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1. UVOD

Razni biljni pripravci od davnina sepotrebljavajuu narodnoj medicini za prevenciju
OLMHpHQMH P @tidkKbilaka@zHodrddlce Lamiaceaepoznati su po bogatom
VDVWDY X LDDJPDh NRWiNRI Npojevakoji blagotvorno djeluju na zdravije ljudi

2DOyYyH L VXJutarspomenute biljngorodice nalazi sesamonikla bilkanGREULpPpLFD
(Glechoma hederacgazimzelena D UR P D W L p Q ias@osirényenddiljiem Europe, Azije
i Sjeverne Amerike koja se YHU V W Rupdirebljdv® D tradicionalnoj orijentalnoj i
NLQHVNRM PHGLFLQULLRBWRERD BYDIOIMHGLMDUHMH  aXWLFH
EXEUHAQLK. Bt RMD@EEND DNWLYQH WYDUL SULVXWQH X HNV\
izniman terapel NL SRWHQFLMDO XJODY QRRdebi@ht iSRO200H,QROQL
Matkowski, 2008; Wang i sur., 201 Bolifenolidokazandaljeluju kao V Q Dahfipksidanste

LPDMX RGOLPpQX VSRVREQRVW PR GKDiubhaciaNdifakd bogdv D PLNU
IHQROQLP VSRMHYLPD PRa4H GRYHVWL GR VPDQMHQMD RNV
L GUXJLK VWDQLpPpQLK NRPSRQHQWL pLPH VH GoRe@abilWQR VPL
V RNVLGDWLYQLP VWUHVRP NDR aWR VbkoldstDRRD G M DEWMWHV
2020) OH Yy XW L RrirddbeNfiokemikalijeuneseneu organizam X QLVNLP NROLpPpLQ
S Uajudmnoge zdravstvene blagodatNRQ]XPDFLMD YHULK GR]D PR&H R]ELC
zdravlei X]JURNRYDWL VYHRSUX |IDEULQXWRVW

S obzirom naavedenp RpHNXMH VH GO®REH IHNVW UITRND]DWL DQW
djelovanje na epitelne sta gastrointestinalnog trakta, kaRoDQWLPLNUREQL XpLQDTI
inhibicije rasta patogenitbakteria WH V S UL M RiipdydgDv€eihfa@) D RGJRYDUDM X

epitehe stanice.

Cilj ovog rada jeispitati djeluje li ekstrakt REULpLFH FLWRWRNVLPpQR QD

karcinoma SORp DV WR jkzikd SCaV¥H I@patocelularnog karcinoma jetrelep@2,
DGHQRNDUFLQR P BGH Bddeéhekar@noind epitétddebelog crij@ace?2, kao i

na glavne predstavnike humane mikrobiote rasponu doza za koje RpPHNLYDQR GD EX
XQHVHQH X RUJDQL]DP WLMHNRP VDWD 8MHGQR LVSLWI
adhezije bakter§ za spomenute epitelne stanice, kagotencijano antioksidacijsko

djelovane RGUHYLYDQMHP VWXSQMD NBURRGL@XFDWIE XPDL PR GH
serumaL SUDUHQM Hgtobodhié abikalaKl QDYHGHQLP VWDQLpPpQLP OLQL
JHQRSURWHNWBGY @ N VX |3 ML WhdukikniR EdidkkilrtihQ sldikalimana



modelnom(plazmid phiX174 5) '1$ JHQHWLPpNRP7BPBDRAHIL MPWXUGLW (
SRWHQFLMDOQL JHQRWRNVLPpQL XpLQDN HNVWUDNWD GREL
5H]XOWDWL RYRJ LVWUDALYDQMDWERNDV D ®U R\ H KW HYOXR |
makromolekuldge da li inhibira rast patogenih mikroorganizama i njihovo vezanje na epitelne
stanice gastrointestinalnog trakta. Na temelpbivenih UH]XOWDWD PRUL UGH VH ]DI
SUHSRUXPpHQD GR]D dovbHiGogaRekétrdkt8 Wdrdamzar® D



2. TEORIJSKI DIO

'2%5,y, &kchoma hederacda)

'REULPpLFD 6OLND MH YLAHJRGLAQMDL3mimdap VWD EL
2YD DURPDWLPQD JLPJHOHQD EL®MWDS XM XHWY UWD|'\GW X
GLMHORYLPD NRMD QDUDVWH GR FP X YLVLQX D QRVL !
RNUXJORJ GR EXEUHAaDVWRJ REOLND VD |DREOMHQLP UXET
srce. Na licu su listovi znatno tamniji i sALML QHJR QD QDOLpMX WH pHVYV
FUYHQNDVWH ERMH /LVWRYL NRML VH QDOD]H QD SX]DMXi
nego listovi pozicionirani na uspravljenim ograncima. Cvjetovi su usnati i duguljasti,
OMXELpDVWH GRHSIRWWYH LEIRMDH SUAOMHQRYH GR FYMHWRY
1994; North Carolina Extension Gardener Plant Toolbox). Vrijeme cvatnje je uglavhom od
WUDYQMD GR OLSQMD D SRQHNDG FYDWH L SR GUXJL SXV
prverstve QR YHIJHWDWLYQR QD QDpLQ GD VH VWDEOMLNH QD
SRGQRAMX ELOMNH L pYRUL&AWLPD OLWWRYIH | R4ALFONINDIVM X H
UD]J]PQRADYDWL L SXWHP VMHPNHQBY IMHUWQR\W@RIEBHOWRD Wi Uy
DOL WR VM HyRJ DDV B K 1RUWK &DUROLQD ([WHQVLRQ *C

Slika 1. 'R E U L [SleEHdma hederacea OL N &L N.

3ULURGQR UDVWH QD SRGUXpMLPD GLOMHP (XURSH L $
prostorima Sjeverne AHULNH 9UOR MH UDVSURVWUDQMHQD L X QT

krajeve s mediteranskom florom. Preferira rast na izrazito plodnim tlima i umjerenoj klimi
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VMHYHUQH KHPLVIHUH ODWNRZVNL 2ELWDYD X SULUR
je mogXuH SURQDuUL X] FHVWH QD WUDYQMDFLPD QD VMHC
ALNDUDPD %XGXuL GD PRaH ELWL L]JUD]JLWR NRURYLWD E|
XQLawLwL EH] XSRUDEH KHUELFLGD .XPDUDVDP\ederVXUu
Plant Toolbox).

'REULpLFD MH SR]QDWD OMHNRYLWD ekdpéktdranina,N R M D
adstrigentna,analgetska i antihelmintska svojstva, stimulira probavu i apetdjeluje kao
tonik. Stoga seHNVWUDNWL RYH ELOMNRGWRRIORHGLPDQN R|DL @ WNHH:
bolesti poput astme, bronhitisarehlade, XSDOD GLMDEHWHVD KHPHURLGD
NDPHQFD LQIHNFLMD PRNUDUQRJ PMiz&EKdn® i Y, 20615RED Y Q|
Matkowski, 2008. Neki ljudi, primjerice, DQRVH OLVWRYH GREULpPpLFH GLUH]I
XEODALOL UDQH RSHNM®RAQH (GHSGHDN LIOGR¥WijE vied® Q\P XV
brojnein vitro i in vivo studije, dokazale su da ekstrakti ove biljke imaju i antioksidativno,
antiviralno, antibaldrijsko, antikancerogeno, antimelanogensko i hepatoprotektivho

djelovanje (Chou i sur., 2019; Kumarasamy i sur., 2003).

6YMHAL LOL VX3dHQL OLVWRYL GREULpPLFH XSRWUHEOMI
OLVWRYL VSHFLILPpQRJ DURRRWLY @RI VH JOU BN B0 SRINDPWKD M X K
SURL]YRGQML VLUD WH NDR ]DpLQ X YDULYLPD L GUXJLP M
se upotrebljavala u proizvodnji piva kao aroma, bistrilo i konzervandzéntiene i sur.,
2015. Konzumacija do LpLFH VPDWU D D/GID VLB XNRWRIPY WamaxXkad®e DO LP N
]DpLQ LOL WHUDSHXWVNR VUHGVWYR GRN SUHNRPMHUQR
AHOXFD L EXEUHJD LOL NRG SUHGXJH GHUPDOQH SULPMH
podataka, tXGQLFDPD L GRMLOMDPD HSLOHSWLRPBWLME MHW OIN
EXEUHJD $&JHMBRIVNEMHIDYDQMH NRULAWHQMD RIddENEEL OMNH
komplikacije (Anonymus Osim za ljudsku kohXPDFLMX PQRJL EdisteNW DO MHaC
kaoizvor hrane 0 H y X WekdHcina studijautvrdilaje GD NRQ]XPDFLMD VYMHALK C
ELWL WRNVLpQD |D VWRNX RVRELWR ]D NRQMH NDR L ]D Q



%,2/2a., $.7,91( 79%$5, '2%5,¥,&(

'R GDQDV MH L] EURMQIUK EFROMDBSRY XINMD MXPXMULFH D
LIYRUH L]ROLUDQR L LGHQWLILFLUDQR SUHNR UD]JOLpPL
SR]IQDWLK SRG QDJLYRP ILWRNHPLNDOLMH D ]D NRMH MH
EODJRWYRUQL&EWDPYQMNDONWRGEL NDR L QD VPDQMHQMH UL]L
bolesti. Ovi spojevi pripadaju sekundarnim biljnim metabolitimanisu krucijahi za
neposredni opstanak biljaka, @SRYHUDYDMX XNXSQX VSRVREQRVW SUHAL
lokalnih LIDJRYD RPRJXuUXMXuUL LP LQWHUDNFLMX V RNROLQR
ILILRORANLP SURNBWRLRERW RE INOHM NUBHL.S B R Q WNDA-LLNWIBD ra¥tih J]DaW LV
patogena, pdd D]LWD S UHGDW(Ré&hbDedy i 8@ .,]20T3 pLHLQAAI3).

'REULPpLIFKDXREBE UD]OLpLWLP ELRORANL DNWLYQLP VSRM
IHQROQH NLVHOLQH IODYRQRLGH L WULWHUSHQRLGH -LQ
NDUDNWHULVWLpPpQD ]|D ELOMQH YUVWH L] SRURGLdval /DPLDF
JODYQD IHQROQD VSRMD'|8UQRVXW @ B WH. BREQYVih pkisElina
razlikue se RYLVQR R GLMHOX ELOMNH X NRMHP VH QDOD]H
QDMNRQFHQWULUDQLMD X FYMHWRYLPD |invddsRipfend® ULMH Q
OLVWRYLPD L VWDEOMLFL GREULPpLFH &HUHPHW L VXU
kofeinska i ferulinska kiselina, te flavonoidi rutin, apigenin, luteolin, kvercetin, genistin i
genistein, dok su od triterpenoida uglavhom 2aStOMHQH XUVROLPQD L ROHDC
(Uritu i sur.,2018; 9DUJD L VXU 8 GREULpPLFL VX LGHQWLII
DONDORLGD KHGHUDFLQ $ L KHGHUDFLQ % NRML SRND]>
stanica raka debelog crijeva. lakswmiidealni kandidati za terapeutsku primjenu, zbog svoje
zanimljive kemijske strukture predstavljaju dobar temelj za razvoj antitumornih spojeva s
SRMDpDQRP DNWLYQRVWL . XPDVDPDU\ L VXU 6 GUX
GREULpLFH GRNFNQLWHNMISHQL L PRQRWHUSHQL SRSXW JHU
elemena, 1R®ineolai - -RFLPHQD NRML VH ]JERJ GREULK IDUPDNRC
primjerice, u sintezi lijekova protiv rakaO(R F N X ds, 2005 % URMQH VWXGLMH V
pokazuju GD OLVWRYLV BREAHRHAEG@H]DVLUIHQH ReBMiQWtuNLVHOL
insek WLFLGQRJ OHNWLQD ]YDQRJ *OHKHGD NDR-L-LSRMHYH
tokoferola(Uritu i sur., 2018; Varga i sur., 2016).



2.2.1. Polifenoli

Polifenoli predstalyaju najbrojniju skupinu fitokemikalija, koja do danas broji preko

UD]J]OLPpLWLK VSRMHYD 3URGXNWL VX VHNXQGDUQRJ PHYV
X UD]JYRMX ELOMNH WH VOXAaH NDR REUDPEHQL PHKDQL]DP
ramih parazita i predatora (Liu, 2013; Pandey i Rizvi, 2009).

JHQROQL VSRMHYL REXKYDUDMX aLURNL UDVSRQ UD]OI
NDR aWR VX THQROQH NLVHOLQH GR YLVRNR SROLPHUL]JLUL
u osnovisvimD MH ]DMH G Q LiaNiR jealdn ardn@tskagtsten na koji je supstituirana
MHGQD LOL YLaH KLEGRERNEBHDO Q1uKV20R0X Bibgihizza svih fenolnih
VSRMHYD ]DSRpLQMH RG ]DMHGQLPNRJ SUHNXUVaRUD [IH¢
ALNLPLQVNH NLVHOLQH 8JODYQRP VH MDYOMDMX X NRQMX
RVWDWDND YH]DQLK QD KLGURNVLOQX VNXSLQX LDNR SRV
jedinicama (monosaharidima ili polisaharidima) na aromatski u@j#mn s ugljikohidratima,
pPHVWR VX YH]DQL L V GUXJLP VSRMHYLPD NDR aWR VX RUJ
WH GUXJL ITHQROL 3DQGH\ L 5L]YL 8QDWRpP YHOLNR
podijeliti u dvije glavne skupine, a to swa¥onoidi i neflavonoidi ¢ R Q ] i @GHD]U UsWd.V
2020.

(SLGHPLRORANH VWXGLMH SRND]J]DOH VX GD UD]OL
antioksidacijska, protuupalna te antitumorna &%/ YD ]J]ERJ pHJD odggdnizanD btiX |Da WL
UD]J]YRMD EURMOQLKIi pbpur Rdr¢ir@rd diaRelekiaV Wardiovaskularnih i
QHXURGHJHQHUDW (Pa@dyKi EARiU 2DRYH. udbdDprisM WYD MHGQH LOL
hidroksilnh skupira vezarnh na osnovnu strukturienolnog prstena, oni sudjeluju u prijenosu
elektrona i tako neutraizcUDMX LOL XNODQMDMX VORERGQH UDGLNDC
VNXSLQD X VWUXNWXUL SROLIHQROD WR MH MDpL QMLKRY
VPDQMXMX NRQFHQWUDFLMX VORERGQLK UDGLNDKCZ® WDNR
antioksidativne enzime poput heroksigenazel, glutationperoksidaze, superoksid
dismutaze, katalaze i glutarmasteinliaze. Ova svojstva polifenola zajedno doprinose
VSUMHpDYDQMX RNVLGDWLYQRJ RAWHUIHQMD VuWRWILFD L]D
XJURp&WRIEURMQLK NURQLPpQLK EROHVWL ODUWLQH] L VXU

Danas se polifenoli koriste kao funkcionalni sastojci hrane ili dodaci prehrani. Zbog
QMLKRYRJ GRSULQRVD RUJDQROHSWLpPpNLP VYRMVWYLPD K



razumjeti poveznicilL ]PHYy X QMLKRYH VWUXNWXUH WH DSVRUSFLMH
OMXGVNRP RUJDQL]PX X VYUKX UDJ]YRMD SRWHQFLMDOQLK

i kontrolu kvalitete hrane (Chen i sur., 2018). U hrani su polifergdiwnom prisutni u obliku

estera, glukozidapolimera, | ERJ pHJD V Hzr@ho &Raitfratiu nati) RM IRUPL YHU
prije apsorpcie SRGOLMHAaX KLGUROL]JL SRWSRPRJQXWRM FULMF
FULMHYQH PLNURIORUH OHYyXRUW®FLWHG B NNDH X QR FFHOL ND IS
XpLQNRYLWRVW DSVRUSFLMH VH ]QDpDMQR VPDQMXMH Ml
RVORERYyHQH DJOLNRQH L SUHYRGH LK X MHGQRVWDYQLM
SROLIHQROL SRGOLMHG povbtimpNIFtaiWdinPchjew RaQzitirJu jetri. Taj
SURFHV XJODYQRP XNOMXpXMH UHDNFLMH PHWLODFLMH V.
razne modifikacijske reakcije tijekom ovog detoksifikacijskog procesa, dobiveni metaboliti
prisutniukrviiFLOMQLP WNLYLPD PRJX VH XYHOLNH UD]JOLNRYDW
s nativnim molekulama (Manach i sur., 2004). Osim toga, stabilnost polifenola u medijima za
VWDQLpPpQH NXOWXUH GUDVWLpPpQR MH ORALMD XueRMAQRVX Q
b L @idv ka su u ljudskom organizmu] UD]LWR SRGORAQL UD]J]JUDGQML awl
niske biodostupnosti i smanjenE LRORANH DNWLY PWWREHSR QEIRMQ RN
topljivosti u lipidima imaju smanjenu transmembransku aktivnost i niéstain u crijevnoj
PLNURRNROLQL &WR LK pLQL YUOR RVMHWOMLYLPD QD
biodostupnosti polifenola, znanstvenici zadnjih nekoliko godina primjenjuju metode poput
inkluzije, krute disperzije, liposoma, mikroemulzijske telugile te formulacije flavonoidnih
DIJOLNRQD X QDQRpHVWLFH NDNR EL SRYHUDOLtakoWDELOQ
prevladali prethodno navedene nedostatke i iskoristili izniman potencifaspwjeva (Chen i

sur., 2018).

mXArénska kiselina

5X4aPDULQVND NLVHOLQD VPDWUD VH MHGQLP RG QDI
spojeva, a prema kemijskoj strukturi (Slika 2.) je ester kofeinske BI4KLGURNVLIHQLOPC
kiseline @lagawanyi sur., 2017. Prekursori za biosintezu PDULQVNH NLVHOLQH VX
aminokiseline Lfenilalanin i LWLUR]JLQ NRMH VH SRPRUX RVDP HQ]LP
biostHWVNL SXW SUHYRGH GR UXaPDULQVNH NLVHOLQH 'YD
LIROLUDOD VX MH SUYL SKR®@LRBRL D ResE&iDusSHRMdDalis.), po
kojemu je i dobila ime (Petersen i Simmonds, 2003). Zastupljena je u 39 biljnih porodica,



RVRELWR X ELOMQLP YUVWDPD L] SRURGLFD XVQDpD /DF
*RQoDOYHV L&XQD NRSULYD SUHGVWDYOMD QDMERJDWLML
EURMQH DURPDWLPQH ELOMNH SRSXW UXAaPDULQD PHWYLF
L WLPLMDQD WDNRyYyHU RELOXMX RYRP SROLIHQROQRP NLV
zap L Q LtPalama i ljekovitom bilju, ka se korist za ljudsku konzumaciju, pokazuje
EODJRWYRUQH XpLQN AlaQavadydix G2ONR ]GUDYOMH

