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1. UVOD

1.1. Tranzicijski metal bakar u bioloskim sustavima

Danas se sve viSe istrazuje uloga okoliSnih ¢imbenika u nastanku i1 progresiji
neurodegenerativnih bolesti. Brojni znanstveni radovi pokazuju povezanost izmedu porasta
spomenutih poremecaja s povecanim koncentracijama bakra koji je danas uvelike prisutan u
okoliSu te zapravo mozemo govoriti o sveprisutnom zagadenju tim prijelaznim metalom.
Bakar se upotrebljava u Sirokoj lepezi razlicitih industrija, brojnim agrikulturnim tretmanima
te se koristi u izradi mnogih medicinskih pomagala kao i kuénih potrepstina. Iz svih gore
navedenih razloga te povezanosti suviska bakra i obolijevanja od raznih neurodegenerativnih
bolesti, zagadenje bakrom smatra se potencijalnom bioloskom prijetnjom (Wang i sur., 2013).

Bakar je kao kofaktor sastavni dio unutarstani¢nih i izvanstani¢nih proteina i enzima
koji su ukljueni u brojne biokemijske i fizioloSke mehanizme kao Sto su proizvodnja
energije, prijenos kisika, hematopoeza, stani¢ni metabolizam te prijenos signala (Squitti i sur.,
2013; Stern i sur., 2007). Dakle, esencijalan je za pravilno funkcioniranje zivucih stanica.
Koncentraciju slobodnog bakra potrebno je odrzavati u vrlo uskim granicama te je stoga
unutarstani¢ni i izvanstani¢éni metabolizam bakra homeostatski strogo kontroliran proces.
Naglasimo da je bakar esencijalan element za vecinu neuroloskih funkcija te je zapravo
sredi$nji zivéani sustav (SZS) vrlo Cesto mjesto poremeéaja u metabolizmu bakra.
Prekomjerno nakupljanje bakra kao i deficit istog su povezani s promijenjenom funkcijom i
bolestima ziv€anog sustava. Zahvaljuju¢i sposobnosti da katalizira redoks reakcije u
bioloSkim sustavima, bakreni ioni mogu generirati Stetne reaktivne kisikove vrste odnosno
RKV molekule (engl. reactive oxygen species). Na taj na¢in dolazi do oSteCenja strukture i

funkcije brojnih bioloSkih makromolekula te stanice dovodi u stanje oksidacijskog stresa.

1.2. Metabolizam bakra

Vecina bakra u ljudskom tijelu prisutna je u reduciranom obliku Cu” i oksidiranom obliku
cu® pa stoga sluzi kao intermedijer prilikom prijenosa elektrona u redoks reakcijama.
Prosjecni dnevni unos bakra je izmedu 0,5 i 1,5 mg; najvise iz sjemenki, Zitarica, kamenica,
orasastog voca, graha 1 jetre (Tapiero 1 sur.,, 2003). Ve¢im dijelom se apsorbira u
proksimalnom dijelu tankog crijeva, manjim dijelom u Zelucu 1 distalnom dijelu jejunuma. U
epitelnim stanicama tankog crijeva (enterocitima) smjeSten je prijenosni protein bakra

(hCTR1) koji reducira hranom uneseni bakar Cu** u Cu® (Hordyjewska i sur., 2014). U



hepatocitima bakar se veze za metalotionein (MT), reducirani glutation (GSH) ili na jedan od
bakrovih Saperona kao $to su Saperon za superoksid dismutazu 1 CCS (engl. chaperone for
superoxide dismutase 1 SOD1), saperon za citokrom C oksigenazu COX17 (engl. chaperone
for cytochrome C oxygenase), te antioksidant 1 ATOX1 (engl. antioxidant 1: chaperone for
the ATPases, ATP7A i ATP7B) koji reguliraju unutarstani¢ni prijenos bakra. ATOX1 je
Saperon bakra koji je ve¢im dijelom eksprimiran u koroidnom spletu, kori velikog mozga,
hipokampusu i njusnim lukovicama. On dostavlja citosolni bakar za ATP7A i ATP7B, grupu
vrlo vaznih transmembranskih prijenosnika bakra (Manto, 2014). Govore¢i o skladiStenju
bakra, mozemo re¢i da je uskladiStena koli¢ina bakra od 90-100 mg, s najvecom
koncentracijom u jetri, mozgu, bubrezima i srcu. U mozgu, raspodjela bakra je heterogena.
Vise koncentracije bakra prisutne su u hipokampusu, crnoj tvari (lat. substantia nigra) i jezgri
(lat. locus coeruleus). Glija stanice su vise obogacene bakrom od neurona (Manto, 2014). U
kontekstu metabolizma bakra u jetri spomenimo njegovu ugradnju u ceruloplazmin, enzim
najve¢im dijelom sintetiziran u jetri. U krvnom optoku, 65-90% bakra u obliku Cu®* je vezano
za ceruloplazmin. Funkcionalni ceruloplazmin je jako bitan u sintezi proteina koji su zaduzeni
za metabolizam Zeljeza, drugog vrlo vaznog iona u pravilnom funkcioniranju Ziv¢anog
sustava. Moze se reci da je veza izmedu metabolizma bakra i Zeljeza upravo ceruloplazmin.
Ceruloplazmin igra ulogu kao oksidant Zeljeza, oksidant amina, antioksidant i kao glutation
peroksidaza, a takoder odstranjuje reaktivne Kisikove vrste. Zaklju¢no, naglasimo da
ceruloplazmin u glija stanicama kontrolira proces oksidacije Zeljeza te samo

uklanjanje/¢iS¢enje Zeljeza iz srediSnjeg ziv€anog sustava (Manto, 2014).

1.3. Uloga bakra u oksidacijskom stresu

Visoke koncentracije bakra putem svog prooksidacijskog djelovanja mogu uzrokovati
oksidativnu Stetu na lipidima, proteinima te na samoj DNA molekuli, i na taj nacin pridonijeti
razvoju neurodegenerativnih poremecaja. S druge strane, bakar je esencijalan element
antioksidacijske obrane organizma, jer sudjeluje u izgradnji brojnih regulatornih enzima te
manjak bakra smanjuje mogucnost obrane organizma od oksidacijskog stresa. Brojni
nutrijenti mogu interferirati s bakrom 1 djelovati na njegovu toksicnost. Vitamin E,
askorbinska kiselina i cink kao i selen, alfa-lipoi¢na kiselina i polifenoli §tite organizam od
prooksidativnih uc¢inaka bakra (Gaetke i Chow, 2003).

Nekoliko mehanizama vezano je uz stani¢ni stres izazvan bakrom. NajceSCe se

naglaSava sklonost slobodnih iona bakra da sudjeluju u formiranju RKV molekula. Bakar u



ioniziranoj formi Cu®* i Cu" moZe sudjelovati u reakcijama oksidacije i redukcije. U
prisutnosti superoksidnog aniona (*O,. ) ili redukcijskih komponenti kao $to je askorbinska
kiselina ili reducirani glutation (GSH), Cu®* moze biti reduciran u Cu*. Cu® putem Haber-
Weissove reakcije katalizira nastanak hidroksilnog radikala (OH") iz vodikovog peroksida
(H20,) (Bremner, 1998; Kadiiska i sur., 1993).

*0,.+ Cu?* — 0, + Cu"
Cu" + H,0, — Cu®" + OH + OH’

Jedan od najucestalijih naéina in vitro inicijacije oksidacije lipoproteina niske gustoce
(LNG) ukljuéuje inkubaciju s ionima Cu®* (Steinberg, 1997). Potrebna su daljnja istraZivanja
da se potvrdi inicijacija oksidacije LNG-e in vivo, ali se po dosadasnjim dokazima smatra da
se pri nedostatku specifi¢nih helatora, bakar iz forme Cu®" reducira u Cu* vezuéi se za
histidinske ostatke na apolipoproteinu B-100 na LNG-e. Naglasimo da nisu samo slobodni
ioni bakra odgovorni za oksidaciju LNG-e. Ceruloplazmin, koji sadrzi sedam atoma bakra po
molekuli, takoder moZze posluziti kao izvor slobodnog bakra te biti ukljucen u oksidaciju

LNG-e.

1.4. Uloga bakra u neurodegenerativnim bolestima

Unato¢ prisutnosti molekula ¢ija je uloga zastita mozdanih krugova od oksidativne Stete
kao §to su metalotionein i razli¢iti Saperoni, dokazano je da redoks potencijal slobodnog
bakra, njegova moguc¢nost okidaca u stvaranju reaktivnih kisikovih vrsta te uska povezanost s
regulacijom Zeljeza i1 cinka imaju bitnu ulogu u nastanku i1 progresiji neurodegenerativnih
bolesti. Suvisak slobodnog bakra je direktno uklju¢en u neurodegeneraciju. Parkinsonova i
Alzheimerova bolest su najceS¢e spominjane neurodegenerativne bolesti povezane s
narusenom homeostazom bakra (Manto, 2014). Glavna histopatoloSka obiljeZja Alzheimerove
bolesti, najucestalijeg oblika demencije Sirom svijeta, senilni su plakovi i neurofibrilarni
snopi¢i. Kod Alzheimerove bolesti dolazi do poja¢anog procesiranja amiloidnog prekursor
proteina (APP-a) putem P i y sekretaze. Pretpostavlja se da bi narusena homeostaza bakra
mogla potaknuti inicijaciju nastanka ove bolesti, te pogodovati njenoj progresiji. Prilikom
pocetne faze razvitka bolesti protein prekursor amiloida sadrzi vezno mjesto za bakar.
Vezanje Cu®* za prekursor proteina amiloida in vitro rezultira oksidacijom dvije cisteinske

molekule u cistin i nastankom dva elektrona. Kako je samo jedan elektron potreban za



redukciju Cu®, preostali elektron se smatra ukljucenim u produkciju hidroksil radikala
(Gaetke 1 Chow, 2003). Nadalje, narusena homeostaza bakra vodi ka oksidacijskom stresu u
mozgu, promovirajuéi daljni nastanak slobodnih radikala. Dok se Cu®* moZe vezati na
dusikove ili kisikove donore, kao §to je glutamat, Cu® preferira vezanje za slobodne tiolne
grupe cisteina/metionina. Ovo uzrokuje krizno povezivanje proteina (Squitti 1 sur., 2003).
Koncentracije slobodnog bakra u cerebrospinalnoj tekucini su povisene i u bolesnika s
Parkinsonovom bolesti te su predlozene kao biokemijski biljeg za ovu bolest. Istrazivanja su
pokazala da dugoro¢na izlozenost visokim koncentracijama bakra i mangana povecava rizik
od Parkinsonove bolesti (Gorell i sur., 1999). Aktivnost feroksidaze (koja je vezana za
ceruloplazmin) je smanjena u bolesnika s Parkinsonovom boles¢u. Bakrovi ioni pospjesuju
oksidaciju dopamina, dovode do osteCenja DNA te u crnoj tvari promoviraju apoptozu

dopaminergi¢nih neurona (Yu i sur., 2008).

1.5. Stani¢na smrt neurona uzrokovana bakrom

Poznato je da prilikom progresije neurodegenerativnih bolesti dolazi i do odumiranja
neurona u razli¢itim dijelovima mozga Sto posljedicno daje sve izrazenije karakteristike
prisutnog neurodegenerativnog oboljenja. Do stani¢ne smrti dolazi u kasnijoj fazi bolesti
kojoj prethode funkcionalne promjene neurona. Apoptoza je geneticki programiran put
stanicne smrti koji obi¢no ukljucuje aktivaciju kaspaza i1 morfoloSke promjene stanice
(Steckley, 2007). Apoptoza se moZe aktivirati preko vanjskog puta receptorima smrti ili
unutarnjeg/mitohondrijskog puta preko otpusStanja citokroma ¢ u citosol (Bredesen i sur.,
2006), do cega dolazi zbog gubitka elektrokemijskog gradijenta membrane mitohondrija.
Mitohondrijski put ukljucuje ¢lanove proteinske porodice Bcl-2 i uglavnom je aktiviran
podrazajima neovisnim o ,,vanjskoj* aktivaciji putem apoptotskih receptora, npr. oSte¢enjem
DNA (Hengartner, 2000). U kontekstu programirane stani¢ne smrti, naglasimo da stani¢ni i
molekularni odgovori zapoceti ionima bakra, nisu u potpunosti razjaSnjeni. Generalno se za
metalima induciranu apoptozu smatra da je aktivirana mitohondrijskim putem, zbog povecane
produkcije molekula RKV i posljedi¢ne aktivacije kaspaza (Chen i sur., 2009). Ovisno o
koncentraciji bakra 1 tipu stanicne linije na koju djeluje, dolazi do apoptoze ovisne o
aktivnosti kaspaza ili do apoptoze neovisne o kaspazama (Paris i sur., 2009). U kontekstu
bakrom induciranog apoptotskog puta neovisnog o kaspazama, Arnal i sur. (2012) su dokazali
da bakar izaziva stani¢nu smrt i aktivacijom kalpaina, kalcij ovisnim cisteinskim proteazama

koje mogu 1 pojacati i blokirati aktivaciju kaspaza. Pretpostavili su da do ja¢anja ovog procesa



dolazi tijekom stanja oksidacijskog stresa, poSto se zna da su supstrati za kaspaze 1 za
kalpaine jako sli¢ni.

Tumor supresorski gen je transkripcijski faktor p53 sa sposobnos$¢u vezanja metala te je
njegova funkcija i konformacija promijenjena prilikom razvoja karcinoma (Hainaut i sur.,
1995). Protein p53 veZe bakar in vitro u formi Cu® (Hainaut i sur., 1995) te su unutarstani¢ne
koncentracije i Cu(Il)/Cu(I) redoks kapacitet bakra kriticni u kontroli konformacije i
kapacitetu vezanja DNA za p53 (Verhaegh i sur., 1997). Zaklju¢no, bakrovi ioni vrlo
vjerojatno sudjeluju u fizioloskoj kontroli funkcije gena p53 (Verhaegh i sur., 1997).
Ostrakovitch i Cherian (2005) su pokazali da je dodatak bakra u koncentracijama od 10 i 25
uM uzrokovao aktivaciju gena p53 u ljudskim epitelnim stanicama karcinoma dojke (MCF7
liniji stanica), §to je rezultiralo aktivacijom p21. Predlozili su da bakar inducira stani¢nu smrt
mitohondrijskim putem, bez aktivnosti kaspaza, depolarizacijom mitohondrijske membrane i
oslobadanjem apoptotskog-induciraju¢eg faktora AIF (engl. apoptosis-inducing factor) te
njegovom translokacijom u jezgru.

