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Popis kratica

Caco-2 (eng. colon carcinoma) - karcinom debelog crijeva

dH,O — destilirana voda

DMEM (eng. Dulbecco's Modified Eagle Medium) - Dulbeccov minimalni esencijalni medij
DMSO (eng. dimethyl sulfoxide) - dimetil-sulfoksid

FCS (eng. fetal calf serum) - fetalni tele¢i serum

GSH - glutation

HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution) — puferska otopina

HPLC (eng. high performance liquid chromatography) - tekucéinska kromatografija visoke

ucinkovitosti

min — minuta

mL — mililitar

mmol/L — milimol po litri

MTT test - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolijev bromid test
NEAA (eng. non-essential amino acids) - neesencijalne aminokiseline
PBS (eng. phosphate-buffered saline) - fosfatni pufer

PEN-STREP — penicilin-streptomicin

PI — inhibitori proteaza

rpm (eng. revolutions per minute) — broj okretaja u minuti

SOD - superoksid dismutaza

s.tv. — suha tvar uzorka

XO — ksantin oksidaza

pg - mikrogram

puL — mikrolitar

2D - dvodimenzionalno



1. UVOD

1.1. Stani¢ni model Caco-2

Stani¢na linija Caco-2 izvedena iz ljudskog karcinoma debelog crijeva obi¢no se koristi za procjenu
propusnosti spojeva u in vitro uvjetima (Kus i sur. 2024). Metoda propusnosti pomo¢u modela
Caco-2 stanica smatra se najreprezentativnijom metodom za simulaciju procesa crijevne apsorpcije
kao §to su transcelularni transport, paracelularni transport i neki aspekti aktivnog transporta (Caco-
2 Permeability Assay 2024). Zbog navedene prednosti te jednostavnosti, stani¢ni model Caco-2
izvrstan je model crijevne apsorpcije lijekova i drugih spojeva u ljudi (van Breemen i Li 2005) koji
je postao vodeci u studijama procjene propusnosti spojeva. Monosloj stanica Caco-2, u mnogim
aspektima, oponasa ljudski crijevni epitel te simulira stanice crijeva s formiranim mikrovilima koje
reguliraju prodiranje lijekova i funkcionalnih ekstrakata iz intestinalnog lumena kroz polupropusnu
membranu u krvotok (Iftikhar i sur. 2020). No, postoji razlika izmedu stanica Caco-2 1 ljudskih
enterocita. Glavna funkcionalna razlika izmedu stanica Caco-2 i normalnih crijevnih stanica je
nedostatak ekspresije izoenzima citokroma P450, posebno CYP3A4 u stanicama Caco-2 (Caco-2
Permeability Assay 2024). Kada se uzgajaju kao monosloj, Caco-2 stanice se diferenciraju kako bi

formirale ¢vrste spojeve izmedu stanica te posluzile kao model pasivne difuzije kroz monosloj.

Standardna dvodimenzionalna (2D) kultura stanica temelji se na adheziji stanica na ravnu povrsinu,
tipi¢no Petrijeve zdjelice ili na staklo polistirena. Stanice rastu u monosloju zbog ¢ega su jednako
izloZzene mediju s hranjivim tvarima $to rezultira homogenim rastom i proliferacijom (Duval 2017).
2D kultura je jednostavna, jeftina, laka za interpretaciju te je omogucila bolje razumijevanje
mehanizama rasta tumorskih stanica. Stanice Caco-2, uzgajane u 2D modelu stani¢ne kulture,
smatraju se referentnim stanicnim modelom kojim se imitira crijevna barijera in vitro. Ovakav
stani¢ni model sluzi za procjenu apsorpcije tvari kroz crijevo i za procjenu pasivne propusnosti

tvari.
Monosloj stanica Caco-2 obi¢no se uzgaja na polupropusnim plasticnim nosacima koji se mogu

ugraditi u jazice ploc¢a s viSe jaZica te se tako izdvajaju gornja (apikalna) komora i donja

(bazolateralna) komora (slika 1) (van Breemen i Li 2005).



plasti¢ni nosac

—)

Caco-2 monosloj apikalna komora

R.‘..'...’.. ....

polupropusna membrana ———" < bazolateralna komora

Slika 1. Shematski prikaz Caco-2 stanicnog modela (Ding X. M. i sur. 2020) (preuzeto i
prilagodeno s https://www.profacgen.com/).

1.2. Polifenoli

Polifenoli su jedna od najcesce zastupljenih skupina specijaliziranih metabolita u biljkama, a njima
posebice obiluju aromati¢ne biljke (Shahidi i Yeo 2018). Do danas je poznato oko 8000
polifenolnih sastavnica te ih to ¢ini jednom od najbrojnijih skupina spojeva u prirodi (Radojci¢
Radovnikovi¢ 1 sur. 2016). Takoder predstavljaju jednu od najvaznijih klasa prirodnih
antioksidanasa (Kurtagi¢ 2017) te Stite biljku od nametnika i ultraljubiastog zracenja. Sastoje se
od jednog ili viSe aromatskih prstena koji posjeduju jednu ili viSe hidroksilnih skupina, a mogu
nac¢i u slobodnom obliku ili ¢eS¢e u obliku glikozida (Kurtagi¢ 2017). Zbog njihove velike
raznovrsnosti, klasifikacija ovih spojeva je doista slozena, a pojednostavljena podjela prikazana je
na slici 2. S obzirom na njihovu osnovnu kemijsku strukturu mogu se podijeliti na flavonoide i
neflavonoide. Glavne podskupine flavonoida su flavoni, flavonoli, flavanoli, izoflavoni, flavanoni
1 antocijani (Pandey i Rizvi 2009; Manach i Scalbert 2004). Neflavonoidi su spojevi jednostavnije
grade od flavonoida i dijele se na fenolne kiseline, stilbene i lignane (Katalini¢ 1 sur. 2010).
Flavonoidi su dobro proucena skupina polifenola (identificirano ih je oko 4000), a njihova
prisutnost u biljkama odgovorna je za atraktivne i privlacne boje cvjetova, voca i lis¢a (Cartea 1
sur. 2011; Pandey 1 Rizvi 2009). Najces¢i predstavnici flavonoida u prehrani su kvercetin,
miricetin, katehini i drugi (Pandey i Rizvi 2009). Fenolne kiseline se u biljkama nalaze u visokom
udjelu te se dijele na derivate benzoi¢ne te derivate cimetne kiseline od kojih su hidroksicimetne
kiseline ¢esc¢e (Pandey i Rizvi, 2009; Manach i Scalbert 2004). Najces¢e fenolne kiseline prisutne

u biljkama su p-kumarinska, kafeinska, ferulicna i sinapinska kiselina (Pandey i Rizvi 2009;

2


https://www.profacgen.com/

Manach 1 Scalbert 2004). Lignani su difenolni spojevi te se ponajviSe pronalaze u uljanim
sjemenkama (Pandey i Rizvi 2009), a prisutnost stilbena u ljudskoj prehrani prili¢no je niska

(Pandey 1 Rizvi 2009).

Za analizu mogucnosti apsorpcije 1 biodostupnosti ovih spojeva u istrazivanju koriSten je
standardizirani ekstrakt mirte (Myrtus communis L.) i ekstrakt brokule (Brassica oleracea var.

italica).
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Slika 2. Podjela polifenola na temelju njihovih kemijskih struktura na glavne skupine i nekoliko

podskupina

1.2.1. Bioloska aktivnost polifenola

Bioloski utjecaji polifenola prvenstveno se vezu uz antioksidacijsko djelovanje (Dizdar 2020).
Polifenoli se uz metabolite vitamin C, vitamin E i karotenoide ubrajaju u direktne antioksidanse
jer imaju sposobnost neutraliziranja slobodnih radikala (Kopjar i sur. 2012). Mnoga istrazivanja
pokazuju da spojevi polifenola, veéinom antocijani, fenolne kiseline i flavonoidi, imaju
antioksidativni uc¢inak (Aleksi¢ 1 Knezevi¢ 2014). Antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina 1
flavonoida ovisi o broju i polozaju fenolnih hidroksilnih skupina u aromatskom prstenu (ve¢i broj
hidroksilnih skupina dovodi do vece antioksidacijske aktivnosti) (Duthie i Crosier 2000; Cartea i

sur. 2011). Antioksidacijska aktivnost fenolnih sastojaka pripisuje se njihovim redukcijskim
3



svojstvima jer djeluju kao reducirajuci agensi (donori vodika) (Rice-Evans i sur. 1995). Polifenoli
su jaka antioksidacijska sredstva jer potaknu aktivaciju antioksidacijskih enzima i inhibiciju
vezanja radikala sa slobodnim ionima u organizmu (Kamenjasevi¢ i sur. 2019). Flavonoidi, zbog
sposobnosti hvatanja elektrona slobodnog radikala, imaju veliku ulogu u sprjeCavanju Steta u
stanici tako da se flavonoidi oksidiraju slobodnim radikalima te time nastaje spoj manje reaktivnog

oblika prema sljede¢em mehanizmu (Ioannou i Ghoul 2012):
flavonoid (OH) + R « — flavonoid (O¢) + RH

Polifenoli imaju vaznu ulogu u obrani ljudskog organizma od reaktivnih oksidacijskih vrsta koji
su naposljetku uzrocnici mnogih bolesti kao §to je ateroskleroza, ishemijska srcana bolest, rak te
Alzheimerova i1 Parkinsonova bolest. U skladu s time, polifenoli §tite organizam od oksidacijskih
ostecenja koja dovode do neurodegenerativnih bolesti. Prehrana bogata flavonoidima (sok od

grozda, borovnice, kakao) pokazala je pozitivan u¢inak u kognitivnoj izvedbi (Del Rio i sur. 2013).

Ekstrakti bogati kvercetinom i1 kempferolom pokazali su u¢inkovito inhibiranje rasta nekih Gram-
pozitivnih bakterija koji su respiratorni patogeni kod ljudi (Ayaz i sur. 2008). Flavonoidi kvercetin,
kempferol i1 izorhamnetin imaju protuupalni ucinak na aktivirane makrofage, a zbog dokazanih
vazodilatacijskih svojstava izorhamnetina ukazuje se zastita od kardiovaskularnih bolesti (Garcia-

Lafuente i sur. 2009).

Polifenoli pokazuju mnosStvo bioloSkih aktivnosti, od kojih razlikujemo antibakterijsku,
protuupalnu, antialergijsku, antitromboti¢nu, antivirusnu, antikarcinogenu, hepatozastitnu i
vazodilatatornu aktivnost, a koriste se 1 u lijeCenju bolesti probavnog sustava te kao analgetici 1

sredstva za zacjeljivanje rana (Asgarpanah i Ariamanesh 2015).

