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1. UVOD

Jagoda (Fragaria ananassa x Duch.), biljka niskog rasta i prepoznatljivog crvenog
ploda iz porodice ruza (Rosaceae) se zbog svog bioaktivnog sastava svrstava u funkcionalnu
hranu. Funkcionalnom hranom smatraju se sve namirnice ¢ija konzumacija ima pozitivan
ucinak na zdravlje ljudi, odnosno pomazu u sprjeCavanju i kontroli kroni¢nih oboljenja,
smanjuju upalne procese u tijelu, te pozitivno utjeCu i na mentalnu stabilnost. Bioloski i
farmakoloski aktivne tvari prisutne u ekstraktu jagode, zbog kojih se ubraja u funkcionalnu
hranu i ima terapeutski potencijal, jesu polifenoli. Polifenolni spojevi imaju snazno
antioksidacijsko djelovanje, te konzumacija biljaka koje ih sadrze kao $to je jagoda, moze
dovesti do smanjenja rizika od kroni¢nih bolesti povezanih sa oksidativnim stresom kao $to je
rak, dijabetes, kardiovaskularne bolesti, te neurodegenerativna oboljenja. Polifenoli takoder
imaju 1 antimikrobnu aktivnost. Tako konzumacija namirnica u ¢ijem sastavu se nalaze

polifenoli, moze dovesti i do smanjenja rizika od razli¢itih bakterijskih i viralnih infekcija.

U skladu s navedenim, o¢ekuje se da ¢e ekstrakt jagode pokazati antioksidacijski u¢inak
na humanim stani¢énim linijama, genoprotektivni u€inak na modelnoj DNA, kao i

antimikrobno djelovanje na patogene bakterije.

Cilj ovog rada je bio ispitati citotoksi¢no djelovanje vodenog ekstrakta jagode na
humanim stani¢nim linijama adenokarcinoma epitela zeluca AGS, plocastog epitela karcinoma
jezika Cal27, adenokarcinoma epitela debelog crijeva Caco-2 i hepatocelularnog karcinoma
jetre HepG2. Takoder je ispitan antimikrobni u¢inak ekstrakta na neke od glavnih predstavnika
humane mikrobiote (Escherichia coli, Lactobacillus fermentum i Staphylococcus aureus).
Ujedno je testirano i potencijalno antioksidativno djelovanje na humanim stani¢nim linijama
kao 1 potencijalni genoprotektivni u¢inak od oksidacijskih oste¢enja induciranih UV zracenjem

na modelnom genetickom materijalu, plazmidu phiX174.

Rezultati ovog istrazivanja pokazat ¢e djeluje li ekstrakt jagode citotoksi¢no na humane
stani¢ne linije, protektivno na stani¢ni geneticki materijal, te da li inhibira rast patogenih

mikroorganizama.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. FUNKCIONALNA HRANA

"Prehrana je pola zdravlja", svima dobro poznata izreka, u danaSnje vrijeme dobija sve
vecu vaznost. Kraj 20.-og i1 pocetak 21.-0g stoljeca, obiljezio je ogroman porast
kardiovaskularnih oboljenja, dijabetesa tipa 2., alergija i raka kod ljudi. Ono $to posebice
zabrinjava jest ¢injenica da se ova oboljenja sve vise javljaju kod mlade populacije izmedu 20.-
e 1 30.-e godine zivota. Pored geneticke predispozicije, ustanovljeno je da nezdrav stil zivota,
odnosno stres, puSenje, manjak tjelesne aktivnosti te nepravilna prehrana zna¢ajno doprinose
razvoju i progresiji ovih bolesti. Stoga se sve vise radi na promociji zdrave i pravilne prehrane
kao jedne od strategija prevencije i kontrole kroni¢nih oboljenja. U tome veliku ulogu ima
promocija konzumacije funkcionalne hrane te proizvoda baziranih na istoj (EUFIC, 2006).

Prema definiciji, funkcionalna hrana predstavlja svu hranu koja sadrzi bioloski aktivne
komponente i ima pozitivan uc¢inak na ljudsko zdravlje. Koncept funkcionalne hrane
uspostavljen je 1980.-ih u Japanu, gdje su zdravstveni djelatnici prepoznali da produZenje
zivotnog vijeka direktno prati kvaliteta zivljenja. Tako je prepoznato da hrana koja ima vazne
bioaktivne sastojke utjece na zdravlje i smanjuje rizik od nastanka i razvoja kroni¢nih oboljenja
(EUFIC, 2006).

Glavna i osnovna svrha unosa hrane je zadovoljavanje metaboli¢kih potreba te
opsrkbljivanje tijela potrebnim nutrijentima. Kako bi se namirnica svrstala u funkcionalnu
hranu, postoji nekoliko kriterija koje mora zadovoljiti. Prvi kriterij je da se radi o hrani nastaloj
od prirodnih sastojaka, a ne nekoj vrsti praha ili tablete. Drugi kriterij je da se ta namirnica
moze i treba konzumirati kao dio redovne prehrane. Treci kriterij je da uneSena namirnica ima
odredenu funkciju, odnosno da regulira neki fizioloski proces u tijelu kao Sto je prevencija i
oporavak od odredenih bolesti, kontrola fizickih i mentalnih poremecaja, ili usporavanje
procesa starenja (Granato i sur., 2019). Postoji veliki broj znanstvenih spoznaja proizaslih iz
istrazivanja provedenih na stani¢nim kulturama i zivotinjama o pozitivnim ucincima
funkcionalne hrane u prevenciji i/ili lije¢enju karcinoma, kardiovaskularnih oboljenja,

dijabetesa, hipertenzije te bakterijskih i viralnih infekcija (Rincon-Ledn, 2003).

Neki od primjera funkcionalne hrane su namirnice koje sadrze odredene vitamine,
minerale, nezasi¢ene masne kiseline, vlakna, kao i dodatne bioloski aktivne komponente kao

Sto su polifenoli, terpenoidi, steroli ili drugi antioksidansi i probiotici (EUFIC, 2006).



Interes za funkcionalnu hranu kao komplementarnu terapiju u prevenciji i kontroli
bolesti porasao je u posljednjih nekoliko desetljeca te se uporaba funkcionalne hrane nasla
dijelom brojnih planova prehrane, kao $to je to slu¢aj s mediteranskom dijetom (Alkhatib i sur.,
2017).

Brojna in vivo i in vitro znanstvena istrazivanja pokazala su da predstavnici
funkcionalne hrane koji imaju poseban znacaj za ljudsko zdravlje su voée i povrée (Bursaé
Kovacevic i sur., 2020). Jagodasto voce ukljucujuci borovnice, brusnice, maline i jagode sadrzi
brojne bioloski aktivne molekule, vlakna, vitamine i minerale. Glavne bioaktivne sastavnice u
jagodastom vocu su polifenoli, ukljuc¢ujuéi flavonoide, tanine i fenolne kiseline. Obzirom na
visoku koncentraciju polifenola, jagodasto voce, kao i njihovi proizvodi, pozitivno utje¢u na
smanjenje oksidacijskog stresa te upalnih procesa u tijelu, §to su najée$¢e vodeéi uzroci
dijabetesa, kardiovaskularnih oboljenja, raka i neuroloskih oboljenja (Golovinskaia i Wang,
2021).

Kako je prethodno spomenuto, u posljednjih par desetljeca, promocija funkcionalne
hrane i stvaranje proizvoda na bazi istih doZivjela je veliki porast, obzirom na pokazane u¢inke
na ljudsko zdravlje. Jedan od proizvoda proizveden prema konceptu funkcionalne hrane je i
,,Jestivi“ snack suvenir grada Zagreba, licitarsko srce pod nazivom ,,Jagodica Purgerica“ (slika
1). Ovaj proizvod osmisljen je i proizveden u sklopu aktivnosti znanstveno-istrazivackog
projekta Hrvatske zaklade za znanost "Tehnologija preprekama i 3D printanje za okoli$no
prihvatljivu proizvodnju funkcionalnih voénih sokova" pod vodstvom izv. prof. dr. sc. Danijele
Bursa¢ Kovacevi¢. Jedan od ciljeva projekta bio je razviti 3D ispisani proizvod na bazi jagode,
kao bitnog predstavnika funkcionalne hrane, uz dodatak razlicitih Skrobnih nosaca. Ovaj
proizvod pored inovativne i ekoloski napredne odrzive tehnologije 3D ispisa, predstavlja
izvrstan izvor vaznih nutrijenata, ¢ijjom konzumacijom, obzirom da u svom sastavu ne sadrzi
aditive ni konzervanse, se zadovoljava dnevna potreba za vitaminom C i antioksidansima
(Bebek Markovinovié¢ i sur., 2023). Ovaj rad bazira se na ispitivanju dobrobiti bioaktivnih
molekula jagode, kao glavnog sastojka 3D ispisanog proizvoda "Jagodica Purgerica” (slika 1),
i promociji funkcionalne hrana sa svrhom ocuvanja zdravlja i prevencije kroni¢nih oboljenja
(ZOV, 2022).



Slika 1. Funkcionalni 3D ispisani snack proizvod na bazi jagode, "Jagodica Purgerica"
(prema ZQV, 2022)

2.2. JAGODA (Fragaria ananassa x Duch.)

Komercijalna vrsta jagode (Fragaria ananassa x Duch.), hibridna je vrsta nastala prije
250 godina, krizanjem dvije vrste, Fragaria chiloensis i Fragaria virginiana (Sangiovanni i
sur., 2017). Jagoda, kao i 20 ostalih vrsta koje propadaju rodu Fragaria, pripadnik je porodice
ruza (Rosaceae), porijekom iz regija Sjeverne polutke, iako se danas uzgajaju i rastu u cijelom
svijetu. Vecina drzava u kojima se tijekom povijesti uzgajala jagoda, razvile su svoje sorte,
koje su najéesce prilagodene upravo uvjetima rasta u vidu klime, duljine dana, te nadmorske
visine odredenog podrucja. Jagoda se uspjesno uzgaja na razli¢itim vrstama tla, te zahtijeva
vrlo malo gnojiva. Ipak, vrlo je podloZzna susenju, te stoga zahtijeva vrstu tla koja zadrzava
vlagu ili adekvatan sustav navodnjavanja. Biljka raste i daje plodove u prosjeku od jedne do

Cetiri godine.

Izgledom je jagoda biljka niskog rasta s razvijenim korijenskim sustavom, i obi¢no tri
lista, nazubljenih rubova sa sitnim dlac¢icama. Cvjetovi koji rastu na tankim stabljikama, koje
izlaze iz pazuSaca lisc¢a su bijeli, a rijetko mogu biti i crveni (slika 2). Plod jagode je crven i

moze biti tezak i do 30 grama (Britannica, 2022).



Slika 2. Cvjetovi i plodovi jagode (Fragaria ananassa x Duch.) (Britannica, 2022)

Jagoda se poradi svog nutritivnog i kemijskog sastava ubraja u funkcionalnu hranu.
Prije svega, jagoda predstavlja vrijedan izvor vlakana, kao i fruktoze, Sto doprinosi regulaciji
razine Secera u krvi, usporavajuéi probavu. Dijetetska vlakna takoder reguliraju i1 kontrolu
unosa kalorija, obzirom da doprinose osjecaju sitosti. Jagode, u manjoj mjeri, predstavljaju
izvor zdravih esencijalnih masnih kiselina, obzirom da je ulje iz sjemenki bogato nezasi¢enim
masnim kiselinama, a takoder sadrzi i karotenoide i tokoferole. Od vitamina koji nisu topljivi
u mastima, najzastupljeniji je vitamin C. Upravo zbog toga jagode predstavljaju jedan od
glavnih izvora vitamina C u ljudskoj prehrani. Vitamin B9, odnosno folat, koji je esencijalan
za nastanak novih krvnih stanica, kao i odrzavanje funkcija stanica, pored vitamina C, je glavni
mikronutrijent kojeg sadrzi jagoda. Jagoda takoder predstavlja izvor i nekoliko drugih vitamina
kao $to su tiamin, niacin, vitamin B6, riboflavin, vitamin A i E. Jedno serviranje jagoda
(oko 150 g), zadovoljava 20 % dnevne potrebe za manganom, kao i 5 % dnevne potrebe za
kalijem (WebMD, 2023).

Pored nutritivnih spojeva, u sastavu jagode nalazi se i veliki broj razli¢itih bioloski
aktivnih spojeva. Tu se ubrajaju razlicite vrste polifenola ukljucujuéi flavonoide, fenolne
kiseline, lignane i tanine. Vitamini, minerali i antioksidansi koje sadrZi jagoda imaju pozitivne
ucinke na ljudsko zdravlje, o ¢emu svjedoci veliki broj provedenih znanstvenih istrazivanja 1
klini¢kih studija. Dokazano je da redovna konzumacija jagoda moze imati u¢inak na prevenciju
i kontrolu oboljenja kao §to su dijabetes tipa 2, kardiovaskularna oboljenja, rak, kao i zastita
koze. Polifenoli koje sadrzi jagoda pokazali su se vrlo korisnim u povecanju osjetljivosti na
inzulin kod zdravih indivdua, te na taj nacin direktno utjeCu na prevenciju dijabetesa
(Giampieri i sur., 2012). Pored toga $to se jagode ubrajaju u namirnice s niskim glikemijskim

indeksom, te sadrze male koli¢ine Secera, mogu pomo¢i u metaboliziranju i drugih oblika
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glukoze (WebMD, 2023). Redovna konzumacija jagoda sprecava i upalne procese, poboljsava
funkciju endotela, sprecava stvaranje plakova u krvnim zilama, te povecava otpornost LDL
(engl. low density lipoprotein) na oksidaciju. Mehanizam kojim jagode djeluju na smanjenje
upale je mehanizmom hvatanja slobodnih radikala, obzirom da sadrze znacajne koli¢ine
vitamina C i polifenola kao $to su antocijani (Giampieri i sur., 2012). Kao $to je prethodno
spomenuto, jagode imaju protuupalni u¢inak, te mogu sprjeciti odredena kozna oboljenja. Uz
to protuupalni u¢inak jagode dokazan je i na drugim djelovima tijela, kao $to su zglobovi, te se
tako konzumacija jagode savjetuje i ljudima s konstantnim ili periodicnim osteoartritisom
(WebMD, 2023.). Naposljetku, postoji veliki broj dokaza i o kemopreventivhom djelovanju
jagoda, odnosno njenih vitamina (A, C, E), minerala, kao i polifenola. Otkriveno je nekoliko
mehanizama djelovanja bioaktivnih komponenti jagode u prevenciji raka. Prvi je
antioksidacijska aktivnost, koja se ogleda u uklanjanju reaktivnih kisikovih vrsta, smanjenju
ostecenja DNA uzrokovanih oksidacijom, te poticanjem popravka DNA, kao i stimulacijom
aktivnosti antioksidacijskih enzima. Drugi, nedavno istrazeni mehanizam, je djelovanje
fitokemikalija iz jagode na regulaciju stani¢nih procesa koji su vezani za razvijanje raka, kao
§to su apoptoza, stanica-stanica komunikacija, angiogeneza i stani¢na proliferacija te

diferencijacija (Giampieri i sur., 2012).

