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1. UVOD



Uvod

Buduci da neprestano raste broj oboljelih od tumora, sve je veci broj istrazivanja
s cillem pronalazenja prirodnih lijekova koji bi predstavljali alternativu klasi¢nom
lijeCenju protutumorskim lijekovima uz manje nuspojava te vecu ucinkovitost i nizu
cijenu terapije. Jedan od takvih prirodnih proizvoda je med &iji su blagotvorni u€inci na
ljudsko zdravlje poznati ve¢ stoljecima (Bogdanov i sur., 2008). Pozitivni ucinci se
velikim dijelom pripisuju fenolnim spojevima, sekundarnim metabolitima koje biljke
sintetiziraju kao odgovor na stres u svakodnevnoj borbi za opstanak u nepovoljnim
Zivotnim i okoliSnim uvjetima, poput manjka vode, hranjivih tvari i ekstremnih
klimatskih uvjeta (Ajila i sur., 2011).

Istrazivanja su pokazala da med mediteranske biljke obi¢ne planike (Arbutus
unedo L.) ima izrazito visoki maseni udio fenolnih spojeva i snazan antioksidacijski
kapacitet te zbog toga nekoliko puta vec¢u sposobnost obrane organizma od Stetnih
slobodnih radikala u usporedbi s drugim vrstama meda (Tariba Lovakovi¢ i sur., 2018;
Juri€ i sur., 2020). Slobodni radikali su reaktivni spojevi koji se unose u organizam iz
okolia, a i produkt su normalnog metabolizma te mogu ostetiti biolosSki znacCajne
makromolekule poput DNA, proteina, ugljikohidrata i lipida u jezgri i membranama
stanica te igraju znacajnu ulogu u nastanku tumora (Cianciosi i sur., 2018).

Medu obi¢ne planike pripisuju se vrlo snazna antioksidacijska, antibakterijska i
protuupalna svojstva, a zbog specificnog sastava moguce je da posjeduje i
antimutagene te antiproliferacijske ucinke koji imaju znacajnu ulogu u prevenciji i
ljeCenju tumora (Rosa i sur., 2011; Tuberoso i sur., 2013). Antioksidacijski uCinak
meda uglavnom se pripisuje fenolnim spojevima, medu kojima je najzastupljenija
homogentizinska kiselina (eng. Homogentisic acid, HGA). Sustavna istrazivanja
fenolnog profila meda obi¢ne planike nisu se dosad provodila. Podaci o vrsti i koli€ini
fenolnih spojeva u medu obi¢ne planike oskudni su i uglavhom se odnose na
tekuéinskokromatografsku ili plinskokromatografsku kvantifikaciju pojedinacnih
markera botani¢kog podrijetla. Kemijski sastav meda ovisi i 0 okoliSnim ¢imbenicima
u kojima raste biljka pa je od iznimne vaznosti istraziti posebnosti fenolnog profila
meda obicne planike s hrvatskoga podrucja. Protutumorski u€inak meda pripisuje se
raznim mehanizmima: indukciji apoptoze, zaustavljanju stani¢nog ciklusa, modulaciji
oksidacijskog stresa, ublazavanju upale, indukciji permeabilizacije vanjske membrane
mitohondrija i inhibiciji angiogeneze (Cianciosi i sur., 2018). lako dosadasnja
istraZzivanja upuéuju na protutumorski ucinak meda, mehanizmi djelovanja na

stanicnoj i molekularnoj razini slabo su istraZzeni. Objavljena istrazivanja nisu

1
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ukljuCivala istrazivanje zastitne uloge meda na zdrave stanice nakon primjene

protutumorskog lijeka, Sto je od izuzetne vaznosti buduci da citostatici Cesto imaju

toksi¢ni u€inak ne samo na cilijne tumorske stanice, nego i na ostale stanice u

organizmu.

Ciljevi istrazivanja u ovom doktorskom rada su:

1.

detaljno istraziti fenolni profil meda obi¢ne planike s hrvatskog podrucja spregom
tekucinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti i spektrometrije masa visokog
razlu€ivanja (UHPLC-LTQ Orbitrap MS)

. odrediti maseni udio ukupnih fenola, flavonoida i antioksidacijski kapacitet meda

primjenom spektrofotometrijskin metoda te odrediti maseni udio HGA primjenom

plinske kromatografije spregnute sa spektrometrijom masa (GC-MS)

. ispitati cito/genoprotektivni u€inak meda i HGA na humane limfocite periferne krvi

tretirane protutumorskim lijekom irinotekanom primjenom citohalazinom B-
blokiranog mikronukleus-testa (CBMN-testa) i analize kromosomskih aberacija za

otkrivanje citogeneti¢kih oStecenja

. ispitati citotoksi¢no i pro(anti)oksidacijsko djelovanje meda, ekstrakta i HGA na

stanicne linije hepatocelularnog karcinoma jetre (HepG2), adenokarcinoma epitela
debelog crijeva (Caco-2) i karcinoma ploc€astih stanica jezika (Cal27) primjenom
testa prezivljenja Neutral red i testa DCFH-DA

OcCekuje se da rezultati istraZivanja upotpune saznanja o fenolnim

komponentama meda obi¢ne planike, selektivnoj toksi¢nosti ovog meda prema

tumorskim stanicama te ulozi oksidacijskog stresa u mehanizmu toksi¢nosti.
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2.1. Obi¢na planika (Arbutus unedo L.)

Obic¢na planika (Arbutus unedo L.) je samonikli, zimzeleni grm (slika 1) ili stablo
(najcesSce od 1,5 do 3 metra visine, najvise do 12 metara) koje raste na rubnim
dijelovima Suma, po nepristupacnim predjelima i stjenovitim padinama sredozemnog
podrucja. U Hrvatskoj je rasprostranjena od Istre do dubrovackog primorja, a osobito
na LoSinju, otocima oko Zadra i Dubrovnika te na PeljeScu (Jurica i Br¢i¢ Karaconii,
2019). Plod obi¢ne planike je maginja (slika 2) koja je jestiva, ali konzumiranje vecih
koliCina izaziva probavne smetnje i laganu opijenost. Ime ove bilke potjeCe od
starorimske izreke ,unum tantum edo“ sto znaci ,jedem samo jednu®.

Obic¢na planika predstavlja potencijalno znacajan, a relativno slabo istrazen izvor
bioaktivnih spojeva koji pozitivno utje€u na ljudsko zdravlje. Medu bioaktivnim

spojevima ove biljke su fenoli, vitamini i organske kiseline.

& T St
L el e &

Slika 1. Obi¢na planika (Nerezine, Mali LoSinj, Primorsko-goranska Zupanija).

Vlastita fotografija.

Svi dijelovi obi¢ne planike (korijen, kora, list i plod) sadrZze spojeve s
antioksidacijskim, diuretskim i antimikrobnim svojstvima te se stoga ljekoviti pripravci

ove bilike rabe u narodnoj medicini za lijeCenje gastrointestinalnih, kardiovaskularnih,
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urinarnih i bubreznih tegoba, kod hipertenzije, dijabetesa i raznih upalnih procesa u

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

Slika 2. Plod obi¢ne planike — maginja (Nerezine, Mali LoSinj, Primorsko-goranska

Zupanija). Vlastita fotografija.

2.2, Med

Med je prirodno sladak proizvod Sto ga medonosne pcele (Apis mellifera)
proizvode od nektara medonosnih biljaka ili sekreta zivih dijelova biljaka ili izluCevina
kukaca koji siSu na zivim dijelovima biljaka, koje pCele skupljaju, dodaju mu vlastite
specificne tvari, pohranjuju, izdvajaju vodu i odlazu u stanice sa¢a do sazrijevanja (NN,
2015).

Prema nacinu proizvodnje i/ili prezentiranja med se moze podijeliti na:
e med usadu
e med sa sacem ili dijelovima saca
¢ cijedeni med: dobiva se cijedenjem iz sac¢a, bez ikakve mehaniCke obrade
e vrcani med: med dobiven vrcanjem (centrifugiranjem)
e predani med: dobiven preSanjem saca, pri umjerenoj temperaturi koja ne smije

prijeci 45 °C ili bez zagrijavanja
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e filtrirani med: med dobiven na nacin koji tijekom uklanjanja stranih anorganskih

ili organskih tvari dovodi do znac¢ajnog uklanjanja peludi (NN, 2015).

Prema podrijetlu med se dijeli na cvjetni ili nektarni med (med dobiven od nektara
biljaka) i medljikovac ili medun [med dobiven uglavhom od izlu€evina kukaca
(Hemiptera) koji zive na zivim dijelovima biljaka ili od sekreta Zivih dijelova biljaka]
(NN, 2015).

2.3. Kemijski sastav meda

U kemijskom smislu, med predstavlja zasi¢enu vodenu otopinu Secera koji ¢ine
viSe od 95 % suhe tvari meda, a najveci udio Cine jednostavni Seceri glukoza i fruktoza.
Med sadrzi 17 % vode, a ostatak su proteini, minerali, vitamini, organske kiseline,
fenolni spojevi, hlapljive komponente, voskovi i druge fitokemikalije (slika 3). Neke od
ovih supstanca u med dospijevaju preko p€ela, neke preko medonosne biljke, a neke

nastaju tijekom zrenja meda u sa¢u (Bogdanov i sur., 2008; Gasic, 2017).

) Kiseline

Erloza Voda Ostale tvari minerali,

1-kestoza . 17 % 4 % proteini
centoza __OSta_l' ) aminokiseline

rafinoza ugljikohidrati enzimi

panoza 2% vitamini
turanoza hlaplji_vi_spojevi

lipidi

cestice

Glukoza
Saharoza 38 %
i drugi disaharidi
(maltoza,
izomaltoza,

trehaloza,
gencioboza)

8%

Fruktoza
31 %

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

2.3.1. Ugljkohidrati

Fruktoza je dominantni Seéer u gotovo svim vrstama meda i zajedno s glukozom
Cini oko 60 % suhe tvari meda. Veci maseni udio glukoze u odnosu na fruktozu
pronaden je samo u medu uljane repice (Brassica napus), maslacka (Taraxacum

officinale) i medu biljke Trichostema lanceolatum (Cavia i sur., 2002). Med u visokom
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postotku sadrzi jednostavne SecCere pa se zato brzo apsorbira u organizmu. Udjeli
raznih Sec¢era u medu ovise o omjeru Secera u cvjetnom nektaru, ali i o koli€ini enzima
invertaze koji katalizira reakciju razgradnje saharoze na fruktozu i glukozu. Omijeri
fruktoze i glukoze, maltoze i izomaltoze, saharoze i turanoze, kao i maltoze i turanoze
mogu se koristiti kao markeri za procjenu moguceg patvorenja meda glukoznim ili
visokofruktoznim sirupom, a takoder i kao markeri za identifikaciju i klasifikaciju
uniflornih vrsta meda (Gobin, 2014; Gasi¢, 2017).

2.3.2. Proteini

Udio proteina u medu iznosi 0,2 %. Proteini i aminokiseline mogu biti biljnog (iz
polena koji je poprilicno bogat proteinima) ili zivotinjskog podrijetla (iz Zlijezda
slinovnica pcela) (Nazarian i sur., 2010; Da Silva i sur., 2016). lako je udio ukupnih
proteina u medu nizak, u medu je nadeno 25 aminokiselina (proteinskih i
neproteinskih) Ciji udio varira ovisno o biljnoj vrsti (Janiszewska i sur., 2012).

ProsjeCan udio duSika u medu iznosi oko 0,04 %, dok je udio slobodnih
aminokiselina oko 1 %. Glavni izvor aminokiselina u medu je polen (a najzastupljenija
aminokiselina je prolin) i u medu ga mora biti viSe od 180 mg kg, a najmanje 66 %
od ukupnih slobodnih aminokiselina (najces¢e 80 — 90 % od svih aminokiselina).
Vecinom potjeCe od p&ela i u med dospijeva prilikom prerade nektara u med, a njegov
udio je predlozen kao jedan od pokazatelja zrelosti meda. Udio prolina usko je
povezan s udjelom Seéera u medu, kao i s aktivnho$¢u enzima glukoza-oksidaze
(Flanjak i sur., 2016).

2.3.3. Minerali

Maseni udio elemenata u medu varira ovisno o vrsti meda (od 0,04 % u svjetlijim
do 0,20 % u tamnijim vrstama meda), a uglavhom se radi o oksidima kalija, fosfora,
kalcija i natrija koji potjeCu iz nektara, odnosno medljike i peludi (Bogdanov i sur., 2007,
Da Silvai sur., 2016). Kalij je najzastupljeniji element u medu (jedna trec¢ina od ukupnih
minerala) s prosje¢nim udjelom oko 1500 mg kg*. Med odrazava mineralni sastav
biljaka od kojih medonosne pc&ele sakupljaju hranu, a ovisi o vrsti tla na kojem biljka
raste (Madejczyk i Baralkiewicz, 2008; Escuredo i sur., 2014).

Tariba Lovakovi¢ i suradnici (2018) analizirali su, osim meda obi¢ne planike, i

druge vrste meda i medljikovca s obalnog hrvatskog podrucja: hrastov medljikovac,
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medljikovac jele, med od mente, kadulje, vriska, kestena, suncokreta, brsljana,
timijana, bagrema, uljane repice, amorfe, limete i jeruzalemskog trna. Najzastupljeniji
elementi pronadeni u svim uzorcima meda bili su kalcij, kalij, magnezij i natrij. Srednja
koncentracija ovih elemenata u medu obi¢ne planike bila je visa od koncentracija u
drugim uniflornim vrstama meda. Takoder, utvrdena je niZza koncentracija selena u

uzorcima meda obi¢ne planike u usporedbi s ostalim analiziranim vrstama.

2.3.4. Organske kiseline

Prema literaturnim podacima med ima blagu kiselost jer sadrzi u prosjeku 0,57
% organskih kiselina (Karabagias i sur., 2014; Da Silva i sur., 2016). Organske kiseline
potje€u izravno iz nektara ili nastaju od Secera prilikom pretvorbe nektara u med
djelovanjem enzima koje pcele izlu€uju (Cherchi i sur., 1994). Najzastupljenija
organska kiselina u medu je glukonska koja nastaje iz glukoze oksidacijom pomocu
glukoza-oksidaze. Nakon nje slijedi limunska kiselina pa se ove dvije kiseline mogu
rabiti za razlikovanje cvjetnog meda od medljikovca jer je udio limunske kiseline

znatno nizi u cvjethom medu (Mato i sur., 2006).

2.3.5. Enzimi

Specificnost meda je da sadrZi enzime koji potjeCu od pcele (a-amilaza i a-
glukozidaza), polena ili iz bakterija koje su prisutne u medu (Gasi¢, 2017). Enzimi
medu daju karakteristi¢na svojstva koja se ne mogu nadomjestiti, a enzimska aktivnost
se smanjuje zagrijavanjem meda ili duljim skladistenjem meda pa se stoga aktivnost
a, B, i y-amilaze koristi kao vazan parametar u procjeni kvalitete meda, svjezine i
termiCke obrade meda. Osim amilaza, u medu su prisutni enzimi invertaza, glukoza-

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

2.4. Med obiéne planike (Arbutus unedo L.)

Iz cvijeta obi¢ne planike pcele rade med koji je snaznog i trpkog okusa.
Posebnost ovog meda je da se dobiva od biljke koja, za razliku od ostalih medonosnih
biljaka, cvjeta ujesen pa je lako proizvesti uniflorni med izrazito visoke kakvoce.
Njegova uporaba osobito je rasprostranjena u Spanjolskoj, Portugalu, Francuskoj

(Korzika) i Italiji (Sardinija) (Ulloa i sur., 2015), a usprkos dokazanom blagotvornom
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uCinku na zdravlje Covjeka, u Hrvatskoj je proizvodnja ovog meda joS uvijek
zanemarena.

Najzastupljeniji fenolni spoj meda obi¢ne planike je homogentizinska kiselina
(2,5-dihidroksifeniloctena kiselina, HGA) ciji je udio 50 — 60 % u ukupnim fenolnim
spojevima (329,1 — 590,3 mg kg?) prisutnih u medu. Ostatak fenolnih spojeva
uglavnom je u obliku flavonoida. HGA je prisutna i u medu drugih biljaka (vrijesak, lipa,
heljda i dr.), ali je njezin udio znatno nizi u odnosu na udio u medu obi¢ne planike
(Tuberoso i sur., 2010). Cabras i suradnici (1999) predlozili su grani¢nu koncentraciju
od 200 mg HGA po kg meda koja bi upucivala da se radi o medu proizvedenom
uglavnom od obicne planike.

Upravo zato Sto je HGA karakteristiCna i znatno zastupliena u medu obi¢ne
planike smatra se kemijskim markerom botani¢kog podrijetla ovog meda, S$to znacajno
olakSava potvrdu radi li se doista 0 medu obi¢ne planike buduéi da melisopalinoloSka
analiza ima, u slu€aju ovog meda, mali zna€aj zbog naopako okrenutog cvijeta te
stoga niskog sadrzaja peludi. Postojanje pouzdanog kemijskog markera botani¢kog
podrijetla je od izuzetne vaznosti zbog sprjeCavanja patvorenja meda obi¢ne planike
dodavanjem jeftinijih vrsta prirodnog meda ili glukozno-fruktoznog sirupa. Med obi¢ne
planike je zbog izrazito snaznih antioksidacijskih uc€inaka i male koli€ine prisutne na
europskom trzistu 4 — 8 puta skuplji u odnosu na druge vrste meda (Brc€i¢ Karaconiji i
Jurica, 2017).

Pretpostavlja se da je med obicne planike potencijalno znacajan fitoterapeutik
vrijedan opseznijih istrazivanja njegovih komponenti te njihovih bioloskih ucinaka. Do
sada je fenolni sastav meda obi¢ne planike neznatno istrazivan, a uglavhom se odnosi
na tekucinskokromatografsku ili plinskokromatografsku kvantifikaciju kemijskih
markera: HGA (Cabras i sur., 1999; Scanu i sur., 2005; Tuberoso i sur., 2010; Deiana
i sur., 2015; Br&i¢ KaracConji i Jurica, 2017), ()-2-trans,4-trans-apscizinske kiseline,
(x)-2-cis,4-trans-apscizinske kiseline i unedona (Tuberoso i sur., 2010; Deiana i sur.,
2015).

Iz sardinijskog i kanarskog meda obi¢ne planike izolirani su aromatski spojevi a-
i B-izoforon te 4-oksoizoforon koji se takoder mogu smatrati markerima botani¢kog
podrijetla (Bianchi i sur., 2005, De la Fuente i sur., 2007). Pronadene su i neke
slobodne aminokiseline u medu obi¢ne planike i to prolin, glutaminska kiselina, arginin

i fenilalanin (Spano i sur., 2009).
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Slika 4. Med obi¢ne planike. Vlastita fotografija.

U usporedbi s drugim vrstama meda, med obi¢ne planike ima karakteristiCan,
zreo i intenzivan miris te lako prepoznatljiv gorkast okus. Okus ovog meda je takoder
specifican jer je u poCetku blago slatkast, a kasnije izrazito gorak i trpak (Ulloa i sur.,
2015).

Med obic¢ne planike sadrzi 376 g kg™ fruktoze i 327 g kg* glukoze. Jantarne je
boje kad je tekuc¢ te bez-smede tamne boje (70,1 £ 10,0 mm Pfund) kad je kristaliziran
(slika 4). Karakterizira ga i vec¢a kiselost u odnosu na druge vrste uniflornog meda
(35,1 meq kg?). Elektri¢éna provodljivost ovog meda iznosi 0,74 + 0,1 mS cm, §to je
u skladu s europskom direktivom (Persano Oddo i Piro, 2004).

Posebnosti kemijskog sastava hrvatskog meda obi¢ne planike dosad su
istrazene u smislu mineralnog sastava, masenog udjela ukupnih fenola i HGA te
antioksidacijske aktivnosti. Istrazivanja provedena na devet uzoraka meda obi¢ne
planike s juznog dijela jadranske obale pokazala su veci udio fenola i esencijalnih
elemenata te jaci antioksidacijski kapacitet u usporedbi s 14 uniflornih vrsta meda

prikupljenih u Hrvatskoj (Tariba Lovakovi¢ i sur., 2018).
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2.5. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su sekundarni metaboliti biljaka koji se sastoje od jednog ili viSe
aromatskih prstenova s jednom ili vise hidroksilnih skupina (Dai i Mumper, 2010) te su
uklju€eni u obrambeni mehanizam biljke. Raznolika su skupina spojeva zbog ¢ega su
u literaturi prisutni mnogi nacini njihove klasifikacije: prema strukturi, na temelju broja
ugljikovih atoma u molekuli, bioloSke aktivnosti, biosintetskog puta i dr. (Tsao, 2010).

Njihova prisutnost i maseni udio u medu ovise o botaniCkom podrijetlu,
klimatskim uvjetima, sezonskim i okoliSnim ¢imbenicima, obradi meda i geografskom
polozaju biljke od koje potjeCu. Vecina fenolnih komponenti prirodno je prisutna u
obliku konjugata s mono- i polisaharidima koji su vezani na jednu ili viSe fenolnih
skupina. Takoder mogu biti prisutni u obliku funkcionalnih derivata kao $to su esteri i
metil-esteri (Malenica Staver i sur., 2014).

Za antioksidacijska svojstva fenolnih komponenti zasluzan je njihov redoks
potencijal zbog kojeg se ponasaju kao reducensi, donori vodika i hvataci singletnoga
kisika. Takoder, ponasaju se i kao kelatori metalnih iona te tako spreCavaju stvaranje
slobodnih radikala. IstraZivanja su pokazala da fenolni spojevi smanjuju rizik od raznih
oboljenja (Rice-Evans i sur., 1997; Huang i sur., 2010).

Fenolni spojevi mogu se podijeliti u tri glavne skupine: flavonoidi, neflavonoidi
(fenolne kiseline, stilbeni i lignani) i kondenzirani oblici fenolnih spojeva (kondenzirani
tanini, oligomeri, polimeri i ostali kondenzirani oblici) (Fuss, 2003; Manach i sur., 2004;
Chong i sur., 2009; Stalikas, 2010; Samec, 2013).

2.5.1. Flavonoidi

Flavonoidi (lat. flavus = Zuto) predstavljaju jednu od najbrojnijih skupina prirodnih
heterociklickih spojeva s kisikom. Osnovnu strukturu flavonoida €ine dva aromatska
prstena (A- i B-prsten) koji su medusobno povezani mostom od triju ugljikova atoma
(C-prsten) (slika 5).
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Slika 5. Osnovna struktura flavonoida i glavne podskupine (Bravo, 1998).

Flavonoidi u prirodi dolaze u slobodnom ili konjugiranom obliku, a u biljkama se
Cesto nalaze u obliku glikozida Sto pridonosi velikoj raznolikosti spojeva. Vezanjem
Secera za flavonoide povecava se polarnost molekule, a time i pohranjivanje spojeva
u vakuolama biljnih stanica (Huang i sur., 2010).

Flavonoidi se naj¢eSce svrstavaju u nekoliko podskupina (slika 6): flavonoli,
flavanoni, flavoni, izoflavoni, flavanonoli, flavan-3-oli i antocijanidini (Samec, 2013).

Flavonoidi su prisutni u namirnicama kao Sto su voce, povrée, Caj, vino, grozde,
med, propolis, nektar i dr. Udio flavonoida u medu moze iznositi i do 0,6 %, dok je
njihov udio u polenu 0,5 %, a u propolisu 10 %. Na osnovi literaturnih podataka moze
se zakljuciti da su u medu najzastupljeniji pinocembrin, apigenin, kamferol, kvercetin,
pinobanksin, luteolin, galangin, hesperitin i isoramnetin (Anklam, 1998.).

Istrazivanja u uvjetima in vitro i ex vivo su pokazala da flavanoidi inhibiraju
oStecCenja bioloskih molekula peroksinitritom, sprje€avaju tumorsku metaboliCku
aktivaciju, induciraju apoptozu zaustavljanjem stani¢nog ciklusa, mijenjaju otpornost
na lijekove te inhibiraju proliferaciju i angiogene procese. Vec¢a bioloska aktivnost
flavonoida pripisuje se flavonoidima koji sadrze veci broj OH skupina, dok se u
glikozidnom obliku njihova aktivhost smanjuje (Shih i sur., 2007, Huang i sur., 2010;
Jurica, 2016).

Istrazivanjima je dokazano da flavonoidi pogodno djeluju na bolesti srca i krvnih
Zila na tri nacCina: poboljSavaju koronarnu vazodilataciju, smanjuju sposobnost
trombocita za stvaranje krvnih ugruSaka i spreCavaju oksidaciju lipoproteina niske

gustoce (Khalil i Sulaiman, 2010).
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Flavonoidi primarno dospijevaju u med nektarom, ali i preko propolisa i peludi te
njihov udio ovisi o vrsti biljke s koje su p&ele prikupile nektar. Udio fenola u medu moze
varirati ovisno o klimatskim uvjetima geografskog podrucja na kojemu su pcele

proizvele med (Gasic, 2017).
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Kvercetin: R1=R4=H, R2=R3=0H
Miricetin: R1=H, R2=R3=R4=0H
Morin: R1=R3=0H, R2>=R4=H
Kamferol: Ri=R2=R4= H, R3=OH

Flavonoli

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

Flavanoni

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

Flavoni

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

Flavan-3-oli

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

Peonidin: R1=OCHs, R2=H

Pelargonidin: Ri1=H, R2=H

Antocijanidini

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

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

Fenolne kiseline se dijele na derivate cimetne i benzojeve kiseline (slika 7), a
pripadaju grupi poznatih antioksidansa zbog sposobnosti da predaju molekulama
vodik ili elektron. Njihovi stabilni radikali sprje€avaju oksidaciju razli€itih komponenti,
naroCito masnih kiselina i ulja. Hidroksilni derivati benzojeve (p-hidroksibenzojeva,
galna, vanilinska, protokatehinska i siringinska kiselina) i cimetne kiseline (p-
kumarinska, kafeinska, ferulinska, sinapinska i klorogenska kiselina) prisutni su u hrani
bilinog podrijetla (vocCe, povrc¢e, zitarice). Zastuplieni su u svim dijelovima biljke

(korijen, stabljika, lis¢e, sjeme) (Heleno i sur., 2015).

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

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

Vecdina fenolnih kiselina ima antioksidacijski potencijal, kao i potencijal hvatanja
slobodnih radikala, a ucinak im raste s povecanjem broja hidroksilnih i metoksi-
skupina u molekulama (Huang i sur., 2010). Fenolne kiseline mogu inhibirati
proliferaciju tumorskih stanica, izazvati apoptozu zaustavljanjem stani¢nog ciklusa, a
imaju i antibakterijska, antifungalna, antivirusna, antimutagena i protuupalna svojstva
(Chaubal i sur., 2005; Larrosa i sur., 2006; Han i sur., 2007; Huang i sur., 2010). Galna
kiselina ima znacajan ucinak na inhibiciju proliferacije stanica, indukciju apoptoze na
tumorskim stanic¢nim linijama te pokazuje selektivnu toksi¢nost za tumorske stanice
(Faried i sur., 2007; Huang i sur., 2010).
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2.5.3. Apsorpcija i metabolizam fenolnih spojeva

Vecina fenolnih komponenti je prisutna u obliku glikozida, estera i polimera koji
se u organizmu ne mogu apsorbirati u nativnom obliku. Stoga se prije apsorpcije
hidroliziraju pomoc¢u crijevne mikroflore ili enzima p-glikozidaze i laktaza-florizin
hidrolaze, ¢ime nastaje aglikon. Samo 5 % fenolnih spojeva se apsorbira u tankom
crijevu (aglikoni i neki glikozidi), dok ostali fenolni spojevi dospijevaju u debelo crijevo,
gdje crijevna mikroflora hidrolizira glikozide u aglikone i intenzivho metabolizira
aglikone u razne aromatske kiseline. Aglikoni se metaboliziraju otvaranjem
heterociklickog prstena, Sto rezultira nastankom razliCitih kiselina koje se dalje
metaboliziraju u derivate benzojeve kiseline (Hollman i sur., 1997; D’Archivio i sur.,
2007; Dufour i sur., 2007).

Aglikoni i konjugati glukuronida se portalnom venom prenose u jetru gdje se dalje
konjugiraju (metilacija, sulfatiranje i/ili glukuronidacija), ¢ime se povecava njihova
hidrofilnost Sto utje€e na njihovu brzu eliminaciju putem Zuci i/ili urina. Enzim katehol-
O-metil transferaza sudjeluje u metilaciji fenolnih komponenti kataliziraju¢i prijenos
metilne skupine iz s-adenozil-L-metionina na fenole poput kvercetina, luteolina,
kafeinske kiseline, katehina i cijanidina (Wu i sur., 2002). Aktivnost katehol-O-metil
transferaze najvisa je u jetri i bubrezima, iako je prisutna i u brojnim tkivima (Tilgmann
i Ulmanen, 1996; Piskula i Terao, 1998; D’Archivio i sur., 2007). Sulfotransferaze
kataliziraju prijenos sulfata u jetri s 3'-fosfoadenozin-5'-fosfosulfata na hidroksilnu
skupinu fenolnih spojeva. To¢an prijenos jo$ uvijek nije u potpunosti razjaSnjen. UDP-
glukuronoziltransferaze, enzimi vezani za membranu endoplazmatskog retikuluma u
mnogim tkivima, kataliziraju prijenos glukuronske kiseline iz UDP-glukuronske kiseline
na fenolne spojeve. Glukuronidacija se dogada u crijevima i jetrima, a najviSe se odvija
na polozaju C3. Vrsta konjugacije ovisi o strukturi spoja, kao i o koli€ini konzumiranog
spoja (D’Archivio i sur., 2007).

Konjugacija predstavlja vrlo uc€inkovit mehanizam uklanjanja slobodnih aglikona
pa su oni odsutni ili prisutni u niskim koncentracijama u plazmi nakon konzumacije
fenolnih spojeva. lznimka su katehini zelenog €aja Ciji aglikoni mogu biti prisutni u
znacajnoj koncentraciji u plazmi (do 77 % za epikatehin galat) (Hollman i sur., 1997,
D’Archivio i sur., 2007).

Metaboliti fenolnih spojeva cirkuliraju u krvi vezani za proteine, najvise za

albumin, a afinitet fenolnih spojeva prema albuminu varira ovisno o njihovoj kemijskoj
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strukturi. Vezanje za albumin moze imati za posljedice sporiju eliminaciju metabolita
te njihovu nizu dostupnost u stanicama i tkivima. Jos je uvijek nejasno moraju li fenolni
spojevi biti u slobodnom obliku da bi bili bioloski aktivni ili mogu imati odredenu
biolosku aktivnost kad su vezani za albumin, kao Sto je slu€aj s kvercetinom (Dufour i
sur., 2007).

2.6. Botanicko i geografsko podrijetlo meda

RazliCite vrste meda razlikuju se po svom sastavu ovisno o botaniCkom i
geografskom podrijetlu, klimatskim uvjetima, vrsti pCela, kao i sposobnosti p€elara,
nacinu obrade i metodologiji skladiStenja meda (Wang i Qing, 2011). Botanicko i
geografsko podrijetlo meda utvrduje se kombinacijom senzorske i melisopalinoloske
(peludne) analize te odredivanjem fizikalno-kemijskih parametara.

Pelud u med dospijeva preko pcele koja ga skuplija s razli¢itih biljaka.
MelisopalinoloSka analiza zasniva se na identifikaciji peludnih zrnaca pod
mikroskopom S§to dugo traje, a predstavlja uobiCajeni postupak potvrde botani¢kog
podrijetla meda. Problem predstavlja $to pCele mogu prikupiti pelud i s nemedonosnih
biljaka, ali s druge strane to moZe pomoci pri procjeni geografskog podrijetla meda.
Takoder, filtrirani med ne sadrzi pelud, a sama analiza ne mozZe se rabiti za
dokazivanje autenti¢nosti meda jer se peludna zrnca mogu dodavati naknadno u med.
Isto tako, postoje i biljke &iji je cvijet okrenut naopako (npr. obi¢na planika) pa
melisopalinoloSka analiza ima mali znacaj zbog niZe zastupljenosti peludnih zrnaca
(Anklam, 1998; Gasic, 2017).

U novije se vrijeme primjenom modernih instrumentnih tehnika ispituje kvaliteta
i utvrduje autentiCnost meda te se traze markeri botani¢kog i geografskog podrijetla
meda analizom specificnih fitokemikalija kako bi se pronasao kemijski marker
odredene vrste meda.

U literaturi su kao potencijalni markeri botani¢kog i geografskog podrijetla meda
opisani nizi Seceri i njihovi karakteristicni omjeri, enzimi, aminokiseline, organske
kiseline i hlapljivi spojevi, minerali, mikroelementi i fenolni spojevi (Wang i Qing, 2011).

Medutim, postoje i poteSkocCe u procjeni botani¢kog i/ili geografskog podrijetla
meda koriStenjem navedenih spojeva. Tako su Seceri u medu pogodni za detekciju
nezakonite prakse (lrudayaraj i sur., 2003; Daniel-Kelly i sur., 2004), odnosno

patvorenja meda u proizvodnji (dodavanje razli€itih sirupa u med), ali nema puno
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objavljenih podataka o uporabi Secera kao markera botanickog i/ili geografskog
podrijetla. Enzimi i proizvodi fermentacije (glicerol, etanol) nisu pogodni za procjenu
geografskog podrijetla meda, ali pokazuju u kakvim se uvjetima med preraduje i
skladisti.

Profil aminokiselina i organskih kiselina moze dati neke informacije o podrijetlu
meda, a proteini (na temelju njihove veliine) se mogu rabiti za procjenu botani¢kog i
geografskog podrijetla meda (Rodriguez-Otero i sur., 1994 i 1995; Anklam, 1998; Won
i sur., 2008).

Hlapljivi spojevi mogu se rabiti kao markeri botani¢kog podrijetla uniflornog
meda, a potje€u od nektara ili medljikovca. Problem predstavlja niska koncentracija i
slozena izolacija hlapljivin spojeva buduc¢i da med predstavlja kompleksan medij.
Nedostatak je Sto hlapljivi spojevi takoder mogu nastati zagrijavanjem meda, kao i
priikom neadekvatnog skladiStenja Cime je oteZzana pouzdana karakterizacija
botanitkog podrijetla (Anklam, 1998; Benedetti i sur., 2004; Odeh i sur., 2007).

Analiza minerala u medu moze biti pogodna za procjenu geografskog podrijetla
jer su koncentracije minerala u neposrednoj vezi s podrujem na kojem rastu
medonosne biljke, ali takoder mogu biti posljedica zagadenja Zivotne sredine ili
oneciséenja tijekom proizvodnje meda. Prema tome, udio minerala u medu moze se
rabiti kao pokazatelj zagadenja zivotne sredine i kao posredan pokazatelj geografskog
podrijetla meda (Anklam, 1998).

Kvalitativno i kvantitativho odredivanje fenola, kao sekundarnih biljnih metabolita,
Ciji udio u medu ovisi o biljnoj vrsti s koje pcele prikupljaju nektar, moze dati korisne
informacije o botaniCkom podrijetlu meda. Postoje specifi¢ni fenoli za pojedine vrste
meda. Wang i Qing (2011) su predlozili klorogensku kiselinu kao marker botani¢kog
podrijetla bagremova meda, a elaginsku kiselinu kao marker botani¢kog podrijetla
meda uljane repice. Dimitrova i suradnici  (2007) predlozili  su
4-hidroksibenzojevu, 4-hidroksifenilmlijeénu, ferulinsku i fenilmlijeénu kiselinu kao
markere botani¢kog podrijetla za kestenov med. Takoder, za kestenov su med
karakteristiCne hidroksicimetne kiseline (p-kumarinska, kafeinska i ferulinska kiselina),
dok su vece koli€ine elaginske kiseline karakteristicne za vrijeskov med (Tomas-
Barberan i sur., 2001). Ferreres i suradnici (1994, 1998) predlozili su hesperetin kao
marker botani¢kog podrijetla citrusovog meda te kamferol kao marker botanickog

porijekla ruzmarinova meda. Nadalje, Tomas-Barberan i suradnici (2001) predloZili su
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kvercetin kao potencijalni marker botani¢kog podrijetla suncokretovog meda, a
pokazali su i da lavandin i bagremov med u svom fenolnom profilu ne sadrze
specificne fenolne spojeve koji bi se mogli koristiti kao markeri botani¢kog podrijetla.

Odredivanje fenola takoder nalazi primjenu u procjeni geografskog podrijetla
meda buduci da njihov udio varira ovisno o klimatskim uvjetima na kojima medonosna
biljka raste. Habib i suradnici (2014) pokazali su da med biljaka sa susnog podrucja
sadrZi viSe fenola od meda biljaka koje ne rastu u susnom podruc¢ju te ima jaci

antioksidacijski u€inak kao i bolji zastitni u€inak na DNA.

2.7. Bioloski ucinci meda obi¢ne planike

Dosadasnja istrazivanja meda obicne planike upucuju na njegov ljekoviti u€inak
zbog visokog masenog udjela fenolnih spojeva. Pripisuju mu se vrlo snhazna
antioksidacijska, antibakterijska i protuupalna svojstva, a zbog specificnog sastava
moguce je da posjeduje i antimutagene te antiproliferacijske uc€inke koji imaju
znacajnu ulogu u prevenciji i lije€enju tumora (Rosa i sur., 2011; Tuberoso i sur.,
2013).

Antioksidacijski uc€inak meda uglavhom se pripisuje fenolnim spojevima,
dominantno HGA (Tariba Lovakovi¢ i sur., 2018.), dok je ostatak fenolnih spojeva
uglavnom u obliku flavonoida, koji takoder imaju potencijalno pozitivan uc€inak na
zdravlje (Bogdanov i sur., 2008).