OH
O~ _-OH OH

HO
OH

Slika2. BWUXNWXUQD IRUPXOD UXAaPDULQVNH NLVHOLQH

5X4PDULQVND NLIVG OL@OQWLRIMVYGDAY L LPD YDAQX XOR.
patogena i biljojedaKhojasteh i sur.,, 2020 % URMQH VWXGLMH SRND]DOH V
NLVHOLQD SRVMHGXMH daLURNL UDVSRQUENRORRNLIKL D@ M/ XY
na zdravlje ljudi. Neke od tih aktivhosti su antiviralno, antimutageno, protuupalno,
antibakterijsko, adstrigentno i antioksidativnho djelovanje. Ujedno djeluje i kao stimulator
HQGRNULQRJ L LPXQRVQRJ VXVWDYD WH SREROM&ADYD (
pokretljivost cijeva, pokretljivost spermija, kao i dokazane antialergene, antiangiogene,
DQWLGLMDEHWLpPpNH DQWLWXP Rlagawaryi suH 201 RKhoJ&RBMEhHNW LY Q|
sur., 2020; Petersen i Simmonds, 2003. RULVWL VH X DLW HhYHEME HBML
mrene, reumaidnog artritisa, bronhijalne astme, karcinoma i mnogih drugih bolesti, te
pokazuje potencijal primjen u terapiji brojnih neurodegebttDWLYQLK L NRAQLK R
(Khojasteh i sur., 20390lzvanredna antioksidativna aktivnost ove kiselemelji se na njenoj
sposobnosti stabiliziranja membranaS 8§ MHpDYD QM X N UMHWD R KDL K ORERLGNDL
SRVOMHGLpPQR @&WLWL PHPEUDQH RG RNVLGDF ktvaranjes XaP D U |
reaktivnih kisikovihvrsta i protektivno djelue nieRaAWHUHQMD '1$ RGQRVQR NUF
SREROMADYD NDSDFLWHW SRSUDYND RaAWHUHQMD '1$ AaLU
UXaPDULQVNH NLVHOLQH NRMD VH XJODYQRP WHPHOMH
lipooksigenaza te inhibitornom djelovanju naND QLpQH SXWHYH L DNWLYQR
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FLWRNLQD JERJ pHJD VH SULPMHULFH M&pek \$WdlexX OLMFE
(*RQODOYHV L VXU SHWHUVHQ L 6LPPRQGYV

2VLP X PHGLFLQVNH VYUKH ]JERJ AaLURNRJ UDVSRQD
UX&A&PDULQVND NLVHO L Qamhdnd) irlustrip, Ml vsnen uSapahki gdje
VH NRULVWL NDR NRQJHUYDQV ]D SURGXOMHQMH URND WU
sur., 2020). Ova polifenolna kiselina koristi se i u proizvodnjiR&ZWLpNLK SULSUDYD
SRMDpDYD DQWLRNVLGDFLMVNL NDSDFLWHW ELOMDND NRN
SRSXW PLORJOHGD L UX&APDULQD 3HWHUVRQ L 6LPPRQGV

2.2.1.2. Klorogenska kiselina

Klorogenske kiselineR]QDpDYDMX JU X SXD @ VRV HijHB$cinketniR L
NLVHOLQD XNOMPNNVPOIWLRYRNX. QVIHXIXOLQVNX NLVHOLQX
SRVWRML QHNROLNR L]JRPHUQLK IRUPL NORURJHQ®WNH NLVH
NRIHRLONYLQLpPpQX N L\Wpljenij@QubiljNrR iMorinka H ngririchBhd Wjnog
SRULMHNOD NDR aWR VX JUQD NDYH MDEXNH NUX&NH NU
%LRORaANL MH DNWLYDQ SROLIHQROQL VSRM NRML SUYE
protuupalno sredstvo, rjesuprimira brojne upalne signalne putevaktivira antioksidacijske
mehanizmeX RUJDQL]PX WH SRVOMHGLpPQR LVSROMDYD EURMC(
prikazano n&lici 3. (Lu i sur., 2020; Naveed i sur., 2018

U gastrointestinalnom traktu, klorog¢fND NLVHOLQD NDR L QMHQL PH)
FLWRSURWHNWLYQL XpLQDN SUHPD UD]JYRMX &AHOXpDQLK |
GMHOXMX NDR SRWHQFLMDOQL SUHELRW LIR ldtroRtRdgexsO L U D M X (
pokazale da uporabl NVWUDNWD SUAHQH NDYH NRML RELOXMH NOR
humanih tumorskih stanica epitela debelog crijeva-(HT L HSLWHOD XV @B),aXSOML
L] pHJD SURL]OD]L GD NRQ]JXPDFLMD HNVWUDNWD SU&HQH
dHEHORJ FULMHYD L XVQH aXSOMLQH /X L VXU .ORL
UD]OLpLWH DQWLPLNUREQH DNWLYQRVWL awR MX pLQL
DGLWLYRP 2YD NLVHOLQD LQKLELUD UDVW Sé&bihBsiHQLK E
VWDQLpQH PHPEUDQH L GRYRGL GR QMHQH GLVIXQNFLRQDC
QHJDWLYDQ XWMHFDM ]JERJ pHJD VH VPDWUD MR& SULN
prehrambenoj industriji (Lu i sur., 2020; Naveed i.s2018).



NEUROFROTEXTIVINE FUNKCLTE

Zivéani
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(AMPK (eng 5'-adenosine monophosphatactivated protein kinage + 5-AMP-aktivirana protein kinaza; TGz*
triacilglicerol; PPARA (eng.peroxisome proliferatioractivated receptor alpja+ UHFHSWRU . DNWLYLUDQ SUR
peroksisoma; GIP (englucosedependentrisulinotropic polypeptide+inzulinotragpni polipetid ovisan o glukozi)

Slika3. 9LAHVWUXNH IXQNFLMH NORURJHQVNH NLVHOLQH
SUHX]HWR L SULODJRYHQR SUHPD /X L VXU
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2.3. SLOBODNI RADIKALI | OKSIDATIVNI STRES

Slobodni radikali seGHILQLUDMX NDR DWRPL LOL PROHNXOH I
nesparenih elektrona u valentnoj ljusci ili vanjskoj orbitali i sposobnizauneovisno
postojanje. Neparace URM HOHNWURQD VORERGQH UDGLNDOH pLQL
izrazito reaktivnima. Zbog visoke reaktivnosti oni mogu akceptirati elektrone od drugih
spojeva za postizanje vlastite stabilnosti, pa tako napadnuta molekula gubi elektron i sama
SRVWDMH VORERGQL UDGLNDO |DSRpLQMXUL NDVINDGQX UF
ALYH VWDQLFH 3KDQLHQGUD L VXU

Kisikovi radikali poput superoksidnog §&, peroksilnog (ROQ i hidroksilnog (OH)
UDGLNDOD WH QHUDGLNDOQL RNVLGLU®DWXdikov\p&ekddHY L ND
(H207), ozon (Q) i hipoklorna kiselina (HOCI) koji se lako mogu prevesti u kisikove
UDGLNDOH REMHGLQMXMX VNXSLQX VSRMHYD NRML VH ]DI
(eng. Reactive Oxygen SpecidROS) (Ghosh i sur., 2018; Phaniendra i sur., 2015). ROS
nastaju kao rezultat n&DOQRJ XQXWDUVWDQLpQRJ PHWDEROL]PI
SHURNVLVRPLPD NDR L GMHORYDQMHP GUXJLK HQ]JLPVNLK
2VLP WRJD UubD]OLpLWL HJ]JRJHQL L]JYRUL SRSXW 89 U
NHPRWHUDSHXWLND WibastjjtjelRGaRNoh ilHQ,QOLE)L U

Ovisno o koncentraciji u kojoj su prisutni u organizmu, ROS mogu imati i korisne i
AWHWQH XpLQNH QD A4LYH VXVWDYH 8 QLVNLP GR XPMHUL
VWDQLFL ]D RGYLMDQMH L &N\NAKASBWIRFMMDU B RBXW | IS|UL RNDIF
LPXQRORANH REUDQH RUJDQL]PD RG SDWRJHQD PLWRJHQR
HNVSUHVLMH JHQD 1LWD L *UJ\ERZVNL SKDQLHQGUD 1
SRVWRML UDYQRWHAD WwkRianja ROSL DUDB&MDOMXMXiL SU
antioksidacijskin obrambenih sustava u eukariotskim stanicama, koji reguliraju razinu
VORERGQLK UDGLNDOD O0HzrdWd ROSS kbih NoreAdddavd) kKapaciget) R
DQWLRNVLGDFLMVNLK P HK DIgac]jskP Bustai & W Hdisfigktnaldl Q W L R N
mitohondULML UH]XOWLUDMX RNVLGDWLYQLP VWUHVRP NRML
LIPHYyX SURL]YRGQWISIRYREQRVWL ELRORANLK VXVWDYD GD |
2016). U stanju oksidativhog stresa’2® SURL]YHGHQL X SUHNRPMHUQLP
RNVLGLUDWL ELRORANH PDNURPROHNXOH SRSXW SURWHLQ!
RAWHUIHQMD VWDQLFD LOL pDN GR VWDQLpQH VPUWL WH X
LPXQRORAGANLSUXGWRORVL UDJ]YRMX EURMQLK DNXWQLK L NUR

11



rezultiraju nastankom bolesti poput raka, neurodegenerativnih bolesti i dijabetesa (Ghosh i
sur., 2018; Khojasteh i sur., 2020; Nita i Grzybowski, 2016).

23WHUHQMD '1$

lako je DNA rdaWLYQR VWDELOQD PROHNXOD VPDWUD V
oksidatvnRJ QDSDGD X ELRORDNO®LYMOWDYLPD2AWHUIHQMH "1$ S
ELOR NDNYX PRGLILNDFLMX X VWUXNWXUL '1$ NRMD GRY
svojstava ifili LQWHUIHUHQFLMH VD VWDQLpQLP SURFHVLPD NDI
(Gonzalez+ XQW L VXU SRVWRMH EURMQL PHKDQL]PL ]D
njihova efikasnost nije 100 %W QD SD QHSRSUDYOMHQD '1$ PRAaH UH
mutacija. LHSRSUDYOMHQD RaAWHUHQMD '1$ DNXPXOLUDMX VH
odraslih sisavaca, poput miocith Q H X U R Q [& HidpwWhireti PrRuranjeom stareni i

razvop brojnih karcinoma (Shimada i sur., 2014).

28WHUHQMD '1$ PRJX VERSRGDMH® UYWL HQPDHRAWHIHQMD
MHVX OL QDVWDOD NDR UH]XOWDW XRELpPpDMHQLK LQWUDFE
RNROLAQLK IDNWRUD &KDWWHUMHH L :DONHU *ODYQL
IRUPLUDQH W LiMpiddédsd® pdpW Begplrdt@dnog lanca u mitohondrijima i upalnog
odgovoa, osobito ako su tiprocesi dE QNFLRQDOQL 526 PRJX SRWDNQXWL
OH]LMD QD '"13%$ NRR MM®ERHVXDSGXALARLRUKXD BHFRONVDULER]L X
DNA, cikilLI DFLMD @8HUHUD L ED]D NRYDOHQWQR 3IRYH]DODQMWB
SRYH]JLYDQMH '"1$ WH XYRYHQMH MHGQRODGHUWDQEW.,L GYRO
2018). Hidroksilacija € JYDQLQD SUL hidieksiZdeaksigakiodin (#®OHAG),
VPDWUD VH QDMXpHVWDOLMRP RNVLGDWLYQRP PRGLILNDFL
8-OHdG Kkoristi kao biomarker oksidativhog stresa (Katerji i sur., 2019). S druge strane,
HJJRJHQD RAWHUHQMD '1$ LOGXFLUDMXUUDXWMQLLMX RN®QIL aX
89 L LRQL]JLUDMXUHJ JUDPpHQMD ELOMQLK WRNVLQD YLU
]DIJDYyLYDpD JUDND L SHVWLFLGD & K-blimtWwadn) ROMHa4Shimdda® N H U
i sur., 2014).
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Oksidativni stres
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Slika 4. Slikovni prikaz procesaastajanja OHdGa (preuzeto i prlaR Y HQR SUHPD (PDP
sur., 2014).

2.3.2. Oksidacija proteina

SURWHLQL LPDMX YLWDOQX XORJX X RGUaADYDQMX V\
signalizacije te odvijanju brojnih enzimskih procesa (Cecarini i sur., 20DK3idacija
SURWHLQD pHVWR VH SRYH]XMH V QDUXaDYDQMHP XRELpD
doprinosi starenju i patogenezi brojnih tkiva te razvoju raznih bolesti (Cai i Yan, 2013).
SURWHLQL VX LJUDJLWR RV MHW Qju ka¥ katQipat®iMohih@dakeijaM X MH L
NRMH VH RGYLMDMX X VWDQLFL D QH NDR VWHKLRPHWULM
SXQR LJUDAHQLML &HOL L *DEDL OHYyXWLP QRYLMH V
PRAH LPDWL L NFPOUVWDH XX QNRIPRIJXULWL MRM VWYDUDQMF
pHPX VH UHSURJUDPLUDMX PHKDQL]JPL SUHALYOMDYDQMD V
YLMHND LOL SUHYODGDYDQMD WHANLK RGQRVQR OHWDOQL

Oksidacija proteinadefinira se kao kovalentna modifikacija proteina potaknuta izravno
djelovanjem ROS ili neizravno putem sekundarnih nusprodukata oksidativhog siiedaa
RG QDMXpHVWDOLMLK LUHYHU]JLELOQLK RNVLGDWLYQLK PI
Gabaj 2015). U tkivima s visokom razinom oksidativnog stresa, karbonilirani proteini koriste
se kao biomarker oksidacije proteina (Ghosh i sur., 2018). Do karbonilacije proteina dolazi
XYRYHQMHP NDUERQLOQLK VNXSLQD X PROHNIKXK Y FBERPOHL KC
ogranaka, osobito lizina, histidina i1 arginina, ili oksidacijom proteinske okosnice koja
rezultira cijepanjem peptidne veze. Osim toga, proteini se mogu karbonilirati i sekundarnim

reakcijama s reaktivnim karbonilnim spojevima, koji nastajo kaodukti glikoksidacije i
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lipidne peroksidacije, poput-Hidroksinonenala (HNE) ili malondialdehida (MDA) (Cecarini
i sur., 2007; Sundar i sur., 2010).

2.3.3. Antioksidansi

.RQFHSW ELRORA&NRJRDQILLRNDV E &ofd ko NeRphisLta BRI R M
NRQFHQWUDFLML X XVSRUHGEL VD VXSVWVUPWRMH NRWLL QMH
oksidaciju. Antioksidacijske funkcije podrazumijevaju smanjenje oksidativhog stresa,
PXWDFLMD '1$ PDOLJQLK WUDQVIRUPDFLMMa stdmdd. L GUX
(SLGHPLRORANH VWXGLMH GRND]DOH VX VSRVREQ®IVW DQW
VPDQMH XpHVWDORVW SRMDYH UDND L GUXJLK QHXURGHIJ
djelovanju slobodnih radikala, funkcioniranje obrambenog saspaotiv ROSD PRaH ELWL
RVODEOMHQR aWR SRVOMHGLPQR GRYRGL GR QDVWDQND E

3ULPDUQL VXVWDY DQWLRNVLGDWLYQH REUDQH X C
antioksidativne enzime i neenzimske molekule, prisutne u vodenim i m&rvidLP VWDQLPpQL
odjeljicima, koji djelujutako GD VSUMHpPDYDMX SURL]JYRGQMX VORERGC
hvataju formirane radikale. Glavni predstavnici enzimskih antioksidansa su enzimi superoksid
dismutaza (SOD), katalaza (CAT) i glutation perdegia (GPx), dok neenzimski
DQWLRNVLGDQVL XNOMXpXMX VSRMHYH SRSXW JOXWDWLRQ
DOEXPLQ WH VSRMHYH PDOH PROHNXOVNH PDVH NDR aw
NLVHOLQD L NRHQI]JLP 4 ksidatiskisustaD stanige pr&ivalIR sustav za
popravak RAWHUIHQMD R&WMHIKRQOGDRIMOPROHNXOH SULMH QHJR
RPRJXUL SURPMHQX VWDQLpQRJ PHWDEROL]PD ,QWHUYHQ
DNWLYQRVWL SUFRW HRICIRMDUPNILKN HKQ JHB]LPD WH VSHFLILp!
nukleinskih kiselina (Pisoschi i Pop, 2015).

Osim djelovanja prirodno stvorenih antioksidansa u organizmu (endogeni
DQWLRNVLGDQVL EURMQL VSRMHYL XQHVHQU a8t¥wst P KU D Q
(egzogeni antioksidansi) i pridonose funkcijama endogenih antioksidansa (Sailaja Rao i sur.,

5D]OLpLWR YRUH SRYUUH ALWDULFH PDKXQDUNH L GI
DQWLRNVLGDQVLPD XNOMXpXM X teliney flavobdide Qelesnerite ¢ IHQR
tragovima (Se, Mn, Zn), karotenoide t& L -@&masne kiseline (Pisoschi i Pop, 2015;
Sailaja Rao i sur., 2011).
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$QWLRNVLGDQVL PRIX GMHORYDWL QD UD]OLpLWH QDD
PHKDQL]DPD D KasMcrawra@timaie i sekundarne antioksidanse. Primarni
DQWLRNVLGDQVL LOL DQWLRNVLGDQVL SUHNLGDpL ODQpD
VORERGQLP UDGLNDOLPD WUDQVIRUPLUDMXUL LK X PQRJI
LPDMX Mlaga QuXoksidaciji lipida, jer reagiraju s formiranim lipidnim radikalima
SUHYRGHUOL LK X QHUDGLNDOQH IRUPH L WLPH RPHWDMX
lipidnih komponenti u stanici. Sekurma ili preventivni antioksidansi neizravno dovode do
neuralizacije ROSD SXWHP QHNROLNRaRD | XINNOMX KX MKXKD QNIHOLUDQ
metala, deaktivaciju singletnog kisika, uklanjanje kisika, apsorpciju UV svjetla i inhibiciju
prooksidativnin enzima (npr. lipooksigenaze). Sekundarni antioksidamdiRtgHU PRJX
GMHORYDWL L VLQHUJLVWLpPNL V SULPDUQLP DQWLRNVLGLEL

kontinuirano antioksidativno djelovanje (Hermund, 2018; Pisoschi i Pop, 2015).

, JOQHQDYXMXUH MH GD QHNL SR]QDWL D Q@asloRtMVLGDQ VL
Brojni faktori mogu utjecati na promjenu funkcije antioksidansa u prooksidans, od kojih su
QDMYDAQLML SULVXVWYR PHWDOQLK LRQD NRQFHQWUDFLNM
UHGRNV SRWHQF L MoRaterol 3s¥ LpA MisddimFkéonc@ WUDFLMDPD SRQDa
prooksidans, jer u reakciji s R&fna i sam postaje radikal, koji se u nedostatku vitamina C
potrebnog za njegovu regepéf LM X [DGUADYD X USoieN Wit YQBRP VWDQMX

2.4. ADHEZIJA BAKTERIJA NA HUMANE STANICE

Bakterije suUVH SULODJRGLOH QDpPLQX AaLYRWD X UD]JOLpPLWLF
u ljudskom tijelu (Pizzaro)& HUGi L &RVVDUW SULPMHULFH EDN\
SUHGVWDYOMDMX NRPHQ]J]DOQH PLNURRUJDQL]PH JDVWURL
blagotYRUQL XWMHFDM QD OMXGVNR JGUDYOMH 1LVKL\DPD L
EROHVWL QDVWDMX NDR UH]XOWDW NRORQL]DFLMH EDI
gastrointestinalnog ili respiratornog trakta. Kolonizaciji sluznice prethodinjezakterija na
HSLWHOQH VWDQLFH LOL PXFLQH NRML SUHNULYDMX VWDC(C
EDNWHULMD QD VYRMRM SRYU&GLQL HNVSULPLUD VSHFLMDO
NRML RPRJIXUXMX LQWHUD N tskinXstanithrh& iltoSIpViR thalékDla@Qad H XN D L
$EUDKDP L VXU ,QWHUDNFLMD DGKH]LQD L UHFHSWR!
GRPDULQD NRMD PRAH UH]XOWLUDWL DNWLYDFLMRP LPXC
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RPHWDQMHP VWDQLROMIXNSDREFMYDEDNRWHULMVNX NRORQL]I
Hultgren, 1999).