2.3. BIOLOSKI AKTIVNI SPOJEVI JAGODE
2.3.1. Polifenoli

Jagode predstavljaju visokovrijedan izvor razli¢itih bioloski aktivnih spojeva.
Najzastupljeniji su polifenoli medu kojima se isti¢u razliCite sastavnice flavonoida i fenolnih
kiselina. Glavni predstavnici flavonoida, kao i najbolje istrazeni polifenolni spojevi u jagodama
su antocijani (Giampieri i sur., 2012). lako je dokazano prisustvo oko 30 razli¢itih kemijskih
struktura antocijana, njih Sest moze se identificirati u vocu. Pelargonidin 3-glukozid (slika 3) se
nalazi se u najvecoj koncentraciji u jagodi (oko 95% ukupnih antocijana jagode). Prema
zastupljenosti, slijedi ga cijanidin 3-glukozid (3-4 % ukupnih antocijana jagode). Ovisno o
sortimentu jagode, mogu biti zastupljeni jos i peonidin ili petunidin. Glukoza i rutinoza su najcesci
Seceri U sastavu antocijana jagode, dok se u manjem broju nalaze arabinoza i ramnoza (Lopes da
Silvaisur., 2007).



Slika 3. Kemijska struktura pelargonidin 3-glukozida (prema PubChem, 2023)

Druga velika podskupina flavonoida u jagodama su elagitanini. Elagitanini su hidrolizirani
tanini koji predstavljaju spoj galne kiseline i heksahidroksidifenske kiseline s glukozom. Mogu
biti monomeri (glikozidi elaginske kiseline), oligomeri (sanguiin H-6) ili kompleksni polimeri
(Chunyang i sur., 2020). Elagitanin koji se u jagodama nalazi u najvecoj koncentraciji je sanguiin
H-6 (slika 4). Neki od ostalih bitnih elagitanina jagode su agrimoiin, koji se posebice nalazi u
velikoj koncentraciji kod Sumske jagode (Fragaria vesca), te lambertianin C (Vrhovsek i sur.,
2012).
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Slika 4. Kemijska struktura sanguiina H-6 (prema Giampieri i sur., 2012)

Pored antocijana 1 elagitanina koji se nalaze u najve¢im koncentracijama, jagoda sadrzi
i ostale flavonoidne strukture poput kvercetina i kempferola, uglavnhom prisutni kao
monomerni ili polimerni oblici koji se nazivaju tanini ili procijanidini. Procijanidini ovisno o
fizioloskoj aktivnosti pokazuju antioksidacijsko, antimikrobno, antialergeno ili

antihipertenzitivno svojstvo. Od fenolnih kiselina u jagodama, pronadeni su derivati



hidroksibenzojevih kiselina, te u manjoj mjeri derivati hidroksicimetnih kiselina (Giampieri i
sur., 2012).

Rezultati Kklini¢kih studija su pokazali da redovna konzumacija jagoda dovodi do
povecanja antioksidacijskog kapaciteta krvne plazme, te smanjenja nivoa masnoca u krvi.
Upravo polifenoli iz jagode nose glavnu zaslugu za opisane ucinke (Forbes-Hernandez i sur.,
2015). Takoder, polifenoli iz jagode inhibiraju stvaranje slobodnih radikala, moduliraju
ekspresiju gena koji su ukljuceni u stani¢no prezivljavanje, proliferaciju i antioksidativnu

zaStitu, te poti¢u popravak DNA nakon oStec¢enja (Giampieri i sur., 2015).

2.4. REAKTIVNE KISIKOVE VRSTE | OKSIDATIVNI STRES

Reaktivne kisikove vrste (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) predstavljaju veliki broj
razli¢itih reaktivnih molekula i slobodnih radikala koji su derivati molekularnog kisika (Sies i
Jones, 2020). Vecina reaktivnih kisikovih vrsta nastaje kao produkt aerobnog nacina Zivota,
tocnije tijekom aerobne respiracije u prijenosu elektrona u mitohondrijama. ROS-ovi takoder
nastaju kao intermedijeri reakcija oksidacije koje kataliziraju metali. Kisik u molekularnom
obliku ima dva nesparena elektrona u posljednjoj, valentnoj elektronskoj ljusci, $to ga €ini vrlo
povoljnim za stvaranje radikala. Primanjem elektrona, odnosno postupnom redukcijom kisika
nastaje veliki broj ROS-ova. Neki od glavnih su superoksid (O2°), vodikov peroskid (H205),
vodikov radikal (OH-), te dusikov oksid (NO-) (BioTek, 2021). Pored enzimskih reakcija,
reaktivne kisikove vrste mogu nastati i kao produkti neenzimskih reakcija u reakcijama kisika
s odredenim organskim spojevima ili izlaganjem stanica radijaciji. Slobodni radikali prema
uzroku nastanka mogu biti endogenog i egzogenog porijekla. Aktivacija stanica imunoloskog
odgovora, infekcija, rak, upala, stres i starenje, neki su od procesa odgovornih za endogeni
nastanak slobodnih radikala. Egzogeni uzroci nastanka slobodnih radikala su izlaganje
okolisnom zagadenju, odredenim lijekovima, kemijskim otapalima, nikotinu, teSkim metalima

ili alkoholu (Pizzino i sur., 2017).

Reaktivne kisikove vrste imaju bitnu ulogu u pravilnom funkcioniranju organizma.
Tako, kada se njihova koncentracija odrzava niskom u organizmu, reaktivne kisikove vrste
sudjeluju u sintezi odredenih stani¢nih struktura te sluze u zastiti organizma od patogena.
Slobodni radikali su takoder uklju¢eni u molekularne puteve stani¢ne signalizacije.
Najpoznatija signalna molekula u stanicama, koja je ujedno i slobodni radikal, je dusikov oksid
(NO). Dusikov oksid je vazan glasnik u komunikaciji stanica-stanica, uklju¢en je u nespecifi¢ni

imunosni odgovor te je klju€an za normalnu neuralnu aktivnost, kao i odrzavanje pravilnog



krvotoka. Naposlijetku, slobodni radikali, takoder reguliraju procese proteinske fosforilacije,

aktivacije transkripcijskih faktora, apoptoze, i stani¢ne diferencijacije (Pizzino i sur., 2017).

Medutim, kada koncentracija ROS-ova u tijelu poraste, dolazi do stvaranje
oksidativnog stresa, koji negativno utjece na stani¢ne strukture uklju¢uju¢i membrane, lipide,
proteine, lipoproteine i deoksiribonukleinske kiseline. Oksidativni stres izmedu ostalog
doprinosi oboljevanju od raka, dijabetesa, ateroskleroze te kardiovaskularnih oboljenja.
Oksidativni stres djeluje ¢ak i na DNA organizma, a najpoznatija lezija DNA koja se dogada

kao posljedica oksidativnog stres je 8-okso-2'-deoksigvanozin (8-OdG) (Pizzino i sur., 2017).

2.4.1. Antioksidansi

Kad dode do neravnoteze izmedu stvaranja slobodnih radikala i moguénosti stanica da
ih ukloni, nastaje oksidativni stres, koji moze imati negativne u¢inke kako na stanice i stani¢ne
strukture, tako i na cijeli organizam. Stoga je detoksifikacija reaktivnih kisikovih vrsta klju¢na
za prezivljenje svih aerobnih organizama. Antioksidansi, prema najjednostavnijoj definiciji,
predstavljaju tvari ili enzime koji uklanjaju reaktivne kisikove vrste iz organizma. Osnovno
zajedniCko svojstvo svim antioksidansima je mogénost da djeluju kao donori elektrona.
Takoder je bitno napomenuti da odredeni spojevi mogu djelovati kao donori elektrona ,ali i

primatelji (Harvard, 2023).

Istrazivanja i otkri¢e antioksidansa zapocelo je tijekom devedesetih godina proslog
stolje¢a kad su znanstvenici poceli otkrivati negativne ucinke reaktivnih kisikovih vrsta i
oksidativnog stresa. Tako je napravljena poveznica izmedu smanjenog unosa hrane kao $to su
voce i povrce, koji obiluju antioksidansima i oboljenja uzrokovanih oksidativnim stresom. U
skladu s tim, napravljena su brojna klini¢ka ispitivanja gdje je testiran ucinak odredenih
spojeva koji su smatrani dobrim antioksidansima, na ljudima s kroni¢nim oboljenjima, gdje se

uvidjelo da antioksidansi imaju pozitivan uc¢inak i djeluju terapeutski (Harvard, 2023).

Inaktivacija slobodnih radikala u stanici odvija se razli¢itim mehanizmima. Najbolje
poznat mehanizam je mehanizam djelovanja enzima superoksid dismutaze (SOD) (slika 5,
jednadzba 1). Drugi mehanizam je mehanizam djelovanja enzima katalaze koji u
peroksisomima eukariotskih stanica katalizira konverziju vodikovog peroksida do vode i kisika
(slika 5, jednadzba 2), te na taj nacin zavrSava inaktivaciju zapoCetu djelovanjem enzima

superoksid dismutaze (BioTek, 2021).



Jednadiba 1. 20, + 2H' > H,O, + O,

Jednadiba 2. 2H,0,> 2H,0+ 0,

Slika 5. Reakcije detoksifikacije slobodnih radikala koje kataliziraju enzimi superoksid
dismutaza (jednadzba 1) i katalaza (jednadzba 2) (prema BioTek, 2021)

Jos§ jedan od enzima koji sudjeluje u detoksifikaciji slobodnih radikala je glutation
peroskidaza koji katalizira razgradnju vodikovog i drugih organskih peroksida do alkohola.
Pored enzimskih, postoji i nekoliko neenzimskih molekula koje uklanjanju ROS-ove.
Najpoznatija takva molekula je glutation, tripeptid koji svojom istaknutom sulfihidrilnom
skupinom sluzi kao meta za oksidaciju sa ROS-ovima. Tako, omjer oksidiranog oblika (GSSG)
i reduciranog oblika glutationa (GSH) predstavlja indikator oksidativnog stresa u organizmu
(BioTek, 2021).

Vitamini kao §to su vitamin C, vitamin E, i karotenoidi (beta-karoten, likopen, lutein),
pokazali su znacajne uloge u detoksifikaciji slobodnih radikala. Takoder, minerali ubrajajuci
selen, mangan i magnezij pokazuju dobra antioksidacijska svojstva (NIH, 2013). Mnogi drugi
metaboliti, kao $to su uri¢na Kiselina, bilirubin i melatonin imaju antioksidacijsku funkciju u
organizmu. Uri¢na kiselina se ¢ak smatra glavnim antioksidansom koji §titi centralni ziv€ani
sustav (CNS) od slobodnih radikala (He i sur., 2017). Naposlijetku, bitni spojevi, kada se
govori o biljnim izvorima antioksidansa jesu polifenoli. Naime, polifenoli, koji se nalaze u
visokim koncentracijama u voc¢u kao $to su jagoda i drugo jagodasto voce, imaju idealnu
kemijsku strukturu za neutralizaciju slobodnih radikala, te se stoga u velikoj mjeri promovira

konzumacija ovog voca kao vrijednih prirodnih izvora antioksidanasa (Blokhina i sur., 2003).

2.4.2. Prooksidansi

Prooksidansi se definiraju kao kemikalije koje uzrokuju oksidativni stres, i to na dva
nacina. Prvi mehanizam kojim prooksidansi uzrokuju oksidativni stres je stvaranjem rekativnih
kisikovih vrsta, dok drugi podrazumijeva inhibiciju djelovanja antioksidanasa. U prooksidanse
se ubraja veliki broj spojeva, te se oni mogu podijeliti u nekoliko kategorija ukljucujuci
lijekove, metale, pesticide, zagadivace zraka i vode, te ionizirajuce i neionizirajuce zracenje
(Sotler i sur., 2019). Bitno je naglasiti da ovisno o uvjetima, i njihovoj koncentraciji, odredeni

spojevi mogu djelovati i kao antioksidansi i prooksidansi (Bionity, 2023.).
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Pocinju¢i od prve kategorije prooksidansa, lijekovi kao S$to su analgetici ili
antikancerogeni agensi, mogu izmjeniti makromolekule i stvarati reaktivne kisikove vrste, koji
stvaraju oksidativni stres. Oksidativni stres generiran od strane lijekova, najveéi utjecaj ima na
funkciju bubrega i jetre. Nadalje, metali kao §to su mangan, Zeljezo, i bakar takoder mogu
djelovati kao prooksidansi. Ovi metali dovode do prekomjernog stvaranja reaktivnih kisikovih
vrsta, putem Fentonove i Haber-Weiss reakcije (Sotler i sur., 2019). Kroni¢ni manganizam je
bolest uzrokovana oksidativnim stresom potaknutim visokim koncentracijama mangana, dok
je hemokromatoza bolest uzrokovana oksidativnim stresom koji nastaje kao posljedica
povisene razine zeljeza u organizmu. Wilsonova bolest, povezana je sa poviSenom razinom
bakra u organizmu, ¢iji simptomi ukljucuju jednu vrstu psihoze, dijabetes, artritis i fibrozu
(Bionity, 2023). Pesticidi, predstavljaju jo$ jednu kategoriju prooksidansa. Oni, s DDT-om
(diklordifeniltrikloretan) kao najpoznatijim predstavnikom, stimuliraju nastanak rekativnih
kisikovih vrsta, peroksidaciju lipida, te inhibiraju antioksidativnu aktivnost enzima i glutationa
(Sotler i sur., 2019).