U kontekstu bakrovog induciranja oksidacijskog stresa, spomenimo jedan od tri
najpoznatija biljega, c-fos. Xu i sur. (2004) su istrazujuéi kroni¢nu hipoksiju, koja se javlja u
opstruktivnoj apneji za vrijeme spavanja, otkrili da stani¢noj smrti neurona prethodi stanje
pojacanog oksidacijskog stresa koje se ocituje u oksidacijskom oSte¢enju proteina, lipida te
nukleinskih Kkiselina. Imunohistokemijskim metodama su otkrili poveé¢anu ekspresiju biljega
oksidacijskog stresa: gena c-fos, c-jun te NF-«xB. Jazvinscak i sur. (2014) su takoder pratili

povecanu ekspresiju gena c-fos nakon dodavanja razlicitih koncentracija iona bakra.

2. Propolis i njegovo djelovanje u bioloskim sustavima

Propolis je jedan od nekoliko proizvoda iz prirode koji je tijekom dugogodisnje
primjene zadrZao svoju popularnost. Zbog svojih vaznih farmakoloSkih obiljeZja koristi se u
lije¢enju i/ili prevenciji brojnih bolesti (Lofty, 2006). Najranije dokaze njegove upotrebe
nalazimo ve¢ tisucu godina prije Krista, u antickom Egiptu. Poznato je da su ga u Egiptu
svecenici koristili u medicini, kemiji te prilikom procesa mumifikacije. Takoder znamo da je
bio poznat i starim Grcima, na $to upucuje njegovo ime — propolis (lat. pro — prije, ispred te
polis — grad) zbog pcelinje upotrebe propolisa za izgradnju i regulaciju ulaza u kosnicu
(Lofty, 2006).



Propolis je generi¢ko ime za smolastu tvar koju pcele (Apis mellifera, L.) sakupljaju s
razlicitih dijelova biljaka, osobito pupoljaka i kore crnogori¢nih biljaka te koriste u izgradnji
kosnice 1 njenoj zastiti protiv vanjskih utjecaja. Pcele skupljaju smolu, Zvacu i uz pomo¢
enzima pljuvCanih zlijezda djelomice probavljen materijal se mijeSa s pcelinjim voskom i

koristi u koSnici (Greenaway i sur., 1990; Soboc¢anec, 2006a).

2.1. Kemijski sastav propolisa

Kemijski sastav, boja i aroma propolisa variraju ovisno o geografskoj zoni, vremenu
kada se sakupljao i biljci s koje je dosao. Boja mu varira od tamno zelene do smede boje, a
okus od slatkastog okusa meda do gorkog okusa (Ghisalberti, 1979). Kemijski sastav mu je
vrlo kompleksan i varira, kao $to je gore navedeno. Opcenito govoreéi, propolis sadrzi 50%
balzama i1 smola, 30% pcelinjeg voska, 5% polena, 10% eteri¢nih ulja i 5% ostalih organskih
komponenata. Eteri¢na ulja i organske komponente propolisa sadrze fenole male molekularne
mase za koje se smatra da imaju bioloski aktivna svojstva, a to su flavonoidi, fenolne kiseline
i esteri, aromatski aldehidi i terpenoidi (Sobocanec, 2006a). Kapilarna zonska elektroforeza
(KZE) se pokazala kao najkorisniji alat u kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi polifenolnih
sastavnica propolisa. Tako je, upravo KZE-om u jednom istrazivanju utvrdeno da propolis
sadrzi dvanaest razli¢itih flavonoida i to pinocembrin, acacetin, krizin, rutin, Kkatehin,
naringenin, galangin, luteolin, kampferol, apigenin, miricetin i kvercetin; dvije fenolske
kiseline kafeinsku kiselinu i cimetnu kiselinu te stilbenski derivat resveratrol (Soboc¢anec,
20063).

U komercijalnim medicinskim pripravcima se upotrebljavaju razliCite otopine
propolisa, alkoholna/etanolna otopina, vodeno-alkoholna otopina i vodeno-glikolna otopina.
Vodeno-etanolna otopina propolisa u velikom postotku sadrzi kavenu Kiselinu, galangin,
kvercetin 1 krizin, dok je etanolna otopina ve¢im dijelom sastavljena od resveratrola, krizina i
kavene kiseline (Volpi, 2004). U sastavu propolisa mogu se naci i brojni minerali kao $to je
magnezij (Mg), kalcij (Ca), jod (1), kalij (K), natrij (Na), bakar (Cu), cink (Zn), mangan (Mn)
1 Zeljezo (Fe) 1 neki vitamini kao Sto su B1, B2, B6, C i1 E te brojne masne kiseline. Takoder
sadrzi i neke enzime kao S§to je sukcinska dehidrogenaza, glukoza-6-fosfataza, adenozin

trifosfataza i fosfatna kiselina (Tikhonov i Mamontova, 1987).



2.2. Medicinska svojstva propolisa

Zbog flavonoida koji posjeduju jaka antioksidacijska svojstva, propolisu se pripisuje
mnogo razli¢itih uloga u obrani i prevenciji organizma od bolesti. Ova smjesa spojeva
posjeduje: antibakterijske, antivirusne, antigljivi¢ne, antiparazitske, antiprotozoa, antiupalne,
antitumorske, antioksidativne, antiproliferativne, antimutagene, antiangiogene, antialergijske,
imunomodulatorne, kemopreventivne ucinke te ucinke protiv Cireva probavnog sustava
(Or3oli¢ i Bagi¢, 2007).

Poblize objasnjeni ucinci:

Antibakterijska aktivnost

Akopyan i sur. (1970) pokazali su ulogu propolisa u kontekstu njegovog
antibakterijskog djelovanja protiv Gram pozitivnih bakterija, dok mu je aktivnost protiv Gram
negativnih bakterija ograni¢ena. Stainberg i sur. (1996) dokazali su antibakterijska svojstva
propolisa protiv oralne infekcije bakterijom roda Streptococcus. Propolis je pokazao
u¢inkovitost primijenjen in Vitro na izoliranim bakterijama iz sline te takoder i u in vivo
klinickom istrazivanju na dobrovoljcima. Kedzia (1986) je dokazao da je etanolni ekstrakt
propolisa bio ucinkovit protiv anaerobnih  bakterija rodova Bacterioides i

Peptostreptococcusa.

Antivirusna aktivnost

Amoros 1 sur. (1994) istrazivali su antivirusno svojstvo propolisa djeluju¢i na stanice
zarazene virusom Herpes simplex tipa |. Sastavnica propolisa kojom su radili pokus, 3-
metilbut-2-enil kafeat, smanjila je titar virusa i sintezu virusne DNA. Serkedjieva (1997) je
pokazala da in vitro izopentil (ekstrahiran iz propolisa) zna¢ajno inhibira virus gripe tip Al
Honey Kong (H3N2).

Antigljiviéna aktivnost

Ota i sur. (2001) pokazali su antigljivicna svojstva propolisa na 80 uzoraka kvasaca
zarazenih razli¢itim sojevima gljivice roda Candida. Antigljivi¢éna u€inkovitost iSla je ovim

redoslijedom: C.albicans> C.tropicalis> C.krusei> C. guilliermondii.



Antiupalna aktivnost

Park i Kahng (1999) su pokazali protuupalne ucinke propolisa koriste¢i alkoholnu
otopinu propolisa kod Stakora oboljelih od artritisa. Propolis je imao antiupalno djelovanje i
pri akutnim i pri kroni¢nim upalama. Marquez i sur. (2004) su istrazivali antiupalna svojstva
CAPE-a, prethodno ekstrahiranog iz propolisa, na razinu aktivacije T-stanica, budu¢i da se
zna da je aktivacija T-stanica kljuéna prilikom razvoja upalnog procesa. Ova polifenolna
komponenta propolisa je uspje$no zaustavila aktivaciju T-stanica u ranoj i kasnoj fazi upale.
Otkrili su da je i uspje$no inhibirala transkripciju gena interleukina IL-2 kao i sintezu IL-2 u
stimuliranim T-stanicama. Antiupalna svojstva CAPE-a su takoder potvrdili i na molekularnoj
razini, gdje su mjerili kapacitet vezanja DNA i i transkripcijsku aktivnost nuklearnog faktora
(NF)-xB, nuklearnog faktora aktiviranih stanica (NFAT), i aktiviraju¢eg proteina-1 (AP-1),
transkripcijskog faktora u Jurkatovim stanicama. CAPE je inhibirao transkripcijsku aktivnost
ovisnu 0 NF-xkB bez ucinka na degradaciju citoplazmatskog NF-xB inhibicijskog proteina,
IBkB. Korish i Arafa (2011) su takoder istrazivali protuupalni u¢inak CAPE-a na neuronima
oSte¢enim lipopolisaharidom (LPS) te na posljedi¢no javljanje sindroma sistemskog upalnog
odgovora (engl. systemic inflammatory response syndrome - SIRS). Primjenom CAPE-a
uvidjeli su smanjenje pro-upalnih citokina i poveéanje anti-upalnih citokina, pa su zakljucili
da upravo promjenom u ravnotezi izmedu pro- i anti-upalnih citokina CAPE djeluje na
smanjenje sistemskog upalnog odgovora. Ovaj biokemijski dokaz smanjenja SIRS-a i zastite
od oSte¢enja LPS-om potvrdili su i1 na histopatoloskoj razini uvidjev$i ocuvanu strukturu
zivéanih stanica. Ha i sur. (2008) su pokazali antiupalno djelovanje fenetilnog estera
kafeinske kiseline u kulturi prekursora osteoklasta. CAPE je wuspjeSno smanjio
osteoklastogenezu, blokirao indukciju gena nuklearnog faktora aktiviranih T stanica,
citoplazmatskog 1 (NFATcL) i gena c-fos (ranog gena pri oksidacijskom stresu i induciranju
apoptoze). Lu i sur. (2008) pokazali su zastitno djelovanje kvercetina, takoder komponente
propolisa, na aktivnost unutarstani¢éne adhezijske molekule-1 (ICAM-1) (vazne proupalne
molekule, pogotovo u ranom stadiju upalnog procesa). Shimazawa i sur. (2005) pokazali su

povoljne u¢inke brazilskog zelenog propolisa protiv ishemije u mozgu na neuronima PC12.

Antitumorska aktivnost

Kimoto i sur. (1998) su ekstrahirali artepilin C (3,4-diprenil-4-hidroksi-cimetna kiselina)
iz brazilskog propolisa. Dokazali su antitumorsko djelovanje in vitro i in vivo na tumorskim

humanim i mi§jim stanicama. Prvo su misu transplatirane ljudske tumorske stanice in vivo te
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se artepilin ubrizgavao tri puta tjedno. Posljedice su apoptoza, prekinuta mitoza te nekroza
tumorskih stanica. Takoder je utvrden i porast ukupnog broja pomagackih T limfocita. Ovo
istrazivanje je potvrdilo da artepilin C aktivira imunoloski sustav i posjeduje direktnu
antitumorsku aktivnost. OrSoli¢ 1 Basi¢ (2007) su objasnili ulogu propolisa i njegovih
polifenolnih/flavonoidnih sastavnica na animalnim modelima. Njihova kemopreventivna
uloga je u tom slucaju rezultat njihove moguénosti da inhibiraju DNA sintezu u tumorskim
stanicama, njihovom kapacitetu da induciraju apoptozu u tumorskim stanicama te njihovoj
sposobnosti da aktiviraju makrofage u proizvodnji faktora za regulaciju B i T limfocita te NK

stanica i1 na taj nacin direktno sudjeluju u odumiranju stanica tumora.

Neuroprotektivno djelovanje propolisa

Inokuchi i sur. (2006) pokazali su neuroprotektivno djelovanje brazilskog zelenog
propolisa na neuronima retine (RGC-5 linija stanica, ganglijske stanice Stakora transformirane
virusom E1A), tretiranim vodikovim peroksidom tijekom 24 sata. Propolis je uspjesno
inhibirao neurotoksi¢an uc¢inak H,O, te zaustavio apoptozu. Noelker i sur. (2005) su pokazali
neuroprotektivno djelovanje CAPE-a na neuronima oSteenim 6-hidroksidopaminom (6-
OHDA) koji uzrokuje stani¢nu smrt neurona ili preko cijepanja mitohondrijskog ciklusa
oksidativne fosforilacije Sto rezultira znacCajnim manjkom energije ili je ukljucen u
proizvodnju hidrogen peroksida, hidroksil i superoksid radikala. Ovisno o koncentraciji, u
kulturi granularnih neurona malog mozga CAPE je uspje$no blokirao stani¢nu smrt neurona
uzrokovanu 6-OHDA-om, smanjio je kalcijem inducirano oslobadanje citokroma ¢ iz
mitohondrija, te blokirao aktivnost kaspaza-3. Budu¢i da je oSteCenje mitohondrija glavni
uzrok degeneracije neurona crne tvari u Parkinsonovoj bolesti, predlozili su da derivati
propolisa, posebice CAPE imaju neuroprotektivan u¢inak te mogu postati mogu¢i kandidat u
in vivo istrazivanjima spomenute bolesti. Wei i sur. (2004) su istrazivali utjecaj CAPE-a na
neonatalne neurone o$te¢ene ishemijom i hipoksijom. Ova aktivna komponenta propolisa
djelovala je neuroprotektivno te sprijecila neonatalnu Stetu neurona korteksa, hipokampusa i
talamusa. Dodatno, blokirala je hipoksijom aktiviranu kaspazu-3, ekspresiju dusik oksid
sintetaze te izlazak citokroma c iz mitohondrija u neuronima. Zakljucili su da CAPE djeluje
neuroprotektivno na nacin da smanjuje upalu i/ili direktno blokira hipoksijom uzrokovanu

stani¢nu smrt neurona.



