani¢ne
makromolekule i koja bi se mogla upotrijebiti u prehrambenoj industriji za oplemenjivanje i

dobivanje funkcionalne hrane.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rungruangmaitree%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28503053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiraungkoorskul%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28503053

2. TEORIJSKI DIO

2.1. GRASAK (Pisum sativum)

Pisum sativum, poznat kao zeleni ili vrtni grasak, zeljasta je jednogodi$nja biljka iz porodice
Fabaceae (Rungruangmaitree i Jiraungkoorskul, 2017). Biljka graska je vrlo izdrzljiva te sadrzi
Suplju stabljiku koja se penje i moze narasti do 1,8 m duljine. Stabljike imaju zavr$ne vitice
koje olakSavaju penjanje i nose slozene listove. Na stabljici se mogu uoditi crvenkasto
ljubicasti, ruzicasti ili bijeli cvjetovi oblikom nalik leptiru. Plod graska ¢ini mahuna koja moze
narasti do 10 cm, a unutar mahune je kratkim peteljkama pri¢vrs¢eno 5 do 10 sjemenki (slika

1). Sjeme moze biti zeleno, zuto, bijelo ili Sareno (Enyclopaedia Britannica, 2019).

Slika 1. Grasak (Pisum sativum) (Anonymous 1, 2020).

Jedna je od najvaznijih mahunarki, a moze rasti samostalno ili u kombinaciji sa Zitaricama u
umjerenim klimatskim regijama, a Sirom svijeta se konzumira kao povrée za prehranu ljudi te
u svrhu hranjenja zivotinja (Upasana i Vinay, 2018). Grasak je vazan u prehrani zbog visokog
sadrzaja vlakana, proteina, Skroba, elemenata u tragovima i1 mnogih fitokemijskih tvari.
Dokazano je da posjeduje antibakterijsko, antidijabeticko, antifungalno, protuupalno i
antioksidativno djelovanje (Rungruangmaitree i Jiraungkoorskul, 2017). Grasak, poput ostalih
mahunarki, sadrzi razne fitokemikalije, uklju¢ujuci fenolne spojeve, fitate, saponine i1 oksalate.
Glavni fenolni sastojci mahunarki su tanini, fenolne kiseline i flavonoidi. Fenolni spojevi

prepoznati su po svojoj sposobnosti da djeluju kao antioksidansi i najbolje su karakterizirane


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rungruangmaitree%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28503053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiraungkoorskul%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28503053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rungruangmaitree%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28503053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiraungkoorskul%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28503053

fitokemikalije u grasku. GraSak sadrzi razne fenole, s najviSim koncentracijama vecine u

ovojnici sjemena, posebno u sortama sa tamnim sjemenkama (Dahl i sur., 2012).

Zbog sezonske i pokvarljive prirode graska, njegova je dostupnost ograni¢ena samo na odredeni
dio godine. Konzerviranjem, zamrzavanjem i skladiStenjem u hladnjaku, razne industrije
prerade graSka nastoje ih saCuvati i plasirati na trziSte, tako da su sezonski usjevi postali
dostupni tijekom cijele godine. Unato¢ tome, ove industrije proizvode vrlo veliku koli¢inu
otpada od mahune graska kao nusproizvoda. Takva koli¢ina otpada graska mogla bi postati
ozbiljan ekoloski problem 1 predstavljati gubitak vrijedne biomase 1 hranjivih sastojaka. Osim
aspekata onecis¢enja i opasnosti, otpad od prerade graska je jeftin i lako dostupan i to u velikim
kolicinama te bi se, nakon bioloSke obrade, mogao koristiti bez velikog gubitka kvalitete i
pretvoriti u korisne proizvode veée vrijednosti (Upasana i Vinay, 2018). Mahuna graska jedan
je od podcijenjenih, neiskoriStenih izvora energije koji moze posluziti kao potencijalna sirovina
za proizvodnju celulaze (Verma i sur., 2011). Tijekom posljednjih godina lignocelulozna
biomasa koristi se za proizvodnju bioetanola. Tehnologija koja najvise obecava u pretvorbi
lignocelulozne biomase u gorivo etanol temelji se na enzimskoj razgradnji celuloze pomocu
celulaznih enzima. Stoga je vrlo ¢esta uporaba poljoprivrednog otpada, a upravo se mahuna
graSka, kao jeftini lignocelulozni otpad, pokazala dobrim kandidatom za proizvodnju

bioetanola (Rehman i sur., 2015).

2.2. LUK (Allium cepa)

Luk (Allium cepa) je zeljasta dvogodisnja biljka iz porodice Amaryllidaceae, a razne vrste
rasprostranjene su na Sirokom rasponu geografskih $irina i nadmorskih visina u Europi, Aziji,
Sjevernoj Americi i Africi (Griffiths i sur., 2002). Obi¢no ima jednu ili vise peteljki bez lis¢a
koje dosezu visinu od 75 do 180 cm zavrSavajuci sferi¢énim nakupinama malih zeleno bijelih
cvjetova. Koncentriéne lisne baze biljke tijekom razvoja bubre i tvore podzemnu jestivu
lukovicu (slika 2). Luk je vrlo izdrzljiv i moze preZivjeti u raznim uvjetima uzgoja. Lukovice
se razlikuju po veli¢ini, obliku, boji 1 oStrini, premda toplija klima obi¢no daje luk blazeg,
sladeg okusa. Karakteristicna oStrina luka rezultat je prisutnosti hlapljivog ulja bogatog
sumporom, a oslobadanje ovog ulja tijekom guljenja ili usitnjavanja izaziva suze u o¢ima
(Enyclopaedia Britannica, 2020). Luk posjeduje snazne karakteristicne arome koji ga ¢ine

vaznim sastojkom u hrani (Ifesan, 2017).
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Slika 2. Luk (Allium cepa) (Anonymous 2, 2018).

Tijekom prerade hrane uklanjaju se vanjske ljuske i korijeni lukovice koji se smatraju otpadom
(Ifesan, 2017). Osusena vanjska ljuska luka sadrzi mnostvo obojenih bioaktivnih fenola, od
kojih se neki ne nalaze u jestivom dijelu povrca. Luk sadrzi visoku razinu fenolnih spojeva koji
imaju izrazita antioksidativha svojstva, pokazuju korisne wucinke u borbi protiv
kardiovaskularnih i neuroloskih bolesti te disfunkcije izazvane oksidacijskim stresom (Griffiths
i sur., 2002). Jedan je od glavnih izvora prehrambenih flavonoida koji sadrZi antocijane, spojeve
koji su odgovorni za crvenu ili ljubi¢astu boju kod nekih sorti te flavonole koji mogu doprinijeti
stvaranju zutih i smedih spojeva, a koji su prisutni u ljusci (Ifesan, 2017). Istrazivanja su
pokazala da su kvercetin i njegovi glukozidi najzastupljeniji fenoli u vanjskim suhim slojevima
luka, $to objasnjava snazne antioksidativne ucinke te sposobnost zastite od kardiovaskularnih
bolesti (Pucciarini i sur., 2019). Konkretno, kvercetin-4-glukozid i kvercetin-3,4-diglukozid
Cesto su istaknuti kao glavni flavonoli prisutni u ekstraktima luka (Slimestrad i sur., 2007).
Budu¢i da prehrambena industrija proizvodi veliku koli¢inu otpada od luka koji moze
predstavljati smetnju za okoli§ ako se ne odlaze pravilno, potrebno je istraziti antioksidativna i
antimikrobna svojstva ljuske luka i njegovu potencijalnu primjenu u prehrambenom sustavu
(Ifesan, 2017).



2.3. FITOKEMIKALIJE

Fitokemikalije su velika skupina bioaktivnih spojeva koji pripadaju sekundarnim biljnim
metabolitima i imaju vaznu ulogu u razvoju biljaka te zastiti od razli¢itih patogenih agenasa
(Forni i sur., 2019). Bioaktivne fitokemikalije mogu se podijeliti na pet skupina spojeva:
polifenole, karotenoide, alkaloide, spojeve koji sadrze dusik i organosumporne spojeve.
Polifenoli i karotenoidi ukljucuju nekoliko stotina spojeva i najvise su proucavane skupine
(Ramos i sur., 2011). Iako se veéina ovih spojeva sintetizira konstitutivno, njihova se sinteza
moze pojacati u stresnim uvjetima, 0visno 0 uvjetima rasta i stresoru (Forni i sur., 2019).
Fitokemikalije pokazuju izrazite farmakoloske ucinke primjenjive na lijeCenje bakterijskih i

gljivi¢nih infekcija, kao i kroni¢no degenerativnih bolesti (Mendoza i sur., 2018).

2.3.1. Polifenoli

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji se sintetiziraju kao odgovor na stresne ¢imbenike
u okoliSu. Djeluju kao antioksidansi koji neutraliziraju razaraju¢u reaktivnost nezeljenih
reaktivnih Kisikovih ili dusikovih vrsta koje nastaju kao nusprodukti tijekom metabolickih
procesa u tijelu (Pandey i Rizvi, 2009). Osim toga, pruzaju ué¢inkovitu zastitu od UV zraenja
te inhibiraju razvoj patogena (Kondratyuk i Pezzuto, 2004). Epidemioloske studije pokazale su
da polifenoli pruzaju znaCajnu zaStitu od razvoja nekoliko kroni¢nih bolesti, kao $§to su

kardiovaskularne bolesti, karcinom, dijabetes, infekcije, starenje i astma (Pandey i Rizvi, 2009).

Do sada je u razli¢itim biljnim vrstama identificirano vise od 8000 polifenolnih spojeva (Cory
i sur., 2018). Svi biljni fenolni spojevi potjecu od uobicajenog intermedijera, fenilalanina ili
bliskog prekursora, sikiminske Kiseline. Mogu nastati iz dva glavna sintetska puta: $ikimatnog
i acetatnog. Javljaju se prvenstveno u konjugiranim oblicima s jednim ili viSe Secernih ostataka
povezanih s hidroksilnim skupinama, iako postoje i izravne veze Se¢era (monosaharidi,
disaharidi ili oligosaharidi) s aromatskim ugljikom. Cesto su vezani i s drugim spojevima, poput
karboksilnih i organskih Kiselina, amina, lipida te drugim fenolima (Kondratyuk i Pezzuto,
2004). Polifenoli se klasificiraju na temelju njihove strukture, a najcesce se dijele u 4 skupine:
fenolne kiseline, flavonoide, stilbene i lignane, kao Sto je prikazano na slici 3 (Spencer i sur.,
2008).
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Slika 3. Kemijske strukture razli¢itih skupina polifenola (prilagodeno prema Pandey i Rizvi,
2009).

Bioraspolozivost svakog polifenola u tijelu se razlikuje, no medutim ne postoji korelacija
izmedu koli¢ine polifenola u hrani 1 njihove bioraspolozivosti u ljudskom tijelu. Vecina
polifenola prisutna je u hrani u obliku estera, glikozida ili polimera koji se ne mogu apsorbirati
u nativnom obliku (D’ Archivio i sur., 2007). Prije procesa apsorpcije, takvi spojevi moraju se
hidrolizirati crijevnim enzimima ili mikroflorom debelog crijeva. Tijekom apsorpcije polifenoli
prolaze razne modifikacije. U stanicama crijeva podlijezu konjugaciji, a kasnije u jetri
metilaciji, sulfacijom i/ili glukuronidaciji. Posljedi¢no, oblici koji dopiru u krv i tkiva razli¢iti
su od onih prisutnih u hrani i vrlo je teSko identificirati sve metabolite i procijeniti njihove
bioloske aktivnosti. Najc¢es¢i polifenoli u naSoj prehrani nisu nuzno oni koji pokazuju najvecu
koncentraciju aktivnih metabolita u ciljanim tkivima, stoga se bioloska svojstva polifenola

poprili¢no razlikuju (Pandey i Rizvi, 2009).

Polifenoli se takoder razlikuju po mjestu apsorpcije kod ljudi. Neki od polifenola dobro se
apsorbiraju u gastrointestinalnom traktu, dok se drugi u crijevima ili drugom dijelu probavnog
trakta. U hrani svi flavonoidi, osim flavanola, postoje u glikoziliranim oblicima. Sudbina
glikozida u zelucu jo$ nije potpuno utvrdena. Veéina glikozida vjerojatno se opire Kiseloj
hidrolizi u Zelucu i tako dolazi netaknuta u crijeva gdje se mogu apsorbirati samo aglikoni 1

nekoliko glukozida (Gee i sur., 1998). Eksperimentalna ispitivanja provedena na Stakorima



pokazala su da je apsorpcija na zeluanoj razini moguca samo za neke flavonoide, poput

kvercetina, ali ne i za njihove glikozide (Crespy i sur., 2002).

2.3.2. Kvercetin

Kvercetin je glavni polifenolni flavonoid koji se nalazi u vise od dvadeset biljaka, ukljucujuéi
jabuke, maline, luk, crveno grozde, treSnje, agrume i zeleno lisnato povrée. Naziv kvercetin
(3,3,4,5,7-pentahidroksiflavon) potjece od latinske rijeci quercetum, §to znaci hrastova Suma, a
pripada skupini flavonola koji se ne mogu proizvesti u ljudskom tijelu. Zute je boje, slabo je
topljiv u vruéoj vodi, prilicno je topljiv u alkoholu i lipidima, a netopljiv je u hladnoj vodi
(David i sur., 2016). Medu povré¢em i vo¢em u kojem je zastupljen, sadrzaj kvercetina najveci
je upravo u luku, a odlucujuci faktor za koncentraciju kvercetina u luku su boja i vrsta lukovice
(Shankar i sur., 2015).