Spojevi koji djeluju kao antioksidansi, kad su prisutni u odredenim koncentracijama
mogu djelovati i kao prooksidansi. Jedan od spojeva koji se smatra izuzetno jakim
antioksidansom, a moze imati i prooksidativno djelovanje je vitamin C. Prooksidativno
djelovanje vitamina C iskazuje se kad se on kombinira sa zeljezom ili bakrom, te dovodi do
redukcije istih (Fe** — Fe?; Cu**— Cu?"), $to onda dovodi do redukcije vodikovog peroksida
do vodikovog radikala. Karoteonidi, koji se takoder smatraju potentnim antioksidansima,
dokazano mogu djelovati i kao prooksidansi. Njihovo prooksidativno djelovanje ogleda se kroz
autooksidaciju, do koje dolazi u prisutnosti vi§ih koncentracija vodikovih radikala. Flavonoidi
pored antioksidativnih imaju i prooksidativna svojstva, te tako u prisutnosti metala, dovode do
lipidne peroksidacije i o$te¢enja DNA. Naposljetku, polifenoli koji dolaze iz prehrane, mogu
djelovati kao prooksidansi kada se nadu u blizini redoks-aktivnih metala (zeljezo i bakar), te
tada uzrokuju stvaranje reaktivinih kisikovih vrsta, koji oste¢uju DNA i ostale stani¢ne

makromolekule (Burton i Traber, 1990).

2.4.3. Oste¢enja DNA

Svakog dana se unutar DNA jedne humane stanice, dogodi u prosjeku od nekoliko
tisu¢a do million dogadaja koji dovode do njenog ostecenja. DNA ostecenje se definira kao
bilo koja modifikacija DNA koja dovodi do promjene njenih kodirajucih svojstava ili ometa

normalno odvijanje transkripcije i replikacije. Postoji vise vrsta oSte¢enja DNA od kojih
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najcesc¢a ukljucuju apurinska/apirimidinska mjesta (abazi¢na mjesta), jednolancane lomove,

dvolan¢ane lomove, DNA-protein interakcije, te insercije i delecije (Lee, 2008).

Kada se govori o oStec¢enjima DNA, bitno je napraviti distinkciju izmedu oStecenja i
mutacije DNA. Stanica ve¢inu oSte¢enja koja se dogode u DNA moze popraviti. Ona oSte¢enja
DNA koja stanice ne moze popraviti, te se ona nakupljaju, mogu rezultirati mutacijom.
Odnosno, svaka mutacija jeste DNA oStecenje, ali svako DNA oSteéenje nije mutacija
(Greenberg, 1999). DNA ostecenja, tako, uzrokojuéi mutacije, sudjeluju u patogenezi mnogih
neuroloskih oboljenja kao $to je Alzheimerova bolest, Parkinsonova bolest, cerebralna
ishemija, amiotrofna lateralna skleroza, kao i u razvoju raka, jedne od najzastupljenijih bolesti
danasnjice (Lee, 2008).

Oste¢enja DNA mogu biti uzorkovana endogenim (metaboli¢kim) ili eksternim
(okolisnim) procesima. Eksterni uzroci oSteenja DNA su fizikalni i kemijski mutageni.
Fizikalni mutageni ubrajaju UV zracenje, te ionizirajuce zracenje (X-zrake). Izlaganje stanica
zracenju dovodi do nastanka slobodnih radikala unutar stanice koji stvaraju reaktivne kisikove
vrste (ROS), $to na kraju rezultira oSte¢enjima DNA kao $to je jednolancani ili dvolan€ani lom.
Kemijski mutageni djeluju tako da na DNA baze kovalentno vezu alkilne skupine 1 uzrokuju
ostecenja. Ostecenja DNA, kao §to je spomenuto, mogu biti i rezultat endogenih metabolickih
i biokemijskih reakcija koje se odvijaju unutar samog organizma ili stanice. Neke od takvih
reakcija ubrajaju hidrolizu. Tijekom ovog procesa dolazi do odvajanja purinske nukleotidne
baze (adenin ili gvanin) iz jednog od lanaca DNA, i o§tecenja DNA koje se naziva depurinacija.
S druge strane, gubitkom amino skupine unutar adenina, gvanina ili citozina, dovodi do jo$
jednog oste¢enja DNA koje se naziva deaminacija. Metilacija DNA, koja se u stanici dogada
djelovanjem metaboli¢kog intermedijera S-adenozil metionina, koji metilira citozin na 5.-om
C-atomu citozinskog prstena, predstavlja jo§ jedno oSte¢enje DNA. Normalni metabolicki
procesi, kako je prethodno elaborirano (poglavlje 2.4.), dovode do nastanka reaktivnih
kisikovih vrsta, koji mogu oksidirati i purinske i pirmidinske baze unutar strukture DNA.
Najces¢a mutacija koja se dogada kao posljedica oksidacije ROS-ovima je oksidacija gvanina
do 8-okso-7,8-dihidrogvanina, koji rezultira nukleotidom 8-okso-deoksigvanozin (8-o0kso-dG)
(slika 6). 8-0kso-dG se onda tijekom procesa replikacije ne sparuje sa deoksicitidinom kao §to
je ocekivano, nego sa deoksiadeninom, te ako se ova greska ne popravi, replicirana DNA ¢e
sadrzavati C — A mutaciju, odnosno transverziju. Oksidativni stres, odnosno ROS-ovi mogu

uzrokovati i druga oSte¢enja DNA kao Sto je depirmidinizacija, kao i jednolan¢ani i dvolancani
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lom. Naposlijetku, oste¢enja DNA dogadaju se i tijekom replikacije, to¢nije u S fazi stani¢nog

ciklusa, a to su naj¢esce jednolan¢ani i dvolancani lomovi (SigmaAldrich, 2023).
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Slika 6. Oksidacija gvanina djelovanjem reaktivnih kisikovih vrsta (prema Hirano i Tamae,
2010)

2.5. PREDSTAVNICI MIKROBIOTE (PATOGENI KARAKTER/ NORMALNA
MIKROFLORA)

2.5.1. Escherichia coli

Bakterija Escherichia coli predstavlja Gram-negativnu bakteriju, oblika $tapica koja
pripada porodici enterobakterija (Enterobacteriaceae) (slika 7). Enterobakterije, koje ubrajaju
vise rodova bakterija ukljucujuc¢i rodove Salmonella, Escherichia, Shigella, Klebsiella,
Proteus, Enterobacter, Citrobacter, Yersinia, Hafnia, Serratia, Edwardsiella i Erwinia,
predstavljaju normalnu crijevnu mikrofloru kod ljudi i zivotinja. Karakteristika svih
enterobakterija je da su fakultativni anaerobi, to¢nije da mogu rasti bez kisika, ali ga mogu i
koristiti kada je dostupan, te rastu na glukozi. Pored toga §to su normalni stanovnici crijevne
mikroflore, enterobakterije takoder predstavljaju jedne od najceséih patogena koji uzrokuju
mnogobrojne infekcije kod ljudske populacije. Tako, se namirnice u kojima se dokaze
prisustvo eneterobakterije smatraju higijenski neispravnim te se ne mogu konzumirati
(Goldman i Schafer, 2020).

Bakterija Escherichia coli je prema mjestu koja naseljava izuzetno raznolika vrsta, te
je adaptibilna na razlicite okolise. Ipak, ona kod ¢ovjeka boravi kao komenzal u probavnom
traktu, toc¢nije crijevima i urinarnom traktu (Cleveland Clinic, 2023). Naime, E. coli
kolonoizira ljudski probavni trakt ve¢ 40 sati po rodenju, vezanjem za crijevnu sluznicu.
Obzirom da nastanjuje crijeva covjeka te da se idenitificira u fecesu, bakterija E. coli takoder

sluzi kao indikator fekalne kontaminacije, odnosno zagadenja vode i hrane (Jang i sur., 2017).
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Neki sojevi E. coli ipak mogu biti patogeni te uzrokovati razlicite vrste probavnih problema
kao $to je dijareja, bol i gréevi u stomaku kao i temperatura, ali i upale urinarnog trakta pa ¢ak
I pneuomoniju (WebMD, 2022). Uslijed specificnih promjena u genetickom materijalu,
patogeni sojevi E. coli mogu nositi nekoliko faktora virulencije koji su ukljuceni u patogenezu
bakterije kod ¢ovjeka. Virulencijski faktori kod E. coli su adhezini, toksini i polisaharidne
kapsule koji se eksprimiraju ovisno o okoliSnim uvjetima, te omogucuju da bakterija E. coli

prezivi izvan probavnog sustava i uzrokuje bolest (Jang i sur., 2017).

Slika 7. Escherichia coli (prema Biolabtests, 2022)

2.5.2. Lactobacillus fermentum

Lactobacillus fermentum je Gram-pozitivna bakterija, oblika Stapica, koja pripada rodu
Lactobacillus (slika 8). Rod Lactobacillus jedan je od rodova koji se svrstavaju u skupinu
bakterija mlijecne kiseline, koje predstavljaju najpoznatije prirodne probiotike te imaju
izuzetno bitnu ulogu u o€uvanju zdravlja kod ljudi. Bakterije mlijecne kiseline §tite organizam
od patogenih mikroorganizama, Stite imunoloski sustav te poboljsavaju probavu (Nagmouchi
i sur., 2019).

L. fermentum je nesporogena bakterija koja nema mogucnost kretanja. Obzirom da
moze fermentirati, odnosno za rast koristiti veliki broj Secera, L. fermentum prezivljava u vrlo
raznolikim okolis$ima kako kod ljudi tako i zivotinja. No, ipak, njeno glavno staniste su ljudski
zeludac i probavni trakt. Ova bakterija proizvodi lizozim, plin iz glukoze, kao i amonijak iz
arginina (Calasso i Gobetti, 2011). Bakterija L. fermentum proizvodi takoder razli¢ite
antimikrobne peptide, koji se mogu koristiti kao alternativa antibioticima obzirom da oni
inhibiraju rast crijevnih patogena, ili kao konzervansi za prehrambene proizvode. Nadalje,

probioticki sojevi L. fermentum, kako su razli¢ita klinic¢ka ispitivanja pokazala, imaju i Svojstvo
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smanjenja razine kolesterola u krvi. Naposljetku, bakterija L. fermentum se koristi kao bitna
bakterijska vrsta i u prehrambenoj industriji. Bakterija L. fermentum posebnu uporabu nalazi u
tehnologiji proizvodnje kiselog tijesta, pridonose¢i ukusu, teksturi kao i nutritivnim
vrijednostima sastojaka tijesta. Takoder, u posljednje vrijeme L. fermentum se Koristi i u

razvoju novih funkcionalnih prehrambenih proizvoda obogadenih probiotickim kulturama,

koji imaju pozitivan u¢inak na zdravlje ljudi (UC DAVIS, 2018).

"—-J

Slika 8. Lactobacillus fermentum (prema Microbz, 2023)

2.5.3. Staphylococcus aureus

Bakterija Staphylococcus aureus je jedna od glavnih humanih patogena, uzro¢nika
brojnih oboljenja. S. aureus je uzroénik kako bolni¢kih tako i drugdje steenih infekcija, te je
lijeCenje od istih vrlo zahtjevno zbog pojave MRS-e, odnosno Staphylococcus aureus koji je
rezistentan na antibiotik meticilin (MN, 2022).

S. aureus je prema izgledu Gram-pozitivna bakterija oblika koka, te se najcesce
organizira u grozdove (slika 9). Kolonije bakterije S. aureus su prepoznatljive Zute ili zlatne
boje, te moze rasti aerobno, ali i u odsustvu kisika. Najpogodniji Secerni alkohol na kojem S.
aureus raste i razmnozava Se je manitol. Bakterija S. aureus se mozZe naci u okolisu, ali i kao
dio normalne humane flore koze i sluznice. Kada se nalazi u normalnim koncentracijama, S.
aureus ne uzrokuje infekcije na kozi. Medutim ulaskom u krvotok i tkiva unutarnjih organa, S.
aureus moze izazvati vrlo ozbiljne infekcije. Jedno od oboljenja uzrokovanih infekcijom
bakterijom S. aureus je endokarditis, infekcija unutarnje membrane srca. Nadalje, bakterija S.
aureus uzrokuje bakteremiju, odnosno infekciju krvotoka, zatim trovanje hranom, septicki

artritis, te toksi¢ni Sok sindrom, koji je rezultat djelovanja toksina koje proizvode odredeni
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sojevi S. aureus. Naposljetku, S. aureus uzrokuje brojne kozne bolesti kao $to su razlicite vrste
osipa, ¢ireva, i celulitis (Mayo Clinic, 2022). LijeCenje ovih infekcija ukljucuje antibiotike.
Medutim, kako je spomenuto, postoje sojevi bakterije S. aureus koji su postali rezistentni na
vecinu antibiotika koji su u javnoj uporabi. Najpoznatiji soj S. aureus koji je rezistentan na
antibiotike je MRSA. Soj MRSA nosi gen mec koji je dio ve¢e kromosomske kazete (SCCmec)
koja nosi rezistenciju za veéi broj antibiotika, ukljuc¢ujuc¢i meticilin, nafcilin, oksacilin i
cefalosporine. Mec gen kodira za PBP-2A (penicillin vezujuéi protein 2A), protein koji je
kljucan za sintezu peptidoglikana u bakterijskom stanicnom zidu. PBP-2A ima manji afinitet
vezanja za penicilinske antibiotike, te se stoga sinteza bakterijskog stani¢nog zida nastavlja
odvijati i u prisustvu antibiotika, pa sojevi S. aureus koji sintetiziraju PBP-2A rastu i u

prisustvu antibiotika (Lowy, 1998).

R
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Slika 9. Metilicin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) (prema NIH, 2023)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Biljni materijal

Kasa jagode (Fragaria ananassa x Duch., cv. 'Albion’) je dobivena homogenizacijom
Stapnim mikserom unaprijed odmrznutih plodova. U kasi je potom spektrofotometrijski
odreden bioaktivni sastav. Preostali dio plodova jagode sterilnim je skalpelom narezan na tanke
ploske (debljine do 2 mm) i podrvrgnut postupku liofilizacije, usitnjavanja u tarioniku, te je u
obliku finog praha koristen za daljnje eksperimente (Slika 10).