3. Kultura stanica P19 i diferencijacija u neurone

Stanice P19 su linija pluripotentnih stanica embrionalnog karcinoma koje imaju
sposobnost kontinuirano rasti u mediju s odgovaraju¢om koncentracijom seruma i dodacima
za stani¢nu kulturu. Diferencijacija ovih stanica moze biti potaknuta primjenom odredenih
induktora u netoksi¢noj koncentraciji. Retinoi¢na kiselina uspjesno inducira razvitak neurona,
astroglije, mikroglije i fibroblasta— stanica koje normalno nastaju iz zametnog listi¢a
ektoderma, dok uz dodatak dimetil sulfoksida diferenciraju u endodermalne i mezodermalne
derivate ukljucujuéi i sr¢ani misi¢. Prednost stanica P19 jest to $to su lake za uzgoj u kulturi,
relativno jednostavno se mogu geneticki manipulirati te se njihova diferencijacija moze
kontrolirano provesti upotrebom razlic¢itih induktora diferencijacije kao Sto su retinoic¢na
kiselina i dimetil sulfoksid. P19 stanice imaju euploidni muski kariotip, a njihov kromosomski
sastav je iznimno stabilan ako se odrzavaju u fazi eksponencijalnog rasta (Mcburney i Rogers,
1982).

Kada se za indukciju upotrebljava koncentracija retinoidne kiseline visa od 5x10® M,
najevidentniji jest nastanak neurona (Jones-Villeneuve i sur., 1982). Kad su uzgajane u
suspenziji, embrionalne stanice P19 spontano diferenciraju i formiraju kuglaste stani¢ne
nakupine zvane embrionalna tjeleSca. Taj stadij je sli¢an stadiju blastule u ranom razvoju i
nuzan je za daljnju diferencijaciju, do koje dolazi nakon nasadivanja u adherentne posudice za
stani¢ne kulture (Ulrich i Majumder 2006.). Nakon obrade retinoi¢nom kiselinom od dva
dana, agregati P19 stanica pocinju gubiti antigen EC (engl. embrional carcinoma) te se njihov
volumen pocinje smanjivati za 25%. Prilikom rasta neurona i formiranja embrionalnih
tjeleSaca bitan je kontakt izmedu stanica, on ne smije biti sputavan dodatkom drugih reagensa
kao §to je kalcij ili treSnjom petrijevke te je takoder bitno da stanice rastu u bakterijskim
petrijevkama koje imaju neobradeno poliestersko dno. Stanice se ne pricvrS¢uju na takve
stani¢ne podloge 1 spontano se nakupljaju u embrionalna tjeleSca (Schmidt i sur., 1992).

Sestog dana nakon indukcije retinoi¢ne kiseline 85% neurona eksprimira tipi¢ne
neuronske biljege kao S$to je vezno mjesto za toksin tetanusa, prisutnost proteina
neurofilamenta od 68 i 160 kD i antigena HNK1 (engl. human natural killer-1) te se
koordinirano pojavljuje aktivnost acetilkolin-transferaze i acetilkolin-esteraze (Mcburney,
1993). Proporcija neurona nakon Sestog dana opada jer neuroni ulaze u postmitoticku fazu te
ostale ne-neuronske stanice kao Sto su astrociti, glija stanice, fibroblasti nastavljaju
proliferirati Sto se sprjecava dodatkom antimitotika, poput citozin-arabinozida. U kontekstu

neurotransmitera nadenih u neuronima, napomenimo da je detaljnom analizom potvrdeno da
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60% neurona iz kulture sadrzi neurotransmiter gama-amino masla¢na kiselina (GABA), 20%
somatostatin, 20% neuropeptid Y, 1% tirozin hidroksilazu, te neke druge neurotransmitere u
manjem udjelu (Ulrich i Majumder 2006.).

3.1. Mehanizam indukcije diferencijacije retinoi¢nom kiselinom

Budu¢i da se prvi biljezi diferenciranih neurona pojavljuju tek nakon 3 dana obrade sa
retinoicnom kiselinom (RA), mozemo zakljuiti da RA aktivira kaskadu reakcija koja
rezultira stani¢nom diferencijacijom. Inicijalno mjesto aktivacije retinoicnom kiselinom jest
grupa receptora retinoi¢ne kiseline (RARS) za koje se zna da su ligand ovisni transkripcijski
faktori (Evans, 1988). P19 stanice eksprimiraju i RARa i RARy gene. Potrebna su detaljnija
istrazivanja za utvrdivanje RA odgovornih gena koji igraju ulogu u inicijaciji diferencijacije

(Yuisur., 2012).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Dosadasnja istrazivanja upuéuju da je upravo suviSak koncentracije metala bakra jedan
od ¢imbenika u korelaciji izmedu jacine oksidacijskog stresa u ziv€anom sustavu i pojave
neurodegenerativnih bolesti. Unato¢ djelatnosti Saperona i metalotioneina, nastanak slobodnih
radikala zbog suviSska bakra vodi do velikog ostecenja neuronskih krugova, pocevsi od
oSte¢enja same molekule DNA, zatim oksidacije proteina, lipidne peroksidacije te posljedi¢no
snizavanja mitohondrijske aktivnosti S§to sve skupa vodi do kompromitiranja zdravlja stanice
(u ovom kontekstu neurona) i vijabilnosti iste (Gaetke i Chow, 2003). S druge strane,
istrazivanja ,,prirodnih“ spojeva u zastiti i prevenciji od oksidacijskog stresa su takoder u
porastu. Istrazivanja propolisa, koji se zbog svojih sastavnica, te naglaseno velikog udjela
flavonoida smatra jednim od najjacih prirodnih antioksidansa, su pokazala jako dobre
rezultate u ¢itavom spektru protektivnih uéinaka po stanicu (Or$oli¢ i Basi¢, 2007).

Budu¢i da je mozak zbog velikih potreba za energijom, a time i velike mitohondrijske
aktivnosti te potro$nje kisika jako osjetljiv na oksidativni stres, Cilj ovog rada je istraziti
uCinak propolisa na neurone P19 oSteCene visokim koncentracijama iona bakra.
Pretrazivanjem dostupne literature nismo pronasli niti jedan rad u kojem je analizirano
djelovanje propolisa u prisutnosti toksi¢nih koncentracija iona bakra. Ucinak bakra ¢emo
ispitati u kulturi neurona P19, dobivenoj indukcijom diferencijacije stanica embrionalnog
karcinoma miSa retinoicnom kiselinom. Neuroni dobiveni tom metodom svim svojim
morfoloskim i biokemijskim karakteristikama odgovaraju neuronima in vivo (Mcburney i sur.,
1988). Testom MTT i metodom bojenja tripanskim modrilom testirati ¢emo ucinak otopine
bakrova sulfata pri razli¢itim koncentracijama na prezivljanje neurona P19. Potom ¢emo
utvrditi u€inak alkoholnog ekstrakta propolisa na prezivljenje neurona neurona, te istraziti
stupanj oksidacijskog oSte¢enja na neuronima P19 prethodno oSte¢enim ionima bakra. U¢inak
alkoholnog ekstrakta propolisa u prisutnosti iona bakra na apoptozu odredit ¢emo mjerenjem
aktivnosti kaspaza-3/7 te ¢emo semikvantitativnom metodom RT-PCR istraziti utjee li
propolis na ekspresiju mMRNA proapoptotskog gena p53 i1 gena c-fos. Pokusati ¢emo
odgovoriti na pitanje da li alkoholni ekstrakt propolisa, zbog visokog udjela flavonoida,
djeluje protektivno na oksidacijsku $tetu izazvanu ionima bakra, te ¢emo barem djelomic¢no

pokusati objasniti mehanizam njegova djelovanja.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJAL

Kultura stanica embrionalnog karcinoma mi$a P19

- dobivene ljubaznoséu dr. J. Pachernika (Prag, Ceska)

Kemikalije
Sigma (SAD): agaroza, citozin arabinofuranozid (AraC), 2',7'-diklorofluorescin diacetat,

etidij-bromid, fetalni govedi serum (FBS), L-glutamin, medij za uzgoj stanica (DMEM),
MTT (3-(4,5-dimethiltiazol-2-il)-2,5difenil tetrazolium bromid), penicilin-streptomicin,
retinoi¢na kiselina, tripansko modrilo, tripsin

Fluka (Svicarska): etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA)

Kemika (Zagreb): DMSO (dimetil-sulfoksid), H,O, (vodikov peroksid)

Gibco (USA): ITS-X dodatak za stani¢nu kulturu (sadrzi etanolamin, inzulin, transferin i

natrij-selenit)

Mediji za uzgoj stanica:

- DMEM s 10% fetalnim govedim serumom i 2 mM L-glutaminom (za odrZavanje
nediferenciranih stanica u kulturi)

- DMEM s 5% fetalnim govedim serumom i 2 mM L-glutaminom (za indukciju
diferencijacije)

- DMEM bez dodatka seruma, obogacen dodacima (za rast neurona):

- 10 mg/L inzulin — poti¢e unos glukoze i aminokiselina, lipogenezu prijenos
jednovalentnih kationa i fosfata te sintezu proteina i nukleinskih kiselina

- 5,5 mg/L transferin — protein potreban za prijenos Zeljeza, a moze pomoci u reduciranju
toksicnih razina kisikovih radikala

- 6,7 ng/L natrij-selenit — esencijalni element u tragovima koji je ina¢e prisutan u serumu,
kofaktor glutation-peroksidaze i drugih proteina

- 2 mg/L etanolamin — masna kiselina, prekursor za sintezu fosfolipida

Otopina za ispiranje stanica (PBSA)

-137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM Nay;HPO,, 1,4 mM KH,POg4; pH 7,4
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Pufer za elektroforezu DNA u gelu agaroze (1 X TAE)

-40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA (pH 8,0)

Propolis

Alkoholna otopina propolisa pripremljena je otapanjem sirovog propolisa, iz
pcelinjaka smjesStenih u okolici Zagreba, u 80% etanolu tijekom 24 sata pri temperaturi
37 °C. Nakon postupka liofilizacije, napravljena je spektrofotometrijska i HPLC
analiza glavnih bioloskih sastavnica nazo¢nih u propolisu (Benkovi¢ i sur., 2009).
Alkoholni ekstrakt hrvatskog propolisa kojeg smo Koristili u naSem istrazivanju sadrzi
84,4% polifenola od ¢ega su 40,2% flavonoidi (0,28% kvercetin, 0,63% naringenin i
2,45% krizin) (Benkovi¢ i sur., 2009).

Komplet za mjerenje aktivnosti kaspaza 3i 7
The Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega):

Caspaze-Glo® 3/7 pufer za kaspaze

Caspaze-Glo® 3/7 supstrat za kaspaze, liofiliziran (sadrzi tetrapeptidnu jedinicu Z-
DEVD-aminoluciferin)

Komplet za izolaciju ukupne stanicne RNA

High Pure RNA Isolation Kit (Roche):

- pufer za lizu stanica i vezivanje za kolonu: 4,5 M gvanidin-HCI, 50 mM Tris-HCI, 30%
Triton X-100 (w/v), pH 6,6 (pri 25 °C)

- pufer za inkubaciju s DNaza-om: 1 M NaCl, 20 mM Tris-HCI, 10 mM MnCI2, pH 7,0
(pri 25 °C)

- pufer za ispiranje I: 5 M gvandin-HCI, 20 mM Tris-HCI, pH 6,6 (pri 25 °C)

- pufer za ispiranje 11: 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7,5 (pri 25 °C)

- pufer za eluciju: sterilna bidestilirana H,O
- kolone s odvojivim filterima za izolaciju ukupne RNA
- DNaza |

Kemikalije i enzimi za reverznu transkripciju

- reverzna transkriptaza SuperScript Il (Invitrogen)
- bx pufer (250 mM Tris-HCI, pH 8,3 pri sobnoj temperaturi; 375 mM KCI; 15 mM
MgClz)
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- inhibitor Rnaza — RNaseOUT (Invitrogen)
- 10 mM ditiotreitol (DTT)
- (N)g pocetnice (Roche)

Lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR)

- 5 X zeleni GoTag®reakcijski pufer (Promega)

- GoTaq”DNA polimeraza (Promega)
- mjeSavina PCR nukleotida: 10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM dTTP
(Roche)

- pocetnice (Sigma), detaljnije u Tablici 1.

Tablica 1. Pocetnice i uvjeti PCR reakcije

Gen Slijed nukleotida pocetnica P1i P2 (5' — Velitina | Temperatura Broj

3") odsjecka | replikacije ciklusa
ot | SOMTCCTOMGACIOTOTCACE 2 | oy | e | auas
| SAACCEIAMEA T |y | e |
pan | SATSATCACOATATCCCTO 2 | sy | qoc |
3.2. METODE

3.2.1. Diferencija stanica P19 u neurone

Nediferencirane stanice P19 uzgajali smo u posudicama za stani¢nu kulturu (Falcon) u 5
mL kompletiranog medija (DMEM s 10% FBS-om, 2 mM L-glutaminom, 100 U/mL

penicilina i 0,1 mL/mg streptomicina). Budu¢i da nediferencirane stanice P19 brzo rastu,

presadivali smo ih svaki drugi dan na na¢in da smo uklonili medij, isprali posudicu s 2 x 2 mi

PBSA, dodali 1 ml 0,05% otopine tripsina radi odvajanja stanica od podloge te naposljetku

stavili u inubator (37 °C) na 10 min. U svrhu inaktiviranja tripsina, dodali smo 2 mL

kompletiranog medija i u njemu resuspendirali stanice. 1/15 stani¢ne suspenzije smo prenijeli
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u novu posudicu, dodali 4,5 mL novog medija za odrzavanje nediferenciranih stanica te
stanice vratili u inkubator.