Kvercetin se sastoji od dva aromatska prstena A 1 B, medusobno povezana heterociklickim
prstenom C koji sadrzi kisik (slika 4). Kad kvercetin reagira sa slobodnim radikalima, sam
postaje radikalom donirajuc¢i proton. Ovaj kvercetinski radikal ima premalo energije da bi
mogao biti reaktivan zbog delokalizacije elektrona rezonancijom. O-dihidroksilne skupine B
prstena, 4-okso skupina u konjugaciji s 2,3-alkenom i 3- i 5-hidroksilna skupina odgovorne su
za odrzavanje kvercetinske stabilnosti i antioksidativnog djelovanja u reakciji sa slobodnim

radikalima (Shankar i sur., 2015).

Slika 4. Strukturna formula kvercetina (Boots i sur., 2008).



Neki zivotinjski modeli te in vitro istrazivanja pokazali su da kvercetin ima Sirok spektar
bioloskog djelovanja, ukljuujuci antikancerogena, protuupalna i antivirusna djelovanja, a
takoder utje¢e i na smanjenje peroksidacije lipida (Li i sur., 2016). Smatra se da je jedan od
najcesce koristenih bioflavonoida za lijeCenje metabolickih i upalnih poremecaja (David i sur.,
2016). Poznato je da kvercetin smanjuje sadrzaj malondialdehida (MDA), istodobno
povecavaju¢i aktivnost katalaze i superoksid dismutaze (SOD) za kontrolu protuupalnih i
antiapoptoznih procesa radi ucinkovite zastite srca od sekundarne sré¢ane disfunkcije uslijed
oksidacijskog stresa i upale. Kvercetin takoder smanjuje prekomjernu proizvodnju reaktivnih
kisikovih vrsta te moze ucinkovito sprijeciti ozljede uzrokovane oksidativnim stresom (Batiha
i sur., 2020).

2.4. POLISAHARIDI

Polisaharidi su polimerni ugljikohidrati sastavljeni od dugih lanaca monosaharidnih jedinica
povezanih glikozidnim vezama. Mogu se okarakterizirati kao netoksi¢ni, prirodni biorazgradivi
biopolimeri (Udayan i sur., 2017). Predstavljaju strukturno raznoliku grupu makromolekula
relativno rasirenih u prirodi (Wang i sur., 2013). Struktura molekule moze biti linearna ili jako
razgranata, sastavljena od istth (homopolisaharid) ili razli¢itih (heteropolisaharid)
monosaharidnih jedinica. Zbog strukturnih razlika posjeduju razli¢ita fizikalna i kemijska
svojstva. Nutritivno se polisaharidi mogu podijeliti u dvije skupine: $krob i neSkrobni
polisaharidi. Skrob je polimer glukoze koji moZe postojati u obliku ravnog (amiloza) ili
razgranatog lanca (amilopektin). Neskrobne polisaharide ¢ini raznolika skupina spojeva koji

nisu probavljivi u ljudskom organizmu (Lunn i Buttriss, 2007).

Brzim razvojem analiti¢kih tehnika razvijen je i velik broj metoda za identifikaciju i
kvantifikaciju polisaharida. Polisaharidi privlace sve vec¢u pozornost u raznim istrazivanjima
bioloske aktivnosti te se opcenito istiCu snaznim antioksidativim djelovanjem. Molekularna
tezina utjeCe na antioksidativhu sposobnost polisaharida. Uz to, optimalna antioksidativna

sposobnost varira ovisno o vrsti polisaharida (Wang i sur., 2018).



2.5. SLOBODNI RADIKALI

Slobodni radikal definira se kao bilo koja kemijska vrsta koja posjeduje jedan ili viSe nesparenih
elektrona u vanjskoj ljusci i sposobna je za neovisno postojanje (Desai i sur., 2014). Prisutnost
nesparenog elektrona rezultira odredenim zajedni¢kim svojstvima koje dijeli veéina radikala.
Mnogi radikali su nestabilni i vrlo reaktivni te mogu donirati ili primiti elektron od drugih

molekula, ponasajuci se kao oksidansi ili reducensi (Lobo i sur., 2010).

Reaktivne kisikove vrste (ROS), kao $to su superoksidni anion (O*), vodikov peroksid (H20,)
i hidroksilni radikal (HO-) reaktivne su molekule nastale djelomi¢énom redukcijom kisika.
Proizvode se endogeno kao prirodni nusprodukti u procesu mitohondrijske oksidativne
fosforilacije, no mogu ih inducirati i egzogeni izvori poput UV svjetla, ionizirajueg zracenja,
naCina zivota, prehrane, stresa i pusSenja (Ray i sur., 2012). Pri niskim i umjerenim
koncentracijama potrebni su za odvijanje fizioloskih aktivnosti kao $to su unutarstani¢éna
signalizacija i homeostaza, stani¢na smrt, imunoloS8ka obrana od patogena te indukcija
mitogenog odgovora (Katerji i sur., 2019). Za pravilno odvijanje fizioloskih funkcija u
organizmu nuzno je odrzavanje ravnoteze izmedu redukcijskog i oksidacijskog stanja, zbog
¢ega zivi organizmi sadrze antioksidativne sustave koji reguliraju razinu slobodnih radikala.
Naru$avanje ravnoteze izmedu proizvodnje ROS-a i sposobnosti antioksidativnih sustava da
detoksiciraju ove reaktivne meduprodukte rezultira oksidativnim stresom (Ray i sur., 2012).
Slobodni radikali stvoreni u prekomjernim i nekontroliranim koli¢inama u uvjetima
oksidacijskog stresa uzrokuju oste¢enja nukleinskih Kiselina, proteina i lipida, $to posljedi¢no

moze ozbiljno ugroziti zdravlje i pridonijeti razvoju bolesti (Katerji i sur., 2019).

Izravno mijerenje razine ROS-a s velikom to¢noSc¢u i preciznoS$¢u poprilicno je teSko zbog
njihovog kratkog vijeka trajanja i brze reaktivnosti. Peroksilni radikal (RO2¢) i vodikov
peroksid relativno su stabilne molekule s poluvijekom od nekoliko sekundi do minuta, za
razliku od hidroksilnih radikala koji su vrlo reaktivni te imaju poluvijek kraéi od nanosekunde.
Stoga je obecavajuéi alternativni pristup za procjenu oksidacijskog stresa u odredenim
uzorcima neizravno mjerenje ROS-a ispitivanjem oksidativnog oStecenja koje ovi radikali

nanose nukleinskim kiselinama, proteinima i lipidima u stanicama (Katerji i sur., 2019).



2.5.1. Ostecenje nukleinskih kiselina

Mnogi eksperimenti dokazuju da su deoksiribonukleinska (DNA) i ribonukleinska (RNA)
kiselina osjetljive na oksidativna oste¢enja (Woo isur., 1998). Kao rezultat okolisnih ¢imbenika
i uobicajenih metabolickih procesa unutar stanice, oStecenja DNA mogu se klasificirati u dvije

glavne kategorije, endogena i egzogena ostecenja.

Endogena ostecenja su ona koja proizvode agensi unutar same stanice, odnosn0 proizvodi
normalnog stani¢énog metabolizma, poput reaktivnih vrsta kisika. Postoje Cetiri glavne vrste
oste¢enja DNA uslijed endogenih stani¢nih procesa: oksidacija baza, alkiliranje baza (stvaranje
7-metilgvanina), hidroliza baza (deaminacija i depirimidinacija) te naposljetku neuskladenost
baza zbog pogresaka u replikaciji DNA (Alsulami i sur., 2018). 8-hidroksi-2-deoksigvanozin
(8-OHdG) jedna je od glavnih oksidativnih modifikacija baza u DNA koja nastaje
hidroksilacijom ostataka deoksigvanozina (Katerji i sur., 2019). Utvrdeno je da su oksidativni
nukleotidi, kao glikol, dTG i 8-hidroksi-2-deoksigvanozin, poviseni tijekom oksidativnog
oste¢enja DNA pod UV zracenjem ili oStecenja uzrokovanih slobodnim radikalima. PredloZeno
je da se 8-hidroksi-2-deoksigvanozin koristi kao bioloski marker za oksidativni stres (Hattori i
sur., 1997). Egzogena oSte¢enja uzrokovana su fizikalnim ili kemijskim sredstvima u okolisu,
kao S$to su ultraljubiasto (UV) zrafenje sunca, X-zrake, gama zrake, kemoterapija i
radioterapija, hidroliza, biljni toksini i mutagene kemikalije, posebno aromatski spojevi koji

djeluju kao interkaliraju¢i agensi (Alsulami i sur., 2018).

2.5.2. Oksidacija proteina

Proteini se mogu oksidativno modificirati na tri nacina: oksidativnom modifikacijom
specificnih aminokiselina, cijepanjem peptida posredovanim slobodnim radikalima i
umrezavanjem proteina zbog reakcije s produktima peroksidacije lipida. Proteini koji sadrze
aminokiseline poput metionina, cisteina, arginina i histidina skloniji su oksidaciji (Lobo i sur.,
2010).

Oksidacija proteina utje€e na promjenu mehanizma transdukcije signala, aktivnost enzima,
toplinsku stabilnost 1 osjetljivost na proteolizu, §to dovodi do starenja. Oksidativno osteceni

proteini mogu sadrzavati vrlo reaktivne skupine koje pridonose ostecenju membrane i mnogih
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stani¢nih funkcija. Peroksilni radikal obi¢no se smatra slobodnim radikalom za oksidaciju
proteina. (Lobo i sur., 2010).

Najcesca i obi¢no ireverzibilna oksidativna modifikaciju koja zahvaca proteine je karbonilacija.
Ova modifikacija je kemijski stabilna, $to je posebno vazno za cuvanje i detekciju
karboniliranih proteina. Tijekom posljednjih trideset godina razvijene su mnoge biokemijske i
analiticke metode za ispitivanje karbonilacije proteina (Colombo i sur., 2016). Najuspjesnija
metoda podrazumijeva reakciju karboniliranog proteina s 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH),
pri ¢emu dolazi do nastajanja stabilnog produkta dinitrofenilhidrazona ¢ija se koncentracija
moze odrediti spektrofotometrijski na 370 nm te moze korelirati s koncentracijom oksidiranih

proteina (Katerji i sur., 2019).

2.5.3. Lipidna peroksidacija

Svojstvo slobodnih radikala da ‘izvlace’ elektrone iz membrana lipida, uzrokujuéi ostecenje
membrane i rezultiraju¢i pove¢anom proizvodnjom slobodnih radikala, definirana je kao
peroksidacija lipida (Desali i sur., 2014). Vec¢inu bioloSkih membrana ¢ini dvosloj amfipatskih
lipida gdje su hidrofobnim dijelovi usmjereni prema unutrasnjosti membrane, dok su hidrofilne
skupine okrenute prema vanjskoj strani. Peroksidacija lipida odvija se na polinezasi¢enim
masnim Kiselinama (PUFA) smjeStenim na staniénim membranama, a zatim nastavlja s
radikalnom lan¢anom reakcijom (Ayala i sur., 2014). Polinezasi¢ene masne kiseline iznimno
su osjetljive na peroksidaciju koja predstavlja nenadoknadiv dogadaj u Zivotu stanice koji se

moze podijeliti u tri faze: inicijaciju, propagaciju i terminaciju (Desai i sur., 2014).

Proces inicijacije zapocinje napadom ROS-a Kkoji izdvoji atom vodika iz metilenske skupine,
stvarajuci tako slobodni lipidni radikal. Slobodni radikali koji mogu oksidirati PUFA-u jesu
OHe, HOz+, RO* te ROze, dok je Oz nedovoljno reaktivan za eliminaciju vodika. Nastali
ugljikovi radikali se nastoje stabilizirati oblikujuci konjugirane diene. U aerobnim uvjetima
konjugirani dieni se spajaju s kisikom i tvore visoko reaktivni peroksilni radikal (LOO¢) koji
napada drugu masnu Kiselinu pri ¢emu se stvara lipidni hidroperoksid (LOOH) te novi radikal.
Na taj nacin se $iri lanCana reakcija procesa peroksidacije lipida (Lovell i sur., 1995). Tijekom
propagacije LOOH u prisutnosti Zeljeza disocira do LO+ i LOO+ koji dovode do reinicijacije

peroksidacije. Disocijacijom LOOH dolazi do nastanka konacnih produkata peroksidacije:
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aldehida i ugljikovodika. Za terminaciju je potreban antioksidans koji donira vodikov atom
LOOe. Pri tom nastaje odgovarajuc¢i radikal antioksidansa koji s drugim radikalom tvori

neradikalne produkte (Stefan i sur., 2007).

Niske razine peroksidacije lipida prirodni su metabolicki proces u normalnim uvjetima.
Unutarstanicna neravnoteza antioksidansa dovodi do oksidativnog stresa, §to rezultira
peroksidacijom lipida koja dovodi do stvaranja proizvoda peroksidacije koji zauzvrat mogu
eskalirati nespecifi¢ne reakcije slobodnih radikala. Na visokim temperaturama lipidni peroksidi
se razlazu dajuéi niz proizvoda neugodnog okusa i neugodnog mirisa kao Sto su epoksidi,

ketoni, kiseline i aldehidi (Desai i sur., 2014).

Peroksidacija lipida jedno je od najistrazenijih posljedi¢nih djelovanja reaktivnih vrsta kisika
(ROS) na strukturu i funkciju membrane. MozZe se odrediti kvantitativno ili kvalitativno
razli¢itim metodama. Najpopularniji testovi za mjerenje peroksidacije lipida su test

tiobarbiturne kiseline (TBARS) i odredivanje konjugacije diena (Desai i sur., 2014).

2.6. ANTIOKSIDANSI

Antioksidansi su tvari koje mogu sprijeciti ili usporiti oSte¢enje stanica uzrokovano
djelovanjem slobodnih radikala. Ljudsko tijelo sadrzi slozeni antioksidativni obrambeni sustav
za za$titu stani¢nih spojeva od oSteéenja izazvanih slobodnim radikalima, ROS-om i drugim
reaktivnim vrstama (Boots i sur., 2008). Stani¢na antioksidativna obrana moze se kategorizirati
u primarni 1 sekundarni obrambeni sustav. Primarna obrana sastoji se od razli¢itih
antioksidativnih enzima i Sirokog raspona malih antioksidativnih molekula. Sekundarna obrana

ukljucuje proteoliticke i lipoliticke enzime, kao i sustave za popravak DNA (Cadenas, 1997).