IstraZzivanja su pokazala da viSednevnom konzumacijom (14 dana; 70 g meda
otopljenog u 200 mL vode) ovog meda u preporuc¢enim dnevnim dozama kod zdravih
muskaraca dolazi do povecanja koncentracije serumskog zeljeza, smanjenja
aktivnosti jetrenih enzima, porasta broja leukocita i trombocita te smanjenja primarnih
oStecenja DNA u leukocitima (Br¢€i¢ Karaconiji i sur., 2014; Juri€ i sur., 2018). Tretman
hrvatskim medom obi¢ne planike povecao je stopu preZivljenja limfocita periferne krvi
te smanjio razinu primarnog oste¢enja DNA i razinu oksidacijskog stresa u pokusu
izlaganja limfocita UVB zraCenju u uvjetima in vitro (Juri€ i sur., 2019).

Takoder, med obicne planike pokazao je citotoksi¢na svojstva prema humanim
stanicama adenokarcinoma crijeva (HCT-116) i metastatskim stanicama
adenokarcinoma epitela debelog crijeva (LoVo) te smanjenu toksi€¢nost prema

netumorskim stanicama (Afrin i sur., 2017).
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2.8. Antioksidacijski potencijal meda

Oksidacijski stres je posljedica neravnoteze izmedu nastanka slobodnih radikala,
koji mogu uzrokovati oksidaciju makromolekula (nukleinske kiseline, lipidi, proteini i
ugljikohidrati) i antioksidacijske sposobnosti obrane organizma. Najznacajniji slobodni
radikali su reaktivne kisikove vrste (eng. Reactive Oxygen Species, ROS): superoksid
anion °O2, hidroksil-radikal *OH, alkoksil-radikal RO®, peroksil-radikal ROO® i
hidroperoksil-radikal HOz+. U vanjskoj ljusci imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona
zbog €ega su nestabilni i reaktivni te nastoje postici stabilnu strukturu popunjavajudi
valentnu orbitalu. Udarajuci u druge molekule, slobodni radikal izbija elektrone drugim
molekulama ¢ime one takoder postaju slobodni radikali pa dolazi do niza lan€anih
reakcija. Stvaranju slobodnih radikala doprinosi UV i ionizirajuée zraCenje,
razliCitih degenerativnih bolesti (ateroskleroza, karcinomi, astma, hepatitis, dermatitis,
bolesti krvozilnog sustava i starenje) zbog osteéenja staniénih membrana lipidnom
oksidacijom i/ili oSte¢enja DNA povezane su s prekomjernim nastankom slobodnih
radikala (Lee i sur., 2004; Deng i sur., 2005; Flanjak, 2012). Proces lipidne oksidacije
uklju€en je i u proces starenja jer lipidi koji ulaze u sastav kozZe reagiraju sa slobodnim
radikalima i prelaze u lipidne perokside koji ubrzavaju starenje (Lee i sur., 2001).

Antioksidansi su molekule koje Stite stanice od oksidacijskog djelovanja
slobodnih radikala i sprjeCavaju oksidacijski stres organizma. Dijeluju inhibirajuci
oksidaciju ROS-a, tako $to se same oksidiraju i time zaustavljaju lan¢anu reakciju
stvaranja slobodnih radikala. Pretpostavlja se da glavnu ulogu u antioksidacijskom
djelovanju imaju tri mehanizma: prijenos vodikovog atoma, prijenos jednog elektrona
i keliranje metala (Oliveira i sur., 2011). Antioksidansi se dijele na primarne koji su
prisutni u organizmu i hrani (u malim koli¢inama) te imaju sposobnost odgadanija ili
sprjeCavanja inicijacijskog stupnja lan€ane reakcije i preventivne (npr. superoksid
dismutaza, katalaza, peroksidaza) koji sprjeCavaju pocCetno stvaranje slobodnih
radikala ili smanjuju brzinu kojom se provodi daljnja lan¢ana reakcija (Flanjak, 2012).

Kao odgovor na negativne ucinke slobodnih radikala sve je viSe istraZivanja
antioksidacijskog djelovanja bioaktivnih spojeva koji se nalaze u razli€itim prirodnim
izvorima poput, voca, povrca, ljekovitog bilja, a takoder i u medu. Antioksidacijski
kapacitet predstavlja mjeru sposobnosti reduciranja i zaustavljanja Stetnih

oksidacijskih reakcija kako u hrani, tako i u organizmu.
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Posljednjih godina postoji veliko zanimanje za istrazivanje antioksidacijskih
svojstava meda. Blagotvorni ucinci meda vec¢im se dijelom pripisuju njegovom
antibakterijskom i antioksidacijskom djelovanju. Toan mehanizam i kemijska
struktura razliCitih komponenata koje su odgovorne za njegovo antioksidacijsko
djelovanje nisu jo$ uvijek u potpunosti poznati. Dosadasnja istrazivanja su pokazala
da antioksidansi prisutni u medu ukljuCuju enzimske (katalaza, glukoza oksidaza,
peroksidaza) i neenzimske supstancije. Antioksidacijski kapacitet meda produkt je
sinergistiCkog djelovanja fenolnih komponenti, aminokiselina, enzima, proteina,
produkata Maillardovih reakcija, organskih kiselina, a-tokoferola, derivata karotenoida
i askorbinske kiseline. Koli¢ina i vrsta ovih antioksidansa u velikoj mjeri ovisi o vrsti
medonosne biljke, a dokazana je i korelacija izmedu antioksidacijskog kapaciteta
meda i ukupnog udjela fenola (Gheldof i sur., 2002; Aljadi i Kamaruddin, 2004; Ferreira
i sur., 2009).

Tariba Lovakovi¢ i suradnici (2018) utvrdili su da med obi¢ne planike sadrzi visoki

udio fenolnih spojeva [X =415 mg ekvivalenata galne kiseline (GAE) kg'1] u

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

(x =424 mg GAE kg'1) imao veci udio fenolnih komponenti od meda obi¢ne planike.

Med obi¢ne planike pokazao je i visoki antioksidacijski kapacitet primjenom metode
DPPH- [x = 3,34 mmol ekvivalenata Troloxa (TE) kg'1]. Takoder, u ovom istraZivanju
med obi¢ne planike imao je visok udio HGA (X = 314 mg kg'1) 8to znacajno pridonosi

antioksidacijskom kapacitetu meda.
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Slika 8. Usporedba udjela ukupnih fenola (eng. Total phenolic content, TPC) i

antioksidacijske aktivnosti (DPPH+) meda obic¢ne planike i ostalih vrsta meda

s hrvatskoga podrucja (Tariba Lovakovi¢ i sur., 2018).

U preliminarnom istrazivanju (Juri¢ i sur., 2020) odreden je fenolni profil meda

obi¢ne planike s PeljeSca u kojem je identificirano 56 spojeva. Analizirani med imao

je visoki udio ukupnih fenola (1038 mg GAE kg) i snaznu antioksidacijsku aktivnost
primjenom metode DPPH- (3,32 mmol TE kg) te visoki udio HGA (280,6 mg kg™).

O djelotvornosti meda najbolje govori €injenica da se danas primjenjuje i u

kliniCkoj praksi u obliku medicinskog meda (med koji je steriliziran kako bi se unistile

bakterijske spore) buduci da med ima raznolike bioloSke ucinke i terapijsku primjenu:

antimikrobni ucinak (djeluje na Sirok spektar bakterijskih sojeva, a ucinkovit
je i kod mikoza) (Gobin i sur., 2014)

zacjeljuje rane (dekubitusi, apscesi, opekline, itd.) (White i sur., 2005)
prebiotik u gastroenterologiji (Ustunol, 2001)

ljeCenje ulkusa, gastritisa i Helicobacter pylori (Dubtsova, 2009; Molan,
1999)

pomaze dijabetiarima u smanjenju rizika od komplikacija bolesti (Verbanac,
2010)

pozitivno djeluje na kardiovaskularni sustav (Yagoobi i sur., 2008; Ahmed i
sur., 2011)
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e ucCinkovit je u stomatologiji i kod oralnih lezija (Molan, 1999; El-Haddad i
Shawaf, 2013)

e Koristi se pri lije€enju ocnih infekcija (National Honey Board, 2002)

e za smanjenje kaslja, kod prehlade i gripe (Frolov i Peressadin, 2006; Paul i
sur., 2007;)

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

2.9. Prooksidacijsko djelovanje fenolnih spojeva

Fenolni spojevi, koji su uglavnom antioksidansi, mogu se ponasati kao
prooksidansi pri odredenim uvjetima koji omogucuju njihovu autooksidaciju. To se
dogada u bazi¢noj sredini, kad je prisutna visoka koncentracija iona prijelaznog metala
i u prisutnosti molekule kisika. Fenolni spojevi s manjim molarnim masama, kao Sto su
kvercetin i galna kiselina imaju jaCe prooksidacijsko djelovanje od spojeva s vecCim
molarnim masama. S druge strane, fenolni spojevi s velikim molarnim masama, kao
Sto su tanini topljivi u vodi, imaju malu prooksidacijsku aktivnhost (Hagerman i sur.,
1998; Bors i Michel, 2002; Dai i Mumper, 2010).

Osim antioksidacijskog uc€inka, HGA takoder moze imati u odredenim uvjetima
citotoksicni ucinak zbog moguénosti stvaranja reaktivnih toksicnih produkata u
procesu autooksidacije. Produkti oksidacije HGA se kod bolesnika koji boluju od rijetke
nasljedne bolesti alkaptonurije nakupljaju u vezivhom tkivu uzrokujuc¢i upalu i

degeneraciju tkiva (Rosa i sur., 2011).

2.10. In vitro u€inci na humane tumorske stanicne linije

Kako bi se ispitala selektivna citotoksi¢nost razli€itih agenasa prema odredenom
tipu tumorskih stanica rabe se stanicne linije. Stani€ne kulture pogodni su modeli koji
imaju Siroku primjenu za proucavanje biokemijskih i fizioloSkih procesa, a Cesto se
rabe za pracenje uCinaka razliCitih spojeva (testiranje protutumorskih lijekova,
predvidanje uspjeSnosti terapije, prou€avanje molekularnih mehanizama kojima
tumorske stanice postaju otporne na lijekove, itd.). U kulturi se mogu uzgajati razliciti
tipovi stanica, poput stanica tumora, kostanog tkiva, sr€anog tkiva, fibroblasti i brojne
druge. Sve dok im se osiguravaju hrana i optimalna atmosfera, stanice ¢e rasti i

umnazati se (Ban i Osmak, 1996; Verhoeckx i sur., 2015).
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Postojeca literaturna saznanja o u€inku meda na tumorske stani¢ne linije vrlo su
ograni¢ena. Sardinijski med obi¢ne planike i novozelandski manukin med pokazali su
u dosadasnjim istrazivanjima citotoksiCha svojstva prema humanim stanicama
adenokarcinoma crijeva (HCT-116) i metastatskim stanicama adenokarcinoma epitela
debelog crijeva (LoVo) te smanjenu toksi¢nost prema netumorskim stanicama (Afrin i
sur., 2017; Afrin i sur., 2019). Kineski zizulin med imao je citotoksi¢ni ucinak na
stani¢ne linije hepatocelularnog karcinoma jetre (HepG2) (Cheng i sur., 2019), a
Cileanski ulmov med na stani¢ne linije adenokarcinoma epitela debelog crijeva (Caco-
2) (Acevedo i sur., 2017).

Kang i suradnici (2005) utvrdili su da je HGA smanijila stvaranje ROS-ova unutar
stanica stani¢ne linije humanih fibroblasta (WI 38) koje su izlozene oksidacijskom
stresu induciranim s vodikovim peroksidom. HGA je pokazala zastitni u€inak kada su
stanice tretirane razliCitim koncentracijama jedan sat prije izlaganja vodikovom
peroksidu. HGA je pojaCala aktivnost katalaze i proteina ERK (eng. Extracellular
signal-regulated kinases, ERKs) koiji igraju vaznu ulogu u ucinkovitom povec¢anju
antioksidacijskih obrambenih mehanizama u stanicama.

Stani¢na linija Caco-2 prikazana na slici 9 uspostavljena je iz epitelnih stanica
kolorektalnog adenokarcinoma debelog crijeva bijelca dobi od 72 godine. Stanice ove
stani¢ne kulture spontano diferenciraju i stvaraju monosloj stanica koji morfoloski i
funkcionalno ima sli¢ne karakteristike zrelog enterocita (Sambuy i sur., 2005). Ova se
linija koristi za istrazivanje tumora, prou¢avanje stani¢ne permeabilnosti potencijalnih

lijekova, pasivne difuzije lijeka, toksic¢nosti lijekova, itd. (Meunier i sur., 1995).
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ATCC Number: HTB-37
Designation: ~ Caco-2

OATCEe,

Low Density Higl

Slika 9. Mikroskopska fotografija komercijalno dostupne stani¢ne linije Caco-2
(ATCC, 2020a).

Stani¢na linjja Cal27 prikazana na slici 10 uspostavlijena je od stanica
uzorkovanih s lezije jezika pacijenta bijele rase dobi od 56 godina. Jedna je od
naj¢eSce koristenih stani¢nih linifja za prouCavanje utjecaja ispitivanih spojeva i
kemikalija na ploCaste epitelne stanice oralnih karcinoma (Jiang i sur., 2009).

ATCC Number: CRL-2095
Designation: ~ CAL-27

Low Density High Density

Slika 10. Mikroskopska fotografija komercijalno dostupne stani¢ne linije Cal27
(ATCC, 2020b).
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Stani¢na linija HepG2 prikazana na slici 11 uspostavljena je iz stanica
hepatocelularnog karcinoma bijelca koji je imao 15 godina. Jetra je kljuéni metabolicki
organ pa se stanice HepG2 rabe za proucavanje metabolizma brojnih tvari. HepG2 je
prva humana tumorska stani¢na linija jetre koja je zamijenila ,zlatni standard“ modela
za ispitivanja metabolizma ksenobiotika i citotoksi¢nosti tvari — humane hepatocite
(Gerets i sur., 2012). Stani¢na linija HepG2 svoju je primjenu nasla i kao prvi korak u
istraZzivanjima spojeva s potencijalnim protutumorskim djelovanjem (Mersch-
Sundermann i sur., 2004; Batra i Sharma, 2013).

ATCC Number: HB-8065
Designation:  Hep G2

Low Density High Density

Slika 11. Mikroskopska fotografija komercijalno dostupne stani¢ne linije HepG2
(ATCC, 2020c).

2.11. Kancerogeneza i kemoterapija

Pod utjecajem egzogenih i/ili endogenih genotoksi¢nih ¢imbenika u genomskoj
DNA mogu nastati razliite vrste oStecenja. Brojni egzogeni agensi mogu uzrokovati
nastanak modificiranih baza, jednolan€anih lomova (eng. Single strand breaks, SSB),
dvolanc€anih lomova (eng. Double strand breaks, DSB) ili se mogu stvoriti kovalentni
mostovi izmedu komplementarnih lanaca DNA. Egzogeni uzroci oSte¢enja DNA mogu
se svrstati u tri skupine: fizikalni kancerogeni (UV, ionizirajuce i y-zraenje), kemijski
kancerogeni (azbest, benzen) i bioloski kancerogeni (infekcije virusima, bakterijama ili
parazitima) (Loeb i Harris, 2008). Djelovanjem razliCitih endogenih metabolickih
procesa (hidroliza, oksidacija i elektrofilni napadi) u genomskoj DNA dolazi do
spontanih promjena genetickog materijala te aktivacije razli€itih mehanizama
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popravaka DNA, pri ¢emu moze doc¢i do pogresaka koje vode do pojave tumora i
drugih bolesti (Boyel i Levin, 2008).

Za razliku od normalnih stanica, tumorske stanice potjeCu od jedne stanice u
kojoj su prisutne razne genske mutacije odgovorne za diobu i regulaciju rasta, a
strukturno i funkcionalno se razlikuju od normalnih stanica (Shewach i Kuchta, 2009).
Jedinstveno svojstvo tumorskih stanica je sposobnost izbjegavanja apoptoze Cime se
omogucuje njihovo prezivljavanje i dioba stanica s genomskim oste¢enjem. Tumorske
stanice ne trebaju kontakt s izvanstani¢nim matriksom i drugim stanicama koji u
fizioloSkim uvjetima osiguravaju signale za prezivljavanje (Bates i Lewis, 2013).

Kemoterapija podrazumijeva uporabu citostatika, protutumorskih lijekova s
malom molekulskom masom za selektivno unistavanje tumora ili barem ograniCavanje
njegove proliferacije (Thurston, 2007). Svaki citostatik ima jedinstven mehanizam, a
cilj kemoterapije je apoptoza tumorskih stanica (Soldi¢, 2015). Djeluju inhibirajuci ili
stimulirajuci enzime uklju¢ene u stani¢ni metabolizam i sintezu proteina ili na signalne
puteve. Kako se tumorske stanice brze dijele, citostatici se u njih brze unose. Medutim,
postoje i zdrave stanice koje se dijele brzo (stanice kostane srzi, stanice
gastrointestinalnog epitela i stanice folikula dlake). Buduéi da citotoksi¢ni agensi
djeluju neselektivno, oni se i u ovakve zdrave stanice unose brze Sto objaSnjava
nastajanje nuspojava (Kraljevi¢ i sur., 2006; Thurston, 2007). To se dogada zbog
nedostatka specificnosti protutumorskih lijekova, sustavne toksicnosti lijekova, brzog
metaboliziranja lijekova, ali i zbog stjecanja otpornosti na citostatike (Kraljevi¢ i sur.,
2006).

Irinotekan  {7-etil-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino]  karbonoloksikamptotecin;
poznatikao CPT-11; slika 12} je polusintetski analog kamptotecina (CPT), kinolinskog
alkaloida izoliranog iz kore kineskog stabla Camptotheca acuminata. Jedan je od
najvaznijin citostatika razvijenih posljednjih desetlje¢a, koji se primarno rabi u
kemoterapiji metastatskog kolorektalnog karcinoma (Jaxel i sur., 1989; Wall i sur.,
1996).
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HsC

O

Slika 12. Strukturna formula irinotekana (Thurston, 2007).

CHs

Irinotekan je pred-lijek koji se metabolizira karboksilesterazama (E.C.3.1.1.1;
CES1A1 i CES2) u jetri te enzimom butirilkolinesterazom (BChE) iz plazme u aktivni
lipofilni metabolit SN-38 (7-etil-10-hidroksi kamptotecin) za koji se smatra da je
primarno odgovoran za citotoksi¢nost (Tsujii sur., 1991; Pommier i sur., 1998). Smatra
se da SN-38 ima 100 do 1000 puta veéu protutumorsku aktivnost od irinotekana (lyer
i sur., 1998; Senter i sur., 2001).

Protutumorska aktivnost irinotekana i SN-38 zasniva se na inhibiciji enzima DNA
topoizomeraze | jer stvaraju ternarni kompleks koji sprjeCava udvostruCavanje DNA.
Time je onemoguceno ponovno spajanje jednolancanih lomova koji nastaju u DNA
radi oslobadanja torzijskog stresa. Posljedicno tome, na molekuli DNA nastaju
nepopravljivi dvolan€ani lomovi, a djelovanjem endonukleaza nastaju fragmenti DNA,
Sto dovodi do smrti stanice (Mathijssen i sur., 2001; Xu i Villalona-Calero, 2002; de
Jong i sur., 2006; Fuchs i sur., 2006).

Irinotekan se u organizam naj¢eSce unosi intravenskom infuzijom, a nacini
njegove terapijske primjene se razlikuju; dok se u SAD-u najCeSce primjenjuje kao
monoterapija (350 mg m tijela, svaka tri iedna), u Europi i Japanu irinotekan se obi¢no
primjenjuje kao dio kombiniranih protokola i u nizim dozama (Europa: 180 mg m?, svaka

dva tjiedna; Japan 150 mg m, svaka dva tjedna) (Takano i Sugiyama, 2017).

2.12. Analiticke tehnike za istrazivanje fenolnog sastava meda

2.12.1. Uzorkovanje i predanalitiCki postupci

Odredivanje fenolnih komponenti u medu zapocinje pravilnim uzorkovanjem s
ciljem dobivanja dovoljnog broja reprezentativnih uzoraka kako bi se moglo odrediti

geografsko i botaniCko podrijetlo. Rezultati dobiveni analizom fenolnih spojeva
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ovise O svjezini uzorka pa ih je potrebno nakon skupljanja Cuvati na hladnom i
mrac¢nom mjestu (< 4 °C) kako bi kemijski sastav ostao nepromijenjen. Prije analize
potrebno je uzorak ostaviti na sobnoj temperaturi te promijeSati kako bi se
homogenizirao. Ako su u uzorku vidljivi kristali Secera, potrebno ga je lagano
zagrijati (< 40 °C) da se otope kristali (Ciulu i sur., 2016).

2.12.2. Ekstrakcija i analiza fenolnih spojeva u medu

Ovaj proces ukljuCuje osnovne korake odvajanja komponenti iz matrice uzorka,
proCiS¢avanje, identifikaciju i kvantifikaciju Zeljenih komponenti. U literaturi postoji
veliki broj postupaka izolacije fenolnih spojeva iz uzorka meda. MozZe se rabiti jedna
tehnika ekstrakcije, a Cesto se rabi vise njih s ciljiem $to u€inkovitijeg odvajanja veceg
broja fenolnih spojeva iz meda. Osnovni cilj kod pripreme uzorka je dobivanje
ekstrakta koji sadrzi sve komponente koje se Zele istraziti uz istovremeno Sto manje
izdvajanje komponenti koje smetaju odredivanju analita od interesa (Pyrzynska i
Biesaga, 2009).

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

1. tekucinsko-tekucinska ekstrakcija (eng. Liquid-Liquid Extraction, LLE)

2. kombinacija tekucinsko-Cvrste (eng. Solid-Phase Extraction, SPE) i tekucinsko-
tekucinske ekstrakcije

3. adsorpcija na polimernom adsorbensu u kombinaciji s tekucinsko-Cvrstom ili

tekucéinsko-tekuc¢inskom ekstrakcijom (Ciulu i sur., 2016).

Razdvajanje pojedinih komponenti te njihova identifikacija i kvantifikacija
predstavljaju iduéi korak u definiranju fenolnog profila. Obi¢no se izvode
kromatografskim (Ferreres i sur., 1991; Yao i sur., 2003) ili elektroforetskim (Andrade
i sur.,, 1997; Merken i Beecher, 2000) tehnikama. Izbor instrumentne tehnike i
parametara metode ovisi o analitickim ciljevima, Zeljenom nacinu karakterizacije
(kvalitativnom i/ili kvantitativnom) te opremi koju analiti¢ar posjeduje.

NajceSce koriStena analitiCka tehnika za odvajanje pojedinih komponenti smjese
je tekucCinska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) s obrnutim fazama (eng. Reverse Phase Configuration).
Razdvajanje analita obi¢no se postize uporabom kolona C18 oktadecil (ODS). U
posljednjih nekoliko godina tehnika UHPLC (eng. Ultra-High Performance Liquid

Chromatography) pokazala se kao brza i u€inkovita jer rabi kolone s vrlo malim
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promjerom Cestica (od oko 1,7 ym) i izrazito visoke tlakove zbog Cega ima niz
prednosti kao $to su visoka razluCivost, veca osjetljivost i preciznost te znacajno
skraceno trajanje analize (Yu i sur., 2001; Gasi¢, 2017.).

Shematski prikaz tekuc¢inskog kromatografa sa spektrometrom masa prikazan je

na slici 13.

Tekuéinski kromatograf

Spektrometar masa

0Odziv detektora

Intenzitet (%)

—_—
—
—
=

v

L 4

Vrijeme (min}) m/z

Detektor
Orbitrap

Slika 13. Shematski prikaz tekuéinskog kromatografa sa spektrometrom masa

Napravljeno pomoc¢u BioRender.com.

Detektori koji se Cesto rabe za identifikaciju i kvantifikaciju fenolnih komponenti
u medu zasnivaju se na mjerenju UV apsorpcije [detektori UV i DAD (eng. Diode Array
Detector)]. Ako smjesa sadrzi visoki udio strukturno slinih spojeva, uporaba ovih
detektora nije pouzdana buduci da sli¢ni spojevi imaju slicne UV spektre. Identifikacija
fenola HPLC-UV-om temelji se iskljuivo na usporedivanju vremena zadrzavanja
analita s vremenom zadrzavanja analitiCckog standarda na koloni. Glavni nedostatak
svih spektrofotometrijskih detektora je $to ne daju informaciju o strukturi spoja. Upravo

zato se sve viSe kao detektori koriste spektrometri masa (eng. Mass Spectrometry,
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MS) koji su pogodni za analizu fenolnih komponenti jer se postize visoka osjetljivost
te se dobivaju informacije o molekularnoj masi i strukturi spojeva. Upravo je uporaba
detektora MS, kao i tandemnih detektora (MS-MS) dovela do otkri¢a velikog broja

potencijalnih geografskih i botanickin markera (Ciulu i sur., 2016).

Osnovno nacelo kromatografije temelji se na razli€itoj raspodjeli analita izmedu
dvije faze koje se medusobno ne mijeSaju. Uzorak, koji se analizira tekuéinskom
kromatografijom, mora biti topljiv u tekuc¢oj pokretnoj fazi (eng. mobile phase) koja
prolazi kroz kolonu u kojoj se nalazi nepokretna (krutina, gel ili tekucina) faza (eng.
stationary phase). Komponente iz uzorka se viSestruko ponavljano rasporeduju
izmedu pokretne i nepokretne faze pri ¢emu pojedine komponente izlaze iz kolone
razli€itim brzinama ovisno o njihovoj sposobnosti vezanja za nepokretnu fazu.
Razdvojeni analiti se mogu osjetljivo i selektivho detektirati, a potom i kvalitativno i
kvantitativno analizirati.

Plinska kromatografija (eng. Gas Chromatography, GC) se takoder rabi za
odvajanje sastojaka meda (Ajila i sur., 2011). U usporedbi s tehnikom HPLC, pri
uporabi tehnike GC nuzZno je provesti postupak derivatizacije spojeva buduci da su
fenolni spojevi teSko hlapljivi i termolabilni te stoga nisu pogodni za
plinskokromatografsku analizu u izvornom obliku (Robbins, 2003). Naj¢esce rabljena
tehnika derivatizacije je siliranje gdje se vodik u fenolnim spojevima zamjenjuje s
trimetilsiliinom skupinom pa spojevi postaju hlapljivi, termostabilni i manje polarni (Ajila
i sur., 2011). Shematski prikaz plinskog kromatografa sa spektrometrom masa

prikazan je na slici 14.
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Plinski kromatograf spregnut sa
spektrometrijom masa

|

etektor

Plin nosioc

Kapilarna
kolona

Odziv detektora

Vrijeme {min)

L J

Intenzitet (%)

L

m/z

Detektor stupica iona
(eng. lon Trap)

Slika 14. Shematski prikaz plinskog kromatografa sa spektrometrom masa.
Napravljeno pomoc¢u BioRender.com.

Nakon razdvajanja analita na kromatografskoj koloni dolazi do ionizacije
istrazivane molekule u ionskom izvoru MS-a, a potom i razdvajanju fragmenata na
temelju njihovog omjera mase i naboja (m/z) u analizatoru. Detektor potom registrira
signal te daje informacije o strukturi molekule. Spektrometar masa predstavlja osjetljiv
i specifiCan analiticki detektor, a spektar masa Cesto se naziva i molekulski otisak
prsta, buduéi da je ovaj spektar jedinstven za svaku komponentu. Detektor masa
Orbitrap karakterizira brzo skeniranje, to¢nost pri odredivanju masa i visoka

razlu€ivost (Tomljanovi¢, 2000; Gasic, 2017).
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2.13. Metode za odredivanje udjela ukupnih fenola, flavonola, flavona i

flavonoida

2.13.1.  Odredivanje udjela ukupnih fenola

Odredivanje udjela ukupnih fenola je spektrofotometrijska metoda i provodi se
Folin-Ciocalteu reagensom. Taj reagens je smjesa fosfovolframove |
fosfomolibdenske kiseline koje se u reakciji s fenolnim komponentama reduciraju u
plavo obojene okside, a promjena boje prati se na valnim duljinama od 745 nm do 765
nm. Intenzitet plavog obojenja proporcionalan je koncentraciji fenolnih spojeva.
Dobiveni rezultat uklju€uje, osim ukupnih fenola, i druge reducirajuce, nefenolne
komponente u uzorku. Naime, spojevi kao Sto su peptidi, vitamini C, E, karotenoidi,
Seceri (glukoza i fruktoza), aminokiseline, proteini, organske kiseline ili enzimi (glukoza
oksidaza i katalaza) takoder mogu utjecati na visu vrijednost apsorbancije. Nekoliko
istrazivaCa je dokazalo da spojevi koji najviSe utjeCu na vece vrijednosti apsorbancije
jesu produkti Maillardovih reakcija (melanoidini) do kojih dolazi kad Seceri
kondenziraju sa slobodnim aminokiselinama 3$to dovodi do stvaranja smedih
melanoidina (Alvarez-Suares i sur., 2009; Ferreira i sur., 2009; Brudzynski i Miotto,
2011; Alves i sur., 2013; Ulloa i sur, 2015).

Bez obzira na nedostatke, metoda se Cesto rabi zbog brzine i jednostavnosti
(Prior i sur., 2005; Sanchez-Rangel i sur., 2013).

2.13.2.  Odredivanje udjela flavonola i flavona

NajCesce koriStena je spektrofotometrijska metoda za takozvano odredivanje
ukupnog masenog udjela flavonoida (eng. Total Flavonoid Content, TFC). Ova
metoda, koju su u pocetku predlozili Christ i Muller (1960) za analizu biljnih materijala,
kasnije je nekoliko puta modificirana. Metoda se temelji na reakciji aluminijevog klorida
s C3, C4 i/ili C5 keto hidroksilnom skupinom flavonola i flavona tvoreci kiselinski
postojane komplekse (slika 15). Aluminijev klorid stvara i kiselinski labilne komplekse
s o-supstituiranim hidroksilnim skupinama na A ili B prstenu flavonoida. Kompleksi
aluminijevog klorida s funkcionalnijim skupinama flavonola (ukljucujuci kamferol, rutin,
kvercetin i kvercitrin) imaju maksimalnu apsorbanciju na 415 — 440 nm (Chang i sur.,

2002; Tristantini i Amalia, 2019). lako ova metoda daje znatno niZe vrijednosti od
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stvarnog udjela flavonoida, njezine su prednosti da je korisna za rutinsku analizu, jer
ne zahtjeva sofisticiranu opremu te je brza i jednostavna (Woisky i Salatino, 1998).

Rezultati se izrazavaju kao ekvivalent standarda kvercetina po kilogramu uzorka

meda.
cl
/
OH
cl
+ 2 CI—AI< —
cl
Kvercetin Aluminijev klorid Kompleks kvercetin-

aluminijev klorid

Slika 15. Prikaz reakcije aluminijevog klorida (AICI3) s flavonoidima (Amorim i sur.,
2008)

2.13.3.  Odredivanje udjela flavanona [metoda DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazin)]

Metoda se temelji na kondenzacijskoj reakciji 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) s
karbonilnim i aldehidnim skupinama flavanona pri ¢emu nastaju odgovarajuci 2,4-
dinitrofenilhidrazoni uz oslobadanje vode (slika 16). Maksimalna apsorbancija
dobivenih produkata postize se pri 495 nm (Chang i sur., 2002; Trusheva i sur., 2007).

Rezultati se izrazavaju kao ekvivalent standarda naringenina po gramu uzorka meda.
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RYX
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. NO, NO,
/U\ + —_— + HZO

R X

NO

Aldehid X=H NO, :
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2,4-dinitrofenilhidrazin 2,4-dinitrofenilhidrazon

Slika 16. Prikaz reakcije 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) s aldehidima i ketonima
(Purdel i sur., 2014)

2.14. Metode odredivanja antioksidacijskog kapaciteta

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

Metode koje se temelje na mehanizmu prijenosa elektrona mjere sposobnost
antioksidansa da donira elektron i tako reducira komponente, ukljuCuju¢i metale,
karbonile i radikale. Ove su metode ovisne o vrsti otapala i pH vrijednosti te su
relativno spore. Kod metoda temeljenih na SET-u uobi€ajeno je mjerenje postotka
smanjenja koncentracije slobodnog radikala. Metode su osjetljive na askorbinsku i
mokracnu kiselinu, a do pogresnih rezultata mogu dovesti elementi u tragovima i
kontaminanti (posebno metali). U reakciji probna tvar, koja je ujedno i oksidans, prima
elektron od antioksidansa i kao rezultat dolazi do promjene boje reagensa probne
tvari, Ciji je intenzitet proporcionalan koncentraciji antioksidansa. Metode koje se
naj¢eSce koriste za mjerenje antioksidacijskog kapaciteta su: FRAP (eng. Ferric
Reducing Antioxidant Power), DPPH- (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal) i TEAC (eng.
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) (Prior i sur., 2005; Flanjak, 2012).

Metode temeljene na prijenosu vodikova atoma mjere sposobnost antioksidansa
da reagira sa slobodnim radikalima donirajuéi vodikov atom. To su brze metode koje
ne ovise o vrsti otapala i pH vrijednosti sustava. U reakcijskom mehanizmu generator

slobodnih radikala oksidira probnu tvar, a antioksidans se s probnom tvari natjeCe za
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slobodne radikale. Jedan od nedostataka je taj Sto prisutnost drugih reducirajucih
komponenata, uklju€ujuci i metale, moze dovesti do greSke u rezultatima. Metode koje
se temelje na mehanizmu HAT, a naj¢eS¢e se rabe su: ORAC (eng. Oxygen Radical
Absorbance Capacity), TRAP (eng. Total Radical Trapping Antioxidant Parametar) i
metoda izbjeljivanja krocina (eng. Crocin Bleaching Assay) (Flanjak, 2012).

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta meda ne postoji standardizirana
metoda, veC se kombiniraju razliCite metode. NajéeS¢e su to
spektrofotometrijske/fluorimetrijske metode kao $to su FRAP, DPPHe+, TEAC i ORAC
zajedno s metodom odredivanja ukupnih fenola. Niti jedna metoda ne prikazuje
mehanizme djelovanja svih slobodnih radikala i svih antioksidansa koji su prisutni u
kompleksnom sustavu kao $to je med (Becker i sur., 2004; Flanjak, 2012).

Brojna istrazivanja su pokazala da postoji povezanost izmedu antioksidacijskog
kapaciteta meda i udjela fenola. Takoder su utvrdili da tamnije vrste meda imaju
mnogo veci antioksidacijski kapacitet od svijetlijih vrsta (Beretta i sur., 2005; Bertoncelj
i sur., 2007).

2.14.1. Metoda DPPH- (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal)

Metoda DPPHe- je najCeSc¢e koristena metoda za odredivanje antioksidacijske
aktivnosti u uvjetima in vitro. Temelji se na redukciji slobodnog radikala DPPH- (1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil) koji ima jedan slobodni elektron koji kruzi oko kompleksa DPPH«
daju¢i mu ljubicastu boju. Kompleks je stabilan na sobnoj temperaturi s apsorpcijskim
maksimumom na valnoj duljini od 520 nm. Kada se otopina DPPHe+ pomijeSa s
antioksidansom (donorom vodikova atoma) DPPHe+ se reducira pri ¢emu reakcijska
smijesa gubi ljubi€astu boju te se moze oboijiti Zuto zbog prisutne pikrilne skupine (slika
17) (Brand-Williams i sur.,1995; Shimada i sur., 1992; Molyneux, 2004; Ashgar i sur.,
2008).
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O2N N—N + A—H — OQNQNH—N + A
NO, | NO, '
‘p“’
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil \ S '
radikal Antioksidans 1,1-difenilpikrilhidrazin

Slika 17. Prikaz reakcije radikala 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH?e) s

antioksidansom (Musa i sur., 2016).

2.14.2. Metoda FRAP (eng. Ferring Reducing Antioxidant Power)

Metoda se temelji na antioksidacijskoj sposobnosti testirane tvari da doniranjem
elektrona u kiseloj sredini (pH = 3,6) reducira Zeljezo u Zutom kompleksu
Fe(ll)-tripiridiltriazina u njegov reducirani Fe(ll) oblik pri ¢emu dolazi do plavog
obojenja (slika 18). Spektrofotometrijski se mjeri intenzitet nastalog plavog obojenja
pri valnoj duljini od 593 nm, a on je proporcionalan redukcijskoj sposobnosti. Osnovna
kemijska reakcija je ista za sve modifikacije testova FRAP (Berker i sur., 2007).
Nedostatak ove metode je Sto ¢e svaka komponenta, neovisno o tome ima i
antioksidacijsku sposobnost ili ne, a posjeduje nizi redoks potencijal od Fe®'/Fe?*,
dovesti do redukcije Zeljeza iz feri u fero oblik i tako povecati vrijednost FRAP-a.
Prednost ove metode je brzina, jednostavnost, robusnost i niska cijena (Benzie i
Strain, 1999; Karadag i sur., 2009; Flanjak, 2012).
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Fe(ll)-tripiridiltriazin Antioksidans Fe(ll)-tripiridiltriazin

Slika 18. Prikaz reakcije Fe(lll)-tripiridiltriazina s antioksidansom (Huang i sur., 2005).
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2.15. Metode za procjenu citogeneti¢kih uc¢inaka

2.15.1. Kromosomske aberacije

Strukturne aberacije su oste¢enja kromosomske strukture koja su vidljiva pod
svjetlosnim mikroskopom. Razlikujemo kromatidne aberacije koje zahvacaju samo
jednu sestrinsku kromatidu jednoga ili viSe kromosoma i kromosomske aberacije koje
ukljuCuju obje sestrinske kromatide jednoga ili viSe kromosoma. Strukturne aberacije
kromosoma mogu se takoder podijeliti na nestabilne i stabilne. UCestalost nestabilnih
aberacija u limfocitima postupno se smanjuje nakon prestanka izlaganja mutagenu,
dok se stabilne aberacije mogu otkriti i nakon mnogo godina. Nestabilne aberacije su
bicentricni i prstenasti kromosomi, acentriCni fragmenti te drugi asimetricni
rearanzmani kromosoma. One mogu steriCki ometati diobu stanice ili dovesti do
gubitka genetickog materijala u stanicama kéerima, Cime se mijenja ekspresija
pojedinih gena, a u konacnici nastupa i smrt stanice. Stabilne aberacije su
uravnotezene translokacije, inverzije i drugi simetricni rearanZzmani koji se diobom
mogu prenijeti u stanice kéeri. Mogu se detektirati samo posebnim tehnikama bojanja
kromosoma (metode pruganja, fluorescencijska in situ hibridizacija — FISH) (Bender i
sur., 1988).