Stanice P19 smo diferencirali u neurone metodom indukcije s retinoicnom kiselinom
(prilagodeno prema Mandel 1 sur., 2008). Prvo smo nasadili milijun stanica u neprijanjajuce
Petrijeve posudice za uzgoj bakterija (promjera 10 cm) u 10 mL DMEM medija s 5% FBS-om
te dodali 1 puM retinoiéne kiseline. Nakon dva dana rasta P19 stanica u suspenziji,
primjecujemo nastanak embrionalnih tjeleSaca, tj. okruglastih nakupina P19 stanica Sto je
bitan korak prije diferencijacije u neurone. Tada smo promijenili medij te suspenziju
embrionalnih tjeleSaca stavili u epruvetu na 10 min da se stani¢ne nakupine istaloze, potom
smo odpipetirali supernatant, dodali 10 mL novog medija s retinoi¢cnom kiselinom i vratili
stanice u inkubator. Ponovno smo nakon inkubacije stanica u vremenskom periodu od dva
dana, embrionalna tjeleSca zajedno s medijem ostavili na 10 min u epruveti da se istaloze.
Buduc¢i da je preduvjet za daljnju diferencijaciju stanica u neurone razdvajanje tih stanica iz
nakupina, mi smo dodali 2 mL otopine koja sadrzi 0,05% tripsin i 1 mM EDTA, ostavili
tripsin da djeluje 10 min u inkubatoru te ga nakon 10 min inaktivirali dodatkom 5 mL medija
s 10% seruma. Potom smo resuspendirali stanice, istaloZili ih centrifugiranjem 5 min na 1200
rpm (Eppendorf centrifuga, model 5910 R). Maknuli smo supernatant, resuspendirali talog u
mediju i izbrojali stanice na hemocitometru. Nasadili smo milijun stanica u 2 mL
kompletiranog DMEM medija s 10% seruma u posudice promjera 35 mm ili 35x10° stanica u
posudice za uzgoj s 96 bunari¢a u 100 pL medija ovisno o tipu eksperimenta i ostavili smo ih
dva dana u inkubatoru. Nakon dva dana, Sesti dan od pocetka indukcije, stanice smo uzgajali
u mediju koji je posebno prilagoden za razvoj neurona: DMEM bez dodatka seruma,
obogac¢en dodacima (10 mg/L inzulin, 5,5 mg/L transferin, 2 mg/L etanolamin i 6,7 ng/L Na-
selenit) i 10 uM citozin arabinofuranozida (AraC) koji sprjecava rast stanica ne-neuronskih
stanica kao Sto su glija stanice 1 fibroblasti. Nakon dva dana u takvom posebnom mediju,

dakle osmi dan od pocetka indukcije, dobili smo potpuno diferencirane zrele neurone.

3.2.2. Obrada diferenciranih neurona P19 s bakrovim sulfatom i alkoholnim ekstraktom

propolisa

Osmi dan nakon pocetka indukcije difencijacije P19 stanica u neurone, tretirali smo
stanice razli¢itim koncentracijama bakrova (Il) sulfata i alkoholnog ekstrakta propolisa. Prvo
smo ispitali u¢inak samog bakrova sulfata i samog propolisa na prezivljenje neurona P19, a

potom smo ispitivali u¢inak propolisa u kombinaciji s 1 mM otopinom bakrova sulfata na
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prezivljenje P19 stanica, ali i na stvaranje reaktivnim Kisikovih vrsta te na inicijaciju
aktivacije apoptoze i na razini aktivacije kaspaza i na razini stanicne mRNA, tj. specifi¢nih
gena ukljucenih u apoptozu. U svim pojedina¢nim ispitivanjima, podijeli smo stanice na
kontrolnu skupinu i obradene skupine, obradu smo provodili tijekom 24 sata te smo

naposljetku obavili mjerenja i analizu rezultata.

3.2.3. Odredivanje prezivljenja neurona P19 primjenom testa MTT

Test MTT je jednostavna, brza i ekonomi¢na metoda ispitivanja citotoksi¢nog uc¢inka
odredenih tvari i proliferacije stanica u uvjetima in vitro. Temelji se na redukciji tetrazolijeve
soli MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazilijev  bromid] mitohondrijskom
sukcinat-dehidrogenazom metaboli¢ki aktivnih stanica. Tada iz svijetlozutog supstrata,
odnosno MTT-a nastaju tamnoljubiCasti obojeni kristali formazana koji se nakupljaju u
stanicama. Koli¢ina nastalog formazana je izravno proporcionalna broju vijabilnih stanica.
Intenzitet nastalog obojenja mozemo odrediti spektrofotometrijski koriStenjem automatskog
¢itaca mikrotitarskih plocica, na valnoj duljini od 570 nm. Postotak vijabilnih stanica izrazava
se kao apsorbancija vijabilnih stanica u odnosu na apsorbanciju kontrole.

Nakon obrade stanica P19 otopinom bakrova (Il) sulfata i/ili alkoholnim ekstraktom
propolisa, tijekom 24 sata, dodali smo u svaki bunari¢ po 40 uL medija s 20 ug boje MTT, a
zatim ih vratili u inkubator na 3 sata. Nakon isteklog vremena dodali smo u svaku jazicu po
160 uL DMSO-a kako bismo otopili formazan. O¢itavali smo apsorbanciju na 570 nm na

spektofotometru (Multiscan MS, Labsystems).

3.2.4. Odredivanje preZivljenja neurona P19 bojanjem tripanskim modrilom

Ucinak alkoholnog ekstrakta propolisa u kombinaciji s 1 mM otopinom CuSO4 na
vijabilnost stanica smo odredili i metodom bojenja tripanskim modrilom te brojanjem na
hemocitometru. Tripansko modrilo ulazi u stanice s oSte¢enom membranom i boji ih u plavo,
tako da u vidnom polju mozemo mikroskopom odrediti na kojim je mjestima doslo do
reakcije. Zive stanice ostaju neobojene, jer imaju ofuvanu membranu te djelovanjem
membranskih pumpi aktivno odstranjuju tripansko modrilo.

Nakon zavrSetka obrade, izvadili Smo stanice iz inkubatora te smo medij s plutajuéim

stanicama premjestili u epruvetu. Stanice koje su priljubljene uz podlogu smo odvojili s 300
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uL tripsina kroz 5 minuta na 37 °C. Tripsinizirane stanice smo resuspendirali u 2 mL medija i
dodali ih u epruvetu s plutajuéim stanicama te centrifugirali 5 minuta na 250 g. Potom smo
dekantirali medij, a talog resuspendirali u 250 uL novog medija. U svrhu brojanja na
hemocitometru, pomijesali smo volumene tripanskog modrila i suspenzije stanica u omjeru
1:1 te ih inkubirali 5 minuta. Suspenziju smo nanijeli na Biirker-Tiirkovu komoricu i brojali
stanice pod svjetlosnim mikroskopom. Prezivljenje smo odredili tako da smo izracunali udio

mrtvih stanica u odnosu na ukupni broj stanica.

3.2.5. Unutarstani¢no stvaranje reaktivnih Kisikovih vrsta

U kontekstu produkcije reaktivnih kisikovih vrsta, odredili smo uc¢inak samog propolisa
u koncentracijama od 2 i 5 pg/mL kao i njegovu kombinaciju s 1 mM otopinom bakrova
sulfata (CuSO,4) na neurone P19 tijekom 24 sata. Unutrastani¢nu produkciju molekula RKV
odredili smo pomoc¢u metode koja se koristi za procjenu prooksidacijskog potencijalarazlicitih
spojeva te kao pouzdan indikator ukupne koli¢ine nastalih molekula RKV. Za mjerenje
oksidativne aktivnosti u stanicama upotrijebili smo fluorogenu probu 2',7'-diklorofluorescin
diacetat (DCF-DA). DCF-DA nakon difundiranja u stanicu postaje hidroliziran
unutarstani¢nim esterazama u ne-fluorescentni produkt 2',7'-diklorofluorescin. Akumulirani
2'7'- diklorofluorescin reagira s unutarstani¢nim reaktivnim kisikovim vrstama i pritom
formira visoko fluorescentni spoj diklorofluorescetin (DCF). Neurone P19 smo inkubirali sa
100 uM DCF-DA u PBS-u tijekom 1 sata, za to vrijeme boja je prodrla u stanice. Potom smo
neurone P19 isprali i inkubirali u PBS-u dodatnih 1 sat. Oksidaciju DCF-DA u DCF, odnosno
razinu fluorescencije smo mjerili na fluorescencijskom spektrofotometru (Fluoroscan Ascent
FL, Thermo Scientific) pri valnoj duljini pobudivanja (Aex) od 485 nm i mjerenjem emisije (

Aemm) 0d 538 nm.

3.2.6. Odredivanje aktivnosti kaspaza

Za odredivanje aktivnosti kaspaza-3/7 koristili smo komplet na plocici s 96 bunarica
(Caspaze-Glo® 3/7 Assay, Promega) prema uputama proizvodaca. U kompletu se nalazi pufer
koji lizira stanice i supstrat za kaspaze (Z-DEVD-aminoluciferin). Z-DEVD (aminoluciferin)
je supstrat za kaspaze -3 i -7, koji otpusta aminoluciferin nakon cijepanja te emitira
fluorescentan signal. Koli¢ina nastalog fluorescentnog produkta je proporcionalna aktivnosti

kaspaza-3/7.
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Mijesanjem supstrata i pufera u omjeru 1:100 pripremili smo reagens. U mikrotitarske
bunari¢e s nasadenim stanicama dodali smo volumen reagensa jednak volumenu medija (40
uL), promijesali smo na mjesalici na 300-500 rpm te inkubirali na sobnoj temperaturi 2 sata.
Zatim smo izmjerili fluorescenciju s valnom duljinom pobudivanja od 485 nm i mjerenjem

emisije na 538 nm (Fluoroskan Ascent FL, Thermo Electron Corporation).

3.2.7. 1zolacija RNA

Ukupnu stani¢nu RNA izolirali smo pomocu kompleta High Pure RNA Isolation Kit
(Roche) kojim se stanice liziraju, a oslobodena RNA se veze na staklena vlakna filtera.
Ispiranjem s posebnim puferima inaktiviraju se RNaze te uklanjaju DNA, soli, proteini i drugi
stani¢ni ostatci, a na kraju se eluira RNA.

Pomoc¢u hemocitometra smo odredili broj stanica po skupinama te smo za izolaciju uzeli
1,2 x 10° stanica. Stanice smo centrifugirali na 3000 rpm 3 minute (Eppendorf centrifuga,
model miniSpin plus), isprali i resuspendirali u 400 uL PBS-a te ponovno centrifugirali pri
istim uvjetima. Nakon toga smo resuspendirali stanice u 200 uL PBS-a. Dodali smo 400 pL
pufera koji lizira stanice i omogucuje vezanje nukleinskih kiselina za kolonu. Nakon 15 s
vorteksiranja cijeli uzorak smo nanijeli na filter i centrifugirali 15 s na 10 000 rpm.
Mijesanjem 10 uL DNaze | i 90 uL pufera za inkubaciju pripremili smo otopinu DNaze
kojom se rezidualna DNA uklanja s filtera, nanijeli smo je na kolonu i inkubirali 15 min na
sobnoj temperaturi. Na filter smo zatim dodali 500 pL pufera za ispiranje I, centrifugirali te
bacili filtrat. Zatim smo kroz kolonu propustili 500 pL pufera za ispiranje I1, centrifugirali te
isprali kolonu s jo§ 200 pL istog pufera i centrifugirali dvije minute na maksimalnoj brzini (14
500 rpm) da se ukloni sav pufer, te smo RNA eluirali s kolone dodatkom 50 pL pufera za
eluciju. Centrifugirali smo 1 min na 10 000 rpm te sakupljenu RNA u epruvetici ¢uvali na -80

°C. Koli¢inu RNA odredili smo spektrofotometrom (Biospec-nano, Shimadzu & Biotech).

3.2.8. Reverzna transkripcija

Metodu reverzne transkripcije koristili smo kako bismo ukupnu RNA izoliranu iz svih
tretiranih skupina stanica P19 preveli u cDNA. Sastojke za reverznu transkripciju podijelili
smo u dvije otopine. Prva otopina, ukupnog volumena 12 uL, sadrzavala je ukupnu stani¢nu
RNA, H,0O, heksanukleotidne pocetnice i mjesavinu dNTP-a. Otopinu smo inkubirali 5

minuta na 65 °C kako bi denaturirali sekundarne strukture i omogucili slobodno vezivanje
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pocetnica. Druga otopina, ukupnog volumena 7 uL, sastojala se od pufera, DTT-a (reducira
disulfidne mostove potrebne za aktivnost RNaza) te inhibitora RNaza. Dobivene otopine smo
pomijesali i inkubirali 2 minute na 25 °C. Nakon toga smo u otopinu dodali reverznu
transkriptazu SuperScript II i promijesali pipetiranjem, te inkubirali 10 minuta na 25 °C.
Sama reakcija reverzne transkripcije odvijala se 50 minuta na temperaturi 42°C, nakon cega
smo enzim inaktivirali zagrijavanjem na 70 °C, 15 minuta. Dobivenu cDNA smo za izvodenje
lan¢ane reakcije polimerazom razrijedili 10 puta. Sastojci za reakciju reverzne transkripcije s
kona¢nim koncentracijama (ukupni volumen je 20 pL):

- ukupna stani¢na RNA - 1 ug

- (N)6 pocetnice - 2,5 uM, 100 ng

- dNTP mjesavina - 0,5 mM

- DTT-10 mM

- inhibitor Rnase - 40 U

- reverzna transkriptaza SuperScript I1- 100 U

3.2.9. Semikvantitativha metoda PCR za odredivanje ekspresije p53 i c-fos

Komplementarnu DNA dobivenu iz ukupne RNA svih skupina stanica koristili smo za
semikvantitativhnu PCR metodu. To je metoda u kojoj se odredeni odsjecci DNA razlic¢itih
skupina umnazaju metodom PCR do odredenog ciklusa, kada se reakcija zaustavlja. Nakon
elektroforeze u agaroznom gelu 1 bojanja odsjecaka etidij bromidom, mjere se intenziteti
signala. Usporedbom intenziteta signala medu skupinama moZemo usporedivati koli¢inu
cDNA, odnosno relativnu koli¢inu mRNA za odredeni gen. Pripremali smo po 10 pL otopine

za reakciju, prethodno podijeljene u dvije otopine sa sljede¢im omjerom sastojaka:

Otopina 1:

- mjeSavina dNTP-a - 200 uM

- pocetnice (P11P2)-0,2 uyM

- cDNA - 1 uL iz reakcije RT, razrjedenje 1:10

Otopina 2:

- zeleni pufer - 1x (ukljucen 1,5 mM MgCly)
- GoTag DNA polimeraza - 0,25 U
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Za umnazanje odsjeCaka DNA za gene p53 i c-fos koristili smo sljedece uvjete metode PCR:
o pocetna denaturacija: 94 °C, 5 minuta
o ciklusi:
e denaturacija DNA: 94 °C, 30"
e vezivanje pocetnica: 60"
p53: 62 °C; c-fos: 60 °C, p-aktin: 60 °C
« elongacija lanca: 72 °C, 60"

o konacna elongacija: 72 °C, 7 minuta

Za svaki od analiziranih gena prvo smo napravili grubu titraciju zaustavljanjem reakcije
nakon 15, 20, 25, 30 i 35 ciklusa. Prema rezultatima smo odredili na kojem ciklusu se
pojavljuje vidljiv signal i odabrali cikluse za finu titraciju. Za svaku izolaciju i za svaki gen
smo radili posebne titracije. Rezultate fine titracije prikazali smo kao krivulju ovisnosti
intenziteta signala o broju ciklusa. Na logaritamskom prikazu odabrali smo ciklus u linearnom
dijelu krivulje i na tom broju ciklusa smo usporedivali razlike medu skupinama. Zbog
moguc¢ih nepodudaranja u koli¢ini DNA medu skupinama, dobivene rezultate smo
normalizirali prema intenzitetu signala za f-aktin, tzv. house-keeping gen ¢ija bi ekspresija u
stanicama trebala biti konstantna.