OROHNXOH NRMH VOXaH NDR UHFHSWRUL EDNWHULMVN
SURWHLQH LPXQRJOREXOLQH JOLNROLSLGH L JOLNRSURW
kao i poteine ekstracelularnog matriksa, poput fibronektina i kolagena. lako se receptor
ligand interakcije koje dovode do adhezije, mogu generalno podijeliti na pptaEn i
protein X JOMLNRKLGUDW LQWHUDNFLMH YDAaQR MétijalbaWL VYM
VOXaH NDR UHFHSWRUL ]D SULKYDUDQMH QD VWDQLFH GR
enteropatogen&. coli, LQMHNWLUDMX YODVWLWL SURWHLQVNL UHFI
nakon lokalizacije u memb@QL VWDQLFH GRP niblij@iim adkedirima/ nd |
SRYUALQL SDWRJHQD :LOVRQ L VXU

Do GDQDV MH RNDUDNWHUL]JLUDQR PQR&WYR EDNWHUL
SULVXWQH QD SRYUALQL EDNWHULMVNH VWWKEQhFsur.L,PDMX L
2010). NajzastuplienjaY UVWD DGKH]LQD QD SRYU&ALQL EDNWHULMVN
kod Gram negativnih bakterija, su fimbrijalni adhezini (poznati i pod nazivom pili) (Abraham
i sur., 2015; Di Martino, 2018). Fimbrije su vlaknaste polimerne proteinske strukture,
sastalHQH RG YHOLNH VUHGLAQMH SRGMHGLQLFH QD NRMX
MHGQD LOL YLAH LPD DGKH]JLYQX IXQNFLMX S$EUDKDP L VXL
SDWRJHQLK EDNWHULMD ILPEULMH SUH G VigeDuxopakb@eM X N O M)
soj E. coli eksprimra PILPEULMH L ILPEULMH WLSD NRML SUHSR]QI
na glikolipidnim receptorima i posredujiX YH]DQMX QD HSLWHOQH VWDQLFH
posliHG L p ®RRAHP GRY khféktija FSARN U D U Q R J(SardwaiVi BrD 2016). Gram
SRILWLYQH EDNWHULMH WDNRYHU HNVSULPLUDMX ILPEULN
bakterije Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus lactis 'L ODUWLQR OHYXWLP
YUVWD SLOXVD RSUHQLWR \OXMID]PONAMMPpHQRBJ VS RUODYJ R W HXC
materijala tijekom procesa konjugacije (Fierer i sur., 2017).

1D SRYUaAaLQL EDNWHULMVNH VWDQLFH SULWDWRLY WX L
imaju adhezivnuulogy, ali za razliku od fimbrija, ne formiraqju dJDpNH SROLPHUQH NRF
(afimbrijalni adhezini) (Klemm i sur 2010; Wilson i sur., 2002). Veliku skupinu
DILPEULMDOQLK DGKH]LQD pLQH OHNWLQL SURWHLQL NRI
RVWDWNH JOLNROLSLGD L JOLkeRtaNit® Yo er@embekzrip Rektida LQL H
PRJX ELWL YH]DQL QD ILPEULMDOQX VWUXNWXUX SR]JLFLRC
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LQWHUDNFLMX VD VWDQLFRP GRPDULQD $EUDKDP L VXU
IXQNFLMX WDNRYHWSRROWMX. LISDRWRWQIDNDR aWR.cdlX $,'$ L 7
6SHFLILpQRS®WDYPQH EDNWHULMH MH GD HNVSULBLUDMX ¢
(eng.Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matabeddiled, koji sudjeluju

U povezivanju bigerija s proteinima ekstracelularnog matriksa, poput fibrinogena,
fibronektina, laminina i kolagena (Di Martino, 2018). Osim proteinskih, bakterije proizvode i
SROLVDKDULGQH DGKH]JLQH NRML VX RELpQR VDVWDYQL
VWD) MWQOLMHQNH LOL NDSVXOH 7HLKRLpQH NLVHOLQH QDY
EDNWHULMD V OSti@ptodd&RspDiStipH\jlaa@dcusp. (Wilson i sur., 2002).

Fimbrijalni
adhezin  peptidoglikan Vanjska membrana
npr. Spa Autotransporter

\Q npr. Ag43
¥ _ / \uwm/o Opa
N /

’\ Citoplazmena Q s
membrana o d i
Adhezini
nalik YadA
proteinu
Gram + Gram -
e ; Flagela
78
h 7 '/"";l"
e / !
U, o,
% ' g ] Fimbrije
?f) = klase 2
P+
Afimbrijalni 2% npr. P pili
adhezin Curli 2.
Prepoznaju {amiloidnz viakna) 2
ugljikohidratne Fimbrije

receptore, npr. tip

Foz S suis klase 1

npr. pili tipa IV

Slika5.3BRYUGLQVNH PROHNXOH L VWUXNWXUHIiGBEOMXpHQH >
QHIJDWLYQLK EDNWHULMD SQeHdMaetey RsuL, YA ODIRYHQR S

% X G X U Lve@abDjebalderijana humane stanice usko povezamastankonbrojnih
infekcija, veliki broj znanstvenika zadnjih godina intenzivno radi na otkrivanjazvaju
UD]J]OLpLWLK DQWLDGKH]JLYQLK VWUDWHJILMD L VUHGVWDY
kolonizaciju u ranoj fazi .OHPP L VXU I prisfupi Dgaina be temelje na
inhibiciji biosinteze adhezina ili na uporabi analoga receptibradhezina koji ometaju
SURFHV DGKH]LMH OQRJH SUHKUDPEHQH QDPLUQLFH SF
bakterijskim infekcijaman vitro J]ERJ pHJD pLQH GREUH NDQGLGDWH ]D X
WHUDSLML 3ULPMHULFH GR N DidargBm MdbakterijsWiR KfekclihX V Q L F H
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posebice od infekcija urinarnog trakta. Polifenoli i proantocijanidini su bioaktivni spojevi
identificirani u soku brusnice, kojiR Q HP R J X adbé&zuM drmiranje biofilma bakterija
Porphyromonas gingivaljd. pylori i uropatogené. coli WDNR d8WR VH YHax QD Il
EDNWHULMD OHYyXWLP LDNR SUHKUDPEHQH QDPLUQLFH PR
te tvari ujedno mogu imati bakteidno ili bakteriostatsko djelovanje, a selektivni pritisci
NDNYH WDNYL VSR Mjh %W, pa Deba hitkopPead Rjdkdm konzumacije takvih
namirnica (Asadi i sur., 2019).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Biljni materijal

/LRILOL]LUDQL HNVWUDNW GREULpPLFH SULUHYHQ MH X
i konditorskih proizvoda na Zavodu za prehrambaidi KQRORANR LQaAaHQMHUVWY |
ELRWHKQRORAGNRJ IDNXOWHWD 6YHXpLOLaAWD X =DJUHEX

8]RUDN RG J VXKRJ OLaubD GREULpLFH SUHOLYHQ MH
Ekstrakcija je provedena u vodenoj kupe@ji D f& X WUD NMd®Me t&icu K
uzorku iznosio je 0,25 %kEkstrakt je potom podvrgnut uparavanju pod vakuumom te
liofilizaciji (- f & K

=D SURYRYHQMH HNVSHULPHQDWD GRELYHQL OLRILOL
otopine ekstrala ( = 2,5 mg mLY), iz koje su potom pripremljene radne otopine ekstrakta (

= 0,0125, 0,025, 0,075 i 0,25 mg ML Odabrani raspon koncentracija temelji se na
SUHSRUXpPHQRP GQHYQRP XQRVX GREULpPLFH

3.1.2. Modelne makromolekule

U svrhu ovog rada kao malOQH PDNURPROHNXOH NRUL&AWHQH
JRYHyYHJ \eHgh$we serum albumirBSA) te superzavijeni plazmid phiX174 RF
DNA.

SURWHLQ DOEXPLQ L] JRYHYHJ VHUXPD MH QDM]DVWX
pokazuje jakaantioksidativha sveiva ($VEDJKL L VXU 'RELYD VH L]
QXVSURL]YRGD VWRpPDUVNH LQGXVWULMH X] YLVRNH SULC
Immunochemicals, Inc.). Globularni je, neglikalirani protein sastavljen od 583
aminokiseling molekulske PDVH SULEOLAQR n i ur.D2006)) BFPAHsOdieluje
RGUADYDQMX RVPRWVNRJ WODND X NUYL WH X YH]DQMX L
OLMHNRYD PDVQLK NLVHOLQD ELOLUXE iz@Btningsvosevda K NLV H (
vezanjaazOLpOWIKQDGD QLVNH FLMHQH L YHOLNH GRVWXSQRYV
te biokemijsku primgnu (Asbaghi i sur., 2020; Majorek i sur., 20X¥adav i sur., 2020).
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SUHPD WRPH XpHVWDOR VH NRULVWL NDR PHRj&HO@©@D PROHN
in vitro (Yadav i sur, 2020).2VLP WRJD pHVWR VH XSRWUHEOMDYD ]|D
enzima tijekom digestje DNANDR QXWULMHQW ]D X]JRM VWDQLpPQLK L
VWDQGDUG ]|D RGUHYyLYDQMH NRQ@QFHWW WDWDHHOQRRWHL Q
SULPMHQX X SRMDpDYDQMX VLJQDOD X UD]JQLP ELRN

Immunochemicals, Inc.).

6XSHU]JDYLMHQL SOD]PLG SKL; 5) '1$ MH GYRODQD
GXJDpDN SE D GRELYHQ MH QOQpIV®R HNOWOE Q/HH NYSH G I VN
ikozahedralnom, neobavijenom kolifagu PhiX1Mefreaulti sur., 2010). Ovaj modelni
SOD]PLG pHVWR VH NRULVWL ]D LVSLWLYDQMH QLND]QH
RNVLGDFLMVNRJ RaWH iiHQM Dije Su@jp lifagaBozvidtin gekh @ DANasl beD W H
QHR&AWHUIHQX VXSHU]JDYLMHQX IRUPX

%LRORAaANL WHVW VXVWDYL

.DR ELRORANL WHVW VXVWDYL X RYRP UDGX VX NRULA\
EDNWHULMH WH NRQWLQXLUDQH KXPDQH VWDQLPQH OLQLM

3.1.3.1. Radni mikmrganizmi

%DNWHULMVNL VRMHYL NRUL &8scHeQdhig Bolig&dbadiiisH RYRJ
plantarumi Staphylococcus aureuslavedeni bakterijski sojevi dio su Zbirke organizama
Laboratorija za biologiju i genetiku mikroorganizama PrehramiieoizhnR O R aakirtétal
SveupLOLAWD X =DJUHBX W&H ¥HREXRDMXDMXURM WHNXURM K
dodatak 10 %W QRJ JOLFHUROD 8 VYUKX SURYHGEH aHOMHQLK F
QHSRVUHGQR SULMH XSRUDEH LQRNXOLUDQL diogRGJRYDUL
LOQNXELUDQL SUHNR QRUL SUL RSWLPDOQRM WHPSHUDWXUL
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+XPDQH VWDQLpPQH OLQLMH

Za potrebe ovogada upotrebljene su kontineilQ H KXPDQH VWDQLpPQH OLQI
epitela karcinoma jezika, Cal27, hepatocelularnog karcinoma jetre, Hep&katcinoma
HSLWHOD aHOXFD $*6 WH DGHQRNDUFLQRP¥ HGHQWH O BV 05QHL
linije uzgajane su u monosloju ublbcama u kompletiranom hranjivom mediju RPMI (eng.

Roswell Park Memorial Institute V IHWDOQRJ JRY Higted bovinéddet(RrD HQJ

)%6 L]X]JHY $*6 VWDQLPQH OLQLMH ]D piiRbtamivi @&t YDF LM X

Kultivacija stanica provedena je u inkubatoru s kontroliranom atmosferopn(SC@) i pri

WHPSHUDWXUL RG f& 8 VY UdiXergatd Rs¥ahic BiH nakbinOudgdj® L K H |

podvrgnute postupku tripsinizacije uz dodatak 0,2 &ootopine tripsina, kako bi se odvojile

od podloge i prevele u suseg] LM X UDGL ODN ahjimB.DN@Qko8 X@IOrRihlvaH V
RYLVQR R YUVWL VWeQd. eQditloab) tripsia ddiathoiy hedija sa

VHUXPRP pLPH MHUDSIQNMDB pHQDQ U POIuikkddRaRZ8@QsthQioN L L G
1D WHPHOMX EURMD VWDQLFD X VXVSHQUNRYHRGEREPRMQR

SRGHAHQD MH SRpH&tdpita 6HRIDBEMGCH thD Fza Midljnju provedbu
eksperimenata.

3.1.4. Kemikalije

X 2,4dinitrofenilhidrazin (DNPH)SigmaAldrich 6 WHLQKHLP 1MHPDpPND
x 2,7-diklorodihidrofluorescein  diacetat (DQAH-DA), SigmaAldrich, Steinheim,
IMHPDpND

x Agar, Biolife, Italija

X $JDUR]D QLVNH WR priVitlogaCEQdlesks D /0 3

x $IJDUR]D QRUPDOQH WIkhzy Roddén@ SADVD 103

X $OEXPLQ L] JRYHYyH SignaaldrielD 6%6G$LQKHLP 1MHPDpPpND
x Amonijevklorid (NH4CI), Alkaloid, Skopje, Makedonija

x Askorbinska kiglina,Kemikg Zagreb, Hrvatska

X Baktotripton, Biolife, Italija

x Bromtimol plavo,Kemika Zagreb, Hrvatska

x Dimetil sulfoksid (DMSO)Kemikag Zagreb, Hrvatska

X (NVWUDNW GREULpPLFH
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Etanol (96% (v/v))Lachner,s.ro. SHSXEOLND yH&ND

Etidij bromid (G1H20BrN3z), Sigma Aldrich 6 WHLQKHLP 1MHPDpPpND
Etil acetatKemika Zagreb Hrvatska

Etilendiamintetraoctena kiselina (EDTAJemika Zagreb Hrvatska
Glicerol,Kemika Zagreb, Hrvatska

Gvanidirthidroklorid, Acros OrganicsSAD

Ham's F12 medij za uzgoj stanic&apricorn Scientific GmbH 1MHPDpND
Kalcijev Klorid (CaC}), Kemika Zagreb, Hrvatska

Kalijev dihidrogenfosfat (KHPQy), RiedetGH +DsQ $* ¢BIQQRHMYHU 1MHPDp
Kalijev klorid (KCI), Kemika Zagreb, Hrvatska

.ORURYRGLpQ@MD VA)Y,Eadd EpHaReagentsFrancuska

.YD&ApPHY HBioUfey kaliaN W

Ledena octena kiselin@@% (v/v)),Kemika Zagreb,Hrvatska

Magnezijev sulfat heptahidrat (Mge® 7H,O), Kemika Zagreb, Hrvatska

Manitol, Difco, SAD

Metanol,Carlo Erba Reagenfg-runcuska

MRS Broth Biolife, Italija

Natrijev dodecilsulfat (SDS)SigmaAldrich 6 WHLQKHLP 1MHPDpND
Natrijev hidrogenfosfat (N&PQs), Kemikg Zagreb Hrvatska

Natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat (PO, x 12H,0), Kemika Zagreb, Hrvatska
Natrijev hidroksid (NaOH)Carlo Erba Reagentsrancuska

Natrijev klorid (NaCl),Grammol d.o.o, Hrvatska

Natrijev laurilsarkozinatSigmaAldrich 6 WHLQKHLP 1MHPDpPpND
Neutral ed (3amino7-dimetilamine2-metilfenazin hidroklorid), SigmaAldrich,
6WHLQKHLP 1MHPDpPpND

PlazmidphiX174 RF1 DNA,Promega SAD

RPMI 1640 medij za uzgoj stanid@apricorn ScientificGmbH 1MHPDpND
RPMI 1640 medij za uzgoj stanidaprning, SAD

Tiamin hidroklorid, Kochtlight Ltd, Engleska

Trikloroctena kiselina (TCA)Fisher ScientificEngleska

Tripsin, Capricorn Scientific 1MHPDpND

Tris-HCI, Invitrogen SAD
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X

Triton X-100,Acros OrganicsSAD

X

Trolox (6-hidrokst2,5,7,8tetrametikroman2-karboksilna kiseling)Fluka aYLFDUVND

X

Vodikov peroksidKemika Zagreb Hrvatska
aHOMH]RY ,,, NKeRikhlZ&greh Hi’&aska

x

3.1.4.1. Otopine

I. 2WRSLQH NRULAWHQH ]D LVSLWLYDQMH SURWHNWLYC
GREULpLFH QD PRGHOQRM '"1$ PROHNXOL
a) TAE pufer, 10x

Tris-HCI 48,4 g
Ledena octena kiselina 11,4 mL
EDTA 3,79
Demineralizirana voda do 1000 mL
b) Agarozni gel (1 %)
Agaroza 15¢g
TAE pufer, 1x 150 mL
c) 2ERMHQL SXIHU ]D QDQRa&aHRadirg uflef)DIJDUR]QL JHO HQJ
Bromtimol plavo 0,29
Glicerol, 50% 6 mL
Demineralizirana voda 4 mL

d) Radna topina etidij bromidaZ0 J P}
X ,VKRGLAQD RWRSL®D ¢ghwt GLM EURPLGD

X Demineralizirana voda do 750 mL

i. OtopinekoaWHQH |]JD SURYRYHQMH NRPHW WHVWD
a) Otopina NMP agarozfl,5 %)

NMP agaroza 150 mg

PBS pufer (pH =7,27,4) 10 mL
b) Otopina LMP agaroze (0%)

LMP agaroza 50 mg

Demineralizirana voda 10 mL

23



c) Pufer za lizu stanica (pH = 7,5; ukupni volumen 890 mL)

NaCl, 2,5 M 1309
EDTA, 100 mM 29,225 ¢
Tris, 10 mM 1,078 g
Natrij-laurilsarkozinat, 26 8,9 mL
yXYDQMH QD VARIEQRM WHPSHU
6DW YUHPHQD SULMH XSRUDEH X P/ LVKRGLAQH RWR

Triton X-100 i 10 mL 10 W QH RWRSLQH '062 3ULSUHPOMHQD
KODGQMDNX QD f& K WH MH QDNRQ WRJD VSUHPQD
d) Otopina NaOH, 10 M

NaOH 409

Demineralizirana voda do 100 mL
e) Otopina NaEDTA, 200 mM

Nax-EDTA 252¢g

Demineralizirana voda do 50 mL

f) Pufer za alkalnu elektroforezpH > 13

NaOH, 10 M 30 mL
Na-EDTA, 200 mM 5mL
Demineralizirana voda 965 mL

g) Puer za neutralizaciju (pH = 7,5)
Tris 48,59
Demineralizirana voda 1000 mL
HCldopH=7,5

h) Radna otopina etidjromida, 10 mg mt:
,ZVKRGL&AQD R Wvd&lh, QI repwht G LIMnL

Demineralizirana voda 19 mL

2WRSLQH NRULAWHQH ]D RGUHYLYDQMH VWBUBIQUWMD RNVL
L] JRYHYHJ VHUXPD
a) BSA, ImgmL*
BSA 100 mg

Demineralizirana voda 10 mL
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b)

d)

f)

9)

h)

AHOMH]RY 05mMMORULG
FeCk
Demineralizirana voda
Askorbinga kiselina, 0,1 mM
Askorbinska kiselina
Demineralizirana voda
Vodikov peroksid, 25 mM
Vodikov peroksid, 36
Demineralizirana voda
Dinitrofenilhidrazin(DNPH), 10 mM
DNPH
Apsolutni etanol, 96 %
Trikloroctena kiselindTCA), 10 %
TCA

Demineralizirana voda

.ORURYRGLp@®EO)RM/HOLQD

HCI, 37 %

Demineralizirana voda
Gvanidin hidroklorid, 6 M

GvanidinHCI

HCI, 2 M

0,811 mg
10 mL

0,176 mg
10 mL

0,28 mL
10 mL

0,198 g
100 mL

109
100 L

16,65 mL
100 mL

56,118 g

do 100 mL

2WRSLQH NRULAWHQH ]D SURYRYHQMH WHVWD FLWRWRI

Fosfatni pufertPBS (pH = 7,2 7,4)
NacCl
KCI
NaHPO, x 12 HO
KoHPO,

Demineralizirana voda

6WHULOL]DFLMD IRVIDWQRJ SXIHUD SURYRGL VH

1,01 x 16 Pa.