1.2.2. Biodostupnost polifenola

Unato¢ brojnim dokazima i istrazivanjima o pozitivnim ucincima polifenola u prevenciji raznih
bolesti danasnjice, zastitni ucinci ovise o samoj biodostupnosti polifenolnih spojeva u organizmu.
Kako bi polifenolni spojevi mogli djelovati svojim svojstvima, moraju biti dostupni u organizmu.
Naime, biodostupnost polifenola je relativno niska zbog slabe apsorpcije u probavnom sustavu.
Njihova apsorpcija ovisi o raznim ¢imbenicima kao Sto su vrsta spoja, kemijska struktura spoja,
molekulska masa spoja, veliina 1 topljivost molekule, opseg konjugacije, metabolicke reakcije

koje prolaze polifenoli, bioloski faktori (permeabilnost membrane) te naravno individualnost
4



crijevne mikrobiote (Shivashankara i Acharya 2010). Nedavna istrazivanja potvrduju da ¢e se od
ukupnog unosa polifenola u organizam samo oko 5 % apsorbirati u tankom crijevu, a ostalih
95 % ¢e se apsorbirati u lumenu debelog crijeva te ¢e daljnja razgradnja 1 apsorpcija ovisiti o
mikroflori crijeva (Cardona i sur. 2013). Vecina flavonoida u hrani se nalaze u obliku glikozida, a
tip Secerne jedinice znatno utjece na apsorpciju pojedinih flavonoida u tankom crijevu. Kuhanjem
hrane koja sadrzi polifenole, smanjuje se njihova koli¢ina, ali se poveéava biodostupnost nutrijenta
u organizmu. Primjerice, likopen se lakSe apsorbira iz obradene raj¢ice (Cak tristo puta visSe) nego

likopen iz svjeze neobradene rajCice (Shivashankara i Acharya 2010).

1.3. Brokula (Brassica oleracea var. italica)

Brokula (Brassica oleracea var. italica) je jednogodisnja zeljasta biljka koja pripada porodici
Brassicaceae. U porodicu Brassicaceae ubrajaju se 1 kupus, cvjetaca, prokulice, rotkvica, repa 1
gorusica (Kopjar 1 sur. 2012). Ime brokule dolazi od latinske rije¢i bracchium $to u prijevodu znaci
jaka ruka ili grana, a taj naziv zahvaljuje izgledu svojih izdanaka (Radojc¢i¢ Redovnikovi€ i sur.
2016). Brokula se prepoznaje po zelenim cvjetnim izdancima na razgranatoj stabljici i po mnostvu
razdijeljenih listova (slika 3). Brokula potjece iz Male Azije, s podrucja Turske, odakle je stigla u
Italiju joS tijekom rimskog doba (Fabek 2008). U Hrvatskoj je brokula stigla na podrucje

Dubrovnika te se tek ranih godina 20. stoljeca proSirila i u srediSnje dijelove Hrvatske.

Izvrstan je izvor bioaktivnih spojeva - glukozinolata, flavonoida, hidroksicimetnih kiselina 1
vitamina (Kamboj i sur. 2023; Vallejo i sur. 2004.) te se zbog visokih udjela navedenih spojeva

smatra funkcionalnom hranom.

U posljednje vrijeme, Siroko se istrazuje fitokemijski sastav brokule 1 povréa iste porodice zbog
prisutnosti metabolita koji imaju vrijedan doprinos na zdravlje covjeka sto je direktno povezano s

pozitivnim bioloSkim aktivnostima prisutnih sastojaka.



Slika 3. Brokula (Brassica oleracea var. italica)

(autor Pao Y. (2015) preuzeto s https://pixabay.com/)

1.3.1. Kemijski sastav brokule

Brokula je bogat izvor nutritivnih sastojaka kao $to su vlakna, vitamini (A, C i K), minerali (kalij,
kalcij 1 zeljezo) 1 antioksidansi. Takoder sadrzi razne bioaktivne tvari poput brojnih glukozinolata
i njihovih razgradnih produkata te polifenola koji imaju znacajne uloge u prevenciji i zastiti

zdravlja (Syed i sur. 2023).

Brokula sadrzi polifenolne spojeve. U kupusnjaca najcescée su p-kumarinska, sinapinska i feruli¢na
kiselina koje se Cesto nalaze u konjugaciji sa SeCerom ili drugim hidroksicimetnim kiselinama.
Kvantitativno najzastupljeniji polifenolni spojevi su flavonoli, kvercetin, kempferol i
izorhamnetin, koji se najcesce se nalaze kao O-glikozidi (Cartea i sur. 2011). Fenolni ekstrakti
brokule slozene su smjese flavonolnih glikozida (kvercetina i kempferol-3-O-soforozida kao
glavnih flavonola i izokvercetina, kempferol-3-O-glukozida i kempferol diglukozida u manjim

koli¢inama) te derivata hidroksicimetnih kiselina (Vallejo 1 sur. 2002).

Radojc¢i¢ Redovnikovi¢ i sur. (2016) u svom istrazivanju utvrdili su da je udio polifenolnih spojeva
u uzorcima brokule u rasponu od 9,70-16,11 mg g™' s. tv. u stabljici, od 17,65-31,08 mg g’'s. tv. u
cvatuiod 22,27-34,02 mg g! s.tv. u listu brokule.


https://pixabay.com/

1zorhammnetin cijanidin

Slika 4. Najzastupljeniji flavonoidi prisutni u kupusnjacama (preuzeto i prilagodeno iz rada

autora Cartea i sur. 2011).

3-O-kafeoilkininska kiselina feruli¢na kiselina

Slika 5. Najzastupljenije fenolne kiseline prisutne u kupusnjacama (preuzeto i prilagodeno iz

rada autora Cartea i sur. 2011).



1.4. Mirta (Myrtus communis L.)

Mirta je endemska biljna vrsta porodice Myrtaceae, a reda Myrtales. U Flora Croatica Database za
mirtu se upotrebljavaju razni nazivi poput obi¢na mrca, obi¢na mirta, murta, mrcika, martvina,
martva, mréa, mréica, mrtvina, rujevika, marta, mréela (Nikoli¢ 2024). Mirta je zimzeleni grm ili
nisko stablo visine 1,5-3 m (Fadda i Mulas, 2010) s manjim tamnozelenim listovima ovalnog oblika
(slika 6). Cvjetovi mirte su aksilarni i bijeli, a plodovi su bobe tamnoplave do crne boje okruglastog
oblika (Asif 1 sur. 2011). Specificna aroma biljke potjeCe od etericnih ulja koja se nalaze u
listovima, cvjetovima i plodovima (Aydm i Ozcan 2007). Jovanéevi¢ (1980) navodi da podrijetlo
mirte potjece iz Indije odakle je donesena na podrucje zapadne Azije, juzne Europe i sjeverne
Afrike te je Siroko rasprostranjena u Turskoj, Italiji, Grckoj, Tunisu, Alziru i Maroku (Sumbul i
sur. 2011). Tipi¢na je samonikla vo¢na vrsta koja raste u juznoj Europi na mediteranskom podrucju
(Duralija i sur. 2021), a u Hrvatskoj rasprostranjena u srednjoj i juznoj Dalmaciji u ekosustavu

makije.

Mirta je izrazito bogata taninima, flavonoidima i hlapljivim uljima ¢ija su svojstva temelj za
ljekovita svojstva biljke. Mirta se upotrebljava u medicinskim 1 terapeutskim svrhama ve¢
stolje¢ima (Dabbaghi i1 sur. 2023), a Asgarpanah i Ariamanesh (2015) navode kako se mirta u
iranskoj narodnoj medicini koristila za razna infektivna i upalna oboljenja poput pluénih
poremecaja te kod gljiviénih infekcija. U danaSnje vrijeme plodovi mirte najcesce se koriste u
pripravi marmelada, dzemova 1 alkoholnih pi¢a (vina i likera) te u medicini 1 farmaceutskoj
industriji, a listovi u kozmetickoj industriji i industriji parfema. U brojnim istraZivanjima potvrdeno
je kako mirta ima pozitivne uéinke poput antimikrobnih, protuupalnih, antitumornih i ostalih

ucinaka na ljudsko zdravlje (Alipour i sur. 2014; Asgarpanah i Ariamanesh 2015).



Slika 6. Plodovi (lijevo) i cvjetovi (desno) mirte (Myrtus communis L.) (autor Barra 2012 (slika

lijevo) 1 Starr i Starr 2012 (slika desno) preuzeto s https://www.plantea.com.ht/).

1.4.1. Kemijski sastav mirte

U kemijskom sastavu mirte najveci udio ekstrakta mirte ¢ine fenolni spojevi. Sastav polifenola u
ekstraktu mirte moze znacajno varirati, a ovisi o dijelu biljke uzetom za ekstrakciju, otapalu te
metodi ekstrakcije (Handa i sur. 2008). Polifenolni sastojci mirte ukljucuju kiseline poput galne,
elaginske, kafeinske, vanilinske, siringinske i feruli¢ne, a identificirani flavonoidi su miricetin,
kvercetin, katehin te tanini koji ukljucuju hidrolizirane tanine (galotanini) i proantocijanidine
(Aleksi¢ i Knezevi¢ 2014). U tablici 1. prikazani su udjeli najzastupljenijih fenolnih spojeva u

vodenom ekstraktu mirte.

Tablica 1. Glavni sastojci (%) u vodenom ekstraktu mirte (Myrtus communis L.)

TRIVIJALNO IME % REFERENCA
Miricetin-3-O-ramnozid 36,38 Berendika i sur. 2022
Miricetin-3-O-galaktozid 33,20

Miricetin 14,48
5-0O-galokininska kiselina 7,96
Kafeinska Kiselina 1,81
Katehin 0,05
Elaginska kiselina 0,03
Kvercetin 0,25



https://www.plantea.com.hr/

2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je optimizirati uvjete za studije propusnosti kroz monosloj Caco-2 stanica, tj.
standardizirati glavne aspekte upotrebe 2D modela stani¢ne kulture za analizu razine u¢inkovitosti
jednoslojnog prijenosa, citotoksi¢nosti spojeva, procesa diferencijacije stanica i antioksidacijskog
djelovanja spojeva.
Specifi¢ni ciljevi istraZivanja su odrediti:

1. vrijeme (u danima) koje je potrebno za provedbu procesa diferencijacije stanica u funkcionalni

crijevni monosloj s apikalnom i bazalnom stranom stanica i formiranje mikrovila na stanicama.

2. razinu aktivacije antioksidacijskog djelovanja biomolekula apliciranih spojeva iz biljnih

ekstrakata.

3. vrijeme 1 selektivno propustanje pojedinih tipova biomolekula iz biljnih ekstrakata koji prolaze

kroz jednosloj §to simulira apsorpciju iz probavila u krvotok putem crijevnog epitela.

4. doze ekstrakata koje prelaze pozitivne ucinke i1 uzrokuju eventualnu citotoksi¢nost stanica

crijeva u 2D modelu.

Zakljucci ¢e biti korisni za razvoj daljnjih pojedina¢nih metoda pripreme stanicne linije u

validacijske svrhe i daljnja istrazivanja propusnosti bioloski vaznih spojeva iz hrane kroz crijevo.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Kemikalije, materijali 1 ostalo

Kemikalije i materijali za pripremu i diferencijaciju stanica:

Fosfatni pufer (PBS) koristila sam za ispiranje posuda za rast stanica tijekom uklanjanja
starog medija.

PBS+PI (kombinacija fosfatnog pufera i inhibitora proteaza) koristila sam za pripravu
standarda u metodi BCA.