Umnozene odsjecke razdvojili smo elektroforezom u 1,5% agaroznom gelu i TAE
puferu, pri naponu 75 V, 30 min. Odsjecke smo bojali uranjanjem gela u otopinu etidij-
bromida (konac¢na koncentracija 0,5 pg/mL) na 20 min. Signal smo vizualizirali pomocu
uredaju za detekciju UV signala (UVITEC, Cambridge) koriStenjem programa Alliance.
Intenzitete signala (denzitometrijsku analizu) razli¢itih skupina obradili smo pomocu

programa Image J.

3.2.10. Analiza rezultata

Za statistiCku obradu podataka i1 pripadajuce graficke prikaze koristili smo program
GraphPad Prism. Rezultati dobiveni iz najmanje tri pokusa izraZeni su kao srednja vrijednost
+ standardna pogreSka srednje vrijednosti. Napravili smo jednostruku analizu varijance
(ANOVA) i nakon toga testove post hoc visestruke usporedbe: za medusobnu usporedbu svih
skupina koristili smo Tukey's Multiple Comparison Test, a za usporedbu s kontrolom
skupinom Dunnett's Multiple Comparison Test. Razlike srednjih vrijednosti po skupinama

smatrane su statisticki znacajnima kad je vjerojatnost pogreske (P) bila manja od 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Diferencijacija neurona P19

Nediferencirane stanice P19 u posudicama za stani¢nu kulturu rastu u jednom sloju 1
brzo se dijele. Nakon presadivanja u Petrijeve posudice i indukcije diferencijacije retinoicnom
kiselinom, embrionalne mati¢ne stanice su formirale kuglaste stanicne nakupine zvane
embrionalna tjelesca. Cetvrti dan od pocetka indukcije diferencijacije retinoi¢nom kiselinom,
prethodno tripsinizirane stanice smo izbrojali i presadili u posudice za stani¢nu kulturu za
potpunu diferencijaciju do neuronalnog fenotipa. Osam dana od pocetka obrade, vidjeli su se

potpuno diferencirani neuroni. Neuroni su se sastojali od okruglih tjeleSaca, udruzenih u

agregate te su se iz njih pruzali vidljivi dugi neuronski izdanci (Slika 1).

Slika 1. Diferencijacija stanica P19 u neurone. Nediferencirane stanice P19 (A), embrionalna tjeleSca Cetiri dana
nakon pocetka indukcije s retinoi¢nom kiselinom (B) i diferencirani neuroni osmi dan nakon pocetka obrade s

retinoi¢énom kiselinom (C). Slikano na svjetlosnom mikroskopu (povecanje: 200x).

4.2. U¢inak bakra i propolisa per se na preZivljenje neurona P19

Uc¢inak razli¢itih koncentracija bakrova (I1) sulfata pratili smo u kulturi neurona P19
nakon zavrSetka obrade od 24 sata da bismo vidjeli kako dvovalentni bakar djeluje na
prezivljenje neurona. Odabrane koncentracije bakrovog sulfata bile su u rasponu od 0,1-1,5
mM. Prezivljenje neurona P19 odredili smo primjenom MTT testa. Analizom dobivenih
rezultata utvrdili smo da koncentracije bakrovog sulfata od 0,5 mM naviSe statisti¢ki znac¢ajno
smanjuju prezivljenje neurona P19. Naime, u usporedbi s kontrolnom skupinom gdje je
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vijabilnost iznosila 0,628 + 0,028, dodatak bakra u koncentracijama od 0,5, 0,75 i 1 mM
smanjio je prezivljenje na 0,418 = 0,050; 0,277 + 0,048 1 0,220 + 0,033 Sto upucuje na

toksic¢an ucinak bakra u kulturi neurona P19 (Slika 2).

Apsorbancija
(As70)

*
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Slika 2. Utjecaj bakrovog (II) sulfata na preZivljenje neurona P19. Bakar u koncentracijama od 0,5, 0,75, 1 i 1,5
MM snizava prezivljenje u odnosu na kontrolnu skupinu (*P < 0,01 prema Dunettovom testu nakon jednostruke

ANOVA-¢).

Da bismo ispitali utjecaj samog alkoholnog ekstrakta propolisa na prezivljenje neurona
P19, obradili smo neurone P19 alkoholnim ekstraktom propolisa u koncentracijama od 2, 5,
10, 20, 50, 70 i 100 pg/mL. Dobiveni rezultati su pokazali da propolis u koncentracijama od
50, 70 i 100 pg/mL smanjuje prezivljenje na 63,16 + 13,22, 23,97 £ 4,36 1 15,56 = 2,34%

vrijednosti kontrolne skupine (Slika 3).
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Slika 3. U¢inak alkoholnog ekstrakta propolisa na prezivljenje neurona P19. Alkoholni ekstrakt propolisa u
koncentracijama od 50, 70 i 100 ug/mL snizava preZivljenje neurona u odnosu na kontrolnu skupinu (*P < 0,01

prema Dunettovom testu nakon jednostruke ANOVA-e).

4.3. Ucinak alkoholnog ekstrakta propolisa na preZivljenje neurona P19 tretiranih s 1

mM otopinom bakrova (I1) sulfata

U svrhu odredivanja potencijalno protektivnog djelovanja alkoholnog ekstrakta
propolisa, tretirali smo neurone P19 istovremeno s bakrovim sulfatom u koncentraciji od 1
mM 1 razli¢itim koncentracijama alkoholnog ekstrakta propolisa (1, 2, 5, 10, 20, 50, 70 1 100
pg/mL) tijekom 24 sata. Prezivljenje neurona smo odredili primjenom MTT testa. Statisticka
obrada rezultata pokazala je da dodatak alkoholnog ekstrakta propolisa, u koncentracijama
koje per se nisu bile toksi¢ne, dodatno smanjuje prezivljenje neurona P19 u prisutnosti I mM
CuSO0;4. Kao $to je prikazano na Slici 4, ve¢ u vrlo niskoj koncentraciji od 2 pg/mL alkoholni
ekstrakt propolisa dodatno je smanjio prezivljenje neurona P19 u odnosu na skupinu obradenu
samo s 1 mM CuSO,, i to na 18,00 £ 2,6%; dok u koncentracijama od 5, 10 i 20 pg/mL
gotovo u potpunosti dokida prezivljenje neurona P19 u prisutnosti visokih koncentracija iona
bakra. Prezivljenje neurona koji su u prisutnosti I mM CuSO, bili tretirani s 50, 70 i 100
pug/mL alkoholnog ekstrakta propolisa takoder je bilo manje nego li u skupinama koje su

obradene samo alkoholnim ekstraktom propolisa (Slika 4).
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Slika 4. U¢inak alkoholnog ekstrakta propolisa na preZivljenje neurona P19 tretiranih s 1 mM CuSO,. Alkoholni
ekstrakt propolisa u koncentracijama od 2, 5, 10, 20, 50, 70, 100 ug/mL znaéajno smanjuje prezivljenje (*P <

0,01 prema Dunettovom testu nakon jednostruke ANOVA-e).

Uc¢inak dviju odabranih koncentracija propolisa smo odredili i metodom bojanja
tripanskim modrilom. Metodom bojanja tripanskim modrilom mrtve stanice se razlikuju od
zivih po tome $to se oboje plavo, a njihov se udio odreduje bojanjem na hemocitometru pod
mikroskopom. Usporedba kontrolne i tretiranih skupina potvrdila je prethodno dobivene
rezultate testom MTT. Koncentracija od 2 pg/mL alkoholnog ekstrakta propolisa statisticki je
znacajno povecavala udio mrtvih stanica na 86,17 + 2,9%, a koncentracija od 5 pg/mL

povecala je smrtnost na 95,80 + 0,6% (Slika 5).
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Slika 5. U¢inak alkoholnog ekstrakta propolisa na prezivljenje neurona P19 tretiranih s 1 mM CuSO,4 pomoéu
metode bojenja tripanskim modrilom. Koncentracije od 2 i 5 ug/mL alkoholnog ekstrakta propolisa zna¢ajno su
smanjile prezivljenje u odnosu na skupinu obradenu samo s 1 mM CuSO, (*P < 0,05) te sam bakrov sulfat
koncentracije od 1 mM smanjuje preZivljenje u odnosu na kontrolu (P < 0,001 prema Tukeyevom testu nakon
jednostruke ANOVA-e).

4.4. Uc¢inak alkoholnog ekstrakta propolisa na stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta

Budu¢i da se toksi¢no djelovanje bakra primarno povezuje s njegovim prooksidacijskim
djelovanjem, u nastavku istrazivanja zanimalo nas je, je li toksi¢no djelovanje bakra i
alkoholne otopine propolisa povezano s promjenama u nakupljanju molekula RKV.
Unutarstani¢nu  produkciju RKV-a mjerili smo pomocu fluorogene probe 2',7'-
diklorofluorescin diacetat (DCF-DA) te smo razinu fluorescencije, odnosno oksidaciju DCF-
DA u DCF (diklorofluorescetin) ocitavali fluorescencencijskim sprektrofotometrom. Prvo
smo testirali da li ¢e sam propolis u koncentracijama 2 i 5 pg/mL utjecati na nakupljanje
RKV-a, a potom smo odredili nakupljanje RKV-a u prisutnosti 1 mM CuSOy i razli¢itih
koncentracija propolisa nakon zavrSetka obrade. Dobiveni rezultati pokazuju da propolis
primijenjen samostalno nije utjecao na stvaranje RKV-a, dok sam bakar u 1 mM koncentraciji
znacajno podize razinu RKV-a u vrijednosti od 459,4 + 30,8 relativnih jedinica fluorescencije
(RJF). Nadalje, ocekivali smo da ¢e zbog svojih flavonoidnih antioksidacijskih sastavnica
propolis umanjiti nakupljanje RKV-a izazvano ionima bakra. Obradom dobivenih rezultata

utvrdili smo da je prisutnost 5 pg/mL alkoholnog ekstrakta propolisa u kombinaciji s 1 mM
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otopinom bakrova (Il) sulfata, izazvala neocekivano povecanje produkcije RKV-a u
vrijednosti od 2301,0 + 168,7 RJF-e (Slika 6).
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Slika 6. Uginak bakrovog (II) sulfata i alkoholnog ekstrakta propolisa na stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta u
kulturi neurona P19. Otopina bakrova sulfata u koncentraciji od 1 mM znacajno je poveéala produkciju RKV
molekula u odnosu na kontrolu (*P < 0,01). Propolis u koncentraciji od 5 pg/mL u kombinaciji s 1 mM otopinom
bakrova sulfata izazvao je znacajno povecanje produkcije reaktivnih kisikovih vrsta u odnosu na skupinu koja je
tretirana samo s 1 mM CuSO, (*P < 0.001 prema Tukeyevom testu nakon jednostruke ANOVA-e).

4.5. U¢inak alkoholnog ekstrakta propolisa na aktivnost kaspaza-3/7 u prisutnosti iona
bakra

Prisutnost iona bakra obi¢no se povezuje s pokretanjem apoptoze ili programirane
stani¢ne smrti. Stoga smo u nastavku naSeq istrazivanja odredili kako prisutnost iona bakra i
alkoholne otopine propolisa utjeCe na aktivnost kaspaza-3/7 koje su kljucne efektorske
kaspaze. Kao $to je prikazano na Slici 7, utvrdili smo da niske koncentracije alkoholne
otopine propolisa primijenjene samostalno ne mijenjaju bazalnu aktivnost kaspaza-3/7 u
usporebi s kontrolnom skupinom. Kod neurona tretiranih samo bakrom izmjerili smo
ocekivano povecanu aktivnost kaspaza-3/7 S$to upucuje na aktivaciju programirane stanicne
smrti kod neurona P19 izlozenih toksi¢nim koncentracijama bakra. U kombinaciji s bakrom,
alkoholni ekstrakt propolisa u koncentraciji od 2 pg/mL nije utjecao na aktivnost kaspaza, no
zato je koncentracija propolisa od 5 ug/mL povecala aktivnost kaspaza-3/7 na vrijednosti od
136,2 + 11,13 RJF-e. Ovaj rezultat je pokazao proapoptotski ucinak alkoholnog ekstrakta

propolisa u kombinaciji s ionima metala bakra (Slika 7).
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Slika 7. U¢inak bakrovog (II) sulfata i alkoholnog ekstrakta propolisa na aktivnost kaspaza-3/7 u prisutnosti
iona bakra. Alkoholni ekstrakt propolisa primijenjen samostalno nije utjecao na aktivnost kaspaza-3/7. Otopina
bakrova (Il) sulfata u 1 mM koncentraciji je u usporedbi s kontrolnom skupinom znaéajno povecala aktivnost
kaspaza (*P < 0,01). Alkoholni ekstrakt propolisa koncentracije 5 pg/mL u kombinaciji s 1 mM otopinom
bakrova sulfata postigao je znatajan proapoptotski u¢inak (*P < 0,001 u odnosu na skupinu obradenu samo

bakrom prema Tukeyevom testu nakon jednostruke ANOVA-e).