80¢
0,29
1,16 g
0,29
1000 mL

b) ,VKRGLAQD RWRIR My mHXWUDO U

Neutral ed
Etanol

25

50 mg

10 mL
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c) Radna otopina Neutra¢d-a

,V K R GotogifeNeutraled-a, 5 mg mLC* 0,1 mL
RPMI 1640 hranjivi medij 9,9 mL

d) Otopina za odbojavanje
Demineralizirana voda 100 mL (50 %)
Etanol 98 mL (49%)
Ledena octena kiselina 2 mL (1 %)

v. 2WRSLQH NRUL&WHQH ]JD RGUHYLYDQMH UHDNWLYQLK N
a) ,VKRGLAQD RiMW&&IihQrbfluoresceindiacetata (DCH-DA), 2 mM

DCFH-DA 1,5 mg
DMSO 1,5mL
b) Radna otopina 2';diklorodihidrofluoresceindiacetata (DCR- ' $ M
,VKRGLAQD RUMWDRIIPD '&) 0,25 mL
PBS pufer (pH = 7,2:7,4) 9,75 mL

vi 2WRSLQH NRUL&AWHQH ]D LVSLWLYDQMH XWMHFDMD HN\
humane stanice
Otopina SD&, 10%
SDS 19
PBS pufer (pH = 7,2t7,4) do 10mL

3.1.4.2. Hranjive podloge

8 RYRP UDGX NRULAWHQD MHa-BeRanp DamhjiwaQrddidga zaH Q J
kultivaciju bakterije Escherichia coli odnosno kompletna MRS (en@lan, Rogosa and
Sharpe broth hranjiva podloga za kultivaciju bakterij@ctotacillus plantarumte selektivna
M9-minimalna hranjiva podloga s manitolom za uzgoj bakteBfaphylococcus aureus
IDYHGHQH KUDQMLYH SRGORJH SULSUHPOMHQH VX SUHPD
prikazan uTablicamal, 2 i 3. Podloge su prije uporabe sterilizirane u autoklavu pri
WHPSHUDWXUL f & °LPawsvi2Nexiom sterflizacije od 15 minutauté
hranjive podloge dobivene su dodatkom 15§ DJDUD X W HvE Yadtbg priizQ M L

sterilizacije.

26



Tablical. 6DVWDY /% KUDQMLYH SRGORJH X WHNXUHP REOLNX

SASTOJAK

Bakto-tripton 1049

.YDapHY HNVWUDN 59

NacCl 59
Destilirana voda 1000mL

Tablica2. 6DVWDY 056 KUDQML

YH SRGORJH X WHNXUHP REOLNX

SASTOJAK 21,y,1%

MRS Broth

55,2 g

Destilirana voda

1000 mL

Tablica3. 6DVWDY 0 PLQLPDOQH KUDQMLYH SRGORJH V PDQLWH

‘ SASTOJAK 2/,y,1%
Nap;HPO,4 60
KH ,PO, 39
NacCl 0,59
NH,CI 1g
Destilirana voda 1000 mL
*1 M MgSO4 2 mL
*1 M CaCl, /
*20 % -tni manitol 10 mL
*Tiamin (10 mg mL™) /

* 21Q D p kb@hwpbnente M9 hranjive podloge steriliziraju

podloge akon toplinske sterilizacije.
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3.1.5. Laboratorijska oprema

IDERUDWRULMVNL XUHYyDML

X $QDOLWLpPND YDJD S&torful Bnglesda (GLWLR Q

x Centrifuga za kivete po Eppendorfu, @0, Tehtnica & H O H, |[SIblzéija

X YLWDp PLNUR WCabiDrstunénks [SdBrigleska

x Digestor

x Epifluorescencijski mikroskop,eica Microsystems GmbH: HW]ODU 1MHPDpPND

X Inkubator ontroliranom atmosferom GOForma Scientific SAD

X Invertni svjetlosni mikroskop)ptika Microscopeditalija

x Komora za stéllan rad, IBK 1V2, Iskra, Slovenija

X SpektrofotometarCecil Instruments LtdEngleska

X SpektrofotometarThermo Fisher ScientifiEngleska

X Sustav za analizu slike i mjerenje komé&amet Assay Il, Perceptive Instruments, Ltd
Engleska

X Svjetlosni mikroskopCarl Zeiss -HQD 1MHPDpPpND

X 7HKQL p NEartéring Engleska

X 8UHYDM ]D H OLife\NTachrRIbBi¢sMEXY ork, SAD

x Vibromikser EVV202, Tehtnica & H O H, |Sbizevifa

=DPU]LYDp 8OWUDORZ NsMHBISBINLD SEintliffil S AV HH]H U

X

3.1.5.2. Laboratorijskpribor

X

Aluminijska folija

X Automatska propipet&ppendorf +DPEXUJ 1MHPDpPND
%UXaHQD SUHGPHWQD VWDNDOEFD

% UNBMUNRYD NRPRULFD

X

x

x

Eppendorf kivete
(UOHQPH\HURYH WLNYLFH1IQDIMLpLWLK YROXPHQD
Filter papir

X

x

x

Kivete od kvarcnog stakla (10 mm) za spekitometrijska mjerenja
X .LYHWH RG RSWLpNRJ VWDNOD PP ]D VSHNWURIRWRI
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x IDERUDWRULMVNH VWDNOHQH pDaH UD]J]OLPpLWLK YROXP
Xx /I DERUDWRULMVNH 4OLFH

X Markeri za pisanje

X OHQ]XUH UD]OLPpLWIMKMROXPHQD

X Mikropipete od 20, L Hppendorf +DPEXUJ 1MHPDpPpND

X OLNURWLWDUVNH SURq¢HSAD L MDALFD

X Nastavci za pipete

Xx 2GPMHUQH WLNYLFH UDQ@OhbLWLK YROXPHQD

Xx 3DPXpQD YDWD

X 30DVWLPpQH 3HWULMHYH |G&pka¢hCarel Iti@]OLPpLWLK SURPMI
X Pokrovna stakalca

x Staklera kapaljka

x Staklene epruvete, 10 mL

x Staklene pipete,-25 mL

x Stakleni lijevak

x  Sterilni filteri

Xx aSDWXOD

x awbDSLu ]D VWUXJDQMH VWDQLFD

X T-boce,Falcon, BD CompanyFranklin LakesSAD

3.2. METODE

,VSLWLYDQMH JHQRWRNVLpQRIGR BSWLRW FNVWDY PRG KPQE
VWDQLpPQRP JHQHWLpPNRP PDWHULMDO X

S$QWLRNVLGDFLMVNL XpLQDN HNVWKIDANARNIDDNAREULpPpLFH

%LRORANL XpLQDN HNVWUDNWD GRREUWRED DRAka)e PRGHO
SRGYUJQXW 89 ]UjD@dH @ MinutXi tktimdnivDvodikovim peroksidoglUL pHP X
QDVWDMH KLGURNVLOQL UDGLNDO RGJRYRUDQ 19UDUHQD]D?M
je elektroforezom u agaroznom gelu. Elektroforeza u agaroznom gelu je jednostavna i visoko
X p L Q NmRefdd&vAa razdvajaneGHQWLILNDFLMX'L$ SIWDRPH@YWQMIHD]OL
YHOLPLQD X UDVSRQX(LUR& sur., BE2)ANRg fosfltie okosnice, fragmenti
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DNA uvijek imaju negativameto naboj koji je ravhomjerno DVSRUHYHQ FoivMHORP G
DNA, SD X HOHNWULpPQRP SROMX IUDJPHQWL '1$ XYLMHN S
elektrodi, anod{Koontz, 2013) % XGXuL GD PROHNXOD '1$ LPD MHGQROLI
I UDJPHQWL '1$ VH X DJDUR]JQRP JHOX UD]GYDMBWMHKQ@D WtEt
udaljenost obrnuto proporcionalna logaritmghove molekulske masdélLee i sur., 2012)
7LMHNRP RGUHYHQRJ YUHPHQVNRJ UDJ]GREOMD NUDUOL I1UD
odnosu na dulje fragmen(goontz, 2013) Vizualizacija rezultata elektrofere u agaroznom

JHOX XRELpDMHQR VH SURYRGL QD GYD QDpLQD XNOMXpX
PROHNXOH '"1$ D X WX VYUKX QDMpH&UH VH XSRWUHEOMD )Y
prisutni ili u otopini gela ili u otopini pufera s kojivH JHO LVSLUH WH VH X WRP
LOQWHUNDOLUDMXURP ERMRP PRAH YLAHVWUXNRItiURULVWLW
VYMHWOR NRMH SREXyXMH IOXRURIRU L RPRJCOitheMH YL]XLC
2014)

Za potrebe ovog rada, ymtno je pripremljen 1%-tni agaozni gel u TAE puferu.
Agaroza se zagrjavX PLNURYDOQRM SHUQLFL X] SRYUHPHQR PLMHA
QDNR QsehoHladdlQD SULEGRAQERNR QH EL GRA4OR GR RAWHULYDQN
se gel izljevau kalup i ostavlja se dok ne polimeiLUD 8]RUFL VX ¥ BIGUADYDO]
plazmida,0,1 %tni H,O,, UD]JOLpPpLWH NBCaktaERAEWRMELFES, 0,025 i 0,075
mg mL?, odnosno 0,25 mgnL* WH RGJRYDUDMXiUL YROXPHQ 7$( SXI
volumenaUHDNFLMVNH VPMHVH RG /| 6YL X]J]RUFL SRGYUJQXMW
minuta. NeJDWLYQD NRQWUROD ViIpGurida ¥rdga Rordia saU &D PDOD MH

J Plplazmida WH MH ELOD SRGYUJQXWD 89 JUDpHHMB X W
NRQWUROD VDGU ®D Maxdida i A %ni H,O,. Posliednja, odnosno pozitivna
koQWUROD VDGUA&D YDpaEmidaa,1 %tni H,®,/ te je bila podvrgnuta UV
JUDPHQMX X WUDMDQMX R G, usvaki zéa\ibdarbHN B8R WU RERBMEDR.
SXIHUD 1D Qebqléxdingbhfidr NRML VDGUaL EURPWLPRO SODYR
SUDUHQMH WLMHND HOHNW yglieer® NMR|M LP & RY Bl s DMURIPRGE R NIRI] Q R
RPRJXUDYD GD XJ]RUDN WRQH Xcird@seidiBuN R DSAUW IF $1U HPAIM H3QRLY D
JHOD VH SRWRP SUHOLMHYD V 7$( SXIHURP WH VH SRNUH
jakosti struje od 150 mA. Nakon provedene elektroforeze,jgdlojan u otopini etdij
bromida koncentracije J PYu trapnju 15 PLOQXWD QDNRQ pNJIJD MH L
JUDpHQMX NDNR EL VH RPRJXULOD YL]XDOL]DFLMD YUSFL QI
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2GUHYLYDQMH RaAWHUHQMD '1$ X VW ERdnferésOm& D O +

(eng. comet assay ili singtll gel electrophoresis, SCGE

Komet WHVW LOL PLNURHOHNWURIRUH]D SRMHGLQDpPQLK
MHGQD RG VWDQGDUGQLK PHWRGD ]D LVSLWLYDQMH R&W|
JHQRWRNVLNROR&GNLP WHVWLUDQMLPD ELRPRQLWRULQJX
ekogetQRWRNVLNRORJLML NDR L X WHPHOMQLP LVWUDALYDQN
YUOR MHGQRVWDYQD RVMHWOMLYD L HNRQRPLPpQD WH RF
ALURNRJ UDVSRQICHiav2myHQMD '1$

8 RYRM PHWRGL SRimébiBzrapDsp QHDVWDRILFALVNH WRpNH
mikroskopskom stakalc(Beedanagari sur., 2014 L OL]LUDMX VH SULPMHQRP G
UH]XOWLUD XNODQMDQMHP VWDQLpPpQH PHPEUDQH L YHUOL
cjelokupne DNA u stanic{Tchownwou, 2013. Potom slijedi elektroforeza, gdje negativno
QDELMHQL IUDJPHQWL '1$ SRG XWMHFDMHP HOHNWULpPQRJ
HOHNWURGL DQRGL 1DNRQ ]JDYU&HQH HOHNWURIRUH]H '1%
SRPRUX [|Otkdg bnikdskbp@Dmitrieva i Burg, 2007) Tijekom elektroforeze, manji
IUDJPHQWL '1$ RAWHUHQD '1$ PLJULUDMX EU&H RG YHULI
VDGUAH QXNOHRLGQR WMHOH&FH QDOLN VWUZXNMIXUL NRP
komete,intaktna '1$ VH QD]LYD JODYD NRPHWD D SUDWHUD R
3UHPD WRPH YHOLpLQD UHSD NRPHWH GLUHNWQR MH SU
SRMHGLQD [{Be&dsihagai DsQrl. Ed14; Tchounwou, 2013)

Za potrebe ovog eksperilgWD QDMSULMH VH X SODVWLpPpQH 3HWU
QDFLMHSOMXMH SR P/ VWD Q@hOD AGY X\ CSIRQILISRPpBI/QR M -
koncentraciji od 10 stanicamL™. Stanice se uzgajaju u inkubatoru 24 sata u uvjetima
kontrolirane atmosfere (9% zraka + 5 % C® SUL WHPSHUDWXUL RG f& 3l
LVWUR aH @edikiéde dnicerttetirajuS R P/ HNVWUDNWD GREULpPLFH X
od 0,0125, 0,025, 0,075 i 0,25 nmgL™?, koje suprethodno pripremlijene u odgaaM X (i L P
medijima zaX]JRM 1HJDWLYQD NRQWUROD VDGUAaL VDPR P/ RC
uzgoj. Tretman stanica traje 2 i 24 h. Nakon tretmenBetrijevih zdjelica uklanja se medij s
ekstraktom, a stanice se ispiru s PBS puferom, tripsiniziraju i prebacuju u Edpdndte.
6WDQLFH VH SRWRP FHQWULIXJLUDMX PLQ QD USP SU
VD VWDQLFDPD VH NRULVWL |D GDOMQMH SURYRYHQMH HNYV
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S ciljem provedbé&omet testa, prvotne QD EUXAaHQD S UHaRddanpgpD VWDN
/ f@pine 1,5%WQH DJDUR]H QR UP DO QdfmsVRditNHpoMINDR)AWD  HC
koja je pripremljena kuhanjem u PBS pufelRatom su na polimerizirani sloj NMP agaroze
QDQHVHQL X]JRUFL NRML VX VDGUADYDOL -theladgbko2eV SHQ G L
QLVNH WRp N HowhieldriggdaiiDLMA)@dpremljene kuhanjem u demineraliziranoj
vodi i temperiranena3f& 1DNRQ SROLPHUL]J]DFLMH VWDNDOFD VX S
/03 DIJDUR]H RG /| .DGD MH SROLP Hdgarpre) préekdda QML QD
OL]D VWDQLFD X SXIHUX ]D OL]X QD f& SUHNR QRUOL 6W
elektroforezu, koja je prethodno napunjena alkalnim puferom za elektroforezu. Elektroforeza
je provedena pri jakosti struje od 300 mAaponuod 25 V u trajanju 0@0 minuta. Nakon
provedene elektroforeze, u svrhu nalibacije, stakalca su tri putsprana s TridHCl
puferom (pH = 7,5) u vremenskim razmacima od 5 minuta. Neposredno prije analize, ovako
pripremljeni preparati bojani su otopim etidij bromida (10 mg mit) u vremenskom
UD]J]GREOMX RG PLQXWD QDINIRerpH J 8stavinil)d Srihi®w 7 ULV
PUDpPpQLP L KODGQLP XYMHWLPD NDNR EL VH ERMD VWDEL!
HSLIOXRUHVFHQFLMVNRJ PLNURVNRSD nd 583860mmMWIDkHe MV N L P
]D DQDOL]X VOLNH NRUL Eumidt@ssayDifaxXRdRdnPpiepSratiidroj&dého
MH SR NRPHWD D |]D SRWUHEH RYRJ UDGD NDR SRND]DWF
GX&4LQH L LOQWHQ]JLWHWD UHSD WH UHSQL PRPHQW

32 2GUHYLYDQMH VWXSQMD RNVLGDFLMH QD PRGHOQRP SL

SURWHLQVND NDUERQLODFLMD MHGQD MH RG QDMpHa
SDGUADM SURWHLQVNLK NDUERGE Gdh HXV\ERRNRE NV W LX [NRIJAE LI
oksLGDFLMVND R&AWHUHQMD L VWDQGDU@Qdi Wetr, 20RP DUNH U
%XGXuL GD NDUERQLOH QLMH PRJXUH LJUDYQR GHWHNWL
VYMHWORVW X VSHFLILPQRP GLMHOX 89 9,6 V SHNHWUHZLW KN I
neizravnim metodama uporabom raznih kemijskih proedJ OR pHVWR NRUL&AWHQD
R G U Hy Lpyo2@duilid karbonilatemelji se na reakciji derivatizacije karbonilne grupe
proteina s 24initrofenilhidrazinom (DNPH) SUL pHPX QD YV pvodwtH2,4/ WDEL O ¢
dinitrofenilhidrazon (DNP) (Slika 6.) .ROLpLQD QDVWDM®RAH 'VH RGUHG
VSHNWURIRWRPHWULMVNL MHU GLQLWURIHQLOQD JUXSD
89 9,6 VSHNWUD V PDNVLPXPRP DSVRUSFLMHa@¥YQ9)u QP SL
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SRILWLYQRM NRUHODFLML V XNXSQLP VDGUADMHP SURWHL(
Purdel i sur., 2014).