Dimetil-sulfoksid (DMSO, Kemika, Zagreb) koristila sam za otapanje kristali¢a tijekom
MTT metode.

Otopina tripsin-EDTA (0,25% tripsina, 10 mM EDTA u PBS-u) koristila sam za odvajanje
stanica od podloge.

HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution) koristila sam kao medij.

Otopina boje tripan plavo (Invitrogen, USA) koristila sam za diferencijalno bojenje kod
odredivanja broja zivih 1 mrtvih stanica.

FCS (Fetalni tele¢i serum, Sigma-Aldrich, Njemacka) - 20% FCS inaktiviranog toplinom,
odnosno 2 mL/10 mL (na 20 mL dodano 4 mL seruma) koristila sam za pripremu medija
za nasadivanje stanica.

DMEM (Dulbeccov modificirani Eagleov medij, Sigma-Aldrich, Njemacka) s L-
glutaminom 14,5 g/L glukoze koristila sam za pripremu medija za nasadivanje stanica.
1% PEN-STREP (Sigma-Aldrich, Njemacka) otopina penicilina 10,000 U/mL i
streptomicina 10,000 U/mL, odnosno 100 puL/10 mL  koristila sam za pripremu
kompletnog medija za nasadivanje stanica.

1% NEAA (neesencijalne aminokiseline, Sigma-Aldrich, Njemacka) 100x (100 uL/10
mL) koristila sam za pripremu kompletnog medija za nasadivanje stanica.

70%-tni etanol

Multikanalna pipeta

Pipeta

Pinceta

Kemikalije 1 materijali potrebni za mjerenje oksidativnog stresa:

Standard BSA koncentracije 2 mg/mL koristila sam za pripravu standarda u metodi BCA
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e Otopina A za SOD (190 mL 0,05 mM citokroma ¢ i 19 ml 1 mM ksantina (omjer 10:1))

e Otopina enzima ksantin oksidaze (40 uL XO + 960 uL dH,0O)

e GSH standard (200 uM)

e Otopina A za GSH - 10 mM DTNB (Ellmanov reagens) pripremila sam otapajuc¢i 20 g
DTNB u do 5 mL pufer 0,5 M PBS s 0,25 M EDTA (smjesa za 100 uzoraka)

e Otopina B za GSH - 9980 uL 0,8 mM NADPH (6,67 mg NADPH sam otopila u do 10 mL
0,5M PBS 50,25 M EDTA) + 20 pL glutation reduktaze (smjesa za 100 uzoraka)

e Otopina 10 mM H,0, (50 mL dH,O + 51 puL 9,8 M H,0,)

e Stanic¢ni lizati ljudskih stanica Caco-2

e Multikanalna pipeta

® Pipeta

3.1.1. Uredaji koristeni za potrebna mjerenja

Spektrofotometrijska mjerenja provela sam na ¢itacu mikrotitarskih plocica Infinite M Plex (Tecan
Group Ltd., Svicarska).

Za odredivanje broja zivih 1 mrtvih stanica u suspenziji koristila sam Countess™ Automated Cell

Counter (Invitrogen, SAD).

Centrifugiranje stani¢nih lizata provela sam na stolnoj centrifugi Centrifuge 5424 (Eppendorf,

Njemacka).
Homogenizaciju stani¢nih lizata Caco-2 provela sam na sonikatoru (Bandelin, Njemacka).

Analiza fenolnih spojeva u biljnim ekstraktima provedena je na tekuc¢inskom kromatografu

Agilent Series 1100, Agilent Technologies (Santa Clara, SAD).

3.1.2. Biljni ekstrakti

Ekstrakti mirte pripremljeni su u Laboratoriju za kemiju 1 biokemiju hrane na Prehrambeno
biotehnoloskom fakultetu, a ekstrakti brokule u Laboratoriju za fitokemiju Botanickog zavoda
BioloSkog odsjeka Prirodoslovno-matematickog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Metodom RP-

HPLC sam razdvojila, identificirala i kvantificirala pojedinac¢ne spojeve od interesa.
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3.1.2.1. Ekstrakcija i odredivanje udjela fenolnih spojeva u uzorku mirte

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz uzoraka mirte provedena je pomocu 30 % vodene otopine etanola
(v/v). Uzorak (10 g) je pomijeSan sa 100 mL 30 % etanola i postupak ekstrakcije je proveden u
muckalici vodene kupelji na 60 °C tijekom 20 minuta. Proces ekstrakcije je ponovljen u nekoliko
serija koje su kombinirane, a kombinirani ekstrakt je uparen do volumena od 200 mL na
vakuumskom koncentratoru (Thermo Scientific Savant SPD2010 SpeedVac® Concentrators,
SAD), kako bi se postigla ciljana ukupna koncentracija fenola u kona¢nom ekstraktu od oko 50 g
GAE/L. Dobiveni ekstrakt je vodeni ekstrakt; etanol je ispario tijekom procesa koncentriranja

ekstrakta. Dobiveni ekstrakt koriSten je za odredivanje ukupnih fenola (TPC) 1 HPLC analizu.

Fenolni spojevi u ekstraktima mirte procijenjeni su spektrofotometrijskim odredivanjem Folin-
Ciocalteu metodom. Alikvot (100 pL) svakog ekstrakta uzorka kratko je pomijesan s 200 pL
Folin—Ciocalteu reagensa 1 2 mL destilirane vode. Nakon 3 minute, u smjesu je dodana 20%
otopina natrijevog karbonata (1 mL), ostavljena 2 sata na sobnoj temperaturi u mraku uz
povremeno muckanje, a apsorbancija je izmjerena na 765 nm (Shimadzu, Japan). Isti postupak
ponovljen je za standardne otopine galne kiseline. Ukupni sadrzaj fenola izracunat je prema
standardnoj kalibracijskoj krivulji galne kiseline (y = 0,0035x, R2 = 0,9995) pripremljenoj iz
radnih standardnih otopina u rasponu koncentracija od 50 do 500 mg/L u tri primjerka i izrazen je

na bazi svjeze mase kao mg ekvivalenata galne kiseline (GAE)/100 g uzorka.

3.1.2.2. Ekstrakcija i odredivanje udjela fenolnih spojeva u uzorku brokule

Ekstrakti koncentracije 30 mg/mL pripremljeni su u 70 %-tnom etanolu na sljede¢i nacin: na
analitickoj vagi je izvagana masa od 30 mg liofiliziranih klijanaca te je na tkivo dodano otapalo do
volumena od 1 ml. Uzorci su inkubirani 1 sat pri sobnoj temperaturi na vrtloznoj mijesalici pri 20
okretaja u minuti, a potom centrifugirani na sobnoj temperaturi 5 minuta pri 5000 rpm. Supernatanti

su odvojeni u Ciste epruvete i pohranjeni na - 20 °C do daljnjih analiza.

Za odredivanje udjela ukupnih fenola koriStena je metoda s Folin-Ciocalteu (FC) reagensom prema
Zhishen 1 sur. (1999). U epruvetu je otpipetirano 790 pL deionizirane vode, 5 pL 30 mg/mL
etanolnog ekstrakta brokule i 50 uL FC reagensa. Kao kontrola otpipetirane su sve navedene

komponente, s tim da je umjesto ekstrakta brokule koristen 70 %-tni etanol. Navedeni sadrzaj je
13



promijesan na vrtloznoj mijesalici. Nakon toga je otpipetirano 150 pL 1,88 M vodene otopine
Na,COs3, zatim opet promijeSano na vrtloznoj mijesalici te inkubirano 30 minuta pri 45 °C. Na
mikrotitarsku plocicu otpipetirano je po 200 uL svake otopine u tetraplikatu. Apsorbancija je
ocitana spektrofotometrom FLUOstar Optima na valnoj duljini od 734 nm. Koncentracija ukupnih
fenola u uzorcima brokule odredena je ocitavanjem s bazdarnog pravca dobivenog mjerenjem
apsorbancije etanolnih otopina galne kiseline u rasponu koncentracija od 0,01 do 1,00 mg/mL pri
istoj valnoj duljini. Bazdarni pravac prikazuje ovisnost apsorbancije otopine pri 734 nm o masenoj

koncentraciji galne kiseline.

Jednadzba bazdarnog pravca za galnu kiselinu: y = 0,5163x + 0,0317; R> = 0,9927
pri cemu je:

y — apsorbancija pri 734 nm

X —masena koncentracija galne kiseline.

Tablica 2. Ispitani spojevi u biljnim ekstraktima mirte i brokule

Naziv spoja Struktura IUPAC kemijsko ime spoja
o
FERULICNA 0 AN OH 4-hidroksi-3-metoksicimetna
KISELINA kiselina
HO
O
SINAPINSKA o~ N oH y 4i<h‘,dr,°k51'3’i -
KISELINA o imetoksicimetna kiselina
_0O

KVERCETIN 3,3',4.5,7-

pentahidroksiflavon
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Tablica 2. nastavak

KEMPFEROL 3,4',5,7-tetrahidroksiflavon

3.2. Stani¢ne kulture

Za istrazivanje sam Kkoristila certificirane stani¢ne kulture: istrazivanje je provedeno na
uspostavljenim 2D kulturama stanica Caco-2 nabavljenim od kompanije CacoReady,

Spanjolska.

3.2.1. Odmrzavanje stanica i uzgoj

Stanice se cuvaju u spremniku s teku¢im dusSikom. Prije pocetka pokusa potrebno je odmrznuti
vijalice sa stanicama, u vodenoj kupelji na 37 °C. U kupelji sam zagrijala i odgovarajuc¢i medij
za uzgoj stanica DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle, Sigma-Aldrich, Njemacka) do optimalne

temperature za rast stanica (37 °C).

U posudu za uzgoj stanica (250 mL) dodala sam 2 mL FBS seruma, 100 pL antibiotika PEN-
STREP 1100 uL. NEAA te dodala do 10 mL DMEM medija i otpipetirala 0,5 mL Caco-2 stanica
u posudu. Isti postupak sam ponovila u novoj posudi za uzgoj stanica. Stanice sam uzgajala
kao adherentnu kulturu u posudama za uzgoj pri kontroliranim uvjetima u inkubatoru za uzgoj
(5 % pCO; i temperaturi 37 °C) u DMEM mediju uz dodatak 1 % otopine antibiotika penicilin-
streptomicin (PEN-STREP, Sigma-Aldrich, Njemacka), 20 % fetalnog govedeg seruma (FBS)

(Sigma-Aldrich, Njemacka) i 1 % neesencijalnih aminokiselina (Sigma-Aldrich, Njemacka).

Nakon §to su se stanice zalijepile za podlogu, tripsinizirala sam ih tako §to sam 1 mL tripsina,
dodala u posudu za uzgoj i stavila u inkubator na 37 °C uz 5 % CO; na 5 min. Prethodno sam
izbacila stari medij iz posude i isprala posudu s 1 mL tripsina. Nakon 5 minuta, izbacila sam
potroSeni tripsin i dodala 1 mL novog tripisna u posudu za uzgoj te ponovno stavila u inkubator

na 37 °C dok se stanice nisu odvojile od podloge.
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Nakon §to su se stanice odvojile od podloge, u svaku posudu za uzgoj sam dodala 9 mL
pripremljenog kompletnog medija te izdvojila 200 puL stanica u mikroepruvetu s medijem za
brojanje stanica. Zatim sam ostatak sadrzaja stanica s medijem iz manjih posuda za uzgoj
prebacila u vece posude za uzgoj te inkubirala pri kontroliranim uvjetima (5 % pCO; i1

temperaturi 37 °C).