Slika 10. Liofilizirana kasa jagode (vlastita fotografija)

3.1.2. Bioloski test sustavi

3.1.2.1. Humane stanicne linije

Kako bi se provela karakterizacija ekstrakta jagode, upotrijebljene su Cetiri vrste
humanih stani¢nih linija, stanice adenokarcinoma epitela Zeluca AGS (ACCC), stanice
adenokarcinoma epitela debelog crijeva Caco-2 (donacija Instituta za medicinska istraZivanja
i medicinu rada), stanice plocastog epitela karcinoma jezika Cal27, te HepG2 (donacija
Instituta Ruder BoSkovi¢) stanice hepatocelularnog karcinoma jetre. Odabrane su upravo ove
stani¢ne linije kako bi se napravila simulacija probavnog sustava ¢ovjeka, te na taj nacin dobili
Sto vjerodostojniji rezultati utjecaja ekstrakta jagode na zdravlje ljudi. Stani¢ne kulture su rasle

u T-bocama u kompletnom hranjivom mediju, Ham's F-12, te se vodilo racuna da stanice rastu
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u monosloju do konfluentnosti. Uzgoj stanica je provoden u inkubatoru, pri kontroliranoj

temperaturi (37 °C), i atmosferi (CO2 (5 %)).

3.1.2.2. Modelni sustav DNA

U ovom radu je kao modelna makromolekula upotrijebljen superzavijeni plazmid
phiX174 RF1 DNA. Inace, ovaj plazmid se vrlo Cesto koristi za istrazivanje nikazne aktivnosti
restrikcijskih enzima. phiX174 je prvi DNA virus Kkoji je otkriven da ima jednolancani
cirkularni genom, duljine 5386 nt. Superzavijena dvolancana forma plazmida dobivena je na
temelju jednolancane DNA prisutne u virusu. Naime, DNA pakirana u virion je oznacena kao
T lanac, koji kada ude u stanicu sluzi kao kalup za sintezu ,,-* lanca (Thermo Fisher, 2022).
Princip djelovanja plazmida kao modelnog sustava je da se uslijed oksidacijskog osStecenja
DNA, plazmid relaksira, te se kao takav sporije kre¢e u agaroznom gelu, u odnosu na

superzavijenu formu.

3.1.2.3. Mikroorganizmi

Za potrebe ovog rada, pored humanih koriStene su i bakterijske stanice. Bakterije koje
su koriStene su: Escherichia coli, Lactobacillus fermentum i Staphylococcus aureus. Ove
bakterijske vrste pripadaju zbirci organizama Laboratorija za biologiju 1 genetiku
mikroorganizama Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta, Sveucilista u Zagrebu. Oni se Cuvaju
na -80 °C u odgovarajucoj tekucoj hranjivoj podlozi sa dodatkom 10 %-tnog glicerola. Kada
se bakterijske stanice Zele upotrijebiti za izvedbu odredenog eksperimenta, zamrznuti alikvoti
bakterijskih kultura se inokuliraju u odgovarajuu tekucu hranjivu podlogu, tocnije
Escherichia coli nacijepljena je u M9-minimalnu podlogu, Staphylococcus aureus u LB
podlogu, dok je Lactobacillus fermentum nacijepljen u MRS podlogu. Inkubacija se odvija

preko no¢i pri optimalnoj temperaturi rasta.

3.1.3. Laboratorijski uredaji
»  Analiti¢ka vaga, ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka

»  Centrifuga za kivete po Eppendorfu, Microspin 12, BIOSAN SIA, Latvija

»  Centrifuga, Thermo Scientific™, Megafuge™ 16R, Kalkberg, Njemacka

>  Cita¢ mikrotitarskih plo¢a, Cecil Instruments Ltd, Engleska

»  Inkubator - Brouwer AGSA CH-Luzern MODEL 35-48, Water-Jacketed incubator,
Svicarska

»  Laminar za sterilan rad sa stani¢nim kulturama, IBK 1 V2, Iskra, Slovenija

»  Svjetlosni mikroskop, XDS-1, Optika Microscopes, Italija
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Spektrofotometar, LLG-uniSpec 2, Meckenheim, Njemacka

Uredaj za elektroforezu, Life Technologies, New York, SAD

Zamrzivac: Ultralow temperature freezer, New Brunswick Scientific, SAD

Sonifikator

Ultrazvuéna kupelj, DT 514 H SONOREX DIGITEC 13,5L, 860W, 40 kHz, Bandelin

electronic, Njemacka

YV V. V V V

3.1.4. Laboratorijski pribor

Aluminijska folija

Automatska propipeta, Eppendorf, Hamburg, Njemacka
Burker-Tirkova komorica

Erlenmeyerove tikvice (volumeni od 20 do 1000 mL )
Filter papir

Staklene kivete (10 mm) za spektrofotometrijska mjerenja
Laboratorijske staklene case

Laboratorijske Zlice

Markeri

Menzure (volumena od 50 do 1000 mL)

Mikropipete od 20, 200 i 1000 pL, Eppendorf, Hamburg, Njemacka
Mikrotitarske ploce s 24 i 96 jazica, Falcon, SAD
Nastavci za mikropipete (20, 200, i 1000 uL)

Tikvice za mjerenje razli¢itih volumena (25-100 mL)
Pamucna vata

Plasti¢ne falkonice (50 mL)

Pokrovna stakalca

Petrijeve zdjelice, Aptaca, Canelli, Italija

Kapaljka, staklena

Staklene epruvete, 10 mL

Stakleni lijevak

Staklene pipete (1, 2, 5, 10, 20, 25 mL)

Spatula, metalna

Stapni mikser

YV V.V V V V V V VYV V V VYV V V V V VYV VYV V VYV V V V V YV

T-boce, Falcon, BD Company, Franklin Lakes, SAD
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3.1.5. Kemikalije

>

YV V. V V V V V V V V V V V V V

YV V. V V V V V

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

Agar, Biolife, Italija

Agaroza normalne toc¢ke talista (NMP), Lonza, Rockland, SAD
Bakto-tripton, Biolife, Italija

Bromtimol plavo, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Dimetil sulfoksid (DMSQO), Kemika, Zagreb, Hrvatska

Etanol, Lach-ner, s.r.o0., Republika Ceska

Etidij bromid, Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka

Ekstrakt jagode

Ham's F-12 medij za uzgoj stanica, Capricorn Scientific GmbH, Njemacka
Ledena octena kiselina (80 % (v/v)), Kemika, Zagreb, Hrvatska

MRS Broth, Biolife, Italija

Mili-g-voda 18 M Q cm'™?

Natrijev klorid , Gram-mol d.o0.0., Hrvatska

Natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

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

Glicerol, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Kalijev klorid , Kemika, Zagreb, Hrvatska

Kalijev dihidrogenfosfat , Riedel-de Haén AG Seelze, Hannover, Njemacka
Kvaséev ekstrakt, Biolife, Italija

Plazmid PhiX174 RF1 DNA, Promega, Modisco, SAD

Tripsin, Capricorn Scientific, Njemacka

Vodikov peroksid, Kemika, Zagreb, Hrvatska

3.1.5.1. Otopine

1.

Otopine upotrijebljene za provodenje testa citotoksic¢nosti ekstrakta jagode
» PBS- fosfatni pufer (pH = 7,2-7,4)

NaCl 8,049
KCI 0,29
NazHPO4 x 12 H20 1,16 ¢
K2HPO4 0,29
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Demineralizirana voda 1000 mL
Fosfatni pufer se autoklavira 20 minuta, pri temperaturi od 120 °C i tlaku od
1,01 x 10° Pa.

» Otopina Neutral red-a, 5 mg/mL (ishodi$na)
Neutral red 50 mg
Etanol 10 mL

» Otopina Neutral red-a (radna)
Ishodisna otopina Neutral red-a, 5 mg mL? 0,2 mL

RPMI 1640 hranjivi medij 9,9 mL

» Otopina za odbojavanje

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

2. Otopine upotrijebljene za odredivanje ROS-ova (reaktivnih kisikovih radikala)
» Otopina 2',7'-diklorodihidrofluorescein-diacetata (DCFH-DA), 2 mM
(ishodisna)
DCFH-DA 1,5mg
DMSO 1,5mL

» Otopina 2',7"-diklorodihidrofluorescein-diacetata (DCFH-DA), 50 uM

(radna)
Ishodisna otopina DCFH-DA, 2 mM 0,25 mL
PBS pufer (pH =7,2-7,4) 9,75 mL

3. Otopine upotrijebljene za testiranje protektivnog i genotoksi¢nog ucinka ekstrakta
jagode na modelnoj DNA molekuli
» TAE pufer, 10x
Tris-HCI 48,4 ¢
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Ledena octena kiselina 11,4 mL
EDTA 3,79

Demineralizirana voda do 1000 mL

» TE pufer, 10x

EDTA 2,929
TRIS 15,75 ¢
Demineralizirana voda do 1000 mL

» Agarozni gel (1 %)
Agaroza 15¢9
TAE pufer, 1x 150 mL

» Pufer za nanoSenje uzoraka na agarozni gel (engl. loading buffer)

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

> Otopina etidij bromida (20 pg mL?) (radna)
Ishodina otopina etidij bromida, 400 pug mL* 37,5 ulL

Demineralizirana voda do 750 mL

3.1.5.2. Hranjive podloge

Kako bi se testirala citotoksicnost ekstrakta jagode na bakterijske sojeve,
upotrijebljivane su tri vrste hranjivih podloga. Za kultivaciju Escherichia coli, koristena je M9-
minimalna hranjiva podloga sa dodatkom laktoze, za kultivaciju Lactobacillus fermentum
koriStena je MRS (engl. Man, Rogosa and Sharpe) hranjiva podloga, te je za kultivaciju
bakterije Staphylococcus aureus upotrijebljivana LB (engl. Luria- Bertani) hranjiva podloga.
LB i MRS su kompletne hranjive podloge, dok je M9 selektivna hranjiva podloga. Sastav
hranjivih podloga naveden je u tablicama 1, 2 i 3. Sve podloge su prije uporabe sterilizirane pri
temperaturi od 121 °C i tlaku 1,01 x 10° Pa.
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Tablica 1. Sastav M9- minimalne hranjive podloge sa laktozom

SASTOJAK KOLICINA

Na;HPO4 69
KH2PO4 3g
NaCl 05¢g
NH4CI 19
AGAR 159
Destilirana voda 1000 mL
*1 M MgSOq4 2mL
*1 M CaCl, 100 pL
*20% laktoza 10 mL
*Tiamin (2 mg mL™) 1 mL

U tablici 1. prikazan je sastav M9-minimalne podloge sa laktozom. Bitno je napomenuti da
kada se svi sastojci oznaceni sa * sjedine, potrebno ih je sterilizirati. Sterilizacija se provodi
tijekom 15 minuta, pri temperaturi od 130 °C i tlaku od 1,01x 10° Pa. Nakon sterilizacije se

dodaju sastojci koji nisu oznaceni zvjezdicom.

Tablica 2. Sastav MRS hranjive podloge

SASTOJAK KOLICINA

MRS Broth 55,29
AGAR 99
Destilirana voda 1000 mL

Tablica 3. Sastav LB hranjive podloge

SASTOJAK KOLICINA

Bakto-tripton 10g

Kvascev ekstrakt 59

NaCl 50
Destilirana voda 1000 mL
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3.1.6. Programi za obradu podataka
» JASP 0.10.02 - program za statisti¢ku obradu podataka
» Gel analyzer — program za obradu gelova dobivenih elektroforezom
» Microsoft excel 2016

3.2. METODE

3.2.1. Ekstrakcija jagode

Kako bi se odredio polifenolni sastav jagode, provedena je ekstrakcija prethodno
pripremljene kase jagode (3.1.1.). Odvaze se 5 g uzorka kasSe jagode u Erlenmeyerovu tikvicu
sa Slifom od 50 mL te se nadoda 40 mL destilirane vode. Tako pripremljena smjesa se
ekstrahira u ultrazvuénoj kupelji pri T=50 °C i t=15 min. Po provedenoj ekstrakciji, uzorci se
profiltriraju u odmjerne tikvice volumena 50 mL i nadopune ekstrakcijskim otapalom do

oznake (Bursa¢ Kovacevi¢ i sur., 2016).

3.2.2. Odredivanje bioaktivnog sastava vodenog ekstrakta jagode

Odredivanje ukupnih fenola provodi se u vodenom ekstraktu uzorka primjenom
modifikacije spektrofotometrijske metode koja se temelji na kolornoj reakciji fenola s Folin-
Ciocalteu reagensom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 725 nm (Yuan i sur., 2018).
Ukupne hidroksicimetne kiseline 1 ukupni flavonoli odredivani su prema metodi iz literature
pri cemu se reakcijskoj smjesi mjeri intenzitet nastalog obojenja pri 320 nm i 360 nm (Howard
i sur., 2003). Kvantitativno odredivanje monomernih antocijana zasniva se na svojstvu
antocijana da pri promjeni pH vrijednosti reverzibilno mijenjaju svoju kemijsku strukturu pri
¢emu dolazi do promjene apsorpcijskog spektra. Snizenje pH otopine izaziva povecanje
apsorpcije i obrnuto, a koncentracija antocijana proporcionalna je razlici apsorbancija u
otopinama kod dva razli¢ita pH pri valnoj duljini maksimalne apsorpcije za pojedine antocijane
(AOAC, 1990). Princip odredivanja polimernih proantocijanidina temelji se na specificnosti
spojeva iz skupine flavan-3-ola da reagiraju s vanilinom uslijed ¢ega nastaju obojeni spojevi
koji se kvantitativno odreduju mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 500 nm (Sun et al.,
1998). Detaljan opis svih ovih analiza dan je u literaturi (Bebek Markovinovi¢ i sur., 20223;

Bebek Markovinovi¢ i sur, 2022b).
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3.2.3. Uzgoj stanica za odredivanje citotoksi¢nog i oksidativnog ucinka

Kao $to je prethodno navedeno u poglavlju materijala ( 3.1.2.1.), kultivacija humanih
stani¢nih linija (AGS, CaCo-2, Cal27, i HepG2) provodila se u kompletnom Ham's F-12
hranjivom mediju u T-bocama, u inkubatoru, u uvjetima temperature 37 °C, te 5 % CO2 i 95
% zraka. Kako bi se stanice odrzavale u eksponencijalnoj fazi rasta, povremeno se stari medij

mjenjao novim i svjezim. Stanice su uzgajane do konfuletnosti.