H:N
40 NH

P:rmein—.;_'_:’ + Proteir—CH=N—UNH

Nz o
H w NO2

H.O

Proteinski
karbonil
NOz

. - . KOz
2 A-dinitrofenilhidrazin

(DNPH) 2 4-dinitrofenilhidrazon

(DNP)-protein adukt

Slika 6. Reakcija 2,4dinitrofenilhidrazina(DNPH) s proteinskim karbonilom (preuzeto i
SULODJRYHQR SUHPD.3XUGHO L VXU

Za ispitivanje utjecaja ekstrakta ddbpLFH QD RNVLGDFLMX SURWHLQD
SURWHLQ DOEXPLQ L] JRYHYHJ VHUXPDD @B $MH5HDNF®MEY ND
mg mLY), 60 / RWRSLQH )H&ODVNRUELQVNH /N304 HX5 LnQ/i
RGJRYDUDMXiUH YROXPHQH HNVWUDNWD GREULpPpLEBEH V NRQ
0,075i 0,25 mgnL* WH GHPLQHUDOL]JLUDQX YRGX GR NRQDpPQRJ YR
kontrola je umjesto ekstrakta&@U aDY D OD -a (1L07rag”D'R R pozitivra kontrola

/ P HW DSyiRugoixi su pripremljeni u tri replike. Uzorci gotom inkubirani 30
minuta na 37 f &Nakon inkubacije, dodano je / 2,4dinitrofenilhidrazina (DNPH) i
smjesa je inkubirand0 minuta na sobnoj temperatudi.inkubacijskusmjesuzatim je dodano

| %-tne trikloroctene kiseline (TCA) teejsmjesa inkubirza 15 minuta na ledikako
bi VH LVWDORAIBOQRUFURWKHISRWRP FHQWULIXJLUDQL WUL SX
RGEDpHQ D WDBQRL ddtbcetataIbMHQ XNORQL YLADN QH&AJUHDJLU
Nakon ispiranja, uzorci su resuspendirafi [ JY DldraRlbri@a (6 M) iostavljeni
SUHNR QRUOL QibrjerRetaapdarbéncijhta 370 nm. Stupanj oksidacije proteina u
uzorcimaiz U D ptxe@i@meormuli [1]:

[1]

et ey TR

+ < Hsrr
NIy s 4
As7o tvrijednost apsorbancije izmjerene na 370 nm
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,VSLWLYDQMH FLWRWRNVLPpQRJ L SUROLIHUDWLYQRJ

kulturama

Ispitivane bakterijske Wture (navedene u poglavlju 3.1.3.1)zgojene su do
HNVSRQHQFLMDOQH IDJH UDVWD X RGJRYDUDMLXsvake WHN XU
bakterijske kulturecentrifugirase 10 minutana 3000g. Supernatase odbaci, a talog se
ispere sL. mL PBS puferaresuspendira i ponovo centrifugira. Supernatant se ponovo gdbaci
a dobiveni tabg sa stanicameesuspendirge X P/ RGJRY DU D Mnfiverpowoge\l X iU H K U
WH VX WDNR SULUHYyHQH VXVSHQ]JLMH SULNODGQH ]D S
mikrotitarsku plop X V MDALFD QDFLMHSOMHQR MH SR /| RGJRY
%DNWHULMVND VXVSHQ]LMD WUHWLUDQD MH V SR /| HNV
bHP X M Howceémrbiciia ispitana u tpiaralele. Ukupni volumen reakcijske ssivH X MDAaLFL
LIQRVLR MH | &dhcehradidReRdirsk@ Hile 0,0125, 0,025, 0,075 1 0,25 mg
mL? .RQWUROD MH ELOD EDNWHULMVND VXVSHQ]JLMD WUH)
hranjive podlogeSmjesa je potom inkubirana #@inuta na 37/C. Nakon inkubacijeUDyYyH QD
VX PLNURUDYVDMRYEDQDMWMH L] VYDNHVWDDBUAAHV D] XBIALBMH L/SRPL

/| 3%6 SXBHRUD / VYDNRJ padgojpl QPHQMBSOMHQR Kuie RGJRYL
hranjive podloge id u dvije parakle. Stanicesu uzgajane 24 ha 37 f& QDNRQ pHJD M
izbrojan broj poraslih kolonija (engcFU +ColonyForming Unit 5H]XOWDWL SUHAL®
EDNWHULMD QDNRQ WUHWPDQD V UD]O EL WU POR@DI-\W Q W X DS

formuli [2]:

[2]
. ”fo_:l:”(E_._niio@(CEi
. "'—”‘Zi Srr

"t CZEFEL<E

,VSLWLYDQMH FLWRWRNVLPQRJ L SUROLIHUDWLYQRJ X
humaQLP VWDQLpPpQLP Ced@étstionD 1HXWUDO U

8 RYRP UDGX MH ]D RGUHYVYLYDQMHOEphWRMKR N R QF®IRINV XD
GREULDLEXPQQLP VWDQL[2Q HEp@2| ABSMCaRPD NSRDUA. AWHQD 1HXWU
metoda.Neutral ed metodaM HGQD MH RG QDMNRULAWHQLMLK PHWRGEL
ksenobiotika s brojnim primjenama L~IRPHGLFLQL NDR L aXvieDajgwuiswhu RNROL
RGUHYyLYDQMD NHPRVHQ]JLWLYQRVWL VWDQLFD QD 5RFNIHO
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PHWDEROLpPpNDRQLNW LI WKUDW V&iRdl nad(3tabiNbX-dimetileinixo 21
metilfenazinhidroklorid) ERMX 2YD VODED NDWLRQVND ERMD SURGL
neionskom pasivnom difuzijom i koncentrira se u lizosomid& MH VH Y HAaKMHOHNWU
hidrofobnim vezama na anionske i/ili fosfatne grupe lizosomskogiksatNakon bojanja

Neutal red bojom slijedi ispiranje stanicikorporirana bojase potomR V O RIE Btgniza

primjenom kisele otopine etanola D N R Odkpttakifane boje kvantificira se
spektrofotometrijskna 540 nm.% X G XuL GD PUWYH LOL RaAWHUH®HH VWDQL
YHIDWL 1HXWUDO UHG ERMX NROLpLQD HNVWUDKLUDQH
aktivnih stanicgRepetto i sur., 2008)

8 PLNURWLWDUVNH SORpH V MDALFD QDFLMHSOMHQ
VWDQLFD SRpHWQR stniR@ilH QNERIDIsathid kultivacije uklonjen je
LVWURAHQL PH8XKMWIWDHWWDDQAHY SR /| RWRSLQD pHWL
HNVWUDNW [D,0628,EQ0RP, LGAT5 i 0,25 mglL™), prethodno pripremljenihu
RGJRYDUDMXUHP KUDQMLYRP PHGLMX 6YDRNMD \WRDE HIQWRW E
ispitana u triparalele. U kontrd QH MDALFH GRGDRRBRJIJRMDIPMXUHI KUD
PHGLMD EH] HNVWUDNW D nicaWi® Hihd F42,\o0nspdDRPMI164G uV W D
VOXpDMX RVWDOLK NRULAWHQLK VWDQLpPpQLK OLQLMD 7UHW

1DNRQ |]DYU&AHWND WUHWPDQD XNORQMHQ MH LVWURAI
VYDNX MDALFX GRGDQR SR /| UDGQH R poRISB Inkubirahél X WU D O
PLQXWD QD f& NDNR EL VH ERMD WUDQVSRUWLUDOD X
je zatim uklonjenad su stanice isprane dva put&<R / 3%6 SXIHU@isMabibR EL VF
YLADN ERMH 1DXNRQONS IMRER MH/GRWRSLQH ]DkbGERMDY
SRYODpPL ERM Xenzjteivohoizqld ierbjerengapéktofotometrijski na valnoj duljini
0od540 nmte e SURSRUFLRQDODQ Skojéld H Y\ DMeK@Bohul/ 81D QL FD

[3]
. . 'ioo_”fo_
"l 7 E-EE — Hsrr
‘ 984]' i ZF

As4o tvrijednost apsorbancije izmjerena 540 nm
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3.25. Ispitivanje antioksidacijskogX pLQND HNVWUDNWD GREULpPpLFH QD N
VWDQLpQLP O LDAlmdtbded ‘&) +

6ORERGQH NLVLNRYH pHVWIWDBQQPY RD MMKNWIIDERR S UR@®X N\
NRQFHQWUDFLML LPDMX QHSRYROMDQ XWMHFDMog@D VWDOC
pridon MHWL UD]YRMX UD]Q ot Soalsy terGoRad NelutodstarBnghNb@ess.

Jedna od metoda koja se koristi RaGUH Y LY D @ M IV IXGIX SEMabhesenénom tipu

stanica je DCFFDA metoda (Kim i Xue, 2020) 2',7-diklorodihidrofluoresceindiacetat

(DCFH-'$ MH QHIOXRUHVFHQWQD ERMD NRMD PRAaH GLIXQGL
unutar stanice hidrolizitapoPRiX VWDQLpQLK HVWHUD]D X SRODUQX |
formu, 227GLNORURGLKLGURIOXRUHVFHLQ '&)+ (Raje®diRiM IRUPL
sur., 2017) U prisuVWY X XQXW D UMW @r@gib pp@roksid&XF-H se oksidira u

izrazito fluorescentnu molekulu 2';diklorofluorescein (DCF) (Slika 7.) pL BED
fluorescenciaPMHUL SRPRUX IOXRULPHWUD SUL YDOQRM GXOMLQ
pri 530 nm za emisiju. Intenzitet fluorescencije proporcionalan je koncentraciji ukupnih ROS

au stanici(Kim i Xue, 2020; Rajneesh i sur., 2017)

N I

s N //L\
J COOH  prodiranje u stanice 0 COOH
Ch A N0 > Cin A~

I-/ v o 7 Vg
~ i i > Celularne esteraze T \[ I
NN TN NN -

AN

o Z AN =
o © HOZ 7 0 OH

DCFH-DA B DCF’H’ 7

< Reaktivne kisikove
(— (o) x vrste (ROS)
\\

Slika7. ) RUPLUDQMH IOXRUHVFHQWQRJ YSRX|BI WR 5 BRIR DD
prema BioQuoChem, 2020).
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Za potrebe ovog radda bi se ispitao antioksidacijsKkpLQDN UD]JOLpLWLK NRC
ekstraNWD GREULpLFH X FUQH PLNURWLWDUVNH SORpH V M
VXVSHQ]J]LMH VWDQLFD SRéaiva@H". SRA@E LQRWtiEfe M H
inkubatoru skontroliranom atmosferom (9% zraka i 5% CQ,) i na temperaturod 37 f &

NDNR EL VH DGDSWLUDOH QD QRYRQDVWDOH XYMHWH 1DV
monosloj, uklonjen je stamedij te su stanice tretirane SR /| RWRSLQD pHWLUL
NRQFHQWUDFLMH H[0WV123) MN28,D0,08R EBEL my Fri™), prethodno
SULSUHPOMHQLK X RGJRYDUDMXiUHP KUDQMLYRP PHGLMX
NRUIRMVW&/'DQLPQRM OISQUNDIOHBSESLVBDIOROYW WRIAOQH MDALFH (
RGJRYDUDMXiUHJ KUDQMLYRJ PHELNMWX it MWABDWIHAPNWD aw
odnosno RPMI X VOXpDMX RVWDOLK NRULatdrnira Kaj@ojeRQLPp QLK
24 h

1DNRQ ]JDYUAHWND WUHWPDQD XNO R QrisktvQ, d/skanic&/ WU R & H
su isprane SR /| 3%6 BXVHDDX MDALFX MH SRWEBDP @QRGRYR SIK
DCFHDA, te VX VWDQLFH LQNXELUDQ Makon ikuDaci¥ rmf@enej f &
intenzitet fluorescencije pri valnoj duljiremisije od 485 nm i valnoj duljini ekscitacije od
530 nm Indukcija slobdG Q L K U D G L N&©dderhd foitnplpd]Q D

[4]
e—FeiZEL"te e E
. . 5 . T (TZETeE
.T—-..O.ZCEfTo%$T<osz_l._i.ceA(2¢_‘"i._._;isolﬁzfqzjf
srr
,VSLWLYDQMH XWMHFDMD HNVWUDNWI@a z&@ RifdanepLFH Q
stanice

.RULAWHQH EDNWHULMVNH NXDWXXHRUBQHGHQ IS UHKER (
GR HNVSRQHQFLMDOQH IDJH UDVWD X RGJRYDuIDsVexdaiLP WHN
bakterijske kulturecentrifugirase na 3000g 10 minuta. Supmatantse odbaci, a talog se
ispere sl mL PBS pufera, resuspendira i ponovo centrifugira. Supernatant se ponovo odbaci,
a dobiveni talog sa stanicamesuspendirae X P/ RGIJRYDUDMXUHJ KUDQMLYR.
1640 ili Hams F- WH VX WDNWRXSSHQHYMIPHSULNODGQH ]D SUR
eksperimentaU PLNURWLWDUVNMDESQRHHQDFLMH &0 retipéhoMH SR

37



pripremljenih suspenzija Cal27, AGS, odnosno GacoVWDQLFD X SRpHWQRM NRC

10° stanicamL™? 1DYHGHQH K X®IDij@ Hzgdjw® € lupnkubatoriksntroliranom

atmosferom (95% zraka i 5% CQ) i na temperaturi od 37f& 1DNRQ IRUPLUD(

VXENRQIOXHQWQRJ PRQRVORMD ediN te RusMrice tritdndO®0N UR & H Q

/ RWRSNQW U NW Du KbRcEHtradjantaHod,025 i 0,075 mgmL™?, koje su

SUHWKRGQR SULSUHPOMHQH X RGJRYDUDMXULP PHGLMLPD
/| RGIJRYDUDMXuUHJ PHGLMD |]D X]JRM EH] HNVWUDNWD

b H 3iDstanice tretime sS R /| RGJRYDUDMXUH EDNWHULMVYE&H VXVSI
Nakon tretmana uklonjen je medij s ekstmaiti bakterijskom suspenzijom, stanicesu
isprane pet puta $ R /| 3%6 SXIHUD 8 VYDNX MDAaLFX MH SRWRP

tne otopie SDSD UD]ULMH yH Qt&hicé sB kkubirane 10 minuta na 3& 1DNRQ
inkubacije, uzorci su dobro resuspirani, tH VX UDYyHQMIPLMNBIRRDDJUVYDNRJ
decimalnog razMHYyHQMD QDFLMHSOMHRBXMH ®& D DRGUIRYHD $RIGOR
inkubirane24 sata na 37f & QDNRQ pHJD pokasls Wdibkijg. PEBRK) &tihezije
EDNWHUL M D otdijas$da-k@ntielu koja nfeLOD WUHWLUDQD V HNVWUDN

premaformuli [5]:

[5]

Ut CETE -
T ftStopfE T kEf '_._‘.'_:,c,,';ef‘ﬁs?rr
. o_o’io(E(GEi

6WDWLVWLPpND REUDGD SRGDWDND

'"RELYHQL UH]XOWDWL REUDYHQL VX NRULAWHQMHP V!
primjeQRP &ODVVLFDO $12&hdliz&/ $ADShheNeW LTpkefAost Hoc testom
usporette. 2GDEUDQD UD]LQ-IY JQ B pBMMRRWWVIEL®D MH SUL pH
NRML SRND]XMH UD]JLQX J]QDpDMQRVWL PDQMX RG VPD
UH]XOWDWL VX SULND]DQL JUDILpPpNL XSRUDERP SURJUDPD G
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4. REZULTATI | RASPRAVA

%LRORaANL XpLQFL DNWLYQLK WYDUL L] HNVWUDNWD
PDNURPROHNXODPD SOD]PLG SKL; 5) '1$ L SURWHLQ C
bakterijamalL. plantarum E. colii S. aureusWH NRQWLQXLUDQLP liWjx®aDQLP VW
S Ry epitela karcinoma jezik&al27, hepatocelularnog karcinoma jetre, HepG2,
DGHQRNDUFLQRPD HSLWHOD aHOXFD $*6 WH DGRQRNDUF
5DVSRQ LVSLWLYDQLK NRQFHQWUDFLMD RGJRYBKhDR MH
GREULpPLFH X RUJDQL]DP SUL pHPX NRGBRYQWUD ELMIS RWX |

dnevnoj dozi.

&LWRWRNVLpPpQL L SUROLIHUDWLYQL XpLQDN HNVWUDI
VWDIQPLP@LQLMDPD R G U g thétoddri| ahtidXsWAINDON Il BOAHDA
metodom, aRaWHUHQMH JHQHWLpPpNRJ PDWHULMDOD NRPHW Wi
LVWUDALYDQMD L PHGLFLQX UDGD X =DJUHEX ©6WDQLFH VX
2 i 24 sata.

,VSLWLYDQMH FLWRWRNYVLp QR4 baki&ijsReGtanicebioVedei® RJ G |
MH SULSUDYRP PLNURUDJUMHyHQMD WUHWLUDQH EDNWHUL
QD SRGOR]L QDNRQ VDWD X]JRMD SUL f&

7THVW DGKH]LMH SURYHGHQ MH LQNXELUDQMHPRP2ZKXPDQL
V HNVWUDNWRP VDW D SRWRP EDNWHULMVNLP VXVSHQ]I
VX PLNURUDJUMHYHQMD WH MH SUHEWRPMIH BN BSHRRDWHD D

*HOQRSURWHNWLYQL XpLQDN QD PRGHOQUWagadpPLG RGU

gelu, a stupanj oksidacije modelnog proteina DNPH metodom.

Dobiveni rezultati prikazani su na Slikama3g.
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2'5( ,9$1-( &,7272.6,y12* 8y,1.% (.675%$.7% '2%5,y,&(

2GUHYLYDQMH FLWRWRNVLPQRJ XpLQNiD hhmaxity UDNW D
VWDQLpPpQLP OLQLMDPD

, VSLWLYDQMH FLWRWRNVLPpQRJI XpLQND RWRSLQD UD]C
(0,0125, 0,025, 0,075 i 0,25 mg ML provedeno je Neutraled metodm (opisanom u
poglaviju 3.2.4)QD NRQWLQXLUDQLP KiaRDCARP, HEPER, QGH (ad O
X YUHPHQX L]JORAHQRVWL VWDQLFD RG L K

'RELYHQL UH]XOWDWL SULND]DQL VX JUDILpNL NDR R
(relativna vijabilnost stanical]UDAaHQD X R @rQiiR ¢ XkorQ@edtradiRma ekstrakta
dobripLF H

Cal27

O 140

= 120

@)
——
—
——o

> 100 I I —ab T

2h
24 h

S
(o))
o
|
—

O T T T 1
0,0125 0,025 0,075 0,25

.RQFHQWUDFLMD HNVWYDNWD GREULE

*. VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]JOLNR-XRGYR VYW QN N RQDWDROID 8D]OLND X RGQ
(p<0,001)b- VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD U D @i NoDox) R & QWKL QW L p Nda H &IBgsDiM QD UD]OL
0,075 mg mi!(p < 0,001)d- VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UDJ@EN@MIX RGQRVX QD PJ P/

Slika8. 3 UHALYOMHQMH I2AMMdkanl2p @irsatd trerhavisD ]800 p LW L P
NRQFHQWUDFLMDPD HNVWUDNWD GREULpLF
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,] JUDILpNRJ Slici BNvllji2o @ Da tijekom 2 sata tretmana Cal27 stanica,
QLWL MHGQD RG LVSLWLYDQLK NRQFHQWUDFLMD HNVWUDN
VWDQLFH OHYyXWLP WLMHNRP VDWD WUHWPDQD VWDQLF
XpLQODN GLALP LVSLWLYDQLP NRQFHQWUDRIANDFDAH LVSILWL
koncentracije (0,075 i 0,25 mg r)inhibirajurast Cal27 stanica.