Slika 7. Priprema Caco-2 stanica za uzgoj u 250 mL posude za uzgoj uz 10 mL kompletnog

DMEM medija (uz dodatak 1 % NEAA, 1 % PEN-STREP i 20 % FBS).

3.2.2. Presadivanje stanica

Sve postupke uzgoja stanica 1 presadivanja radila sam u sterilnim uvjetima, u laminaru s okomitim
protokom zraka. Za presadivanje stanica u plocice s donjim (bazolateralnim) i gornjim (apikalnim)
komorama pripremila sam kompletni DMEM medij (uz dodatak 1 % NEAA, 1 % PEN-STREP i
10 % FBS) i isti kompletni DMEM medij s Caco-2 stanicama.

U donje komore dodala sam 900 pL pripremljenog DMEM medija, a u gornje komore s
polupropusnom membranom dodala sam 300 pL pripremljenog medija sa stanicama. Na plocicu

sam stavila poklopac kako ne bi doslo do kontaminacije.

Caco-2 stanice su se diferencirale na Transwell umetcima sve dok nisu formirale barijeru sli¢nu

crijevu, odnosno tijesan stani¢ni monosloj koji sprjeava prolaz medija izmedu apikalne komore
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1 bazolateralne komore. Medij za rast stanica (kompletni DMEM medij) mijenjala sam u gornjim

i donjim komorama dva puta tjedno.

Slika 8. Plocica s donjim komorama u kojima se nalazi kompletni medij DMEM (uz dodatak 1 %
NEAA, 1 % PEN-STREP i 10 % FBS seruma) i gornjim komorama s polupropusnom

membranom u kojima se nalazi kompletni DMEM medij s Caco-2 stanicama.

U dvije plocice sa 6 jazica dodala sam u svaku jazicu 2 mL kompletnog DMEM medija sa
stanicama te stavila plo€ice inkubirati na 37 °C uz 5 % CO, 24 sata. Sljedeci dan sam izbacila stari
medij; dodala 500 uL PBS za ispiranje (izvaditi 1 baciti) te dodala 500 pL tripsina u svaku jaZicu
i stavila 15 min na inkubaciju. Nakon toga, prebacila sam sadrzaj iz svake jazice u jednu
mikroepruvetu i u svaku mikroepruvetu dodala 500 uhL DMEM medija. Nakon toga centrifugirala
sadrzaj mikroepruveta 15 min na 1500 okretaja. Nakon centrifugiranja, otpipetirala sam
supernatant iz svake mikroepruvete u nove pripadajuc¢e mikroepruvete koje ¢e posluZziti za daljnji

pokus za odredivanje antioksidacijskog stresa u uzorcima.

3.2.3. Brojanje stanica

Kada su Caco-2 stanice postigle 80 % konfluencije, stanice sam tripsinizirala te sam odredila
gustocu stanica uredajem za brojanje stanica. U plocicu s jazicama dodala sam 20 uL uzorka stanica
te 20 uL boje Tripan-blue. Pipetom sam snazno resuspendirala sadrzaj jazice. Pripremljenu otopinu
dodala sam na plocicu za uzorkovanje 1 stavila u uredaj za brojanje stanica Countess™ Automated

Cell Counter (Invitrogen, SAD).
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Slika 9. Priprema stanica za njihovo brojanje pomoc¢u uredaja Countess™ Automated Cell
Counter (Invitrogen, SAD).

3.3. Stani¢ni testovi in vivo

3.3.1. Odredivanje citotoksicnosti pracenjem promjene vijabilnosti stanica

MTT-testom 1 Neutral red testom uzoraka ekstrakta brokule 1 mirte razli¢itih koncentracija ispitala
sam stanicnu metabolicku aktivnost u uzorcima mjerenjem apsorbancija pomocu uredaja Infinite

M. Plex.

3.3.1.1. MTT-test

MTT test se koristi za mjerenje stani¢ne metabolicke aktivnosti kao pokazatelja stani¢ne vitalnosti,
proliferacije 1 citotoksi¢nosti (MTT Assay Protocol for Cell Viability and Proliferation 2024).
Postupak se temelji na redukciji Zute tetrazolijeve soli (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolijev bromid ili MTT) u ljubicaste kristale formazana pomoc¢u metabolicki aktivnih
stanica (slika 10). Zive stanice sadrze enzime oksidoreduktaze ovisne o NAD(P)H koji reduciraju
MTT u formazan (MTT Assay Protocol for Cell Viability and Proliferation 2024). Koli¢ina

proizvedenog formazana izravno je proporcionalna broju zivih stanica. Dakle, §to je otopina
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tamnija, to je veci broj zivih metabolicki aktivnih stanica. Gubitkom intenziteta ljubicaste boje
otopine do bistre bezbojne otopine, smanjuje se broj metabolicki aktivnih stanica $to je uzrokovano

gubitkom enzimske aktivnosti oksidoreduktaze kod mrtvih stanica.

U MTT testu, postotak stani¢ne odrzivosti izracunava se pomocu sljedece jednadzbe:

srednja vrijednost Asyp,m, (uzorak)
srednja vrijednost Aszg,m, (proba)

x 100

% prezivljavanja =

S Nl mitohondrijska reduktaza L
NN 3 > HN-N
DAL a® O~
Br N \ g
MIT formazan

Slika 10. Redukcija MTT-a do formazana djelovanjem mitohondrijske reduktaze iz stanica

(preuzeto i prilagodeno iz poglavlja knjige autora Kuete V. i sur. 2017).
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Slika 11. Primjer MTT testa izvedenog u mikroploci s 96 jazica. Kako se intenzitet ljubic¢astog
signala smanjuje od trake 1 do trake 12, tako se smanjuje i broj Zivih, metaboli¢ki aktivnih

stanica po jazici (preuzeto s https://www.aatbio.com/).
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Protokol za MTT test: U plocu od 96 jazica, u prvih sedam redova (A-G) i devet stupaca (1-9)
dodala sam 150 pl kompletnog DMEM medija sa stanicama, a u zadnji H red sam dodala cisti
kompletni DMEM medij. U plocicu s jazicama dodala sam 50 pl ispitivanih spojeva razli€itih
koncentracija prema tablici 3. Plo€ica se inkubira 1 h u inkubatoru na 37 °C 1 5 % CO,. Nakon
inkubacije, dodala sam 20 pL MTT boje u u svaku jazicu. Plo€icu sam ponovno stavila inkubirati
30 min na 37 °C, zasti¢eno od svjetlosti. Zatim sam dodala 20 pl DMSO u svaku jazicu kako bi se
otopili kristali formazana 1 izmjerila sam apsorbanciju na 570 nm u uredaju Infinite M. Plex

proizvodaca Tecan.

3.3.1.2. Neutral red

Neutral red test ili 3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid test (slika 12) je
kvantitativna procjena broja odrzivih stanica u kulturi (Repetto i sur. 2008.). Neutral red test se
temelji na sposobnosti zivih stanica da preuzmu i vezu neutralno crveno, boju koja lako prodire
kroz stani¢ne membrane putem neionske difuzije 1 apsorbira se u lizosomima, dok umiruce stanice
imaju izmijenjena svojstva membrane i stoga viSe ne mogu vezati neutralno crveno (Neutral Red
Uptake Assay 2022). Posljedicno, zive stanice mogu se razlikovati od mrtvih ili umiru¢ih na

temelju unosa boje neutralno crveno pri cemu stanice sposobne za zivot sadrzavaju vise boje.

Protokol za Neutral red test: U plocu s 96 jazica, u prvih sedam redova (A-G) 1 devet stupaca (1-
9) dodala sam 150 pl kompletnog DMEM medija sa stanicama, a u zadnji H red sam dodala Cisti
kompletni DMEM medij. U plo€icu s jaZzicama dodala sam 50 pl ispitivanih spojeva razlicitih
koncentracija prema tablici 3. Plocica se inkubira 1 h u inkubatoru na 37 °C 1 5% CO,. Nakon
inkubacije, dodala sam 20 puL neutral red boje u svaku jazicu. PloCicu sam ponovno stavila
inkubirati 3 h na 37 °C. Nakon inkubacije uklonila sam neutral red otopinu iz jazice koriStenjem
PBS-a za otklanjanje viska boje koja se nije sjedinila sa stanicama. Dodala sam otapalo (50 %-tni
etanol i 1 %-tna octena kiselina) i lagano tresla plo¢icu za odvajanje boje od stanica. Izmjerila sam

apsorbanciju na 540 nm u uredaju Infinite M. Plex proizvodaca Tecan.
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NH,

N CH,

Slika 12. 3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid ili neutralno crveno (preuzeto iz

rada Repetto 1 sur. 2008.)

Tablica 3. Koncentracije ekstrakta mirte 1 ekstrakta brokule (umol/mL) u triplikatima dodanih u
plo€u s 96 jazica za MTT-test i Neutral red test. U G red dodane su Caco-2 stanice s kompletnim
DMEM medijem i u H red dodan je pripremljeni DMEM medij (uz dodatak 1 % NEAA, 1 % PEN-
STREP 1 10 % FBS seruma).

pumol/mL 1 2 3 7 8 9
A 800 800 800 800 800 800
B 400 400 400 400 400 400
C 200 200 200 200 200 200
D 50 50 50 50 50 50
E 1 1 1 1 1 1
F 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
G Caco-2 Caco-2 Caco-2 Caco-2 Caco-2 Caco-2
H medij medij medjij medij medij medij

plavo — ekstrakt mirte; — ekstrakt brokule

3.4. Odredivanje antioksidativnih markera

U homogenatima stanica, koriste¢i spektrofotometrijske metode mjerenja bioloSkih markera
oksidacijskog stresa, izmjerila sam koncentracije glutationa (GSH) te aktivnost superoksid-

dismutaze (SOD) i katalaze pomoc¢u komercijalnih kitova poput Sigma Aldrich/Cayman/Biosciens.

Planirani protokoli ukljucivali su mjerenje aktivnosti SOD metodom inhibicije redukcije citokroma

¢ u sustavu ksantin/ksantin oksidaza prema modificiranoj metodi Flohé i Otting (1984).
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Koncentraciju GSH sam izmjerila prema modificiranoj metodi koju je opisao Tietze (1969), a

mjerenje aktivnosti katalaze odredila sam spektrofotometrijski metodom po Aebiju (1984).