Antioksidansi mogu smanjiti oksidativno oStecenje izravno reakcijom sa slobodnim radikalima
ili neizravno inhibiranjem aktivnosti ili ekspresije enzima koji stvaraju slobodne radikale ili
pojacavanjem aktivnosti ili ekspresije unutarstani¢nih antioksidativnih enzima (Lii i sur., 2009).
Antioksidansi koji izravno reagiraju s radikalima ili drugim reaktivnim vrstama kako bi
sprijecili oksidaciju stani¢nih spojeva mogu se podijeliti u enzimske i neenzimske antioksidanse
(Boots i sur., 2008). Enzimski antioksidansi se nakon reakcije s reaktivnim vrstama ucinkovito

regeneriraju. Zapravo, enzim djeluje kao katalizator pa su potrebne male koli¢ine ovih enzima
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kako bi se osigurao zastitni u¢inak. Vazni antioksidativni enzimi su superoksid dismutaze,
katalaze i glutation peroksidaze (Diplock i sur., 1998). Neenzimski antioksidansi mogu se
podijeliti na hidrofilne i hidrofobne. Hidrofobni antioksidansi, poput a-tokoferola, karoteinoida
i koenzima Q10 prisutni su u lipoproteinima i membranama, dok se hidrofilni antioksidansi,
poput glutationa i askorbata, pretezno se mogu naci u citosolnim, mitohondrijskim i nuklearnim

vodenim odjeljcima (Chaudiere i Ferrari-1liou, 1999).

Oksidativni stres i oksidativna modifikacija biomolekula uklju¢eni su u brojne fizioloske i
patofizioloske procese poput starenja, ateroskleoze, upale i karcinogeneze te toksi¢nosti
lijekova (Lovell i sur., 1995). Tijelo ima nekoliko mehanizama za suzbijanje oksidativnog
stresa stvaranjem antioksidansa, bilo prirodno generiranih in situ (endogeni antioksidansi), bilo
unesenih hranom (egzogeni antioksidansi). Uz bezbroj prirodnih i sintetickih antioksidativnih
spojeva, teSko je predvidjeti jedan molekularni mehanizam kojim bi objasnilo njihovo
antioksidativno djelovanje. Mogu se razlikovati najmanje tri vrste molekularnin mehanizama
antioksidativnih aktivnosti: prvo, postupak koji ukljucuje prijenos radikalnog karaktera
stvaranjem ‘reaktivnog’ radikala izvedenog iz antioksidansa. Drugo, sli¢an postupak u kojem
se prijenos radikalnog karaktera postize stvaranjem "stabilnog" ili "inertnog" radikala
izvedenog iz antioksidansa. Trece, male molekule koje oponaSaju enzimske aktivnosti, poput

superoksid dismutaze i glutation peroksidaze (Cadenas, 1997).

13



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci

Priprema ekstrakata iz mahune graska i ljuske luka koriStenih u ovom radu provedena je u
Laboratoriju za tehnologiju ugljikohidrata i konditorskih proizvoda na Zavodu za prehrambeno-

tehnolosko inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Uzorci ljuske luka prikupljeni su u studentskoj kantini, dok su mahune graska sakupljene na
poljoprivrednom zemljistu neposredno nakon berbe graska. Prikupljeni uzorci suseni su na
zraku kroz 3 dana, nakon Cega je uslijedilo usitnjavanje, a potom prosijavanje. Za ekstrakciju
mahune graska kao otapalo je koristena destilirana voda, pri ¢emu je omjer uzorak:otapalo
iznosio 1:20 (w/v). Ekstrakcija je provedena u vodenoj kupelji na temperaturi od 100 °C kroz
20 min. Nakon ekstrakcije slijedi centrifugiranje na 9500 rpm kroz 15 min te filtracija.
Pripremljen je i ekstrakt mahune graska u kojem su precipitirani polisaharidi dodatkom 4 x
veceg volumena etanola (96 %) u ekstrakt. Ekstrakti graska s polisaharidima i bez polisaharida
koncentrirani su pod vakuumom, nakon ¢ega se podvrgavaju liofilizaciji (-47 °C, 24 h) kako bi
se dobili ekstrakti u praskastom obliku. Ekstrakcija ljuske luke se provodila s etanolom (70 %,
v/v) kao otapalom, pri ¢emu je omjer uzorak:otapalo iznosio 1:20 (w/v). Ekstrakcija je
provedena na magnetskoj mijeSalici ha sobnoj temperaturi kroz 30 min. Nakon ekstrakcije
slijedilo je centrifugiranje na 9500 rpm kroz 15 min, a potom filtracija. Dobiveni filtrat uparava

se do suhog pod vakuumom.

Za provodenje eksperimenata koriStene su ishodi$ne otopine ekstrakata koje su sadrzavale 10
mg mL? polifenola te su iz njih pripremljene radne otopine u koncentracijama 0,014, 0,2 i 1
mg mL" polifenola. Odabrani raspon koncentracija temelji se na preporuéenom dnevnom unosu

polifenola.
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3.1.2. Modelne makromolekule

Kao modelne makromolekule u ovom radu koristeni su plazmid phiX174 RF1 DNA, protein

albumin iz govedeg seruma (BSA) te linoleinska kiselina.

Za ispitivanje ucinka ekstrakata mahune graska i ljuske luka na DNA koristi se plazmid
phiX174 RF1 DNA. To je dvolancani kruzni plazmid dugacak 5386 pb s molekulskom masom
od 3,5 x 10° Da, a izoliran je iz E. coli (Sanger i sur., 1977). Ukoliko nastupi osteéenje, dolazi

do razmatanja plazmida koji u gelu putuje sporije od neosStecenog superzavijenog plazmida.

Protein albumin iz govedeg seruma (BSA) je najzastupljeniji protein krvne plazme s
molekulskom masom 66,5 kDa te je graden od 585 aminokiselinskih ostataka (Bujacz, 2012).
BSA se koristi zbog svoje stabilnosti i niske cijene jer se velike koli¢ine mogu lako procistiti iz
govede krvi, nusproizvoda stoCarske industrije. Zbog Siroke dostupnosti koristi se u raznim
laboratorijskim primjenama, ukljucujuci njegovu funkciju kao standarda prilikom odredivanja
koncentracije proteina (Chruszcz i sur., 2013). Multifunkcionalni je protein s izvanrednim
kapacitetom vezanja liganda, $to ga ¢ini transportnom molekulom za sirok raspon metabolita,
lijekova, hranjivih sastojaka, metala i drugih molekula. Zbog svojstava vezanja liganda ima

Siroku klini¢ku, farmaceutsku i biokemijsku primjenu (Majorek i sur., 2012).

Linoleinska kiselina (C1gH3202) je esencijalna nezasi¢ena omega-6 masna kiselina koja se
obi¢no nalazi u oraSastim plodovima, sjemenkama i rafiniranim biljnim uljima. Sadrzi dvije
dvostruke veze na 9. i 12. ugljikovom atomu od funkcionalne karbonilne skupine (Whelan i
Fritsche, 2013). Najzastupljenija je polinezasi¢ena masna kiselina u stani¢nim membranama
sisavaca te ima ulogu u odrzavanju razine fluidnosti membrane (Spiteller, 1998), stoga moze
posluziti kao modelna makromolekula za odredivanje stupnja lipidne peroksidacije u ovom

radu.
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3.1.3. Bioloski test sustavi

Kao bioloski test sustavi u ovom radu koriStene su kontinuirane humane stani¢ne linije

plocastog epitela karcinoma jezika Cal27 i hepatocelularnog karcinoma jetre HepG2.

Cal27 kontinuirana je stani¢na linija izolirana iz plocastog epitela karcinoma jezika. Stanice su
izolirane 1982. godine iz lezije jezika oralnog karcinoma 56-godisnjeg muskarca bijele rase
(Gioanni i sur., 1988). Jedna je od najcesce koristenih stani¢nih linija za proucavanje utjecaja
ispitivanih spojeva i kemikalija na plocaste epitelne stanice oralnih karcinoma (Jiang i sur.,
2009).

HepG2 kontinuirana je stani¢na linija izolirana iz hepatocelularnog karcinoma 15-godisnjeg
djecaka bijele rase. Svoju primjenu pronalazi u ispitivanjima djelotvornosti i toksi¢nosti
lijekova, znanstvenim ispitivanjima hepatocelularnog metabolizma i toksi¢nosti ksenobiotika,
otkrivanju prehrambenih 1 okoliSnih citotoksicnih 1 genotoksiénih agenasa, kao 1

citoprotektivnih i antigenotoksi¢nih agenasa (Mersch-Sundermann i sur., 2004).

Navedene stani¢ne linije kultivirane su u monosloju u plasti¢nim T-bocama u kompletiranom
mediju RPMI (eng. Roswell Park Memorial Institute) s dodatkom 10 %-tne otopine fetalnog
govedeg seruma (eng. fetal bovine serum, FBS). Stanice su uzgajane u inkubatoru pri
kontroliranim uvjetima atmosfere uz 5 % CO2 na temperaturi od 37 °C. Nakon uzgoja stanice
se odvajaju od podloge pomocu 0,25 %-tne otopine tripsina, a potom se nakon 10-ak minuta
djelovanje tripsina zaustavlja dodatkom medija sa serumom. Pocetna koncentracija stanica od
10° stanica mL™? koja je potrebna za daljnju provedbu eksperimenta podesena je brojanjem

stanica u Biirker-Tiirkovoj komorici.
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3.1.4. Laboratorijska oprema

3.1.4.1. Kemikalije
e Agaroza niske tocke talista (LMP), Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka
e Agaroza normalne tocke talista (NMP), Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka
e Bovine serum albumin (BSA), Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka
e Amonijev tiocijanat (NHsSCN), Fisher, Velika Britanija
e Askorbinska kiselina, Kemika, Zagreb, Hrvatska
e Bromtimol plavo, Kemika, Zagreb, Hrvatska
e Coomassie blue, Bio-Rad, SAD
e Dinitrofenil hidrazin (DNPH), Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka
e Dimetil sulfoksid (DMSO), Kemika, Zagreb, Hrvatska
e Etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA), Kemika, Zagreb, Hrvatska
e Etil-acetat, Kemika, Zagreb, Hrvatska
e Etidij-bromid (C2:H20BrNz), Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka
e Etanol (C2Hs0OH), Kemika, Zagreb, Hrvatska
e Ekstrakti mahune graska i ljuske luka
e Fetalni govedi serum, toplinski inaktiviran, Capricorn Scientific GmbH, Njemacka
e Fosforna kiselina (HsPOa), Kemika, Zagreb, Hrvatska
e Giemsa boja, Kemika, Zagreb, Hrvatska
e Glicerol, Gram-mol d.o.0, Hrvatska
e Klorovodi¢na kiselina (HCI), Kemika, Zagreb, Hrvatska
e Kristal violet, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka
e Linoleinska kiselina, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka
e Malondialdehid, Sigma Chemical, Steinheim, Njemacka
e Metanol, Kemika, Zagreb, Hrvatska
e Natrijev dihidrogenfosfat dihidrat (NaH2PO4 x 2H20), Kemika, Zagreb, Hrvatska
e Natrijev dodecil-sulfat (SDS), Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka
e Natrijev hidrogenfosfat (NazHPO4), Gram-mol d.o.0., Hrvatska
e Natrijev klorid (NaCl), Carlo Erba Reagents, Francuska
e Natrijev-laurilsarkozinat, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim,Njemacka
e Natrijev hidroksid (NaOH), Kemika, Zagreb, Hrvatska
e Octena kiselina (CH3COOH), Kemika, Zagreb, Hrvatska
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e Plazmid phiX174 RF1 DNA, Thermo Scientific, SAD

e RPMI 1640 medij, Capricorn Scientific, GmbH, Njemacka

e Trikloroctena kiselina (TCA), Fisher, Velika Britanija

e Tripsin, Capricorn Scientific GmbH, Njemacka

e Tween 20, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka

e Tiobarbiturna kiselina (TBA), Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka

e Vodikov peroksid (H202), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Zeljezov sulfat heptahidrat (FeSO4 x 7H20), Kemika, Zagreb, Hrvatska

. Zeljezov klorid heksahidrat (FeCls x 6H20), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), Sigma-Aldrich-

Chemie, Steinheim, Njemacka

3.1.4.2. Otopine

TAE pufer:
e TRIS 48,4 g
e Ledena octena kiselina 11,4 mL
e EDTA 3,79
e Destilirana voda do 1000 mL

Agarozni gel, 1,5 %-tni:
e Agaroza 15¢9
e TAE pufer 100 mL

Obojeni pufer za nanosenje (eng. loading buffer)

e Bromtimol plavo 0,29
e Glicerol, 50 % 6 mL
e Destilirana voda 4 mL

Natrijev dihidrogen fosfat dihidrat, 1 M:
e NaH2PO4 x 2H20 7,899

e Destilirana voda 50 mL
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Natrijev hidrogenfosfat, 1 M:
e NaHPO4

e Destilirana voda

Fosfatni pufer, 0,2 M:
e NaHPO4 x 2H,0
e NaHPO4
e Razrijedido 0,2 M

Emulzija linoleinske kiseline:
e Linoleinska kiselina
e Tween 20
e Fosfatni pufer, 0,2 M