HepG2
a)
3140
T
2120 b.cd
O
> 100 I . a1 |
- I I l a \ I
T 80— — = . xa
> T 2h
n 24 h
40 +— — . e -
20 +— — . e -
O T T T 1
0,0125 0,025 0,075 0,25
.RQFHQWUDFLMD HNVWYDNWD GREULE

*_VWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UD]OLNRR-X WG YR VY IQiINK § @BEDREOOL S Dy GhL
(p<0,00)b- VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD U D JGLNIDOX) R & QPWKLQWLPNLADPHPDMQD UD]JOL
0,075 mg mL!(p < 0,001)d- VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UDJ@E&BOIX RGQRVX QD PJ P/

Slika9. 3UHALYOMHQMH PO iakph B (2M satd @etrMitaD] B Lp LW L P
NRQFHQWUDFLMDPD HNVWUDNWD GREULpLF

Tijekom 2 sata tretmana HepG2 stanica, vidljivo je kako se porastom koncentracije
VPDQMXMH YLMDELOQRVW V WispifMafaCkonsddtrachd(,26 Mg L QR QD
VWDWLVWLPpNL 1QDpDMQR VPDQMXMH UDVW VWDQLFD 3URG
VDPR SUL QDMQLARM LVSLWLYDQRM NRQGRQW]WDGE RM]IQ BIND/N
SDGD SUHALY OM HKaonhbkebiraijp d&vodd RIY dpdravkda stanicadWR VH RpLW XM
SRYHUDQMX YLMDELOQRVWL X XVSRUHGEL V VDWD WUHWP
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AGS

Q
=
[e2]
o

140
20 T T
1 J ] J

100 +— T T T
i
80 ~—— | I I | 2h

—
—

24 h

SUHALYOMH

60 +— — — — —

0 T T T 1
0,0125 0,025 0,075 0,25

.RQFHQWUDFLMD HNVWYDNWD GREULpPL

*- VWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UD]OLNRR-XVRGYR VW QN NRQMWDRAID §D]OLND X RGQ
(p<0,00);b- VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD U DT@LNIDot) R & @OWKLQWLpNLARBPPDMQD UD]OL
0,075 mg mi* (p < 0,001)d- VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD|@&BOIX RGQRVX QD PJ P/

Slika 10. S3UHALY OMH QM AGS WakoQ P p22 bat®tte@iahdBI]OLp LWL P
NRQFHQWUDFLMDPD HNVWUDNWD GREULpPLF

Iz rezultata prikazanih na Slici 10. vidljivo je da nakon 2 sata tretmana AGS stanica,
HNVWUDNW GREULpLFH GMHOXMH EODJR SUROLIHUDWLYQ
SUHALYOMHQMD X RGQRVX QD NRQWUROX SULPHKIOK&XMH MH

nakon 24 sata tretmana s porastom koncentracije smanjuje vijabilnost stanica.
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Caco?2

o

=

o 140

I

s 120

@)

>-1OO——II—II—II—II—

-

(@

- 80— —— —— —— —

-]

»n 60 +— —— —— —— —
40 +— —— —— —— —
20 +— —— —— —— —
O T T T 1

0,0125 0,025 0,075 0,25

.RQFHQWUDFLMD HNVWYDNWD GREULPp

2h
24 h

Slika1l. SUHALYOMHQMH \bWriakph p QK sQ@d timsdtd D O Ep L W L P
NRQFHQWUDFLMDPD HNVWUDNWD GREULpPLF

Tijekom 2 i 24 sata tretman@aco?2 stanica, ekstrakt u cijelom koncentracijskom
UDVSRQX QH XWMHpH2GBNIGQUHALYOMHQMH &DFR

'RELYHQL UH]XOWDWL X RYRP LVWUDALYDQMXSXIXIMNXD ]LC
NDNR FLWRWRNVLPpQL XpLQDN HNVWUDNWD GREULpPLFH SUY

YUHPHQX L]JORAHQRVWL

(NVWUDNW GREULpPpLFH GMHOXMH FLWRWRNVLPQR QD V\
AHOXFD $*6 SUL YL & laR0,878 QU2 Qowil) Di&kbnved Bata tretmana, dok na
SUHALYOMHQMH VWDQLFD HSLOWHPD XGHLEKDR fpodulechd! HYD &
inkubacije. &LWRWRNVLPpQL XpLQDN HNVWUDNWD GREULpPLFH

antiproliferativnim svojstvima raPDULQVNH NLVHOLQH

NDR QDM]DVWX

HNVWUDNWX 3UHPD LVWUDALYDQMX /XR L VXU XVW
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LQKLELUD SUROLIHUDFLMX KXPDQH VWD QlL5p@pbreohdioMH N D U
s porastom koncentraei (2,5 =* 0 QDNRQ VDWD WUHWPDQD
DQWLNDQFHURJHQRJ GMHORYDQM& naXAPE®XN BIMWNH DNSLR/$MDOR
SURWHLQD &WR SRVOMHGLPQR GRYRGL GR SUpéUDPLUDQ!
druge strane, Chouisur. (20 LVSLWLYDOL VX XpLQDN HNVWUDNWD GRE
QD KXPDQRM VWDQLpPpQRM OLQLML HS LAMel Dar®|xRdkoP D O Q L K
VWDQLPpQRM OLQL M {O)EReEUltdt Jiphove &ikidije pokazali su kako vodeni

ekstrakW GREULpLFH L UXAaPDULQVND NLVHOLQD ]QDpDMQR VP
linije RCC 786 2 SUHALYOMHQMD WHN SUL QDMYL&ARM LVSL
mL? RGQRVQR 0 -GRWI@LFDPD QLMH ]DELONK&BIQ WRN\
VDWL WUHWPDQD awRYLaAH X QMLKRYRM VWXGpMEHRIEMD
UXAaPDULQVND NLVHOLQD X NRPELQLUDQRP WUHWPDQX
FLVSODWLQRP SRMDpDYDMX QMHJRY DQWLSOd&R@ RCUDWLY C
7862 X] XEODADYDQMH QXVSRMDYD SUHPOHDRWPM® OBNK WY
GREULpPpLFH NRUL&AWHQ X SUHWKRGQRP UDGX ELR MH SULSU
OLVWRYD SD MH ]J]ERJ WRJD PRJXUH GD VDpBddddse L GUX.
SURWHNWLYQRP XpLQNX WH GRYRGH GR LQKLELFLMH UL
NRQFHQWUDFLMDPD 8VSRUHYyXMXuL UH]XOWDWH SULMDAaQMwm
]JDNOMXpPpLWL GD VHQ]JLELOQRVW VW D @loFvsti Gténida.MakaOsR Y D Q M F
VYH NRULAWHQH VWDQLFH HSLWHOD RYLVFDRXRLYUD )VOL pk
VSHFLILPQH SURFHVH NRML LP RPRIJXUXMX RGUHYHQX UD]LC

1IDVXSURW WRPH WLMHNRP N Uricé hefre LHep®2) jpdindl Bu R G \
SRND]DOH RVMHWOMLYRVW QD GMHORYDQMH HNVWUDNWD
porastom koncentracieOHYyXWLP SURGXOMHQMHP YUHPHQD LQNXED
sata, dolazi do porasta vijabilnosti stanica neovishkoncentraciji, u usporedbi s tretmanom
2 sata. @oravak HepG2 stanica nakon 4DWD WUHWPDQD PRaH VH SRYH
enzimskih sustava za detoksifikaciju ksenobiotika te visokim regeneracijskim kapacitetom
VWDQLFD 3RVWRML PRJIMIQWRNL QD WXDMHKWDERODGQMRP
PDQMH WRNVLPpQL SRSXWnNRPLLOQMNN H HNLXYGIIOQWNMHH AW R SR
GR VWLPXODFLMH VWDQLpPQRJ UDVWD OHYXWLP &KDR L VXI
tretmana HepG2 stasd etit DFHWDWQRP IUDNFLMRP HNVWUDNWD GRE!L
UDVWD +HS* VWDQLFD X RYLVQRMWULRMNBQRN@WIUQRIVML S
ORJXUL UD]JORJ UD]J]LOD&aHQMD X UH]XOWDWLPD QDYHGHQH
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raziND X RWDSDOX NRUL&A&WHQRP ]D HNVWUDNFLMX 2UJDQV!
NRPSRQHQWL L] ELOMDND X RGQRVX QD YRGdfgratww&® MH VX
djelovanje. NaposdMHWN X Y DiaMHRWMWISGDPSUHSRUXpH@D25Ex@HY QD G
mLY) niMH SRND]DOD WRNYLWMARXGMHOGARBMQMRIULAWHQRM VW

produljene ekspozicije.

&ELWRWRNVLPpQL SUROLIHUDWLYQL KX plar@atu BH ¢oMW UD NW L
S. aureus

Nakon 46minutnog treW PDQD UD]OLpLWLP NRQFHQWUDFLMDPD H
0,025, 0,075i 025 mgmL. EDNWHULMVNH VXVSHQ]JLMH VX QDFLMHS
KUDQMLYH SRGORJH 3RUDVOH NRORQLMH VX L]JEURMDQH
SUH&LY O MH.QWDH ME-D N WD AHQRLNO R FS@RN BV RWRIBND RUK QD NRQW

()]
s 200
© 180 * a b d
s T
= 160
@)
> 140 \
-
© 120 acd 0.0125
5 100 T 0.025
9 80 - \ *,a,b,d 0.075
* b.c *,b,C f_ * * * o 0.25
60 —— -,
b gl e
40 +— ]: — %C]: ’
20 +— — T " —
0 . . .
L. plantarum E. coli S. aureus
.RQFHQWUDFLMD HNVWYDNWD GREUL

*. VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]OLNR-XROGYR VYW IQUN NRQMWDRAIDO §D]OLND X RGQ
(p<0,001)b- VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQBmg BT NIDOX) R & QPOWKLQWLpNL ]QDpDMQD UD]OL
0,075 mg mi!(p < 0,001)d- VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UDJ@kN@MIX RGQRVX QD PJ P/

Slika 12. 3UH ALY O M H Q.Mlaht& D NEWeHiUS. Bueusiakon tretmandd D] Gl p LW L
NRQFHQWUDFLMDPD HNVWUDNWD GREULDpPLF
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Iz rezultata prikazanih na Slici 12. vidljivo je da ekstrakt koncentracije 0,0125 i 0,25
mgmLt® GRYRGL GR VWDWLVWLpPNL ]QD p.plhGaRéuSspadiby LMDE L
s kontrolom, dok pri koncentraci0,075 mg mC' stimulira rast navedene bakterije.
SUHALYOMH QK HolIEIDN AWuUWLLIMD pDMQR MH VPDQMHQR SUL V
NRQFHQWUDFLMDPD X RGQRVX QD NRQWUROX LatgkéiJD SUR
djelovanje prema obgatog@amikroorganizma.

SBROLIHQROQL VSRMHYL RSUHQLWR LPDMX GRND]DQ:
mikroorganizama. Kod patogenih organizama navedeni spojevi prvenstveno dovode do
QbUXabYDQMD LQWHJULWHWD VWDQLpPpQLK PHPERERRQDAWRRL
UH]XOWLUD VPDQMHQLP LOL SRWSXQLP LIRVWDQNRP UDVW
YLUXOHQFLMH $XWRRNVLGLUDMXUL SROLIHQROL WDNRYHU
oksidacijom polifenola nastaje vodikov peroksid koji induciestajanje lomovar DNA te
zbog toga ima baktaridno djelovanj€PiekarskaRadzik i Klewicka, 202Q)

&ELWRWRNVLPpQL XpLQDN HNVWUDRHEWIDI G REdULPIkEH SUHP

PRaH VH GRYHVWL X YH]X V DQWLP Lideling Bd@azBniM ¥R MV W'Y
SUHWKRGQLP VWXGLMDPD $EHGLQL L VXU QDYRGH G|
PHWLO UX&PDULQDW JODYQH DQWLPLNUREQH NHRYPISRQHQW
atrorubens(Lamiaceae) koje dovode do inhibicije ra2&od ukupno 46 ispitanih mikrobnih
vrsta, pri kojima je iS.aureus 1D WHPHOMX GRVWXSQLK SRGDWDND F
otpornost Gram negativnih bakterija prema antimikrobnim spojevima u usporedbi s Gram
pozitivnim bakterijama. Primjerice, ekstraktaP DULQD NRML RELOXMH UXaPDU
LPD VQDAaDQ LQKLELFLMVNL XpLQDN QD UDVW *Ud@P SR]JLWI
Gram negativnih bakterija X N O M X p¢oMi>XSi typhimurium(Alagawany i sur., 2017).
60LPpDQ WUHQG S BkstiaktK Mipgkaliz @darodite Lamiaceae, poput ekstrakta
WLPLMDQD 6 GUXJH VWUDQH HNVWUDNW NDGXOMH RVLP ¢
Gram pozitivnim bakterijama, pokazuje Q KLELFL MYV rem& [GSkatDridgativnim
bakterijamaE. colii S.infantis DOL SUL J]QDpDMQR YLALP GR]DPD 3UHW
WRPH SULVXWQRVW YDQMVNH PHPEUDQH NRMD REDYLMD V
*UDP QHJDWLYQLP EDNWHNLMDPD VAHQHUDOLBDUDPHWDU N
YDXQXORJX X LVSROMDYDQMX DQWLEDNWHULMVNRJ XpLQNLEL
NLVHOLQH MH RWDSDOR NRULAWHQR Whiljdg NrRtBrijgtaN VW U D N
Metanolni HNVWUDNW UXAPDULQD NRML VD&%W&arnosla i BBUQRVLp
UXaPDUINQWMMKLQH GMHOXMH NDR XpLQNRYLWLML DQWLI
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mkrRRUJDQL]DPD X XVSRUHGEL V YRGHQLP HNVWUDNWRP U:
NLVHOLQH $0ODJDZDQ\ L VXU ,] SULOR&@&®@LK SRG]|
DOQWLPLNUREQL SRWHQFLMDO UXAPDULQVNH NLVHOLQH X
mehanizmima djelovanja drugih bioaktivnih spojeva, te varira ovisno o prisustvu drugih
VSRMHYD 6 GUXJH VWUDQH VWLPXODWden@diji Xp/6@ON HNVYV
mL™ na rast bakterij.. plantarum SULND]DQ QD 6OLFL PRAH VH SRYF
XORJRP UXAPDULQVNH NLVHOLQH X SHdR@adaRYMs0r) X QNFLI
2013), MHU SURELRWLpPpNH EDNWH U LiMija pdiferidixh g@jewd. RSio@eR VW P |
VH QD WHPHOMX SUHWKRGQLK VWXGLMD L UH]XOWDWD GRE
aktivni spoHYL L] HNVWUDNW D dGharEabtinfikkdbii X § R QIBrijeX phddgenim
bakterijamaE. coli i S. aureuszboJ pHJD HNVWUDNW LPDkad RpWMod®@FLMDO
NRQJHUYDQV X SUHKUDPEHQRM LQGXVWULML GRMIMH SULP
suprotnog djelovanja pri jako malim razlikama u piMHQMHQLP GR]DPD &awWR
inhibitornog djelovanja naSURELRWLpNH EDNWHULMH PRaH UH]XOWL
PLNURIORUH WH SRVOMHGLPpQR GRYHVWL GR SRUHPHUDMD ¢

3522.6,'$&,-6., $17,2.6,'$&,-6., 8y,1$. (.675%$.7$ '2%5,y,&(

2GUHYLYDQMH DQWMRHNW DGRV WVYDRW DNDGREULPpLFH QL
DOEXPLQX L] JRYHYyHJ VHUXPD

$QWLRNVLGDFLMVNL NDSDFLWHW UD]JOLPpLWLK NRQFHQ
PRGHOQRP SURWHLQX DOEXPLQX L] JRYHYHJ VHUXPD SUL
poglavlju 3.2.2.)Dobiveni rezultati prikazani su kao ovisnost postotka oksidacije proteina (u

odnosu na negativnu kontrolu) o koncentraciji ekstrakta.
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a, cd
120 a,c,d T
* b * b

2100 I I * b
.g I
3 80
R
o 60
S

40

20

0 T T T T

0,0125 0,025 0,075 0,25 K
.RQFHQWUDFLMD HNVW‘E]DNWD GRE

* . VWDWLVWLPNL ]QD p D NEBvnu KdhEoluld (< & @Y R-AKWODVLVWLPNL ]QDuDMQD UD]OLN
0,0125 mg mt! (p < 0,001)b- VWDWLVWLpNL ]QDpDMQD UD]OL(NP 0X0B 6 QRWR WD/ WLpNRJ F
]QDpDMQD UD]JOLND X RGQ@RUM0IPD VWDWILWPWLPNL ]QDpDMQD UDJIQLND X RGQRYV
0,001)

Slika13 8pLQDN HNVWUDNWD GREULPpLFH QD RNVLGDT

(NVWUDNW GREULpPpLFH X VYLP LVSLWLYDQLP NRQFHQWL
mL™, XJURNXMH VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQR VPDQMHQMH SRVYV
pozitivnu kontrolu. Mvedene @&ncentracije ekstrakta pokazuju blago antioksidacijsko
GMHORWRQMH RPLWXMH Xa\oRsiariié hiQthing LSdriNosl MY negativnu
kontrolu, dok jeblagi prooksidacijskiXpLQDN HNVWUDNWD XRpHQ SUL NRQF
SUHSRUXphbRARM(O®ZBEHNY mE  (NVWUDNW SRND]XMH GR]QL RGJ
postotak oksidacije proteina smanjuje porastom koncentracije ekstrakta. U prilog tome idu i
UH]XOWDWL QHGDYQH VWXGLMH 2X L VXU NRML QDY
BSA SURWHLQD WDNRYHU LQKLELUD QDVWDMDQMH SURWH
koncentracije (6,25t J PY UDVWH L LQKLELFLM \proektzdHIGGRYDQMH
UXAPDUINQWMMKDOLQH RG RNVLGDFLMVNLK RAWHWN®MD SUR
eNVSHULPHQWLPD )DUU L VXU SRND]DOL VKkgGD UXaPD
PLAHYLPD VUHGQMH GREL GRYRGL GR UHGXNFLMH SURWHL
NRULVQLK XpLQDND NRML SREROM&DYDMX XpHQMH L SDPUH
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4.2.2. Prooksidacy NL DQWLRNVLGDFURNWID PR BWDIN HNY QD NRQWL
V W D QIlnfjania P