Analiza se temelji na 48-satnome uzgoju limfocita iz periferne krvi u hranjivom
mediju. Limfociti se u uvjetima in vitro potiu na diobu pomocu mitogena
fitohemaglutinina. Za vrijeme rasta u kulturi, limfociti prolaze kroz sve faze stani¢nog
ciklusa. Medutim, da bi se mogla analizirati oste¢enja na kromosomima, potrebno je
zaustaviti diobu u metafazi, kada su oni najbolje uodljivi. To se postize dodavanjem
citostatika kolhicina u kulture tijekom posljednja tri sata kultiviranja. Kolhicin sprjeCava
stvaranje diobenog vretena pa metafazni kromosomi ostaju rasprseni u citoplazmi. Po
isteku 48. sata kultiviranja pristupa se izradi mikroskopskih preparata. U prvom koraku
primjenom hipotoni¢ne otopine kalijeva klorida odvajaju se i liziraju eritrociti, a talog u
kojem su limfociti proCiS¢ava se s nekoliko uzastopnih centrifuguranja i fiksiranja
stanica otopinom fiksativa (metanol i ledena octena kiselina, 3:1). ProciS¢ena
suspenzija limfocita nakapava se na predmetna stakalca. Mikroskopski preparati suse
se na zraku, oboje citoloSkom bojom Giemsa i pregledavaju pod svjetlosnim
mikroskopom (povec¢anje 1000x) (Albertini i sur., 2000; Vulic i sur., 2015) .

Shematski prikaz vrsta strukturnih aberacija dan je na slici 19.
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Slika 19. Vrste strukturnih aberacija kromosoma. Prilagodeno prema IAEA (2001).

Napravljeno pomoc¢u BioRender.com.
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2.15.2. Citohalazinom B-blokirani mikronukleus-test (CBMN-test)

Citohalazinom B-blokirani mikronukleus-test na limfocitima periferne krvi (eng.
Cytokinesis-Block Micronucleus Assay, CBMN) predstavlja standardni test za
procjenu genotoksicnosti. Brzi je i jednostavniji od testa analize strukturnih aberacija
kromosoma, takoder uklju€uje limfocite koji se lako uzgajaju, a mozZe podjednako
uspjeSno otkriti i oSte¢enja diobenog vretena i kromosomske aberacije (Fenech i
Morley, 1985; Norppa i sur., 1993; Kirsch-Volders i sur., 1997; Kopjar i sur., 2010).

Mikronukleusi su male kromatinske strukture promjera 1/16 — 1/3 promjera
glavnih jezgara, smjeStene samostalno unutar interfazne citoplazme, nalikuju na
jezgru, ali su u potpunosti odvojeni od nje (Fenech i sur., 2003). Nastaju
kondenzacijom acentricnih kromosomskih fragmenata nastalih nakon lomova koji su
zaostali u anafazi, a nisu se uspjeli ugraditi u stanice kceri ili cijelih kromosoma.
Nastaju uslijed oSteCenja diobenog vretena, oStecenja kinetohora, dijelova mitotskog
aparata ili kromosomskih podstruktura te mehanickih oste¢enja (Albertini i sur., 2000,
Kopjar i sur., 2010). Pojavnost mikronukleusa upucuje na strukturne i numericke
aberacije kromosoma, kvantitativni je pokazatelj genotoksi¢nog ucinka te se moze
rabiti i u uvjetima in vitro i in vivo (Fenech i Morley, 1985; Fenech i sur., 2003, Kopjar
i sur., 2010).

Osim mikronukleusa, primjenom CBMN-testa mogu se otkriti i druge morfoloSke
promjene u binuklearnim stanicama, kao $to su jezgrini pupovi (eng. Nuclear Buds,
NB) i nukleoplazmatski mostovi (eng. Nucleoplasmic Bridges, NPB). Pupovi
morfoloski nalikuju mikronukleusima, ali su s jezgrom povezani uskom ili Sirokom
»Stabljikom“ nukleoplazmatskog materijala, ovisno o fazi pupanja. Uglavhom sadrze
intersticijalnu DNA i nastaju uklanjanjem sadrzaja iz jezgre, primjerice amplificirane
DNA, prekobrojnih  kromosoma i sl. Mostovi predstavljaju neprekinutu
nukleoplazmatsku vezu izmedu jezgara u binuklearnoj stanici. Sirina
nukleoplazmatskog mosta moze se znatno razlikovati, ali obi¢no ne prelazi jednu
Cetvrtinu promjera jezgara unutar stanice. Nastaju tijekom anafaze kada se
centromere bicentriCnih i/ili policentricnih kromosoma povuku na suprotne polove
stanice tijekom mitoze. Mogu nastati i fuzijom telomera kromosoma (Fenech i sur.
2011).

Nadalje, primjenom CBMN-testa mogu se procijeniti i citotoksicni ucinci, jer ova

metoda omogucéuje morfoloSko razlikovanje stanica u apoptozi i nekrozi. Stanice u
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ranoj apoptozi sadrze kondenzirani kromatin unutar jezgre, dok je u kasnoj apoptozi

prisutna fragmentacija kromatina u manja nuklearna tijela, sadrzana unutar netaknute

citoplazme. Stanice u ranoj nekrozi imaju blijedo obojenu citoplazmu s brojnim

vakuolama i oStecenu citoplazmatsku membranu. U kasnoj nekrozi vidljiv je gubitak

citoplazme i oSte¢ena / nepravilna jezgrina membrana, a Cesto je vidljivo i izlijevanje

jezgrinog sadrzaja (Fenech i sur., 2003).

Shematski prikaz vrsta citogenetiCkih oStecenja koja se otkrivaju primjenom

CBMN-testa dan je na slici 20.
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Slika 20. Vrste citogenetickih oStecenja koja se otkrivaju primjenom CBMN-testa

(Fenech i sur., 2003). Napravljeno pomoc¢u BioRender.com.
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CBMN-test dodatno omogucuje uvid u proliferaciju stanica u uvjetima in vitro. Za
vrijeme mikroskopske analize uoCavaju se limfociti s jednom, dvjema, trima i vise
glavnih jezgara. Relativne ucestalosti tih stanica mogu se rabiti za opisivanje napretka
stani¢nog ciklusa limfocita nakon stimulacije mitogenom. Podatak o tome dobiva se iz
indeksa diobe jezgara (eng. Nuclear Division Index, NDI) (Eastmond i Tucker, 1989).
Sli¢an se podatak dobiva i iz tzv. proliferacijskog indeksa u limfocitima s blokiranom
citokinezom (eng. Cytokinesis-Block Proliferation Index, CBPI), koji se izratunava na

temelju broja svih pregledanih Zivih i mrtvih stanica (Lorge i sur., 2008; OECD, 2016).

2.16. Odredivanje citotoksi¢nih u¢inaka testom Neutral red

Jedan od naj¢eSce koriStenih testova citotoksiCnosti je test Neutral red koji
omogucuje kvantitativnhu procjenu broja zivih stanica u kulturi. Ovaj jednostavan test
temelji se na svojstvu Zivih stanica da aktivnim transportom unose boju Neutral red (3-
amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid) i vezu je u lizosomima (Repetto i
sur., 2008). Ukoliko dode do osteéenja stanicne ili lizosomalne membrane, smanjuje
se unos i zadrzavanje boje nakon ispiranja i procesa fiksacije (Babich i Borenfreund,
1991). Nakupljanje boje unutar lizosoma znaci da nije doslo do osteéenja stani¢nih
membrana. Nakupljena boja u stanici se zatim ekstrahira i mjeri se apsorbancija pri
540 nm koja je u neposrednoj ovisnosti s brojem zivih stanica (Babich i Borenfreund,
1991).

2.17.0dredivanje prooksidacijskog u¢inka testom DCFH-DA

Prooksidacijski u€inak istrazivane tvari odreduje se mjerenjem ROS-a. Neionski
i nepolarni 2',7'-diklordihidrofluorescein-diacetat (DCFH-DA) difuzijom prolazi kroz
stanicnu membranu nakon €ega ga unutarstaniCne esteraze deacetiliraju. Nastaje
2',7'-diklordihidrofluorescein (DCFH) koji reagira s ROS-om u stanici i oksidira se u
fluorescentni 2',7'-diklorfluorescein (DCF) koji fluorescira (slika 21) (Afri i sur., 2004).

Jacina fluorescencije proporcionalna je udjelu ROS-a (Yang i sur., 1998).
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Slika 21. Shematski prikaz ulaska 2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetata (DCFH-

DA) u stanicu. Napravljeno pomoc¢u BioRender.com.
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2.18. Antioksidacijski u¢inak meda obi¢ne planike, njegova ekstrakta i
homogentizinske kiseline (HGA) na DNA plazmid phiX174 RF1

Kao Sto je prethodno navedeno, oksidacijska ostecenja DNA generiraju u
stanicama ROS-ove kao rezultat staniénog metabolizma i/ili medudjelovanja s
egzogenim izvorima poput kancerogenih spojeva, lijekova i ioniziraju¢eg zraCenja.
ROS-ovi s kojima se aerobne stanice naj¢esce susrecu mogu ostetiti DNA i dovesti
do lezija baze i SeCera, pucanja lanaca, umrezavanja DNA i proteina te stvaranja
apurinskih i apirimidinskih mjesta (Li i sur., 1994; Alsulami i sur., 2019).

Za ispitivanje antioksidacijskog u€inka meda obi¢ne planike, ekstrakta i HGA na
genetiCki materijal, kao in vitro model koriSten je DNA plazmid phiX174 RF1. To je
dvolancani kruzni plazmid dugacak 5386 pb s molarnom masom od 3,5 x 10° Da, a
izoliran je iz bakterije Escherichia coli (Sanger i sur., 1977). Ovaj plazmid nije podlozan
oksidacijskom ostecenju djelovanjem vodikova peroksida ili lomovima koje moze
uzrokovati UV zraCenje. No, u prisutnosti kombinacije vodikova peroksida i UV
zraCenja dolazi do puknuéa superzavijene strukture $to izaziva djelomi¢no razmatanje
plazmida te taj djelomiCno razmotan oblik plazmida u gelu putuje sporije od
neoste¢enog superzavijenog plazmida. Cilj ovog eksperimenta je utvrditi da li ¢e med
obi¢ne planike, HGA i ekstrakt smanijiti oksidacijska oStecenja nastala istovremenim
djelovanjem UV zracenja i vodikova peroksida (Li i sur., 1994; Gilmour i sur. 1996;
Thibodeau i Paquette, 1999).
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Materijali i metode

3.1. Uzorci

Uzorci meda obicne planike prikupljeni su u neposrednom kontaktu s pcelarima.

Prikupljeno je osam uzoraka meda s podrucja juzne Hrvatske proizvedenih od 2016.

do 2018 godine.

Uzorci meda su, po obavljenom uzorkovanju, pohranjeni u staklene posude,

poklopljeni metalnim poklopcem te skladiSteni na temperaturi 4 — 8 °C do provodenja

analiza. Slika 22 prikazuje uzorke s pripadaju¢im oznakama, godinu proizvodnje te

lokacije s kojih potje€u proizvedeni uzorci meda.

Oznaka
uzorka

R1
R2
V5
V6
K7
K8
N14
M15

Lokacija
proizvodnje

Konavle
Konavle
Vrgorac
Vrgorac
Konavle
Konavle
PeljeSac
Molunat

*S
N K7 g
N14 R1“ey

R2 mis

Godina
proizvodnje
2018.
2018.
2017.
2017.
2016.
2016.
2016.
2016.

Slika 22. Podrucja juzne Hrvatske s kojih je prikupljen med obi¢ne planike u direktnom

kontaktu s p€elarima u vremenskom periodu izmedu 2016. i 2018. godine.

Prikupljeno je osam uzoraka meda obi¢ne planike s juga Hrvatske kojima su

dodijeljene pripadajuce oznake.
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3.2. Stanicne linije

Istrazivanja u ovome radu provedena su na humanim stani€nim modelima

karcinoma plocastih stanica jezika (Cal27), hepatocelularnog karcinoma jetre (HepG2)

i adenokarcinoma epitela debelog crijeva (Caco-2). Stani¢ne linije opisane su u

poglaviju 2.10.

3.3. Kemikalije i uredaji

3.3.1. Popis kemikalija

Melisopalinolo$ka analiza

glicerinski gel, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)
fuksin, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)

destilirana voda

Fizikalno-kemijska svojstva

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

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

kalijev natrijev tartarat-tetrahidrat (C4HsKNaOesx4H20), Sigma-Aldrich
(Steinheim, Njemacka)

klorovodi¢na kiselina (HCI; 36,5 %), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
saharoza, Fluka (St. Gallen, Svicarska)

metilensko modrilo, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

fenolftaleinska otopina (0,5 % u etanolu), Sigma-Aldrich (Steinheim,
Njemacka)

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

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

Standardna otopina Metilensko
invertnog secera (10 g L?) modrilo
Saharoza (9,5 g)
HCI (36,5 %; 5 mL)
Destilirana voda (do 1 L) Metilensko
modrilo (2 g)
Radna otopina (2 g L1 Destilirana voda
(do1l)

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

Do potpune
reakcije

Radna otopina invertnog Secera (2 g L'1; 25 mL)

Spektrofotometrijske metode

a) Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta metodom DPPH-:

e metanol (99,9 %), Merck (Darmstadt, Njemacka)

e 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil-radikal (DPPH-), Fluka (Buch, Svicarska)

e 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), Fluka (St.

Gallen, Svicarska)

Priprava reagensa:

4 mmol L
1
(?L’ll?[;ri]fr:r?ill-;- 6-Hidroksi-2,5,7,8-
pikrilhidrazil radikal litztrrt?&itilllrlfarlokrir]szrl]i-rfz;
(DPPH-)

(Trolox)

DPPHe- (18 mg)
Metanol (do 250 mL)

Trolox (10 mg)
Metanol (do 10 mL)

b) Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta metodom FRAP:

e klorovodi¢na kiselina (HCI; 36,5 %), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

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

e koncentrirana octena kiselina (CH;COOH; 99,5 %), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
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e 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazin (TPTZ), Fluka (St. Gallen, Svicarska)
o Zeljezov(lll) klorid heksahidrat (FeClsx6H20), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
o Zeljezov(ll) sulfat heptahidrat (FeSO4x7H20), Sigma-Aldrich (Steinheim,

Njemacka)

Priprava otopina:

-1
sc?e(z)t;rt]rr]rini)lul;er 10 mmol L*? 20 mmol Lt 500 mmol L Reagens
_ TPTZ FeClsx6H20 FeSOax7H20 FRAP
(pH = 3,6)
300 mmol L*
Acetatni pufer
C2H2NaO2x3H20 FeClsx6H20 FeSO4x7H20 (100 mL)
Octena kiselina TPTZ (31 mg) (54 mg) (1391 mg) 10 mmol Lt
(24,5 mL) 40 mmol Lt HCI Destilirana Destilirana TPTZ (10
Destilirana voda (do 10 mL) voda voda mL)
(do 1000 mL) (do 10 mL) (do 10 mL) 20 mmol L*
FeCls (10
mL)

c) Odredivanje udjela ukupnih fenola:

e Folin-Ciocalteau reagens, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)
e natrijev karbonat (Na2CO3), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e galna kiselina, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)

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

o fruktoza, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e glukoza, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)

e maltoza, Torlak (Beograd, Srbija)

e saharoza, Fluka (St. Gallen, Svicarska)
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d)

Priprava radnog standarda galne kiseline i otopine Secera (umjetni med):

Galna kiselina Umjetni med o9
(5000 mg L) (otopina Secera) 7=

Vi

Fruktoza (40 mg) © O

Galna kiselina (55 mg) Glukoza (30 mg) SO
Etanol (1 mL) Maltoza (8 mg) 3z E
Destilirana voda (do 10 mL) Saharoza (2 mg) S g_

Destilirana voda (do 10 mL)

Metode za odredivanje udjela ukupnih flavonola, flavona i flavanona

aluminijev klorid (AICI3), Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)
2 ,4-dinitrofenillhidrazin (DNP; 97 %), Kemika (Zagreb, Croatia)
kvercetin, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)

naringenin, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)

metanol (99,9 %), Merck (Darmstadt, Njemacka)

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

sumporna kiselina (H2S0a4, 96 %), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
kalijev hidroksid (KOH), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Priprava radnih standarda i otopina:

Kvercetin ~ Naringenin Aluminijev Otopina Otopina
(1glL? (5gL?Y klorid (5 %) DNP (1 %) KOH (10 %)
. : : DNP (1 g)

Kvercetin Naringenin . .

(1 mg) (5 mg) Alumlr(léjz\; klorid I(-lzz?ncl)j KOH (10 g)
Destilirana  Destilirana Metanol

Metanol Metanol
voda voda (do 1 (do 100 mL) (do 100 mL) (do 100 mL)

(do1mL) mL)

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

acetonitril (Cisto¢e za MS), Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)
octena kiselina (CH;COOH; 99,99 %), Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)
klorovodi¢na kiselina (HCI; 36,5 %), Merck (Darmstadt, Njemacka)

metanol (Cistoce za HPLC), Merck (Darmstadt, Njemacka)
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ultracista voda (0,055 uS cm™)
Standardi:

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

Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)

Dobivanje ekstrakta meda i odredivanje HGA GC-MS-om

metanol (99,9 %), Merck (Darmstadt, Njemacka)

homogentizinska kiselina (HGA), Sigma-Aldrich (Steinhheim, Njemacka)
N,O-bis(trimetilsilil)trifluoracetamid (BSTFA) s 1 % trimetilklorsilanom (TMCS),

Restek (Bellefonte, SAD)
etil-acetat, Merck (Darmstadt, Njemacka)

destilirana voda

Kromosomske aberacije i CBMN-test

medij RPMI 1640 (L-glutamin, 25 mmol L Hepes), Lonza, BioWhittaker

(Walkersville, SAD)

citohalazin B, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)
kolhicin, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)
irinotekan, LC Laboratories, (Woburn, SAD)

bleomicin, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)
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fetalni govedi serum, toplinski inaktiviran (FBS), Gibco (Carlsbad, SAD)
penicilin i streptomicin, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)
fitohemaglutinin, Remel (San Diego, SAD)

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

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

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

boja Giemsa, Merck (Darmstadt, Njemacka)

glicerol, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

fizioloSka otopina (0,9 %-tna otopina natrijeva klorida)

Otopine:
Ibraimova Otopina za Otopina Otopina Otopina
otopina fiksiranje Giemsa kolhicina citohalazina B
: lzvorna
Izvorna otopina .
otopina
Metanol
(3 mL) Metanol Kolhicin (40 mg) Citohalazin
Ledena (300 mL) Giemsa boja  Destilirana voda (10 mg)
octena Ledena (5 mL) (do 100 mL) DMSO (2 mL)
kiselina octena Destilirana _
(5mL) kiselina ~ voda (do 100 ~ Radnaotopina 4.0 6i65ina
Destilirana (100 mL) mL) (0,004 %)
voda IshodiSna otopina IshodiSna
(do 100 mL) (1 mL) otopina (1 mL)
Destilirana voda F-10 medi
(do 10 mL) (do 10 mL)

Uzqgoj stanica, provodenje testa citotoksiénosti i odredivanje prooksidacijskog ucinka

a) Kemikalije za uzgoj stanica:

e medij RPMI 1640 (L-glutamin, 25 mmol L' HEPES), Lonza, BioWhittaker

(Walkersville, SAD)

fetalni govedi serum, toplinski inaktiviran (FBS), Gibco (Carlsbad, SAD)
otopina EDTA-tripsina (0,02 % EDTA, 0,25 % tripsin), Gibco (Carlsbad, SAD)
penicilin (10000 U mL1) i streptomicin (10 mg mL™?), Gibco (Grand Island, NY,
SAD)
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b) Test citotoksicnosti (test Neutral red):

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

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

(Steinhheim, Njemacka)

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

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

Jersey, SAD)

e kalijev hidrogenfosfat (K2HPO4), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
e etanol (96 %), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e octena kiselina (CHsCOOH; 99,5 %), Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)

c) Prooksidacijski ucinak:
e dimetilsulfoksid (DMSO), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e 2'7'-diklorfluoroscein-diacetat

Njemacka)

(DCFH-DA),

e Fosfatni pufer — PBS pufer (pH=7,2 - 7,4)

Priprava otopina:

Fosfatni pufer —
PBS
(PH=7,2-7,4)

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

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

Neutral red

Izvorna otopina
(5 mg mL?)

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

Radna otopina
(0,005 mg mL™?)

Izvorna otopina
(0,2 mL)

RPMI medij za uzgoj

stanica (do 10 mL)

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

voda (49 mL)

Izvorna otopina
(0,5 mL)
pufer PBS (9,3
mL)
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d) Antioksidacijski u¢inak na DNA plazmid phiX174 RF1

DNA plazmid phiX174 RF1, Promega Corporation, Wisconsin, SAD
TRIS pufer, Invitrogene (Massachusetts, SAD)

ledena octena kiselina (CHsCOOH; 99,9 %), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
agaroza, Invitrogen (Massachusetts, SAD)

bromtimol plavo, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)

glicerol, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

vodikov peroksid (3 %), Merck (Darmstadt, Njemacka)

etidijev bromid, Merck (Darmstadt, Njemacka)

Priprava otopina:

Obojeni pufer za

TAE pufer gpé??{c’;&) nanosenje
’ (eng. loading buffer)
TRIS (484 9) . Agaroza
Ledena(llolcfrr;al_l)(lsellna (1,59) Bromtimol plavo (0,2 g)
EDTA (379) TAE pufer Glicerol (50 %; 6 mL)
i~ /9 (do 100 Destilirana voda (4 mL)
Destilirana voda mL)
(do1l)

3.3.2. Popis opreme

Melisopalinolo$ka analiza

mikroskop Axio Scope Al (Carl Zeiss, Jena, Njemacka) priklju¢en na digitalni
fotoaparat model Axiocam 208 Color (Carl Zeiss, Jena, Njemacka) i povezan

sa sustavom za analizu (ZEN 3.1 plavo izdanje)

Fizikalno-kemijska svojstva

polarimetar, Carl Zeiss (Jena, Njemacka)

refraktometar Model I, Carl Zeiss (Jena, Njemacka)
konduktometar SevenGo, Mettler Toledo (Greifensee, Svicarska)
analiticka vaga AX 200, Shimadzu (Kyoto, Japan)

vodena kupelj VK3EN, INKO (Zagreb, Hrvatska)

Spektrofotometrijske metode:
e UV-VIS spektrofotometar, Agilent 8453 E (Hewlett Packard, Njemacka)
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Kvalitativha i kvantitativha analiza fenola

kolone za ekstrakciju na ¢vrstom nosacu (eng. Solid-Phase Extraction, SPE)
C18-E (500 mg; 3 mL), Phenomenex (Torrance, SAD)

PTFE filteri za HPLC (0,45 um), Supelco (Bellefonte, SAD)

sustav za dobivanje ultradiste vode (MicroPure, 0,055 yS cmw), TKA
(Niederelbert, Njemacka)

tekucinski kromatograf ultravisoke djelotvornosti uz spektrometar masa visoke
rezolucije kao detektor UHPLC-LTQ Orbitrap XL, ThermoFisher Scientific
(Bremen, Njemacka)

kolona Syncronis C18 (100 x 2,1 mm, veli€ina Cestica 1,7 ym), ThermoFisher

Scientific (Bremen, Njemacka)

Dobivanje ekstrakta meda i odredivanje HGA

kolone za ekstrakciju na ¢vrstom nosacu [eng. Solid-Phase Extraction (SPE)]
Oasis HLB (200 mg; 3 mL), Waters (Etten-Leur, Nizozemska)

PTFE filteri (0,2 ym), LLG Labware (Meckenheim, Njemacka)

plinski kromatograf TRACE 1300, Thermo Scientific (Milano, Italija) spregnut sa
spektrometrom masa ITQ 700 lon Trap, Thermo Scientific (Austin, SAD) uz
racunalni program Xcalibur (verzija 2.1, Thermo Fisher, Bremen, Njemacka).
kapilarna kolona TraceGOLD TG-5MS (5 % difenil, 95 % dimetilpolisiloksan;
duljina: 30 m; unutarnji promjer: 0,25 mm; debljina filma: 0,25 um), Thermo
Scientific (Runcorn, Ujedinjeno Kraljevstvo)

rotacijski vakuum-upariva¢, Devarot (Ljubljana, Slovenija)

Kromosomske aberacije i CBMN-test

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

epruvete za vadenje krvi s litijl-heparinom Becton Dickinson (Wokingham,
Ujedinjeno Kraljevstvo)

centrifuga ROTOFIX 32A, Hettich (Tuttlingen, Njemacka)

svjetlosni mikroskop, Leitz Laborlux D (Hesse, Njemacka)
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Uzgoj stanica, test citotoksicnosti, odredivanje peroksidacijskog ucCinka i
antioksidacijskog ucinka na DNA plazmid phiX174 RF1
e analiticka vaga 712 Mp8, Siver Edition, Sartorius (London, Ujedinjeno
Kraljevstvo)
e centrifuga HC-240, Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)
e inkubator s kontroliranom atmosferom CO2, Forma Scientific (Austin, SAD)
e invertni mikroskop, Optika Microscopes (Ponteranica, Italija)
e komora za sterilni rad, Iskra (Ljubljana, Slovenija)
e spektrofotometar i ¢ita¢ mikrotitarskih plo€ica, Cecil Instruments Ltd, Tehnical
Centre (Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo)
e vaga (Sartorius, Ujedinjeno Kraljevstvo)
e vibromikser EV-202, Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)
e sustav za elektroforezu Owl EasyCast B1 Mini Gel Electrophoresis System,
Thermo Scientific (Runcorn, Ujedinjeno Kraljevstvo)
e UV transiluminator UVipure BXT-F26 MX UVITEC Cambridge (Cambridge,
Ujedinjeno Kraljevstvo)

e Gel Analyzer 19.1, www.gelanalyzer.com
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3.4. Metode

3.4.1. Melisopalinoloska analiza

Peludni spektar, morfometrija peludnih zrna i relativna u€estalost peludnih vrsta
nektarifernih vrsta provedeni su u sedimentu meda na svjetlosnom mikroskopu pri
uvecanju 400 — 1000x. Identifikacija je podrzana literaturnim podacima i internom

referentnom bibliotekom peludnog zrna (SveuciliSte u Zagrebu, Agronomski fakultet).

3.4.2. Odredivanje fizikalno-kemijskih parametara meda

Fizikalno-kemijski parametri u medu odredeni su prema medunarodno priznatim
metodama za analize meda (IHC, 2009), a u skladu s propisima komisije Codex
Alimentarius (2001) i Direktive o medu (The Council of the European Union, 2002).

3.4.2.1. Odredivanje masenog udjela vode u medu

Priprema uzorka meda za analizu ovisi o njegovoj konzistenciji (IHC, 2009). Svi
uzorci meda bili su u teku¢em stanju te su se prije analize promijesali Stapi¢em.
Maseni udio vode u medu odredio se pri temperaturi od 20 °C pomocu
refraktometra. Na temelju izmjerenog indeksa refrakcije izraCunat je maseni udio vode
(% w/w) pomocu tablice za proracun udjela vode u medu (IHC, 2009).
Ako se indeks refrakcije odreduje na temperaturi koja nije 20 °C, u obzir se uzima
korekcija temperature:
— temperatura viSa od 20 °C — dodati 0,00023 za svaki °C
— temperatura do 20 °C — oduzeti 0,00023 za svaki °C

3.4.2.2. Odredivanje kiselosti meda

Uzorak meda se titrirao, uz prisutnost indikatora fenolftaleina, otopinom natrijeva
hidroksida (0,1 mol Lt) do pojave svjetlo ruzi¢aste boje (IHC, 2009).

Kiselost se izraCunala prema formuli:

Kiselost = 10 x V (mmol kg')
gdje je:
V — volumen NaOH (0,1 mol L) potreban za neutralizaciju 10 g meda
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3.4.2.3. Odredivanje elektricne provodljivosti meda

Za odredivanje elektricne provodljivosti meda pripremila se 20 %-tna otopine
meda: 20 g meda otopilo se u destiliranoj vodi, prebacilo u odmjernu tikvicu od 100
mL i nadopunilo destiliranom vodom do oznake. Dodano je 40 mL pripremljene otopine
u posudu i termostatirano na 20 °C u vodenoj kupelji. Mjerila se elektricna otpornost
(obrnuto proporcionalna elektricnoj provodljivosti) koriste¢i konduktometar (IHC,
2009).

Elektricna provodljivost je izraCunata prema sljedecoj formuli:

SH=KxG
gdje je:
S — elektri¢na otpornost meda (mS cm-?)
K — konstanta elektrode (cm)
G — provodljivost (mS)

Rezultati su prikazani s to¢no$éu 102 mS cm™.

3.4.2.4. Odredivanje reducirajucih Secera

Metoda se temelji na redukciji Fehlingove otopine titracijom pomodéu otopine
reduciranih Secera iz meda uz upotrebu metilenskog modrila kao indikatora (IHC,
2009).

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

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

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

(razrijedena otopina meda).

PRETHODNA TITRACIJA

Ukupni volumen tvari koja reagira na kraju redukcijske titracije mora biti 35 mL,
a to se postiglo dodavanjem odredene koliCine vode prije poCetka titracije. S obzirom
na to da je Pravilnikom za med (NN, 2015) propisano vise od 60 % reducirajucih
Secéera (raCunatih kao invertni Secer), najprije je obavljena titracija da bi se utvrdio

to€an volumen vode koji se dodaje kako bi se u postupku analize osigurala redukcija
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pri stalnom volumenu. Volumen potrebne koli€ine vode dobio se odbijanjem
potroSenog volumena razrijedene otopine meda u prethodnoj titraciji. Pipetom se
odmijerilo 5 mL Fehlingove otopine A i prenijelo u Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL,
potom je dodano 5 mL Fehlingove otopine B, 7 mL destilirane vode, malo plovucca i
15 mL razrijedene otopine meda iz birete. Medna se mjeSavina zagrijala do vrenja, a
nakon dvije minute, dodan je 1 mL 0,2 %-tne otopine metilenskog modrila. Titracija je
zavr$ena nakon tri minute, ponovnim dodavanjem razrijedene otopine meda sve dok
boja indikatora nije iS€eznula. PotroSeni volumen razrijedene otopine meda koji je

potpuno reduciran obiljeZio se s ,X mL".

ODREDIVANJE

Pipetom se odmijerilo 5 mL Fehlingove otopine A i prenijelo u Erlenmeyerovu
tikvicu od 250 mL te je dodano 5 mL Fehlingove otopine B. Potom je dodano (25 mL
— X mL") destilirane vode, malo kamena plovuécai iz birete razrijedena otopina meda,
tako da je za kompletnu titraciju ostalo oko 1,5 mL (,X mL* — 1,5 mL). Hladna
mjeSavina zagrijavala se do vrenja i dvije minute je odrzavano umjereno vrenje. Za
vrijeme vrenja dodan je 1,0 mL 0,2 %-tne otopine metilenskoga modrila. Titracija se,
dodavanjem razrijedene otopine meda do obezbojenja indikatora, morala zavrsiti
ukupno za tri minute. PotroSena koli€ina razrijedene otopine meda obiljezena je s "V

mL".

IZRACUNAVANJE

Invertni Secer izrazen je u g na 100 g uzorka prema sljedecoj formuli:
2 1000
— X

m 4
gdje je:

mig =

mjs— invertni Secer (Q)
m— masa uzorka (g)

V2 — volumen razrijedene otopine meda potro$en za odredivanje (mL)

Napomena: Radi preciznosti i ponovljivosti rezultata nuzno je za svaki pokus odrediti

koliki volumen vode valja dodati da bi ukupan volumen iznosio 35 mL.

57



Materijali i metode

3.4.3. Spektrofotometrijske metode

3.4.3.1. Odredivanje ukupnih fenola

Reakcijska smjesa pripremljena je mijeSanjem (10 s) uzorka meda (50 pL
razrijeden 10x u destiliranoj vodi), destilirane vode (1,4 mL) i Folin-Ciocalteu reagensa
(100 pL). Nakon 5 minuta dodana je otopina Na2COs (6 %; 1,5 mL) te je smjesa
homogenizirana mijeSanjem 10 sekundi. Slijedila je inkubacija uzoraka u trajanju od
30 minuta pri 40 °C u tami nakon ¢ega je izmjerena apsorbancija spektrofotometrom
UV-VIS na 725 nm. Pomocu bazdarnog dijagrama za galnu kiselinu izraCunat je
maseni udio fenola u uzorku i izrazen je kao mg ekvivalenata galne kiseline po kg

uzorka. Kao slijepa proba koristeno je ekstrakcijsko sredstvo (voda).

3.4.3.2. Odredivanje flavonola i flavona

Reakcijska smjesa pripremljena je mijeSanjem (10 s) uzorka meda (200 pL;
razrijeden 5x u destiliranoj vodi), metanola (700 pL) i 5 % otopine aluminijevog klorida
(100 pL). Slijedila je inkubacija uzoraka u trajanju od 30 minuta na sobnoj temperaturi
u tami nakon €ega je mjerena apsorbancija spektrofotometrom UV-VIS na 425 nm.
Pomocu bazdarnog dijagrama za kvercetin izraCunat je maseni udio flavonola i flavona
u uzorku i izraZen je kao mg ekvivalenata kvercetina po kg uzorka. Kao slijepa proba

koriStena je voda.

3.4.3.3. Odredivanje flavanona

Reakcijska smjesa pripremljena je mijeSanjem (10 s) uzorka meda (100 pL;
razrijeden 10x u destiliranoj vodi) i 1 % otopine 2,4-dinitrofenillhidrazina (200 pL).
Slijedila je inkubacija uzoraka u trajanju od 50 minuta pri 50 °C u tami. Nakon $to su
uzorci ohladeni na sobnu temperaturu dodano je 700 pL 10 % otopine kalijeva
hidroksida i 2 mL metanola te je mjerena apsorbancija spektrofotometrom UV-VIS na
495 nm. Pomoc¢u bazdarnog dijagrama za naringenin izraCunat je maseni udio
flavanona u uzorku i izraZzen je kao mg ekvivalenata naringenina po g uzorka. Kao

slijepa proba koriStena je voda.
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3.4.3.4. Metoda DPPH-

Reakcijska smjesa pripremljena je mijeSanjem (10 s) uzorka meda (200 pL;
razrijeden 10x u destiliranoj vodi) vodi i otopine 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil-radikala
(0,18 mmol L?; 1,5 mL). Slijedila je inkubacija uzoraka u trajanju od 30 minuta pri
sobnoj temperaturi u tami nakon ¢ega je mjerena apsorbancija spektrofotometrom UV-
VIS na 517 nm. Mjerena je poCetna apsorbancija (Ao— metanol) i apsorbancija nakon
inkubacije (Asomin). Rezultat je izrazen kao mmol ekvivalenata Troloxa po kilogramu

meda.

3.4.3.5. Metoda FRAP

Reakcijska smjesa pripremljena je mijeSanjem (10 s) uzorka meda (200 pL;
razrijeden 20x u destiliranoj vodi) i reagensa FRAP (1,8 mL). Slijedila je inkubacija
uzoraka u trajanju od 10 minuta na temperaturi pri 37 °C u vodenoj kupelji nakon ¢ega
je mjerena apsorbancija spektrofotometrom UV-VIS na 593 nm. Rezultati su izrazeni
kao mM FeSO4x7H20 u 5 % otopini meda.

3.4.4. Odredivanje fenolnog profila meda UHPLC-LTQ Orbitrap MS-om

3.4.4.1. Priprava uzoraka meda za analizu

Za ekstrakciju fenola iz uzoraka meda obi¢ne planike koriStena je ekstrakcija na
¢vrstom nosacu (SPE). Uzorak meda (5 g) otopljen je u 5 mL demineralizirane vode,
zakiseljen na pH = 2 s 0,1 % klorovodi¢nom kiselinom, a potom homogeniziran u
ultrazvucnoj kupelji 30 minuta na sobnoj temperaturi. Dobivena otopina je potom
filtrirana kako bi se uklonile Cvrste Cestice. Kolone za ekstrakciju su kondicionirane
dodavanjem 3 mL acetonitrila i potom 9 mL vode na kolonu, nakon ¢ega je na kolonu
dodano 5 mL filtirirane otopine meda bez uporabom vakuuma. Secer i drugi polarni
sastojci meda uklonjeni su sa sorbensa u koloni dodavanjem 6 mL zakiseljene vode
(pH = 2). Fenoli su potom eluirani s 1,5 mL acetonitrila i filtrirani prije analize uporabom
0,45 um-filtera.