Amonijev tiocijanat, 30 %-tni:
e NH4SCN

e Destilirana voda

Klorovodic¢na kiselina, 3,5 %-tna:

e HCI, 37%

e Destilirana voda

Zeljezov sulfat, 0,02 M:
e FeSO4 x5H0

e Destilirana voda

Zeljezov klorid, 0,5 mM:
e FeClz x 6H.0

e Destilirana voda

Vodikov peroksid, 10 mM:
e H»02 3%

e Destilirana voda

19

7,19
50 mL

1M
1M

0,1402 g
0,1402 g
25 mL

3049
do 100 mL

8,12 mL
do 100 mL

059
do 100 mL

43¢
10 mL

0,11 mL
10 mL



Dinitrofenil hidrazin, 10 mM:
e DNPH
e EtOH, 96 %

Otopina Giemsa i Kristal violet boje:

e Kristal violet
e Giemsa boja

e Destilirana voda

Pufer za lizu stanica:
e NaCl,25M
e EDTA 10 mM
e Tris, 10 MM
e Natrij-laurilsarkozinat, 1%
e Triton X-100
e DMSO

Pufer za alkalnu elektroforezu:
e NaOH, 10 M
e Nax-EDTA, 200 mM

e Destilirana voda

Pufer za neutralizaciju (pH = 7,5):
o Tris
e Destilirana voda
e HCldopH=75

Otopina NMP agaroze:
e NMP agaroza
e PBS
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Otopina LMP agaroze:
e LMP agaroza 0,059

e Destilirana voda 10 mL

Bradfordov reagens:

e Coomassie blue 10 mg

e EtOH, 96 % 5mL

e H3PO, 10 mL

e Destilirana voda do 100 mL

Otopina tiobarbiturne kiseline:

e TBA 08¢
e TCA 100 mL
3.1.4.3. Pribor

e BruSena predmetna stakalca

e Biirker-Tiirkova komorica

e Eppendorf kivete

e Erlenmayerove tikvice, 20-100 mL

e Falcon epruvete

e Kivete od optickog stakla (10 mm) za spektrofotometrijska mjerenja
e Laboratorijske Zlice

e Menzure, 50-1000 mL

e Mikropipete, 10, 20, 200, 1000 uL, Eppendorf, Hamburg, Njemacka
e Mikrotitarske plo¢ice s 24 i 96 jazica, Falcon, SAD

e Pasteurove pipete, 5-25 mL

e Plastine Petrijeve zdjelice, Aptaca, Canelli, Italija

e Propipete

e Staklene case

e Staklene epruvete, 10 mL

e Staklene pipete, 1-25 mL

e Stakleni lijevak
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Spatula
T-boce, Falcon, BD Company, Franklin Lakes, SAD

Vata za pravljenje ¢epova

3.1.4.4. Uredaji

Analiticka vaga 1712 Mp8 SilverEdition, Sartorius, Velika Britanija

Centrifuga za kivete po Eppendorfu HC-240, Tehtnica-Zelezniki, Slovenija
Digestor

Epifluorescencijski mikroskop, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Njemacka
Inkubator s kontroliranom atmosferom CO2, Forma Scientific, SAD

Invertni mikroskop, Optika Microscopes, Ponteranica, Italija

Komora za sterilni rad, Iskra, Slovenija

Spektrofotometar, Cecil Instruments Ltd, Technical Centre Cambrige, Engleska
Sustav za analizu slike i mjerenje kometa, Comet Assay |1, Perceptive Instruments Ltd,
UK

Svjetlosni mikroskop mikroskop, Carl ZeissJena, Njemacka

Uredaj za clektroforezu, Life Technologies, New York, SAD

Vaga, Sartorius, Engleska

Vibromikser EV-102, Tehtnica Zelezniki, Slovenija

Vodena kupelj, Tehtnica Zelezniki, Slovenija

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

3.2.1. Odredivanje citotoksi¢nog i proliferativnog ucinka ekstrakata mahune graska i ljuske
luka na humanim stani¢nim linijama Cal27 i HepG2 klonogenim testom (eng. clonogenic

assay)

Klonogeni test predstavlja in vitro metodu odredivanja prezivljenja stanica koja se temelji na
sposobnosti pojedinacne stanice da izraste u koloniju vidljivu golim okom, pri ¢emu se pod
pojmom kolonije podrazumijeva skup od barem 50 stanica. Klonogenim testom prati se svaka
stanica u populaciji te testira svojstvo neograni¢ene diobe, Sto je ujedno i vazna karakteristika
tumorskih stanica. Ovaj test koristi se prilikom odredivanja prezivljenja stanica nakon tretmana
ioniziraju¢im zracenjem ili za odredivanje u¢inkovitosti citotoksi¢nih agensa, budu¢i da samo

mali dio izloZenih stanica zadrzi sposobnost stvaranja kolonija (Franken i sur., 2006).

Prethodno uzgojene stani¢ne linije Cal27 1 HepG2 podvrgavaju se tripsinizaciji. Zatim slijedi
brojanje stanica u Biirker-Tiirkovoj komorici s ciljem podeSavanja koncentracije stanica u
suspenziji tako da u Petrijevim zdjelicama promjera 5 cm, u koje se dodaje 5 mL stani¢ne
suspenzije, pocetna koncentracija stanica iznosi 30 stanica mL ™. Tako pripremljene suspenzije
stanica nacijepljene su u mikrotitarske ploce s 24 jazice. Stanice su inkubirane pri kontroliranim
uvjetima atmosfere na temperaturi od 37 °C, a nakon 24 h tretirane su ekstraktima mahune
graska i ljuske luka u koncentracijama 0,014, 0,2 i 1 mg mL™. Potom se 2 h nakon tretmana
uklanja medij s ekstraktom, dodaje 5 mL svjezeg medija i stanice se inkubiraju na 37 °C u
vremenskom periodu od 7 do 10 dana kako bi se formirale kolonije. Nakon 7 do 10 dana od
tretmana uklanja se medij, a porasle kolonije bojaju se 1,25 %-tnom otopinom Giemsa boje te
0,125 %-tnom otopinom Kkristal violeta. Slijedi inkubacija u trajanju od 5 min na sobnoj

temperaturi, a posljednji korak je ispiranje boje PBS puferom te brojanje kolonija golim okom.
Postotak prezivljenja stanica izracunava se prema formuli [1]:

Nuzorak

% preZivljenja = ( ) -100

Nkontrola

gdje je N - broj poraslih kolonija.
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3.2.2. Odredivanje genotoksi¢nog i protektivnog u¢inka ekstrakata mahune graska i ljuske luka

na modelnoj DNA i stani¢nom genetickom materijalu

3.2.2.1. Uc¢inak na modelni plazmid phiX174 RF1 DNA

Oksidativna oste¢enja DNA generiraju u stanicama reaktivne kisikove vrste kao rezultat
stani¢nog metabolizma 1 interakcije s egzogenim izvorima poput kancerogenih spojeva,
lijekova i ionizirajueg zracenja. Reaktivne kisikove vrste, s kojima se aerobne stanice najéesce
susrecu, mogu ostetiti DNA i dovesti do lezija baze i Secera, pucanja lanaca, umrezavanja DNA

I proteina te stvaranja apurinskih i apirimidinskih mjesta (Alsulami i sur., 2018).

Bioloski u¢inak ekstrakata na plazmid phiX174 RF1 DNA koji je podvrgnut UV zracenju u
trajanju od 16 minuta te djelovanju vodikovog peroksida prati se elektroforezom u agaroznom
gelu. Elektroforeza u agaroznom gelu najucinkovitiji je nacin odvajanja fragmenata DNA
razli¢itih veli¢ina u rasponu od 100 bp do 25 kb. Fosfatna okosnica molekule DNA negativno
je nabijena pa ¢e fragmenti DNA, kad se stave u elektriéno polje, migrirati prema pozitivho
nabijenoj anodi. Buduc¢i da DNA ima jednoliki omjer mase i naboja, molekule DNA razdvajaju
se na temelju veli¢ine unutar agaroznog gela na nacin da je prijedena udaljenost obrnuto
proporcionalna logaritmu njegove molekularne tezine. Nakon provedene elektroforeze,
molekule DNA u gelu vizualiziraju se pomoc¢u fluorescentnih boja koje se specificno vezu na
nukleinske kiseline, a u tu svrhu naj¢esce se primjenjuje bojanje etidij bromidom (Lee i sur.,

2012).

Za pocetak je potrebno pripremiti 1,5 %-tni agarozni gel u TAE puferu. Agaroza se u puferu
zagrijava u mikrovalnoj pe¢nici u intervalima od 30 s, sve dok se potpuno ne otopi. Potrebno
je pricekati da se agaroza ohladi na 65 °C kako ne bi doslo do ostecenja kalupa za gel.
Rastopljena agaroza potom se ulijeva u kalup, postavlja se ¢esalj za formiranje jaZica, ostavi da
se agaroza stegne na sobnoj temperaturi, a potom se uklanja ¢esalj (Lee 1 sur., 2012). Uzorci za
elektroforezu sadrze 3 pL otopine plazmida u TAE puferu, 1 puL 3 %-tnog H.O, ekstrakte
mahune graska i ljuske luka u koncentracijama 0,014, 0,2 i I mg mL™ te odgovarajué¢i volumen
TAE pufera do kona¢nog volumena uzorka 30 pL. Svi uzorci izlazu se djelovanju UV zracenja
u trajanju od 16 minuta. Takoder su pripremljene i Cetiri kontrole: negativna koja sadrzi 3 pL
otopine plazmida 1 27 pL TAE pufera, zatim kontrola koja sadrzi 3 pL otopine plazmida, 1 uL
H2021 26 pL TAE pufera, potom kontrola koja sadrzi 3 pL otopine plazmida 1 27 uL TAE
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pufera i podvrgnuta je UV zracenju (16 min) te naposljetku pozitivna kontrola koja sadrzi 3 pL
otopine plazmida, 1 uL H2O i 26 pL TAE pufera te je takoder podvrgnuta UV zracenju (16
minuta). U tako pripremljene uzorke se dodaje 3 pL obojenog pufera za nanosenje (eng. loading
buffer) koji sadrzi bromtimol plavo koji omogucuje pracenje napretka elektroforeze migracijom
boje te glicerol koji povecava viskoznost uzorka i tako omogucava da uzorak tone u gel.
Pripremljeni uzorci nanose se u jazice gela, nakon ¢ega se dodaje TAE pufer tako da prekrije
povrsinu gela. Pokreée se elektroforeza u trajanju od 60 minuta pri jakosti elektri¢ne struje od
150 mA. Nakon provedene elektroforeze gel se boji u otopini etidij bromida u koncentraciji 20
pg mL? tijekom 15-20 minuta, izlaze UV zradenju, a zatim slijedi vizualizacija gela pod UV

svjetlom.

3.2.2.2. Tretman stanica Cal27 i HepG2 ekstraktima mahune graska i ljuske luka

U plasticne Petrijeve zdjelice promjera 5 cm nacjepljuje se po 5 mL stani¢ne suspenzije Cal27
i HepG2 u pocetnoj koncentraciji od 10° stanica mL™?, koja je podesena brojanjem stanica u
Biirker-Tiirkovoj komorici, nakon ¢ega slijedi inkubacija na 37 °C u trajanju od 24 h. Potom se
medij zamjenjuje svjezim i stanice se tretiraju ekstraktima mahune graska i ljuske luka u
koncentracijama 0,014, 0,2 i 1 mg mL™. Nakon tretmana od 2 h iz Petrijevih zdjelica uklanja
se medij s ekstraktom, stanice se ispiru PBS puferom, tripsiniziraju i prebacuju u Eppendorf
epruvete. Slijedi centrifugiranje 5 min na 5000 rpm, nakon ¢ega se odbacuje supernatant, a talog

sa stanicama se koristi u daljnjem provodenju eksperimenta.

3.2.2.3. Odredivanje ostecenja DNA u stanicama Cal27 i HepG2 komet testom (eng. single cell

gel electrophoresis ili comet assay, SCGE)

Komet test ili mikroelektroforeza pojedinacnih stanica u agaroznom gelu relativno je
jednostavna, ali osjetljiva metoda za brzo otkrivanje i mjerenje razine oStecenja i popravka u
molekuli DNA (Kopjar i sur., 2006). U vrlo kratkom vremenu pronasla je Siroku primjenu u
epidemioloskim ispitivanjima i biomonitoringu na ljudima kako bi se utvrdilo oste¢enje DNA

kao posljedica djelovanja endogenih ¢imbenika te na¢ina Zivota (Betti i sur., 1995).
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Metoda se sastoji od horizontalne elektroforeze pojedina¢nih stanica koje se uklapaju u tanak
sloj agaroze na mikroskopskom stakalcu. Citoplazma i membranske strukture u stanici liziraju
se pomocu otopine visoke koncentracije etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA) i detergenta
Sto rezultira uklanjanjem stani¢nih proteina i oslobadanjem ukupne DNA u stanici. Nastali
jednolanc¢ani i dvolan¢ani lomovi DNA uzrokuju lokalnu relaksaciju superzavijene DNA pri
¢emu nastaju fragmenti DNA razli¢itih duljina. Kra¢i fragmenti brze putuju kroz gel te zbog
razlike u njihovoj duljini i brzini kretanja dolazi do razdvajanja prema veli¢ini. Kada se kroz
gel propusti elektricni naboj, negativno nabijeni relaksirani dijelovi zavojnice putuju prema
anodi formirajuci,,rep* kometa. Intaktna DNA zbog velike molekularne mase nema sposobnost

kretanja prema anodi te ¢ini ,,glavu* kometa (Wong i sur., 2005).