,VSLWLYDQMH DQWLRNVLGDFLMVNRJ XpLQND HNVWUD
(0,0125 +0,25 mg mLY) provedeno je DCFHDA metodom(opisanom u poglavlju 3.2.50a
NRQWLQXLUDQLP KXPDQLP VWDQLpPQLP OLDuM2Rdu &DO
LIORAHQRVWL VWDQLFD RG L VDWD ,QGXNFLMD VORE
YULMHGQRVWL LQWHQ]JLWHWD IOXRUHVFHQeénavstach]PMHUH
RGUHYHQ R JedlnmeXotdid, udhbsu na kontrolub H] XOWDWL VX SULND]DQL
RYLVQRVW LQGXNFLMH VORERGQLK UDGLNDOD R NRQFHQWL

Cal27

N

=
©
'_

=
o

P
N
—H

=
N

1. & I I,c,d 2h
24 h

,QGXNFLMD VORERGQLK
omjer u odnosu na kontrolu)
o o o

N NN (o)) (o] =

o

o

0,0125 0,025 0,075 0,25
.RQFHQWUDFLMD HNVWYDNWD GREUL

*- VWDWLVWLDPNL ]QDpDMQD UD]OLN;&-%takst Q RV X QDb NNRQIV URDPXLND X' RGQRVX QI
(p<0,000b- VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UDTQLNIDOX) R GDWKLQWLPpNLADPPDMQD UD]OL
0,075 mg m* (p < 0,001)d- VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQ Mgund}@ £ B,01X RGQRVX QD

Slika 14.Indukcija slobodnih radikal& WD QLPpQH OLQLMH &DO QDNRQ WU
UD]J]OLpLWLP NRQFHQWUDFLMDPD HNVWUDNWD
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Nakon 2 sata tretmana Cal27 stanica ne dolazi do indukcije slobodnih radikala, dok
ekstrakt koncemacije 0,025 mg mt pokazuje blago antioksidativno djelovanje.
SURGXOMHQMHP WUHWPDQD &DO VWDQLFD QD VDWD
ekstrakta (0,0125 i 0,025 mg m)dolazi do indukcije antioksidacijskih sustava, dok kod
YL&ALK N Rij@ RG0@NMWERE mg mt) ekstrakt djeluje kao prooksidans. Ekstrakt
pokazuje dozni odgovor nakon 24 sataHWPDQD &DO VWDgptastbn SUL p
NRQFHQWUDFLMH HNVWUDNWD UDVWH L NROLpLQD VORERG

HepG2

* a b, c

1,2 . I T | ‘ 1
1 I —

08 +— — — — —

2h
06— — — — ——  w24n

,QGXNFLMD VORERGQLK
omjer u odnosu na kontrolu)

O T T T 1
0,0125 0,025 0,075 0,25

.RQFHQWUDFLMD HNVWYDNWD GREUL

*. VWDWLVWLpNL ]QimpuDrisl RoBrroliif © 0,00m-XV W DWLVWLpNL ]QDpDMQD UDJOLND X RGQ
(p<0,001)b- VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD U D JQiNIDnox) R & @OWKLQWLpNLARBPPDMQD UD]OL
0,075 mg mi! (p < 0,001)d-statLVWLPpNL ]QDpDMQD UDJOLN@ 0,600QRVX QD PJ P/

Slika 15.Indukcija slobodnih radikal& WD QLpQH OLQLMH +HS* QDNRQ WU
UD]JOLpLWLP NRQFHQWUDFLMDPD HNVWUDNWD

TLMHNRP VDWD WUHWPDQD +HS* \fradie QekdtrBktaV S RY H
S RY H @& Yiboksidativno djelovanje, dok nakon 24tssdéretmana HepG2 ne dolazi do
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nastajanjaslobodnih radikalaL]X]HY QDMQLA&H LVSLWLYDQH NRo@RFHQWUD
SRND]XMH VWDWLVWLPNL ]QDpDstiDako8ttdbR RNVLGDWLYQL XpLC

AG

0)]

P
o N

=

— |
—

e

2h
24 h

o L
o oo P N b~ O
1 1 1

'—

o

o

o

l_
1 %
QD
'—
—— *
QD

o o
~

o
N
1

,QGXNFLMD VORERGQLK 1
omjer u odnosu na kontrolu)

o

0,0125 0,025 0,075 0,25
.RQFHQWUDFLMD HNVWYDNWD GREUL

*- VWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UD]OLNRR-XVROGYR VYW QN NRQMWDRAID §D]OLND X RGQ
(p<0,001)b- VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD U D JQGNID0OX) R & QROWKL Q@ W raNikaR HAB¢sD na
0,075 mg mt!(p < 0,001)d- VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UDJ@EN@IX RGQRVX QD PJ P/

Slika 16.Indukcija sldodnih radikalaVWDQLpQH OLQLMH $*6 QDNRQ WUH\
UD]J]OLpLWLP NRQFHQWUDFLMDPD HNVWUDNWD

Nakon 2 i 24 sata tretmana AGS stanica s porastom koncentrisijakta raste i
prooksidacijskadjelovanje. Ekstrakt pokazuje dozni odgovor tijekom oba vremena tretmana
$*6 VWDQLFD OHYyXWLP SURGXOMHQMHP LQNXED#HIMH $*6 \
UDGLNDOD MH ]QDpDMQR QLAD SUL VYLP LVSLWLYDQLP NRC
L] pHJD SURL]OD]L GD WLMHNRP GXOMH L]JORAHQRVWL HNV\

sustava u AGS stanicama.
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Caco?2

0,8 +—

,QGXNFLMD VORERGQLK 1
omjer u odnosu na kontrolu)

,a,b,c 2h

24 h

— %

0,0125

0,025

0,075

.RQFHQWUDFLMD HNVWYDNWD GREUL

0,25

* - VWDWLVW Lraaika J QdbdsD M@ddtrolu (p < 0,002 VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]JOLND X RGQ
(p<0,001)b- VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD U D J@LNIDot) R & @POWKLQWLpNLARBPPDMQD UD]OL
0,075 mg mt!(p < 0,00);d- VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UDJ@EN@MIX RGQRVX QD PJ P/

Slika 17.Indukcija slobodnih radikala/ W D Q L p Q H-2nkakph tetinatadFi R4 sata
UD]J]OLpLWLP NRQFHQWUDFLMDPD HNVWUDNWD

Na Slici 17. vidljivo je da nakon 2 sata treina Cace€ stanica dolazi do indukcije

slobodnih radikala pri koncentracijama ekstrakta 0,025 i 0,075 mfj duk se nakon 24 sata
tretmana Cac@ stanicaSRUDVWRP NRQFHQWUDFLMH HNVWUDNWD VPL
bHPX QDMYL&D L Wi&dtijw (025 ;p mROKare VQDAQR DQWLRNVLGI

djelovanje.

1D WHPHOMX GRELYHK)LKHUHXOMWXYWDR LRRARG RGUHY
FLWRWRNVLPQRJ XpLQND DQWLRNVLGDFLMVNL SRWHQFLMD
stanica. Pradjenimizlaganjem HepG2, AGS i Ca&bstanica ekstraktu od 24 sata smanjuje
VH SURRNVLGDFLMVNL XpLQDN HNVWUDNWD X XVSRUHGEL
UDVWH SUL YLALP NRQFHQWUDFLMDPD RG SUHSRUXpHQH
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djelovanje ekstrakt pokazuje pri maksimalnoj testiranoj koncentraciji (0,25 mt) tijekom

24 sata tretmana Ca@stanica, dok ista koncentracija ekstraktgpoduljenom djelovanju u

Cal27 VWDQLFDPD ]J]QDpDMQR VWLP XOL U D NSstapije] 816ba&iGiM X VOR
radikala u direktnoj je vezi sa smanjenjem vijabilnosti stanica Cal27 i HepG2, dok kod AGS i
Caco VWDQLFD WD RYLVQRVW QLMH XWYUyYyHQD

Prekomjerna proizvodnja RG&u stanicama dovodi do promjena redoks potencijala,
4WR PRA&H UHVKODWUD@IP RRAWHUIHQMLPD VWDQLpPQLK PDNI
RNVLGDWLYQL VWUHY SRYH]DQ V UDNRP L GUXJBRUNURQLDp
uglavhom fokusiranaQD DQWLRNVLGDWLYQD VYRMVWYD ELOMQLK
antioksidansimogu imati i prooksidativni karakter, koji uvelike ovisi o pH, prisustvu
SULMHOD]QLK PHWDOD NHOLUDMXuURM VSRVREQRVWL WH V
PHGLMX UH]XOWLUD QMLKRYRP DXWRRNYVLGEabithM&IP L SRYH
2011)

9DAQX XORJX X RGUADYDQMX VWDQLpPQRJ UHGRNV VWD\
X VWDQLFL SRVWRML X UHGXFLUDQRP *6+ L RNWeGLUDQR
UD]JLQH *6+ X VW®fQKidr ka Su2dijeXjp DiQidativnog stresaW R SRGUD]XPLMF
WUDQVDNWLYDFLMX JHQD NRML NRGLUDMX HQ]JLPH D V
detoksifikacijskog sustava. Polifenoli s antioksidacijskim svojstvima sudjeluju u regulaciji
ekspresieJHQD NRML NRGLUDMX ]D SURWHLGXHW B MWQRQR K DH QHN XMF
HQJLRIOXWDPLO FLVWHLQ VLQWHWD]X ,DNR WRpPpDQ PHKDC(
SURRNVLGLUDMXuL NDUDNWHU SROLIHQROD RGQRVQR 5
SRVOMHGLPQR VPDQMXMX UD]LQ #ktivaciu téadéRipdileHgevid BiDO VW
kodiraju za -glutamil cistein sintetazu. Zaprayo SROLIHQROL SUL QLALP NRQ
SURL]YRGH QLa&H UD]L@HXHJURRNHQRIUL 526DJL RNVLGDWLYQL
VWDQLFL ]D VLQWH]X *6+ htioBsRiaciskib @ehamsimaLkek R/ ¢ bD
SRUHPHWLOD VWD @hatiddD st R PHBVBWBFRUHYXMXiL QDYHGHQH
rezultatima u ovom radu za CacoVWDQLFH PR&H VH ]DNOMXpLWL GD MH
nastala autooksidacijom polifenolnihSRMHYD L] HNVWUMNMWMRE bGREULpPLF
RNVLGDWLYQL VWUHV X VWDQLFDPD NRML MH SRVOMHGL
VXVWDYD jgENRmahienR palzie XRO& nakon 24 sata tretmana proporcionalno s
porastom koncentracije eKdtDNWD &aWRYLAH HNVWUDNW QDMYLAH LVS
VQDAQR DQWLRNVLGDWLYQR GMHORYDQMH QDNR® VDWL
VWDQLFD QLMH VH SURPLMHQLOD WLMHNRP VDWD WUHW
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uzrokovalkL R&EWHIHQMD VWDQLpPpQLK NRPSRQHQWL YHU VX LQG.
antioksidacijski obrambeni sustav.

Kod HepG2 i Cal27stanica nastajanje slobodnih radikala u direktnoj je vezi s
SUHALYOMHQMHP VWDQLFD L] pHBid&IijpR laktydl lspdjelda 26 QD V
HNVWUDNWD GREULpPLFH LJUDMX YDAaQX XORJX X RAWHUHC
VWDQLpQH VPUWL RGQRVQR GD VX RGJRYRUQL ]D FLWRWR
AGS stanica indukcija slobodnih radikaRYLVQD MH R NRQFHQWUDFLML HN
SRUDVWRP NRQFHQWUDF badthjatjieVOWR ER S QY DK SRIYGILI®YODL OHY
slobodnih radikala je manja tijekom 24 sata inkubacije nego nakon 2 sata. Iz toga proizlazi da
slobodni radikalinduciraju antioksidacijske mehanizme stanice, ali je taj kapacitet oslabljen s
SRUDVWRP NRQFHQWUDFLMH HNVWUDNWD awR VH UHIOH
SURGXOMHQRJ WUHWPDQD RGQRVQR SURRNVLGDFLMVNL N
konFHQWUDFLMH 'RELYHQL UH]XOWDW PRAaH VH REMDVQLW
SRYLAHQX NRQFBDQXVBDBDRIRWX 532B QRUPDOQH DOL VX RVMHW

UDY QRAWHRA RKRVErEti UD]J]OLPpLWH VLIQDOH SXWHYH (ReR2éddi GRYRG
Chandel, 2017)

Postoji mali brojin vivo VW XGLMD NRMH GRND]XMX SURRNVLGD
IDSURWLY DQWLRNVLGDFLMVNR GMHO RMYBRoQWN U N & MYUIONAL
7TLMHNRP LVSLWLYDQMD DNXWRUYDIO @b EPINDPWIGIK) WV RN V MpLDOR
AWDNRULPD &KXQJ L VXU XVWDQRYLOL VX GD HNV
superoksidlGLVPXWD]H 62' X VUpDQRP DOL QH L X PRAGDQRP V
se aktivnost drugih antioksidacijskénzima (katalaza (CAT) i glutation peroksidaza (GPx))

QLMH JQDpDWHXR.GBRP RGQRVX QD NRQWUROQX VNXSLQX
prethodne studije, vidljivo je da aktivnost antioksidacijskih mehanizama prvenstveno ovisi o

YUVWL WNLYDDAWRUREMPLEAYPWM DX QDVWDMDQMX VORERGQLK
tijekom 24satnog izlaganja.
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43. *(1272.6,y1, , 3527(.7,91, 8y,1$. (.675%.7% BWA,y,&
02'(/12- '1$ , 67$1,y120 *(1(7,yMATERIJALU

4.3.1.Antioksidacijski XpLQDN HN VW pDANWOQDGREGHOQL SOD]PLG SKL;

,VSLWLYDQMH SRWHQFLMDOQRJ JHQRSURWHNWLYQRJ
koncentracija 0,0125:0,25 mg mL* provedeno je na plazmidu pti74 RF1 DNA. Osim
GMHORYDQMX HNVWUDNWD \&duhidraksiniMddikalaRoji §OrRstdliQ L G M
GMHORYDQMHP 84D,] NdkprHrétividda Qrbvetlena je agarozna elektroforeza te su
dobivene vrpce vizualiziran bojanjem gela wtopini etidij bromida (Slika 18.). Ukoliko
QDVWXSL RaWH uUH Q NeHja 'Kbfor8a0iD jPdu@erfalijene forme u relaksiranu,

]JERJ pHIJD SRVOMHGLpPQR SXWXMH VSRULMH X JHOX

0,0125 0.025

K1 #negativna kontrola; KXNRQWUROD V 89 }kébtjold QHOK R4 tpozitivha kontrola; 0,0125, 0,025, 0,075
i 0,25 +koncentracije eksttd W D L] U D & HEkbijinXa jE trefitdn plazmid phiX174 RF1 DNA

Slika 18. 3SURWHN W L Ys@/lU X pl Wgera prditd phiX174 RF1 DNA.

Iz rezultata prikazanih na Slici 18. vidljivo je da se u kontrolama K1, K2 i K3 glavnina
plazmida nalazi u supéDYLMHQRM NRQIRUPDFRQWPD HMVWR WIH pRHA. W Q WH
vrpce superzavijenog plazmida u usporedbi s relaksiranim. Nasuprot tome, u pozitivnoj
NRQWUROL . ]DVWXSOMHQLMD MH UHODNVLUDQD IRUPD S
superzavielX NRQIRUPDFLMX 1D WHPHOMX GRELYHQLK UH]XOWI
SOD]PLGD VDPR 89 JUBbIPOIMXRIYRIG VIIGARR]|®DpDMQLK RAWH i H
RG VLQHUJLVWLpPpNRJIJ GMHDWRR DUH RORWLDJ 5 SSIX R HRBVIL P V L J
IRUPH 6YL X]JRUFL WUHWLUDQL HNVWUDNWRP GREULpPLFH V
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SRILWLYQX NRQWUROX L] pHJD SURL]OD]L GD DNWLYQL \
RGUHYHQRM PMHUL LPDMX SURWHNWLYQL Xpeéra N SUHP
8VSRUHGERP GMHORYDQMD UD]OLpLWLK NRQFHQWUDFLMD
primlMHWLWL NDNR VH SRUDVWRP NRQFHQWUDFLMH SRYHUDY

2GUHYLYDQMH VWXSQMD RAWHUHQMD ukéntXithRiN RY D Q L K
KXPDQLP VWDQLpPQLP OLQLMDPD

,VSLWLYDQMH XpLQND UD]JOLPpLWLK NRQEIBOYMIPFLMD HI
na DNA provedeno je komet testofopisanm u poglaviju 3.2.1.2.)ha kontinuiranim
KXPDQLP VWDQLpPQLP OLQLM®CeRD &DYWUHP#HBX LIFBAHQRVWL
i 24 sata. Mjerenja su provedena primjenom programa za analizuCsliket Assay |l pri
pbHPX VX NDR SDUDPHWUL ]|D SURFMHQX RaAWHUHQMD NRULA&\
repuyy L UHSQL PRPHQWXAaXBPMPRBEDN LQWHQ]JLWHWD UHSD 8 V
dobivenih rezultata, podaci su normalizirani prirodnim logaritmom. Rezultati su prikazani
JUDILPNL NDR RYLVQRVW GXALQH UHSD IlcénitaeijiekétiakkhW D U H S
GREULpPLFH
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Cal27

DuZina repa [pm |

Koncentracija ekstrakta dobrifice [mg mL1]

*. VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UR) @ kNDOXaR GW R WX \QDL NRIQ WOIRW®M QD UD]JOLND X R
mL™ (p < 0,001)b- VWDWLVWLPNL ]QDPpDMQD UD]OC [p\DD,001RG @ RADXV QDWW L p KR J P pDM QD
odnosu na 0,075 mg rifl(p < 0,001)d- VWDWLVWLpNL ]QDpDMQD UDJ@EkN@MIX RGQRVX QD PJ P

Slika19. 8pLQDN HNVWUDNWD GREULpLFH QD SURPMHQX GX.

Iz rezultata prikazanih na Slici 19. vidljivo je da nakonaBasretmana Cal27 stanica
MHGLQR NRQFHQWUDFLMD HNVWUDNWD NRMD RGJRYDUD GC
LID]JLYD ]QDpDMQR SRYHUDQMH GXALQH UHSD X RGQRVX OQl
WUHWPDQD VDWD VWDQLFD & DQ@D p DAVKER QD FU MDD B NPR ®IF

rasponu.
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=]

Intenzitet repa % DN A

re)

Koncentracija ekstrakta dobricice [mg mL-!]