3.4.4.2. Identifikacija i kvantifikacija fenola

Za razdvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju fenola u meda obitne planike

koristen je tekuéinski kromatograf ultravisoke djelotvornosti s kvarternom crpkom
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Accela 600 i automatskim uzorkivacem Acella te povezan s hibridnim spektrometrom
masa visoke rezolucije (UHPLC-LTQ OrbiTrap XL) i ionizaciju elektrorasprSenjem uz
grijanje (eng. Heated Electrospray lonization, HESI). Za razdvajanje fenolnih spojeva
koristena je kolona Syncronis C18 (100 mm x 2,1 mm, veliina Cestica 1,7 um).
Pokretna faza se sastojala od vode, 0,01 %-tne octene kiseline (A) i acetonitrila (B).
Analiti su eluirani u sljede¢em koncentracijskom gradijentu: 0 —1 min: 5% B; 1 — 16
min: 5 — 95 % B; 16 — 16, 1 min: 95 — 5% B; 5 % B: 4 min. Protok je bio
0,3 mL min', a volumen injektiranog uzorka 5 pL.

Spektri masa snimljeni su u negativnhom ionizacijskom nacinu snimanja u
rasponu m/z od 100 do 1000. Parametri ionskog izvora opisani su u radu Gasi¢a i
suradnika (2015). Za kontrolu instrumentnih parametara, prikupljanje i analizu
podataka koristen je program Xcalibur. Fenoli su identificirani temeljem odgovarajucih
spektralnih karakteristika: spektar masa, toCna molarna masa, karakteristicha
fragmentacija i karakteristicno vrijeme zadrzavanja analita. Snimanjem to¢ne mase
molekulskog iona ([M-H]") nepoznatog spoja dobivena je informacija o molekulskoj
formuli, dok je MS" fragmentacija doprinijela u razjasnjavanju strukture nepoznatog

spoja (Juri€ i sur., 2020).

3.4.5. Priprava fenolnog ekstrakta meda za istrazivanje bioloskih ucinaka

Za ekstrakciju polifenola iz uzoraka meda obi¢ne planike koriStena je ekstrakcija
analita na ¢&vrstom nosacu (SPE). Uzorak meda (1 g) otoplien je u 15 mL
demineralizirane vode, zakiseljene na pH = 2 s 0,1 % klorovodi€énom kiselinom.
Dobivena otopina kratko je promijeSana (30 s) te potom filtrirana kako bi se uklonile
Cvrste Cestice. Kolone su kondicionirane dodavanjem 3 mL metanola te potom 3 mL
vode na kolonu, nakon €ega je na kolonu dodano 15 mL uzorka bez uporabe
vakuuma, a zatim 15 mL zakiseljene vode (pH = 2) kako bi se uklonili Seceri i drugi
polarni sastojci meda. Fenolni spojevi su potom eluirani s 3 mL metanola. Uzorci su

upareni do suhog uporabom rotacijskog vakuum-uparivaca (slika 23).
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Slika 23. Shematski prikaz dobivanja ekstrakta meda obi¢ne planike. Napravljeno

pomoc¢u BioRender.com.

3.4.5.1. Ekstrakcija HGA iz meda

Za ekstrakciju HGA iz meda kao organsko otapalo upotrijebljen je etil-acetat
(Br€i¢ Karaconji i Jurica, 2017). Uzorak meda razrijeden je ultraistom vodom (1:50,
w/v) te je uzorak filtiriran kroz 0,2 ym-filter. Alikvot od 2 mL filtrirane otopine prebacen
je u staklenu epruvetu s bruSenim c¢epom i zakiselien na pH = 2 s 1 mol L*
klorovodi¢nom kiselinom, a potom je dodan 1 g natrijeva klorida i otopina je snazno
promijeSana. Nakon dodatka 2 mL etil-acetata, uzorak je promijeSan na vibracijskoj
mije&alici u trajanju od 1 minute. Nakon razdvajanja vodenog i organskog sloja, 1 mL

organskog sloja prebacen je u epruvetu i uparen na sobnoj temperaturi u struji dusika
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do suhog ostatka na koji je dodano 50 pL sredstva za derivatizaciju (BSTFA + 1 %
TMCS). Derivatizacija je provedena pri 60 °C u trajanju od 30 minuta. Nakon hladenja,

1 uL uzorka je injektiran u injektor GC-a.

3.4.5.2. Identifikacija i kvantifikacija HGA

Za odredivanje HGA u medu obi¢ne planike koristen je plinski kromatograf uz
spektrometar masa kao detektor (Brci¢ Karaconiji i Jurica, 2017). HGA je razdvojena
od ostalih sastojaka iz uzorka na kapilarnoj koloni TG-5MS. Kao pokretna faza koristen
je helij uz protok od 1 mL mint. Pocetna temperatura injektora bila je
50 °C, a nakon 0,1 minute injektor je zagrijan na 280 °C brzinom od 200 °C u minuti.
Na pocetku se temperatura u plinskokromatografskoj pecnici odrzavala na 60 °C
tijekom 1 minute, a zatim se povisila na 210 °C, zagrijavanjem od 10 °C u minuti te
nakon 1 minute do 280 °C, zagrijavanjem od 40 °C u minuti. Temperatura meduspoja
bila je 280 °C, a ionskog izvora 200 °C.

Rabljena je ionizacija elektronima pri 70 eV. Pracene su karakteristicne
vrijednosti omjera mase i naboja (m/z) odabranih iona (eng. Selected lon Monitoring,
SIM) za trimetilsililni derivat HGA (HGA-3TMS): 384, 73 i 341. Za kvantifikaciju
metodom vanjskog standarda upotrijebljen je ion m/z 384. Uz potvrdne ione,
identifikacija je provedena i usporedbom vremena zadrzavanja HGA u kromatogramu
uzorka s vremenom zadrzavanja HGA u kromatogramu standardne otopine HGA
pripravliene u slijepoj matrici uzorka te u Cistom otapalu. Kao slijepa matrica
upotrijebljen je bagremov med koji ne sadrzi HGA. Uzorci su analizirani u triplikatu, a

udio HGA u medu je izrazen u mg HGA po kg meda obi¢ne planike.

3.4.6. Metode za procjenu citogeneti¢kih uc€inaka

3.4.6.1. Uzorci periferne krvi

U istrazivanju su koridteni uzorci periferne krvi tri zdrava dobrovoljca nepusaca
muskog spola (32, 27 i 32 godine). Unatrag godinu dana davatelji krvi nisu bili izloZeni
ioniziraju¢em ili neioniziraju¢em zraCenju, niti kemijskim mutagenima. Krv je izvadena
u sterilnim uvjetima u spremnike (epruvete) s litijl-heparinom volumena 5 mL. Za

potrebe pokusa izvadeno je ukupno 80 mL venske krvi po ispitaniku.
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Ispitanici su bili upoznati sa svrhom istraZivanja te su potpisali informirani
pristanak za sudjelovanje. Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Instituta za
medicinska istrazivanja i medicinu rada (br. 100-21/19-12) i Eti¢ko povjerenstvo
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (br. 380-59-10106-20-111/119).

3.4.6.2. Plan pokusa

U tablici 1 prikazan je plan pokusa za citogeneticke analize na uzorcima periferne krvi.

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

Uzorci u pokusu

Negativna kontrola
1x Med (dnevna doza)
5x Med
10x Med
Umjetni med
1x Ekstrakt
5x Ekstrakt
10x Ekstrakt
1x HGA
5x HGA
10x HGA
Irinotekan (IRI)
1x Med + irinotekan
5x Med + irinotekan
10x Med + irinotekan
Umijetni med + irinotekan
1x Ekstrakt +irinotekan
5x Ekstrakt + irinotekan
10x Ekstrakt + irinotekan
1x HGA +irinotekan
5x HGA +irinotekan
10x HGA +irinotekan

Testirane koncentracije

0,71 g L%
35gL?
71gLt
0,71g L%
25mgL?
125mg L1
25mg L*
0,214 mg L*
1,07 mg L?
2,14 mg L?
9 ug mL?
0,71 gL 1x Med+ 9 ug mL? IRI
3,59 L15x Med+ 9 ug mL! IRI
7,1 g L 10x Med+ 9 pg mLLIRI
0,71 g L' Umjetni med + 9 ug mLtIRI
2,5mg L1 1x Ekstrakt +9 pg mL? IRI
12,5 mg L* 5x Ekstrakt +9 pg mL? IRI
25 mg L 10x Ekstrakt + 9 ug mL* IRI
0,214 mg L 1x HGA + 9 ug mL IRI
1,07 mg L™ 5x HGA + 9 ug mL* IRI
2,14 mg L 10x HGA + 9 ug mL? IRI

Bleomicin (pozitivha kontrola) 15 ug mL?

Koncentracije koje su koriStene pri tretmanu stanica izraCunate su na temelju
uobiCajene dnevne doze meda (50 g meda; dvije velike Zlice meda). Koncentracija
HGA i ekstrakta preracunate su na koli¢inu HGA u medu (306,8 mg kg* meda) i
koli¢inu ekstrakta dobivenog iz meda (5 mg g* meda).

Ucinci meda, ekstrakta i HGA na limfocite ispitani su u koncentracijama koje

odgovaraju njihovoj dnevnoj dozi, 5 puta vecoj i 10 puta vecoj dozi od dnevne doze.
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Uzorak umjetnog meda testiran je pri koncentraciji koja odgovara dnevnoj dozi.

Koncentracija citostatika irinotekana koriStena u pokusu odgovarala je terapijskoj
koncentraciji od 350 mg m? (Takano i Sugiyama, 2017), $to prera¢unato na prosje¢nu
tielesnu masu osobe od 70 kg i povrsinu tijela od 1,8 m? iznosi konacnih 9 pg lijeka u
mililitru hranjivog medija s uzorcima krvi. U pokus su bile uklju€ene i kombinacije svih
ispitivanih koncentracija meda, ekstrakta i HGA s irinotekanom, radi procjene njihovih
mogucih zastitnih ucinaka.

Kao pozitivna kontrola koriSten je dokazani genotoksi¢ni spoj — citostatik
bleomicin, koji je primijenjen u koncentraciji 15 ng lijeka u mililitru hranjivog medija s
uzorcima Krvi.

Svi su tretmani trajali 2 sata.

3.4.6.3. Kromosomske aberacije

Test analize kromosomskih aberacija u limfocitima proveden je u skladu s
preporukama Medunarodnog programa za kemijsku sigurnost (eng. International
Programme on Chemical Safety, IPCS) gdje je detaljno opisan metodoloski postupak
(Albertini i sur., 2000). Ukratko, kako bi se uspostavile kulture limfocita, nakon
tretmana od 2 sata puna krv (0,5 mL) dodana je u 6 mL hranjivog medija RPMI-1640
uz dodatak 1 mL toplinski inaktiviranog fetalnog tele¢eg seruma i antibiotika. Kako bi
se potaknula mitoza, u kulture je dodano 0,1 mL otopine fitohemaglutinina. Uzgoj
stanica provodio se u plasticnim T-bocama koje su inkubirane pri 37 °C, u vlaznoj
atmosferi s 5 % COz2 tijekom 48 sati. Kako bi se zaustavila dioba limfocita u metafazi,
u 45. satu uzgoja u kulture je dodana otopina kolhicina (0,004 %). Po zavrSetku
kultiviranja provedeno je izdvajanje limfocita od medija i ostalih stanica
centrifugiranjem pri 626xg, 4 minute ¢ime su istalozene stanice. Nakon uklanjanja
medija provedena je obrada taloga hipotoni¢énom otopinom KCI (0,075 mol L) kako
bi se uklonili eritrociti. Na talog je potom dodano 5 mL Ibraimove otopine te je
suspenzija stanica ponovno centrifugirana pri 626xg, 4 minute. Na dobiveni talog
dodan je hladni metanol i ponovno je provedeno centrifugiranje. Nadalje, provedeno
je viSekratno fiksiranje s otopinom za fiksiranje uz ponovno centrifugiranje pri 626xg
Cime su istaloZzene stanice koje su ponovno isprane. Ispiranje se ponavljalo sve dok
se nije dobila Cista suspenzija limfocita koja je nakapana na mikroskopska stakalca i

susSena na zraku te potom obojena 5 %-tnom otopinom boje Giemsa. Slijedila je
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mikroskopska analiza pomocu svjetlosnog mikroskopa pri povecanju 1000x.
Analizirana su po tri neovisna preparata te je pregledano 600 metafaza po svakoj
eksperimentalnoj to¢ki po donoru, odnosno ukupno 1800 metafaza za svaki uzorak.
Na slici 24 shematski je prikazan postupak provodenja analize kromosomskih

aberacija.

o Vadenje venske krvi e Uzgoj limfocita u staniénoj kulturi
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Slika 24. Shematski prikaz provodenja analize kromosomskih aberacija. Napravljeno

pomoc¢u BioRender.com.

Mikroskopska analiza ukljuCivala je brojenje stanica sa strukturnim ostecenjima
koja zahvacaju kromatide ili cjelovite kromosome. Od kromatidnih aberacija biljeZzena
je ucestalost kromatidnih lomova i tetraradijusa, a od kromosomskih aberacija

uCestalost kromosomskih lomova, acentri¢nih fragmenata, bicentri¢nih kromosoma,
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policentri€nih kromosoma te prstenastih kromosoma, u skladu s kriterijima opisanim u

publikaciji Carrano i Natarajan (1988).

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

Protokol CBMN-testa koji su razvili Fenech i Morley (1985) ukljuCuje 72-satni
uzgoj limfocita periferne krvi u uvjetima in vitro, pri Cemu se radi inhibicije citokineze u
44. satu u stani¢ne kulture dodaje citohalazin B. On sprje€ava diobu citoplazme pa se
mikronukleusi mogu jednostavno brojati unutar binuklearnih stanica.

Postupak testiranja ukljuivao je dvosatno izlaganje pune krvi testiranim
spojevima nakon €ega su iz tretirane krvi uspostavljene kulture limfocita. Kako bi se
uspostavile kulture limfocita, nakon tretmana od 2 sata puna krv (0,5 mL) dodana je u
6 mL hranjivog medija RPMI-1640 uz dodatak 1 mL toplinski inaktiviranog fetalnog
teleceg seruma i antibiotika. Kako bi se potaknula mitoza, u kulture je dodano 0,1 mL
otopine fitohemaglutinina. Uzgoj se provodio u plasticnim T-bocama koje su
inkubirane pri 37 °C, u vlaznoj atmosferi s 5 % CO2tijekom 72 sata. U 44. satu uzgoja
u kulture je dodano 6 pg mL? citohalazina B. Po zavrSetku kultivacije provedeno je
izdvajanje limfocita iz medija i ostalih stanica centrifugiranjem pri 100xg, 8 minuta ¢ime
su istaloZzene stanice. Nakon uklanjanja medija provedena je obrada taloga
hipotoni¢nom otopinom KCI (0,075 mol L) uz ponovno centrifugiranje pri 100xg, 8
minuta, stanice su oborene i isprane. Ispiranje se ponavljalo sve dok se nije dobila
Cista suspenzija limfocita koja je nakapana na mikroskopska stakalca i susena na
zraku. Za bojenje mikroskopskih preparata (10 minuta na sobnoj temperaturi)
koriStena je otopina boje Giemsa. Ova se boja specificno veZe za fosfatne skupine u
molekuli DNA, osobito u dijelovima koji su bogati s parovima adenina i timina. Nakon
bojenja preparati su isprani vodom i osuseni na zraku. Slijedila je mikroskopska
analiza pomocu svjetlosnog mikroskopa pri poveéanju 1000x.

Na slici 25 shematski je prikazan postupak provodenja analize CBMN-testa.
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Slika 25. Shematski prikaz citohalazinom B-blokiranog mikronukleus-testa (CBMN-

test). Napravljeno pomocu BioRender.com.

Mikroskopska analiza ukljucila je brojanje 3x1000 binuklearnih (BN) stanica u
svakom uzorku. U BN stanicama je, sukladno kriterijima propisanim za CBMN-test
(Fenech i sur., 2003) izbrojen ukupni broj mikronukleusa (MN), jezgrinih pupova (eng.
Nuclear Buds. NB), nukleoplazmatskih mostova (eng. Nucleoplasmic Bridges, NPB)

te broj stanica u apoptozi i nekrozi.
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Indeks diobe jezgara (eng. Nuclear Division Index, NDI) izraCunat je prema

formuli koju su predlozili Eastmond i Tucker (1989):

(My +2 x My + 3 x My +4 x M)
N

NDI =

gdje je:
M1 — M4 broj stanica s jednom do Cetiri jezgre,

N ukupni broj izbrojenih Zivih stanica.

Najniza moguca vrijednost NDI je 1,0, a dobije se kada su sve Zzive stanice
mononuklearne, dakle ako nije uspjela stimulacija mitogenom te se stanice nisu
podijelile. Ako su sve stanice zavrSile jednu diobu nakon stimulacije mitogenom,
vrijednost NDI bit ¢e 2,0. Vrijednost NDI moze biti ve¢a od 2,0 ako je veci broj stanica
zavrsio viSe od jedne diobe za vrijeme djelovanja inhibitora citokineze pa sadrzZe viSe
od 2 jezgre.

Na osnovi ukupnog broja svih pregledanih zivih i mrtvih stanica za sve je uzorke
izraCunata i vrijednost tzv. proliferacijskog indeksa u limfocitima s blokiranom
citokinezom (eng. Cytokinesis-Block Proliferation Index, CBPI) (Lorge i sur., 2008;
OECD, 2016).

Za izraCun je koriStena sljedecéa formula:

(broj mononuklearnih st. + 2x broj binuklearnih st. + 3x broj multinuklearnih st.)

CBPI = ukupni broj stanica

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

Nadalje, iz dobivenih je podataka za svaki uzorak izraCunat % citostaze, prema

formuli;
(CBPIT-1)

% citostaze = 100 - 100 x [m

gdje je:
T tretirani, a K kontrolni uzorak.
Vrijednost CBPI od 1,0 odgovara citostazi od 100%.
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Za svaki uzorak izraCunat je i replikacijski indeks (RI) koji upucuje na relativni
broj staninih ciklusa po stanici tijekom razdoblja izloZenosti citohalazinu B u tretiranim
uzorcima u usporedbi s kontrolnim uzorkom. Za njegov je izraCun koriStena sljedeca

formula:

_ [(broj mononuklearnih st.) + (2x broj multinuklearnih st.)]/ukupan broj stanica, .. ora % 100

R [(broj mononuklearnih st.) + (2x broj multinuklearnih st.)]/ukupan broj stanica

kontrola

Za tumacenje rezultata vazno je napomenuti da su citostaza i RI u medusobnom
odnosu prema formuli:
Citostaza = 100 - R,

iz Cega proizlazi kako primjerice vrijednost Rl od 53 % znaci da se u usporedbi s
brojem stanica koje su se podijelile u kontrolnom uzorku (dajuéi binuklearne i
multinuklearne stanice) u tretiranom uzorku podijelilo samo 53 % od tog broja, sto
odgovara citostazi od 47 %.

Na oshovi podataka o ucestalosti mikronukleusa u limfocitima tretiranim
irinotekanom te u limfocitima tretiranim kombinacijama irinotekana s medom,
ekstraktom i HGA izraCunate su vrijednosti indeksa mutagenosti (Mutl) (Scarpato i

sur., 1998), u skladu s formulom:

(MNmuT+ANTIMUT - MNMUT)
MNwmuT

Mutl =

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

testiranog potencijalnog antimutagena.
Rezultat izraCuna moze imati pozitivnu ili negativnu vrijednost. Negativni predznaci

dobivenih vrijednosti upucCuju na smanjivanje mutagenog ucinka pod utjecajem

testirane tvari.
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3.4.7. Uginci in vitro na humane tumorske stanic¢ne linije

3.4.7.1. Stanicne linije

Istrazivanja u ovome radu provedena su na kontinuiranim humanim stani¢nim
linijama hepatocelularnog karcinoma jetre (HepG2), adenokarcinoma epitela debelog
crijeva (Caco-2) i karcinoma plo€astih stanica jezika (Cal27). Stanice su rasle kao
jednoslojna kultura u plastiénim T-bocama ravnih stijenki te u mikrotitarskim plo¢icama
s jazicama u inkubatoru pri 37 °C i u vlaznoj atmosferi s 5 % CO2. Kao medij za rast
je koristen kompletirani medij uz dodatak fetalnog govedeg seruma (FBS) konacne

koncentracije od 10 %.

3.4.7.2. Nasadivanje i uzgoj stanica

Zamrznute stani¢ne kulture (s 10 % glicerola) su s -80 °C odmrznute u vodenoj
kupelji pri 37 °C, a potom je centrifugiranjem pri 156xg u trajanju 5 minuta uklonjen
supernatant koji sadrzi ostatke medija i krioprotektivnog sredstva (glicerola). Na talog
je potom dodan 1 mL novog medija zagrijanog pri 37 °C. Stanice su resusupendirane
i ponovo centrifugirane pri 156xg u trajanju 5 minuta te je u svrhu propagacije talog
prebacen u Petrijevu zdjelicu promjera 5 cm. Nakon 24 sata uzgoja pri optimalnim
uvjetima rasta stanice su tripsinizirane tripsinom i nasadene u T-bocu veceg volumena

te uzgajane do subkonfluentnog stanja, kako bi se mogle rabiti za daljni eksperiment.

3.4.7.3. Priprema stanic¢ne suspenzije iz subkonfluentnog monosloja

Stanice su presadene nakon $to su postigle 80 — 90 % konfluentnosti. Priprema
stanica u T-bocama zapocela je uklanjenjem medija sa stanica koje su zatim isprane
puferom PBS kako bi se u potpunosti uklonio stani¢ni medij koji bi mogao inhibirati
tripsin. Na isprane stanice dodana je otopina tripsina, pri ¢emu serinske proteaze
hidroliziraju proteine kako bi se adherentne stanice odvojile od podloge i dobile stanice
u suspenziji. Stanice s tripsinom su se inkubirale, a vrijeme izloZenosti ovisilo je o vrsti
stanica pa je bila potrebna stalna kontrola pod mikroskopom (stanice iz vretenastog
oblika poprimaju okrugli oblik). Proteoliticki ucinak tripsina zaustavio se dodavanjem
kompletiranog medija sa serumom na stanice (Freshney, 2000). Stanice je bilo

potrebno izbrojati i nasaditi to¢no odredeni broj (koncentracija 10° stanica mL*) kako
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bi se dobivene vrijednosti eksperimentom mogle usporedivati i kako bi podjednaki broj

stanica bio izloZzen djelovanju odredenog spoja.

3.4.7.4. Odredivanje broja stanica pomoc¢u hemocitometra

Za odredivanje broja stanica iz poCetne staniCne suspenzije izuzeto je 20 L
uzorka koji je stavljen u Burker-Turkovu komoricu ispod postavljenog pokrovnog
stakalca. Stanice su brojane u Cetiri velika kvadrata (koji se sastoje se od 16 malih
kvadrata). Prostor izmedu postavljene predmetnice i pokrovnog stakalca debljine je
0,1 mm, dok je povrSina svakog kvadrata 1 mm?, §to ¢ini ukupni volumen od 10 mL.
Broj stanica, izrazen po jednom mililitru stanicne suspenzije, dobio se iz srednje
vrijednosti stanica izbrojanih u Cetiri velika kvadrata. Potrebno je bilo izbrojati Sto viSe
stanica, 100 — 300, odnosno za preciznije eksperimente 500 — 1000 stanica kako bi

to¢nost nasadivanja odredenog broja stanica bila $to veca (slika 26) (Freshney, 2000).

Hemocitometar

Sy '. ¥
s - Ayt

D ) ; ot

e / \\ // 1"
R LQ:(J\\I\\ / -l- |
A Y 77\‘1‘
\\—- y 1 1l
\ mm

POVRSINA = 1T mm? N M
DUBINA = 0,1 mm S 1 .
VOLUMEN =1 x10*mL b broje se ne broje se

Slika 26. Brojanje stanica pomo¢u hemocitometra (prilagodeno prema HEMO,

1998). Napravljeno pomocu BioRender.com.
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3.4.7.5. Doze i tretman stanica

Doze koje su koriStene pri tretmanu stanica izraCunate su na temelju uobicajene

dnevne doze meda (50 g meda; dvije velike Zlice meda):

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

Urr?]jee(;”i Med  Ekstrakt  HGA

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

3.4.7.6. Test Neutral red

Nakon tripsinizacije i brojenja stanica, pripremljena je stani¢na suspenzija u
koncentraciji od 10° stanica po mL te je po 100 uL stani¢ne suspenzije nasadeno u
svaku jazicu mikrotitarske plo€ice s 96 jaZica. Stanice su inkubirane 24 sata pri 37 °C,
u vlaznoj atmosferi s 5 % CO:2 kako bi postigli subkonfluentnu kulturu.

Iduéeg dana uklonjen je medij sa stanica, a stanice su tretirane prethodno
pripremljenim otopinama meda, ekstrakta, HGA i umjetnog meda u hranjivom mediju
razliCitih koncentracija (tablica 2) u vremenskim intervalima tretmana od 30 minuta, 1
sat i 2 sata pri 37 °C, u vlaznoj atmosferi s 5 % CO2. Kao negativna kontrola, koristen
je uzgojni medij.

Po zavrSetku tretmana uklonjene su otopine kojima su tretirane stanice te su
stanice isprane puferom PBS (100 pL) kako bi se uklonili ostaci testiranih uzoraka. Na
isprane stanice dodano je 100 uL pripremljene radna otopina boje Neutral red te je
slijedila inkubacija u trajanju od 1 sat pri 37 °C, u vlaznoj atmosferi s 5 % CO2. Nakon
zavrSetka vremena inkubacije otopina Neutral red je uklonjena, a stanice su ponovno
isprane puferom PBS (100 pL). Naposljetku, na stanice je dodana otopina za
odbojavanje (100 uL) kako bi se boja ekstrahirala iz lizosoma Zivih stanica (Repetto i
sur., 2008). Intenzitet obojenja izmjeren je spektrofotometrom pri valnoj duljini od 540

nm. Mrtve ili oSte¢ene stanice ne mogu zadrzati boju Neutral red nakon ispiranja pa je
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intenzitet obojenja, kao i vrijednost apsorbancije, linearno povezan s koncentracijom
prezivjelih stanica nakon tretmana ispitivanim uzorcima. Kao slijepa proba sluZila je
jazica u koju nisu nacijepljene stanice. Na slici 27 prikazan je cijeli postupak

provodenja testa Neutral red.

Postotak prezivljenja izraCunat je u odnosu na negativhu kontrolu prema

jednadzbi:

Prezivljenje stanica (% u odnosu na kontrolu) = (

A 520 nm otopine koja se testira) x 100
A 520 nm kontrole

Priprema stanicne Nasadivanje .
. . .. Inkubacija
suspenzije stanica na plocicu
L:J R Stanicna

Hranjivi linija
medij

r 77 100 pL

«J 10% st mL” : &37“0 L 2ah
@ Tretman @ Dodavanje otopine
Neutral red
"= Hranjivi medjj »
| Neutral _, ’
red | [

S

100 pL

@ Inkubacija Dodavanjg otop!ine Mjerenje
za odbojavanje

N (apeorbanciiay = 940 NM

QOtopina

4
Y

Ekstrakcija boje
iz lizozoma

Slika 27. Shematski prikaz testa Neutral red. Napravljeno pomoc¢u BioRender.com.
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3.4.7.7. Odredivanje pro(anti)oksidacijskog uc¢inka (metoda DCFH-DA)

Nakon tripsinizacije i odredivanja broja stanica, pripremlijena je stani¢na
suspenzija u koncentraciji od 10° stanica po mL te je 100 yL stani¢ne suspenzije
nasadeno u crnu mikrotitarsku ploCicu s 96 jaZzica.

Stanice su inkubirane 24 sata pri 37 °C, u vlaznoj atmosferi s 5 % CO2 kako bi
se dobila subkonfluentna kultura. ldu¢eg dana, uklonjen je medij sa stanica, a stanice
su tretirane s prethodno pripremljenim otopinama meda, ekstrakta, HGA i umjetnog
meda razli¢itih koncentracija (tablica 2) u vremenskim intervalima tretmana od 30
minuta, 1 sat i 2 sata pri 37 °C, u vlaznoj atmosferi s 5 % CO2. Kao negativha kontrola,
koriSten je uzgojni medij. Po zavrSetku tretmana uklonjene su testirane otopine te su
stanice isprane puferom PBS (100 pL) kako bi se uklonili ostaci uzoraka kojima su
stanice bile tretirane. Nakon toga, na isprane je stanice dodana pripremljena radna
otopina 2',7'-dikolorofluorescein-diacetata (DCFH-DA) u PBS-u (50 ymol Lt; 100 pL)
te je slijedila inkubacija u trajanju od 30 minuta pri 37 °C, u vlaznoj atmosferi s 5 %
CO:a. Intenzitet fluorescencije odreden je na fluorimetru pri valnoj duljini ekscitacije od
485 nm i valnoj duljini emisije 520 nm (slika 28) te je proporcionalan koli€ini slobodnih
radikala u stanici.

Kako bi se izmjerena fluorescencija mogla izraziti po postotku preZivjelih stanica,
ponovno se provodio test Neutral red i izraCunat je kvocijent prezivljenja.
Prooksidacijsko djelovanje izraCunava se kao umnozak fluorescencije i kvocijenta
prezivljenja u odnosu na kontrolu. Svaki je eksperiment ponovljen barem tri puta, a
svaka je koncentracija izmjerena u Cetiri replike. Indukcija ROS-a izraCunata je u

odnosu na negativnu kontrolu i postotka prezivljenja prema jednadzbi:

intenzitet quorescencueotopina koje se testiraju

% preZivljenja
Indukcija ROS = . - —
J % u odnosu na kontrolu intenzitet fluorescencije kontrole

x100
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Slika 28. Shematski prikaz metode DCFH-DA. Napravljeno pomocu BioRender.com.

Uzorak

3.4.8. Antioksidacijski uinak meda obicne planike, njegova ekstrakta i
homogentizinske kiseline (HGA) na DNA plazmid phiX174 RF1

Reakcijska smjesa sastavljena je od plazmida (3 pL; 0,1 mg mL™'), meda obic¢ne
planike, ekstrakta, HGA odnosno umjetnog meda u koncentracijama koje su navedene
u tablici 2 te vodikovog peroksida (1 pL; 3 %) u puferu TAE (reakcijska smjesa
ukupnog volumena do 30 pL). Ovako pripremljena smjesa izlozena je djelovanju UV
zraCenja u trajanju od 16 minuta (jakost UV lampe 1 J m2s?) (Keum i sur., 2000;
Samec, 2013). Nakon inkubacije i zraéenja uzorci su naneseni na agarozni gel (1,5
%) koji je prethodno pripremljen u puferu TAE (Lee i sur., 2012). Elektroforeza je
provedena u puferu TAE u trajnju od 60 minuta i pri jakosti elektricne struje od 150
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mA. Nakon provedene elektroforeze plazmid je obojan u otopini etidijevog bromida te
vizualiziran pod UV svjetlom (Alsulami i sur., 2019). Fotografije gelova obradene su u

programu Gel Analyzer.

3.4.9. Statisticka obrada podataka

Rezultati su automatski pohranjeni na raCunalo u programu Excel u obliku
tablica, koje su potom podvrgnute matematickoj i statistiCkoj obradi primjenom
odgovaraju¢ih programa (STATISTICA ver. 13, StatSoft, SAD). Normalnost
distribucije podataka potvtvrdena je Kolmogorov-Smirnov (KS) testom. Kako je p
vrijednost testa KS bila ve¢a od 0,05, utvrdeno je da se radi o normalnoj raspodjeli
podataka. Za procjenu in vitro u€inka na humane tumorske stani¢ne linije provedena
je analiza varijance koristecCi faktorijska ANOVA test (tip 1l) uz Tukey's HSD (eng.
Honestly Significant Difference) post-hoc test. Za procjenu citogeneti¢kih ucinaka
statisticka obrade podataka napravljena je klasichom deskriptivnom statistikom
uporabom testova ANOVA i x?-testa. Za prag statisticke znacajnosti odreden je p <
0,05.
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Rezultati

4.1. Odabir uzorka meda obi¢ne planike za istrazivanja bioloskih u¢inaka

U osam uzoraka meda obi¢ne planike prikupljenih s hrvatskog podrucja u sklopu
preliminarnog istraZivanja odreden je maseni udio ukupnih bioaktivnih spojeva,
antioksidacijska aktivnost te maseni udio najzastupljenije bioaktivhe komponente
HGA.

Udio ukupnih fenola, flavonola, flavona, flavanona i antioksidacijski kapacitet
(metode DPPH- i FRAP) odreden je primjenom spektrofotometrijskih metoda.

Za odredivanje udjela HGA u medu obi¢ne planike primijenjena je tehnika GC-
MS. Ispitivani spoj je identificiran usporedbom vremena zadrZavanja u koloni i spektra
masa analita u uzorku meda obi¢ne planike s vremenom zadrZavanja i spektrom masa
istog analita u standardnoj smjesi koja je pripravljena dodavanjem standardne otopine
HGA to¢no odredene koncentracije u bagremov med koji ne sadrzi HGA (slike 29 i
30). Maseni udio HGA u uzorcima bio je u rasponu 113,5 — 306,8 mg kg*. Tri
analizirana uzorka (R1, R2 i M15) imala su maseni udio HGA ispod granicne
koncentracije od 200 mg kg koju su Cabras i suradnici (1999) predloZili kao najnizu
koncentraciju, a koja bi upucivala da se radi o medu proizvedenom uglavhom od
obi¢ne planike.

Nakon isklju€ivanja nezadovoljavajucih uzoraka, za daljnja istrazivanja odabran
je med obi¢ne planike s vrgorackog podrucja (uzorak V6) jer je sadrzavao najveci
udio HGA i ukupnih fenola te je imao najveéi antioksidacijski kapacitet (FRAP)
(tablica 3).
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Tablica 3. Maseni udio fenolnih spojeva i antioksidacijski kapacitet meda obi¢ne

planike.
TEC FRAP
M
Oznaka  HGA TPC . DPPH. (m

uzorka (mgkg?) (mg GAEkg™) AR = Flavanoni (mmol TE kg™ FeS04x7HZ0

flavoni (mg NE g?) ub%

(mg QE kg JINE otopini)

R1 160,4  1013,3+84,0 136,2+0,0 2,09 + 0,20 0,88 + 0,05 0,70 + 0,13

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

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

4.2. Pokazatelji kakvoce meda obi¢ne planike

Udio peludi obi¢ne planike u uzorku vrgorackog meda bio je 8 %, a uoCena je
prisutnost u tragovima peludi brsljana (Hedera helix L.) i porodice Cistaceae (busini).
Fizikalno-kemijski parametri kakvo¢e meda (fruktoza 34,2 g na 100 g meda;
glukoza 32,5 g na 100 g meda; maseni udio vode 17,8 %; elektricna provodljivost
0,583 mS cm?; kiselost 44,8 mmol kg?) bili su u skladu s kriterijima propisanih
Pravilnikom o medu (NN 53/2015).

4.3. Fenolne komponente i antioksidacijski kapacitet meda obi¢ne planike

Ukupni udio fenola, flavonola, flavona, flavanona te antioksidacijski kapacitet
meda odredeni su spektrofotometrijskim metodama te su rezultati prikazani u tablici
3. Jaci antioksidacijski kapacitet bio je uglavhom povezan s ve¢im masenim udjelom
HGA i ukupnih fenola.

Fenolni profil meda obi¢ne planike odreden je primjenom tehnike UHPLC-LTQ
Orbitrap MS.

Identificirano je 56 fenolnih spojeva (16 fenolnih kiselina, 10 derivata fenolnih
kiselina, 14 flavonoida i 16 flavonoidnih derivata) prema njihovim to¢nim masama ([M—
H]") i karakteristicnim fragmentacijama (tablica 4).

Kvantificirano je 12 fenolnih spoja prema odgovarajuéim spektralnim
karakteristikama: spektru masa, to€nim masama, karakteristicnim fragmentacijama,

karakteristicnim vremenima zadrzavanja spojeva u kromatografskoj koloni i
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usporedbom s dostupnim standardima (tablica 5). Medu kvantificiranim fenolnim
grupama nalazi se Sest fenolnih kiselina, Cetiri flavonoida-aglikona (dva flavonola,
jedan flavanon i jedan flavon) te dva flavonolna glikozida (tablica 5). Dva
najzastupljenija fenolna spoja odredena UHPLC-LTQ Orbitrap MS-om bila su kvercetin
3-O-ramnozid (0,363 mg kg) i 4-hidroksifeniloctena kiselina (0,137 mg kg™).
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lonski kromatogram (m/z 384; vrijeme zadrzavanja, tr = 8,31 min) i spektar masa standardne otopine homogentizinske
kiseline (HGA) u bagremovom medu. Maseni udio HGA u bagremovom medu je 430 mg kg™.
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Slika 30. lonski kromatogram (m/z 384; vrileme zadrzavanja, tr = 8,30 min) i spektar masa homogentizinske kiseline (HGA)

detektirane u medu obi¢ne planike s vrgorackog podrucja. Maseni udio HGA u medu obicne planike je 306,8 mg kg
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Tablica 4. Trivijalna i sustavna (IUPAC) imena, molekulske formule identificiranih fenolnih spojeva UHPLC-LTQ Orbitrap MS-om te
njihove izraCunate i tocne mase [M—H]~u medu obi¢ne planike s hrvatskog podrucja.