Tretman stanica Cal27 i HepG2 ekstraktima mahune graska sa i bez polisaharida te ekstraktima
ljuske luka proveden je prema protokolu opisanom u poglavlju 3.2.2.2. Zatim se na brusena
predmetna stakalca nanosi i razmazuje 300 uL otopine 1,5 %-tne agaroze normalne tocke taliSta
(eng. normal melting point, NMP) dobivene kuhanjem u PBS puferu. Na polimerizirani sloj
NMP agaroze nanosi se sloj koji sadrzi 2 pL resuspendiranih stanica 1 100 pL 0,5 %-tne agaroze
niske tocke talista (eng. low melting point, LMP) temperirane na 37 °C. Nakon polimerizacije
LMP agaroze sa resuspendiranim stanicama, nanosi se jo$ jedan sloj od 100 uL LMP agaroze.
Nakon polimerizacije zadnjeg sloja, provodi se liza stanica u puferu za lizu preko no¢i. Potom
se stakalca prenose u kadicu za elektroforezu koja je napunjena alkalnim puferom za
elektroforezu. Elektroforeza se provodi pri naponu od 25 V i jakosti struje od 300 mA tijekom
10 minuta. Nakon provedene elektroforeze, stakalca se ispiru tri puta u razmaku od 5 minuta
0,4 M Tris-HCI (pH = 7,5) puferom s ciljem neutralizacije. Ovako pripremljeni gelovi bojaju
se etidij bromidom u koncentraciji 20 ng mL™ te se nakon 10 minuta kratko ispiru s Tris-HCI
puferom (pH = 7,5). Prije analize preparati se drze na hladnom zbog stabilizacije boje. Mjerenje
se izvodi pomocu epifluorescenijskog mikroskopa, a za analizu slike koristi se racunalni
program Comet Assay Il. Na svakom preparatu izmjereno je po 50 kometa, pri ¢emu se kao

pokazatelji razine oSte¢enja DNA koriste parametri duZine i intenziteta repa te repni moment.
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3.2.3. Odredivanje prooksidacijskog i protektivnog ucinka ekstrakata mahune graska i ljuske

luka na modelnim i stani¢nim proteinima

3.2.3.1. Odredivanje stupnja oksidacije na modelu proteina albumina iz govedeg seruma

Detekcija i kvantificiranje proteinskih karbonila (PCO) u bioloskim uzorcima neizravan je
nacin za odredivanje razine oksidacijskog stresa. Karbonilacija proteina Siroko je prihvacen
biljeg oksidacije proteina. Danas se koriste mnoge metode za procjenu sadrzaja karboniliranih
proteina, a najzastupljenija je metoda koja se bazira na reakciji 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH) s karbonilnim skupinama proteina Sto dovodi do stvaranja stabilnog 2,4-
dinitrofenilhidrazona, kao Sto je prikazano na slici 5. Dinitrofenilna skupina (DNP) moze se
detektirati i kvantificirati spektrofotometrijski s maksimumom apsorpcije na 370 nm (Colombo
i sur., 2016).

N
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THH + -!I!=Ciﬁ —_— Hx Ry
2 = ol
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>
24-dinitrofenilhidrazin 2.4 dinitrofendhideazon
(DNPE)

Slika 5. Reakcija 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) s karbonilom (prilagodeno prema
Uchiyama i sur., 2011).

U ovom eksperimentu odreduje se stupanj oksidacije proteina albumina iz govedeg seruma
(BSA). Uzorci sadrze 60 L BSA u koncentraciji 4 mg mL?, 60 pL FeCls, 60 pL askorbinske
kiseline, 60 pL H202, ekstrakte ljuske luka i mahune graSka sa i bez polisaharida u
koncentracijama 0,014, 0,2 i 1 mg mL™ te destiliranu vodu do konaénog volumena reakcijske
smjese 600 pL. Pozitivna kontrola umjesto ekstrakata sadrzi 125 pL troloxa koncentracije 10
mg mL?, a negativna kontrola 125 pL metanola. Svi uzorci pripremljeni su u 3 paralele. Tako
pripremljeni uzorci se inkubiraju 30 minuta na 37 °C. Nakon inkubacije dodaje se 500 uL
dinitrofenil hidrazina (DNPH) i inkubira na sobnoj temperaturi 15 minuta. Zatim se u

inkubacijsku smjesu dodaje 500 uL 10 %-tne trikloroctene kiseline (TCA) kako bi se istalozili
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proteini te inkubira na ledu 15 minuta. Uzorci se centrifugiraju tri puta, pri ¢emu se svaki puta
odbacuje supernatant, a naposlijetku se talog ispire s 1 mL etil-acetata kako bi se uklonio sav
slobodni DNPH koji nije izreagirao. Na kraju se uzorci resuspendiraju u 500 uL 6 M gvanidin-
HCI i mjeri se apsorbancija na 370 nm.

Za odredivanje postotka oksidacije u uzorku koristi se sljedeca formula [2]:

As7o(uzorak) 100

% oksidacije = .
% oksidacije As,o (negativna kontrola)

3.2.3.2. Odredivanje ukupnih proteina metodom po Bradfordu

Metoda po Bradfordu je kolorimetrijska metoda za odredivanje koncentracije proteina koja se
bazira na reakciji proteina s bojom Coomassie Brilliant Blue (CBB) u kiselom mediju. CBB
reagira prvenstveno s pobo¢nim grupama arginina te u manjoj mjeri i s pobo¢nim grupama
histidina, lizina, tirozina, triptofana i fenilalanina. Boja se na proteine veze hidrofobnim
interakcijama i ionskim vezama, pri ¢emu se sama boja stabilizira u anionskom obliku i dolazi
do vidljive promjene boje iz smede u plavu. Pri tome se apsorpcijski maksimum pomice sa 465
nm na 595 nm, Sto se prati spektrofotometrijski. Intenzitet razvijene boje u odredenom opsegu
koncentracija proteina proporcionalan je koncentraciji proteina. Ova metoda je u Sirokoj
upotrebi zbog svoje jednostavnosti, brzine i Sirokog opsega proporcionalnosti intenziteta

obojenja i koncentracije proteina.

Potrebno je pripremiti otopine proteina albumina iz govedeg seruma (BSA) mijesanjem otopine
pocetne koncentracije 1 mg mL? s odgovarajué¢im volumenom destilirane vode tako da konaéne
koncentracije proteina u uzorku budu 1, 2,4, 6, 81 10 pg mL™. Za svaku koncentraciju proteina
potrebno je pripremiti dvije paralele te za cijelu seriju mjerenja jednu slijepu probu. Potom se
dodaje 1 mL Bradfordovog reagensa, lagano promijesa 1 ostavi 5 minuta na sobnoj temperaturi.
Izmjeri se vrijednost apsorbancije na 595 nm (Asgs) i konstruira bazdarni dijagram ovisnosti
Asgs 0 koncentraciji proteina u uzorku (Bradford, 1976). Dobivena jednadzba pravca iz
bazdarnog dijagrama koristi se kasnije u odredivanju koncentracije proteina u uzorcima sa
stanicama tretiranim ekstraktima. Potom se, takoder navedenom metodom, mjeri apsorbancija

uzoraka sa stanicama tretiranim ekstraktima, pri cemu se uzima 5 pL uzoraka (lizata stanica
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tretiranih razlicitim koncentracijama ekstrakata mahune graska i ljuske luka), 95 pL destilirane
vode i 1 mL Bradfordovog reagensa. Ponovno je za svaki uzorak potrebno pripremiti dvije

paralele, kao i slijepu probu.
Koncentracija proteina odreduje se prema jednadzbi iz bazdarnog dijagrama [3]:

Acos — b
y (proteina) = =% -

gdje je vy (proteina) — koncentracija proteina u uzorku izrazena u mg mL™,
Asgs — apsorbancija uzorka izmjerena na 595 nm,
b - odsjecak na osi y bazdarnog dijagrama,

a - koeficijent smjera pravca bazdarnog dijagrama.

3.2.3.3. Odredivanje stupnja oksidacije proteina u stanicama Cal27 i HepG2

Kao $to je spomenuto u poglavlju 3.2.3.1., detekcija i kvantificiranje proteinskih karbonila
(PCO) u bioloskim uzorcima neizravan je nacin za odredivanje razine oksidacijskog stresa, a
metoda bazirana na reakciji karboniliranog proteina s DNPH moze se primjenjivati za

odredivanje razine oksidacije u stanicama i tkivima.

Postupak odredivanja stupnja oksidacije proteina zapoc¢inje kako je opisano u poglavlju 3.2.2.2.
U tako dobivene uzorke dodaje se 100 pL 10 %-tnog natrijevog dodecil-sulfata (SDS) te
resuspendira. Zatim se dodaje 10 mM dinitrofenil hidrazin (DNPH) u volumenu od 100 pL,
vorteksira te ostavi na inkubaciji oko 1 h na tamnom. Nakon inkubacije dodaje se 0,5 mL 10
%-tne ledene octene kiseline koja uzrokuje taloZenje proteina. Nakon inkubacije od 15 minuta
na 4 °C slijedi centrifugiranje, odbacuje se supernatant, a talog se ispire sa smjesom etanol:etil-
acetat (1:1) i ponovno centrifugira. Nakon centrifugiranja dodaje se 200 pL 6M gvanidin-HCI
i mjeri apsorbancija na 370 nm. Koncentracija ukupnih proteina odreduje se prema postupku

opisanom u poglavlju 3.2.3.2.
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Za izraGunavanje koncentracije karbonila u uzorku koristi se sljedeca formula [4]:

10°- (2200641\317—01cm—1)

y (protein) mg mL=1

c (PCO) =

gdje je As7o - apsorbancija uzorka pri 370 nm,
M - ekstincijski koeficijent (¢) pri 370 nm,

v (protein) - koncentracija ukupnih proteina izrazena u mg mL™ (Colombo i sur., 2016).

3.2.4. Odredivanje prooksidacijskog i protektivnog ucinka ekstrakata mahune graska i ljuske

luka na modelnim 1 stani¢nim lipidima

3.2.4.1. Odredivanje stupnja lipidne peroksidacije na modelu lionleinske kiseline

Linoleinska kiselina je najzastupljenija polinezasicena masna kiselina u stani¢nim
membranama sisavaca, stoga proizvodi lipidne peroksidacije ove kiseline dominiraju. Lipidni
hidroperoksidi (LOOH) se u bioloskom okruzenju lako reduciraju u odgovaraju¢e hidroksi
kiseline (LOH) (Spiteller, 1998). U prisutnosti Fe* hidroperoksid linoleinske kiseline prolazi
daljnju oksidaciju, $to dovodi do stvaranja 4-hidroksinonenala (4-HNE), a-hidroksialdehida i
oksokiselina (Spiteller i Spiteller, 1998). Glavni produkt peroksidacije linoleinske Kiseline,
hidroksialkenal 4-HNE, u ve¢im koli¢inama ima izrazito toksi¢no djelovanje, inhibira stani¢ni
rast, modificira lipoproteine te potice razvoj ateroskleroze (Leonarduzzi i sur., 2005).
Hidroksialkenali koji su reaktivni zbog prisutnosti triju funkcionalnih skupina (aldehidne,
hidroksilne i dvostruke veze), u fizioloSkim uvjetima pokazuju afinitet prema amino skupinama
u DNA bazama, proteinima (lizinskim ostacima u lipoproteinima), fosfolipidima (pogotovo

prema fofatidil-serinu i fosfatidil-etanolaminu) (Stefan i sur., 2007).

Uzorci sadrze 625 pL emulzije linoleinske Kiseline koncentracije 0,3 mg mL™, ekstrakte ljuske
luka i mahune graska sa i bez polisaharida u koncentracijama 0,014, 02 i 1 mg mL™ te natrijev
fosfatni pufer do konacnog volumena 1250 pL. Pozitivna kontrola umjesto ekstrakata sadrzi
125 uL troloxa koncentracije 10 mg mL™, a negativna kontrola 125 uL metanola. Svi uzorci
pripremljeni su u 3 paralele. Uzorci su podvrgnuti UV zracenju u trajanju od 1 h. 1z reakcijske

smjese se pomijesa 25 pul uzorka s 1 mL EtOH (75 %) i 25 uL amonijevog tiocijanata (30 %).
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Na kraju se u reakcijsku smjesu dodaje 25 uL FeSO4 (0,02 M, razrijeden u 3,5 % HCI). Nakon
3 minute slijedi mjerenje apsorbancije na 500 nm.

Postotak peroksidacije lipida u linoleinskoj kiselini izracunava se prema formuli [5]:

Asoo(uzorak)

-1
Asoo(negativna kontrola) 00

% peroksidacije =

3.2.4.2. Odredivanje stupnja lipidne peroksidacije u stanicama Cal27 i HepG2

Lipidi iz mahune graska i ljuske luke mogu biti podvrgnuti oksidacijskom oste¢enju zbog
izloZenosti UV zrakama (Pucciarini i sur., 2019). Kvantifikacija lipidne peroksidacije klju¢na
je za procjenu oksidacijskog stresa u patofizioloSkim procesima. Peroksidacija lipida rezultira
formiranjem malondialdehida (MDA) kao prirodnog produkta, a mjerenje krajnjih proizvoda
lipidne peroksidacije jedno je od najprihvacenijih ispitivanja oksidativnog oSte¢enja. Razine
MDA mogu se izmjeriti pomocu tiobarbiturne kiseline (TBA), pri cemu MDA reagiras TBA u
kiselom mediju na 100 °C daju¢i kompleks ljubicaste boje (slika 6) koji se moze lako
kvantificirati kolorimetrijski pri A=532 nm ili fluorimetrijski pri Aekscitacije=515 nm i Aemisije=555
nm (Katerji i sur., 2019). Gustoca boje povezana je sa stupnjem peroksidacije lipida. Zbog svoje
jednostavnosti i ekonomic¢nosti, ova se metoda intenzivno Koristi u in vivo i in vitro

istrazivanjima (Desai i sur., 2014).

o 0
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MDA TBA MDA-TBA,

Slika 6. Prikaz reakcije malondialdehida s tiobarbiturnom kiselinom (Desai i sur., 2014).
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Odredivanje TBA-MDA kompleksa u uzorcima

Postupak odredivanja stupnja lipidne peroksidacije zapocinje kao postupak odredivanja stupnja
oksidacije proteina, kao $to je opisano u poglavlju 3.2.2.2. U tako dobivene uzorke dodaje se
100 pL destilirane vode te staklene kuglice i provodi razbijanje stanica vorteksiranjem 3 puta
po 30 sekundi s ciljem liziranja stanica. Kako bi se izbjegla degradacija proteina i inicijacija
kemijskih reakcija uzrokovana povisenjem temperature, nakon svakog razbijanja stanice se
hlade 30 sekundi u ohladenom termobloku. Potom se iz uzoraka uzimaju alikvoti od 2 puta po
5 uL za odredivanje ukupnog sadrzaja proteina, a u preostali sadrzaj uzorka dodaje se 600 uL
tiobarbiturne kiseline otopljene u trikloroctenoj kiselini [TBA(TCA)] kako bi se stvorili kiseli
uvjeti u kojima malondialdehid prelazi iz acetatnog u aldehidni oblik, a ujedno u tim uvjetima
trikloroctena kiselina uzrokuje taloZenje svih stani¢nih proteina. Uzorci se stavljaju na vodenu
kupelj na 95 °C kroz 1 h, nakon ¢ega slijedi centrifugiranje te se dobiveni supernatant koristi u
daljnjem provodenju eksperimenta. Na crne mikrotitarske ploCice sa 96 jaZica nanosise 100 pL
uzoraka te se mjeri intenzitet fluorescencije pri Aexem=560/585 nm. Osim toga, potrebno je
pripremiti otopine proteina albumina iz govedeg seruma kako bi konstruirali bazdarni dijagram

za odredivanje koncentracije ukupnih proteina prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.3.2.

Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije malondialdehida (MDA)

Pripremi se 0,2 mM ishodi$na otopina malondialdehida koja se razrjeduje s destiliranom
vodom kako bi se dobile otopine s konaénom koncentracijom malondialdehida 4, 8, 12, 16 i 20
uM. Otopine malondialdehida reagiraju s tiobarbiturnom kiselinom otopljenoj u trikloroctenoj
kiselini u vodenoj kupelji pri temperaturi od 95 °C kroz 1 h. Malondialdehid koji se nalazi u
acetilnom obliku prevodi se u aldehidni oblik. Nakon reakcije s tiobarbiturnom Kiselinom
nastaje kompleks ljubiaste boje, a intenzitet nastalog MDA-TBA kompleksa mjeri se

fluorimetrijski pri valnoj duljini emisije od 585 nm i ekscitacije od 560 nm.
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Koncentracija kompleksa MDA-TCA odreduje se prema jednadzbi iz bazdarnog dijagrama koji
prikazuje ovisnost specificne fluorescencije MDA-TBA kompleksa o koncentraciji
malondialdehida [6]:

Aseo/s85 — b

y (kompleks MDA — TCA) = uM

gdje je vy (kompleks MDA-TCA) — koncentracija kompleksa MDA-TCA u uzorku izrazena u
uM

Aseo/s85 — apsorbancija uzorka izmjerena na Aexem=560/585 nm,

b - odsjecak na osi y bazdarnog dijagrama,

a - koeficijent smjera pravca bazdarnog dijagrama.

Koncentracija proteina odreduje se prema jednadzbi iz bazdarnog dijagrama [3] dobivenoj

odredivanjem ukupnih proteina metodom po Bradfordu.
Na kraju, koncentracija malondialdehida (MDA) izraza se prema formuli [7]:

y(kompleks MDA — TCA) pg L1

MDA) =
v ) y (proteina) mg mL™1

3.2.5. Statisticka obrada podataka

Dobiveni rezultati su obradeni u statistickom programu JASP 0.14.0, kori$tenjem Classical
ANOVA statisticke analize sa Scheffe i Tukey post hoc testom usporedbe. Odabrana razina
znacajnosti (p—vrijednost) je bila 0,001, tako da se svaki rezultat koji pokazuje razinu
znacajnosti manju od 0,001 smatra statisticki znac¢ajnim. Osim toga, rezultati su prikazani
grafi¢ki pomocu programa Microsoft Excel 2016 kao srednje vrijednosti i njihove standardne

devijacije.
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4. RASPRAVA

Ucinak bioaktivnih molekula iz ekstrakata mahune graska i ljuske luka pri koncentracijama za
koje je realno ocekivati da budu unesene u organizam tijekom 24 sata ispitan je na modelima
stani¢nih makromolekula (plazmid phiX174 RF1 DNA, protein albumin iz govedeg seruma i
lionoleinska kiselina) te kontinuiranim humanim stani¢énim linijama karcinoma epitela usne

Supljine Cal27 i hepatocelularnog karcinoma jetre HepG2.

Bioloski ucinak prati se djelovanjem na geneticki materijal te odredivanjem stupnja
karbonilacije proteina i lipidne peroksidacije. Citotoksi¢ni i proliferativni uc¢inak na Cal27 i
HepG2 stani¢nim linijama odreden je klonogenim testom. Genotoksi¢ni i protektivni u¢inak na
modelnom plazmidu pracen je elektroforezom u agaroznom gelu, dok je ostecenje genetiCkog
materijala odredeno komet testom. Prooksidativni i protektivni u¢inak na modelnom i stani¢nim
proteinima odreden je metodom koja se bazira na reakciji karboniliranih proteina s DNPH.
Takoder, navedeni ucinci odredeni su na modelu linoleinske kiseline mjerenjem koncentracije
produkta lipidne peroksidacije, 4-HNE, dok su stani¢ni lipidi odredeni TBARS metodom.

Dobiveni rezultati prikazani su graficki slikama 7. — 20.
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4.1. CITOTOKSICNI | PROLIFERATIVNI UCINAK EKSTRAKATA MAHUNE GRASKA
I LJUSKE LUKA NA HUMANIM STANICNIM LINIJAMA CAL27 I HEPG2 ODREDEN
KLONOGENIM TESTOM (eng. clonogenic assay)

Nakon tretmana stani¢nih linija Cal27 i HepG2 ekstraktima mahune graska i ljuske luka u
koncentracijama 0,014, 0,2 i 1 mg mL™, preziviele stanice koje su zadrzale svojstvo

proliferacije pocele su stvarati kolonije tijekom 7 dana rasta u kulturi.
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40 el

20

% prezivljenja

Cal 27, LUK Hep G2, LUK Cal 27, Hep G2, Cal 27, Hep G2,
GRASAK - PS GRASAK - PS GRASAK + PS GRASAK + PS

LUK — ekstrakt ljuske luka; GRASAK — PS — ekstrakt mahune graska bez polisaharida; GRASAK + PS — ekstrakt mahune

graska sa polisaharidima.

Slika 7. Citotoksi¢ni i proliferativni u¢inak ekstrakta ljuske luka i mahune graska na stanice
Cal27 i HepG2.

Iz slike 7. vidljivo je da prezivljenje stani¢ne linije Cal27 tretirane ekstraktima ljuske luka i
mahune graska bez polisaharida pada s porastom koncentracije ekstrakta, pri ¢emu ekstrakt
mahune graska u najmanjoj koncentraciji 0,014 mg mL™ ima proliferativno djelovanje na rast
stanica. Ekstrakti ljuske luka u koncentracijama 0,2 i 1 mg mL™ i ekstrakt mahune graska bez
polisaharida u koncentraciji 1 mg mL™ djeluju citotoksi¢no, pri éemu je najizraZenije toksi¢no
djelovanje ekstrakta luka u najvisoj koncentraciji. Rezultati prezivljenja stanica tretiranih
ekstraktom mahune graska sa polisaharidima poprili¢no variraju, gdje je pri koncentraciji
ekstrakta od 1 mg mL™* izraZeno pomalo citotoksi¢no djelovanje, dok koncentracije 0,014 i 0,2
mg mL* poti¢u proliferaciju stanica.
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Ekstrakti ljuske luka u koncentracijama 0,2 i 1 mg mL™ na stanice HepG2 djeluju citotoksi¢no.
Ukoliko rezultate dobivene na stani¢noj liniji jetre usporedimo s djelovanjem navedenih
ekstrakata na stanice Cal27, toksi¢ni u¢inak je manji, buduci da su HepG2 stanice, za razliku
od Cal27 stanica, metabolicki aktivne te se metabolizira kvercetin koji je najzastupljenijij
flavonoid u ljusci luka. Vecina eksperimenata in vivo pokazala je da kvercetin nije kancerogen
I da ima zastitnu ulogu u odnosu na genotoksi¢ne spojeve. Kvercetin se, u crijevima i jetri,
gotovo u potpunosti metabolizira smanjujuéi potencijal toksi¢nosti. Kod oralnih doza visih od
1000 mg na dan konzumiranih do tri mjeseca nisu pronadeni dokazi toksi¢nosti, medutim
nedostaju podaci o dugoro¢noj sigurnosti u visokim dozama (Harwood i sur., 2007). Ekstrakti
mahune graSka bez polisaharida u svim ispitivanim koncentracijama pokazuju izraZeno
proliferativno djelovanje. Ekstrakti mahune graska sa polisaharidima u koncentracijama 0,014
i 0,2 mg mL* djeluju proliferativno na rast HepG2 stanica, dok isti ekstrakt u koncentraciji 1

mg mL™ djeluje izrazito citotoksi¢no dajué¢i najmanje preZivljenje koje iznosi 42,38 %.

4.2. GENOTOKSICNI I PROTEKTIVNI UCINAK EKSTRAKATA MAHUNE GRASKA 1
LJUSKE LUKA NA MODELNOJ DNA I STANICNOM GENETICKOM MATERIJALU

4.2.1. Bioloski u¢inak na modelni plazmid phiX174 RF1 DNA

Reaktivne kisikove vrste glavni su izvor ostecenja DNA. Svako oSte¢enje DNA, kao genetickog
materijala stanice, moze rezultirati promjenama u kodiranim proteinima $to posljedi¢no moze

dovesti do ostecenja ili potpune inaktivacije proteina. (Sharma i sur., 2012).

Ispitivanje potencijalno protektivnog ucinka ekstrakata mahune graska i ljuske luka na
geneticki materijal u koncentracijama 0,014, 0,2 te 1 mg mL™ provedeno je tretmanom phiX174
RF1 DNA plazmida koji je osim istrazivanim ekstraktima, bio izloZzen i UV zracenju te
vodikovom peroksidu koji oste¢uju plazmid. Nakon tretmana, provedena je elektroforeza u
agaroznom gelu. Ukoliko nastupi ostecenje, dolazi do konverzije inafe Superzavijenog

plazmida u cirkularni ili linearni oblik koji posljedi¢no u gelu putuje sporije.
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G+PS G+PS G +PS
0,014 0.2 1

K1 — negativna kontrola; K2 — kontrola s H202; K3 — kontrola s UV zragenjem; K4 — pozitivna kontrola; L 0,014, L 0,2, L1 —
uzorci tretirani ekstraktima ljuske luka u koncentracijama 0,014, 0,2 i 1 mg mL; G —PS 0,014, G -PS 0,2, G —PS 1 — uzorci
tretirani ekstraktima mahune graska bez polisaharida u koncentracijama 0,014, 0,2 i 1 mg mL; G +PS 0,014, G +PS 0,2,

G +PS 1 — uzorci tretirani ekstraktima mahune graska sa polisaharidima u koncentracijama 0,014, 0,2 i 1 mg mL™,

Slika 8. Protektivni u¢inak ekstrakta ljuske luka i mahune graska na plazmid phiX174 RF1
DNA.

Iz slike 8. vidljivo je da u kontrolama K1, K2 i K3 razmotani plazmid daje relativno slabi signal
u odnosu na zavijeni. Pozitivna kontrola K4 pokazuje upravo suprotno, zavijeni plazmid daje
slab signal, dok je glavnina plazmida razmotana. 1z priloZenog se moze zaklju¢iti da sami H20»
i samo UV zraCenje ne uzrokuju znacajno oStecenje DNA, no u kombinaciji rezultiraju puno
jac¢im signalom u Korist razmotanog plazmida. U usporedbi s pozitivnom kontrolom, svi uzorci
tretirani ekstraktima mahune graska i ljuske luka sadrze viSe zavijene DNA, $to dovodi do
zakljucka da ispitivane aktivne tvari sadrzane u ekstraktima u odredenoj mjeri Stite DNA od
oStecenja. Vecina eksperimenata na Zivotinjama U Kojima su istrazivani u¢inci polifenola (Cesto
u visokim dozama) u kombinaciji s poznatim agensima koji oSteuju DNA, opcenito Su
pokazala njihovu zastitnu ulogu. Visoke koncentracije polifenola mogu izazvati oSteCenje
DNA, sto je pokazano u brojnim pokusima na stani¢énim kulturama, dok niske koncentracije, s

druge strane, imaju tendenciju smanjenja oste¢enja DNA (Azqueta i Collins, 2016).

Ukoliko se fokusiramo na djelovanje ekstrakta ljuske luka, moze se primijetiti dozni odgovor.
Kako se povecava koncentracija ekstrakta, veéi je i protektivni u¢inak na DNA. Opcenito se
smatra da kvercetin, flavonoid koji je u velikoj mjeri zastupljen u ljusci luka, pruza snaznu
zaStitu od oksidacijskih ostecenja. Mondal 1 sur. (2017) istrazivali su zastitni u¢inak kvercetina

protiv oSte¢enja DNA posredovanih vodikovim peroksidom. Spektrofotometrijska analiza
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interakcije kvercetina s DNA in vitro pokazala je da je klasi¢na interkalacija moguéi dominantni

nacin vezanja kvercetina kojim se sprjecava ostecenje DNA izazvano oksidativnim stresom.