Slika20. 8pLQDN HNVWUDNWD GREULpLFH QD SURPMHQX LQW

Na temelju vrijednosti intenziteta repa prikazanih na Slici 20. vidljivo je da nakon 2 i
24 sata tretmana Cal27 staniaHPD ]QDpDMQLK SURPMHQD Xivnil$ X RG
NRQWUROX %ODJR SR$ HNIRIQ M HQ ISMRN W} @ DVA\DIet@ jedinB BrdaH VH S
koncentraciji 0,075 mg mt.nakon 2 sata tretmana Cal27 stanica, ali nakon 24 sata tretmana
intenzitet repa u needenom uzorku se podosta smanjuje.
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Fepni moment

Koncentracija ekstrakta dobritice [mg mL"!]

Slika21l. 8pLQ DN HNVWU RNhenG RENDY Mdnfekta @ Ealkstanicama.

Rezultati prikazani na Slici 21. prikazuju kako nakon 2 i 24 sata tretmana stanica
&DO QH GROD]L GR ]QDpDMQ HuKi¢RmR kbhtentiadjmBrQasgorRIR P HQ W
%ODJIJWHRHQMH JHQHWL pdhe&sd ra Rikige Uspik/Bn® Mzoxke i negativnu
NRQWUROX SULPMHUXMH VH MHG LHRkd 2 Isatd RefnfaHaQCAI2YD F L M L
stanica, koje se smanjuje s produljenjer@wena inkubacije.
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HepG2

DuZina repa [pm |

Koncentracija ekstrakta dobritice [mg mL1]

*. VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UR) @ kNDOIXaR GW R WX \QDL NRIQ WQIRW®M QD UD]JOLND X R
mL™ (p < 0,001)b- VWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UD]O [p\DD,001RG YRIYW LYV LpNLPIQPHDMQD U
odnosu na 0,075 mg rifi(p < 0,001)d- VWDWLVWLpNL ]QDpDMQD UDJ@EkN@MIX RGQRVX QD PJ P

Slika22. 8pLQDN HNVWUDNWD GREULPLFH QD SURPMHQX GX:¢

Iz rezultata prikazanih na Slici 22idijivo je kako se nakon 2 sata tretmana HepG2
VWDQLFD GXALQD UHSD QH PLMHQMD ]QDpDMQR X RGQRVX
UDVSRQX GRN VH QDNRQ vVDWD WUHWPDQD +HS* VWD
SRYHUDQMH G XAaL Q Kpitiver®jixoScenitraijn(0/28 g Ry
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"a

Intenzitet repa [%5 DNA]

,025 0,075 0,25 K

Koncentracija ekstrakta dobritice [mg mL]

Slika23.8pLQDN HNVWUDNWD GREULpPpLFH QD SURPMHQX LQW

Zarazlku odYULMHGQRVWL GRELYHQLK ]D GXAaLQX UHSD Q
vrijednost intenziteta repa ne mijenfQ DpDMQR QDNRQ WUHWPDQD L Vv

%ODJR DOL QH ]QDpDMQR SRYHUDQMH '1$ PRAH VH XRpL
koncentraciji 0,075 mg mt.
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dh

Fepni m om ent

Koncentracija ekstrakta dobrifice [mg mL1]

Slika24. 8pLQDN HNVWUDNWD GREULpLFH QD SURPMHQX UHSC
ANR X]PHPR X RE]JLU GXaLQX UHSD L '1$ NRMD MH PLJU
YLGOMLYR MH GD QDNRQ VDWD WUHWPDQD +HS* VWDQ

PDWHULMDOD GRN VH QDNRQ SURGXOMHQH LQNette DFLMH
kako ekstrakt pri koncentracijama 0,025 i 0,075 mg'mM{]URNXMH EOD&D RAWHUHQNMN
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AGS

*. VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UR) @ kNDOXaR GW R WX \QDL NRIQ WOIRW®M QD UD]JOLND X R
mL™ (p < 0,001) b - statisipNL ]QDpDMQD UD]OLND X RBEQRICKcQVYWDWIPUWR/HPNL ]QDpDMQD
odnosu na 0,075 mg rifl(p < 0,001)d- VWDWLVWLpNL ]QDpDMQD UDJ@EkN@MIX RGQRVX QD PJ P

Slika25.8pLQDN HNVWUDNWD G R Ed&regaluFAGSGt@aniathR PMHQ X G X

SUHPD UH]J]XOWDWLPD SULND]DQLPD QD 60OLFL PRaH
WUHWPDQD $*6 VWDQLFD GXaLQD UHSD VWDWLVWLpPpNL ]
koncentracijama ekstrakta u odnosu na kontrolu, izuzev koncéat®e@25 mg mL. Duljim
WUHWPDQRP VWDQLFD RG VDWD MHGLQR SUL QPMQLARWN
GROD]L GR VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQRJ VPDQMHQMD GXA&LQH
NRQFHQWUDFLMDPD QLVX é@PLMHUHQH ]QDWQLMH SURPM
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*. VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UR) @ kNDOXaR GW R WX \QDL NRIQ WOIRW@®M QD UD]JOLND X R
mL™ (p < 0,001)b- VWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UD]O3 [ph\DD,001RG @ RADXV QWW LPp NP J PBpDMQD
odnosu na 0,075 mg rifi(p < 0,001)d- VWDWLVWLpNL ]QDpDMQD UDJ@kN@MIX RGQRVX QD PJ P

Slika26. 8pLQDN HNVWUDNWD GREULpLFH QD SURPMHQX LQW

,] JUDILpPNRJ SULND]D QD 6OLFL 2Psata tetmahaXASBL WL G|
VWDQLFD '1$ VWDWLVWLPpNL J]QDpDMQR SRYHUDQ MHGLQI

ekstrakta (0,25 mg mt), koji se smanjuje produljenjem vremena inkubacije stanica na 24
sata.
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*. VWDWLVWLPNL ]QDpDM Q DolWw(R)] @ kN,DOXaR GW R WX \QIDL PRIQWIADpDMQD UDJOLND X R
mL™ (p < 0,001)b- VWDWLVWLPNL ]QDPpDMQD UD]O3 [p\DD,001RG @ RADXV QWW LPNIPJ@PIpDMQD
odnosu na 0,075 mg rifl(p < 0,001)d- VWDW LB WLMRD J@D]OLND X R &(@RM001R D PJ P/

Slika27.8pLQDN HNVWUDNWD GREULpPpLFH QD SURPMHQX UHS

7TLMHNRP WUHWPDQD VDWD $*6 VWDQLFD VWDWLVWL
repnog momenta uzorka tretiranog koncegifpen ekstrakta 0,25 mg mt, a nakon 24 sata
tretmana dolazi do smanjenja te vrijednosti (Slika 27aWR MH X VNODGX V YU

dobivenim za intenzitet repa.
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Caco?2

*. VWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UR) @ kNDOIXaR GW R WX \QIDL NIRIQ WQUIRW®M QD UD]JOLND X R
mL™ (p < 0,001)b- VWDWLVWLPNL ]QDpDMQD UD]O3 [ph\DD,001RG @ RADXV QWW LPp NP J@PBpDMQD
odnosu na 0,075 mg rifi(p < 0,001)d- VWDWLVWLpPNL ]Q D p BRI @ k Na1X RGQRV X

Slika28. 8pLQDN HNVWUDNWD GREULpPLFH-DIanBahRPMHQX G X ¢

Prema rezultatima prikazanima na Slici 28., vidljivo je da tijekom 2 i 24 sata tretmana
Cacc VWDQLFD QH GRIODQID [GIRMQW KB VBANWMHEH B BSD X RGQRVX Q!
OHYyXWLP QDNRQ VDWDNWDWHWDDQID &M RVWL QD NRMX
IUDJPHQWL '1$ |QDpDMQR VH UD]JOLNXMX PHYyX LVSLWLYDQL
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Slika29. 8pLQDN HNVWUDNWD GREUL jpdpk bl CQo2 stadiecamd HQ X LQW

1D 60LFL PRAH VH XRPLWL NDNR S2K#ibbHGPD LQWH
VWDWLVWLPNL ]QDpDMQD QDNRQ VDWD WUHWPDBHD GRN
SRYHUDYD '1$ DOL QH ]QDpDMQR MBIBQQ&ERK XYBUWX YV

koncentracijom (0,0125 mg rii.
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*. VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UR) @ kNDOXaR GW R WX \QIDL NRIQ WOIRW@M QD UD]JOLND X R
mL™ (p < 0,001)b- VWDWLVWLPNL ]QDPpDMQD UD]OC [p\DD,001RG @ RADXV QWW LPNIPJ@PIpDMQD
odnosu na 0,075 mg rifl(p < 0,001)d- VWDWLVWLpNL ]QDpDMQD UDJ@EkN@IX RGQRVX QD PJ P

Slika30.8pLQDN HNVWUDNWD GREULpPLFH QD2StdricBrivaH Q X UH S C

U skladu s wjednostima intenziteta repa, na Slici 30. vidljivo je kagkstrakt
GREULpLFH SUL VYLP LVSLWLYDQLP NRQFHQ@WHHMt&a bdMDPD W
RaAWHUXMH '1$ GRN SURGXOMHQMHP YUHPHQD WUHWLUDQM
0,0125mgmL* GRYRGL GR ]QDpDMQHN RENRHIUPRWBULMDOD

,] SULOR&HQLK UH]XOWDWD S UPLREIM D/GIL K VQADD @@ IYN.BVRLDN [
SURGXOMHQRJ YUHPHQD LQNXEDFLMH VWDQLFD RG VDV
XpLQDN RG NRINVREADFHWIMWYMD '1$ X VYLP LVSLWLYDG2ZP VWDQ
VWDQLED NRG NRMLK MH XRpHQR JHQRWRNVLPQR GMHORY
0,0125 mg m! 8 XVSRUHGEL V SUHOLPLQDUQLP LVSLWLYDQME
modehoj DNA kojm MH SRND]JDQR GD VH SURWHNWLYQL XpLQI
NRQFHQWUDFLMH HNVWUDNWD LVSLWLYDQMHP LVWRJ XplL
RYLVQRVW QLMH XWYUVyHQD 3RUHG WRJD VPDQMHQMH YL
viemenaLQNXEDFLMH &DO L $*6 VWDQLFD GRYRGL GR ]DNOM)
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GREULpPLFH RVLP @aWR SUXA&DMX ]DAWLWX RG RAWHUHQMD
SRSUDYNX "1$ 2VLP DQWLPLNUREQRJ XpLQND Q@bDHGHQH
VH X YHOLNRM PMHUL SULS ULV L VIXAB OILLMYMRRM N YRIDW
XpLQND SROLIHQROQLK VSRMHYD QD PRGHOX VWDQLFD PLA&
GD UXAPDULQVND NLVHOLQD VXGM Ha Kdmdvaxu BIRAS e Bartdj X RNV L
QDpLQ aWLWL JHQHWLPpNL PDWHULMDO RG RNVLGDFLMVNL
JHQRSURWHNWLYQRJ XpLQND V YLMDELOQRVWL VWDQLFD
HNVWUDNWD QDVWDMH NdeRa 3iRipidDiM kb@poRdhti émbrata] D S
JHQHWLpNRJ PDWHULMDOD OHYyXWLP GD EL VH WR GRND]D(

87-(&$- (.675%$.7$ '2%5,y,&( 1$ 3520-(18 $'+(=,-( %$.7(5,-$
HUMANE STANICE

Za ispitivanje utjecaja ekstrakta doprtFH QD SURPMHQX DGKH]LMH
NRQWLQXLUDQH KXPDQH VWD Q2R,[nQaldra®e. sQ triNdaktetijpk® kultue* 6 L &C
L. plantarum E. colii S.aureus 2GDEUDQH VWDQLPpQH OLQLMH LQNXELL
GREULpPLFH NRQHFR B Q9! Mpbdtom bakterijskom suspenzijom u trajanju
RG PLQXWD 1DNRQ WUHWPDQD EDNWHULMH VX QDFLMH:
3RUDVOH NRORQLMH VX LIJEURMDQH D SRVWRWD&NuDGKH]LI

odnosu na komolu.

Tablica 4. Postotak adhezije bakterija. plantarum E. coli i S. aureusna kontinuirane
KXPDQH VWDQLPpQH OLQ2ZMH &DO $*6 L &DFR

Koncentracija % adhezije bakterija
HNVWUDNWD L. plantarum
[mg mL~]
.~ calr | 0025 | “ “ -
0,075 “ “ “ [
AGS 0,025 e ’ ’
0,075 ©oP
Caco-2 0,025 . e e
0,075 “ ° ©oP

S. aureus

*. VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD]JOLND-X\RBWRVW LpIN IN RQIMpDRIAD SDTHLND X RGQF
<0,001)c- VWDWLVWLPNL ]Q DuDMDPLE il <NIDOX) R G Q
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S3RIQDWR MH GD PQRJL SURL]JYRGL ELOMQRJ SRULMHN
SULKYDUDQMH NOLQLpPpNLK SDWRJHQD D WYDUL NRMH VX
DGKH]LMX SRAHOMQD VX D Q WhLvtrb StubifeEh@vibdev/da IduGpsliiiévobi O QR J |
spojevi, glavne antimikrobne komponente brojnih biljnih ekstrakata, koje dovode do
SURPMHQH DGKH]LMVNLK VYRMVWDYD SDWRJHQLK EDNWHU
ELRILOPD LOL NRORQL]DE@LK X RUDWHRQUAKL § W B@REtBnjepLPH V't
UD]JOLPLWLK VWDQLpPpQLK S WtRdstHbdderiR(@dkargvddd Q4uk, 2@1)Y LU X O H
SUHPD WUHQXWQLP VD]QDQMLPD ELRORA&ANL DNWLYQH W
antiadhezivna svojstva, uRfp XM XuL UXAPDULQVNX NLVHOLQX NRMD L
bakterijeAeromonas hydrophiléAlagawany i sur., 2017) OHYyXWLP SULKYDUDQMH E
SRYUALQX KXPDQLK VWDQLFD WHPHOML VH QéxeptdV,ylRJR VSH
pbHPX Q@ErNi® bi interferirala vezanju mora biti analogna ili receptoru ili adhezinu. Na
SULPMHU NORURJHQVND NLVHOLQD LJUD YDAaQX XORJX X
VSUMHPDYDQMX VWY DUBR. Q&upindgsa RGIRONP M HE XN WAVHWlLSBrAL Y D Q M >
(2020) pokazano da kao najzadfepija tvar ekstrakta borovnice, nema utjecaja u
spfHPpDYDQMX Y H]KXQMdumBrash&Virtéstindlihe stanice HA9. Ovisno o pH
RNUXAHQMD L SULVXWQRVWL LRQD PLMHQ NiBowWitiechj L SRIL O (
SURPMHQX SRYUALQVNLK VYRMVWDYD VWDQLFH &aWR VH S|
(PiekarskeRadzik i Klewicka, 2020) $QWLEDNWHULMVNL XpLQDN XMHGQF
RGUHYHQD ELRORANL DNWLY®ralaw ¥ folthi Gilvidg @Rstkbkia.|BIMIHE QR L
HNVWUDNWL RELPQR SRND]XMX MDpH DQWLPLNUREQR GMH(
VSRMHYH JERJ NXPXODWLYQRJ XpLQND UD]JOLpLWLK DQW
ELRORANL DNWLY Q tGaw ivysbrl) R020) HoONWRMDDM M XWHANR SUHGYLG
SRQDabwWL DNWLYQH WYDUL HNVWUDNWD X ELROR&GNLP VXV

,] UH]XOWDWD SULND]DQLK X 7DEOLFL YLGOMLYR MH
koncentracijama djeluje vrlo heterogeno na adheziju eadérbakterijskih kultura za
humane stanice.strakt GREULpLFH X REMH LVSLWLYDQH NRQFHQWUD
sve tri bakterijske kulture na humane stanice karcinoma jezika, Cal8lUL pHPX QLAaD
ispitivana koncentracija (0,025 mg MLpokazujH MDpL LQKLELWRUQL XpLQDN
HNVWUDNWD GREULpLFH QD DGKH]JLMX RGDEUDQLK EDNWH
AGS, se podosta razlikuje 1LAD LVSLWLYDQD NRQFHQWUDFLMD HNYV
SRYHUDY D LDgakterimMX $*6 VWDQLFH GRN YLAD LVSLWLYDQD
inhibitoU Q L X |®hj®iBpkivane koncentracije ekstraktaSRYH U DY D NEXcol) GoK Bl | L M X
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druge strane inhibiraju adhezifu aureusa AGS staniceBVSRUHyYyXMXuL UH]XOWDWH
utjecajekstrakta Q D S U LKY D u D gaMiphaigeDstdmc el katcidina crijeCaco PRaH

se primjetiti kako HNVWUDNW GREULpLFH X REMH LVSLWLYDQH N
proadhezivno djelovanje prema plantarumna Cace2 stanice, dok prema bakterijarka

colii S. aureuszraaDY D D QW L D G K] tem@jl ddbiver@hDrérultata u ovom radu

PRaH VH ]DNOM X p L WsLauxeDdddoshethivia DaNdjélbhvar dkivnih spojeva iz
ekstraktaGREULpLFH &WR VH RpPLWXMH X J]QDpDMQR VRO QMHQR
VWDQLpQH OLQLMH (NVWUDNW SRND]XMH VOB EoliMék DQWLD'
kod bakterijeL. plantarum ]QDpDMQR SULGRQRVL D@ KtkhjdeMosolftdprd*6 L
koncentraciji 0,025 mg mt %XGXUL GD VX NRQHBWN & IO MEDHN W HKWIQWRHM
da suE. colii L. plantarum NRPHQ]DOQL PLNURRUJDQL]JPL X AaHOXFX
GRELYHQL UH]XOWDWL XSXUXMX GD NRQ]JXPDFLMD HNVWU
SUHSRUGQPHPRK®M GR]L QHUH 1D mikrdbRIR. QDUXEALWL KXP
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=$./-8¢lI

1D WHPHOMX SURYHGHQLK HNVSHULPHQDWD L GRELYHQLK L

1. &LWRWRNVLPQRVW HNVWUDNWD GREULPLFH RYLVQD |
FLWRWRNVLPQR QD VWDQSP®H DePWIR [jézika PO FLQRP D
adencNDUFLQRPD HSLWHOD &HOXFD $*6 SUL NRYFHQWU

tijekom dulje ekspozicije.

2. &LWRWRNVLPpQL XpLQDN HNVWUDNWD GREULpPLFH X NRU
NRG &DO L +HS* VWDQLpQHwO2ijd MH GRN NRG $*6 L &

3. SBURRNVLGDWLYQL XpLQDN HNVWUDNWD VPDQMXMH VH ¢
AGS i Cace VWDQLpPpQH OLQLMH GRN NRG &DO VWDQLF]
SUHSRUXpHQH

4. 3BROLIHQROL L] HNVWUDNWD GREULpUWLAH WHOQXMKQ H QR

5. (NVWUDNW SRND]XMH ]QDpDMQR DQWLPLNURERR GMHO

colii S. aureus

6. SQWLPLNUREQL SRWHQFLMDO HNVWUD N&IjyEmREULpPLFF
SUHSRUXpPpHQRM GQHYQRM GR]L DMHBLSRRIHP KBIRDNHY W L N

ljudskog organizma.
7. 8 XVSRUHGEL VD VYLP LVSLWLYDQLP NRQFHQWUDFLMDI

GREULpPLFH "1y zaiBta olgovara optimalnoj dozi unosa u organizam, uz

mjere opreza zbog potencijalnog prooksidatiyagelovanja.
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