4.6. Ucinak alkoholnog ekstrakta propolisa na ekspresiju gena ukljucenih u

unutarstani¢nu signalizaciju pri indukciji apoptoze

U svrhu daljnjeg razjasnjenja mehanizma toksi¢nog djelovanja propolisa u prisutnosti
iona bakra, analizirali smo ekspresiju gena p53 i c-fos koji sudjeluju u regulaciji apoptoze na
razini mMRNA. Testirali smo dolazi li do promjena u ekspresiji spomenutih gena u prisutnosti
samog alkoholnog ekstrakta propolisa, kao i u njegovoj kombinaciji s otopinom od 1 mM
bakrova sulfata. RNA je izolirana iz skupina stanica tretiranih propolisom te propolisom i
bakrom, reverznom transkripcijom prevedena u komplementarnu DNA te umnoZena
metodom PCR-a. Za svaku izolaciju RNA i svaki gen smo prethodno proveli grubu i finu
titraciju kojom smo odredili uvjete i broj ciklusa (tj. linearni dio PCR reakcije) pri kojima
mozemo usporediti signale dobivene s razliitih skupina stanica. Nakon elektroforeze u gelu
agaroze i bojenja etidij-bromidom usporedivali smo intenzitet signala umnozenih odsjecaka
primjenom programa ImageJ. Rezultate denziometrije smo normalizirali prema intenzitetu
signala za p-aktin, za ¢iju ekspresiju pretpostavljamo da se ne mijenja u razli¢itim

eksperimentalnim uvjetima (Slika 8).
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Slika 8. Signali dobiveni bojanjem etidij-bromidom nakon elektroforeze u gelu agaroze. lznad fotografija je
oznaena koncentracija propolisa i bakra kojom su tijekom 24 h obradene kulture neurona P19 od kojih je
dobivena komplementarna DNA. Na svakom gelu nalazi se 6 signala: signal kontrolne skupine stanica (ozna¢eno
K), signal stanica izlozenih samo propolisu koncentracije 2 pg/mL (2P), signal stanica izloZenih propolisu
koncentracije 5 pg/mL (5P), signal stanica izloZenih otopini bakrova sulfata koncentracije 1 mM bez dodanog
propolisa (Cu), signal stanica izlozenih kombinaciji bakrova sulfata (1 mM) i propolisa (2 pg/mL) (Cu+2P) te
signal stanica izloZenih kombinaciji bakrova sulfata (1 mM) i propolisa (5 pg/mL) (Cu+5P). Desno je ozna¢eno

koji su odsje¢ci DNA umnozeni metodom PCR.

Analiza rezultata pokazala je da propolis primijenjen samostalno ne mijenja ekpresiju
gena p53 i c-fos, ali je mijenja u prisutnosti iona bakra. Koncentracija alkoholnog ekstrakta
propolisa od 2 1 5 ug/mL u kombinaciji s bakrom, statisti¢ki je znac¢ajno povecala razinu
ekspresije mMRNA gena p53 u vrijednostima 1,606 + 0,140 i 1,849 + 0,248, odnosno za 37,74 i

58,58% u odnosu na skupinu obradenu samo ionima bakra (Slika 9).
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Slika 9. Uc¢inak alkoholnog ekstrakta propolisa i iona bakra na ekspresiju p53. Otopina bakrova sulfata
koncentracije 1 mM statisticki povecala je ekspresiju p53 gena u odnosu na kontrolu (#P < 0,05 prema
Tukeyevom testu nakon jednostruke ANOVA-e). Propolis primijenjen samostalno nije utjecao na ekspresiju p53,
ali je u kombinaciji s bakrom zna¢ajno povecao aktivnost gena p53 (*P < 0,001 u usporedbi sa skupinom
treniranom samo bakrom, prema Tukeyevom testu nakon jednostruke ANOVA-e).

Nasuprot tome, pri analizi ekspresije mMRNA ranog gena c-fos utvrdili smo da je
alkoholni ekstrakt propolisa koncentracije 5 pg/mL u prisutnosti iona bakra zna¢ajno smanjio
ekspresiju na vrijednost 0,693 + 0,067, odnosno da je smanjio ekspresiju 36,4% u odnosu na
skupinu obradenu samo s 1 mM CuSO, (Slika 10).
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Slika 10. Uc¢inak alkoholnog ekstrakta propolisa i iona bakra na ekspresiju gena c-fos. Otopina bakrova sulfata
koncentracije 1 mM znacajno je povecala ekspresiju gena c-fos u odnosu na kontrolu skupinu (*P<0,001), dok je
u prisutnosti alkoholnog ekstrakta propolisa (5 pg/mL) bakrom izavani porast ekspresije znacajno smanjen

(*P<0,01 u odnosu na skupinu obradenu samo bakrom, prema Tukeyevom testu nakon jednostruke ANOVA-e).
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5. RASPRAVA

U novijim istrazivanjima koja se bave ljekovitos¢u prirodnih spojeva, paznja je
usmjerena na biljne proizvode i njihove derivate koji sluze za odrzavanje molekularne
ravnoteze u redoks reakcijama u stanici. Vecina tih istrazivanja upucuje na njihovo jako
antioksidacijsko i antitumorsko djelovanje. Kada govorimo o flavonoidima, generalno se
moze rec¢i da ostvaruju ucinke koji su povoljni za ljudsko zdravlje zbog njihove medureakcije
s brojnim biokemijskim procesima u stanici. Na stanicnoj i1 molekularnoj razini
neuroprotektivno djelovanje flavonoida prvenstveno se povezuje s njihovim antioksidacijskim
1 antiapoptotskim djelovanjem, inhibicijom signalnih puteva, te sprjeCavanjem upale u
zivéanom sustavu (Vauzour i sur. 2008). U kontekstu antikancerogenog djelovanja,
predlozeno je vise modela jer flavonoidi moduliraju ekspresiju razli¢itih gena i enzima te na
kompleksan i viSeznacan nacin vode ka proapoptotskom uc¢inku (Chahar i sur., 2011).

Unato¢ njihovom neupitnom antioksidacijskom ucinku, tijekom posljednjeg desetljeca
razvilo se paralelno polje koje se bavi njihovim prooksidacijskim svojstvima te naglasava
upravo ovaj u¢inak kao jedan od najbitnijih za proapoptotsko djelovanje (Ullah i sur., 2011).
Hadi i sur. (2007) su pokazali kako se neki biljni antioksidansi, primarno polifenoli, ponaSaju
kao prooksidansi u prisustvu tranzicijskih metala kao $to je bakar, te posljedi¢éno putem
oksidacijskog ostecenja sudjeluju u oste¢enju DNA molekule.

Velik broj istrazivanja pokazuje da su oksidacijski stres uzrokovan bakrom i oksidacija
proteina (bilo to direktno molekulama RKV ili od njihovih krajnjih produkata lipidne
peroksidacije kao $to je 4-hidroksinonenal) ukljuceni u razne neurodegenerativne poremecaje,
ukljucujuéi Alzheimerovu i Parkinsonovu bolest (Arnal i sur., 2012; Eskici i Axelsen, 2012).
Stoga se smatra da bi prevencija stanja oksidacijskog stresa sveukupnim smanjenjem RKV-a
mogla smanjiti oksidacijska oSte¢enja bioloSkih makromolekula i posljedi¢no sprijeciti ili
usporiti nastanak i progresiju neurodegenerativnih bolesti.

Propolis je biljna smolasta smjesa tvari, sakupljen od strane pcela (Apis melifera L.), a
sluzi kao gradevni materijal pri izgradnji koSnice. Izmedu ostalih ucinaka, poznat je po svom
antioksidacijskom i antitumorskom djelovanju zbog visokog udjela polifenola (Lofty, 2006;
Ayres i sur., 2007; OrS$oli¢ i sur., 2008; Benkovi¢ i sur., 2009).

Potaknuti brojnim dokazima o antioksidacijskom djelovanju propolisa, mi smo u naSem
istrazivanju testirali ucinak alkoholnog ekstrakta propolisa na preZivljenje neurona P19
istovremeno obradenih s otopinom bakrova sulfata koncentracije 1 mM, ocekujuéi

neuroprotektivan uc¢inak. Alkoholni ekstrakt hrvatskog propolisa koji smo koristili u naSem
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istrazivanju sadrzi 84.4% polifenola od cega su 40.2% flavonoidi (0.28% kvercetin, 0.63%
naringenin i 2.45% krizin) (Benkovi¢ i sur., 2009).

Istrazivanja smo proveli u kulturi neurona P19. Stanice P19 (stanice pluripotentnog
embrionalnog karcinoma misa) diferencirali smo u kulturu neurona u prisutnosti retionicne
kiseline, kao $to je vidljivo na Slici 1. Potpuno diferencirani neuroni P19 morfoloski,
biokemijski i fizioloski odgovaraju neuronima in vivo (Jones-Villeneuve i sur.,1982) te se
koriste kao pouzdan model u neurobioloskim i farmakoloskim istrazivanjima (Ishikara i sur.,
2000; Xilouri i Papazafiri, 2006; Jazvins¢ak Jembrek i sur., 2012). Pregledom literature
utvrdili smo da ne postoje istrazivanja o u¢incima alkoholnog ekstrakta propolisa na neurone
P19, bilo da je primijenjen samostalno, ili u kombinaciji s spojevima Kkoji uzrokuju
oksidacijsko ostecenje i posljedi¢no smrt neurona.

Rezultati naSeg istrazivanja pokazuju da alkoholni ekstrakt propolisa, kada je
primijenjen istovremeno s bakrom, smanjuje prezivljenje neurona P19, ¢ak i u vrlo niskim
koncentracijama koje per se nemaju toksi¢no djelovanje. Propolis u prisutnosti iona bakra
povecava aktivnost kaspaza-3/7, kljucnih efektorskih molekula u pokretanju programirane
stani¢ne smrti. Njegov proapoptotski u¢inak povezan je s pove¢anom ekspresijom gena p53,
te smanjenjem ekspresije gena c-fos na razini mRNA. Alkoholni ekstrakt propolisa u
kombinaciji s bakrovim ionima pokazuje i snazno prooksidativno djelovanje zbog poveéane
produkcije RKV-a, §to takoder vjerojatno doprinosi njegovom neurotoksi¢cnom djelovanju.

Bakar sudjeluje u redoks reakcijama u organizmu, varirajuci izmedu oksidiranog (Cu®)
i reduciranog (Cu™) stanja. U slobodnom, nevezanom obliku Katalizira stvaranje RKV-a preko
Fentonove reakcije. Nakon S§to razine RKV-a nadvladaju endogene antioksidacijske
mehanizme obrane, rezultat je pojava stanja oksidacijskog stresa. Brojna istrazivanja
pokazuju toksi¢ne uc¢inke iona bakra na neuronalnim stanicama (Chen i sur., 2009; Jazvins§¢ak
Jembrek i sur., 2014), iako to¢ni mehanizmi bakrom inducirane stani¢ne smrti jo§ nisu u
potpunosti razjaSnjeni. U svrhu dobivanja boljeg uvida u unutarstani¢ne procese potaknute
toksicnim koncentracijama bakra, obradili smo neurone P19 razli¢itim koncentracijama
bakrova sulfata kroz 24 sata. Sukladno ocekivanjima, utvrdili smo da ovisno o dodanoj
koncentraciji bakrov (II) sulfat smanjuje prezivljenje neurona P19. White i sur. (2011) su
istrazujuci ulogu amiloid prekursor proteina (APP) u oksidativnom stresu prilikom razvitka
Alzheimerove bolesti, takoder pokazali toksican u¢inak bakra odnosno smanjenje prezivljenja
mi§jih kortikalnih, cerebralnih 1 hipokampalnih neurona.

Imajuéi na umu da se neurotoksi¢ni ucinci bakra primarno pripisuju njegovoj

sposobnosti stvaranja RKV-a putem Fentonove reakcije kako u citosolu, tako i u
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mitohondrijima (Gaetke 1 Chow, 2003), u nastavku naseg istrazivanja, za izazivanje toksi¢nih
ucinaka koristili Smo bakrov sulfat koncentracije 1 mM. Kao §to je vidljivo na Slikama 5 i 6,
ova koncentracija znacajno povecava stvaranje molekula RKV i aktivaciju kaspaza, odnosno
uspjesno postize prooksidacijski i proapoptotski ucinak.

Chow (1979) je pokazao da bakar zbog svog promjenjivog oksidacijskog stanja moze
lako zapoceti oksidaciju lipida stani¢ne membrane, tj. lipidnu peroksidaciju, u nizu lan¢anih
reakcija koje dovode do gubitka cjelovitosti stanicne membrane i posljedicno do stani¢ne
smrti. Manto (2014) je objasnio kako narusena homeostaza bakra, odnosno povecana
koncentracija slobodnog bakra koji katalizira Fentonovu reakciju, u konacnici vodi ka
generiranju jako Stetnog slobodnog radikala — hidroksil radikala koji oSte¢uje nukleinske
kiseline, proteine 1 lipide. Korelaciju izmedu pojave neurodegenerativnih bolesti i
oksidacijskog stresa u mozgu posredovanog u prvom redu suviskom iona bakra potvrdili su
brojni radovi (Simonian i Coyle, 1996; Deibel i sur., 1996; Waggoner i sur., 1999;; Gaetke i
Chow, 2003;Barnham i sur., 2004).