3.4.1. Metoda BCA

Kako bih odredila antioksidativni u¢inak biljnih ekstrakata, prvotno sam izmjerila koli¢inu proteina
u uzorcima. Metodom BCA odredila sam koli¢inu proteina u stani¢nim lizatima Caco-2 stanica.
Za pocetak, pripremila sam otopinu PBS+PI te dodala 300 nL na svaki uzorak taloga stanica Caco-
2. Zatim sam svaki uzorak Caco-2 stanica homogenizirala u ultrazvu¢noj kupelji (Brandelin) 15
sekundi s pauzom od 5 sekundi te sam ponavljala dok se ne dobije uniformni homogenat. Uzorke
sam stavila centrifugirati na 15000xg tijekom 15 min na 4 °C. Nakon centrifugiranja otpipetirala

sam supernatant bez odvajanja taloga od podloge i1 uzorke stavila na led za daljnje koristenje.
Pripremila sam razrjedenja standarda BSA na sljedeci nacin:

1) U svaku od 4 oznacene mikroepruvete (redom 1 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,125
mg/mL) otpipetirala sam 75 pL pufera (PBS+PI).
2) Zatim sam u svaku mikroepruvetu redom dodala 75 uL prethodnog standarda (time sam

svaki sljedeci standard razrijedila dva puta):
1 mg/mL - dodala sam 75 pL standarda BSA koncentracije 2 mg/mL
0,5 mg/mL — dodala sam 75 pL. 1 mg/mL
0,25 mg/mL - dodala sam 75 pL 0,5 mg/mL
0,125 mg/mL - dodala sam 75 puL 0,25 mg/mL.

Nakon razrjedenja standarda BSA pripremila sam razrjedenja uzorka tako da sam u novi set
oznacenih mikroepruveta (K1, K2, K3, B1, B2, B3, M1, M2, M3) otpipetirala sam 50 pL pufera
(PBS+PI). Nakon toga sam dodala 25 pL stani¢nog lizata svakog uzorka u istoimenu

mikroepruvetu te vorteksirala svaku mikroepruvetu razrijedenih uzoraka.
Zatim sam nanosila standarde i uzorke u plocicu s 96 jazice (u duplikatima) na sljedeéi nacin:

1) Otpipetirala sam 25 uL svakog BSA standarda (redom: 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125 mg/mL te 0
(PBS+PI) u dvije jazice (duplikati) ploc¢ice s 96 jazica te 25 uL od svakog uzorka stanicnog

lizata u dvije jazice (duplikati).
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2) Multikanalnom pipetom sam dodala u svaku jazicu 200 pL pripremljenog BCA reagensa
(mijesanje dviju otopina u omjeru 50:1).
3) Ploc¢icu sam omotala aluminijskom folijom i inkubirala 30 min u mraku na 37 °C.

4) Izmjerila sam apsorbanciju na 570 nm u ¢itacu mikrotitarskih plocica.

Na temelju dobivenih podataka apsorbancija za navedene uzorke i bazdarnog grafa izracunala sam

koli¢inu proteina u svakom uzorku.

3.4.2. Mjerenje aktivnosti superoksid dismutaze

Prvo sam izmjerila promjenu apsorbancije kemikalija i slijepe probe (dH,O) na 550 nm tijekom 3
min. Za mjerenje promjene apsorbancije kemikalija u kivetu sam stavila 1,45 mL otopine A, a za
mjerenje promjene apsorbancije slijepe probe u kivetu sam stavila 1,45 mL otopine A, 25 uLL. dH,0
125 uL XO (0,8 U/mL). Na isti nacin sam izmjerila apsorbancije uzoraka — u mikroepruvetu sam

dodala 1,45 mL otopine A, 25 pL uzorka i 25 pL XO.
Postotak inhibicije i1 aktivnost SOD / mg proteina izracunala sam po sljedecoj formuli:
% inhibicije = 100 - (AAzorka/min) / (AAgiijepa proba/min) x 100

Akt SOD (U/mL) = 10°((% inhibicije + 12,757)/30,932)

3.4.3. Mjerenje aktivnosti glutationa

Za mjerenje aktivnosti glutationa u uzorcima pripremila sam razrjedenja standarda reduciranog

glutationa na sljedec¢i nacin:

1) U svaku od 10 oznac¢enih mikroepruveta (redom 200 uM, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5
uM, 6,25 uM, 3,125 uM, 1,56 uM, 0,78 uM i slijepa proba 0) otpipetirala sam 50 pL pufera
PBS.

2)  Zatim sam dodala 50 pL prethodnog standarda (time se svaki sljedec¢i standard razrjeduje

dva puta).
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Za pripremu uzorka u svaku jazicu plocice s 96 jazica dodala sam 20 pL standarda ili uzorka, 40
p 0,035 M HCl11 40 pL. mM otopine A multikanalnom pipetom. Plo¢icu sam stavila na inkubaciju
10 min na sobnoj temperaturi te izmjerila apsorbanciju pri A =415 nm. Nakon toga sam u otopinu
dodala 100 puL otopine B i odmah izmjerila apsorbanciju tijekom 5 minuta pri A = 415 nm (u

razmaku od 80 s koliko je potrebno spektrofotometru da ocita vrijednosti).

Za izracun koncentracije ukupnog glutationa u uzorcima koristila sam izraCun prema formuli
ekstinkcijskog koeficijenta (Salbitani 1 sur. 2017) koja glasi ¢ =4 /1 % € gdje je 1 duljina kivete i &
ekstinkcijski koeficijent koji pri navedenoj valnoj duljini iznosi 17 uM™! em™. AA o / min
dobiven je kao srednja vrijednost svake minute podijeljen s brojem minuta, a ¢(GSH) / pmol mL"
! dobiven je tako da je AA ok podijeljen s ekstinkcijskim koeficijentom. Koncentracija ukupnog
glutationa dobivena je tako da je ¢(GSH) / umol mL! svakog uzorka podijeljena s masom proteina

u pojedinom uzroku.

3.4.4. Mjerenje aktivnosti katalaze

U kivetu sam izravno dodala 5 pL uzorka, a ostatak do 1 mL 10 mM vodikovog peroksida te
izmjerila AAyoka / min tijekom jedne minute pri valnoj duljini A = 240 nm. Koncentracija
potrosenog H,O, (UM / min) dobivena je tako da je AAy,oka pomnozena s 1000. Dobivenu
vrijednost pomnozila sam s faktorom razrjedenja u kiveti (R = 166,6) te zatim tako izrazenu
aktivnost katalaze (Ug,) podijelila s koncentracijom proteina u svakom uzorku $to odgovara pmol

razgradenog H,O, po minuti po miligramu proteina.

3.5. HPLC analiza prometa polifenolnih spojeva kroz membranski jednosloj

3.5.1. Prikupljanje uzoraka za HPLC analizu

U plocicu s 24 jazice, dodala sam u donju komoru 750 pL bijelog medija HBSS te na njih prebacila
plasti¢ne nosace iz kojih sam prethodno uklonila stari medij te u gornju komoru 2D modela Caco-
2 stanica dodala 250 pL ekstrakta brokule ili mirte koncentracije 800 pg/mL prema tablici 4.
Ploc¢icu sam stavila u inkubator pri kontroliranim uvjetima (5 % pCO; i temperaturi 37 °C). Iz

gornje (apikalne) i donje (bazolateralne) komore prikupila sam po 250 pL medija u zasebne
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mikroepruvete nakon 20, 40 1 60 minuta i u tim uzorcima metodom RP-HPLC analizirala koji

spojevi prolaze kojom dinamikom.

Tablica 4. Raspored dodavanja ekstrakta mirte ili ekstrakta brokule 1 HBSS-a u apikalnu (A) ili

bazolateralnu (B) komoru u triplikatima iz kojih je prikupljeno 250 pL medija iz apikalne i

bazolateralne komore nakon 20, 40 i 60 min

A—B B— A
20 | M/B250UL A | M/B250uL A | M/B250 uL A | Medij 750 uL A | Medij 750 uL A | Medij 750 pL A
min | Medij 750 \L B | Medij 750 uL B | Medij 750 \L B | M/B250uLB | M/B250 uLB | M/B250 uL B
40 | M/B250UL A | M/B250pUL A | M/B250 uL A | Medij 750 uL A | Medij 750 uL A | Medij 750 pL A
min | Medij 750 \L B | Medij 750 uL | Medij 750 uL B | M/B250uLB | M/B250 uLB | M/B250 uL B
60 | M/B250uL A | M/B250pL A | M/B250 uL A | Medij 750 uL A | Medij 750 uL A | Medij 750 uL A
min | Medij 750 L B | Medij 750 uL B | Medij 750 uL B | M/B250 LB | M/B250 uL B | M/B 250 uL B

M — Mirta 800 pg/m,

komora

— Brokula 800 pg/mL, A — apikalna (gornja) komora, B — bazolateralna (donja)

3.5.2. Odredivanje pojedinacnih polifenolnih spojeva tekucinskom kromatografijom

visoke ucinkovitosti — HPLC

Analiza pojedinacnih polifenolnih spojeva provedena je na kromatografskom sustavu Agilent

Series 1100 (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, SAD) uz kromatografsku kolonu
Infinity Lab Poroshell 120 SB-C18 (4,6 x 750 mm, 2.7 um) te detektora. Uzorci su injektirani u

sustav u volumenu od 50 pL 1 temperaturi od 25 °C. Identifikaciju pikova na kromatogramima

uzoraka odredila sam usporedbom retencijskog vremena pojedinacnih standarada i maksimuma

apsorpcijskog spektra pojedinih polifenolnih spojeva, a navedeni podaci su prikazani u tablici 5.
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Tablica 5. Retencijsko vrijeme/min i valne duljine/nm odredenih standarada (feruli¢ne kiseline,

sinapinske kiseline, kvercetina, kempferola) za analizu kromatograma istrazivanih uzoraka

Spoj retencijsko vrijeme/min A/nm
Feruli¢na kiselina 21,490 310
Sinapinska kiselina 22,646 310
Kvercetin 32,849 360
Kempferol 36,515 360

3.6. Analiza rezultata 1 statisticka obrada

U pokusu su koriSteni triplikati ekstrakata biljnih uzoraka i kontrole kako bi rezultati bili

pouzdaniji. Koncentracije antioksidacijskih markera (SOD, GSH i katalaza) izracunala sam na

temelju spektrofotometrijskih podataka, a iz dobivenih vrijednosti sam izra¢unala jednostavne

statistiCke parametre (srednja vrijednost triplikata 1 standardna devijacija). Uzete su aritmeticke

sredine svih mjerenja za graficki prikaz, a trake pogreSaka prikazuju standardnu devijaciju.

Takoder sam izracunala srednju vrijednost triplikata i standardnu devijaciju koncentracije

polifenolnih spojeva te izradila tabli¢ni prikaz dinamike prolaska koncentracije bioaktivnih spojeva

kroz sloj Caco-2 stanica unutar 60 minuta. Za izracun i grafove koristila sam Microsoft Excel i

GraphPad Prism program. Za obradu podataka koristila sam t-test, a statisticku znacajnost

prikazala sam s 95 %-tnom pouzdano$cu.
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4. REZULTATI

4.1. Optimizacija rasta stanica i stvaranje monosloja Caco-2 stanica

Sedam dana nakon nasadivanja i inkubiranja stanica u male posude za rast stanica (250 mL), stanice
se nisu dovoljno razmnozile. Medjij je i dalje crven, pa su stanice ostavljene dodatno tjedan dana

na inkubiranje u uvjetima 5 % pCO, i1 37 °C.

Nakon 14 dana, stanice su se primile za podlogu, odnosno potpuno su se oporavile (slika 14) —
postigle su 80 % konfluencije. Stanice su prebacene u vece posude (750 mL) za poboljsani rast

stanica.