Broj
spoja

Trivijalno ime

Galna kiselina

Protokatehinska
kiselina-3-O-glukozid

Prodelfinidin dimer Bs

Vanilinska kiselina-4-O-
glukozid

Protokatehinska kiselina

Klorogenska kiselina-
glukozid
5-0-(4'-

kafeoilglukozil)kina
kiselina

4-Hidroksibenzojeva
kiselina-4-O-glukozid

Kafeinska kiselina-3-O-
glukozid

Eskulin

Sustavno ime (IUPAC)

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

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

4-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
(hidroksimetil)oksan-2-ilJoksi}benzojeva kiselina
4-0-B-D-glukopiranozilbenzojeva kiselina

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

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

Vrsta
spoja

Fenolna
kiselina
Glukozid
fenolne
kiseline

Flavanol

Glukozid
fenolne
kiseline

Fenolna
kiselina

Glukozid
fenolne
kiseline

Glukozid
fenolne
kiseline

Glukozid
fenolne
kiseline

Glukozid
fenolne
kiseline

Molekulsk
aformula
[M=H]-

C7HsOs~

C13H1509~

C3oH25013~

C14H1709-

C7HsO4

C22H27014~

C13H150s8~

C15H1709™

C15H1509~

Teorijska
relativna
molekulska
masa, [M-H]-

169,0143

315,0722

593,1301

329,0878

153,0193

515,1401

299,0772

341,0878

339,0722

Izracunata
relativha

molekulska

masa,
[M-H]-

169,0135

315,0708

593,1288

329,0862

153,01878

515,1392

299,0760

341,0862

339,0711

82

Al
ppm

4,7

4,4

2,2

4,8

4,3

1,8

4,3

4,8

3,0
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Neoklorogenska kiselina

Katehin

p-Kumarinska kiselina 4-

O-glukozid

Procijanidin dimer B3
Kafeinska kiselina
Vanilinska kiselina

Ferulinska kiselina-4-O-
glukozid

Siringinska kiselina

Epikatehin

5-0O-kafeoilSikiminska
kiselina

5-O-p-kumaroilkina
kiselina

4-hidroksibenzojeva kiselina

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

(2R,3S)-2-(3,4-dihidroksifenil)-3,4-dihidro-2H-kromen-
3,5,7-triol
(2E)-3-{4[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
(hidroksimetil)oksan-2-ilJoksi}fenilprop-2-enska kiselina
4-0-B-D-glukopiranozil-p-kumarinska kiselina
(2R,3S)-2-(3,4-dihidroksifenil)-8-[(2R,3S,4S)-2-(3,4-
dihidroksifenil)-3,5,7-trihidroksi-3,4-dihidro-2H-kromen-4-
il]-3,4-dihidro-2H-kromen-3,5,7-triol
3,4-dihidroksicimetna kiselina
(3,4-dihidroksifenilakrilna kiselina)
[3-(3,4-dihidroksifenil)prop-2-enska kiselina]

4-hidroksi-3-metoksibenzojeva kiselina

(E)-3-{3-metoksi-4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
(hidroksimetil)oksan-2-ilJoksi}fenilprop-2-enska kiselina
(E)-4-hidroksi-3-metoksicimetna kiselina
4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzojeva kiselina
4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzenkarboksilna kiselina
(2R,3R)-2-(3,4-dihidroksifenil)-3,4-dihidro-2H-kromen-
3,5,7-triol
{(BR,4R,5R)-5-[(E)-3-(3,4-dihidroksifenil)prop-2-
enoilloksi}-3,4-dihidroksicikloheks-1-en-1-karboksilna
kiselina

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

Fenolna
kiselina

Fenolna
kiselina

Flavanol

Glukozid
fenolne
kiseline

Flavanol

Fenolna
kiselina

Fenolna
kiselina

Glukozid
fenolne
kiseline

Fenolna
kiselina

Flavanol

Fenolna
kiselina

Fenolna
kiselina

C7HsO03~

C16H1709~

C15H1306~

Ci5H1708~

C3o0H25012~

CoH704

CgH704~

Ci16H1000—

CoHoOs~

C15H1306

Ci16H1508~

C16H1708~

137,0244

353,0878

289,0718

325,0929

577,1352

179,0350

167,0350

355,1035

197,0456

289,0718

335,0772

337,0929

137,0239

353,0864

289,0706

325,0913

577,1334

179,0343

167,0342

355,1024

197,0446

289,0704

335,0762

337,0916

83

3,8

4,0

4,2

50

3,1

4,0

4,6

2,9

4,7

4,8

3,1

4,0
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Izorhamnetin-3,7-0O-
diglukozid

Kamferol-3-O-
heksozilheksozid

Rutin
(Kvercetin-3-rutinozid)

p-Kumarinska kiselina

Apigenin-8-C-glukozid
Viteksin

Kvercetin-3-O-
galaktozid
Hiperin
Hiperozid

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

Vanilin

Sinapinska kiselina

Ferulinska kiselina

Izorhamnetin-3-
ramnoglukozid
Izorhamnetin-3-O-
rutinozid
Narcisin

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

3,3',4',5,7-Pentahidroksiflavon-3-rutinozid

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

2-(3,4-dihidroksifenil)-5,7-dihidroksi-3-
[(2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
(hidroksimetil)oksan-2-ilJoksikromen-4-on

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

4-hidroksi-3-metoksibenzaldehid

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

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

5,7-dihidroksi-2-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-3-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroksi-6-
{I[CR,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihidroksi-6-metiloksan-2-
iljoksi-metiljoksan-2-il}oksikromen-4-on

Glukozid
flavona

Glikozid
flavonola

Glikozid
flavonola

Fenolna
kiselina

Glikozid
flavona
Fenolna
kiselina

Glikozid
flavonola

Glikozid
flavonola

Aldehid
fenola

Fenolna
kiselina

Fenolna
kiselina

Glikozid
flavona

C2sH31017~

C27H29016~

C27H29016~

CoH703"

C21H19010™

CgH703"

C21H19012~

C27H29015~

CgH703"

C11H1105-

C1°HgO4~

C28H31016~

639,1567

609,1461

609,1461

163,0401

431,0984

151,0401

463,0882

593,1512

151,0401

223,0612

193,0506

623,1618

639,1545

609,1443

609,1431

163,0393

431,0965

151,0396

463,0869

593,1497

151,0395

223,0601

193,0497

623,1594

84

3,4

3,0

4,9

4,7

4,4

3,3

2,9

2,5

4,0

4,9

4,6

3,9


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Isorhamnetin%203-rhamnoglucoside%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%205481663%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Isorhamnetin%203-rhamnoglucoside%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%205481663%5bStandardizedCID%5d
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Kvercetin-3-O-pentozid
Reinutrin

Naringenin-7-
ramnoglukozid
Naringin

Izorhamnetin-3-O-
glukozid

Kamferol-3-O-glukozid
Astragalin

Kamferol-7-glukozid

Kvercetin 3-O-ramnozid

3,4-Dikafeoilkina
kiselina

Koniferil aldehid
Ferulil aldehid

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

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

Metil-3,5-di-O-
kafeoilkinat

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

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

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

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

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

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

Glikozid
flavonola

Glikozid
Flavanona

Glikozid
flavona

Glukozid
flavonola

Glukozid
flavonola

Glikozid
flavonola

Fenolna
kiselina

Aldehid
fenola

Fenolna
kiselina

Glukozid
flavonola

Metilni ester
fenolne
kiseline

C20H17011~

C27H31014~

C22H21012-

C21H19011~

C21H19011"

C21H19011"

C25H23012~

C10H9O3™

C25H23011~

C23H21012-

C26H25012~

433,0776

579,1719

477,1039

447,0933

447,09329

447,09329

515,1195

177,0557

499,1240

489,1039

529,1352

433,0755

579,1692

477,1025

447,0922

447,09167

447,09261

515,1179

177,0549

499,1233

489,1030

529,1339

85

4,8

4,7

2,8

2,4

3,62

15

3,1

4,9

14

1,7

2,5


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Naringenin%207-Rhamnoglucoside%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%20442428%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Naringenin%207-Rhamnoglucoside%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%20442428%5bStandardizedCID%5d
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Luteolin

Kvercetin

Cimetna kiselina
3-Fenilakrilna kiselina

Metil-4-kumarat

Naringinin

Kamferol
(Kemferol)
Izorhamnetin

Ramentin
7-O-Metilkvercetin

Krizin
Pinocembrin
(Dihidrokrizin)

Galangin

Akacetin

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

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

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

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

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

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

Napomena: Spojevi su navedeni prema rastu¢éem vremenu zadrzavanja u kromatografskoj koloni.

Flavon

Flavonol
Fenolna
kiselina
Metilni ester
fenolne
kiseline

Flavanon

Flavonol

Flavon

Flavon

Flavon

Flavanon

Flavon

Flavon

C15HoOs6™

C15HoO7

CoH702"

C10H9O3~

Ci15H1105~

Ci15H9Os6™

C16H1107~

C16H1107~

Ci1sH9O4™

C15H1104~

Ci15H9Os™

Ci16H1105~

285,0405

301,0354

147,0452

177,0557

271,0612

285,0405

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

283,0612

285,0392

301,0339

147,0446

177,0550

271,0599

285,0392

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

283,0611

86

4,5

4,9

3,5

3,8

4,7

4,4

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

0.11


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%227-O-Methylquercetin%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%205281691%5bStandardizedCID%5d

Rezultati

Tablica 5. Trivijalna i sustavna (IUPAC) imena, prikaz strukturnih formula kvantificiranih fenolnih spojeva te njihov maseni
udio u medu obi¢ne planike s vrgorackog podrucja.

Broj
spoja

Trivijalno ime

Galna kiselina

Protokatehinska kiselina

p-Kumarinska kiselina

Kafeinska kiselina

Neoklorogenska kiselina

Sustavno ime
(IUPAC)

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

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

4-hidroksifeniloctena kiselina
(4-hidroksifeniletanska kiselina)

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

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

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

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

trihidroksicikloheksan-1-karboksilna
kiselina}

Vrsta
spoja

Fenolna

kiselina

Fenolna
kiselina

Fenolna
kiselina

Fenolna
kiselina

Fenolna
kiselina

Fenolna
kiselina

Strukturna formula

HO@OH
OH
O._ OH
3
i OH
OH
OH
cry
HO
o]
S OH
HO
(0]
HO
0._OH
0
X 0 OH
OH
HO
OH

Maseni udio
(mg kg™)

0,011

0,008

0,138

0,038

0,008

0,031

87



Rezultati
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Pinocembrin
(Dihidrokrizin)

Akacetin

Galangin

Kvercetin

Kamferol-7-glukozid

Kvercetin-3-O-ramnozid

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

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

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

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

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

4-on}

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

Flavanon

Flavon

Flavon

Flavonol

Glukozid
flavonola

Glikozid
flavonola

0,009

0,008

0,004

0,004

0,007

0,363
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4.4. Kromosomske aberacije

Ukupni rezultati analize kromosomskih aberacija u limfocitima periferne krvi
trojice ispitanika prikazani su u tablici 6. UCestalost limfocita s kromosomskim
aberacijama u negativnoj kontroli vrlo je niska, svega njih 13 na 1800 pregledanih
stanica. U kvalitativnom pogledu, medu utvrdenim vrstama aberacija u negativnoj
kontroli prevladavaju kromatidni lomovi, a utvrdena je i manje ucestala pojava
acentri¢nih fragmenata.

Izlozenost testiranim uzorcima izazvala je odstupanja ukupnog broja stanica s
aberacijama prema negativnoj kontroli. StatistiCki znaCajne razlike u zastupljenosti
stanica s aberacijama izmedu testiranih uzoraka prikazane su u tablici 6. Najveca
uCestalost stanica s aberacijama utvrdena je u uzorku tretiranom s 10x koncentriranim
ekstraktom meda obicne planike. Treba istaknuti kako je tretman ekstraktom povecao
uCestalost kromatidnih lomova i acentri¢nih fragmenata u odnosu na kontrolu. Za
razliku od ekstrakta, med i HGA vrlo malo su utjecali na pojavnost kromosomskih
oStecCenja.

Radi procjene moguéih protektivnih/antigenotoksi¢nih/antimutagenih ucinaka
testiranih tvari, provedeni su dodatni tretmani uporabom svih istrazivanih
koncentracija meda obi¢ne planike, ekstrakta meda te HGA u kombinaciji s
citostatikom irinotekanom. Usporedno je ispitivan uzorak umjetnog meda, a u pokus
je kao pozitivha kontrola za vjerodostojnost metode analize kromosomskih aberacija
ukljucen i bleomicin, kao dokazani mutageni i citotoksicni agens.

Kako se vidi iz rezultata prikazanih u tablici 6, tretman irinotekanom izazvao je
veliki porast broja stanica koje sadrze kromosomske aberacije, utjecao je na
povecanje ucestalosti kromatidnih lomova i acentri¢nih fragmenata, a doveo je i do
pojave kromosomskih oStecenja koja u uzorcima negativne kontrole i testiranih tvari
bez dodatka citostatika nisu zabiljeZzene (kromosomski lom, bicentri€ni kromosomi i
tetraradijus).

S izuzetkom umjetnog meda, sve su testirane tvari uspjeSno smanjile pojavnost
stanica s kromosomskim aberacijama. Najbolji u€inak uocen je nakon kombiniranog
tretmana s medom obiCne planike. StatistiCke znacajnosti uoCenih razlika izmedu

testiranih uzoraka prikazane su u tablici 6.
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Tablica 6. Ukupni rezultati analize kromosomskih aberacija u limfocitima periferne krvi trojice ispitanika.

Parametar

Uzorak

Negativna kontrola*

1x Med?
5x Med®
10x Med®
Umjetni med¢
1x Ekstrakt®
5x Ekstrakt!
10x Ekstrakt?
1x HGA"N
5x HGA!
10x HGA!

Irinotekank

1x Med + irinotekan'

Broj stanica s
aberacijama
(na 1800 stanica)

13
15
18
16

16
30

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

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

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

15
13
15

104#
39

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

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

Kromatidni

lom
10
1,1 +£0,60
10
1,1 £ 0,60
14
1,6 +0,53
12
1,3+0,50
12
1,3+0,71
23
2,6 +0,88
23
2,6 +0,88
27
3,0+1,12
11
1,2 +0,67
9
1,0+0,71
9
1,0 £ 0,50
597
6,6 + 2,07
18
2,0+0,87

Kromosomski

lom

1
0,1+0,33

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

Acentricni

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

Bicentricni

kromosom

4*%abcdefghijlmpgrstu

0,4 +0,53

2

0,2 +0,67
5

0,6 + 0,88

Tetraradijus
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nastavak Tablice 6.

5x Med +
irinotekan™
10x Med +
irinotekan”

Umjetni med +
irinotekan®

1x Ekstrakt +
irinotekanP
5x Ekstrakt +
irinotekan®
10x Ekstrakt +
irinotekan’
1x HGA +
irinotekans
5x HGA +
irinotekant
10x HGA +
irinotekan"

Bleomicin (pozitivha

kontrola)

46
*.a,b,c,d,h,i

49

*a,b,c,d,eh,ij

1178

59
*.a,b,c,d,e,h,i,j,l

53

*a,b,c,deh,ij

47

*a,b,c,deh,ij

58
*.a,b,c,d,efh,i,j

59
*a,b,c,defhijl

47
*a,b,c,d,eh,ij

188"

24
2,7+1,41
26
29+1,54

80°%
8,9+2,98

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

3,7+0,87
37*,a,b,c,d,h,i,j,|
4,1 +1,27

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

3,4+0,88

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

39+154
39*,a,b,c,d,h,i,j,|
4,3+1,50
29" ail
3,2+0,97
1577
17,4 + 7,26

5
0,6 +0,73
3
0,3+0,71

115abcdehijlnpar

s,tu

1,2+0,97
3
0,3+0,50
3
0,3+0,71
1
0,1+0,33
2
0,2+0,44
2
0,2+0,44

18"
2.0+1,50

14
1,6 +0,88
17
1,9+0,78

35¢&
3,9+2,26
19*,b,c,d,h,i
2,1+0,60
15
1,7+1,41
18"
2,0+£0,71
19*,b,c,d,h,i
2,1+0,78
16
2,0+0,93
19*,b,c,d,h,i
2,1+1,05
70"
7,8+1,64

2
0,2+0,44

2
0,2+0,44

117
1,4+0,74

5

0,6 £0,73
5

0,6 +0,73

1
0,1+0,33

4
0,5+0,33
1
0,1+0,33

4
0,4+0,73
3
0,3+0,50

Napomena: Ukupni broj pregledanih metafaza iznosio je 1800. Mikroskopske analize su provedene na svjetlosnom mikroskopu Leitz Laborlux D, pod poveéanjem 1000x,

u triplikatu za svakog od trojice ispitanika, pregledom 200 metafaza po jednoj analizi (3 x 3 x 200 =1800).

Statistika obrada podataka za broj stanica provedena je pomoc¢u y?-testa, a za vrste aberacija pomocu analize varijance s post-hoc Tukeyevim HSD testom, uz razinu
znacajnosti p < 0,05. Mala slova pokraj naziva uzorka upucuju na oznaku koriStenu pri oznacavanju statisticke znacajnosti. Istaknute su vrijednosti koje su statisticki
znadajno povisene u odnosu na ostale uzorke. T — u usporedbi sa svim ostalim uzorcima; #— u usporedbi sa svim uzorcima osim kombinacije "umjetni med + irinotekan";
& — u usporedbi sa svim uzorcima osim irinotekana; $ — u usporedbi sa svim uzorcima osim pozitivhe kontrole.
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4.5. Citohalazinom B-blokirani mikronukleus-test (CBMN-test) na ljudskim

limfocitima

Ukupni rezultati CBMN-testa u kontrolnim limfocitima periferne krvi trojice ispitanika
te limfocitima tretiranim u uvjetima in vitro s medom obi¢ne planike, ekstraktom i HGA
prikazani su u tablici 7.

Ucestalost mikronukleusa (MN) u binuklearnim (BN) limfocitima negativne kontrole
vrlo je niska, svega 2,4 MN na 1000 pregledanih BN limfocita. 1zloZzenost testiranim
uzorcima izazvala je manja odstupanja ukupnog broja MN prema negativnoj kontroli.
Najveca ucestalost MN od 3,8 na 1000 pregledanih BN limfocita utvrdena je u uzorku
tretiranom s 10x ekstraktom meda obi¢ne planike.

Razlike u zastupljenosti binuklearnih limfocita s mikronukleusima (BNwmn) izmedu
negativne kontrole i testiranih uzoraka nisu statisticki znacajne.

U uzorku negativne kontrole te svim testiranim uzorcima utvrdene su samo stanice
koje sadrze po jedan MN (tablica 7).

Rezultati koji se odnose na pojavnost jezgrinih pupova (eng. Nuclear bud, NB) i
binuklearnih limfocita koji ih sadrze (BNns) prikazani su u tablici 8.

Ucestalost NB-a u binuklearnim (BN) limfocitima negativne kontrole vrlo je niska,
svega 1,9 NB na 1000 pregledanih BN limfocita. |1zloZenost testiranim uzorcima izazvala
je manja odstupanja ukupnog broja NB-a prema negativnoj kontroli. Najve¢a ucestalost
NB od 3,2 na 1000 pregledanih BN limfocita utvrdena je u uzorku tretiranom umjetnim
medom.

Razlike u zastupljenosti binuklearnih limfocita s NB-om (BNns) izmedu negativne
kontrole i testiranih uzoraka nisu statistiCki zna¢ajne (tablica 8).

Kako je vidljivo iz tablice 8, u negativnoj kontroli te ni u jednom uzorku izlozenom
testiranim tvarima nisu zabiljeZzeni nukleoplazmatski mostovi (eng. Nucleoplasmic bridge
NPB).
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Tablica 7. Ukupni rezultati CBMN-testa u kontrolnim limfocitima periferne krvi trojice ispitanika te limfocitima tretiranim u uvjetima
in vitro s medom obi¢ne planike, ekstraktom i homogentizinskom kiselinom (HGA). Prikazani su podaci o uCestalosti
mikronukleusa (MN) u binuklearnim (BN) limfocitima i raspodjeli binuklearnih limfocita s mikronukleusima (BNwmn).

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

Ucestalost mikronukleusa (MN)
2 MN /9000 BN

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

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

Raspodjela binuklearnih limfocita s mikronukleusima (BNwmn)
2BNwmn /9000 BN

i/ 9C 22 24 25 21 28 25 28 34 25 27 26

limfocita

TBNun: 22 24 25 21 28 25 28 34 25 27 26

TBNun2 0 0 0 0 7 0 0 0 0 0 0

TBNuns 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Ukupni % BNun 024 027 028 023 0.31 028 031 038 028 030 029
ZBNun /1000 BN 24 27 28 23 3.1 28 31 38 28 30 29

limfocita

Napomena: Ukupni broj pregledanih binuklearnih limfocita iznosio je 9000. Mikroskopske analize su provedene na svjetlosnom mikroskopu Leitz Laborlux D, pod poveéanjem 1000x, u
triplikatu za svakog od trojice ispitanika, pregledom 1000 binuklearnih limfocita po jednoj analizi (3 x 3 x 1000 = 9000).

Statisticka znagajnost ispitana je pomocu x?-testa, uz p < 0,05. Nijedna razlika izmedu uzoraka nije statisticki znacajna.

NK — negativna kontrola.
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Tablica 8. Ukupni rezultati CBMN-testa u kontrolnim limfocitima periferne krvi trojice ispitanika te limfocitima tretiranim u
uvjetima in vitro s medom obi¢ne planike, ekstraktom i homogentizinskom kiselinom (HGA). Prikazani su podaci o
pojavnosti jezgrinih pupova (eng. Nuclear bud, NB) i binuklearnih limfocita koji ih sadrze (BNng), te pojavnosti
nukleoplazmatskih mostova (eng. Nucleoplasmic bridge, NPB) i binuklearnih limfocita koji ih sadrze (BNnrs).

Parametar Med Umjetni Ekstrakt HGA
Uzorak Nk Bx 10x med® 1x sx 10x  1x 5x  10x
Pojavnost jezgrinih pupova (NB) i binuklearnih limfocita koji ih sadrze (BNns)

Z NB /9000 BN limfocita 17 22 20 25 29 23 25 27 20 24 24
Broj NB /1000 BN limfocita 1,9 2,4 2,2 2,8 3,2 2,6 2,8 3,00 2,2 2,7 2,7
ZBNns /9000 BN limfocita 17 22 20 25 29 23 25 27 20 24 23

Ukupni % BNns 0,19 0,24 0,22 0,28 0,32 0,26 0,28 0,30 0,22 0,27 0,26

ZBNns /1000 BN limfocita 1,9 2,4 2,2 2,8 3,2 2,6 2,8 3,0 2,2 2,7 2,6

Pojavnost nukleoplazmatskih mostova (NPB) binuklearnih limfocita koji ih sadrze
(BNnpB)

Z NPB/9000 BN limfocita 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Broj NPB/1000 BN limfocita 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ZBNnrs /9000 BN limfocita 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Ukupni % BNnps 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2BNnps /1000 BN limfocita 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Napomena: Ukupni broj pregledanih binuklearnih limfocita iznosio je 9000. Mikroskopske analize su provedene na svjetlosnom mikroskopu Leitz Laborlux D, pod poveéanjem 1000x, u triplikatu
za svakog od trojice ispitanika, pregledom 1000 binuklearnih limfocita po jednoj analizi (3 x 3 x 1000 = 9000).

Statisti¢ka znadajnost ispitana je pomocu y?-testa, uz p < 0,05. Nijedna razlika izmedu uzoraka nije statisticki zna¢ajna.

NK — negativna kontrola.
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Ukupni rezultati stani¢ne kinetike i prezivljenja limfocita periferne krvi u kontrolnim
uzorcima trojice ispitanika te uzorcima tretiranim u uvjetima in vitro s medom obicne
planike, ekstraktom i HGA prikazani su u tablici 9.

U uzorku negativne kontrole utvrdena je najviSa vrijednost indeksa diobe jezgara
od 2,031. Svi testirani uzorci imali su odredena odstupanja od te vrijednosti, Cije su
statisticke znacCajnosti oznacene u tablici 8. Valja naglasiti da su najvec¢a odstupanja
zabiljezena u uzorcima tretiranim s ekstraktom meda obiCne planike, a takvi rezultati
upucuju na sposobnost testiranih uzoraka da uspore i/ili zakoCe diobu limfocita, osobito
pri prolazu stanica iz M1 u M2 (uz posljedi¢ni porast broja stanica u Mz1) $to je uzrokovalo
i maniji broj stanica koje su usle u Mz i Ma.

Sve navedeno odrazava se i na vrijednosti replikacijskog indeksa (tablica 9).

Tretmani testiranim tvarima potaknuli su dio limfocita na apoptozu, odnosno
programiranu stani¢nu smrt. Najveci broj stanica u apoptozi (28/9000) utvrden je u uzorku
tretiranom s 10x koncentriranim ekstraktom meda obi¢ne planike i ta je vrijednost
statisticki znacajno (p < 0,05 yx?-test) odstupala prema negativnoj kontroli i uzorku
tretiranom s 1x medom obi¢ne planike (tablica 9).

U uzorku negativne kontrole utvrden je vrlo mali broj stanica u nekrozi (3/9000). Svi
tretmani su doveli do statisticki znacajnog porasta (p < 0,05 y?-test) broja stanica u
nekrozi, pri ¢emu je njih najviSe (20/9000) utvrdeno u uzorku tretiranom s 10x
koncentriranim ekstraktom meda obi¢ne planike.

UzevSi u obzir podatke o broju svih Zivih i mrtvih stanica u negativnoj kontroli i
testiranim uzorcima, izraCunate su vrijednosti proliferacijskog indeksa (CBPI). U uzorku
negativne kontrole utvrdena je najviSa vrijednost CBPI od 1,954. Svi testirani uzorci imali
su odredena odstupanja od te vrijednosti, €ije su statisticke zna¢ajnosti oznacene u tablici
9.

Na osnovi dobivenih vrijednosti izraCunat je i postotak citostaze za sve uzorke.
Treba istaknuti da su sva tri testirana uzorka ekstrakta meda obiCne planike s
vrijednostima % citostaze oko ili malo viSe od 20 % pokazala zna€ajan citostatski u€inak.
Za razliku od njih, med obi¢ne planike i HGA u testiranim koncentracijama imaju slabi,

(Cak zanemariv) citostatski u€inak (tablica 9).
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Tablica 9. Ukupni rezultati stanicne kinetike i prezivljenja limfocita periferne krvi u kontrolnim uzorcima trojice ispitanika te uzorcima
tretiranim u uvjetima in vitro s medom obi¢ne planike, ekstraktom i homogentizinskom kiselinom (HGA).

Parametar . Med Umjetni Ekstrakt HGA
Uzorak I 1x2 5xb 10x¢ med¢? 1xe 5xf 10x9 1xh 5xi 10xi
M, 1383 1566 1463 1405 1472 2508 2448 2396 1426 1471 1656
ZM; 6618 6429 6576 6601 6710 6097 6178 6231 6618 6608 6351
M 333 306 283 313 263 141 161 133 267 242 278
M, 666 699 678 681 555 254 213 240 689 679 715
R R e R
Replikacijski indeks 100 97,8 98,4 99,5 96,7 79,7 80,2 80,7 98,8 97,9 96,6
2 Limfociti u apoptozi 13 14 20 18 19 21 24 282 19 19 19
% Limfociti u apoptozi 0,14 0,16 0,22 0,20 0,21 0,23 0,27 0,31 0,21 0,21 0,21
Broj apoptoza po analizi 1,44 1,56 2,22 2,00 2,11 2,33 2,67 3,11 2,11 2,11 2,11
Z Limfociti u nekrozi 3 12 15 16 16 17 17 20 12 14 16
% Limfociti u nekrozi 0,03 0,13 0,17 0,18 0,18 0,19 0,19 0,22 0,13 0,16 0,18
Broj nekroza po analizi 0,33 1,33 1,67 1,78 1,78 1,89 1,89 2,22 1,33 1,56 1,78
% citostaze 0 2,3 1,8 0,7 3,6 20,6 20,2 19,7 1,3 2,3 3,7

Napomena: Ukupni broj pregledanih pregledanih limfocita iznosio je 9000. Mikroskopske analize su provedene na svjetlosnom mikroskopu Leitz Laborlux D, pod pove¢anjem 1000x, u triplikatu za
svakog od trojice ispitanika, pregledom 1000 limfocita po jednoj analizi (3 x 3 x 1000 = 9000). Vrijednosti indeksa diobe jezgara (eng. Nuclear Division Index, NDI) izraéunate su prema formuli koju
su predlozili Eastmond i Tucker (1989): NDI = (M;+2xM,+3xM3+4xM,) / N, gdje je M; — M, broj stanica s jednom do &etiri jezgre, a N ukupni broj izbrojenih Zivih stanica. Replikacijski indeks je
izraCunat prema formuli: Rl = {[({ broj dvojezgrenih stanica ) + (2 x broj viSejezgrenih stanica )) + (ukupan broj stanica)] / [((broj dvojezgrenih stanica ) + (2 x broj viSejezgrenih stanica )) / (ukupan broj
stanica u kontrolnoj skupini)]} x 100 (Lorge i sur., 2008). Vrijednosti proliferacijskog indeksa (CBPI) izraGunate su prema formuli: CBPI = [(broj jednojezgrenih stanica) + (2 x broj dvojezgrenih stanica)
+ (3 x broj viSejezgrenih stanica)] / (ukupan broj stanica) (OECD, 2016). % citostaze izracunat je prema formuli : % citostaze = 100 - 100 x {(CBPI skupine - 1) / (CBPI kontrolne skupine) (OECD,
2016). Statisti¢ka obrada podataka provedena je pomocu y2-testa, uz razinu znacajnosti p < 0,05. Mala slova pokraj naziva uzorka upucuju na oznaku korigtenu pri oznac¢avanju statisticke znacajnosti.
Istaknute su vrijednosti koje su statistiCki zna¢ajno vise u odnosu na ostale uzorke.

NK — negativna kontrola.
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Radi procjene mogucih protektivnih/antigenotoksicnih/antimutagenih ucCinaka
testiranih tvari, provedeni su dodatni tretmani uporabom svih istrazivanih koncentracija
meda obi¢ne planike, ekstrakta te HGA u kombinaciji s citostatikom irinotekanom.
Usporedno je ispitivan uzorak umjetnog meda, a u pokus je kao pozitivha kontrola za
vjerodostojnost metode CBMN-testa ukljuen i bleomicin, kao dokazani mutageni i
citotoksicni agens.

U tablici 10 prikazani su rezultati za u€estalost mikronukleusa (MN) u binuklearnim
(BN) limfocitima. Tretman irinotekanom izazvao je veliki porast broja mikronukleusa i
stanica koje ih sadrze, a sve su testirane tvari uspjeSno snizile njihovu pojavnost.
Najslabiji u€inak uocen je nakon izlaganja umjetnom medu. Statisticke znacajnosti razlika
u zastupljenosti binuklearnih limfocita s mikronukleusima (BNwmn) izmedu testiranih
uzoraka prikazane su u tablici 10. NajviSe testiranih uzoraka imalo je visoku pojavnost
stanica koje sadrze po jedan MN, u nekima su uoceni i binuklearnih limfociti s dva MN
(irinotekan, najviSe testirana koncentracija meda, umjetni med, dvije niZe testirane
koncentracije ekstrakta i bleomicin). Limfociti koji sadrze po tri MN zabiljeZeni su samo
nakon izlaganja citostaticima irinotekanu i bleomicinu.

Na osnovi podataka o ucestalosti mikronukleusa u limfocitima tretiranim
irinotekanom te u limfocitima tretiranim kombinacijama irinotekana s medom, ekstraktom
i HGA izraCunate su vrijednosti indeksa mutagenosti (Mutl) koje su prikazane u tablici 11.
Negativni predznaci dobivenih vrijednosti upucuju na smanjivanje genotoksi¢nog ucinka
irinotekana pod utjecajem svih testiranih tvari. Treba istaknuti da za procjenu ucinkovitosti
promatramo najviSe apsolutne vrijednosti, a iz njih se moze zakljuciti da je naju€inkovitija
kombinacija ona u kojoj je koristena peterostruka koncentracija meda/ekstrakta/HGA.
Nadalje, koncentracija meda i HGA koja odgovara dnevnoj dozi pokazala se
djelotvornijom u smanjenju pojavnosti mikronukleusa od njihove deseterostruke
koncentracije.

Rezultati koji se odnose na pojavnost jezgrinih pupova (NB) i binuklearnih limfocita
koji ih sadrze (BNng) prikazani su u tablici 12. Tretman irinotekanom izazvao je visoku
uCestalost NB-a u binuklearnim (BN) limfocitima (66 na 9000 pregledanih BN limfocita).
U kombinaciji s umjetnim medom, broj NB-a jo$ malo je porastao. Istovremeni tretmani
sa svim testiranim tvarima smanjili su uCestalost NB-a, pri Cemu je najdjelotvorniji med.
StatistiCke znacajnosti razlika u zastupljenosti binuklearnih limfocita s NB (BNng) izmedu
testiranih uzoraka prikazane su u tablici 12. Iz rezultata prikazanih u istoj tablici vidljivo je

da su nukleoplazmatski mostovi zabiljezeni nakon tretmana irinotekanom, kao i u
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Rezultati

Tablica 10. Skupni rezultati CBMN-testa u limfocitima periferne krvi trojice ispitanika tretiranim s irinotekanom (IRI), te
kombinacijama irinotekana i meda obi¢ne planike, ekstrakta i homogentizinske kiseline (HGA). U pokusu je
kao pozitivna kontrola koriSten bleomicin. Prikazani su podaci o ucestalosti mikronukleusa (MN) u
binuklearnim (BN) limfocitima i raspodijeli binuklearnih limfocita s mikronukleusima (BNwmn).

Parametar
IRI*
Uzorak
2z MN / 90(_)0 BN 117
limfocita
Broj MN / 1QOO BN 13.0
limfocita

SBNw /9000BN 108
limfocita hij
SBNwn1 100
ZBNwn2 7
BNwmn3 1

Ukupni % BNwn 1,2

2BNwvn /1000 BN 12.0

limfocita

Med + IR Umfé“' Ekstrakt + IRI HGA + IRI
1xa  Bxb  10x¢  +|R[ 1x¢  Bxf  10x¢ 1xN  5xi  10xi
Ucestalost mikronukleusa (MN)
62 53 67 109 60 52 58 66 59 74
69 59 74 12.1 67 58 64 73 66 82

Raspodjela binuklearnih limfocita s mikronukleusima (BNwmn)

62 59 66 19 58 51 58 66 59 74
62 59 65 103 56 50 58 66 59 74
0 0 1 3 2 1 o 0 0 0
0 0 0 0 0 0 o 0 0 0
069 059 073 1,18 064 057 064 073 0,66 0,82
69 59 73 118 64 57 64 73 66 82

Bleomicin
k

158

17,6

140%

123#
16*
1
1,56

15,6

Napomena: Ukupni broj pregledanih binuklearnih limfocita iznosio je 9000. Mikroskopske analize su provedene na svjetlosnom mikroskopu Leitz Laborlux D, pod pove¢anjem 1000x,
u triplikatu za svakog od trojice ispitanika, pregledom 1000 binuklearnih limfocita po jednoj analizi (3 x 3 x 1000 = 9000).
Statisticka obrada podataka provedena je pomocu y2-testa, uz razinu zna¢ajnosti p < 0,05. Mala slova pokraj naziva uzorka upucuju na oznaku koritenu pri oznac¢avanju statisticke
znacajnosti. Istaknute su vrijednosti koje su statisti¢ki zna¢ajno poviSene u odnosu na ostale uzorke. # — u usporedbi sa svim ostalim uzorcima.
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Rezultati

Tablica 11. Vrijednosti indeksa mutagenosti (Mutl) izraCunate na osnovi podataka o ucestalosti mikronukleusa u
limfocitima tretiranim irinotekanom (IRI) te u limfocitima tretiranim kombinacijama irinotekana s medom,
ekstraktom i homogentizinskom kiselinom (HGA).

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

Napomena: Indeks mutagenosti (Mutl) izraéunat je primjenom formule: Mutl = (MN ri+tesTirant antimutacen - MNr) / MNig, (Scarpato i sur., 1998).
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Rezultati

Tablica 12. Ukupni rezultati CBMN-testa u limfocitima periferne krvi trojice ispitanika tretiranim u uvjetima in vitro s
irinotekanom (IRI), te kombinacijama irinotekana i meda obi¢ne planike, ekstrakta i homogentizinske kiseline
(HGA). U pokusu je kao pozitivna kontrola koriSten bleomicin. Prikazani su podaci o pojavnosti jezgrinih
pupova (eng. Nuclear bud, NB) i binuklearnih limfocita koji ih sadrze (BNns), te pojavnosti nukleoplazmatskih
mostova (eng. Nucleoplasmic bridge, NPB) i binuklearnih limfocita koji ih sadrze (BNnps).