3.2.4. Priprema 1 utvrdivanje koncentracije stanica

Nakon $to su stanice narasle do konfluentnosti, iz T-boca je uklonjen medij. Stanice su
potom izloZene tripsinu. Tripsin predstavlja proteoliticki enzim koji se uvrijezeno dodaje u
radu sa stani¢énim kulturama, kako bi se stanice odvojile od podloge na kojoj su rasle (Thermo
Fisher, 2022). Nakon 10 do 15 minuta zaustavljeno je djelovanje tripsina kako ne bi doslo do
razgradnje stani¢nih komponenti, tako $to je on odstranjen iz T-boci te je dodan svjezi medij.
Potom je odreden broj stanica, tako da je 10 pL svake stani¢ne suspenzije naneseno na Biirker-
Tirkovu komoricu te prebrojano pod svjetlosnim mikroskopom. Burker-Turkova komorica
sastoji se od 9 velikih kvadrata povr$ine 1 mm?, od &ega 4 velika vanjska, koji se sastoje od po
16 malih kvadrata, sluze za brojanje stanica (Slika 11). Broj stanica dobiven je kao srednja
vrijednost stanica izbrojanih u 4 vanjska velika kvadrata, te je dodatkom izracunatog volumena
medija u ishodi§nu suspenziju stanica, koncentracija stanica podesena na 10° stanica mL™, za

uporabu u daljnjim eksperimentima.

Slika 11. Biirker-Turkova komorica za brojanje stanica (prema Brand, 2023)

3.2.5. Testiranje citotoksicnog ucinka ekstrakta jagode na humane stanicne linije (AGS, Caco-
2, Cal27, HepG2)
Metoda koja se koristila kako bi se odredio citotoksi¢ni ucinak jagode na humanim

stani¢nim linijjama je Neutral red. Neutral red metoda predstavlja jednu od metoda za mjerenja
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stani¢ne vijabilnosti i odredivanje citotoksi¢nosti odredenog biomaterijala (Hussain i sur.,
2009). Test se bazira na mogucnosti zivih stanica da vezu i unesu boju Neutral red. Boja
Neutral red lako difundira kroz stani¢nu membranu, te se akumulira u lizosomima. S druge
strane, mrtve stanice imaju dezintegriranu stani¢nu membranu, te ne mogu unositi Neutral red.
Prema tome, zZive stanice se mogu razaznati od mrtvih prema njihovoj sposobnosti unosa
Neutral red boje. Test se koristi kada se ispituje neki potencijalno citotoksi¢ni materijal, koji
bez obzira na mehanizam djelovanja, moze zaustavitit proces unosa boje te naposlijetku
rezultirati u redukciji broja Zivih stanica. Jedna od prednosti ove metode odredivanja stani¢ne
vijabilnosti jeste da na mjerenje ne utjee moguéa mikrobna kontaminacija, koja ¢esto moze

dovesti do precjenjivanja broja zivih stanica (Ates i sur., 2017).

U ovom eksperimentu, specifi¢no, ova metoda je provedena tako da je prvenstveno 100
uL stani¢ne suspenzije pojedine stani¢ne linije (AGS, Caco-2, Cal27, i HepG2) nacjepljeno u
mikrotitarsku ploc¢icu sa 96 jazica. Pocetna koncentracija stanica bila je kako je prethodno
navedeno 10° stanica mL™%. Nakon 24 sata, ukonjen je medij, te su stanice tretirane s po 100 uL
otopina ekstrakta jagode u 4 razli¢ite koncentracije (0,00014; 0,0014; 0,2; 1 mg mL™?). Kao
kontrola dodano je po 100 uL hranjivog medija Ham's F-12, bez ekstrakta jagode. Takoder,
bitno je napomenuti da je svaka koncentracija ekstrakta jagode na svakoj stanicnoj liniji
testirana u tri paralele. Duljina tretmana ovisila je o tipu stani¢ne linije. Stani¢na linija AGS
izlagana je 2 sata, stani¢na linija CaCo-2 izlagana je 4 sata, stani¢na linija Cal27 izlagana je 15
minuta, te je stani¢na linija HepG2 izlagana 2 sata ekstraktu jagode. Nakon §to je tretman
zavrSen, uklonjen je ekstrakt jagode s medijem, te je u svaku jaZicu dodano 100 pL radne
otopine Neutral red. Inkubacija sa bojom Neutral red odvijala se 45 minuta u inkubatoru pri
temperaturi od 37 °C i atmosferi 5 % CO. i 95 % zraka. Naposlijetku je, nakon zavrsetka
tretmana, boja uklonjena, te su stanice koje su izlagane koncentraciji ekstrakta jagode 0,00014,
0,0014, i 0,2 mg mL* isprane dva puta s po 100 pL PBS pufera, a stanice koje su bile izlagane
koncentraciji ekstrakta jagode 1 mg mL™ isprane su &etiri puta s po 100 uL PBS pufera kako
bi se uklonio visak boje. Potom je u svaku jazicu dodano 100 pL otopine za odbojavanje, kako
bi se boja izvukla iz samih stanica, te je intenzitet obojenja izmjeren spektrofotometrijski na
valnoj duljini A = 540 nm. lzmjerena apsorbancija boje u stanicama, proporcionalna je

preZivljenju stanica, Sto se kasnije izraCunalo prema formuli [1].

As4o(ekstrakt)

-100
As,4o(kontrola)

% prezivljenja =

[1]
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Asso = apsorbancija izmjerena na valnoj duljini 540 nm.

3.2.6. Testiranje oksidacijskog uc¢inka ekstrakta jagode na humane stani¢ne linije (AGS, Caco-

2, Cal27, HepG2)

Metoda koja se koristila kako bi se ispitao oksidacijski u¢inak ekstrakta jagode na
humane stani¢ne linije jeste metoda koristenja diklordihidrofluorescein diacetata (DCFH-DA).
Ova metoda je jedna od najceSc¢e upotrjebljavanih za direktno mjerenje redoks stanja stanica,
te ima nekoliko prednosti u odnosu na ostale, kao $to su lakoc¢a provodenja, visoka osjetljivost
na promjene redoks stanja stanice, te je relativno jeftina (Eruslanov i Kusmartsev, 2010).
DCFH-DA je fluorogena boja koja mjeri hidroksilne, peroksilne kao i ostale reaktivne kisikove
vrste (ROS) unutar stanica. Ovaj test bazira se na difuziji diklordihidrofluorescein diacetata u
stanicu. Nakon §to ude u stanicu, DCFH-DA se pomocu stani¢nih enzima esteraza deacetilira
I konvertira u ne-fluorescentni spoj, kojeg ROS-ovi oksidiraju do 2°, 7° —diklorofluoresceina
(DCF). Diklorfluorescein (DCF) je fluorescentni spoj, Cije se prisustvo detektira pomocu

fluorescentne spektroskopije sa ekscitacijom na 485 nm, i emisijom na 530 nm (Abcam, 2023).

Isto kao i kod odredivanja citotoksi¢nosti ekstrakta jagode, prvi korak testiranja
oksidacijskog ucinka ekstrakta jagode, bio je nacjepljivanje po 100 puL svake stani¢ne linije
(AGS, CaCo-2, Cal27 i HepG2) u mikrotitarsku plocu od 96 jazica. Koncentracije stanica su
bile na 10° stanica mL™. Nakon 24-satne kultivacije stanica u inkubatoru ( temperatura 37 °C
i atmosfera 95 % zraka i 5 % CO,), stanice su formirale subkonfluentni monosloj, koji je
promatran pod svjetlosnim mikroskopom. Tada su stanice spremne za tretiranje s ekstraktom
jagode. Kao 1 kod testiranja citotoksi¢nosti, koriStene su Cetiri razli¢ite koncentracije ekstrakta
jagode, to¢nije 0,00014; 0,0014; 0,2 i 1 mg mL* koje su pripremljene u Ham's F-12 hranjivom
mediju, te je svaka od ovih koncentracija na svakoj koriStenoj stani¢noj liniji testirana u Cetiri
paralele (slika 12). Takoder, u kontrolne jazice dodano je 100 uLL Ham's F-12 hranjivog medija,
bez ekstrakta jagode. Vrijeme izlaganja ekstraktu jagode, ovisilo je o vrsti stani¢ne linije. Tako
su stanice AGS izlagane 2 sata, stani¢na linija CaCo-2 izlagana je 4 sata, stani¢na linija Cal27
izlagana je 15 minuta, te je stanicna linija HepG2 izlagana 2 sata ekstraktu jagode. Po zavrSetku
tretmana, uklonjen je istroSeni hranjivi medij s ekstraktom, a stanice izlagane koncentracijama
ekstrakta 0,0014; 0,0014; 0,2 mg mL isprane su dva puta sa 100 uL PBS pufera, dok su stanice
izlagane koncentraciji 1 mg mL™ isprane &etiri puta sa 100 uL PBS pufera. Nakon toga je u
svaku jazicu dodano 100 pL radne otopine DCFH-DA, te je slijedila inkubacija u trajanju od

27



30 minuta u inkubatoru pri temperaturi od 37 °C i atmosferi 95 % zraka i 5 % CO,. Potom je
izmjeren intenzitet fluorescencije pri valnoj duljini emisije A= 485 nm 1 valnoj duljini
ekscitacije A = 530 nm. Oksidacijska i antioksidacijska svojstva ekstrakta jagode na humanim

stani¢nim linijama, analizirana su prema formuli za izraCunavanje indukcije slobodnih radikala

[2].

Intenzitet fluorescencije (ekstrakt)

% prezivljenja
Intenzitet fluorescencije (kontrola)
100

Indukcija slobodnih radikala =

[2]

ICD'I'II'I'IUOUJ:D\

Slika 12. Shematski prikaz podjele mikrotitarske jaZice kod Neutral red testa i DCFH-DA testa
(prema Wikimedia, 2023)

3.2.7.Testiranje genotoksi¢nog i protektivnog ucinka ekstrakta jagode na modelnoj DNA
Jedan od eksperimenata koji je proveden u svrhu karakterizacije ekstrakta jagode jeste
1 testiranje njegovog bioloskog ucinka na modelnoj DNA. Modelna DNA koja se koristila u
ovom eksperimentu je plazmid phiX174 RF1 u kojem DNA ima superzavijenu formu. Plazmid
phiX174 RF1 moze se ostetiti djelovanjem hidroksilnih radikala te u tom slu¢ju dolazi do
prelaska iz superzavijene u zavijenu formu. U eksperimentalnim uvjetima, UV zracenje u
prisustvu vodikovog peroksida dovodi do nastanka hidroksilnih radikala, a u ovom se

eksperimentu pratilo da li ekstrakt jagode u razli¢itim koncentracijama ima DNA protektivnu
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ulogu. Kako bi se pratila promjena plazmida phiX174 RF1 iz stabilnije superzavijene u

nestabilniju kruznu formu provodena je elektroforeza u agaroznom gelu.

Prema definiciji, elektroforeza predstavlja laboratorijsku metodu koja se koristi kako bi
se molekule DNA, RNA i proteina razdvojile prema njihovoj veli¢ini i naboju. Ove molekule
razdvajaju se u gelu ili matriksu, te je elektri¢na struja sila koja ih pokre¢e. U opéem smislu,
elektroforeza predstavlja migraciju 1 razdvajanje nabijenih Cestica, iona pod utjecajem
elektri¢nog polja. Elektroforetski sustav se sastoji od dvije elektrode, pozitivno nabijene anode
i negativno nabijene katode, koje su povezane kondukcijskim medijem, koji se naziva
elektrolit. Separacijski efekt na nabijene molekule rezultira iz razlike u njihovoj brzini kretanja
(v), koja je rezultat njihove mobilnosti (m), pri ¢emu je ona odredena s veli¢inom, oblikom,
nabojem molekule, temperaturom, pH i viskozno§¢u pufera, i jacine elektri¢nog polja (E),
(v=Me). Pravilo je da se zbog pora u gelu, koje na neki nacin djeluju kao sito, manje molekule
sporije kre¢u u odnosu na vece ( Fritsch i Krause, 2003). Elektroforezu specifi¢énu za analizu
nukleinskih kiselina otkrio je Vin Thorne 1960.-¢ istrazivaju¢i fragmente DNA virusa (NIH,
2023). Nukleinske kiseline obzirom da su negativno nabijene, zbog fosfatnih skupina u svom
sastavu, putuju od negativne (katode) ka pozitivnoj (anodi) elektrodi. DNA ili RNA
elektroforeza najcesce se odvija u agaroznom gelu kada se radi o razdvajanju veéih fragmenata
(10 - 50 000 pb), dok se poliakrilamidni gel koristi za razdvajanje manjih fragmenata (do 500
pb). Standardi poznatih veli¢ina se takoder razdvajaju na istom gelu kao i uzorci, kako bi se

prema njima mogla odrediti veli¢ina molekula u uzorcima.

Prvi korak u provodenju ovog eksperimenta bila je priprema 1 %-tnog agaroznog gela
u TAE puferu. Nakon vaganja 1 g agaroze, ona se otapala u 100 mL 1XTAE pufera u
mikrovalnoj pe¢nici, uz povremeno mjeSanje. Nakon grijanja, otopina agaroze je ohladena na
65 °C, te je potom gel izljeven u kalup i ostavljen da se polimerizira. Kada se gel polimerizirao,
sa kalupom je prebacen u kadicu za elektroforezu, te je nalijan 1x TAE pufer tako da prekriva
gel. Sljedeci korak bila je priprema uzoraka koji su se nanosili na gel. Pripremljeno je ukupno
14 uzoraka. Uzorci od 7 do 14 sadrzavali su 3 pL (0,1 ng mL?) plazmida, 1 mL 3 %-tnog
H20:>, te razlicite koncentracije ekstrakta jagode (0,00014; 0,0014; 0,2; 1 mg mL™Y) kao i
odgovarajuc¢i volumen 1x TE pufera do kona¢nog volumena reakcijske smjese od 20 pL. Svi
ovi uzorci su podvrgnuti djelovanju UV svjetla u trajanju od 5 minuta. Negativne kontrole
(uzorci 1. 1 2.) sadrzavala su samo plazmid i 1x TE pufer. Druge kontrole (uzorci 3. 1 4.)

sadrzavale su plazmid , 3 %-tni H202 1 1x TE pufer. Pozitivne kontrole (uzorci 5. i 6.),
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sadrzavale su plazmid, 3 %-tni H20., 1x TE pufer, te su bile podvrgnute UV zra¢enju u trajanju

od 5 minuta.