Slika 13. Promatranje Caco-2 stanica pod mikroskopom

Nakon 21 dan, stanice su se uspjesno namnozile (slika 14b) u ve¢im posudama za rast stanica i

spremne su za presadivanje u plocicu s 24 jaZica.
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Slika 14. A) Caco-2 stanice u uzroku la nakon 14 dana uzgoja B) Caco-2 stanice u uzorku la
nakon 21 dan uzgoja u kulturi. Stanice su povec¢ane 200x na mikroskopu (Wild Heerbrugg,

Svicarska). Skala predstavlja 50 um.

Tijekom odredivanja broja stanica u uzorku, boja ulazi u oSteCene stanice (mrtve stanice su
obojene), dok u zive aktivne stanice boja ne ulazi (neobojene su). Gustoca zivucih stanica nakon
14 dana i 21 dan prikazana je u tablici 6 te se uoc¢ava da je nastalo vise stanica nego nakon 14 dana.
Uzorak 1b se ne koristi dalje u eksperimentu — stanice ¢e se zamrznuti jer ima dovoljno stanica u

uzorku la za izvedbu ciljanog pokusa.

Tablica 6. Gustoca zivucih Caco-2 stanica po mL nakon 14 i1 21 dan (u duplikatima) uzgajanja

mjerena u Countess™ Automated Cell Counter (Invitrogen, SAD)

broj stanica/mL
Nakon 14 dana (X + 0) 6,5 x 105 £ 2,97 x 103
Nakon 21 dan (X + 0) 3,85 x 10 +£2,12 x 10°
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Stanice su nakon tri dana nakon presadivanja u ploc€icu s 24 jazice zauzele cijelu povrsinu podloge,
odnosno postigle 80% konfluencije (slika 15a). Otopina u donjoj komori je joS uvijek crvena §to
znaci da jo$ ima hranjivih tvari za rast stanica. Stanice su se pocele diferencirati, ali jo§ uvijek ima

velikih stanica koje se moraju ‘razbiti’ u manje.

Nakon 17 dana nakon presadivanja Caco-2 stanica u plo¢icu s 24 jazice, stanice su se potpuno

diferencirale 1 stvorile monosloj koji simulira crijevnu barijeru (slika 15c¢).

A B c
Slika 15. Caco-2 stanice nakon A) 3 dana nakon presadivanja B) 7 dana nakon presadivanja C) 17
dana nakon presadivanja. Stanice su poveéane 200x na mikroskopu (Wild Heerbrugg, Svicarska).

Skala predstavlja 50 um.

Za potpunu tripsinizaciju Caco-2 stanica bilo je potrebno 20 min. Nakon prvih 5 minuta stanice se
nisu odvojile od podloge pri ¢emu sam dodala 1 mL novog tripsina u posudu za uzgajanje stanica

jer se stari tripsin potroSio. Caco-2 stanice su se odvojile od podloge nakon dodatnih 15 minuta.

4.2. Citotoksi¢ni ucinak

Rezultati MTT-testa pokazali su da je otopina ekstrakta mirte i medija sa stanicama promijenila
boju u tamnoljubicastu, dok u ekstraktu brokule nije bilo vidljive promjene (slika 16). U tablici 7.

prikazani su rezultati MTT testa koji govore o razini citotoksic¢nosti.
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Tablica 7. Rezultati MTT testa - apsorbancije ekstrakta mirte i ekstrakta brokule u triplikatima pri

A =570 nm pri odredenim koncentracijama. U G red dodane su Caco-2 stanice s medijem i u H

red dodan je pripremljeni kompletan DMEM medij (uz dodatak 1 % NEAA, 1 % PEN-STREP 1

10 % FBS seruma) koji sluZzi kao slijepa proba (SP).

MIRTA BROKULA
c/ M

mL! 1 2 3 4 5 6
800 3,7757 OVER OVER 0,5184 0,5194 0,4953
400 2,8487 2,7588 3,1407 0,5266 0,5475 0,5018
200 1,9064 1,8087 1,9371 0,5337 0,5372 0,5331
50 1,0462 0,9819 0,9481 0,5453 0,5573 0,6721
1 0,5612 0,5715 0,5702 0,5339 0,5533 0,5353
0,25 0,5544 0,5418 0,5418 0,5381 0,5657 0,5396
0 0,3993 0,3919 0,3894 0,4002 0,3884 0,4098
SP 0,5091 0,4925 0,5128 0,4711 0,4911 0,4901

=5 @ m m RO >

10== 1012

Slika 16. Plo¢ica s 96 jazica s razli¢itim koncentracijama/uM mL™! (800, 400, 200, 50, 1, 0.25, 0,

medij) ekstrakta mirte (1-3) i ekstrakta brokule (7-9) u triplikatima nakon 30 min inkubacije.
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Zbog dobivenih rezultata, pomijeSan je samo ekstrakt mirte s MTT bojom - ekstrakt mirte je
reagirao s bojom cak i kada Caco-2 stanice nisu bile prisutne u otopini. Protokol se ponavlja uz

metodu Neutral red.

Rezultati Neutral red testa pokazali su da nema znacajnih razlika u ispitivanom rasponu
koncentracija biljnih ekstrakata te nije ustanovljena citotoksi¢nost (tablica 8). Dakle, primijenjene

koncentracije nisu Stetno djelovale na stanice, odnosno nisu ubijale stanice.

Tablica 8. Rezultati Neutral Red testa - apsorbancije ekstrakta mirte i ekstrakta brokule u
triplikatima pri A = 540 nm pri odredenim koncentracijama. U G red dodane su Caco-2 stanice s
medijem 1 u H red dodan je pripremljeni kompletan DMEM medij (uz dodatak 1 % NEAA, 1 %
PEN-STREP i 10 % FBS seruma) koji sluzi kao slijepa proba (SP).

MIRTA BROKULA
c/uM

mL! 1 2 3 4 5 6
800 | A 0,1904 0,1555 0,2036 0,2510 0,3333 0,3180
400 | B 0,3686 0,3747 0,2409 0,0520 0,0507 0,0489
200 | C 0,4871 0,1617 0,3223 0,0478 0,0467 0,0461
50| D 0,5934 0,5251 0,4934 0,0553 0,0604 0,0551
1| E 0,4698 0,3123 0,2716 0,0468 0,0462 0,0471
025 | F 0,3253 0,5087 0,3794 0,0561 0,0475 0,0639
0] G 0,4283 0,3147 0,3212 0,0539 0,0472 0,0490
SP| H 0,5208 0,5105 0,4193 0,0484 0,0688 0,0560
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4.3. Antioksidativni markeri

Statistickim #-testom utvrdeno je da razlike u prosje¢nim koncentracijama enzima superoksid

dismutaze (U/mg prot) u kontrolnoj skupini i ekstraktu mirte nisu statisticki znacajne (p>0,9999)

(slika 17).

Aktivhost superoksid dismutaze (U/mg prot)

3.50

3.00

SOD ((U/mg prot)

1.00

0.50

0.00
Kontrola Ekstrakt mirte

Pokusne skupine

Slika 17. Prosje¢na aktivnost superoksid dismutaze po miligramu proteina (wmol/mg prot) u
biljnom ekstraktu mirte i kontrolne skupine uz razinu znac¢ajnosti a = 0,05 pri ¢emu je p-

vrijednost p>0,9999.

Statistickim #-testom utvrdeno je da razlike u prosje¢nim koncentracijama enzima superoksid

dismutaze (U/mg prot) u kontrolnoj skupini i ekstraktu brokule nisu statisti¢ki znacajne (p = 0,6)

(slika 18).
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Slika 18. Prosje¢na aktivnost superoksid dismutaze po miligramu proteina (wmol/mg prot) u
kontrolnoj skupini i ekstraktu brokule uz razinu znac¢ajnosti o = 0,05 pri ¢emu p-vrijednost iznosi

p=0,6.

Statistickim #-testom utvrdeno je da nema znacajnih statistickih razlika izmedu kontrole 1 ekstrakta
mirte s obzirom na srednje vrijednosti njihovih koncentracija reduciranog glutationa (U/mg prot)

(p = 0,4081) (slika 19).
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Slika 19. Prosjec¢na aktivnost glutationa po miligramu proteina (umol/mg prot) u kontrolnoj

skupini i ekstraktu mirte uz razinu znac¢ajnosti a = 0,05 pri ¢emu p-vrijednost iznosi p = 0,4081.

Statistickim #-testom utvrdeno je da razlike u prosje¢nim koncentracijama reduciranog glutationa
(U/mg prot) u kontrolnoj skupini i ekstraktu brokule nisu statisticki znac¢ajne (p > 0,9999) (slika
20).
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Slika 20. Prosjec¢na aktivnost glutationa po miligramu proteina (umol/mg prot) u kontrolnoj
skupini 1 ekstraktu brokule uz razinu znacajnosti o = 0,05 pri ¢emu p-vrijednost iznosi p >

0,4399.
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Prosjecne koncentracije enzima katalaze u kontrolnoj skupini, ekstraktu mirte i1 ekstraktu brokule
prikazane su u tablici 9. gdje je vidljivo da je najveéa prosjecna aktivnost katalaze u ekstraktu mirte

(x = 898,89 uM/mg), a najmanja u ekstraktu brokule (x = 29,54 uM/mg).

Tablica 9. Vrijednosti pocetnih apsorbancija (4,), kona¢nih apsorbancija (4¢,), promjene
apsorbancije (AA), aktivnosti katalaze po miligramu proteina (U, (UM / mg)) te srednje vrijednosti

(x) triplikata uzoraka stani¢nih lizata Caco-2 stanica. Oznaka K oznacuje kontrolnu skupinu, M

ekstrakt mirte 1 B ekstrakt brokule.

Ucat U, / masa
Uzorak Ay Ago | AA | (MM min™) | proteina (uM X
mg)
K1 1,100 1,100 0 0 0
K2 0,832 0,832 0 0 0 64,82
K3 0,563 0,562 0,001 166,6] 64,8
Ml 0,110 0,108 0,002 3332 1514.,5
M2 -0,008 -0,011 0,003 499,8 1110,7 898,90
M3 0,116 0,115 0,001 1666 71,5
Bl 0,833 0,833 0] 0 0
B2 0,828 0,827 0,001 166,6 88,6 29,54
B3 0,660 0,660 0 0 0

Odredivanjem aktivnosti katalaze u odredenim uzorcima, aktivnost katalaze iznosi 0 S$to je
onemogucilo izracunavanje standardne devijacije u triplikatima te zbog nedostatka rezultata

katalaza nije uzeta u obzir.