Kod tretmana plazmida sa ekstraktom mahune graska bez polisaharida relativno je visok
postotak razmotanog plazmida. Aktivne tvari donekle stite DNA od ostecenja u odnosu na
pozitivnu kontrolu, ali uglavnom nema znacajne koncentracijske razlike. U slucaju ekstrakata
mahune graska sa polisaharidima, vidljivo je da najveéa koncentracija ima najveci protektivni
ucinak na DNA. Polisaharidi sprje¢avaju udar u klju¢na mjesta na DNA i na taj nacin doprinose
smanjenju ostecenja. Unato¢ tome $to polisaharidi privlace sve vecu pozornost U istrazivanjima
jer pokazuju antioksidativno djelovanje (Wang i sur., 2018), njihov osnovni mehanizam jos nije
sustavno razjaSnjen (Wang i sur., 2016). Sli¢na istrazivanja pokazala su bioaktivnost
polisaharida iz tinte lignje pri ¢emu je Koristen je pEGFP-N1 DNA plazmid koji je tretiran UV
zraCenjem i vodikovim peroksidom. Rezultati su pokazali da polisaharidi imaju antioksidativno
i snazno redukcijsko djelovanje te zaStitni ucinak na oSte¢enja DNA (Luo, 2013). Takoder,
istrazivanja su pokazala da polifenoli iz mahune graska imaju zaStitnu ulogu u ocuvanju
integriteta DNA od djelovanja reaktivnih kisikovih vrsta, no ova protektivna uloga dokazana je

samo kada je DNA tretirana polifenolima pri niskim koncentracijama (Azqueta i Collins 2016).

4.2.2. Oste¢enje DNA u stanicama Cal27 i HepG2 odredeno komet testom (eng. single cell gel

electrophoresis ili comet assay, SCGE)

Ispitivanje u¢inka ekstrakata mahune graska i ljuske luka pri koncentracijama 0,014, 0,2 i 1 mg
mL? na DNA provedeno je na stani¢nim linijama Cal27 i HepG2 komet testom prema postupku
opisanom u poglavlju 3.2.2.3. na Institutu za medicinska istraZivanja i medicinu rada u Zagrebu.
Zbog razlika u izgledu i karakteristikama pojedinog kometa znacajno je rasipanje dobivenih
rezultata, stoga su rezultati zbog laksSe statisticke obrade normalizirani prirodnim logaritmom.
Rezultati su prikazani graficki (slika 9 — slika 14) kao ovisnost duZine repa, intenziteta repa i

repnog momenta o koncentracijama ekstrakata mahune graSka i ljuske luka.

DuZina repa kometa predstavlja najvecu udaljenost na koju su otputovali najkraci fragmenti
DNA te se izrazava u um. Intenzitet repa oznacava postotak DNA koja je migrirala u rep, a
izrazava se u odnosu na ukupnu koli¢inu DNA u kometu. Repni moment se definira kao

umnozak duzine repa i % DNA u repu. Sto je rep kometa dulji i §to je intenzitet repa veci, doglo
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je do vecih ostecenja genetiCkog materijala stanice. Kao prihvatljiva razina oste¢enja smatraju

se vrijednosti do 10 % DNA u repu kometa (Collins i sur., 2008).
O LUK [0 GRASAK-PS [0 GRASAK+PS [] KONTROLA
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Statisti¢ki znacajno razligite vrijednosti (p < 0,001) u odnosu na: * - negativnu kontrolu; a — LUK 0,014 mg mL%; b —
GRASAK — PS 0,014 mg mL%; ¢ — GRASAK + PS 0,014 mg mL'%; d — LUK 0,2 mg mL%; e - GRASAK — PS 0,2 mg mL?;
f— GRASAK + PS 0,2 mg mL%; h — GRASAK — PS 1 mg mL%; i —- GRASAK + PS 1 mg mL™,

Slika 9. Ucinak ekstrakta ljuske luka i mahune graska na promjenu duzine repa DNA u Cal27

stanicama.

Iz slike 9. vidljivo je da ekstrakti ljuske luka i mahune graska sa i bez polisaharida u svim
ispitivanim koncentracijama izazivaju statisticki znacajno povecanje duzine repa kometa U
odnosu na negativnu kontrolu. Povec¢anjem koncentracije ekstrakta ljuske luka dolazi do
porasta duzine repa kometa, pri ¢emu je iz slike vidljivo da nedostaje podatak o duzini repa pri
najvecoj ispitivanoj koncentraciji. Tretman stanica Cal27 ekstraktom ljuske luka u koncentraciji
1 mg mL?! doveo je do =znacajnih promjena u morfologiji kometa. Analizom na
epifluorescencijskom mikroskopu vidljivo je da je geneticki materijal stanica potpuno uniSten
kao posljedica citotoksicnog djelovanja kvercetina, stoga nije bilo moguce izbrojati komete.
lako ekstrakti graska sa i bez polisaharida utjecu na povecanje duzine repa kometa, nema

znacajne razlike u djelovanju ispitivanih koncentracija.
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Slika 10. U¢inak ekstrakta ljuske luka i mahune graSka na promjenu intenziteta repa DNA u

stanicama Cal27.

Ekstrakti ljuske luka i mahune graska u svim ispitivanim koncentracijama ne pokazuju
statistiCki znacajno povecanje intenziteta repa kometa u odnosu na negativnu kontrolu.
Naprotiv, vrijednosti intenziteta repa u ispitivanim uzorcima jednake su vrijednosti intenziteta
repa u negativnoj kontroli, pri ¢emu se jedino istiCe povecanje intenziteta repa u uzorku
tretiranom ekstraktom mahune graska bez polisaharida, ali ne znacajno. Moze se zakljuciti da

gotovo nema ostecenja genetskog materijala, odnosno da DNA nije migrirala u rep kometa.

O LUE [0 GRABAK -PS [0 GRASAE +P2 [] KONTROLA
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Slika 11. U¢inak ekstrakta ljuske luka i mahune graska na promjenu repnog momenta DNA

stani¢ne linije Cal27.
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Vrijednosti repnog momenta u svim ispitivanim uzorcima, osim uzorku tretiranom ekstraktom
mahune bez polisaharida u najveéoj koncentraciji, jednake su vrijednostima repnog momenta u
kontroli. Repni moment se definira kao umnozak duZzine repa i % DNA u repu pa sukladno
prethodno dobivenim vrijednostima intenziteta repa kometa, vrijednosti repnog momenta

kometa su u skladu s ocekivanjima.
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Statisti¢ki znacajno razligite vrijednosti (p < 0,001) u odnosu na: * - negativnu kontrolu; a — LUK 0,014 mg mL%; b —
GRASAK — PS 0,014 mg mL%; ¢ — GRASAK + PS 0,014 mg mL™%; d — LUK 0,2 mg mL%; e — GRASAK — PS 0,2 mg mL*?;
f— GRASAK + PS 0,2 mg mL'%; h — GRASAK — PS 1 mg mL%; i —- GRASAK + PS 1 mg mL™,

Slika 12. U¢inak ekstrakta ljuske luka i mahune graska na promjenu duzine repa DNA u

HepG2 stanicama.

1z slike 12. vidljivo je da samo ekstrakti mahune graska bez polisaharida u svim ispitivanim
koncentracijama pokazuju statisticki znacajno povecanje duzine repa kometa u odnosu na
negativnu kontrolu. Kao $to je navedeno u prethodnom slucaju sa stani¢nom linijom Cal27,
tretman stanica HepG2 ekstraktom ljuske luka u koncentraciji 1 mg mL™* doveo je do zna¢ajnih

promjena u morfologiji kometa zbog ¢ega ih nije bilo moguce izbrojati.
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Slika 13. U¢inak ekstrakta ljuske luka i mahune graska na promjenu intenziteta repa DNA u
stanica HepG2.

Ekstrakti ljuske luka i mahune graska u svim ispitivanim koncentracijama ne pokazuju
statisti¢ki znaGajno povecanje intenziteta repa kometa u odnosu na negativnu kontrolu, kao sto
je slucaj i sa stanicama Cal27. Vrlo malu promjenu intenziteta repa, odnosno oSteéenje
genetskog materijala pokazuju ekstrakti ljuske luka, pri ¢emu se intenzitet repa smanjuje s

povecanjem koncentracije ekstrakta.
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Statisti¢ki znadajno razli¢ite vrijednosti (p < 0,001) u odnosu na: * - kontrolu; a — LUK 0,014 mg mL™.,

Slika 14. U¢inak ekstrakta ljuske luka i mahune graska na promjenu repnog momenta DNA

stani¢ne linije HepG2.

Vrijednost repnog momenta kometa dobivenog tretmanom HepG2 stanica s ekstraktom luka
statisticki je znacajna u odnosu na kontrolu, dok se vrijednosti repnog momenta u preostalim
uzorcima ne razlikuje znacajno od kontrole, §to je 1 za ocekivati obzirom na dobivene

vrijednosti intenziteta repa kometa.
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4.3. PROOKSIDACIJSKI | PROTEKTIVNI UCINAK EKSTRAKATA MAHUNE GRASKA
I LJUSKE LUKA NA MODELNIM I STANICNIM PROTEINIMA

4.3.1. Stupanj oksidacije modelnog proteina aloumina iz govedeg seruma

Postotak oksidacije proteina albumina iz govedeg seruma odreden je metodom koja se temelji
na reakciji DNPH s oksidiranim proteinima prema protokolu opisanom u poglavlju 3.2.3.1.
Rezultati su prikazani kao ovisnost % oksidacije (u odnosu na negativhu kontrolu) o

koncentraciji ekstrakta kojom su tretirani uzorci.
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Statistigki znacajno razlicite vrijednosti (p < 0,001) u odnosu na: x - pozitivnu kontrolu; b — GRASAK — PS 0,014 mg mL%; ¢
— GRASAK + PS 0,014 mg mL™; e — GRASAK — PS 0,2 mg mL?; f — GRASAK + PS 0,2mgmL%; g— LUK 1 mgmL™; h—
GRASAK — PS 1 mg mL?; i — GRASAK + PS 1 mg mL1,

Slika 15. U¢inak ekstrakta ljuske luka i mahune graska na karbonilaciju proteina.

Statisticki znacajnu promjenu u % oksidacije proteina u odnosu na pozitivnu kontrolu pokazuju
ekstrakti mahune graska sa i bez polisaharida u svim ispitivanim koncentracijama te ekstrakt
ljuske luka u koncentracijama 0,2 i 1 mg mL™. Svi navedeni ekstrakti smanjuju % oksidacije,
odnosno pokazuju antioksidativno djelovanje, dok ekstrakt ljuske luka u najnizoj koncentraciji
pokazuje blago prooksidativno djelovanje. Postotak oksidacije smanjuje se s povecanjem
koncentracije svih ekstrakata, odnosno svi ekstrakti pokazuju dozni odgovor. Lakhanpal i Rai
(2007) pokazali su da kombinirani u¢inak kvercetina s drugim antioksidansima, kao $to je

primjerice askorbinska kiselina koristena u ovom eksperimentu, Smanjuje prevalenciju
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oksidativnog ostec¢enja u ljudskim limfocitima i neurovaskularnim strukturama u kozi i inhibira
ozljedu neurona. Stovise, zabiljezeno je da ima snazan uéinak protiv Alzheimerove bolesti
Stite¢i mozdane stanice od oksidacijskog stresa koji inducira ostecenje tkiva. Osim toga,
Hadrich i sur. (2014) istrazivanjem su pokazali da ekstrakt mahune graSka predstavlja izvor
aktivnih spojeva, esencijalnih fenola i flavonoida s antioksidativnim djelovanjem i in vitro

inhibicijskim djelovanjem a-amilaze.

4.3.2. Stupanj oksidacije proteina na stani¢énim linijama Cal27 i HepG2

Ispitivanje oksidativnog uc¢inka ekstrakata mahune graska i ljuske luka u koncentracijama
0,014, 0,2 i 1 mg mL™ provedeno je na stani¢nim linijama Cal27 i HepG2 metodom koja se
temelji na reakciji oksidiranih proteina s DNPH, opisanom u poglavlju 3.2.3.3. Oksidativni
ucinak ispitivan je u trajanju izlozenosti stanica od 2 h, nakon ¢ega je odredena koncentracija
nastalog karbonila. Na slikama 16 i 17 prikazan je u¢inak ekstrakata ljuske luka i mahune graska

sa i bez polisaharida na oksidirane proteine Cal27 i HepG2 stanica.
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Statisticki znagajno razligite vrijednosti (p < 0,001) u odnosu na: * - kontrolu; a— LUK 0,014 mg mL%; b — GRASAK — PS

0,014 mg mLL; ¢ — GRASAK + PS 0,014 mg mL; d — LUK 0,2 mg mL%; e — GRASAK — PS 0,2 mg mLL; f— GRASAK +
PS0,2mgmL?; g— LUK 1 mg mL%; h— GRASAK — PS 1 mg mL%; i — GRASAK + PS 1 mg mL™,

Slika 16. Karbonilacija proteina u stanicama Cal27 uzrokovana ekstraktima ljuske luka i

mahune graska.
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Statisticki znac¢ajnu promjenu u oksidaciji proteina u odnosu na kontrolu pokazuju ekstrakti
mahune graska sa polisaharidima i ekstrakti ljuske luka u svim ispitivanim koncentracijama te
ekstrakt mahune graska bez polisaharida u koncentraciji 1 mg mL™. Najveéi stupanj
karbonilacije proteina izmjeren je u stanicama tretiranim ekstraktom ljuske luka u koncentraciji
1 mg mL™, a iznosio je 0,047 £ 0,003 pg mL ™,

Ekstrakti mahune graska sa i bez polisaharida te ekstrakti ljuske luka pokazuju dozni odgovor.
Povecanjem koncentracije ekstrakta, raste i koncentracija nastalog karbonila. Ekstrakt ljuske
luka u koncentraciji 0,014 mg mL™ jedini pokazuje izraZzeno antioksidativno djelovanje u
odnosu na kontrolu te ujedno se tretmanom s navedenom koncentracijom postize najmanji
postotak karbonilacije koji iznosi 26,81 %. Ekstrakti ljuske luka u koncentracijama 0,2 i 1 mg
mL?, ekstrakt graska bez polisaharida u najvecéoj ispitivanoj koncentraciji te ekstrakti graska sa
polisaharidima u svim ispitivanim koncentracijama u odnosu na kontrolu isti¢u se

prooksidativnim djelovanjem te pokazuju znacajno visoku koncentraciju nastalog karbonila.
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Slika 17. Karbonilacija proteina u stanicama HepG2 uzrokovana ekstraktima ljuske luka i

mahune graska.