Povisen oksidacijski stres jedan je od glavnih uzroka apoptoze neurona. lako se detalji
definicije apoptoze razlikuju medu autorima, ono $to je opcenito prihvaceno je da je apoptoza
proces stani¢ne smrti koji ukljucuje aktivaciju kaspaza (Mattson, 2000). Mi smo
proapoptotsko djelovanje bakra potvrdili Z-DEVD testom, gdje smo mijerili aktivnost
kaspaza-3/7 na bakrom oste¢enim neuronima P19. Sheline i sur. (2002) takoder su pokazali da
povecanje RKV-a putem bakrovih iona vodi ka klasi¢nom putu programirane stani¢ne smrti
ovisnom o kaspazama, s obiljeZjima kondenzacije kromatina i1 povecane aktivnosti kaspaza-
3/7, dok su Arnal i sur. (2012) pokazali da suviSak iona bakra moze odvesti stanice u
programiranu stani¢nu smrt na dva nacina, 1 aktivacijom kaspaza, ali 1 aktivacijom kalpaina,
odnosno kalcij ovisnih cisteinskih proteaza koje mogu pojacati i smanjiti aktivnost kaspaza.
Wolfe i sur. (1994) su pokazali da bakrom (putem Fentonove reakcije) generirani hidroksil
radikali uzrokuju stani¢nu smrt timocita te su u istrazivanju sa Spojevima koji sadrze tiol
grupu, primijetili pojavu apoptoze u razli¢itim stani¢nim linijama, uz dodatak ili slobodnog
bakra ili ceruloplazmina (enzima koji sadrzi 7 molekula bakrova iona). Liang i Zhou (2007)
su na stanicama kvasca pokazali da bakar uzrokuje stanicnu smrt mitohondrijskim putem uz
prethodno stvaranje molekula RKV.

Brojni radovi govore o cCitavom spektru povoljnih uéinaka propolisa, pocevsi od
njegovog snaznog antioksidacijskog ucinka, preko antitumorskog, antiupalnog, antigljivi¢nog,
antivirusnog i drugih uc¢inaka (Lofty, 2006; Orsoli¢ i sur., 2008; Ayres i sur., 2007). Takoder

spominje se i neuroprotektivni uc¢inak upravo kroz propolisno antioksidacijsko djelovanje,
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poSto je poznato da upravo stanje oksidacijskog stresa, nakupljanje RKV molekula
uzrokovano u prvom redu ionima metala, prethodi smrti neurona ( llhan i sur., 2004; Chen i
sur., 2008).

Propolis primijenjen samostalno je tek u visokim koncentracijama (> 50 ug/mL)
smanjio prezivljenje neurona P19. Kao i svaki ljekoviti biljni derivat, za ocekivati je da ¢e u
visokim koncentracijama imati toksi¢ne u¢inke na stanicu. Medutim, ono §to je bilo posebno
zanimljivo, jest to da je alkoholni ekstrakt propolisa primijenjen u kombinaciji s bakrom, ve¢ i
u vrlo niskim, per se netoksi¢énim koncentracijama od 2 i 5 pg/mL smanjio preZivljenje
neurona, mjereno testom MTT i metodom bojenja tripanskim modrilom. Nadalje, nasa su
istrazivanja pokazala da propolis u kombinaciji s bakrom djeluje sinergisticki, te da povecava
njegov prooksidacijski potencijal. Naime, primijenjen u koncentraciji od 5 pg/mL povisio je
proizvodnju molekula RKV.

Pretrazivanjem literature naiS§li smo na brojne dokaze o antioksidacijskoj ulozi
propolisa, pogotovo vodene otopine ove smjese spojeva, iako postoje radovi koji upuéuju na
njegov prooksidacijski potencijal (Sobocanec i sur., 2006b; Tsai i sur., 2012). Takoder, u
vecini istrazivanja koja govore o djelovanju propolisa govori se o udincima izoliranih
propolisnih komponenti, rjede se govori o propolisu kao smjesi spojeva (Rahman i sur., 1989;
Shimazawa i sur., 2005; Nakajima i sur., 2007; Hadi i sur., 2007).

lIako se vecina farmakoloSkih obiljezja biljnih polifenola pripisuje njihovom
antioksidacijskom potencijalu, odnosno sposobnosti da uklanjaju endogeno generirane
slobodne radikale ili one formirane ksenobioticima, zracenjem 1 sli¢no, neki noviji literaturni
podaci sugeriraju da polifenolna obiljezja nisu u potpunosti jednoznacna, jer vec¢ina biljnih
polifenola posjeduje i antioksidacijska i prooksidacijska svojstva. A budué¢i da se vecina
povoljnih svojstava koja propolis posjeduje pripisuju polifenolima, propolis kao i sami
polifenoli, moze imati dvojni uéinak - antioksidacijski i prooksidacijski. Prooksidacijski i
citotoksi¢ni ucinak propolisa i1 flavonoida najcesce je istrazivan na razli¢itim tumorskim
linijjama (lzuta i sur., 2008; Lu i sur., 2011, Chahar i sur., 2011).

Shimazawa i sur. (2005) ispitali su neuroprotektivno djelovanje alkoholne i vodene
otopine brazilskog zelenog propolisa u stani¢noj kulturi neurona PC 12. Alkoholna i vodena
otopina brazilskog propolisa inhibirala je citotoksi¢ni ucinak vodikovog peroksida u
koncentracijama 4 i 40 pg/mL, smanjila lipidnu peroksidaciju neutralizacijom slobodnih
radikala te je u miSeva in vivo sprijeéila cerebralnu ishemiju. Pretpostavljamo da su za razliciti
ucinak propolisa u usporedbi s naSim istrazivanjem kljuc¢ne razlike u sastavu propolisa te

posebice vrsti oksidacijskog oStecenja. Dok smo mi za indukciju oksidacijskog ostec¢enja
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koristili bakar, Shimazawa i sur. (2005) koristili su vodikov peroksid. Spomenimo takoder da
su, Huang i sur. (2007) pokazali da propolin G, komponenta izolirana iz tajvanskog propolisa,
uzrokuje apoptozu tumorskih glija stanica aktivacijom mitohondrijalnog puta ovisnog o
kaspazama, dok istovremeno pokazuje neuroprotektivan u¢inak u kulturi kortikalnih neurona
Stakora izloZenih vodikovom peroksidu zbog svog antioksidacijskog djelovanja i smanjenja
RKV molekula. Ovisno o periodu sakupljanja propolisa, udio propolina G je bio veci ako je
sakupljen u periodu izmedu svibnja i srpnja, nego u periodu od rujna i listopada. Takoder su
usporedili djelovanje propolina G, tajvanskog propolisa i brazilskog propolisa na oksidacijsko
oStecenje kortikalnih neurona Stakora te su uvidjeli da propolin G 1 tajvanski propolis imaju
jaci neuroprotektivni ucinak od brazilskog propolisa. Naglasimo da se iz ovog istrazivanja,
osim neuroprotektivnog i antitumorskog djelovanja propolisa, vidi i vaznost u periodu i
mjestu sakupljanja propolisa, zbog promjene njegovog sastava ovisno o godiSnjem dobu i
geografskoj zoni.

Nakajima 1 sur. (2007) su na retinalnim ganglijskim stranicama (RGC-5, linija
ganglijskih stanica transformirana E1A virusom) u uvjetima oksidacijskog stresa in vitro
pokazali neuroprotektivni te paralelno antioksidacijski u¢inak vodene otopine brazilskog
zelenog propolisa i njegovih glavnih sastavnica: derivata kafeoil-kvini¢ne Kiseline (3,4-di-O-
kafeoilkvini¢na kiselina, 3,5-di-O-kafeoilkvini¢na kiselina, klorogeni¢na kiselina) i derivata
cimetne kiseline (p-kumarinska kiselina, artepilin C, drupanin, baharin). Neurotoksi¢ni u¢inak
izazvali su primjenjujuc¢i l-butionin-(S,R)-sulfoksimin (BSO) koji smanjuje razinu
unutarstani¢nog glutationa. Koncentracije propolisa i derivata kafeoil-kvini¢ne kiseline (bez
derivata cimetne kiseline) koje su snizavale razinu oksidacijskog stresa na retinalnim
ganglijskim stanicama, takoder su bile ucinkovite u inhibiciji lipidne peroksidacije na
homogenatima mi§jih stanica prednjeg mozga. Zakljucili su da vodena otopina propolisa 1
derivati kafeoil-kvini¢ne kiseline uzrokuju neuroprotektivne ucinke kroz antioksidacijsku
aktivnost. Opet mozemo usporedbom naseg rada primijetiti razlike u ekstraktu (vodeni
naspram naSeg alkoholnog), sastavu (brazilski propolis naspram hrvatskog), induktorima
oksidacijskog oStecenja te stani¢noj liniji na kojoj su testirali (retinalne ganglijske stanice
RGC-5 naspram neurona P19). Naime, brazilski propolis u svom sastavu ima ve¢inom masne
i fenolne Kkiseline te njihove estere, substituirane fenolne estere, flavonoide (flavone,
flavonone, flavonole, dihidroflavonole, halkone), terpene, B-steroide, aromatske aldehide i
alkohole 1 derivate seskviterpena, naftalena 1 stilbena, te je moguce da su upravo razlike u

sastavu izmedu brazilskog i naseg propolisa odgovorne za opazene razlike u djelovanju (Aga i
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sur., 1994). Takoder, kao Sto je ve¢ istaknuto, citotoksi¢ni uéinak flavonoida moze varirati
0Visno o stani¢noj liniji i primijenjenoj koncentraciji (Witjen i sur., 2005; Durgo i sur.,2009).

Osim antioksidacijskog, opisani su i drugi mehanizmi kojima propolis ostvaruje svoje
neuroprotektivno djelovanje. Tako su Chen i sur. (2008) pokazali neuroprotektivno djelovanje
vodene otopine kineskog propolisa te ukazali na potencijalnu preventivhu primjenu kod
Alzheimerove bolesti i ostalih neurodegenerativnih poremecaja. Istrazivanje su provodili in
Vivo te su misevima inducirali poremecaj ucenja i paméenja skopolaminom koji djeluje na
povecanu aktivnost acetilkolinesteraze. Acetilkolin je jedan od najbitnijih neurotransmitera
koji sudjeluje u pamcenju, a acetilkolinesteraza blokira djelatnost acetilkolina te su u zdravom
mozgu ova dva sustava u ravnotezi. Medutim, ako je aktivnost acetilkolinesteraze prevelika,
posljedica je amnezija. Nakon obrade s vodenom otopinom propolisa utvrdili su smanjenje
poremecaja pamcenja te smanjenje aktivnosti enzima acetilkolinesteraze u kori velikog mozga
i hipokampusu. Ovi rezultati pokazuju da kineski propolis moze pripomoé¢i u lijeCenju
amnezije kroz inhibiciju aktivnosti acetilkolinesteraze u hipokampusu.

Ilhan i sur. (2004) su pokazali neuroprotektivno djelovanje fenilnog estera kafeinske
kiseline, komponente propolisa, na neurone oSteCene pentilenetetrazolom (PTZ). PTZ se
koristi za testiranje antiepilepti¢nih lijekova jer uzrokuje visestruko okidanje zivéanih impulsa
i smanjenje refraktornog perioda. Uz posljedicu epilepti¢inih napada, zna se i da PTZ
povecéava produkciju RKV-a te lipidnu peroksidaciju. Fenilni ester kafeinske kiseline u ovom
radu opet je pokazao svoje antioksidacijsko svojstvo, jer je utvrdeno smanjenje proizvodnje
RKV-a u sredi$njem Ziv€anom sustavu uzrokovano pentilenetetrazolom.

Tavares 1 sur. (2006) su istrazivali mutagene 1 antimutagene ucinke propolisa na
stanicama jajnika kineskog hrcka. Analizirali su ucestalost kromosomskih aberacija i mjerili
su mitoti¢ki indeks. Uocili su da propolis u visokim koncentracijama povecava frekvenciju
kromosomskih aberacija, dok s druge strane pri niskim koncentracijama smanjuje Stetu na
kromosomima uzrokovanu kemoterapeutikom doksorubicinom. Zakljué¢ili su da propolis
pokazuje svojstva ,Janus* Cestice, jer posjeduje genotoksi¢na svojstva pri visokim
koncetracijama, dok se pri niskim koncentracijama ponasa kemopreventivno na mutageno
ostec¢enje doksorubicinom. Takoder su pretpostavili da su za ovakvo ponasanje vrlo vjerojatno
odgovorni flavonoidi, koji iskazuju svoja anti- odnosno pro-oksidacijska svojstva ovisno o
koncentraciji.

U kontekstu prooksidacijskog djelovanja polifenola, treba istaknuti da vecina ovih
biljnih derivata inducira stani¢nu smrt aktivacijom apoptoze, inhibicijom anti-apoptotickih

puteva, te blokiranjem stani¢ne prolirefacije i aktivnosti rada brojnih proteina ukljucenih u
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rast tumorskog tkiva (Chahar i sur., 2011; Raffoul i sur., 2012). Hadi i sur. (2003) su
predlozili da je upravo prooksidacijska aktivnost bitna pri antitumorskoj aktivnosti i
induciranju apoptoze te da ukljucuje mobilizaciju iona bakra ¢ije su serumske, tkivne i
unutarstani¢ne koncentracije poviSene u razlicitim malignim oboljenjima (Linder i sur, 2012).
Hadi i sur. (2007) su pokazali da se biljni polifenoli mogu vezati za DNA i Cu®* i formirati
tercijarni kompleks. Potom, redoks reakcijom izmedu polifenola i Cu** u tercijarnom
kompleksu dolazi do redukcije Cu?* u Cu*, koji onda putem Haber-Weissove reakcije moze
generirati RKV molekule. Na limfocitima su potvrdili kako je polifenolni-Cu** kompleks
sposoban uzrokovati ostecenje DNA. U njihovom istrazivanju su i brojni drugi biljni
polifenoli (taninska kiselina i galna kiselina, kurkumin, galokatehini i resveratrol) uzrokovali
oksidacijsko ostecenje izolirane plazmidne DNA, bez i u prisutvu prijelaznog metala bakra.
Zheng i sur. (2006) pokazali su da se resveratrol i njegovi sinteti¢ki analozi 3,3,4'-trihidroksi-
trans-stilben, 3,4-dihodroksi-trans-stilben, i 3,4,5-trihidroksil-trans-stilben koji su inace
poznati kao antioksidansi, mogu transformirati u prooksidanse u prisustvu Cu®* koji je usko
vezan za bazu gvanin, te uzrokovati oksidacijsko ostecenja DNA molekule. Ahmad i sur.
(2000) pokazali su da polifenoli, kao $to su kvercetin (sastavnica propolisa) i stilben
resveratrol, ne samo da vezu kromatinski bakar nego dodatno i kataliziraju njegovu redoks
reakciju. Ovo istrazivanje mozemo povezati s naSim, jer smo takoder dobili prooksidacijski
ucinak propolisa u prisutnosti iona bakra.