4.4. HPLC analiza prometa fenolnih spojeva kroz membranski jednosloj

Ekstrakte brokule 1 mirte koncentracije do 800 pg/mL otopine nanijela sam na gornju komoru 2D
modela Caco-2 stanica. Iz apikalne i bazolateralne komore prikupila sam po 250 uL otopine nakon
20, 40 1 60 minuta i u tim uzorcima metodom RP-HPLC analizirala kojom dinamikom prolaze

ispitani bioaktivni spojevi (feruli¢na kiselina, sinapinska kiselina, kvercetin, kempferol).
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Na temelju HPLC analize i dobivenih kromatograma (slika 21 i slika 22) utvrdeno je da se

sinapinska kiselina i kempferol nalaze u izvornom ekstraktu mirte.
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Slika 21. Kromatogram izvornog ekstrakta mirte pri 310 nm
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Slika 22. Kromatogram izvornog ekstrakta mirte pri 360 nm

Pocetna koncentracija feruli¢ne kiseline u originalnoj otopini mirte iznosi 0 mg/L uzorka, a
sinapinske kiseline u originalnoj otopini mirte iznosi 112,033 mg/L uzorka. PocCetna koncentracija
kvercetina u originalnoj otopini mirte iznosi 0 mg/L uzorka, a kempferola u originalnoj otopini

mirte iznosi 15,930 mg/L uzorka.
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Iz tablice 10. vidljivo je da se tijekom apikalno bazolateralnog transporta (A — B) u apikalnoj
komori povecava koncentracija feruli¢ne kiseline (iako u pocetnoj koncentraciji nije detektirana),
au bazolateralnoj komori feruli¢na kiselina nije detektirana tijekom 60 min. Tijekom bazolateralno
apikalnog transporta (B — A), u apikalnoj komori ferulicna kiselina nije detektirana, ali je

detektirana u priblizno jednakim koncentracijama tijekom 60 min u bazolateralnoj komori.

Tablica 10. Dinamika prolaska koncentracija ferulicne kiseline (mg/L) iz ekstrakta mirte u
triplikatima kroz jednosloj Caco-2 stanica u apikalnim (A) i bazolateralnim (B) komorama tijekom

60 minuta

feruli¢na kiselina (mg/L) iz ekstrakta mirte

A—B |Omin | 20min | 40min | 60min |A— B | Omin | 20 min | 40 min | 60 min
X n.d. 9,12 16,74 27,66 | x n.d. n.d. n.d. n.d.
) n.d. 0,16 1,84 1,39 | o n.d. n.d. n.d. n.d.

B—A |Omin | 20min | 40min | 60min | B— A | Omin | 20 min | 40 min | 60 min
X n.d. n.d. n.d. nd. | x n.d. 18,50 22,78 20,23
c n.d. n.d. n.d. nd. |oc n.d. 3,97 0,40 0,82

n.d. — nije detektirano; zcleno — apikalna komora; bijelo — bazolateralna komora; x — srednja vrijednost;
o — standardna devijacija

Iz tablice 11. vidljivo je da se koncentracija sinapinske kiseline u apikalnoj komori tijekom
apikalno bazolateralnog transporta (A — B) smanjuje te je 81% sinapinske kiseline proslo u
stani¢ni monosloj. U bazolateralnoj komori sinapinska kiselina nije detektirana $to znaci da se spoj
vjerojatno akumulira u stanicama crijeva te ne prolazi iz apikalne u bazolateralnu komoru. Tijekom
bazolateralno apikalnog transporta (B — A), u apikalnoj komori sinapinska kiselina nije
detektirana, ali je detektirana u bazolateralnoj komori ¢ija se koncentracija smanjivala tijekom 60

minuta $to oznacava da se spoj akumulira u crijevnim stanicama.
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Tablica 11. Dinamika prolaska koncentracija sinapinske kiseline (mg/L) iz ekstrakta mirte u

triplikatima kroz jednosloj Caco-2 stanica u apikalnim (A) i bazolateralnim (B) komorama tijekom

60 minuta

sinapinska kiselina (mg/L) iz ekstrakta mirte

A—B | Omin | 20min [ 40min | 60min | A— B | Omin | 20 min | 40 min | 60 min
X 112,03 | 75,52 | 49,49 | 21,64 | X 112,03 n.d. n.d. n.d.
c 0,00 3,25 6,92 3,06 o 0,00 n.d. n.d. n.d.
B—-A | Omin | 20min | 40min | 60 min | B— A | Omin | 20 min | 40 min | 60 min
X 112,03 n.d. n.d. nd. | x 112,03 | 31,44 7,09 | 18,44
c 0,00 n.d. n.d. nd. | o 0,00 17,34 5,16 5,50

n.d. — nije detektirano; zcleno — apikalna komora; bijelo — bazolateralna komora; X — srednja vrijednost;
o — standardna devijacija

Iz tablice 12. vidljivo je da tijekom apikalno bazolateralnog transporta (A — B) i bazolateralno

apikalnog transporta (B — A) koncentracija kvercetina nije detektirana ni u apikalnim ni u

bazolateralnim komorama zato §to kvercetin nije prisutan u originalnom ekstraktu mirte.

Tablica 12. Dinamika prolaska koncentracija kvercetina (mg/L) iz ekstrakta mirte u triplikatima

kroz jednosloj Caco-2 stanica u apikalnim (A) i bazolateralnim (B) komorama tijekom 60 minuta

kvercetin (mg/L) iz ekstrakta mirte

A—B | Omin | 20min | 40 min | 60 min [ A — B | Omin | 20 min | 40 min | 60 min
x n.d. n.d. n.d. nd. [ x n.d. n.d. n.d. n.d.
c n.d. n.d. n.d. nd. | o n.d. n.d. n.d. n.d.
B—A |[Omin | 20min | 40min | 60min | B— A | Omin | 20 min | 40 min | 60 min
X n.d. n.d. n.d. nd. | x n.d. n.d. n.d. n.d.
c n.d. n.d. n.d. nd. [o n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d. — nije detektirano; zcleno — apikalna komora; bijelo — bazolateralna komora; X — srednja vrijednost;
o — standardna devijacija
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Iz tablice 13. vidljivo je da se tijekom apikalno bazolateralnog transporta (A — B) u apikalnoj
komori smanjila koncentracija kempferola, no koncentracija je priblizno jednaka tijekom svih 60
minuta, a u bazolateralnoj komori kempferol nije detektiran tijekom 60 min §to znaci da je spoj
vjerojatno zaostao u crijevnim stanicama. Tijekom bazolateralno apikalnog transporta (B — A), u
apikalnoj komori kempferol nije detektiran, ali je detektirana u priblizno jednakim koncentracijama

tijekom 60 min u bazolateralnoj komori.

Tablica 13. Dinamika prolaska koncentracija kempferola (mg/L) iz ekstrakta mirte u triplikatima

kroz jednosloj Caco-2 stanica u apikalnim (A) i bazolateralnim (B) komorama tijekom 60 minuta

kempferol (mg/L) iz ekstrakta mirte

A—B |Omin | 20min | 40min | 60min [A— B | Omin | 20 min | 40 min | 60 min
19,28 11,44 11,02 11,06 | x 19,28 n.d. n.d. n.d.
c 0,00 0,40 0,55 005]|o 0,00 n.d. n.d. n.d.

=l

B—A |Omin | 20min | 40min | 60min | B— A | Omin | 20 min | 40 min | 60 min
X 19,28 n.d. n.d. nd. | X 19,28 11,07 11,76 11,52
c 0,00 n.d. n.d. nd. |oc 0,00 0,90 0,80 0,42

n.d. — nije detektirano; zcleno — apikalna komora; bijelo — bazolateralna komora; X — srednja vrijednost;
o — standardna devijacija

Na temelju HPLC analize i dobivenih kromatograma (slika 23 i slika 24) utvrdeno je da se feruli¢na

kiselina 1 kvercetin nalaze u izvornom ekstraktu brokule.
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Slika 23. Kromatogram izvornog ekstrakta brokule pri 310 nm
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Slika 24. Kromatogram izvornog ekstrakta brokule pri 360 nm
Pocetna koncentracija feruli¢ne kiseline u originalnoj otopini brokule iznosi 7,67 mg/L uzorka, a
sinapinske kiseline u originalnoj otopini brokule iznosi 0 mg/L uzorka. Pocetna koncentracija

kvercetina u originalnoj otopini brokule iznosi 61,031 mg/L uzorka, a kempferola u originalnoj

otopini brokule iznosi 0 mg/L uzorka.
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1z tablice 14. vidljivo je da je tijekom apikalno bazolateralnog transporta (A — B) u apikalnoj
komori koncentracija feruli¢ne kiseline tijekom 60 min priblizno jednaka pocetnoj koncentraciji,
a u bazolateralnoj komori nije detektirana. Tijekom bazolateralno apikalnog transporta (B — A),
u apikalnoj komori feruli¢na kiselina nije detektirana, ali je detektirana u bazolateralnoj komori u

priblizno jednakim koncentracijama kao u originalnoj otopini tijekom svih 60 min.

Tablica 14. Dinamika prolaska koncentracija ferulicne kiseline (mg/L) iz ekstrakta brokule u
triplikatima kroz jednosloj Caco-2 stanica u apikalnim (A) i bazolateralnim (B) komorama tijekom

60 minuta

feruli¢na kiselina (mg/L) iz ekstrakta brokule

A—B [Omin | 20min | 40min | 60min [A— B | Omin | 20 min | 40 min | 60 min
7,67 7,37 7,57 7,51 | x 7,67 n.d. n.d. n.d.
c 0,00 0,47 0,13 0,25 | o 0,00 n.d. n.d. n.d.

=

B—A [Omin | 20min | 40min | 60min [ B— A | Omin | 20 min | 40 min | 60 min
X 7,67 n.d. n.d. nd. | x 7,67 7,98 8,01 7,74
c 0,00 n.d. n.d. nd. | o 0,00 0,39 0,19 0,27

n.d. — nije detektirano; zcleno — apikalna komora; bijelo — bazolateralna komora; X — srednja vrijednost;
o — standardna devijacija

Iz tablice 15. vidljivo je da tijekom apikalno bazolateralnog transporta (A — B) i bazolateralno
apikalnog transporta (B — A) koncentracija sinapinske kiseline nije detektirana ni u apikalnim ni
u bazolateralnim komorama zato $to sinapinska kiselina nije prisutna u originalnom ekstraktu

brokule.
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Tablica 15. Dinamika prolaska koncentracija sinapinske kiseline (mg/L) iz ekstrakta brokuleu

triplikatima kroz jednosloj Caco-2 stanica u apikalnim (A) i bazolateralnim (B) komorama tijekom

60 minuta

sinapinska kiselina (mg/L) iz ekstrakta brokule

A—B [ Omin | 20min | 40min | 60 min | A— B | Omin | 20 min | 40 min | 60 min
X n.d. n.d. n.d. nd. | x n.d. n.d. n.d. n.d.
c n.d. n.d. n.d. nd (o n.d. n.d. n.d. n.d.
B—A |Omin | 20min | 40min | 60min | B— A | Omin | 20 min | 40 min | 60 min
X n.d. n.d. n.d. nd. | x n.d. n.d. n.d. n.d.
c n.d. n.d. n.d. nd (o n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d. — nije detektirano; zeleno — apikalna komora; bijelo — bazolateralna komora; x — srednja vrijednost;

o — standardna devijacija

Iz tablice 16. vidljivo je da je tijekom apikalno bazolateralnog transporta (A — B) u apikalnoj

komori koncentracija kvercetina tijekom 60 min priblizno jednaka pocetnoj koncentraciji, a u

bazolateralnoj komori je detektiran u manjoj koncentraciji. Tijekom bazolateralno apikalnog

transporta (B — A), u apikalnoj komori kvercetin je detektiran tek nakon 60. minute, a u

bazolateralnoj komori je detektiran u priblizno jednakoj koncentraciji kao u originalnoj otopini

brokule.