Nakon §to su svi uzorci pripremljeni 1 tretirani UV zracenjem, dodano je po 0,5 uL
obojenog pufera koji sadrzi bromtimol plavo (engl. loading buffer) kako bi se mogla
vizualizirati migracija uzoraka u gelu, te su uzorci nanaseni u jazice gela. U posljednju 15.-tu
jazicu dodano je 5 uL standarda. Potom je gel preliven 1x TE puferom, te je pokrenuta
elektroforeza. Elektroforeza je trajala 2 sata, te se odvijala pri 60 V. Po zavrSetku elektroforeze,
gel je obojan u otopini etidij bromida u trajanju jednog sata. Naposljetku je gel izlozen UV

zracenju, kako bi se njegov sadrzaj vizualizirao i analizirao.

3.2.8.Testiranje citotoksi¢nog ucinka ekstrakta jagode na predstavnike humane mikroflore
Pored testiranja citotoksi¢nosti ekstrakta jagode na humanim stani¢nim linijama, u
sklopu ovog rada ispitana je i citotoksi¢nost ekstrakta jagode na bakterijskim stanicama. Kao
Sto je prethodno spomenuto (poglavlje 3.1.2.3.), u ovom radu upotrijebljena su tri razli¢ite
bakterijske kulture, Escherichia coli, Lactobacillus fermentum i Staphylococcus aureus. Ove
bakterijske kulture, su 24 sata prije provodenja eksperimenta postavljene na uzgoj u
odgovaraju¢im hranjivim podlogama, kako bi se na dan eksperimenta nalazile u
eksponencijalnoj fazi rasta. Escherichia coli je uzgajana u M9 kompletnoj hranjivoj podlozi,
Lactobacillus fermentum je uzgajan u MRS hranjivoj podlozi, te je Staphylococcus aureus
uzgajan u LB hranjivoj podlozi. Prvi korak nakon 24-satnog uzgoja bakterija, bio je
odcentrifugirati po 1 mL svake bakterijske suspenzije. Centrifugiranje se odvijalo tijekom 10
minuta, pri 3000g. Nakon zavrSetka centrifugiranja, supernatant se izdvojao, a talog isprao i
resuspendirao s 1 mL PBS pufera. Centrifugiranje je potom ponovljeno, pri istim uvjetima. Po
zavrSetku centrifugiranja, talog se resuspendirao s 1 mL tekuc¢e hranjive podloge koja odgovara
odredenoj stani¢noj suspenziji. Potom je uslijedila priprema preinkubacijskih smjesa. Za svaki
bakterijski soj pripremljeno je po 4 preinkubacijske smjese. Tri preinkubacijske smjese
sadrzavale su razli¢ite koncentracije ekstrakta jagode (0,00014; 0,0014 i 0,2 mg mL™),
odgovarajuci bakterijski soj, te razli¢it volumen odgovaraju¢eg hranjivog medija, dok je ¢etvrta
preinkubacijska smjesa sluzila kao kontrola te je sadrzavala odgovarajucu bakterijsku
suspenziju i odgovarajucu hranjivu podlogu. Ukupni volumen svih preinkubacijskih smjesa bio
je 100 uL, te su one pripremane u malim epruvetama. Inkubacija smjesa trajala je 1 sat te se

odvijala pri 37 °C.
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Sljede¢i korak u provodenju eksperimenta bilo je priprema mikrorazrjedenja.
Mikrorazrjedenja su napravljena tako da je iz svake male epruvete uzeto po 10 uL inkubacijske
smijese i razrijedeno sa 90 pL PBS pufera. Mikrorazrjedenja su radena do koncentracije 107,
Potom je 10 pL razrjedenja 10, 107°, 10 nacijepljeno na odgovarajuée krute hranjive podloge
(M9, MRS i LB) u dvije paralele (slika 13). Uzgoj stanica trajao je 24 sata. Nakon zavrsetka
uzgoja, izbrojan je broj poraslih kolonija bakterijskih stanica. Kao i kod humanih stani¢nih
linija, izraCunato je prezivljenje i bakterija nakon izlaganja ekstraktu jagode, i to prema formuli
[3].

CFU/mL bakterijske suspenzije
CFU/mL kontrole

PreZivljenje bakterija (%) = 100

(engl. CFU — Colony-forming Unit) [3]

A' J |
Hml

Slika 13. Prikaz nacijepljivanja bakterijskih sojeva u Petrijevkama (prema Trafalgar
Scientific, 2023)

3.2.9. Obrada podataka

U ovom radu, rezultati testiranja citotoksi¢nog ucinka ekstrakta jagode na humane
stani¢ne linijje (AGS, CaCo-2, Cal27, i HepG2) i bakterijske stanice (Escherichia coli,
Lactobacillus fermentum i Staphylococcus aureus), kao i ispitavanje oksidacijskog djelovanja
ekstrakta jagode na humane stani¢ne linije obradeni su u statistickom programu JASP (verzija
0.16.4.0. ). KoriStena je analiza varijance (ANOVA) i Tukey HSD post hoc test sa granicom
statistiCke znacajnosti p < 0,05. Rezultati testiranja genotoksi¢nog i protektivnog djelovanja
ekstrakta jagode na modelnoj DNA (plazmid phiX174 RF1 ), obradeni su u programu Gel

analyzer. Graficki prikaz rezultata napravljen je u programu Microsoft Excel 2016.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Ucinci bioloski aktivnih spojeva jagode (Fragaria ananassa x Duch.) ispitivani su kroz
vise testova, ukljucujuci proliferacijsko i antiproliferacijsko djelovanje na humane i mikrobne
stani¢ne linije, antioksidacijski u¢inak na humane stanice, t¢ DNA protektivno djelovanje.
Eksperimenti su provodeni na humanim stani¢nim linijama ploc¢astog epitela karcinoma jezika,
Cal27, hepatocelularnog karcinoma jetre, HepG2, adenokarcinoma epitela zeluca, AGS, te
adenokarcinoma epitela debelog crijeva, Caco-2, bakterijama Escherichia coli, Lactobacillus
fermentum, i Staphylococcus aureus, te modelnoj makromolekuli, plazmidu phiX174 RF1
DNA. Raspon ispitivanih koncentracija odgovarao je preporu¢enom dnevnom unosu jagode ,
pri ¢emu koncentracija 0,0014 mg mL? odgovara preporu¢enoj dnevnoj dozi. Druge
koncentracije iznosile su 10x veéu, 10x manju koncentraciju od preporuc¢ene dnevne doze,

izrazene po tjelesnoj masi 1 volumenu krvi.

Ekstrakt jagode pripremljen je ultrazvué¢nom ekstrakcijom nakon koje je odreden

ukupni sastav polifenolnih spojeva u ekstraktu jagode spektrofotometrijskim metodama.

Citotoksi¢no i proliferativno djelovanje ekstrakta jagode na humanim stani¢nim
linijama provedeno je Neutral red metodom. Antioksidativno i prooksidativno djelovanja
ekstrakta jagode ispitano je DCFH-DA metodom.

Testiranje citotoksi¢nog 1 proliferativnog djelovanja ekstrakta jagode na bakterijama
provedeno je pripravom mikrorazrjedenja odredene bakterijske suspenzije i brojanjem poraslih

kolonija na podlozi nakon 24-satnog uzgoja.

DNA protektivni u€inak ekstrakta jagode testiran je na modelnom plazmidu metodom

elektroforezom u agaroznom gelu.
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41. REZULTATI ODREDIVANJA BIOAKTIVNOG SASTAVA VODENOG
EKSTRAKTA JAGODE

Koncentracija ukupnih fenola u ekstraktu jagode, odredena je kako je prethodno
objasnjeno (poglavlje 3.2.2.) primjenom spektrofotometrijske metode temeljene na
kolorimetriskoj reakciji fenola sa reagensom Folin-Ciocalteu, dok su ukupni flavonoli i ukupne
hidroksicimetne kiseline odredeni mjerenjem intenziteta nastalog obojenja na 320 nm i 360
nm. Odredivanje koncentracije polimernih proantocijanidina provedeno je u reakciji s
vanilinom, te mjerenjem intenziteta nastalog obojenja pri 500 nm. Naposlijetku, koncentracija
antocijana odredena je mjerenjem apsorbancije pri dvije razli¢ite pH vrijednosti otopine, i
odredivanjem razlike medu apsorbancijama razli¢itih pH vrijednosti izmjerenih pri razlicitin

valnim duljinama (520 nm i 700 nm). Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Rezultati bioaktivnog sastava vodenog ekstrakta jagode

Bioaktivni spojevi mg 100 g**

Ukupni fenoli 111,55 + 3,99
Hidroksicimetne kiseline 18,75 1,70
Ukupni flavonoli 3,98 £0,01
Ukupni monomerni antocijani 10,99 +0,13
Ukupni procijanidini 64,35 + 0,05

Prema rezultatima identifikacije bioaktivnih spojeva vodenog ekstrakta jagode (tablica
4), moze se zakljuciti da se procijanidini nalaze u najvecoj koli¢ini, dok se flavonoli nalaze u
najmanjoj koli¢ini u ekstraktu. Pukalskiené 1 sur. (2021), u svojoj studiji usporedivali su
rezultate odredivanja bioaktivnog sastava jagode koriste¢i dvije vrste otapala za ekstrakciju,
etanol i vodu. Rezultati njihovog istrazivanja pokazali su da se pri ekstrakciji sa etanolom,
ekstrahira veca koli¢ina bioaktivnih komponenti kao $to su antocijani u odnosu na ekstrakciju
sa vodom. Upravo ovakav rezultat upucuje na razliku u samim uvjetima provodenja
ekstrakcije. Naime, otapalo u kojem se provodi ekstrakcija ima veliku ulogu u kolicini
ekstrahiranih bioaktivnih spojeva. Otapala kao §to je etanol osiguravaju ekstrakciju vece
koli¢ine hidrofobnih spojeva, §to objasnjava razliku u dobivenim rezultatima (Pukalskiené i
sur., 2021). Naposlijetku, rezultati odredivanja bioaktivnog sastava vodenog ekstrakta jagode
mogu varirati u ovisnosti o sortimentu jagode, lokalitetu uzgoja, klimatskih uvjeta i

agrotehnickih mjera uzgoja, kao i o primjeni ekstrakcijske tehnologije.
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4.2. REZULTATI ODREPIVANJA CITOTOKSICNOG UCINKA EKSTRAKTA
JAGODE NA HUMANIM STANICNIM LINIJAMA

Citotoksicni u¢inak ekstrakta jagode testiran je na Cetiri razli¢ite humane stani¢ne linije,
ukljucujuéi kako je prethodno navedeno, stanice karcinoma plocastog epitela jezika, Cal27,
hepatocelularnog karcinoma jetre, HepG2, adenokarcinoma epitela zeluca, AGS, te stanice
adenokarcinoma epitela debelog crijeva, Caco-2. Testirane su Cetiri razli¢ite koncentracije
ekstrakta jagode (0,00014; 0,0014; 0,2; 1 mg mL™), a metoda odredivanja citotoksi¢nog u¢inka
bila je Neutral red. Vrijeme izlaganja ekstraktu jagode ovisilo je o stani¢noj liniji te su tako

stanice HepG2 izlagane 2 sata, stanice AGS 2 sata, Caco-2 4 sata, i stanice Cal27, 15 minuta.

Rezultati koji su dobiveni prikazani su graficki kao ovisnost postotka prezivljenja

stanica (relativna vijabilnost stanica izrazena u odnosu na kotrolu) o koncentracijama ekstrakta

0,00014 0,0014

Koncentracija ekstrakta jagode ( mg/mL)

jagode.
AGS
140

120

100

(2]
o

N
o

% prezivljenja stani¢ne linije AGS
o)
S

N
o

o

Slika 14. Prezivljenje stani¢ne linije AGS nakon tretmana razli¢itim koncentracijama ekstrakta

jagode

Kao $to je vidljivo iz grafickog prikaza na slici 14, niti jedna od testiranih koncentracija

ekstrakta jagode ne pokazuje citotoksicno djelovanje na AGS stanice. Odnosno, prezivljenje
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stanica djelovanjem cijelog kocnentracijskog raspona ekstrakta jagode, nije se statisticki

znacajno razlikovalo u odnosu na kontrolne, netretirane stanice.
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- statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a - statisticki znacajna razlika u odnosu na
0,00014 mg mL*(p < 0,001); b - statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,0014 mg mL* (p < 0,001); c - statisticki
znacajna razlika u odnosu na 0,2 mg mL? (p < 0,001); d — statisticki znacajna razlika u odnosu na 1 mg mL?

(p < 0,001)

Slika 15. Prezivljenje stanica Caco-2 nakon tretmana razli¢itim koncentracijama ekstrakta

jagode

Iz rezultata vidljivih na grafickom prikazu (slika 15), vidi se da ekstrakt jagode djeluje
citotoksi¢no na stani¢nu liniju Caco-2, obzirom da kod koncentracija 0,00014; 0,0014 i 0,2 mg
mL* dolazi do statisti¢ki zna¢ajnog smanjenja prezivljenja u odnosu na kontrolu. Kod najveée
koncentracije od 1 mg mL™, pak, ekstrakt jagode nema citotoksi¢ni u¢inak, obzirom da se ne

primjeti statisticki znacajna promjena vijabilnosti stanica u odnosu na kontrolu.
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* - statisti¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a - statisticki znacajna razlika u odnosu na
0,00014 mg mL* (p < 0,001); b - statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na 0,0014 mg mL* (p < 0,001); ¢ - statisti¢ki
znacajna razlika u odnosu na 0,2 mg mL? (p < 0,001); d — statisticki znacajna razlika u odnosu na 1 mg mL?
(p <0,001)

Slika 16. Prezivljenje stanica Cal27 nakon tretmana razli¢itim koncentracijama ekstrakta

jagode

Prema rezultatima na slici 16, moze se primjetiti da povecanjem koncentracije ekstrakta
jagode, blago raste i preZivljenje stani¢ne linije Cal27. Statisticki znacajno smanjenje
vijabilnosti, primjeéeno je samo kod najmanje koncentracije ekstrakta, 0,00014 mg mL™.
Ovakvi rezultati upuéuju na to da ekstrakt jagode nema citotoksi¢an ucinak na stanice Cal27

pri ve¢im koncentracijama.
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Slika 17. Prezivljenje stani¢ne linije HepG2 nakon tretmana razli¢itim koncentracijama
ekstrakta jagode

Nakon izlaganja stani¢ne linije HepG2 koncentracijskom rasponu ekstrakta jagode, iz
predstavljenih rezultata (slika 17), moze se zakljuditi da jagoda nema citotoksi¢an u¢inak na
stanice ove stani¢ne linije, obzirom da se ne primjecuje statistiCki znacajno smanjenje

vijabilnosti u odnosu na kontrolu niti kod jedne koncentracije.