Za flavonoid kvercetin predlozen je mehanizam koji ukljuuje formiranje veé
spomenutog tercijarnog kompleksa DNA-kvercetin-Cu(ll). Redoks reakcijom u tercijarnom
kompleksu dolazi do redukcije Cu(ll) u Cu(l), koji potom ulazi u Fentonovu reakciju

generirajuci slobodne kisikove vrste (Rahman i sur., 1989) (Slika 11).
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Slika 11. Ukljucenost tercijarnog kompleksa kojeg ¢ine kvercetin, DNA i Cu(Il)/Cu(I) u proizvodnji reaktivnih
kisikovih vrsta. Model predlozili Rahman i sur. (1989).

U kontekstu antioksidacijskog i prooksidacijskog djelovanja, spomenimo jo$ i
askorbinsku kiselinu koja se kao esencijalan mikronutrijent smatra jednim od najuspjesnijih
antioksidansa u zivom organizmu. Medutim, takoder moze imati i prooksidacijski u¢inak
blizu mjesta na DNA molekuli gdje je smjeSten bakar (Wang, 1989). Relativno visoke
koncentracije askorbinske kiseline mogu inducirati apoptozu u razli¢itim tumorskim linijama.
Zatim, dokazano je da mogu inducirati stanicnu smrt, fragmentaciju jezgre te unutarstani¢no
cijepanje DNA molekule u stani¢nim linijama humane mijeloidne leukemije. Sakagami i sur.
(1997) pokazali su da je pro-apoptotska aktivnost askorbinske Kiseline povezana s njenom
prooksidacijskom funkcijom te je inhibirana katalazom, antioksidansima kao $to su N-
acetilcistein 1 GSH, manjkom kalcija i1 Zeljeza, ali stimulirana hidrogen peroksidom, te
helatorima bakra i Zeljeza.

Prate¢i poveznicu izmedu polifenolnog antitumorskog i1 prooksidacijskog djelovanja,
nais$li smo na mnostvo radova koji spominju da je za ovu aktivnost klju¢no prisutvo metala
bakra. Lu i sur. (2011) su ispitujuéi antitumorsku aktivnost kurkumina (polifenola izoliranog
iz biljke Curcuma longa) pokazali da u humanim leukemijskim stanicama K562/A02
uzrokuje DNA oStecenja, smanjuje prezivljenje i inducira apoptozu, a u prisutnosti bakra
povecava se razina oksidacijskog stresa, odnosno produkcija RKV molekula te se pojacava
proapoptotski ucinak. Izuta i sur. (2008) istrazivali su u¢inke alkoholnog ekstrakta brazilskog
crvenog propolisa i CAPE na stanice karcinoma dojke MCF-7 i humane fibroblaste. Pokazali

su da brazilski crveni propolis znacajno smanjuje prezivljenje MCF-7 stanica uzrokujuci
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poremecaj funkcije mitohondrija, aktivaciju kaspaze-3 te fragmentaciju DNA; dok na
fibroblaste nije imao ucinka.

U nasem istrazivanju istrazili smo uc¢inak alkoholnog ekstrakta hrvatskog propolisa na
aktivnost kaspaza-3/7 te uvidjeli da propolis posjeduje proapoptotski u¢inak u kombinaciji s
bakrom jer je u koncentraciji od 5 ug/mL znacajno povecao njihovu aktivnost. Takoder,
alkoholni ekstrakt propolisa u kombinaciji s 1 mM CuSO, dodatno je povecao ekspresiju p53
na razini mMRNA. Ekspresija transkripcijskog faktora p53 znacajno se povecava kao odgovor
na razli¢ite oblike stani¢nog stresa, te dovodi do aktivacije brojnih gena koji promoviraju
stani¢nu smrt. Takoder, postoje dokazi da p53 moze i izravno, tj. neovisno o transkripcijskoj
aktivnosti, inducirati permeabilnost mitohondrija i potaknuti apoptozu (Nair i sur., 2006).
Dosada$nja istrazivanja upucuju na to da upravo p53 ima klju¢nu ulogu u nastanku
neurodegenerativnin bolesti. Naime, nakon aktivacije p53 zbog osteCenja DNA ili
oksidacijskog stresa, moze doci do aktivacije kaspaze-3 i inicijacije apoptoze (Chatoo i sur.,
2011). Takoder, treba istaknuti da na prooksidacijske uvjete stanice reagiraju inicijacijom
transkripcije brojnih antioksidacijskih gena aktivacijom transkripcijskog faktora Nrf2.
Medutim, ako je stanje oksidacijskog stresa izazvalo oSte¢enja DNA molekule, pokrece se
drugaciji odgovor preko aktivacije p53 i posljedi¢no odumiranja apoptozom (Faranio i sur.
2006). U sukladu s navedenim, vrlo je vjerojatno da je u naSem istrazivanju oStecenje DNA
prethodilo porastu ekspresije p53, sto je imalo znacajnu ulogu u pokretanju apoptoze.

Sli¢ni rezultati opisani su i na tumorskim linijjama. Vidyla i sur. (2010) su pokazali da
kvercetin, jedan od sastojaka propolisa, pokazuje citotoksicne u¢inke na tumorskim HeLa
stanicama ovisno 0 dodanoj koncentraciji, zaustavlja stani¢ni ciklus u G2/M fazi i uzrokuje
mitohondrijski posredovanu apoptozu p53 ovisnim mehanizmom. Nadalje, Xuan i sur. (2014)
su pokazali citotoksi¢ni ucinak alkoholnog ekstrakta kineskog propolisa na stanicama
humanog karcinoma dojke (MCF-7 i MDA-MB-231 linije), kao i povecanu ekspresiju gena
p53 te povecanje produkcije RKV molekula. Dodatno, potvrdili su i povecanje ekspresije
nuklearnog faktora—xB p65 (NF-kB p65), smanjenje ekspresije aneksina A7 (ANXA), te
smanjenje mitohondrijskog potencijala. Istovremeno, treba istaknuti da u istom istrazivanju
alkoholni ekstrakt kineskog propolisa nije prouzrokovao toksi¢ne ucinke na humane
endotelne stanice pupcane vene (HUVEC stanice), $to dodatno potvrduje da se ucinak
propolisa moze razlikovati na razli¢itim stani¢nim modelima.

Rezultati drugih istrazivanja pokazuju da je i antiapoptotsko djelovanje polifenolnih
komponenti propolisa povezano s promjenama u ekspresiji p53. Gao i sur. (2008) su pokazali

da pinocembrin, najobilniji flavonoid u kineskom propolisu, posjeduje neuroprotektivne
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u¢inke na neurone SH-SYS5Y oSteCene glutamatom. Glutamat je glavna eksitacijska
aminokiselina u mozgu sisavaca, djeluje preko N-metil-D-aspartat receptora (NMDA),
povecéava unos kalcija u stanicu te je u visokim koncentracijama toksi¢an za neurone. Obrada
pinocembrinom je povecala prezivljenje neurona, inhibirala oslobadanje laktat dehidrogenaze
i citokroma c iz mitohondrija te smanjila ekspresiju gena p53.

Za razliku od indukcije ekspresije p53, alkoholni ekstrakt propolisa je u prisutnosti
bakra znacajno smanjio ekspresiju c-fos u neuronima P19. Protein c-fos je dio
transkripcijskog faktora aktivator proteina-1 (AP-1) koji je uklju¢en u kontrolu brojnih
stani¢nih procesa, pa tako i apoptoze. AP-1 je grupa dimerickih proteina koja se sastoji od
podskupina: Jun (c-Jun, JunB, JunD), Fos (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2), Maf (c-Maf, MafB,
MafA, MafG/F/K i Nrl), i ATF (ATF2, LRF1/ATF3, B-ATF, JDP1, JDP2). Protein c-Fos
tvori heterodimere s proteinima Jun porodice, a nastali AP-1 kompleks regulira transkripciju
vezanjem na AP-1 slijed prisutan u mnogim stani¢nim genima (Shaulin i Karin, 2002; Zhang i
sur. 2002). Porast ekspresije c-fos vrlo je Cesto izazvan porastom RKV molekula i stanjem
oksidacijskog stresa, pa je u sukladu s nasim istrazivanjem, pokazan i na stanicama koje su
obradene visokim koncentracijama bakra (Mattie i sur. 2008). Gillardon i sur. (1996) su
pokazali da uz povecanu ekspresiju c-fos gena, i promijenjenu ekspresiju anti-apoptotskih
proteina Bcl-2 i Bcl-X te pro-apoptotskog proteina Bax, djeluju na fragmentaciju DNA i
indukciju apoptoze u ishemijom oSte¢enim podru¢jima talamusa i kore mozga Stakora.
Takoder, pokazano je da nakupljanje RKV-a smanjuje ekspresiju gena Bcl-2 i povisuje
ekspresiju gena Bax (Choi i sur., 2003; Zhou i sur., 2010).

Iako nasi rezultati pokazuju ucinak na smanjenje ekspresije c-fos samo u uvjetima
oksidacijskog stresa, u jednom je istraZzivanju pokazan inhibitorni ucinak propolisa na
ekspresiju c-fos u hipokampusu miseva akutno obradenih alkoholnim ekstraktom propolisa
(Lee i sur. 2013). | rezultati drugih istrazivanja upucuju na to da c-fos ima vaznu ulogu u
prezivljenju neurona (Zhang i sur. 2002) te da je apoptoza neurona povezana sa smanjenjem
ekspresije c-fos (Yuan i sur. 2009).

Zakljuc¢no, nasi su rezultati pokazali da propolis u prisutnosti visokih koncentracija iona
bakra moZe znafajno smanjiti prezivljenje neurona P19. Jednim dijelom toksi¢ni ucinak
alkoholnog ekstrakta propolisa moze se pripisati njegovom prooksidacijskom potencijalu u
prisutnosti bakra, kao i aktivaciji kaspaza tj. inicijaciji apoptoze i modulaciji ekspresije gena
koji su povezani s apoptozom 1 oksidacijskim stresom kao $to su p53 1 c-fos. lako dosadasnja
istrazivanja veéinom idu u prilog neuroprotektivnog djelovanja propolisa u uvjetima

oksidacijskog stresa zbog njegovih antioksidacijskih svojstava, nasi rezultati upuéuju i na
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mogucnost nezeljenog, neurotoksicnog djelovanja propolisa u prisutnosti iona bakra. Buduci
da se porast koncentracije ovog prijelaznog metala javlja u serumu i mozgu pacijenata
oboljelih od razli¢itih neurodgenerativnih poremecaja, primjena propolisa u ovakvih
pacijenata mogla bi imati neZeljene posljedice. Takoder, za potvrdivanje ovih rezultata te
potpuno razjaSnjavanje mehanizama prooksidacijskog i neurotoksi¢nog djelovanja propolisa
potrebno je provesti daljnja istrazivanja s vodenom otopinom propolisa, proS§iriti istrazivanja i
na animalnim modelima, te pokusati odrediti specificnu sastavnice propolisa koje imaju

kljucnu ulogu u opazenim ucincima.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju svih rezultata ovog istrazivanja mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

e Tretman bakrovim (Il)-sulfatom u ovisnosti o promijenjenoj koncentraciji smanjuje

prezivljenje neurona P19.

e Izlaganjem kulture neurona P19 bakrovom sulfatu koncentracije 1 mM dolazi do
porasta proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsta, te povecanja ekspresije gena c-fos $to
upucuje na Stanje oksidacijskog stresa u neuronima obradenim visokim
koncentracijama iona bakra .

e Obrada s alkoholnim ekstraktom propolisa samo u vrlo visokim koncentracija od 50,
70 i 100 ug/mL smanjuje prezivljenje neurona P19.

e Istovremenim tretmanom s 1 mM bakar (I1) sulfatom (1 mM) i alkoholnim ekstraktom
propolisa koncentracije 1, 2, 5, 10, 20, 50, 70, 100 pg/mL kroz 24 sata, primjenom
testa MTT i metodom bojanja tripanskim modrilom, utvrdili smo da veé¢ i u vrlo
niskim, per se netoksi¢nim koncentracijama, alkoholni ekstrakt propolisa dodatno
smanjuje prezivljenje neurona P19.

e Ucinak alkoholnog ekstrakta propolisa u prisutnosti bakra na pokretanje programirane
stani¢ne smrti ispitali smo mjerenjem aktivnosti kaspaza-3/7 te na molekularnom
nivou mjerenjem ekspresije gena p53. Propolis je u kombinaciji s bakrom u
koncentraciji od 5 pg/mL povecao aktivnost kaspaza, a u koncentraciji od 2 1 5 pg/mL
inducirao ekspresiju gena p53, $to upucuje na njegovo proapoptotsko djelovanje.

e Alkoholni ekstrakt propolisa koncentracije 5 ug/mL dodatno je povecao Stvaranje
RKV molekula u prisutnosti 1 mM CuSO,. Propolis primijenjen samostalno u istoj
koncentraciji nije pove¢ao RKV-a §to ukazuje na njegovo specifi¢no prooksidacijsko
djelovanje u prisutnosti iona metala.

e Na molekularnoj razini, alkoholni ekstrakt propolisa koncentracije 5 ug/mL je smanjio
bakrom izazvan porast u ekspresiji mMRNA c-fos.

e Dobiveni rezultati upucuju na neurotoksi¢no djelovanje alkoholnog ekstrakt propolisa
u prisutnosti visokih koncentracija iona bakra. Za dodatno razjasnjavanje mehanizama

djelovanja propolisa potrebna su daljnja istrazivanja.
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