Parametar Med + IRI Umijetni Ekstrakt + IRI HGA + IRI .
IRI* d . ~ Bleomicin*
Uzorak 1x2 5xb  10x¢ med +IRI 1xe 5xf 10x9 1xh 5xi 10x]
Pojavnost jezgrinih pupova (NB) i binuklearnih limfocita koji ih sadrze (BNng)
=NB/I000IBN | .. o 36 40 70 46 42 49 45 39 44 88
limfocita
Broj NB /1000 BN 73 3.9 4,0 4.4 7.8 51 4,7 5,4 5,0 43 49 9,8
limfocita
2BN\s /9000 BN 66 70 88
IlmeCIta ab,cfhiij 35 36 40 ab,cefhij 46 42 49 45 39 44 a,b,cefgh,ij
Ukupni % BNns 0,73 0,39 0,40 0,44 0,78 0,51 0,47 0,54 0,50 0,43 0,49 0,98
BNk /1000 BN 7.3 3,9 4,0 4,4 7,8 5,1 4,7 5,4 5,0 43 49 9,8
limfocita
Pojavnost nukleoplazmatskih mostova (NPB) binuklearnih limfocita koji ih sadrze (BNnps)
LNPB/S000BN 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0 13
limfocita
BrojNPB/1000BN | . 4 0 0 01 02 0 0 0 0 0 1.4
limfocita
2BNws /9000BN | o 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0 13
limfocita bc.efghij
Ukupni % BNnps 0,07 0 0 0 0,01 0,02 0 0 0 0 0 0,14
EBNwes /1000BN ., 0 0 0.1 02 0 0 0 0 0 1.4
limfocita

Napomena: Ukupni broj pregledanih binuklearnih limfocita iznosio je 9000. Mikroskopske analize su provedene na svjetlosnom mikroskopu Leitz Laborlux D, pod poveéanjem 1000x,
u triplikatu za svakog od trojice ispitanika, pregledom 1000 binuklearnih limfocita po jednoj analizi (3 x 3 x 1000 = 9000). Statistitka zna¢ajnost ispitana je pomocu x?-testa, uz p <
0,05. Mala slova pokraj naziva uzorka upuc¢uju na oznaku koriStenu pri oznaCavanju statisticke znacajnosti. Istaknute su vrijednosti koje su statisti¢ki zna¢ajno poviSene u odnosu na
ostale uzorke.
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Rezultati

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

Ukupni rezultati stanicne kinetike prikazani su u tablici 13. Nakon tretmana
irinotekanom utvrdena je vrijednost indeksa diobe jezgara od 1,936. Svi testirani uzorci
imali su odredena odstupanja od te vrijednosti, Cije su statistiCke znaCajnosti oznacene u
tablici 11. Treba istaknuti da su najnize vrijednosti indeksa diobe jezgara zabiljezene u
uzorcima tretiranim s ekstraktom meda obicne planike. U tim uzorcima uocCen je veliki
porast broja stanica u M1, praéen smanjenim brojem stanica koje su usle u Mz, a osobito
u Mz i Ma.

Sve navedeno odrazava se i na vrijednosti replikacijskog indeksa. Valja napomenuti
da su med i HGA ipak u odredenoj mjeri uspjeli nadvladati Stetne ucinke irinotekana na
diobu stanica, Sto se vidi iz rezultata prikazanih u tablici 13.

Tretman irinotekanom potaknuo je dio limfocita na apoptozu. Dodatak meda i HGA
irinotekanu pridonio je padu broja stanica u apoptozi pri sve tri njihove ispitane
koncentracije. Medutim, dodatak ekstrakta djelovao je suprotno, izazivajuci jo$ jaci
citotoksicni u€inak od samog irinotekana. U uzorku tretiranom irinotekanom utvrden je i
porast broja stanica u nekrozi. Vec¢ina kombiniranih tretmana dovela je do pada broja
stanica u nekrozi u odnosu na irinotekan, pri emu su med i HGA ucinkovitiji od ekstrakta.
Statisticka znacCajnost svih dobivenih rezultata za apoptoze i nekroze prikazana je u
tablici 13.

Na osnovi podataka o broju svih Zivih i mrtvih stanica izraCunate su vrijednosti
proliferacijskog indeksa (CBPI). Nakon tretmana irinotekanom utvrdena je vrijednost
CPBI od 1,877. Svi testirani uzorci imali su odredena odstupanja od te vrijednosti, €ije su
statistiCcke znacCajnosti oznaCene u tablici 13. Treba istaknuti da su najniZe vrijednosti
indeksa diobe jezgara zabiljezene u uzorcima tretiranim s ekstraktom meda obicne
planike. Takoder, za sve uzorke je izraCunat i postotak citostaze. Sve tri kombinacije
irinotekana i ekstrakta meda obi¢ne planike s vrijednostima % citostaze viSim od 25 %
pokazuju da dodavanje ekstrakta pridonosi snaznijem citostatskom ucinku irinotekana.
Za razliku od njih, primijenjeni u kombinaciji s irinotekanom, med obi¢ne planike i HGA u

testiranim koncentracijama umanijili su citostatski ucinak irinotekana (tablica 13).
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Rezultati

Tablica 13. Ukupni rezultati staniCne kinetike i prezivljenja limfocita periferne krvi trojice ispitanika tretiranim u uvjetima in vitro s
irinotekanom (IRI), te kombinacijama irinotekana i meda obi¢ne planike, ekstrakta meda i homogentizinske kiseline
(HGA). U pokusu je kao pozitivha kontrola koriSten bleomicin.

Parametar
Uzorak

NDI
Replikacijski indeks
2 Limfociti u apoptozi
% Limfociti u apoptozi
Broj apoptoza po analizi
Z Limfociti u nekrozi
% Limfociti u nekrozi
Broj nekroza po analizi
CBPI

% citostaze

IRI*

1600
6779
214

407

1,936
e fg.k

92,6
34
0,38
3,78
35h
0,39

3,89
1,877

efgk

8,1

1x2
1481
6906

230

383

1,946
d,ef,g,ik

94,1
22
0,24
2,44
23
0,26
2,56
1,894

*defghik

6,3

Med + IRI
5xb
1570
6809
214

407

1,940
d.ef,g,ik

93,0
32
0,36
3,56
23
0,26
2,56

1,883
d,e fg,k

7,4

10xe

1578

6812
207

403

1,937
d.efgk

92,9
29
0,32
3,22
22
0,24
2,44

1,882
d.efgk

7,6

Umjetni
med +

IRId
1729
6630

222

419

1,926
efg.k

91,4
25
0,28
2,78
35h
0,39

3,89
1,867

efgk

9,1

1xe
2768
5945

130

157

1,742
f,0.k

75,1

51
a,b,c,d,h,i

0,57
5,67
34
0,38
3,78

1,708
f,g,k

25,8

Ekstrakt + IRI

5xf
2776
6060

79

85

1,719
g,k

73,7

44
adhi

0,49
4,89
31
0,34
3,44

1,696
g,k

27,1

10x9

2887

5891
110

112
1,716
k

72,9

53
*a,b,c,d,h,i

0,59
5,89
37"
0,41
4,11
1,687
k

28,0

1xh
1614
6665
220

501

1,956
*ab,cdefgik

93,8
25
0,28
2,78
20
0,22
2,22

1,891
*b,c,defgk

6,6

HGA + IRI

5xi
1632
6747

172

449

1,938
d.efgk

92,4
21
0,23
2,33
23
0,26
2,56
1,878

*d.efgk

7,9

10xi
1411
6896
233

460

1,971
*abcdefghik

95,8
32
0,36
3,56
22
0,24
2,44
1,910

*bcdefghik

4,6

Bleomicink

3653
5112
139
96
1,631
63,5
118#
1,31
13,11
81%
0,9
9,0

1,585
38,7

Napomena: Ukupni broj pregledanih binuklearnih limfocita iznosio je 9000. Mikroskopske analize su provedene na svjetlosnom mikroskopu Leitz Laborlux D, pod povecanjem 1000x, u triplikatu za svakog od trojice ispitanika,
pregledom 1000 binuklearnih limfocita po jednoj analizi (3 x 3 x 1000 = 9000). Vrijednosti indeksa diobe jezgara (eng. Nuclear Division Index, NDI) izratunate su prema formuli koju su predlozili Eastmond i Tucker (1989):
NDI = (M +2xMz+3xMz+4xM,) I N, gdje je My — M, broj stanica s jednom do Cetiri jezgre, a N ukupni broj izbrojenih Zivih stanica. Replikacijski indeks je izracunat prema formuli: RI = {[({ broj dvojezgrenih stanica ) + (2 x broj
viSejezgrenih stanica )) + (ukupan broj stanica)] / [((broj dvojezgrenih stanica ) + (2 x broj viSejezgrenih stanica )) / (ukupan broj stanica u kontrolnoj skupini)]} x 100 (Lorge i sur., 2008). Vrijednosti proliferacijskog indeksa
(CBPI) izraunate su prema formuli: CBPI = [(broj jednojezgrenih stanica) + (2 % broj dvojezgrenih stanica) + (3 x broj viSejezgrenih stanica)] / (ukupan brgj stanica) (OECD, 2016). % citostaze izracunat je prema formuli : %
citostaze = 100 - 100 x {(CBPI skupine - 1) / (CBPI kontrolne skupine) (OECD, 2016). Statistitka znatajnost ispitana je pomocu y*testa, uz p < 0,05. Mala slova pokraj naziva uzorka upucuju na oznaku koristenu pri
oznaCavaniju statisticke znaCajnosti. Istaknute su vrijednosti koje su statistiCki znacajno viSe u odnosu na ostale uzorke. # — u usporedbi sa svim ostalim uzorcima.
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Rezultati

4.6. Antigenotoksic¢ni ucinci testiranih tvari

Radi procjene antigenotoksi¢nih i protektivnih ucinaka testiranih tvari, napravljeni su
usporedni prikazi za rezultate CBMN-testa, staniCne kinetike i prezivljenja nakon
tretmana sa svim koncentracijama bez irinotekana te s irinotekanom.

Za med obi¢ne planike, ti su podaci prikazani u tablicama 14 i 15, za ekstrakt u
tablicama 16117, a za HGA u tablicama 18 i 19.

Najvazniji zakljucci koji se mogu izvesti iz tih prikaza su da sami testirani spojevi ne
izazivaju znaCajne Stetne ucinke na razini genoma limfocita, a u kombinaciji s
irinotekanom, svi su pokazali odredeni antigenotoksicni potencijal.

U pogledu utjecaja na proliferaciju stanica, ekstrakt meda obi¢ne planike kod sve tri
testirane koncentracije pokazao je inhibicijski u€inak na diobu.

StatistiCke znacajnosti razlika koje su uocene izmedu testiranih uzoraka oznacene

su u tablicama 14 — 19.
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Rezultati

Tablica 14. Ukupni rezultati CBMN-testa u kontrolnim limfocitima periferne krvi trojice
ispitanika te u limfocitima tretiranim u uvjetima in vitro s medom obi¢ne planike,
irinotekanom (IRI), te kombinacijama irinotekana (IRI) i meda obicne planike.

Parametar Med u Med + IRI
Uzorak NK* 1xa 5xb 10x¢ IRI 1xd 5xe 10xf
Ucestalost mikronukleusa (MN)

 MN/9000 BN 22 24 25 21 117 62 53 67

limfocita
e Kl SIOEN 24 27 28 23 130 69 59 74
imfocita
Raspodjela binuklearnih limfocita s mikronukleusima (BNwmn)
ZBNun | 9000 BN 22 24 25 21 108 g B3 66
2BNwn1 22 24 25 21 100 62 53 65
2BNwn2 0 0 0 0 7 0 0 1
2BNwns 0 0 0 0 1 0 0 0
Ukupni % BNwn 0,24 0,27 0,28 0,23 1,20 0,69 0,59 0,73
ZBNun | 1000 BN 24 27 28 23 120 69 59 73

Pojavnost jezgrinih pupova (NB) i binuklearnih limfocita koji ih sadrze (BNng)
2 NB /9000 BN
limfocita
Broj NB / 1000 BN
limfocita 19 24 22 28 73 39 40 44

22 JERIDIEN 17 22 20 25 *,?S,f 35| 36]  40°

17 22 20 25 66 35 36 40

limfocita
Ukupni % BNng 0,19 024 0,22 0,28 0,73 0,39 0,40 0,44
ZBNns / 1000 BN
limfocita 1,9 2,4 2,2 2,8 7,3 3,9 4,0 4.4
Pojavnost nukleoplazmatskih mostova (NPB) binuklearnih limfocita koji ih sadrze
(BNneB)
2 N JEbb 1 o o o 0 6 0 0 0
limfocita
Broj NFE/10001BIN 0 0 0 0 0,7 0 0 0
limfocita
ZBNi\!PB / 9000 BN 0 0 0 0 6 def 0 0 0
imfocita
Ukupni % BNnps 0 0 0 0 0,07 0 0 0
22 ASD 2R 0 0 0 0o 07 0 0 0
limfocita

Napomena: Statisticka znacajnost ispitana je pomoc¢u x*-testa, uz p < 0,05. Mala slova pokraj naziva uzorka upucéuju na oznaku
koristenu pri ozna¢avaniju statisticke znacajnosti. a, b i ¢ — statisti¢ki zna¢ajan porast prema istim uzorcima bez IRI; *, d,e i f — statistiCki

znacajno vise vrijednosti prema oznacenim skupinama; l — statisti¢ki znacajan pad u usporedbi s IRI.
NK — negativna kontrola.
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Rezultati

Tablica 15. Ukupni rezultati stani€ne kinetike i prezivljenja u kontrolnim limfocitima (NK)
periferne krvi trojice ispitanika te u limfocitima tretiranim u uvjetima in vitro
s medom obi¢ne planike, irinotekanom (IRI), te kombinacijama irinotekana

(IRI) i meda obi¢ne planike.

Parametar Med
Uzorak NK* 1xa 5xb
2 M 1383 1566 1463
M 6618 6429 6576
2 Ms 333 306 283
2 M, 666 699 678
NDI %212} 2,015 2,020¢
Replikacijski indeks 100 97,8 98,4
z L|meCIt_| u 13 14 20
apoptozi
% Limfociti u
apoptozi 0,14 0,16 0,22
Broj apoptoza po 144 156 299
analizi ’ ' ’
2 Limfociti u nekrozi 3 12 15
% Limfociti u
nekrozi 0,03 0,13 0,17
Broj nekroza po 0.33 133 167
analizi ’ ' ’
CBPI 1,954 1.032¢ 1,037
% citostaze 0 2,3 1,8

10x°
1405

6601
313
681

2,030%f
99,5
18
0,20
2,00
16
0,18
1,78
1,947

0,7

IRI*

1600

6779
214
407

1,936
92,6
34
0,38
3,78
35
0,39
3,89
1,877

8,1

1xd
1481
6906

230
383

1,946
94,1
22
0,24
2,44
23
0,26

2,56

1,894%|

6,3

Med + IRI
5x¢

1570
6809
214

407
1,940
93,0
320
0,36
3,56
23
0,26
2,56
1,883]

7,4

10xf
1578

6812
207
403

1,937
92,9
29°
0,32
3,22
22
0,24
2,44

1,882

7,6

Napomena: Statisticka znagajnost ispitana je pomocu x?-testa, uz p < 0,05. Mala slova pokraj naziva uzorka upucuju na oznaku
koriStenu pri oznaCavanju statisticke zna€ajnosti. Istaknute su vrijednosti koje su statisticki znacajno viSe u odnosu na ostale uzorke l

— statisticki znacajan pad u odnosu na isti uzorak bez IRI.
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Rezultati

Tablica 16. Ukupni rezultati CBMN-testa u kontrolnim limfocitima (NK) periferne krvi
trojice ispitanika i limfocitima tretiranim u uvjetima in vitro s ekstraktom
meda obi¢ne planike, irinotekanom (IRI), te kombinacijama irinotekana
(IRI) i ekstrakta meda obi¢ne planike.

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

Ucestalost mikronukleusa (MN)
Z MN / 9000 BN limfocita 22 25 28 34 117 60 52 58
Broj MN / 1000 BN limfocita 2,4 2,8 3,1 38 13,0 6,7 5,8 6,4
Raspodjela binuklearnih limfocita s mikronukleusima (BNwun)

ZBNwn / 9000 BN limfocita 22 25 28 34 108" 582 51° 58°¢

ZBNwn: 22 25 28 34 100 56 50 58

ZBNwn2 0 0 0 0 7 2 1 0

2BNwns 0 0 0 0 1 0 0 0
Ukupni % BNwun 0,24 028 031 038 120 0,64 0,57 0,64

ZBNwn / 1000 BN limfocita 2,4 2,8 31 38 120 64 57 6,4
Pojavnost jezgrinih pupova (NB) i binuklearnih limfocita koji ih sadrze (BNng)

Z NB /9000 BN limfocita 17 23 25 27 66 46 42 49
Broj NB /1000 BN limfocita 1,9 26 28 3,0 73 51 4,7 54
2BNns /9000 BN limfocita 17 23 25 27 66° 462 42° 49¢

Ukupni % BNng 0,19 0,26 0,28 030 0,73 051 0,47 0,54

ZBNng / 1000 BN limfocita 1,9 26 2,8 3,0 73 51 4,7 54
Pojavnost nukleoplazmatskih mostova (NPB) binuklearnih limfocita koji ih sadrze

(BNnps)
2 NPB /9000 BN limfocita 0 0 0 0 6 2 0 0
Broj NPB / 1000 BN limfocita 0 0 0 0 0,7 0,2 0 0
ZBNnes / 9000 BN limfocita 0 0 0 0 6 ef 2 0 0
Ukupni % BNnps 0 0 0 0 0,07 0,02 0 0

2BNuprs / 1000 BN limfocita 0 0 0 0 0,7 0,2 0 0

Napomena: StatistiCka znacajnost ispitana je pomocu x>-testa, uz p < 0,05. *— statisti¢ki znacajan porast prema negativnoj kontroli;
a, b i c — statisti¢ki znacajan porast prema istim uzorcima bez IRI; e — statistiCki znacajno viS§e prema uzorku 5x ekstrakt + IRI; f —
statistiCki zna€ajno viSe prema uzorku 10x ekstrakt + IRI.
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Rezultati

Tablica 17. Ukupni rezultati staniCne kinetike i prezivljenja u kontrolnim limfocitima (NK)
periferne krvi trojice ispitanika te limfocitima tretiranim u uvjetima in vitro s
ekstraktom meda, irinotekanom (IRI), te kombinacijama irinotekana i
ekstrakta meda obicne planike.

Parametar Ekstrakt Ekstrakt + IRI

Uzorak NK* e e g0 BT e sk 10
M 1383 2508 2448 2396 1600 2768 2776 2887
z M, 6618 6097 6178 6231 6779 5945 6060 5891
z Ms 333 141 161 133 214 130 79 110
> M, 666 254 213 240 407 157 85 112
\DI 2031 1793 1793 1802 1936 1742 1719 1716

Replikacijski indeks 100 79,7 80,2 80,7 92,6 75,1 73,7 72,9

Z Limfociti u apoptozi 13 21 24 28 34 512 44> 53#¢

o 1 =
% Limfociti u 0,14 0,23 0,27 0,31 0,38 0,57 0,49 0,59

apoptozi

Broj apoptoza po 1,44 2,33 2,67 311 3,78 567 489 589
analizi

Z Limfociti u nekrozi 3 17 17 20" 35 342 31b 37¢

% Limfociti u nekrozi 0,03 0,19 0,19 0,22 0,39 0,38 0,34 0,41

i) MEEe [pE 033 1,89 1,89 222 389 378 344 411

analizi
CBPI 1954 1,758 1,762 1,766 1,877 1,708 1,696 1,687
#,a,b,c d e f d,ef e f f
% citostaze 0 20,6 20,2 19,7 8,1 25,8 27,1 28,0

Napomena: Statisticka znacajnost ispitana je pomoc¢u x*-testa, uz p < 0,05. Mala slova pokraj naziva uzorka upucéuju na oznaku
koristenu pri ozna¢avanju statistiCke znacajnosti. Istaknute su vrijednosti koje su statistiCki znacajno viSe u odnosu na ostale uzorke.
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Rezultati

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

Parametar NK* HGA IRI HGA + IRI
Uzorak 1x2  Bxb  10x°c 1xd 5xe 10xf

Ucestalost mikronukleusa (MN)
Z MN /9000 BN limfocita 22 25 27 26 117 66 59 74
Broj MN /1000 BN limfocita 2,4 28 3,0 2,9 13,0 7,3 6,6 8,2

Raspodjela binuklearnih limfocita s mikronukleusima (BNwn)

EBNwy /9000 BN limfocita 22 25 27 26 198 g 50 74

ZBNwn: 22 25 27 26 100 66 59 74

ZBNwn2 0 0 0 0 7 0 0 0

ZBNwns 0 0 0 0 1 0 0 0
Ukupni % BNwun 0,24 0,28 0,30 0,29 1,20 0,73 0,66 0,82

ZBNwn / 1000 BN limfocita 2,4 2,8 3,0 29 12,0 7,3 6,6 8,2
Pojavnost jezgrinih pupova (NB) i binuklearnih limfocita koji ih sadrze (BNng)

2 NB /9000 BN limfocita 17 20 24 24 66 45 39 44
Broj NB /1000 BN limfocita 1,9 2,2 2,7 2,7 7,3 5,0 4,3 4.9
ZBNns /9000 BN limfocita 17 20 24 23 66"def 452 39P 44°

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

ZBNns / 1000 BN limfocita 1,9 2,2 2,7 2,6 7,3 5,0 4,3 4,9
Pojavnost nukleoplazmatskih mostova (NPB) binuklearnih limfocita koji ih sadrze

(BNnps)
2 NPB /9000 BN limfocita 0 0 0 0 6 0 0 0
Broj NPB / 1000 BN limfocita 0 0 0 0 0,7 0 0 0
2BNnprs / 9000 BN limfocita 0 0 0 0 g def 0 0 0
Ukupni % BNnps 0 0 0 0 0,07 0 0 0
2BNnprs / 1000 BN limfocita 0 0 0 0 0,7 0 0 0

Napomena: Statisticka znacajnost ispitana je pomoc¢u x*-testa, uz p < 0,05. Mala slova pokraj naziva uzorka upucéuju na oznaku
koristenu pri oznacavanju statisticke zna¢ajnosti. *— statisticki znac¢ajan porast prema negativnoj kontroli; a, b i ¢ — statisti¢ki zna¢ajan
porast prema istim uzorcima bez IRI; d — statisticki znacajno viSe prema uzorku 1x ekstrakt + IRI; e — statistiCki znacajno viSe prema
uzorku 5% ekstrakt + IRI; f — statistiCki znacajno viSe prema uzorku 10x ekstrakt + IRI.
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Rezultati

Tablica 19. Ukupni rezultati staniCne kinetike i prezivljenja u kontrolnim limfocitima (NK)
periferne krvi trojice ispitanika te limfocitima tretiranim u uvjetima in vitro s
homogentizinskom kiselinom (HGA), irinotekanom (IRI), te kombinacijama
irinotekana (IRI1) i homogentizinske kiseline (HGA).

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

Napomena: Statisticka znacajnost ispitana je pomocu x?-testa, uz p < 0,05. Mala slova pokraj naziva uzorka upucuju na oznaku
kori$tenu pri oznacavanju statisticke znacajnosti. Istaknute su vrijednosti koje su statisticki znacajno viSe u odnosu na ostale uzorke.
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Rezultati

4.7. Odredivanje citotoksi¢nog ucinka

Ispitivanje citotoksicnog ucinka otopina meda, ekstrakta, HGA i umjetnog meda,
razli€itih koncentracija na stani¢nim linijama HepG2, Caco-2 i Cal27 provedeno je Neutral
red testom, opisanom u poglavlju 3.4.7.6. Citotoksi¢ni uc¢inak navedenih otopina pracen
je u vremenu izloZenosti stanica od 30 minuta, jedan i dva sata, nakon Cega je utvrdeno
njihovo preZivljenje u odnosu na netretirane stanice (negativnu kontrolu).

Rezultati su prikazani kao ovisnost prezivljenja stanica (relativna vijabilnost stanica
izraCunata iz vrijednosti apsorbancije kao postotak kontrole) o razli¢itim koncentracijama
otopine meda, umjetnog meda, ekstrakta meda i HGA.

Slike 31, 32 i 33 prikazuju rezultate za citotoksiCne ucinke razli€itih koncentracija
otopina umjetnog meda, meda, ekstrakta meda i HGA na stani¢ne linije HepG2, Caco-2
i Cal27 nakon inkubacije stanica u trajanju od 30 minuta, jedan i dva sata.

Iz rezultata prikazanih na slici 31 vidljivo je kako samo jedna testirana koncentracija
meda obi¢ne planike, ona koja odgovara dnevhom unosu meda, statistiCki znacajno
smanjuje citotoksi¢nost, tj. poboljSava prezivljenje HepG2 stanica, i to nakon najkraéeg
vremena izlaganja od 30 minuta. Svi ostali rezultati ne govore u prilog znacajnih
vremensKki ili koncentracijski ovisnih utjecaja testiranih tvari na prezivljenje HepG2
stanica.

Slika 32 prikazuje rezultate prezivljenja Caco-2 stanica. NajviSe razlika u prezivljenju
stanica izmedu testiranih uzoraka vidljivo je pri najkracem vremenu izlaganja od 30
minuta, gdje ekstrakt i HGA pri svim koncentracijama pospjeSuju prezivljenje Caco-2
stanica u odnosu na odgovaraju¢e uzorke meda obicne planike. Produljenim vremenom
izlaganja se te razlike smanjuju. lako nema statistiCke znaCajnosti, za koncentracije koje
odgovaraju dnevnom unosu vidljiv je trend prezivlienja HGA > ekstrakt > med u
vremenskim tockama 30 minuta i 1 sat.

Rezultati prikazani na slici 33 ne upucuju na jasne vremenski ili koncentracijski
ovisne utjecaje testiranih tvari na prezivljenje Cal27 stanica nakon tretmana. Ova vrsta
stanica pri kra¢im vremenima izlaganja najbolje raste uz dodatak umjetnog meda.
Testirani uzorci meda obi¢ne planike, ekstrakta i HGA su pri koncentraciji koja odgovara

dnevnom unosu pokazali najniZu citotoksi¢nost pri vremenu izloZenosti od 1 sata.
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Rezultati
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umjetni med med ekstrakt HGA umjetni med med ekstrakt HGA umjetni med med ekstrakt HGA

Statisticki znac¢ajne razlike (p < 0,05)
u odnosu na:
30 min

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

Napomena: Statistitka znacajnost ispitana je pomoc¢u faktorijskog ANOVA testa (tip 11) uz Tukey's HSD (eng. Honestly Significant Difference) post-hoc test, p < 0,05. Mala slova pokraj naziva
uzorka upuéuju na oznaku koriStenu pri ozna€avanju statisticke zna€ajnosti.

Slika 31. Prezivljenje stani¢ne linije HepG2 nakon tretmana od 30 minuta, jedan i dva sata s razli€itim koncentracijama meda,
njegova ekstrakta, HGA i umjetnog meda.
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Rezultati
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0,5x 1x 2,5x 5x 0,5x 1x 2,5x 5x 0,5x 1x 2,5x% 5x 0,5x 1x 2,5x 5x 0,5x 1x 2,5x 5x 0,5x 1x 2,5x 5x 0,5x 1x 2,5x 5x 0,5x 1x 2,5x 5x 0,5x 1x 2,5x 5x 0,5x 1x 2,5x 5x 0,5x 1x 2,5x 5x 0,5x 1x 2,5x 5x

umjetni med med ekstrakt HGA umjetni med med

Statisticki znac€ajne razlike (p < 0,05) u
odnosu na:
30 min
a — umjetni med i med u svim koncentracijama

b — med u koncentraciji 5x

¢ — umjetni med i med u svim koncentracijama
d — umjetni med u koncentraciji od 1x te med u
koncentraciji od 1x, 2,5x i 5x
e — umjetni med u koncentraciji od 1x te med u
svim koncentracijama

ekstrakt HGA umjetni med med ekstrakt HGA

Statisticki znacajne razlike (p <
0,05) u odnosu na:
2h
a — umjetni med u koncentraciji od 1x

Napomena: Statisticka znaCajnost ispitana je pomocu faktorijskog ANOVA testa (tip Il) uz Tukey's HSD (eng. Honestly Significant Difference) post-hoc test, p < 0,05. Mala slova pokraj naziva

uzorka upuéuju na oznaku kori$tenu pri oznaavanju statisticke znacajnosti.

Slika 32. Prezivljenje stani¢ne linije Caco-2 nakon tretmana od 30 minuta, jedan i dva sata s razli¢itim koncentracijama meda,

njegova ekstrakta i HGA i umjetnog meda.
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Rezultati
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umjetni med med ekstrakt HGA umjetni med med ekstrakt HGA umjetni med med ekstrakt HGA

Statisticki znac€ajne razlike (p < 0,05) u odnosu na:

30 min 1h 2h
a — umjetni med u svim koncentracijama a — umjetni med u koncentraciji od 1x a — umjetni med u koncentraciji od 2,5x
b — umjetni med u svim koncentracijama i med u b — umjetni med u svim koncentracijama i med u b — umjetni med u koncentracijama od 0,5 x, 1x

i 2,5%, med u koncentraciji od 2,5 x i ekstrakt u

koncentraciji od 1x koncentraciji od 5 x Koncentracijama od 0,5x i 1x

¢ — umjetni med u koncentracijama od 1x i 2,5%

d — umjetni med u koncentracijama od 1x i 2,5x

e — umjetni med u svim koncentracijama i med u
koncentraciji od 1x i HGA u koncentraciji 1x

Napomena: Statistitka znacajnost ispitana je pomocu faktorijskog ANOVA testa (tip Il) uz Tukey's HSD (eng. Honestly Significant Difference) post-hoc test, p < 0,05. Mala slova pokraj naziva
uzorka upucuju na oznaku koriStenu pri oznacavanju statisticke znac¢ajnosti.

Slika 33. Prezivljenje stani¢ne linije Cal27 nakon tretmana od 30 minuta, jedan i dva sata s razliCitim koncentracijama meda,
njegova ekstrakta i HGA i umjetnog meda.
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Rezultati

4.8. Pro(anti)oksidacijsko djelovanje

Ispitivanje pro(anti)oksidacijskog ucinka otopina razliCitih koncentracija meda
obi¢ne planike, njegova ekstrakta, HGA i umjetnog meda, na stani¢nim linijjama
HepG2, Caco-2 i Cal27 provedeno je metodom DCFH-DA koja je opisana u poglavlju
3.4.7.7. Pro(anti)oksidacijsko djelovanje navedenih otopina praceno je u vremenu
izloZenosti stanica od 30 minuta, jedan i dva sata, nakon €ega je izraCunata indukcija
slobodnih radikala pojedine koncentracije u odnosu na netretirane stanice (negativnu
kontrolu).

Rezultati su prikazani grafiCki kao ovisnost intenziteta fluorescencije (izraCunate
kao umnozZak fluorescencije DCF i kvocijenta prezZivljenja stanica dobivenog
provodenjem testa Neutral red) o koncentracijama testiranih otopina.

Na slikama 34, 35 i 36 prikazani su rezultati za pro(anti)oksidacijske ucinke
razliitih koncentracija meda obicne planike, njegova ekstrakta, HGA i umjethog meda
na stanic¢ne linije HepG2, Caco-2 i Cal27 nakon inkubacije stanica u trajanju od 30
minuta, jedan i dva sata.

Vidljivo je da umjetni med na sve tri vrste stanica izaziva koncentracijski ovisni
porast % ROS, $to je osobito izrazeno nakon 30 minuta i 1 sat izlaganja i nesto manje
nakon 2 sata izlaganja. Testirani uzorci meda obicne planike, nisu imali nikakav utjecaj
na promjenu indukcije slobodnih radikala niti u jednoj ispitivanoj stani€noj liniji, osim
najvece koncentracije (5x) koja je izazvala prooksidacijski uc€inak nakon 2 sata
izlaganja u tumorskoj stani¢noj liniji HepG2 (slika 34) odnosno Caco-2 stanica (slika
35). Stanice tumorskog podrijetla epitela usne Supljine Cal27 pokazale su se
najosjetljivije na prooksidacijsko djelovanje najviSe koncentracije meda koji je pri svim
istrazivanim vremenima tretmana izazvao prooksidacijsko djelovanije (slika 36).

Ekstrakt meda te HGA pokazali su antioksidacijsko djelovanje na sve tri stani¢ne
linije u sva tri istraZivana vremena, s time da je taj u€inak najizrazeniji na stani¢noj liniji
Caco-2 (slika 35). Antioksidacijsko djelovanje nije koncentracijski ovisno vec sve Cetiri
istraZzivane koncentracije pokazuju podjednaku antioksidacijsku aktivnost. Isto tako,
bitno je napomenuti da ne postoji razlika u antioksidacijskom djelovanju ekstrakta
meda i HGA. S obzirom na intenzitet antioksidacijskog djelovanja, ono je najjizrazenije
na tumorskoj stani¢noj liniji Caco-2 (slika 35), zatim na tumorskim stanicama epitela
usne Supljine Cal27 (slika 36) te najslabije na tumorskim stanicama jetre, HepG2

(slika 34).
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Rezultati

Obzirom na koncentracije koje odgovaraju dnevnom unosu, u vremenima 30
minuta i 1 sat % indukcije ROS-a pada te slijedi obrazac med > ekstrakt > HGA na
stani¢noj liniji HepG2.

U slu€aju Caco-2 stanica, koncentracije koje odgovaraju dnevnom unosu
ukazuju na to da med nakon sva tri vremena izlozenosti izaziva veci % indukcije ROS-
a u odnosu na ekstrakt i HGA koji pokazuju izraziti antioksidacijski u€inak nakon
tretmana od 30 minuta i 1 sat.

Nakon tretmana Cal27 stanica, koncentracijama koje odgovaraju dnevnom
unosu, u vremenima 30 minuta i 1 sat % indukcije ROS se smanjuje i slijedi obrazac
med > ekstrakt > HGA s time da ekstrakt i HGA pokazuju antioksidacijsko djelovanje
nakon 30 minuta i 1 sat, a tretman od 2 sata nema ucCinka na promjenu statusa

slobodnih radikala.
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Rezultati
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Statisti¢ki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na:

30 min

a — umjetni med u koncentraciji od 0,5x
b — umjetni med u koncentracijama od 2,5x i 5x
¢ —med u koncentraciji od 0,5x

d — umjetni med u svim koncentracijama i med u svim
koncentracijama

e —umjetni med u koncentracijama 2,5x i 5%, med u
koncentracijama od 2,5x i 5x i ekstrakt u koncentraciji od 0,5x
f—umijetni med u svim koncentracjama i med u koncentracijama od 1x,
2,5x%i5x

g — umjetni med u koncentracijama 1x, 2,5x i 5x i med u
koncentracijama od 1x, 2,5x i 5x

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

1h
a — umjetni med u koncentracijama od 0,5x i 1x
b — umjetni med u koncentracijama od 0,5x i 2,5x i 5x
¢ — umjetni med u svim koncentracijama
d — umjetni med u koncentraciji od 5x

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

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

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

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

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

k — umjetni med u svim koncentracijama, med u svim koncentracijama,

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

2h
a — umjetni med u koncentraciji od 0,5x
b — umjetni med u koncentraciji od 1x
¢ — umjetni med u koncentracijama od 1x, 2,5% i 5x
d —umjetni med u koncentraciji od 0,5x i med u koncentraciji od 0,5x i 1x

e — umijetni med u koncentraciji od 5x i med u koncentraciji od 5x

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

Napomena: StatistiCka znaCajnost ispitana je pomocu faktorijskog ANOVA testa (tip IlI) uz Tukey's HSD (eng. Honestly Significant Difference) post-hoc test, p < 0,05. Mala slova pokraj naziva uzorka
upucuju na oznaku koriStenu pri oznaavanju statisticke zna¢ajnosti.

Slika 34. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije HepG2 nakon tretmana od 30 minuta, jedan i dva sata s razli€itim koncentracijama
meda, njegova ekstrakta, HGA i umjetnog meda.
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30 min 1h 2h
a — umjetni med u svim koncentracijama i med a — umjetni med u svim koncentracijamaimed u  a — umjetni med u koncentraciji od 1x
u svim koncentracijama svim koncentracijama
b — umjetni med u koncentracijama od 2,5x% i 5% i b — umjetni med u koncentraciji od 5x
med u koncentracijama od 0,5%, 1x i 5x
¢ — umjetni med u svim koncentracijama i med u ¢ — umjetni med u svim koncentracijama i
koncentracijama od 0,5%, 1x i 5x med u svim koncentracijama
d —umjetni med u svim koncentracijama, med u svim d — umjetni med u svim koncentracijama, med u
koncentracijama i ekstrakt 2,5x i 5x svim koncentracijama i ekstrakt u koncentraciji od
2,5%

Napomena: Statisticka znacajnost ispitana je pomocu faktorijskog ANOVA testa (tip IlI) uz Tukey's HSD (eng. Honestly Significant Difference) post-hoc test, p < 0,05. Mala slova pokraj naziva
uzorka upucuju na oznaku koriStenu pri oznacavanju statisticke znacajnosti.