Ispitivani ekstrakti ljuske luka i mahune graska sa i bez polisaharida ne pokazuju statisticki
znadajnu promjenu u oksidaciji proteina u odnosu na kontrolu. Svi ispitivani ekstrakti pokazuju
dozni odgovor, pri ¢emu se koncentracija karbonila smanjuje poveéanjem koncentracije
ekstrakta. Ekstrakt ljuske luka, u usporedbi s kontrolom, pokazuje prooksidativno djelovanje,

dok ekstrakti mahune graSka u svim ispitivanim koncentracijama imaju izraZeno
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antioksidativno djelovanje. Najmanji % oksidacije postignut je tretmanom sa ekstraktom
mahune graska sa polisaharidima u koncentraciji 1 mg mL™, a iznosi 47,81 %. El-Feky i sur.
(2018) pokazali su da je mahuna graska bogata fenolima i flavonoidima koji su imaju vaznu

ulogu kao antioksidansi i antikancerogeni agensi.

4.4. PROOKSIDACIJSKI I PROTEKTIVNI UCINAK EKSTRAKATA MAHUNE GRASKA
I LIJUSKE LUKA NA MODELNIM I STANICNIM LIPIDIMA

4.4.1. Stupanj lipidne peroksidacije na modelu linoleinske kiseline

Glavni produkt peroksidacije linoleinske kiseline, najzastupljenije masne Kiseline u stani¢énim
membranama sisavaca, je hidroksialkenal 4-HNE. Odredivanje koncentracije krajnjih
proizvoda lipidne peroksidacije jedno je od najprihvacenijih ispitivanja oksidativnog ostecenja
(Spiteller i Spiteller, 1998). Postupak je proveden kako je opisano u poglavlju 3.2.4.1., a
rezultati su prikazani kao % peroksidacije lipida u linoleinskoj Kiselini u ovisnosti o

koncentraciji ekstrakta kojim su tretirani uzoreci.
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Statisti¢ki znacajno razli¢ite vrijednosti (p < 0,001) u odnosu na: X — pozitivnu kontrolu; a — LUK 0,014 mg mL; b —

GRASAK — PS 0,014 mg mL%; c - GRASAK + PS 0,014 mg mL%; d — LUK 0,2 mg mL; e - GRASAK — PS 0,2 mg mL*%;
f— GRASAK + PS 0,2 mg mL'%; g — LUK 1 mg mL™%; h — GRASAK —PS 1 mg mL%; i — GRASAK + PS | mg mL™,

Slika 18. Ucinak ekstrakta ljuske luka i mahune graska na peroksidaciju linoleinske kiseline.

47



Ekstrakti ljuske luka i mahune graska sa i bez polisaharida u svim ispitivanim koncentracijama
smanjuju postotak lipidne peroksidacije, pri cemu se najvise istice antioksidativno djelovanje

ekstrakta ljuske luka u koncentracijama 0,014 i 0,2 mg mL™, a koje iznosi 65,71 % i 68,32 %.

4.4.2. Stupanj lipidne peroksidacije odreden metodom TBARS na stani¢nim linijama Cal27 i
HepG2

Peroksidacija lipida najeSce se koristi kao pokazatelj oSteCenja stani¢nih membrana
posredovanih djelovanjem ROS-a (Katerji i sur., 2019). Malondialdehid, kao jedan od glavnih
produkata peroksidacije lipida, odgovoran je za oSteCenja stanicne membrane uzrokujuci
promjene intrinzi¢nih faktora, poput fluidnosti, transporta iona, gubitka aktivnosti enzima i
unakrsnog povezivanja proteina. Navedene promjene posljedi¢no dovode do smrti stanice
(Sharma i sur., 2012).

Odredivanje stupnja lipidne peroksidacije provedeno je testom tiobarbiturne kiseline na
stani¢nim linijama Cal27 i HepG2 prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.4.2. Stani¢ne linije
tretirane su ekstraktima mahune graSka sa i bez polisaharida te ekstraktima ljuske luka u
koncentracijama 0,014, 0,2 i 1 mg mL? u trajanju od 2 h, a rezultati su izraZeni kao
koncentracija malondialdehida u pM mg™ proteina. Na slikama 19 i 20 prikazan je uginak

ekstrakata ljuske luka i mahune graska sa i bez polisaharida na lipide Cal27 i HepG2 stanica.
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PS0,2mgmL?; g— LUK 1 mg mLL; h - GRASAK — PS 1 mg mL%; i —- GRASAK + PS 1 mg mL™%,

Slika 19. U¢inak ekstrakta ljuske luka i mahune graska na lipidnu peroksidaciju u Cal27

stanicama.

Statisticki zna¢ajnu promjenu u indukciji lipidne peroksidacije u odnosu na kontrolu pokazuju
ekstrakti ljuske luka u svim ispitivanim koncentracijama, ekstrakt mahune grasSka bez
polisaharida u koncentraciji 0,2 mg mL™ te ekstrakti mahune graska sa polisaharidima u
koncentracijama 0,014 i 1 mg mL? (slika 19). Najve¢a koncentracija malondialdehida
izmjerena je nakon tretmana stanica s ekstraktom ljuske luka u koncentraciji 1 mg mL™ te iznosi
0,032 £ 0,001 uM mg™* proteina.

Kod tretmana Cal27 stanica ekstraktima ljuske luka i mahune graska sa polisaharidima vidljiv
je dozni odgovor. Kako se povecava koncentracija ekstrakta, veca je i koncentracija nastalog
malondialdehida. Nakon tretmana navedenim ekstraktima u koncentracijama 0,014 i 0,2 mg
mL? vrijednosti koncentracije MDA poprili¢no su niZe od vrijednosti kontrole, stoga se moze
zakljuciti kako ekstrakti u navedenim koncentracijama smanjuju stupanj peroksidacije lipida.
Moretti i sur. (2012) takoder su dokazali uéinkovitost kvercetina u prevenciji lipidne
peroksidacije uzrokovane tert-butil hidroperoksidom u ljudskim stanicama sperme in vivo. Za
razliku od toga, isti ekstrakti u koncentraciji od 1 mg mL™ poveéavaju koncentraciju nastalog

MDA iznad razine kontrole pa se moze zakljuciti da induciraju lipinu peroksidaciju. Kod
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tretmana stanica sa ekstraktom mahune graska bez polisaharida nije vidljiva razlika u
djelovanju u ispitivanim koncentracijama te navedeni ekstrakt ne pokazuje statisticki znacajnu

promjenu u indukciji lipidne peroksidacije u odnosu na kontrolu.
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Statistigki znaGajno razlicite vrijednosti (p < 0,001) u odnosu na: * - kontrolu; a— LUK 0,014 mg mL!; b — GRASAK — PS
0,014 mg mL; ¢ — GRASAK + PS 0,014 mg mL%; d — LUK 0,2 mg mL!; e - GRASAK — PS 0,2 mg mL™; f— GRASAK +
PS0,2mgmL™; g— LUK 1 mg mLL; h - GRASAK — PS 1 mg mL%; i —- GRASAK + PS 1 mg mL™%,

Slika 20. U¢inak ekstrakta ljuske luka i mahune graSka na lipidnu peroksidaciju u HepG2

stanicama.

Ekstrakti ljuske luka i mahune graska sa i bez polisaharida u svim ispitivanim koncentracijama
pokazuju statisticki znac¢ajnu promjenu u indukciji lipidne peroksidacije u odnosu na kontrolu,
tocnije smanjuju stupanj peroksidacije lipida. Najve¢a koncentracija malondialdehida
izmjerena je nakon tretmana stanica s ekstraktom mahune graska sa polisaharidima u

koncentraciji 0,2 mg mL™ te iznosi 0,063 + 0,003 uM mg™ proteina.

Ekstrakt ljuske luka pokazuje dozni odgovor, odnosno povecanjem koncentracije ekstrakta
povecava se i koncentracija nastalog MDA, no i dalje je ispod razine koncentracije MDA u
kontroli. Nuutila i sur. (2003) ispitivali su antioksidacijsko djelovanje mjerenjem inhibicije
peroksidacije lipida izazvane terc-butil hidroperoksidom u izoliranim hepatocitima $takora te

sposobnost hvatanja difenilpikrilhidrazil radikala. Ekstrakti zutog luka u¢inkovito su inhibirali
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peroksidaciju lipida u hepatocitima Stakora, pri ¢emu je najucinkovitiji bio upravo ekstrakt
ljuske luka. Koncentracije od 10 do 80 mg mL? (na temelju suhe mase originalnog
ekstrahiranog uzorka) rezultirale su inhibicijom peroksidacije lipida 20-80%. Kod tretmana
ekstraktima mahune graska sa i bez polisaharida najveci stupanj lipidne peroksidacije postignut
je pri koncentraciji ekstrakta 0,2 mg mL™. Prema rezultatima prikazanim na slici 14 vidljivo je
da ekstrakti u svim ispitivanim koncentracijama smanjuju stupanj lipidne peroksidacije u

odnosu na kontrolu.

Iz prikazanih rezultata vidljivo je da bioloski aktivne tvari u ljusci luka imaju znacajno
citotoksi¢no djelovanje te iako se nalaze u koncentracijama koje su ocekivane za dnevni unos
u organizam, njihova aktivnost i djelovanje se reflektira na stabilnost DNA, proteina i lipida, a
posljedice su vidljive i u smanjenom prezivljenju stanica. lako je ekstrakt luka imao protektivno
djelovanje na modelnu molekulu DNA koja je bila izlozena UV zrafenju i vodikovom
peroksidu u ovisnosti o koncentraciji, ovaj ekstrakt je povecanjem koncentracije uzrokovao
oSte¢enja genetiCkog materijala u obje koriStene stani¢ne linije. Unato¢ tome $to djeluje
protektivno na aktivne grupe proteina smanjujuci stupanj karbonilacije na modelnom proteinu
albuminu iz govedeg seruma, ekstrakt ljuske luka pokazuje prooksidativno djelovanje na
proteine stanica Cal27 i HepG2, povecavajuéi stupanj karbonilacije u doznom odgovoru.
Rezultati su pokazali da inhibira lipidnu peroksidaciju na modelu linoleinske kiselne i
stanicama HepG2, pri ¢emu se protektivni u¢inak smanjuje povec¢anjem koncentracije, dok u
stanicama Cal 27 povecanje koncentracije ekstrakta rezultira ispoljavanjem citotoksi¢nog

djelovanja.

Bioloski aktivne tvari sadrzane u mahuni graska, neovisno o prisutnosti polisaharida, Stite DNA
od oSteéenja, istovremeno pokazujuci protektivna svojstva smanjenjem stupnja karbonilacije
proteina i lipidne peroksidacije na modelnim makromolekulama. Ekstrakt mahune graska bez
polisaharida ne pokazuje zna¢ajnu razliku u djelovanju pove¢anjem koncentracije, dok ekstrakt
mahune graska sa polisaharidima porastom koncentracije ispoljava citotoksi¢no djelovanje, §to
posljedi¢no utjeCe na smanjenje prezivljenja obje ispitivane stani¢ne linije. Ekstrakti mahune
graska bez polisaharida pokazuju antioksidativno djelovanje kako na modelni protein albumin,
tako i na stanice HepG2 smanjujuci stupanj karbonilacije, iako bez koncentracijske razlike, dok
na stanice Cal27 djeluje suprotno povecavajuci stupanj karbonilacije u ovisnosti o
koncentraciji. Aktivne tvari sadrzane u mahuni graska bez polisaharida inhibiraju lipidnu

peroksidaciju te tako djeluju protektivno i na modelnoj makromolekuli i na obje ispitivane
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stani¢ne linije. lTako ekstrakt mahune graska koji sadrzi polisaharide iskazuje protektivno
djelovanje na protein albumin kao modelu makromolekulu te HepG2 stanice, na stanice Cal 27
djeluje suprotno pri ¢emu se povecanjem koncentracije ispoljava citotoksi¢no djelovanje.
Aktivne tvari u mahuni graska sa polisaharidima povecavaju protektivni u¢inak na proteine u
modelnom proteinu albuminu te proteinima u stanicama HepG2 u ovisnosti o koncentraciji, dok
iste djeluju suprotno u Cal27 stanicama na nain da poveéanjem koncentracije ekstrakta
pokazuju citotoksicno djelovanje. Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da polisaharidi

imaju vaznu ulogu u bioloskoj aktivnosti ispitivanog ekstrakta mahune graska.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenih eksperimenata i dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1. Ekstrakti ljuske luka u koncentracijama 0,2 i 1 mg mL? te ekstrakt mahune graska s
polisaharidima u koncentraciji 1 mg mL™ djeluju citotoksi¢no na stani¢ne linije Cal27 i HepG2,
dok ekstrakt mahune graska bez polisaharida u koncentraciji 1 mg mL? pokazuje citotoksi¢no
djelovanje samo na stanice Cal27 ukazujuéi na to da polisaharidi imaju vaznu ulogu u

povecanju toksi¢nosti.
2. Svi ekstrakti pokazuju protektivno djelovanje na DNA u obje ispitivane stanic¢ne linije.

3. Ekstrakti mahune graska, bez obzira na prisustvo polisaharida, djeluju protektivno na aktivne
grupe proteina 1 lipida, smanjujuc¢i stupanj karbonilacije i lipidne peroksidacije u
koncentracijskoj ovisnosti. Ekstrakt ljuske luka sadrzi polifenole ¢ijim porastom koncentracije

dolazi do ispoljavanja jakog prooksidacijskog djelovanja.
4. Polifenoli u mahuni graska djeluju protektivno na stani¢ne makromolekule, dok je ljuska

luka bogata polifenolima koji u odredenim uvjetima mogu ispoljiti prooksidacijsko i

genotoksicno djelovanje.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ljavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi

nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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