Prema rezultatima (slika 14, 15, 16, 17) dobivenim istrazivanjem citotoksi¢nosti
vodenog ekstrakta jagode na Cetiri stani¢ne linije (AGS, Caco-2, Cal27 i HepG2), moze se
zakljuciti da citotoksi¢ni u¢inak jagode prvenstveno ovisi o vrsti stani¢ne linije. Ekstrakt jagode
ima citotoksi¢no djelovanje na stanice epitela debelog crijeva Caco-2 i stanice epitela jezika
Cal27, obzirom da je vijabilnost ovih stanica nakon izlaganja odredenim koncentracijama
ekstrakta jagode statisticki znacajno smanjena u odnosu na kontrolu. Nasuprot tome, ekstrakt
jagode u ovom istraZivanju ne pokazuje citotoksi¢ni u¢inak na stanice epitela zeluca AGS, kao
1 HepG2 stanice jetre, u cijelom koncentracijskom rasponu. Citotoksi¢ni u¢inak jagode moze
se povezati s antiproliferativnim svojstvima hidroksicimetnih kiselina koje ¢ine jednu od
najzustupljenijin komponeneti ekstrakta (tablica 4). U istrazivanju Suoza Rosa i sur. (2018),
ustanovljeno je da hidroksicimetne kiseline inhibiraju rast humane stani¢ne linije

adenokarcinoma crijeva, HT-29, i to proporcionalno s koncentracijom (10-100 uM) nakon 24
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sata tretmana (Suoza Rosa i sur., 2018). Takoder, Janicke 1 sur. (2010) su u svom istaZivanju
potvrdili antiproliferativno djelovanje hidroksicimetnih kiselina, pokazavsi da ferulinska i p-
kumarinska kiselina koje pripadaju skupini hidroksicimetnih kiselina smanjuju proliferaciju
stanica epitela debelog crijeva, Caco-2 za 43-75 % nakon dva do tri dana tretmana. lako
mehanizmi antikancerogenog djelovanja fenolnih kiselina jo$ uvijek nisu dovoljno istrazeni,
smatra se da oni ukljucuju neutralizaciju slobodnih radikala, regulaciju ekspresije gena,
modulaciju stani¢nih puteva singalizacije ukljuenih u popravak DNA, te indukciju
apoptotickih enzima koji u kona¢nici dovode do smrti stanice. Nasuprot tome, smatra se da
polifenoli mogu uzrokovati i lipidnu peroksidaciju, 1 oste¢enja DNA (Janicke i sur., 2010).
Naposljetku usporedujuci rezultate ovog s prethodnim istrazivanjima moze se zakljuciti da
vrsta stanica determinira njihovu senzibilnost na odredene bioloske komponente ekstrakta
jagode. Samim tim, njihova vijabilnost je direktno uvjetovana njihovom podloznos$éu na
djelovanje hidroksicimentih kiselina i njihovih antiproliferativnih svojstava, odnosno

mogucénoscu adaptacije na novonastale okoliSne uvjete.

Kao sto je prethodno spomenuto kod stani¢nih linija HepG2 i AGS, ekstrakt jagode ne
pokazuje citotoksi¢ni u¢inak niti kod jedne koncentracije. U istrazivanju Forbes-Hernandez,
pokazano je da nakon tretamana od 24 sata, ekstrakt jagode u koncentracijma (25, 50, 100, 250,
500, 1000, 2500, 5000, 7500 and 10000 pg mL™?Y) nema citotoksi¢ni u¢inak na tri humane
stani¢ne linije, ukljucuj¢i makrofage, fibroblaste (HDF), 1 stanice jetre HepG2. Pored vrste
stanica i trajanja tretmana, ovakav rezultat moze se objasniti i djelovanjem fenolnih
komponenti ekstrakta jagode, koji imaju svojstvo indukcije detoksifikacijskih enzima u
stanicama. Medutim, nasuprot tome, u istom istrazivanju kod stanica HepG2 detektirano je
smanjenje prezivljenja kod koncentracije 250 pg mL™* kada se vrijeme izlaganja produljilo na
48 i 72 sata (Forbes-Hernandez i sur., 2016). Jedan od mogucih razloga u razlici izmedu
rezultata dobivenih u studiji Forbes-Hernandez sa rezultatima u ovom radu pored razlike u
vremenu izlaganja stanica HepG2, je razlika u otapalu koriStenom za ekstrakciju. Organska
otapala koja su koriStena za ekstrakciju u studiji Forbes-Hernandez opcenito ekstrahiraju vise
hidrofobnih komponenti odgovornih za antiproliferativno djelovanje u odnosu na destiliranu

vodu koja je koriStena za ekstrakciju u ovom radu.
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4.3. REZULTATI ODREDIVANJA ANTIOKSIDACIJSKOG |
PROOKSIDACIJSKOG UCINKA EKSTRAKTA JAGODE NA HUMANIM
STANICNIM LINIJAMA

Antioksidacijski i prooksidacijski u€inak esktrakta jagode testiran je pomo¢u DCFH-
DA metode (poglavlje 3.2.6.) na humanim stani¢nim linijama AGS, Caco-2, Cal27 i HepG2.
Koncentracije ekstrakta jagode koje su testirane iste su kao i1 kod odredivanja citotoksi¢nosti
(0,00014; 0,0014; 0,2; 1 mg mL™1). Omijer vrijednosti intenziteta fluorescencije nakon tretmana
1 prezivljenja stanica odredenog Neutral red metodom u odnosu na kontrolu, izracunat je kako
bi se odredila indukcija slobodnih radikala. Tako su rezultati prikazani grafi¢ki kao ovisnost

indukcije slobodnih radikala o koncentracijama ekstrakta jagode.
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Slika 18. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije AGS nakon tretmana razli¢itm
koncentracijama ekstrakta jagode

Nakon tretmana AGS stanica sa razli¢itim koncentracijama ekstrakta jagode, dobiveni
su rezultati indukcije slobodnih radikala prikazani na grafickom prikazu (slika 18). Kao §to se
moze vidjeti iz grafickog prikaza, niti kod ijedne testirane koncentracije, nije izmjerena

statisti¢ki znacajna razlika indukcije slobodnih radikala u odnosu na kontrolu. Samim tim,
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moze se zakljuciti da ne dolazi niti do indukcije niti inhibicije slobodnih radikala, te se tako
kod stani¢ne linije AGS ne moZe govoriti niti o prooksidativnom niti o antioksidativhom

djelovanju ekstrakta jagode.
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Slika 19. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije Caco-2 nakon tretmana razli¢itim
koncentracijama ekstrakta jagode

Iz rezultata prikazanih na grafickom prikazu (slika 19), vidljivo je da ekstrakt jagode
ne pokazuje prooksidativno i antioksidativno djelovanje na stanice Caco-2, obzirom da nije
izmjerena statisticki znacajan razlika u odnosu na kontrolu niti kod ijedne testirane

koncentracije.
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* - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,001); a - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na
0,00014 mg mL* (p < 0,001); b - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 0,0014 mg mL"* (p < 0,001); ¢ - statisticki
znadajna razlika u odnosu na 0,2 mg mL™ (p < 0,001); d — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 1 mg mL™?

(p < 0,001)

Slika 20. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije Cal27 nakon tretmana razli¢itim

koncentracijama ekstrakta jagode

Prema rezultatima testiranja prooksidativnog/antioksidativnog djelovanja jagode na
stani¢noj liniji Cal27 (slika 20), vidljivo da jedino kod najnize koncentracije 0,00014 mg
mL? ekstrakt inducira nastanak slobodnih radikala, odnosno ima prooksidativno djelovanje.
Kod ostalih koncentracija (0,0014; 0,2; 1 mg mL™) nije izmjerena statistic¢ki znacajna razlika
u odnosu na kontrolu, te se moze zakljuciti da kod tih koncentracija ekstrakt nema niti

prooksidativno niti antioksidativno djelovanje.
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Slika 21. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije HepG2 nakon tretmana razli¢itim
koncentracijama ekstrakta jagode

Ekstrakt jagode kod stanica HepG2 u cijelom koncentracijskom rasponu ne pokazuje
niti prooksidativno niti antioksidativno djelovanje, obzirom da niti kod ijedne koncentracije
nije zabiljeZeno statistiCki znacajno smanjenje ili povecanje indukcije slobodnih radikala u

odnosu na kontrolu.

Iz rezultata prikazanih na slikama 18, 19, 20 i 21, moze se zakljuditi da
prooksidacijski/antioksidacijski ucinak ekstrakta jagode, kao i citotoksi¢ni ucinak, najvise
ovisi 0 vrsti stanica koje su izlagane. Kada se govori o prooksidativhom djelovanju ekstrakta
jagode, ono je izmjereno samo kod stanica Cal27 kod koncentracije 0,00014 mg mL™.

Antioksidativno djelovanje ekstrakta nije zabiljezeno niti kod ijedne stani¢ne linije.

Kako je prethodno spomenuto, oksidativni stres nastaje kao posljedica prekomjerne
proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsta, ROS-ova, te rezultira razli¢itim oSte¢enjima stani¢nih
makromolekula, pa kona¢no i smréu stanica. Oksidativni stres se tako povezuje s brojnim
oboljenjima danasnjice kao $to su kardiovaskularne bolesti, rak i upalni procesi u tijelu. Upravo

iz tog razloga biljni polifenoli postali su fokus sve viSe istrazivanja, zbog svojih
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antioksidativnih svojstava. Isto tako, biljni polifenoli u ovisnosti o uvjetima mogu imati i
prooksidativni karakter. Tako naprimjer, kada se nadu u alkalnom medjiu, polifenoli zbog svoje
nestabilnosti, autooksidiraju i povecavaju proizvodnju ROS-ova. Ipak, istrazivanja i dokazi o
antioksidativnom djelovanju polifenola uvelike premasuju dokaze o njihovom

prooksidativnom djelovanju (Hussain i sur., 2016).

Jedan od glavnih mehanizama za odrzavanje koli¢ine slobodnih radikala u organizmu
na zadovoljavajucoj razini jeste prisustvo reduciraju¢e forme tripeptida glutationa (GSH), u
odnosu na oksidiranu formu (GSSG), a to podrazumijeva transaktivaciju gena koji kodiraju
enzime za sintezu GSH. Ti enzimi ukljuceni su u fazu II detoksifikacijskog sustava. Smatra se
da prooksidiraju¢i karakter polifenola, odnosno ROS-ovi koji nastaju njihovom
autooksidacijom smanjuju razinu GSH u stanici, $to predstavlja signal za aktivaciju
transkripcije gena za y-glutamil cistein sintetazu. Kao $to je vidljivo iz predocenih rezultata ali
1 drugih studija, polifenoli pri niZim koncentracijama proizovde niZe razine ROS-ova,
uzrokojué¢i blagi oksidativni stres. Blagi oksidativni stres, uzrokuje aktivaciju stani¢nog
obrambenog antioksidativnog sustava sinteze GSH. Prema tome, moze se zakljuciti da je kod
svih stani¢nih linija autooksidacija polifenolnih spojeva jagode inducirala blagi oksidativni
stres (Babich 1 sur., 2011). To je rezultiralo aktivacijom antiooksidativnih stani¢nih
mehanizama, $to se ocCituje time da niti kod jedne stani¢ne linije, osim Cal27 i1 koncentraije
0,00014 mg mL™, nije zabiljezen statisticki znacajan porast indukcije slobodnih radikala.
Takoder, bitan parametar koji potvrduje da polifenolni spojevi jagode nemaju prooksidativno
djelovanje jeste da se nastajanje slobodnih radikala ne moze dovesti u direktnu vezu sa
smanjenjem vijabilnosti kod niti jedne stani¢ne linije, odnosno da ROS-ovi nisu uzrokovali

oStecenje bitnih stani¢nih makromolekula.

Naposlijetku, rezultati ovog rada potvrduju potencijalnu ulogu polifenola jagode u
borbi protiv oksidativnog stresa i posljedica koje on ima na zdravlje ljudi. U isto vrijeme
predstavlja 1 dobar temelj za naredna istraZivanja o antioksidativnom djelovanju polifenolnih

spojeva jagode kako na ovim tako i drugim humanim stani¢nim linijama.
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44. REZULTATI ODREPIVANJA GENOTOKSICNOG I PROTEKTIVNOG
UCINKA EKSTRAKTA JAGODE NA MODELNOJ DNA

Protektivni u€inak ekstrakta jagode na DNA ispitan je, kako je prethodno objasnjeno
(poglavlje 3.1.) na modelnoj makromolekuli, plazmidu phiX174 RF1 DNA. Testirane su Cetiri
razli¢ite koncentracije ekstrakta jagode (0,00014; 0,0014; 0,2; 1 mg mL™), te je plazmid pored
ekstrakta bio izlozen i djelovanju hidroksilnih radikala nastalih djelovanjem UV zrafenja na
H20,. Nakon tretmana, provedena je elektroforeza u agaraoznom gelu, te su rezultati u obliku
vrpci na gelu vizualizirani bojanjem gela u otopini etidij bromida (slika 22). Pored slike gela,
rezultati su prikazani obliku grafickog prikaza, mjerenjem omjera superzavijene forme u
odnosu na relaksiranu formu plazmida (SCP/RCP). Ako dode do oSte¢enja DNA, plazmid
promijeni konformaciju iz superzavijene cirkularne (SCP) u relaksiranu cirkularnu formu
(RCP). Kada se nalazi u relaksiranoj formi, plazmid putuje sporije u gelu, u odnosu na

superzavijenu formu.