Slika 35. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije Caco-2 nakon tretmana od 30 minuta, jedan i dva sata s razli¢itim koncentracijama
meda, njegova ekstrakta, HGA i umjetnog meda.
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Statisti¢ki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na:

30 min 1h 2h

a — umjetni med u koncentraciji od 0,5% a — umjetni med u koncentraciji od 0,5% a — umjetni med u koncentraciji od 0,5%

b — umjetni med u svim koncentracijama b — med u koncentraciji od 0,5% i 1x b — umjetni med u koncentracijama od 1x i 2,5x

¢ — umjetni med u koncentracijama od 1x, 2,5x i 5x ¢ — umjetni med u svim koncentracijamai ¢ — umjetni med u koncentraciji od 2,5x

med u koncentraciji od 5%

d — umjetni med u koncentracijama od 1x, 2,5x i 5x imed u d — umjetni med u svim koncentracijama i  d — umjetni med u koncentraciji od 5x

koncentracijama od 0,5x%, 1x i 2,5% med u koncentracijama od 1x i 5x

e —umjetni ned u svim koncentracijama i med u koncentracijama od 1x i 5x e —umjetni med u koncentraciji od 2,5% i med u
koncentraciji od 2,5x

f— umjetni med u svim koncentracijama i med u koncentraciji od 5x f — umjetni med u koncentraciji od 5x i med u
koncentraciji od 5x

g — umjetni med u svim koncentracijama, med u koncentracijama od g — umjetni med u koncentraciji od 2,5x%, ekstrakt u

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

h — umjetni med u koncentracijama od 1x, 2,5x i 5x, med u
koncentracijama od 0,5%, 1x, 2,5x, ekstrakt u svim koncentracijama i
HGA u svim koncentracijama

Napomena: Statisticka znacajnost ispitana je pomocu faktorijskog ANOVA testa (tip IlI) uz Tukey's HSD (eng. Honestly Significant Difference) post-hoc test, p < 0,05. Mala slova pokraj naziva
uzorka upucuju na oznaku koriStenu pri ozna€avanju statisticke zna¢ajnosti.

Slika 36. Indukcija slobodnih radikala stani¢ne linije Cal27 nakon tretmana od 30 minuta, jedan i dva sata s razli€itim
koncentracijama meda, njegova ekstrakta, HGA i umjetnog meda.
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4.9. Antioksidacijski u¢inak meda obic¢ne planike, ekstrakta i HGA na DNA plazmid phiX174 RF1

Na slikama 37 i 38 prikazani su rezultati antioksidacijskog djelovanja meda obi¢ne planike i umjetnog meda (slika 37) te ekstrakta meda

i HGA (slika 38).

R EE

Kontrola Kontrola Kontrola Koutola UMJETNI  UMJETNI UMJETNI UMJETNI
plazmid H,0, uv HSSZ MED MED MED MED
0,5x 1x 2,5x o

Slika 37. Antioksidacijsko djelovanje meda obi¢ne planike

W e &

Kontrola Kontrola Kontrola Kontrola  EKSTRAKT EKSTRAKT EKSTRAKT  EKSTRAKT

plazmid H.0; uv H&SZ 0,5% 1x 2,5% 5x

Slika 38. Antioksidacijsko djelovanje ekstrakta meda obi¢ne planike i homogentizinske kiseline (HGA)
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Analiza intenziteta vrpci superzavijenog (donjeg) i otvorene forme kruznog plazmida (sporijeg) provedena je pomoc¢u programa
Gel Analyzer te su se mjerenjem intenziteta i omjerom intenziteta superzavijenog (neostec¢enog) i otvorenog kruznog (ostecenog)
plazmida dobili kvocijenti pomocu kojih je moguce odrediti koncentracije pri kojima med obi¢ne planike, ekstrakt meda, HGA te umjetni
pokazuju antioksidacijsko djelovanje. U tablici 20 prikazani su omijeri intenziteta superzavijenog i otvorenog kruznog plazmida. U
zagradama su prikazani kvocijenti superzavijenog i otvorenog kruznog plazmida netretiranog plazmida (NK, negativnha kontrola) te

plazmida ozra¢enog UV svjetlom i tretiranog s vodikovim peroksidom (PK, pozitivha kontrola).

Tablica 20. Omijeri intenziteta superzavijenog i zavijenog plazmida kod razli€itih koncentracija meda obi¢ne planike, njegova

ekstrakta, homogentizinske kiseline (HGA) i umjetnog meda

Koncentracija Med Ekstrakt HGA Umjetni med
0,5% 0,834 (1,279 NK; 0,842 PK) 0,84 (2,27 NK, 0,56 PK) 0,859 (2,27 NK, 0,56 PK)  0,7(1,279 K; 0,842 PK)
1x 1,097 (1,279 NK; 0,842 PK) 0,74 (2,27 NK, 0,56 PK) 0,867 (2,27 NK, 0,56 PK) 0,89 (1,279 K; 0,842 PK)
2,5% 1,086 (1,279 NK; 0,842 PK) 0,899 (2,27 NK, 0,56 PK) 0,93 (2,27 NK, 0,56 PK) 0,94 (1,279 K; 0,842 PK)
5x 0,765 (1,279 NK; 0,842 PK) 1,137 (2,27 NK, 0,56 PK) 0,79 (2,27 NK, 0,56 PK) = 0,91(1,279 K; 0,842 PK)

Napomena: NK — negativna kontrola (netretirani plazmid); PK — pozitivna kontrola (plazmid ozraen UV svjetlom i tretiran s vodikovim peroksidom)

Na slici 39 prikazan je odnos antioksidacijskog djelovanja meda obi¢ne planike, njegova ekstrakta, HGA i umjetnog meda. Iz
prilozenog se moze uociti da protektivno djelovanje pada u nizu: ekstrakt > HGA > med > umjetni med.
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Slika 39. Odnos antioksidacijskog djelovanja meda obi¢ne planike, njegova
ekstrakta, homogentizinske kiseline (HGA) te umjetnog meda

NajjaCe izrazeno antioksidacijsko djelovanje u trendu testirana koncentracija —
odgovor imaju ekstrakt meda te HGA s time da najveca istraZivana koncentracija HGA
pokazuje pad u antioksidacijskom djelovanju. S druge strane, med je pokazao nesto
slabiji antioksidacijski u¢inak dok umjetni med nije utjecao na promjenu oksidacijskog
oStecenja izazvanog ROS-ovima generiranih iz vodikova peroksida djelovanjem UV

zraCenja.
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Sve CeSc¢a uporaba prirodnih proizvoda u fitoterapiji ili njihova prisutnost u
sastavu razliCitih nutraceutika otvara mnoga pitanja o0 njihovoj sigurnosti,
biokompatibilnosti i potencijalnim zdravstvenim rizicima povezanim s njihovom
konzumacijom.

Med obi¢ne planike predstavlja potencijalno vrijedan proizvod za razvoj novih
nutraceutika, Cija je proizvodnja ograni¢ena na odredena geografska podrucja, a Ciji
su fitokemijski, biokemijski i bioloSki, a osobito geneticki ucinci, unato€¢ dugoj
tradicionalnoj upotrebi, jos uvijek slabo dokumentirani.

U narodnoj medicini, med obi¢ne planike (Arbutus unedo L.), uobi¢ajeno se rabi
u razliCite ljekovite svrhe (Afrin i sur. 2017, 2019, 2020; Tuberoso i sur. 2013; Tariba
Lovakovi¢ i sur. 2018; Petretto i sur. 2015), iako joS uvijek nedostaju podatci o
specificnom sastojku (ili sastojcima) odgovornim za njegove zastitne ucinke koji su do
sada uoceni. Takoder, malobrojna su znanstvena istrazivanja o kemijskom sastavu i

ucincima ovog meda na zdravlje ljudi.

5.1. Istrazivanja fenolnih komponenti i antioksidacijske aktivnosti

Fenolni spojevi, sekundarni biljni metaboliti, smatraju se zasluznima za zastitni
ucinak u smanjenju rizika od razli¢itih bolesti. Medutim, ne postoji to€no objasnjen
mehanizam na kojem se temelji blagotvorni u€inak meda obi¢ne planike.

Buduci da obi¢na planika raste na mediteranskom podrucju u surovim klimatskim
uvjetma, kemijski sastav meda ovisit ¢e o okoliSnim ¢imbenicima u kojima raste biljka.

Fenolni sastav meda obicne planike neznatno je istrazivan, a uglavhom se odnosi
na kvantifikaciju HGA, (x)-2-trans,4-trans-apscizinske kiseline, (*)-2-cis,4-trans-
apscizinske kiseline i unedona (Brci¢ Karaconiji i Jurica, 2017; Cabras i sur., 1999;
Deiana i sur., 2015; Scanu i sur., 2005; Tuberoso i sur., 2010) koji se smatraju
kemijskim markerima. Samo su u jednom istraZivanju koje je provedeno na
sardinijskom medu obicne planike kvantificirani ostali fenolni spojevi, ali u ogranic¢enom
opsegu. Odredili su da med obi¢ne planike sadrzi najvise kamferola (10,6 mg kg™ +
2,3 mg kg?) i luteolina (9,6 mg kgt + 1,2 mg kg'). Uz ove fenole odredeni su jos i
sinirginska kiselina, rutin, apigenin, galangin, pinocembrin, pinobanksin te trans-

cimetna kiselina (Petretto i sur., 2015).
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U ovom doktorskom radu med obi¢ne planike je, u suradniji s pCelarima, prikupljen
s hrvatskog podrucja (osam uzoraka) te je odreden udio ukupnih bioaktivnih spojeva,
antioksidacijska aktivnost te maseni udio HGA kako bi se u daljnjem istrazivanju rabio
med s najjacom bioloSkom aktivnoscu.

Utvrdeno je da med s vrgorackog podrucja ima najveci udio ukupnih bioaktivnih
spojeva, HGA te najsnazniju antioksidacijsku aktivnost. Maseni udio HGA bio je u
skladu s rezultatima drugih istrazivanja u kojima je odreden prosjecni maseni udio HGA
u rasponu 166 — 932 mg kg (Bréi¢ Karaconji i Jurica, 2017; Cabras i sur.,1999; Deiana
i sur., 2015; Tuberoso i sur., 2010).

Med obi¢ne planike odabran za ovo istrazivanje imao je visok udio ukupnih fenola
(1671 mg GAE kg?), flavonola i flavona (143,5 mg QE kg?) te snazan antioksidacijski
kapacitet odreden metodama DPPHe (2,96 mmol TE kg™) i FRAP (1,35 + 0,14 mM
FeS04x7H20 u 5 % otopini) Sto je u skladu s rezultatima prethodno objavljenih
istrazivanja (Afrin i sur., 2017; Rosa i sur., 2011; Tuberoso i sur., 2013; Ulloa i sur.,
2015). Stovise, med obiéne planike imao je znatno ve¢i udio ukupnih fenola u
usporedbi s drugim vrstama meda (npr. eukaliptus, suncokret, lavanda, timijan,
ruzmarin, naranca, limeta, bagrem i kesten) (Alves i sur., 2013; Ciulu i sur., 2018).

Fenolni profi meda obicne planike detaljno je istrazen uporabom
tekucinskokromatografske analize ultravisoke djelotvornosti (UHPLC) uz hibridni
spektrometar masa visoke rezolucije kao detektor (LTQ Orbitrap MS) kojim je
identificirano 56 fenolnih spojeva, a nedvojbeno je kvantificirano 12 bioaktivnih
spojeva, §to predstavlja dosad najopseznije istrazivanje bioaktivnih komponenti meda

obi¢ne planike.

5.2. Istrazivanja citogenetic¢kih u¢inaka meda obic¢ne planike, ekstrakta i HGA

na humanim limfocitima periferne krvi u uvjetima in vitro

Do danas nije provedeno mnogo istrazivanja o u¢incima meda na razini stanica i
genoma. Yaacob i suradnici (2017) objavili su opsezan pregledni rad koji pruza dobar
uvid u dosadasnja istraZivanja o utjecaju meda na stabilnost genoma u uvjetima in vitro
i in vivo.

U ovome su istraZzivanju u uvjetima in vitro po prvi puta ispitani moguci
genotoksicni u€inci meda obi¢ne planike, njegova ekstrakta i glavne komponente HGA

na modelu ljudskih limfocita periferne krvi. Poznavanje bioloSke aktivnosti i
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toksikoloSkog profila testiranih uzoraka vazno je radi procjene rizika povezanih s
primjenom meda obi¢ne planike u fitoterapiji. Kako o toj problematici u svjetskoj
literaturi do sada nije bilo objavljenih rezultata, naSe se istrazivanje temelji na
dostupnim podacima za druge vrste meda. Polazimo od pretpostavke da med obi¢ne
planike u koncentraciji koja odgovara dozi dnevnog unosa ne bi trebao uzrokovati
znacajnije razine oSteCenja u genomu zdravih stanica, a da bi mogao pokazati zastitnu
ulogu u kombinaciji s genotoksic¢nim spojem, citostatikom irinotekanom.

Prikupljanje dokaza o moguc¢im blagotvornim ucincima prirodnih proizvoda kada
se uzimaju istodobno s antineoplasti¢nim lijekovima prioritet je, s obzirom na to da
razliCite terapije, koje se rabe protiv karcinoma, izazivaju znacajne Stetne ucinke.
Imajuci na umu da pacijenti s karcinomom ¢esto rabe med kao potpornu fitoterapiju za
ublaZzavanje simptoma povezanih s kemoterapijom, bilo je neophodno istraziti nude li
med obic¢ne planike, njegov ekstrakt i HGA, bilo kakvu zastitu protiv oStecenja
izazvanog s irinotekanom u ,zdravim" ljudskim stanicama, kao sto su limfociti.

Prije ovog istrazivanja, u samo jednom je radu (El-Dahtory i Yahia, 2011) koriSten
model ljudskih limfocita za prou¢avanje potencijalnih zastitnih u€inaka meda na razini
kromosoma u uvjetima in vitro. Spomenuti autori su dokazali da dodatak meda
znaCajno smanjuje razinu kromosomskih oste¢enja induciranih mitomicinom C u
limfocitima bolesnika s Fanconijevom anemijom. Medutim, nisu to¢no naveli koja je
vrsta meda koriStena i nisu dali informacije u vezi s njegovim fitokemijskim profilom,
Sto predstavlja glavne slabosti te studije. Upravo obrnuto, u ovom je radu koristen
uzorak meda obi¢ne planike koji je fitokemijski dobro okarakteriziran i primijenjen
zajedno s antineoplasti¢nim lijekom irinotekanom koji je danas vodeci lijek u mnogim
protokolima kemoterapije za metastatski karcinom debelog crijeva, Cija je u€estalost u
svijetu u stalnom porastu (Argevani i sur., 2020; Kciuk i sur., 2020; Kawai i sur., 2021).
Nadalje, u nasim su laboratorijima ranije provedena istrazivanja djelovanja tog lijeka
(Kopjar i sur., 2007), koja su potvrdila njegove genotoksi¢ne ucinke na stani¢noj razini,
Sto je bila dobra polaziSna toCka za istraZivanje do sada nepoznatih zastitnih ucinaka
meda obi¢ne planike, njegova ekstrakta i HGA u kombinaciji s iriontekanom. Irinotekan
djeluje specificno na razini DNA izravnim utjecajem na enzim DNA topoizomerazu |,
promiCuci oksidacijski stres (Mathijssen i sur., 2001; de Jong i sur., 2006; Fuchs i sur.,
2006; Fujita i sur., 2015). Rezultati ranijeg istraZivanja (Kopjar i sur., 2007) upuéuju da
irinotekan uzrokuje visoku razinu kromosomske nestabilnosti u ljudskim limfocitima

primijenjen u koncentracijama koje odgovaraju dvjema naj¢eSCe primijenjenim
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terapijskim dozama lijeka. U ovom smo istrazivanju rabili koncentraciju koja je
odgovarala terapijskoj dozi lijeka (350 mg m?) primijenjenog kao monoterapija prve
linije u lijeCenju karcinoma debelog crijeva (Takano i Sugiyama, 2017).

Limfociti periferne krvi izabrani su kao prikladan model za istrazivanje jer su to
primarne stanice na kojima se temelje razli€iti citogenetiCki testovi, priznati od
medunarodnih regulatornih agencija i tijela (primjerice Medunarodne agencije za
atomsku energiju — IAEA, Medunarodnog programa za kemijsku sigurnost — IPCS,
Organizacije za ekonomsku suradnju i razvoj — OECD).

Prednost limfocita kao modela za istraZivanje je Sto se ove primarne stanice
odlikuju stabilnim genomom, kontroliranom proliferacijom i diobom, za razliku od
najceS¢e koriStenih stanicnih linija, posebno onih tumorskog podrijetla. Buduci da
nema sli¢nih studija na istom stanicnom modelu koje su istraZivale utjecaj meda obi¢ne
planike, njegova ekstrakta i HGA, ova preliminarna studija bila je usmjerena na
uporabu dviju naj¢es¢ih citogeneti¢kih metoda koje otkrivaju Sirok spektar ishoda na
razini genoma/stanice u limfocitima. Prvi je test analize kromosomskih aberacija, koji
se ubraja u najvaznije metode biodozimetrije i nezamjenjiv je za procjenu ucinaka
razli€itih kemijskih i fizikalnih agensa na ljudski genom. Druga metoda je citohalazinom
B-blokiran mikronukleus-test (CBMN-test) u tzv. ,cytome* inacici, koji omogucuje
istovremeno otkrivanje oS$teéenja kromosoma i diobenog vretena, procjenu
citotoksi¢nih ucinaka kroz utvrdivanje broja stanica u apoptozi i nekrozi, a takoder daje
i podatke o stani€¢noj proliferaciji i mogucim zastojima diobe (Fenech, 2007).

Rezultati bioloSkog pokusa provedenog kombinacijom dviju spomenutih metoda
u uvjetima in vitro potvrdili su polaziSnu hipotezu i pruzaju prve dokaze o visokoj
biokompatibilnosti meda, ekstrakta i HGA s limfocitima iz ljudske periferne krvi i
njihovom zastitnom ucinku na razinu citogeneticih oStecenja izazvanih irinotekanom.

Treba istaknuti kako su med obi¢ne planike i HGA vrlo malo utjecali na pojavnost
kromosomskih osteéenja u limficitima. Medutim, uzorci ekstrakta meda obi¢ne planike
kod sve tri testirane koncentracije povisili su ucestalost kromatidnih lomova i
acentri¢nih kromosoma u odnosu na kontrolne limfocite. Taj se rezultat mozZe dovesti
u vezu s kemijskim sastavom istrazenih uzoraka. To su nove informacije koje prije nisu
bile poznate. Dobiveni rezultati podupiru predloZzene hipoteze i govore u prilog
nastavka istraZivanja s ovom vrstom meda, usmjerenih na daljnje pojasnjenje

mehanizama njegovih geno-/citoprotektivnih u€inaka.
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Kao $to je utvrdeno u mnogim prethodnim istrazivanjima s drugim prirodnim
spojevima ili njihovim smjesama, njihovi su blagotvorni ucinci u velikoj mjeri povezani
s antioksidacijskim potencijalom. Postojeca izvjeS¢a upucuju da velike koli€ine fenolnih
spojeva, posebno HGA, doprinose superiornim antioksidacijskim svojstvima meda
obi¢ne planike u usporedbi s drugim vrstama meda (Cabras i sur. 1999; Tuberoso i
sur. 2010; Rosa i sur., 2011; Ulloa i sur., 2015; Tariba Lovakovi¢ i sur., 2018). Uzorak
meda testiran u ovom istraZivanju ima slozeni fitokemijski profil. Kao $to je navedeno
u rezultatima, karakterizira ga visoki udio HGA (306,8 mg kg™). Od fenolnih spojeva u
ovome medu nalaze se, izmedu ostalih, jo$ i: akacetin, kvercetin, pinocembrin,
apigenin, krizin te kiseline: p-hidroksibenzojeva, p-hidroksifeniloctena, p-kumarinska,
galna, ferulinska, kafeinska i protokatehuinska. Ovakva sloZzena matrica snaZznih
bioaktivnin spojeva vjerojatno je odgovorna za ukupnu nisku citotoksi¢nost i
genotoksi¢nost, utvrdene primjenom analiza kromosomskih aberacija i CBMN-testom
nakon tretmana limfocita s testiranim tvarima. Analizom kromosomskih aberacija
dokazano je da testirane tvari u ispitivanim koncentracijama nisu bile znacajno
klastogene. Primjerice, HGA nije znacajno oStetila kromosome limfocita. Mala i
beznaCajna povecanja ucestalosti kromatidnih lomova i acentricnih fragmenata u
limfocitima tretiranim s HGA u odnosu na negativnu kontrolu vjerojatno su bila
povezana s oksidacijskim oStecenjem. To potkrepljuju prethodna zapazZanja Hiraku i
suradnika (1998) koji su uocili oksidacijska osteéenja izazvana s HGA na fragmentima
ljudske DNA, ali pri mnogo viSim koncentracijama od koncentracija testiranih u ovom
istrazivanju. Martin i Batkoff (1987) takoder su izvijestili da HGA moze djelovati
prooksidacijski i stvoriti Oz, vodikov peroksid i hidroksi-radikal.

Utvrdeno je da ekstrakt meda obi¢ne planike uzrokuje vise oSte¢enja genoma od
meda obicne planike, $to upuéuje na mogucnost da su neki fenolni spojevi koji se
nalaze u ekstraktu, a u odsutnosti reducirajucih Seéera, genotoksi¢ni — uzrokujuci
izravno ostecéenje, ili da je kod ekstrakta ukupan sastav fenolnih spojeva potencirao
oksidacijski stres, neizravno dovodecli do nestabilnosti genoma 3to je rezultiralo
vidljivim promjenama strukture kromosoma, pojavom mikronukleusa (MN), jezgrinih
pupova (NP) i nukleoplazmatskih mostova (NPB).

Uc€inci meda obi¢ne planike na procese oksidacijskog stresa do sada su slabo
istraZeni. Na primjer, Afrin i suradnici (2017) izvijestili su da je sardinijski med obi¢ne
planike uzrokovao poveéano unutarstanicno stvaranje ROS-a u stanicama

adenokarcinoma debelog crijeva (HCT-116) i metastatskim stanicama debelog crijeva
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(LoVo), sto je pridonijelo njegovom efektu citotoksi¢nosti. Dostupna literatura upucuje
na potencijalnu ulogu fenolnih spojeva meda u oksidacijskom stresu, zbog njihove
,dvojne prirode“. Mnogi fenolni spojevi kojima obiluje med obi¢ne planike s vrgorackog
podru¢ja mogu imati anti- i prooksidacijski ucinak (Martin-Cordero i sur., 2012,
Carocho i Ferreira 2013; Khan i sur., 2020). Kao §to je poznato, ,ponasanje“ fenolnih
spojeva kao prooksidansa u velikoj mjeri ovisi o okoliSu u kojem su prisutni.
Prooksidacijski u€inak ovisan je i o prisutnosti kisika i nekih redoks-aktivnih metalnih
iona, poput Zeljeza i bakra, Sto moZe dovesti do lomova u molekuli DNA uslijed
oksidacijskih ostecenja (Yen i sur., 2003; Azmi i sur., 2006; Carocho i Ferreira, 2013).

Svi gore navedeni dokazi potvrduju da je izlozenost testiranim uzorcima u
konacnici mogla rezultirati odredenom razinom nestabilnosti genoma. Rezultati u ovom
doktorskom radu su potvrdili ovu pretpostavku. Niska razina kromosomskih ostecenja
nakon tretmana s medom obi¢ne planike, njegovim ekstraktom i HGA, ocito je
povezana s izravnim i neizravnim ucincima fenolnih spojeva na genom limfocita.
Takoder je utvrden visok stupanj podudarnosti izmedu dviju citogenetickih metoda. S
obzirom da su istraZzivani uzorci bili smjese razli€itih spojeva, ukupni ucinci koji su
potvrdeni zasigurno su rezultat njihovih medudjelovanja. Nadalje, takoder postoji
mogucénost da se prooksidacijski ucinci i genotoksic¢nost jednog spoja mogu modulirati
zastitnim svojstvima drugog.

Prije rasprave o znaCaju dobivenih rezultata, vazno je podsjetiti na glavnu razliku
izmedu metoda koje su koriStene: dok je pojavnost strukturnih aberacija kromosoma
utvrdena u metafazi prve generacije stanica nakon izlaganja testiranim spojevima
(Albertini i sur., 2000), mikronukleusi, jezgrini pupovi i nukleoplazmatski mostovi
utvrduju se u binuklearnim stanicama, tj. u drugoj in vitro diobi nakon stimulacije
fitohemaglutininom (Fenech, 2000). Poznato je da veée razine strukturnih
kromosomskih aberacija Cesto dovode do povecanih oStecenja mjerenin CBMN-
testom, i obrnuto (Mateuca i sur., 2006). Isto je primijeCeno u ovom istrazivanju.

Opcenito, rezultati CBMN-testa potvrdili su visoku biokompatibilnost meda obi¢ne
planike, njegova ekstrakta i HGA s limfocitima. Treba istaknuti da je i u ovome testu
ekstrakt meda obiCne planike pokazao malo vecCu sposobnost za izazivanje
mikronukleusa u odnosu na med obi¢ne planike i HGA, premda bez statistiCke
znacajnosti. Kako mikronukleusi nastaju od oStecenih kromosoma ili njihovih dijelova
koji se nisu pravilno rasporedili u stanice kceri, a analizom kromosomskih aberacija

utvrdeno je da ekstrakt meda izaziva znac¢ajan porast broja acentri¢nih fragmenata u
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odnosu na kontrolu, dio oStecenog genetickog materijala nedvojbeno zavrSava u
mikronukleusima. Pretpostavlja se da upravo ti osSteceni fragmenti kromosoma daju
glavni doprinos nastanku mikronukleusa. Ukupni rezultati ovog istrazivanja potvrduju
niske citogeneticke rizike u smislu pojavnosti mikronukleusa u limfocitima ljudske
periferne krvi povezane s kratkotrajnom in vitro izloZenoS¢éu ispitivanim
koncentracijama meda obi¢ne planike, njegova ekstrakta i HGA.

Ovdje se takoder mora spomenuti joS jedna vazna Cinjenica, koja je mogla
pridonijeti razliCitim bioloSkim odgovorima uo€enim nakon tretmana medom i njegovim
ekstraktom. Ono $to temeljno razlikuje testirani med od njegova ekstrakta jest udio
Secera. Med istrazivan u ovom radu sadrzavao je 34,2 g fruktoze i 32,5 g glukoze na
100 g meda. Kako se radi o reduciraju¢im Secerima, oni doniranjem elektrona drugim
molekulama pruzaju reducirajucu snagu potrebnu za smanjenje oksidacijskog stresa.
Ekstrakt meda sadrzi samo fenolne spojeve, a nedostaju mu jednostavni Seceri. Vrlo
je moguce da je odsutnost Secera u ispitivanom ekstraktu pridonijela njegovom vecem
prooksidacijskom djelovanju u odnosu na med obi¢ne planike. Buduci da i glukoza i
fruktoza lako ulaze u stanice, vjerojatno je da su limfociti tretirani medom pohranili
dodatnu koli€inu reducirajuceg Secera u usporedbi sa stanicama tretiranim drugim
spojevima pa bi nizi geno-/citotoksi¢ni ucinci, uo€eni u stanicama tretiranim medom,
mogli biti povezani s potencijalom tih reducirajucih SeCera da neutraliziraju reaktivne
spojeve nastale tijekom in vitro rasta stanica, $to je pridonijelo nizoj razini oSteCenja
DNA i kromosoma.

Na temelju rezultata o u€estalosti kromosomskih aberacija u uzorcima gdje su
med, njegov ekstrakt i HGA, kombinirani s irinotekanom, ocito je da su sve testirane
tvari zastitile limfocite od Stetnih uclinaka irinotekana. Primjenom testa analize
kromosomskih aberacija dokazano je da svi istrazivani uzorci smanjuju pojavnost
limfocita sa strukturnim osteéenjima kromosoma, pri ¢emu je najbolju zastitnu ulogu
pokazao med obi¢ne planike. Taj se rezultat moze dovesti u vezu s njegovim slozenim
fitokemijskim sastavom te su uo€ena geno-/citoprotektivha svojstva vjerojatno rezultat
medudjelovanja izmedu razli€itih spojeva koje taj med sadrzi. Da je ta pretpostavka
to¢na, upucuju i rezultati dobiveni pri usporednom testiranju uzorka umjetnog meda,
koji ima vrlo pojednostavljeni sastav (sadzi samo Secere) i nedostaju mu mnogi
potencijalno korisni spojevi koje prirodni med sadrzi. Premda sam umjetni med u
koncentraciji koja odgovara dnevnom unosu meda nije pokazao visoki potencijal za

oStecenja genoma limfocita, kada je bio testiran u kombinaciji s citostatikom
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irinotekanom on nije pokazao nikakav zastitni u¢inak. Naprotiv, mikroskopska analiza
tog uzorka pokazala je porast broja kromatidnih lomova, acentriCnih fragmenata i
kromosomskih lomova u odnosu na uzorak tretiran samo irinotekanom.

Pomoc¢u CBMN-testa dokazalo se da se niza incidencija aberantnih limfocita
odrazila na smanjenje broja MN u tretiranim kulturama. Rezultati CBMN-testa potvrdili
su da med obicne planike u kombinaciji s irinotekanom, pri svim testiranim
koncentracijama pokazuje malo bolja zastitha svojstva od kombinacija ekstrakta meda
i HGA s tim citostatikom, uzmu li se u obzir razliCite vrste oSte¢enja (mikronukleusi,
jezgrini pupovi i nukleoplazmatski mostovi) koje ovaj test otkriva.

Osim mikronukleusa, tijekom mikroskopskih analiza na istim je preparatima
odredena i pojavnost NB-a i NPB-a. Kao $to je poznato, pupanje jezgre posljedica je
procesa popravka DNA koji rezultiraju stvaranjem prekomjerno umnozene DNA koja
se nakuplja u perifernom dijelu jezgre stvarajuci pupove. NB-i takoder potjecu od
intersticijskih ili terminalnih centriCnih fragmenata istisnutih iz jezgre (Thomas i sur.,
2003; Fenech, 2006; Lindberg i sur., 2007). U ovom istrazivanju primijec¢en je zna€ajan
porast uCestalosti NB nakon tretmana s irinotekanom, Sto je u skladu s rezultatima
ranijeg istrazivanja (Kopjar i sur. 2007). Testirane tvari, same po sebi, pokazale su
niski potencijal za izazivanje NB-a, a u kombiniranim tretmanima su utjecale na pad
njihovog broja. Nadalje, testirane tvari, same po sebi, nisu izazivale nastanak NPB-a.
Spomenuta vrsta oStecenja pretezno potjeCe od pogreSnog popravka DNA i upucuje
na postojanje kromosomskih preslagivanja (re-aranzmana) (Thomas i sur., 2003;
Fenech, 2006; Fenech i sur.,, 2011). NPB je utvrden samo na preparatima
pripremljenim iz kultura limfocita tretiranih s irinotekanom i u pozitivnoj kontroli
(bleomicin). U tim su uzorcima pronadene i slozene strukturne kromosomske
aberacije, Sto je potvrdilo gore spomenuti mehanizam u podlozi nastanka NPB-a.

Na temelju eksperimentalnih podataka izraCunat je indeks mutagenosti (Mutl),
koji su, kao znaCajan pokazatelj stupnja mutagenosti, prethodno opisali Scarpato i
suradnici (1998). lzraCunat je na osnovi ucCestalosti MN-a utvrdenih u kulturama
limfocita nakon kombiniranog tretmana s irinotekanom i onih utvrdenih nakon tretmana
samo s irinotekanom. Dobivene vrijednosti Mutl ukazuju da testirane tvari smanjuju
genotoksicni ucCinak rinotekana. Primjerice, HGA, primijenjena u kombiniranom
tretmanu, smanjila je genotoksi¢ni ucinak irinotekana u slijedu 5x HGA > 1x HGA >
10x HGA. Cinjenica da je 5% HGA pruzila veéu zastitu od 10x HGA, a da je vrijednost
Mutl izraCunata za 10x HGA bila niza od vrijednosti izraunatih i za 5x HGA i 1x HGA,

129



Rasprava

ukazuje na moguénost da je pri najviSoj koncentraciji HGA pokazala svoju dvojnu
prirodu te je zbog prooksidacijskih u€inaka ukupni zastitni u€inak bio donekle smanjen
Sto bi trebalo bolje istraziti, a buduci pokusi nesumnjivo bi trebali dokazati narusava li
koncentracija 10x HGA prooksidacijsko-antioksidacijsku ravnotezu.

Uzimajuéi u obzir zapazanja Kanga i suradnika (2005), koji su dokumentirali
antioksidacijske u€inke HGA u stani¢noj liniji WI 38, i one Rose i suradnika (2011) koji
su takoder pronasli znaCajan antioksidacijski potencijal HGA na stanicama Caco-2,
vjerojatna je pretpostavka da HGA pri kombiniranom tretmanu s irinotekanom jaca
ukupne unutarstani¢ne zastitne kapacitete u limfocitima. Ako je tako, djelujuci i sama
kao antioksidans i potencirajuci unutarstani¢ne obrambene sustave, HGA je smanjila
oStecCenje genoma izazvano s irinotekanom i smanijila potrebe za opseznim popravkom
DNA koji bi mogao rezultirati stvaranjem aberantnih kromosoma, jezgrinih pupova ili
mikronukleusa. Snazne antioksidacijske aktivnosti fenolnih kiselina u uvjetima in vitro
u mnogim su radovima dobro dokumentirane, a medu njima je i noviji rad Kiokiasa i
suradnika (2020). Slicno objasSnjenje odnosi se i na zastitho djelovanje meda i
ekstrakta, koji su, kako je vec ranije istaknuto sloZzene matrice bogate razli€itim
fenolnim spojevima sposobnim pojacati ili potaknuti na aktivhost ukupne
unutarstani¢ne zastitne kapacitete u limfocitima.

Dobiveni rezultati takoder su pokazali da dio limfocita s nepopravljivim
oStecenjima genoma ugiba nakon zavrSetka tretmana. Uzimajuéi u obzir uo€ene vrste
citogenetiCkih ostecenja, dio tretiranih stanica koje su sadrzavale nepopravljive lezije
oCito je uSao u proces kontrolirane staniCne smrti. Podaci o opcoj citotoksi¢nosti,
utvrdeni na temelju morfolodkih znacajki apoptoti¢nih i nekroti¢nih limfocita, utvrdenih
na preparatima pripremljenim za CBMN-test, upucuju da su svi testirani uzorci izazvali
blagi porast broja stanica u apoptozi i nekrozi u odnosu na kontrolu, ali bez znacajnijih
medusobnih razlika. Taj rezultat bio je oCekivan, s obzirom da unoSenje bilo koje
testirane tvari u stani¢nu kulturu u odredenoj mjeri remeti uvjete potrebne za rast
limfocita i dio stanica spontano ugiba. Medutim, u cjelini uzevsi, testirani spojevi imaju
vrlo niski citotoksicni potencijal.

Kako citotoksic¢ni i apoptoticki potencijal meda obi¢ne planike, njegova ekstrakta
I HGA u uvjetima in vitro joS nije prou€avan na istom stanichom modelu, ne postoje
slicni podaci za raspravu o dobivenim rezultatima. S obzirom da CBMN-test
omogucéuje samo morfolosko odredivanje apoptotic¢nih limfocita, ne mozemo predloziti

mehanizme u pozadini apoptoze inducirane s testiranim tvarima, a to se u sljedec¢im
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istraZivanjima mora objasniti primjenom drugih, specifi¢nijih metodama za otkrivanje i
karakterizaciju apoptoze.

Osim citogenetickih i citotoksicnih u€inaka uoCenih nakon tretmana, potrebno je
spomenuti i u€inke tretmana na proliferaciju stanica. Vazan doprinos ovog istrazivanja
su novi i do sada nepoznati podaci o utjecaju testiranih uzoraka meda obicne planike,
ekstrakta meda i HGA na proliferaciju limfocita. Utvrdeno je da je ekstrakt meda, sam
po sebi, pokazao najjaci citostatski uCinak, uzrokujuci zastoj u prvoj in vitro diobi u
odnosu na negativnu kontrolu, Sto se odrazilo manjim brojem stanica u sljedec¢im
diobama, osobito trec€oj i Cetvrtoj. Takoder, ekstrakt meda u kombinaciji s irinotekanom
izazvao je najvece zastoje u diobi stanica u odnosu na ostale kombinacije, i najveci
pad vrijednosti indeksa diobe jezgara — NDI i proliferacijskog indeksa u limfocitima s
blokiranom citokinezom — CBPI. Takoder treba primijetiti je u uzorcima kombinacija
ekstrakta meda i irinotekana uo€ena i najvisa smrtnost stanica. Uvidom u dostupnu
literaturu, jedno od mogucih objasnjenja razlike izmedu meda i ekstrakta za uoCene
uCinke na razini proliferacije limfocita moglo bi se povezati s ranije spomenutom
razlikom u udjelu Secera. Kao Sto je detaljno opisano u opisu eksperimentalnog
dizajna, tretirani limfociti uvedeni su u stani¢ne kulture, prema protokolima za analizu
kromosomskih aberacija i analizu CBMN-testa. Za njihov je uzgoj koristen medij RPMI-
1640 u kojem glukoza (sadrzana u koncentraciji 2 g L) predstavlja glavni izvor
energije za rastuée stanice. Pretpostavlja se da bi se dodatne koliine fruktoze i
glukoze, koje su uSle u stanice tretirane medom, mogle rabiti kao dodatni izvori
energije potrebni za odrzavanje rasta i proliferacije stanica u uvjetima in vitro. To je
moguci razlog zasto limfociti tretirani medom nisu pokazivali kasnjenja u stanicnom
ciklusu, za razliku od onih tretiranih ekstraktom meda. Drugi uzrok razlike u proliferaciji
stanica su ucinci fenolnih spojeva na staniéni ciklus. Postojeca literatura dokumentira
antiproliferacijska svojstva razli¢itih vrsta meda (Jaganathan i Mandal, 2009;
Jaganathan i sur., 2015; Afrin i sur., 2017; Imtara i sur., 2019; Mumtaz i sur., 2020) te
antiproliferacijske i citostaticke ucinke nastale nakon izlaganja istim ili srodnim
fenolnim spojevima, kao $to su oni prisutni u ovom radu. Gotovo svi gore navedeni
radovi koji izvjeStavaju o citotoksi¢nim ili apoptotiCkim ucincima specifi¢nih fenolnih
spojeva upucuju i na njihova antiproliferacijska svojstva (Serrano i sur., 1998; Choi i
sur., 2001; Hsu i sur., 2004a, i b; Janicke i sur., 2011; Spilioti i sur., 2014,
Samarghandian i sur., 2016; Wang i sur., 2016; Hashemzaei i sur., 2017; Kabala-Dzik
i sur., 2017; Kandhari i sur., 2019).
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Rezultati, vezani uz proliferaciju limfocita, vrijedni su daljnjih istrazivanja, u kojima
bi trebalo provjeriti pokazuje li ekstrakt meda obicne planike sli€ne uc€inke i s nekim
drugim citostaticima, kako na istom modelu, tako i na drugim vrstama stanica jer bi to
opravdalo razvoj pomocnih ljekovitin sredstava sli€nog fitokemijskoga sastava za

mogucu primjenu kod bolesnika s tumorima.

Ograni¢enja primijenjenog eksperimentalnog modela

Istrazivanja provedena u ovom doktorskom radu imaju odredena ogranicenja.
Koristenjem in vitro modela, procijenjeni su uc€inci meda obi¢ne planike i njegova
ekstrakta na jednoj vrsti primarnih stanica, a te su stanice bile izravno izlozene
testiranim tvarima. Ova je vrsta izloZzenosti najslicnija slu€ajevima kada se med ili
njegovi proizvodi rabe u lokalnom lije€enju, na primjer za zacjeljivanje rana. Medutim,
u stvarnom Zivotu med se ¢eSc¢e uzima oralnim putem. U tom slu€aju, prije nego sto
se ostvari bilo kakvo farmakolosko djelovanje, med se probavlja, Sto rezultira razlikama
u apsorpciji koje dovode do razliCite bioraspolozZivosti sastojaka meda za razliCite
tipove stanica. Stoga, rezultati dobiveni na ovom stani€énom modelu, iako vrijedni i
informativni, valjani su samo u okviru predlozenog modela i ne mogu se izravno
ekstrapolirati na stvarne scenarije. U ovoj pocetnoj fazi istrazivanja, glavni cilj ovog
rada bio je priopciti nove dokaze, ali ne i pruZiti kliniCki korisne informacije. Limfociti su
izabrani ponajprije zbog svog stabilnog genoma, $to im svakako daje prednost pred
staniénim modelima temeljenim na razli€itim linijama stanica tumorskog podrijetla koje
mogu imati ,urodena“ kromosomska oste¢enja i narusenu kontrolu diobe i proliferacije
u uvjetima in vitro. S obzirom da limfociti nemaju vlastiti sustav enzima za metabolicku
aktivaciju, kako bi se provjerilo utjeCu li metabolicke pretvorbe komponenti meda na
eventualne razlike u stupnju oSte¢enja genoma, buduca se istrazivanja trebaju
nastaviti na drugim vrstama stanica, a tu bi kao sljedeci koristan model mogli posluziti
primarni hepatociti, koji imaju znacajnu ulogu u istrazivanju i razvoju novih lijekova i
pomoc¢nih ljekovitih sredstava (Yamaguchi i sur., 2019).

Nadalje, ovo istrazivanje je rezultiralo mnogim otvorenim pitanjima koja zasluzuju
daljnja istrazivanja, na primjer utjeCu li i na koji nacin razlike u putu izlaganja na zastitne
uCinke koje nudi med i koji bi se ishodi tretmana mogli oCekivati na drugim vrstama
stanica. Sljedece vazno pitanje je problem sa standardizacijom, s obzirom na to da se
med iz razli¢itih geografskih podrucja moze razlikovati u svom fitokemijskom sastavu,

a da se udio glavnih fenolnih komponeti takoder moze razlikovati tijekom godina.
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Buduci da bi svi ovi Cimbenici mogli modificirati bioloSki odgovor, ovo pitanje treba dalje
detaljnije prouciti.

Konacno, u ovom je radu utvrdena veza izmedu HGA i bolesti alkaptonurije kod
ljudi. Treba naglasiti da rizika, proizaslog iz koli€¢ine HGA unesene preporuc¢enom
konzumacijom meda obi¢ne planike, ne bi trebalo biti. Koncentracije HGA, koje bi se
mogle uzeti svakodnevnom konzumacijom meda obi¢ne planike, preniske su da bi
predstavljale bilo kakvu prijetnju zdravim ljudima ili pogorSale simptome bolesti u
ispitanika s manjkom enzima homogentizat-1,2 dioksigenaze. Vazno je napomenuti da
su dvije nize koncentracije HGA testirane u ovoj studiji (1,27 pmol L'* 1x HGA i 6,36
umol Lt 5x HGA) bile mnogo niZe nego $to je bilo koja od spomenutih koncentracija
relevantna u istrazivanju patoloskih stanja u ljudi. Najvisa ispitivana koncentracija, 10x
HGA, odgovarala je 12,72 pmol L. Bila je nesto viSa od najnize serumske
koncentracije HGA zabiljezene u bolesnika s alkaptonurijom u istrazivanju Milan i
suradnika (2017). U tom su istrazivanju koncentracije HGA u serumu bile od 11,9 do
75,2 pumol L2, s prosjekom od 30,0 pmol L. Olsson i suradnici (2015) izmijerili su u
serumu 32 pacijenta s alkaptonurijom koncentraciju HGA u rasponu od 22,5 do 49,9
umol L. U tri pacijenta koja su sudjelovala u istrazivanju Hughesa i suradnika (2015)
pocetne koncentracije HGA u serumu bile su 75,2, 30,2 i 42,6 umol L. Kako su
izvijestili Bory i suradnici (1990) razine HGA u plazmi pet bolesnika s alkaptonurijom
bile su od 33 do 38 umol L. Kad se uzmu u obzir sve ove vrijednosti, ocito je da se
koncentracije HGA koje bi se mogle smatrati Stetnima za ljude rijetko mogu postiéi kod
zdravih ispitanika koji ¢e konzumirati hranu bogatu HGA ili nutraceutike koiji ju sadrze.
Drugim rijeCima, teSko je o€ekivati u stvarnom scenariju da bi prosje¢na osoba dnevno
konzumirala preko 600 g meda obicne planike bogatog s HGA koja bi se u potpunosti
apsorbirala iz probavnog trakta, $to je potrebno za postizanje potencijalno Stetne

razine spoja u slu¢aju potpunog nedostatak enzima koji metabolizira ovaj spoj.

Zakljuéci i polazista za buduca istrazivanja

Svi prikupljeni podaci potvrdili su nizak genotoksi¢ni potencijal meda obicne
planike prema limfocitima ljudske periferne krvi. HGA je vrlo vazna bioaktivna
komponenta meda obi¢ne planike koja je pokazala opcenito povoljne ucinke na
ispitivanom limfocithom modelu in vitro. Med je pokazao bolju biokompatibilnost od
njegova ekstrakta, pracenu nizom ucestaloS¢u kromosomskih aberacija,

mikronukleusa i drugih struktura u CBMN-testu. Med takoder nije nastetio proliferaciji
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limfocita u uvjetima in vitro i pokazao je dobro geno-/citoprotektivno djelovanje protiv
o$tecenja izazvanih irinotekanom u ovom tipu stanica. Ovi su nalazi relevantni za
donoSenje preliminarnog zaklju€ka o in vitro sigurnosti ispitivanog meda. Zanimljivo
otkri¢e, vrijedno daljnjeg prouCavanja, je pojaCavanje citostaze ekstraktom meda kad
se ekstrakt daje u kombinaciji s irinotekanom. Ovo se pitanje mora razjasniti i dodatno
istraZziti, prije donoSenja bilo kakvih odluka u vezi s potencijalnom uporabom ekstrakta
meda obic¢ne planike u razvoju ili proizvodnji nutraceutika, imajuc¢i na umu da su takvi
ucinci pozeljni na stanicne linije tumora, ali ne i na zdrave stanice poput limfocita.
Nesumnjivo je da su prije donoSenja bilo kakvih zakljuaka relevantnih za
procjenu rizika za ljude potrebna daljnja istrazivanja primjenom slozenijih
eksperimentalnih modela uporebom specificnijin metoda biokemijske i molekularne
biologije. Imaju¢i na umu da su ovo bila preliminarna istraZivanja koja planiramo
prosiriti, ograni€enja postavljena koriStenim eksperimentalnim dizajnom sigurno ¢e biti
nadvladana u buduéim istrazivanjima. Ona bi se trebala proSiriti i na in vivo modele
sustava za procjenu sigurnosti svih ovdje testiranih tvari nakon duljeg izlaganja i dati
podatke iz kojih ¢e se ekstrapolirati koncentracije koje se smiju sigurno rabiti za

prehranu ljudi ili u terapijske svrhe.

5.3. Istrazivanja bioloskih u¢inaka meda obi¢ne planike, njegova ekstrakta i

HGA na staniénim linijama

U okviru ovog istrazivanja, citotoksicni ucinci testiranih uzoraka meda obicne
planike, njegova ekstrakta i HGA procijenjeni su primjenom testa Neutral red na
kontinuiranim humanim stani¢nim linijama hepatocelularnog karcinoma jetre (HepG2),
adenokarcinoma epitela debelog crijeva (Caco-2) i karcinoma plocastih stanica jezika
(Cal27). Ovi su stani¢ni modeli izabrani s obzirom na to da bioloSka aktivnost fenolnih
spojeva prisutnih u medu ovisi 0 apsorpciji u crijevima i metabolizmu u jetri, a usna
Supljina je prvo mjesto medudjelovanja organizma i istrazivanih tvari.

S obzirom na to da se radi o stani¢nim linijjama razliitog podrijetla koje su u
odredenoj mjeri zadrzale svojstva tkiva iz kojih potje€u, pretpostavljeno je da ¢e se
njihovi odgovori na primijenjene tretmane razlikovati te da ¢e dobiveni rezultati ukazati
na razlike u osjetljivosti ovih stanica.

Opcenito, pri izboru stani¢nih modela vaznu ulogu ima njihova sposobnost za

metaboliziranje kemikalija. Kako stanice HepG2 imaju oCuvane aktivnosti brojnih
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enzima vaznih za metabolizam ksenobiotika, one su u vrlo Sirokoj primjeni za
istraZivanje potencijalno toksi¢nih u€inaka nepoznatih tvari, koje bi mogle imati
protutumorsko djelovanje (Batra i Sharma, 2013; Mersch-Sundermann i sur., 2004).
Izbor ove stani¢ne linije vrlo je vazan pri testiranjima sloZzenih matrica kao $to je med,
koje u svom sastavu imaju niz bioloski aktivnih spojeva Cija se djelotvornost moze
mijenjati uslijed metaboli¢ke transformacije. Stanice Caco-2, kao model enterocita,
neizbjezne su u istrazivanjima toksicnosti spojeva koji se u organizam unose hranom.
NajviSe se rabe u istrazivanjima lijekova te za otkrivanje supstrata, inhibitora i induktora
crijevnih transportera te posebno P-glikoproteina. Zadrzale su aktivnosti razli€itih
prijenosnika, enzima i nuklearnih receptora. U smislu metaboliCke kompetencije,
posjeduju aktivnosti viSe metaboli¢kih enzima, kao Sto su citokrom P450 1A (CYP1A),
sulfotransferaze, glutation s-transferaze i UDP-glukuronoziltransferaze (Sun i sur.,
2008; Chang i sur., 2021). Stani¢na linija Cal27 u odnosu na HepG2 i Caco-2 manje
je metaboli¢ki kompetentna, medutim, takoder posjeduje aktivnost nekih enzima CYP
(Yang i Raner, 2005).

Podaci o razlikama u citotoksic¢nosti zna€ajni su za procjenu sigurnosnog profila
slabo istrazenih vrsta meda, a osobito za razvijanje bilo kakvih proizvoda koji se
temelje na medu i njegovim komponentama. Stoga je, u okviru ovog istrazivanja,
poseban naglasak dan istrazivanju razliitih koncentracija meda obi¢ne planike,
njegova ekstrakta i HGA jer o njihovom djelovanju nema dovoljno relevantnih
podataka. Kako bi se procijenilo postoji li i koliki je razmjer vremenski-ovisnih razlika u
citotoksic¢nosti, izabrana su tri vremena inkubacije stanica u trajanju od 30 minuta,
jednog i dva sata.

Dobiveni rezultati upucuju na nisku citotoksi¢nost svih testiranih uzoraka, bez
obzira $to su najviSe testirane koncentracije odgovarale 5% dozi njihova dnevnog
unosa. Primjerice, najviSe utvrdeno smanjenje prezivljenja stanica u pokusu utvrdeno
je nakon tretmana Caco-2 stanica u trajanju od 30 minuta pri koncentraciji koja
odgovara 5% dozi dnevnog unosa.

Opcenito, iz dobivenih je rezultata vidljivo da ne postoje vremenski ili
koncentracijski ovisni utjecaiji testiranih tvari na preZivljenje stanica. Gotovo ni u jednoj
stani¢noj liniji nije uo€en jasan i dosljedan trend rasta ili pada citotoksic¢nosti ovisan o
vremenu ili koncentraciji. Takav rezultat ne iznenaduje, uzme li se u obzir slozZeni
fitokemijski profil testiranih tvari u kojima su mogudi i sinergisticki i antagonisti¢ki ucinci

njihovih komponenti na prezivljenje stanica.
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Fenomen citotoksi¢nih ucinaka razliCitih vrsta meda tek je u novije vrijeme
prepoznat i opisan u literaturi (Jaganathan i sur., 2015; Mumtaz i sur., 2020) ili potvrden
rezultatima nekih novijin studija. Nedavno su Imtara i suradnici (2019) izvijestili o
citotoksi€nim ucincima nekih vrsta meda, prikupljenih u Maroku i Palestini, na ljudske
stani¢ne linijje HCT-116 i MCF-7. Pronasli su korelaciju izmedu uocenih ucinaka i
specificnih fitokemijskih profila ispitivanih uzoraka meda. Sardinijski med obicne
planike i novozelandski manukin med pokazali su u dosadasnjim istrazivanjima
citotoksi¢na svojstva prema humanim stanicama (HCT-116) i metastatskim stanicama
adenokarcinoma epitela debelog crijeva (LoVo) te smanjenu toksi¢nost prema
netumorskim stanicama (Afrin i sur., 2017; Afrin i sur., 2019). Spomenuti autori u
istraZivanju iz 2017. godine utvrdili su da sardinijski med obicne planike pokazuje bolji
antikancerogeni potencijal u usporedbi s manukinim medom. Kineski zizulin med imao
je citotoksi¢ni u€inak na stani¢ne linije hepatocelularnog karcinoma jetre (HepG2)
(Cheng i sur., 2019), a Cileanski ulmov med na stani¢ne linije adenokarcinoma epitela
debelog crijeva (Caco-2) (Acevedo i sur., 2017).

Kao $to je prethodno spomenuto, botani¢ko podrijetlo meda obi¢ne planike
prvenstveno se dokazuje senzorskom analizom i odredivanjem masenog udjela HGA
zbog niske zastupljenosti peludi. Zanimljivo je da je citotoksi¢ni potencijal HGA gotovo
nepoznat i ovo je istraZivanje prvo u okviru kojega su dobiveni podaci o tome. Za
razliku od HGA, postojeca literatura dokumentira citotoksi¢nost mnogih fenola koji su
takoder prisutni u uzorcima meda obi¢ne planike i njegova ekstrakta. Ukratko, u ovome
medu kvantificirani su: akacetin, kvercetin, pinocembrin, apigenin, krizin te kiseline: p-
hidroksibenzojeva, p-hidroksifeniloctena, p-kumarinska, galna, ferulinska, kafeinska i
protokatehuinska. Ovakva slozena matrica snaznih bioaktivnih spojeva odgovorna je
za ukupnu izmjerenu citotoksi¢nost. Prijasnja su istraZivanja drugih autora dokazala
citotoksicni potencijal spomenutih spojeva. Primjerice, akacetin izaziva citotoksi¢ne
ucinke na stanicama HepG2 (Hsu i sur., 2004a), A549 (Hsu i sur., 2004b), AGS
stanicama humanog karcinoma Zeluca (Pan i sur., 2005), B-stanicama kroni¢ne
limfocitne leukemije (Salimi i sur., 2016) te ljudskim stani¢nim linijama karcinoma dojke
MCF-7 i MDA-MB-468 (Kandhari i sur., 2019). p-Kumarinska kiselina izazvala je
apoptozu u stanicama raka debelog crijeva HCT-15 (Jaganathan i sur., 2015). Galna
kiselina uzrokovala je citotoksi¢nost putem apoptoze i/ili nekroze u stanicama Hela
(You i sur., 2010), dok su njihovi derivati pokazali apoptoti¢ki potencijal u nekoliko

stani¢nih linija tumorskog podrijetla, kako su izvijestili Serrano i suradnici (1998). Wang
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i suradnici (2016) utvrdili su da ferulinska kiselina poti¢e stani¢nu smrt u linijama
osteosarkoma 143B i MG63. Chang i suradnici (2010) izvijestili su da je kafeinska
kiselina inducirala apoptozu u stanicama HelLa. Kabala-Dzik i suradnici (2017) takoder
su otkrili citotoksi€ne uCinke kafeinske kiseline u ljudskim stanicama karcinoma dojke
MDA-MB-231, iako njezin fenetil-ester u tom pogledu ima snaznije djelovanje. Yin i
suradnici (2009) pokazali su apoptotiCke u€inke protokatehuinske kiseline na nekoliko
stanicnih linija: ljudski rak dojke MCF7, rak pluca A549, stanice HepG2, HelLa i stanice
karcinoma prostate LNCaP. Visok udio protokatehinske i p-hidroksibenzojeve kiseline,
medu ostalim komponentama utvrdenim u uzorcima grékog meda, istiCe se kao vazan
doprinositelj njihovim protutumorskim uc€incima (Spilioti i sur., 2014). Choi i suradnici
(2001) izvijestili su o kvercetinom potaknutoj apoptozi u ljudskim stanicama raka dojke.
Hashemzaei i suradnici (2017) izvijestili su da je kvercetin zna¢ajno inducirao stani¢nu
smrt u linijama CT-26, LNCaP, MOLT-4 i Raji. Pinocembrin je inducirao apoptozu u
stani¢noj liniji raka debelog crijeva HCT 116 (Kumar i sur., 2007) te u stani¢nim linijjama
melanoma B16F10 i A375 (Zheng i sur., 2018). Prema izvjeS¢ima Budhraje i suradnika
(2012), apigeninom je potaknuta citotoksi¢nost u stanicama ljudske leukemije. Yang i
suradnici (2018) otkrili su da apigenin inducira apoptozu i autofagiju u stanicama
hepatocelularnog karcinoma. Woo i suradnici (2004) dokumentirali su citotoksi¢nost
krizina u stanicama leukemije U937, dok su Khoo i suradnici (2010) utvrdili citotoksi¢ne
u€inke krizina na razli€itim stani¢nim linijjama ljudskog karcinoma, a Samarghandian i
suradnici (2016) potvrdili citotoksi¢nost krizina na stanicama adenokarcinoma dojke
Covjeka uslijed apoptoze. 1z svih ovih istrazivanja moglo bi se zakljuciti da zbog svog
sloZzenog fenolnog sastava testirani med i njegov ekstrakt mogu pokrenuti stani¢nu
smrt putem gotovo svih poznatih mehanizama apoptoze i nekroze.

Na temelju saznanja iz literature i viastitih rezultata moze se zaklju€iti kako su
na dobivene vrijednosti preZivljenja stanica sigurno utjecale slozene interakcije
komponenti prisutnih u medu i/ili njegovu ekstraktu. Takoder, metabolicke razlike
izmedu koristenih staniCnih modela u mnogome su pridonijele razlikama u
citotoksiCnosti testiranih tvari. Rezultati, dobiveni u ovom radu, potvrdili su da su
stanice razliCito osjetljive na iste tretmane. Poznato je da je razliCita osjetljivost
urodeno svojstvo svake vrste stanica, a ona se moze dovesti u vezu i s opcenitom
stabilnosti ili nestabilnosti genoma u ovim stani¢nim linijama, kojima zbog tumorskog
podrijetla mogu biti naruseni i sustavi kontrole diobe i rasta te mehanizmi odgovorni za

poticanje stani¢ne smrti nakon tretmana.
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Treba napomenuti da su neki od testiranih uzoraka potaknuli rast tretiranih
stanica. Primjerice, u slu€aju stanica HepG2 znacajan je ucinak pokazao med pri
koncentraciji koja odgovara dnevnom unosu nakon najkraceg vremena izlaganja od
30 minuta. Slicno je djelovala HGA na stanicama CaCo-2 pri istoj koncentraciji nakon
2 sata izlaganja. Na stanicama Cal27 uocili smo najviSe toCaka u kojima je nakon
tretmana doS$lo do pojaCanog rasta stanica, ¢emu su pridonijele sve testirane tvari. Ovi
ucinci za testirani med i njegov ekstrakt mogu se dovesti u vezu s njihovim specificnim
I slozenim sastavom, u kojem su moguc¢a medudjelovanja izmedu spojeva (sinergizam,
aditivni ucinci u smislu pojaCavanja u€inaka pojedinacnog spoja koja utjeCu na proces
diobe stanica). Neke su stanice vjerojatno bolje rasle u uvjetima in vitro i zbog
prisutnosti Secera u testiranim uzorcima. Nadalje, u obzir valja uzeti i ¢injenicu da niske
koncentracije nekih spojeva u uvjetima in vitro mogu izazvati citotoksi¢ne ucinke, dok
u viSim koncentracijama isti taj spoj moze poticati proliferaciju stanica tumorskog
podrijetla putem procesa hormeze (Kustiawan i sur., 2014).

Osim do sada spomenutih ¢imbenika koji pridonose citotoksi¢nosti testiranih
spojeva ili njihovom stimulirajuéem ucinku na diobu, treba spomenuti i razlike u
prooksidacijskom potencijalu koje takoder u velikoj mjeri mogu utjecati na
prezivljavanje stanica. Na temelju podataka iz literature i ranijih istrazivanja poznato je
da brojni fenolni spojevi, kojima obiluje testirani uzorak meda, imaju ,dvojnu prirodu®.
To znali da ovisno o uvjetima okoliSa u kojem su prisutni mogu imati anti- i
prooksidacijski u€inak (Martin-Cordero i sur., 2012; Carocho i Ferreira, 2013; Khan i
sur., 2020). Prooksidacijski u€inak ovisan je o prisutnosti kisika i nekih redoks-aktivnih
metalnih iona, poput Zeljeza i bakra (Yen i sur., 2003; Azmi i sur., 2006; Carocho i
Ferreira, 2013). Smatra se da uslijed prooksidacijskog djelovanja mnogi fenolni spojevi
mogu potaknuti procese lipidne peroksidacije, osteéenja DNA te apoptozu, kako u
zdravim, tako i u tumorskim stanicama (Eghbaliferiz i Iranshahi, 2016).

Najzastupljeniji fenolni spoj u testiranom medu i njegovu ekstraktu bila je HGA.
Kang i suradnici (2005) utvrdili su da je HGA (u koncentraciji od 60 pmol L't) smanjila
stvaranje ROS-a unutar stanica stani¢ne linije humanih fibroblasta (WI 38) koje su
izloZene oksidacijskom stresu induciranim s vodikovim peroksidom. HGA je pokazala
zastitni uCinak kada su stanice njome tretirane jedan sat prije izlaganja vodikovom
peroksidu. HGA je pojaCala aktivnhost katalaze i proteina ERK (eng. Extracellular
signal-regulated kinases, ERKSs) koji igraju vaznu ulogu u ucinkovitom povecanju

antioksidacijskih obrambenih mehanizama u stanicama. Medutim, ima i suprotnih
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zapazanja. Martin i Batkoff (1987) izvijestili su da je HGA sposobna za prooksidacijsko
djelovanje, a u radu Hiraku i suradnika (1998) uoCena su oksidacijska oStecenja
izazvana s HGA na fragmentima ljudske DNA, ali pri mnogo viSim koncentracijama od
onih istraZivanih u ovom radu. Prooksidacijski u€inak na DNA u uvjetima in vitro ranije
su zabiljezeni za neke prirodne fenolne kiseline srodne HGA (Lodovici i sur., 2001;
Bhat i sur., 2007).

Kao Sto je spomenuto, Afrin i suradnici (2017) izvijestili su da je sardinijski med
obi¢ne planike uzrokovao povec¢ano unutarstani¢no stvaranje ROS-a u stanicama
adenokarcinoma debelog crijeva (HCT-116) i metastatskim stanicama debelog crijeva
(LoVo) nakon tretmana od 24, 48 i 72 sata te u koncentracijskom rasponu 3 — 20 mg
mL-! za stanice HCT-116 i 5 — 60 mg mL! za stanice LoVo. U razmatranju cjelokupnog
uCinka meda treba uzeti u obzir spojeve koji su u njegovom sastavu najzastupljeniji i
njihove pojedinacne uc€inke kao i vrijeme izlaganja stanica te koncentracije testiranih
spojeva. Za neke od ranije spomenutih fenolnih komponenti istrazivanog meda ve¢ su
ranije dokumentirani prooksidacijski ucinci. Primjerice, Pan i suradnici (2005) su na
stani¢noj liniji AGS ljudskog karcinoma Zeluca otkrili da je akacetin, koji je prisutan u
visokoj koncentraciji u istrazivanim uzorcima u ovom radu, stimulirao proizvodnju
ROS-a. Takoder, postoje dokazi o slicnim ucCincima drugih sastojaka. Lodovici i
suradnici (2001) otkrili su da je 3-hidroksibenzojeva kiselina sposobna pojacati
oksidacijsko oStecenje DNA u uvjetima in vitro. O prooksidacijskim svojstvima galne
kiseline prethodno su izvijestili Yen i suradnici (2003) i Sohi i suradnici (2003). Bhat i
suradnici (2007) primijetili su da kafeinska kiselina prooksidacijskim djelovanjem
uzrokuje oste¢enja DNA u limfocitima ljudske periferne krvi. Maistro i suradnici (2011)
izvijestili su o prooksidacijskom djelovanju kafeinske i ferulinske kiseline u stanicama
tkiva hepatoma Stakora, dok su Chedea i suradnici (2012) opisali prooksidacijske
ucinke kvercetina i kafeinske kiseline. O kvercetinu i njegovom prooksidacijskom
djelovanju dokaze daju i istrazivanja drugih autora (Metodiewa i sur., 1999; Lee i sur.,
2003; Yang i sur., 2012). Truong i suradnici (2020) utvrdili su da antioksidacijsko
djelovanje ferulinske kiseline uglavnom prevladava nad prooksidacijskim, iako potonje
postaje znacajno u nekim specificnim uvjetima. Miyoshi i suradnici (2007) dokazali su
prooksidacijski potencijal apigenina na ljudskim stanicama leukemije HL-60, dok sli¢ne
u€inke nisu nasli za krizin. Ovdje su spomenute samo najvaznije fenolne komponente
meda obi¢ne planike i njegova ekstrakta. Medutim, iz detaljne analize njihova

fotokemijskog profila jasno je da se radi o vrlo sloZzenoj matrici bioaktivnih spojeva koji
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svojim uzajamnim djelovanjima mogu pojacati ili oslabiti pojedinacna anti- ili
prooksidacijska svojstva pojedinacnih spojeva, sto se vidi i iz rezultata dobvenih u
ovom doktorskom radu.

U cjelini uzevsi, podaci dobiveni na stani¢nim linijama potvrduju specificnost
primijenjenog modela testiranja za procjenu citotoksi¢nih u€inaka svih testiranih tvari.
Najvaznije zapazanje koje proizlazi iz provedenih pokusa je da pri koncentracijama
koje su koriStene u ovom pokusu sve testirane tvari imaju nisku citotoksi¢nost i visoku
biokompatibilnost, Sto je dobra polaziSna osnova za nastavak istrazivanja njihovih

bioloskih u€inaka na drugim modelima.

5.4. Antioksidacijski uc¢inak meda obi¢ne planike, njegova ekstrakta i
homogetizinske kiseline (HGA) na DNA plazmid phiX174 RF1

U okviru ovog istrazivanja, uporabom DNA plazmida phiX174 RF1 istrazena je
sposobnost testiranih tvari da inhibiraju inducirane hidroksilne radikale, iz ¢ega se
moze procijeniti njihov antioksidacijski potencijal. Ova je jednostavna in vitro metoda
do sada nasla primjenu u razli€itim istrazivanjima (Li i sur., 1994; Gilmour i sur. 1996;
Thibodeau i Paquette, 1999; Alsulami i sur., 2019). Pomocéu navedene metode, razine
i aktivnost slobodnih radikala mjere se na temelju stupnja zavijenosti DNA plazmida
phiX174 RF1 koji je superzavijen, a djelovanjem slobodnih radikala i UV zracenja on
se cijepa u otvorene kruzne i linearne oblike. Nakon inkubacije plazmidne DNA s
istraZivanim uzorcima provodi se elektroforeza kojom se — uslijed razdvajanja na
agaroznom gelu — detektira superzavijena DNA, odnosno otvorena kruzna DNA. Omjer
intenziteta superzavijene odnosno otvorene kruzne DNA pokazatelj je stupnja
oStec¢enja DNA izazvanog slobodnim radikalima, a ako se u reakcijsku smjesu stavi
potencijalni antioksidans odnosno smjesa spojeva s potencijalno antioksidacijskim
djelovanjem, promjenom omjera intenziteta superzavijene i kruzne molekule DNA
moguce je odrediti radi li se o antioksidacijskom djelovanju. Koliina superzavijene
DNA, prisutna nakon tretmana, u usporedbi s kontrolom, upucuje na razinu oSteéenja
plazmida slobodnim radikalima. Nastanak jednolan¢anog loma u molekuli DNA
plazmida dovodi do stvaranja otvorenog kruznog plazmida, dok nastanak linearnog
oblika plazmidne DNA upucuje na dvolancani lom, no taj je dogadaj relativno rijedak
ako se kao izvor slobodnih radikala rabi hidroksil-radikal. Tijekom elektroforeze,

superzavijena DNA migrira brZze od svog linearnog oblika, dok otvorena kruzna DNA
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migrira znatno sporije od superzavijenog ili linearnog oblika (Thibodeau i Paquette,
1999). U ovom radu nastali hidroksilni radikali nisu uzrokovali nastanak lineariziranog
plazmida.

Analizom rezultata dobivenih primjenom metode s DNA plazmidom phiX174 RF1,
testirani uzorci ekstrakta meda i HGA pokazali su najjaCe antioksidacijsko djelovanje
u trendu testirana koncentracija — odgovor. Nadalje, rezultati dobiveni za ekstrakt
meda, u usporedbi s HGA, upucuju na doprinos fenolnih spojeva prisutnih u ekstraktu
na njegov bolji antioksidacijski u€inak. Med obi¢ne planike pokazao je nesto slabiji
antioksidacijski uc€inak, a umjetni med nije utjecao na promjenu oksidacijskog
oStecenja izazvanog vodikovim peroksidom i zracenjem UV svjetlom. Rezultati u ovom
radu upucuju da smjesa bioloSki aktivnih tvari prisutnih u ekstraktu meda utjeCe na
ukupni antioksidacijski karakter ekstrakta meda. Dobiveni rezultati u skladu su s
rezultatima koji su dobiveni u istrazivanjima antioksidacijskog djelovanja meda,
ekstrakta meda i HGA na tumorskim stani¢nim linijama gdje je vidljivo da je najjae
antioksidacijsko djelovanje imao ekstrakt meda i HGA, upucujuci na zaklju€ak da bitnu
ulogu u ukupnom prooksidacijskom/antioksidacijskom djelovanju neke tvari ili smjese
tvari vrlo Cesto imaju i neke inertne tvari kao Sto su Seceri koji, u ovisnosti o
eksperimentalnim uvjetima, mogu znacajno utjecati na antioksidacijsko ili

prooksidacijsko djelovanje.
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Zakljucci

Na temelju provedenih istrazivanja u ovom doktorskom radu moze se zakljuciti
sljedece:

1.

SnazZan antioksidacijski kapacitet meda obi¢ne planike posljedica je visokog
masenog udjela ukupnih fenola i flavonoida te visokog udjela glavne bioaktivhe
sastavnice HGA.

Spregom tekucinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti i spektrometrije masa
visokog razlu€ivanja (UHPLC-LTQ Orbitrap MS) po prvi je puta prema saznanju
autora odreden detaljan fenolni profil meda obi¢ne planike s hrvatskog podrucja.
Identificirano je 56 fenolnih spoja (16 fenolnih kiselina, 10 derivata fenolnih kiselina,
14 flavonoida i 16 flavonoidnih derivata), a kvantificirano ih je 12. Veliki broj fenolnih
komponenti prisutnin u medu obi¢ne planike moze djelovati sinergistiCki i
antagonisticki na bioloSke sustave.

Utvrdena je visoka biokompatibilnost meda obi¢ne planike, njegova ekstrakta i HGA
s limfocitima iz ljudske periferne krvi i njihov zastitni u€inak na razinu citogenetickih
oStecenja izazvanih irinotekanom.

Med je pokazao bolju biokompatibilnost od njegova ekstrakta, pracenu niZzom
uCestaloscu kromosomskih aberacija, mikronukleusa i drugih struktura u CBMN-
testu. Med takoder nije nastetio proliferaciji limfocita u uvjetima in vitro i pokazao je
dobro geno-/citoprotektivno djelovanje protiv oste¢enja izazvanih irinotekanom u
ovom tipu stanica.

Med obi¢ne planike, ekstrakt meda i HGA, pokazali su nisku citotoksi¢nost prema
svim istrazivanim tumorskim stani¢nim linijama (HepG2, Caco-2 i Cal27).

Iz dobivenih je rezultata vidljivo da ne postoje vremenski ili koncentracijski ovisni
utjecaji testiranih tvari na prezivljavanje stanica Sto moZze biti posljedica sloZzenog
fitokemijskog profila meda obi¢ne planike pa su moguci i sinergistiCki i antagonisticki
ucinci njegovih komponenti na prezivljavanje stanica.

Ekstrakt meda obi¢ne planike i HGA pokazali su antioksidacijsko djelovanje na sve
tri tumorske staniCne linije u sva tri istraZzivana vremena neovisno o testiranoj

koncentraciji.
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Zivotopis

Andreja Juri€ rodena je 4. 9. 1987. u Zagrebu. Pohadala je VII. gimnaziju u Zagrebu
gdje je maturirala 2006. godine, nakon cCega upisuje studij Biotehnologije na
Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. U akamdemskoj godini
2010./2011. dobiva Rektorovu nagradu za rad ,Zeleno, zeleno, zeleno: otapala,
katalizatori, procesi“ pod mentorstvom prof. dr. sc. Jasne Vorkapi¢-Fura€. Diplomirala
je 2013. godine nakon obranjene teme diplomskog rada ,Priprava biodizela s ionskim
tekucinama®“, pod mentorstvom prof. dr. sc. lvane Radoj¢i¢ Redovnikovi¢ i stekla titulu
magistre inzenjerke bioprocesnog inzenjerstva. Godine 2014. zaposljava se u Centru
za forenzi¢na ispitivanja, istrazivanja i vjestaCenja ,lvan Vuceti¢“ u Sluzbi kemijsko-
fizikalnih i toksikoloSkih vjeStaCenja, gdje je, na mjestu vjeStaka za toksikoloSka
vjeStaCenja, radila do 2015. godine. Od 2017. godine zaposlena je na mjestu asistenta
u Jedinici za analitiCku toksikologiju i mineralni metabolizam u Institutu za medicinska
istraZivanja i medicinu rada u Zagrebu. Poslijediplomski doktorski studij Biotehnologija
i bioprocesno inzenjerstvo, prehrambena tehnologija i nutricionizam upisala je na
Prehrambeno-biotehnoloSkom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu u akademskoj godini
2016./2017. Godine 2020. prijavila je i uspjeSno obranila temu doktorskoga rada uz

mentorstvo doc. dr. sc. Irene Br&i¢ Karaconiji i prof. dr. sc. Ksenije Durgo.

Prvi je autor ili ravnopravni koautor 11 izvornih znanstvenih radova u Casopisima
indeksiranim u bazi Web of Science Core Collection/Current Contents i prvi autor ili
ravnopravni koautor 12 saZetaka priopCenja kongresa odrzanih u Hrvatskoj i
inozemstvu. Svoje znanje na podrucju toksikologije usavrSavala je na tecajevima
,HPLC fundamentals — theory and practice“ u Zagrebu, ,Comet Workshop — Basic
comet assay techniques® u Sarajevu, BiH, i ,EUROTOX course — Regulatory
toxicology“ u OtocCecu, Slovenija te na studijskom boravaku u laboratoriju Department
of Agriculture, Food and Marine, Backweston Laboratory Complex, Celbridge, Irska
(16. 4. — 16. 6. 2021.).

Dobitnica je stipendije EUROTOX-a i COST-a te stipendije Hrvatskog toksikoloSkog
drustva za poticanje rada mladih znanstvenika. Aktivno sudjeluje na podrucju
popularizacije znanosti te je ¢lan radne skupine ,Sustav ranog upozoravanja u slu¢aju
pojave novih psihoaktivnih tvari u Republici Hrvatskoj“ i Hrvatskog toksikoloSkog
drustva. Clan je Organizacijskog odbora znanstvenog skupa CROTOX 2021 te je
predstavnik asistenata i poslijedoktoranada u Znanstvenom vijeéu Instituta.
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