NK NK NK NK PK PK 0,00014 0,00014 0,0014 0,0014 0,2 0,2 A K 1 Ladder* kb

mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml

— 10,0
— 80

RCP P

- 6,0
- 50
- 40

scp P

- 30

- 20
- 10

— 0,5

*1kb DNA Ladder; SCP- superazvijena cirkularna forma plazmida, RCP- relaksirana

cirkularna forma plazmida.

Slika 22. Protektivni u¢inak ekstrakta jagode na plazmidu phiX174 RF1 DNA
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na pozitivnu kontrolu (p < 0,001); a - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 0,00014 mg mL™ (p < 0,001); b -
statisticki znadajna razlika u odnosu na 0,0014 mg mL* (p < 0,001); c - statisticki znacajna razlika u odnosu na

0,2 mg mL* (p <0,001)

Slika 23. Graficki prikaz superzavijene u odnosu na relaksiranu formu plazmida (phiX174 RF1

DNA) kod razlicitih koncentracija ekstrakta jagode

Prema rezultatima prikazanim na slikama 22 i 23, moze se donijeti nekoliko zakljucaka
o djelovanju ekstrakta jagode na modelnu DNA. Prvenstveno, na slici 22 vidljivo je da se kod
negativnih kontrola (NK) vecina plazmida nalazi u superzavijenoj cirkularnoj formi (SCP),
obzirom da daje jaci signal u odnosu na relaksiranu formu (RCP). Ovakav zakljucak potvrduje
i omjer superzavijene u odnosu na relaksiranu formu plazmida kod negativne kontrole prikazan
na grafickom prikazu na slici 23. U pozitivnoj kontroli (PK), vise je zastupljena relaksiranija
forma plazmida (RCP), obzirom da se ocituje jaCim intenzitetom vrpce u odnosu na
superzavijenu formu, $to se ocituje kako na slici gela (slika 22) tako i u grafickom prikazu
omjera SCP/RCP (slika 23). Ovakvi rezultati dokazuju da sinergisti¢ko djelovanje dva agensa,
UV zraéenja i H2O», uzrokuje vece oSte¢enje DNA, od njihovog pojedincanog djelovanja.
Rezultati dobiveni kod uzoraka tretiranih ekstraktom jagode variraju ovisno o koncentraciji
ekstrakta kojoj je plazmid izlagan. Kod uzoraka tretiranih s manjiim koncentracijama ekstrakta

jagode, 0,00014 i 0,0014 mg mL, iako je intenzitet vrpce za relaksiranu formu ja¢i, jasno je
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vidljiv i signal za postojanje superzavijene forme plazmide (slika 22). Omjer SCP/RCP na
grafi¢kom prikazu (slika 23) za koncentracije 0,00014 i 0,0014 mg mL, pokazuje da ekstrakt
jagode u nizim koncentracijama ima genoprotektivni u¢inak. Kod visih koncentracija ekstrakta
jagode 0,2 i 1 mg mL™, intenzitet vrpce za relaksiranu formu ja¢i je od signala za superzavijenu
formu, te se kod najveée koncentracije vrpce gotovo da i ne mogu identificirati (slika 22).
Graficki prikaz, pak pokazuje da se kod koncentracije 0,2 mg mL™ , vise plazmida nalazi u
superzavijenoj u odnosu na relaksiranu formu, $to potvrduje DNA protektivni u¢inak ekstrakta

jagode i pri vecoj koncentraciji.

Naposlijetku, moze se zakljuciti da tri ispitane koncentracije ekstrakta jagode (0,00014;
0,0014; 0,2 mg mL™) sprecavaju nastanak hidroksilnih radikala koji bi doveli do razmotavanja
superzavijene DNA u odnosu na pozitivnu kontrolu, iz ¢ega proizlazi da bioloski aktivni
spojevi u ekstraktu jagode, u odredenoj mjeri, imaju protektivni u€¢inak na DNA. Usporedbom
djelovanja razli¢itih koncentracija ekstrakta jagode, pak, moze se primjetiti da je
genoprotektivni ucinak veci pri nizim koncentracijama, dok s porastom koncentracije on
opada. Prethodna istrazivanja DNA protektivnog uc¢inka jagode, radena kako na modelnoj
DNA ali i humanim fibroblastima, pokazala su sli¢ne rezultate. Takoder, smatra se da su glavni
bioloski aktivni spojevi zasluzni za genoprotektvina svojstva jagode, posebice kod oSete¢nja
DNA uzrokovanih UV zrafenjem, antocijani. Primarni mehanizam kojim antocijani djeluju
protektivno je blokiranjem stani¢nih oksidativnih procesa, kao §to je to upalna reakcija ili

apoptoza (Giampieri i sur., 2012).

45. REZULTATI ODREPIVANJA CITOTOKSICNOG UCINKA EKSTRAKTA
JAGODE NA PREDSTAVNIKE HUMANE MIKROFLORE

Kako bi se testirala citotoksi¢nost jagode na bakterijama, bakterijske suspenzije
izlagane su razli¢itim koncentracijama ekstrakta jagode (0,00014; 0,0014; 0,2; 1 mg mL™Y) u
trajanju od 1sata. Potom su suspenzije nacjepljene na odgovarajuce krute hranjive podloge, te
su porasle kolonije izbrojane nakon 24 sata inkubacije. PreZivljenje bakterija predstavljeno je

na grafickom prikazu (slika 24) kao postotak prezivjelih kolonija u odnosu na kontrolu.
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Slika 24. Prezivljenje bakterija Escherichia coli, Lactobacillus fermentum i Staphylococcus
aureus nakon tretmana razli¢itim koncentracijama ekstrakta jagode

Prema rezultatima prikazanim na slici 24, moze se donijeti nekoliko zakljucaka o
djelovanju ekstrakta jagode na prezivljenje bakterija Escherichia coli, Lactobacillus fermentum
i Staphylococcus aureus. Kod bakterije Staphylococcus aureus, ekstrakt jagode pri
koncentraciji 0,2 mg mL? dovodi do statisticki znac¢ajnog pada vijabilnosti u odnosu na
kontrolu. Takoder ekstrakt pri ovoj koncentraciji dovodi do statisticki znacajnog pada
vijabilnosti i kod bakterije Lactobacillus fermentum. 1z ovakvih rezultata proizlazi da ekstrakt
jagode pri ve¢im koncentracijama ima bakteriostatsko djelovanje na L. fermentum i S. aureus.
Prezivljenje E. coli nije statisticki zna¢ajno promijenjeno u odnosu na kontrolu pri svim
ispitanim koncentracijama ekstrakta jagode, kao ni prezivljenje L. fermentum i S. aureus pri
koncentracijama 0,00014 mg mL i 0,0014 mg mL 1. Prema tome, moZe se zakljuditi da
ekstrakt jagode ne pokazuje bakteriostatsko djelovanje ne E. coli, te L. fermentum i S. aureus

kada se nalazi u niZim koncentracijama.

Glavni antimikrobni spojevi jagode koji moduliraju rast mikroorganizama jesu

polifenoli. Razlicite vrste ovih spojeva imaju specificne mehanizme antimikrobnog djelovanja.
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Flavonoidi, primjerice, dentaturiraju proteine i nukleinske kiseline bakterija na nacin da
stvaraju komplekse sa njima putem vodikovih veza. Ovakvi uvjeti dovode do trajnog oStecenja
baterijske stanice i naposljetku smrti (Sitorus i sur., 2012). Polifenolni spojevi takoder ostvaraju
interakcije sa stani¢nim membranama te na taj nacin inaktiviriaju enzime koji su esencijalni za
prezivljenje stanice. Nasuprot tome, Gyawali i Ibrahim (2012), predlozili su da polifenoli mogu
1 indirektno djelovati toksicno na mikroorganizme. Bakteriocidno djelovanje polifenola
proizlazi i iz moguénosti nekih polifenola da djeluju kao prooksidansi (Gyawali i Ibrahim,

2012).

Kao $to se moze vidjeti iz prikazanih rezultata (slika 24), ekstrakt jagode ima razlicit
ucinak na prezivljenje tri vrste bakterija. Prvi zakljucak koji se moze donijeti je da ekstrakt
jagode odnosno antimikrobni spojevi u njemu imaju veéi citotoksi¢ni ucinak na Gram-
pozitivne u odnosu na Gram-negativne bakterije. S. aureus, i L. fermentum kao Gram-
pozitivne bakterije su kako je vidljivo iz rezultata (slika 24) puno osjetljivije na djelovanje
ekstrakta jagode, u odnosu na E.coli koja je Gram-negativni predstavnik. Ovakvi rezultati i
saznanja u skladu su s prethodnim istrazivanjima antimikrobne aktivnosti jagode. Razlog
razlike u osjetljivosti izmedu Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija proizlazi iz razlike
u strukturi njihovog stani¢nog zida. Naime, u fosfolipidnoj membrani Gram-negativnih
bakterija, za razliku od Gram-pozitivnih, nalaze se lipopolisaharidne komponente koje djeluju
kao selektivna barijera hidrofilnim spojevima, kao Sto je vodena otopina jagode. Na taj nacin,
Gram-negativne bakterije pruzaju vecu rezistenciju antimikrobnim komponentama i odrZavaju
vijabilnost (Seleshe i sur., 2017). Takoder, bitno je naglasiti i razliku u postotku prezivljenja
izmedu dvije vrste Gram-pozitivnih bakterija, odnosno S. aureus i L. fermentum. Primjetno je
da je postotak prezivljenja L. fermentum u cijelom koncentracijskom rasponu ekstrakta jagode
veci u odnosu na S. aureus. Ovakav rezultat upucuje na interakciju izmedu crijevne mikrobiote
1 prebiotika, odnosno polifenola. Naime, sve viSe je dokaza da bioaktivni sastojci biljaka, u
ovom slucaju polifenoli jagode, mogu djelovati kao prebiotici, odnosno poticati rast i
metabolizam probioti¢kih bakterija, kao $to je L. fermentum. S druge strane prebioti¢ko
djelovanje polifenola koje povoljno utjece na sastav crijevne mikroflore je i bakteriocidno

djelovanje na patogene bakterije kao $to je to S. aureus (Plamada i Vodnar, 2022).

Neki od faktora koji su mogli utjecati na ukupno smanjeno antimikrobno djelovanje
ekstrakta jagode, Sto je posebice vidljivo kod rezultata prezivljenja kod E.coli, je nacin
pripreme samog ekstrakta. Naime, istraZivanja su pokazala da bioaktivne komponente, to¢nije

polifenoli ispoljavaju svoja antimikrobna svojstva u manjoj ili ve¢oj mjeri u ovisnosti od
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otapala u kojem su ekstrahirani. U ovom radu kao otapalo za biljni materijal upotrebljivana je
destilirana voda, dok rezultati istrazivanja pokazuju da polifenoli iskazuju ja¢e antimikrobno

dejstvo kada su ekstrahirani u etanolu.

Naposljetku, prema rezultatima predstavljenim u ovom radu kao i prethodnim
istrazivanjima, moze se zakljuciti da polifenoli u ekstraktu jagode imaju jako antimikrobno
djelovanje prema patogenoj bakteriji kao §to je S. aureus. Klasi¢ni nacin lije¢enja infekcije S.
aureus ukljuéuje antibiotike, $to je u zadnjih par godina dovelo do povecanja rezistencije
bakterije na iste, te se stoga sve viSe traze alternativni terapijski pristupi. Upravo bioaktivne
komponente voca kao $to je jagoda predstavljaju nove moguénosti borbe sa ovim patogenom
(Cérdenas-Valdovinos i sur., 2018). Takoder, dokazani antimikrobni u¢inak jagode opravdava
njenu uporabu kao i uporabu proizvoda baziranih na njoj kao funkcionalne hrane. Na kraju,
potencijalna primjena ekstrakta jagode kao prebiotickog pripravka, dobra je tema za naredna
istrazivanja obzirom da se zbog suprotnog djelovanja pri jako malim razlikama u primjenjenim
koncentracijama (0,00014 i 0,0014 mg mL™? kod L. fermentum, slika 24) osim poticanja,
dogada i inhibicija rasta probiotickih bakterijskih vrsta, Sto u konac¢nici moze rezultirati

naru$avanjem humane crijevne mikroflore.
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5. ZAKLJUCCI

1. U vodenom ekstraktu jagode utvrdena je koncentracija ukupnih fenola od 111,55 mg GAE
100 g 1. U najveéem udjelu su odredeni ukupni procijanidini, zatim hidroksicimetne kiseline,

monomerni antocijani dok su ukupni flavonoli zastupljeni u najnizem udjelu.

2. Vodeni ekstrakt jagode djelovao je citotoksi¢no na stani¢nu liniju adenokarcinoma debelog
crijeva (Caco-2) u tri (0,00014; 0,0014; 1 mg mL™) od &etiri ukupno ispitane koncentracije pri
¢emu je doSlo do smanjenja prezivljenja za 20 %. Deset puta niza koncentracija od dnevne
preporucene doze djelovala je toksi¢no na stanice karcinoma epitela usne Supljine (Cal27)

smanjujuéi prezivljenje za 20 %.

3. Vodeni ekstrakt jagode nije pokazao antioksidacijsko djelovanje niti na jednoj stani¢noj
liniji. Najniza istrazivana koncentracija, koja odgovara 10 puta niZoj koncentraciji od dnevno
preporucene doze izraCunate prema kg tjelesne mase, djelovala je prooksidativno na stanice
karcinoma epitela usne Supljine (Cal27). S druge strane, sve istrazivane koncentracije pokazale
su genoprotektivni u€inak na modelu plazmida, s time da povec¢anjem koncentracije ekstrakta

taj ucinak pada.

4. Vodeni ekstrakt jagode nije imao antibakterijski uéinak na predstavnika Gram-negativnih
bakterija (E.coli), dok je na Gram-pozitivne imao antimikrobni u¢inak u koncentracijskoj
ovisnosti. JaCe antibakterijsko djelovanje potvrdeno je na bakteriji S. aureus, dok je probioticka

bakterija L. fermentum bila manje osjetljiva.
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