Tablica 16. Dinamika prolaska koncentracija kvercetina (mg/L) iz ekstrakta brokule u triplikatima

kroz jednosloj Caco-2 stanica u apikalnim (A) i bazolateralnim (B) komorama tijekom 60 minuta

kvercetin (mg/L) iz ekstrakta brokule

A—B | Omin | 20min | 40min | 60 min [ A— B | Omin | 20 min | 40 min | 60 min
X 61,03 54,40 | 56,13 64,98 | x 61,03 18,21 11,46 17,33
c 0,00 2,01 3,64 230 (o 0,00 1,29 9,92 0,27
B—A | Omin | 20min | 40min | 60 min [ B— A | Omin | 20 min | 40 min | 60 min
X 61,03 n.d. n.d. 21,17 | x 61,03 67,54 | 66,26 | 68,82
c 0,00 n.d. n.d. 238 | o 0,00 6,77 2,87 2,10

n.d. — nije detektirano; zcleno — apikalna komora; bijelo — bazolateralna komora; X — srednja vrijednost;
o — standardna devijacija
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Iz tablice 17. vidljivo je da tijekom apikalno bazolateralnog transporta (A — B) i bazolateralno

apikalnog transporta (B — A) koncentracija kempferola nije detektirana ni u apikalnim ni u

bazolateralnim komorama zato §to kempferol nije prisutan u originalnom ekstraktu brokule.

Tablica 17. Dinamika prolaska koncentracija kempferola (mg/L)iz ekstrakta brokule u triplikatima

kroz jednosloj Caco-2 stanica u apikalnim (A) i bazolateralnim (B) komorama tijekom 60 minuta

kempferol (mg/L) iz ekstrakta brokule

A—B | Omin | 20min | 40 min | 60 min [ A — B | Omin | 20 min | 40 min | 60 min

X n.d. n.d. n.d. nd. [ x n.d. n.d. n.d. n.d.
n.d. n.d. n.d. nd. | o n.d. n.d. n.d. n.d.

B—-A [Omin | 20min | 40min | 60min | B— A | Omin | 20 min | 40 min | 60 min

X n.d. n.d. n.d. nd. [ x n.d. n.d. n.d. n.d.

c n.d. n.d. n.d. nd. | o n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d. — nije detektirano; zcleno — apikalna komora; bijelo — bazolateralna komora; X — srednja vrijednost;
o — standardna devijacija
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5. RASPRAVA

5.1. Optimizacija rasta stanica 1 stvaranja monosloja Caco-2 stanica

Zadnjih godina sve je veci interes za studije propusnosti koriste¢i Caco-2 stanicnu liniju te je stoga
porasla potreba za standardizacijom ovog bioloSkog modela. Farmaceutske smjernice definiraju
samo kriterije prihvatljivosti za validaciju Caco-2 stanica te u skladu s farmaceutskim zahtjevima
potrebno je specificirati protokol za njenu provedbu i razviti interne postupke. Sve metode uzgoja
stanica 1 presadivanja odvijale su se u sterilnim uvjetima (u laminaru s okomitim protokom zraka),
a stanice su inkubirane u vlaznoj atmosferi na 37 °C u uvjetima u atmosferi 90% zraka i 5 % CO,
u potpunom mediju. Rad pri ovim uvjetima je uobiCajena laboratorijska praksa za za uzgoj i
odrzavanje Caco-2 stanica stanica (Kus i sur. 2023). Sastav medija za odrzavanje stanicne linije
Caco-2 ovisi o dobavljacu, internom protokolu i svrsi eksperimenta (Kus 1 sur. 2023). U ovom
istrazivanju kompletni DMEM medij sadrzavao je 1% NEAA, 1% PEN-STREP i 20% FBS, dok
opcenito je DMEM medij pomijesan s 10-20% FBS. Aminokiseline su esencijalne za rast stanica,
antibiotici se dodaju za sprjeCavanje infekcija (Natoli i sur. 2012), a glutamin je vazan faktor za
diferencijaciju stanica i odrZzavanje funkcije crijevne barijere (Huang i sur. 2022). Pawar 1 sur.
(2019) su za kompletni medij za rast Caco-2 stanica razlikovao se jedino u udjelu FBS seruma —
medij se sastojao od 10% FBS seruma, a u ovom istrazivanju dodano je 20% radi boljeg rasta
stanica. Medij je nakon tjedan dana nakon nasadivanja stanica u manje posude bio i dalje crven,
Sto znaci da se stanice slabo hrane hranjivim tvarima iz medija te su stanice ostavljene dodatno
tjedan dana na inkubaciju. Za kultivaciju stanica do Zeljene gustoce (4 x 10° stanica/mL) trebalo
je 21 dan §to je bilo duze od ocekivanoga. Stanice su zatim bile nasadene na PET membranske
umetke i odrzavane u kompletnom mediju koji se mijenjao dva puta tjedno. U nekim istrazivanjima
navedeno je da se medij mijenja 3 puta tjedno, no u ovom eksperimentu stanice su se sporo hranile
medijem pa je bilo dovoljno dva puta. U ovim uvjetima stanice su postigle konfluenciju za 3 dana
1 potpuno se diferencirale za 17 dana. Prema generalnim smjernicama za proces diferencijacije
Caco-2 stanica i stvaranja monosloja potrebno je 18-21 dan (Tor 2015) §to priblizno odgovara
dobivenim rezultatima. Za proces tripsinizacije koji je vazan korak u uzgoju stanica ukupno je bilo
potrebno 20 minuta $to malo odskace od uobicajenog raspona vremena 6-15 minuta (Tor 2015).
Pawar 1 sur. (2016) su Caco-2 stanice tripsinizirali s 0,25% tripsin-EDTA na 4 minute Sto se dosta
razlikuje od dobivenog rezultata. Inkubacija s tripsinom trebala bi biti Sto kraca jer taj proces utjece

na odrzivost stanica.
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5.2. Citotoksi¢ni u¢inak

Ekstrakt mirte je reagirao s bojom cak i kada Caco-2 stanice nisu bile prisutne u otopini §to ukazuje
na prisutnost odredenog spoja koji reagira s MTT. Peng i sur. (2005) su dokazali da luteolin i
kvercetin mogu reducirati MTT u odsutnosti zivih stanica. Zbog navedenih problematika, u
ispitivanju citotoksi¢nosti bolje je koristiti Neutral red test jer se njime onemogucava doticaj boje

s biljnim ekstraktom te boja direktno reagira sa stanicama.

5.3. Antioksidativni markeri

Prosjecne vrijednosti aktivnosti antioksidativnih markera (GSH, SOD 1 katalaza) su izrazito niske,
a to se moZze pripisati tome §to u homogenatima stanica nije doslo do oksidativnog stresa te se
navedeni antioksidacijski enzimi nisu aktivirali. Ocekivano je da je antioksidacijska aktivnost
najveca u ekstraktu mirte jer sadrzava najvec¢i udio fenolnih spojeva koji su vazni antioksidansi te
Stite stanicu od osStec¢enja (Aleksi¢ 1 Knezevi¢ 2014; Kurtagi¢ 2017), no ovim istrazivanjem to nije
u potpunosti potvrdeno. Dakle, u stanicama nisu zabiljezeni nikakvi Stetni uinci Sto se posljedicno
odrazava na slabu aktivnost antioksidativnih markera. Sama primjena ekstrakata biljaka (u ovom
slu¢aju mirte 1 brokule) nije aktivirala enzime antioksidativne obrane u stanicama crijeva. Za
buduca istrazivanja potrebno je podloziti stanice stresu ¢ime bi se potencijalno aktivirali

antioksidacijski enzimi te izmjerile razine njihove aktivacije.

5.4. HPLC analiza prometa fenolnih spojeva kroz membranski jednosloj

Ocekivano je da ¢e fenolni spojevi iz biljnih ekstrakata proc¢i kroz model Caco-2 stanica koji
simulira crijevnu barijeru, no to u bioloSkom sustavu nije tako jednostavno i idealno. Koncentracija
sinapinske kiseline iz ekstrakta mirte se smanjivala u apikalnoj komori tijekom vremena, ali
koncentracije iste kiseline nisu detektirane u bazolateralnoj komori i obrnuto. Razlog tome je §to
se sinapinska kiselina vjerojatno zadrzala (akumulirala) u crijevnim stanicama te nije prosla na
suprotnu stranu komore. Sli¢ne rezultate dobili su 1 Zhang 1 sur. (2020) koji su utvrdili da se visoke
koncentracije kvercetina nalaze u jednosloju stanica. Rezultati istrazivanja Wanga i sur. (2023) u
kojem su mjerili propusnost hidroskicimetnih kiselina kroz Caco-2 stanice utvrdili su da je najbolja
propusnost feruli¢ne kiseline u odnosu na sinapinsku i ostale fenolne kiseline, no rezultati ovog

rada to ne mogu potkrijepiti. Strukturne razlike u gradi fenolnih kiselina vjerojatno imaju utjecaj
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na razinu propusnosti (Wang i sur. 2023). U izvornom ekstraktu mirte ferulicna kiselina nije
detektirana, no HPLC analizom u uzorcima detektirana je feruli¢na kiselina. Povecanje feruli¢ne
kisline moglo bi biti uzrokovano pregradivanjem ili konjugacijom s drugim spojevima. Poquet i
sur. (2008) u svom istrazivanju su pokazali da je moguce stvaranje ferulicne kiseline iz
dihidroferulne kiseline nakon 30 minuta metabolizma na rezovima jetre Stakora. Takav
metabolizam moze biti djelomi¢no odgovoran za cirkuliranje slobodne feruli¢ne kiseline uz mali
postotak glukuronidnih i sulfatnih konjugata ferulicne kiseline. U slu¢aju kada se nije dogodio
nikakav transport, HPLC uredaj nije detektirao spoj iz biljnog ekstrakta jer su koncentracije spoja
ispod njegove razine detekcije. Kvercetin moze na sebe imati vezane Secerne ostatke koji
onemogucuju njegovu detekciju. Kvercetin moze biti u slobodnoj formi kao u ekstraktu brokule te
ga je moguce detektirati, dok je u mirti kvercetin vjerojatno glikoliziran 1 njegova detekcija je
onemogucena. Dodatan korak koji bi se ubudu¢e morao poduzeti za bolju detekciju je hidroliza
Secernih ostataka kvercetina. Zhang i sur. (2020) utvrdili su da kvercetin glikozidi pokazuju slab
transport kroz Caco-2 stanice, Sto sugerira da ne prelaze lako crijevnu barijeru u ovom modelu,
dok kvercetin aglikoni pokazuju puno vecu ucinkovitost transporta u usporedbi s njihovim
odgovaraju¢im glikozidima. Do istih zakljucaka dosli su 1 Walgren 1 sur. (1998). Mnogobrojna
istrazivanja naglasavaju kako postoji mogué¢nost da se neki polifenoli, unato¢ svojim potencijalnim
zdravstvenim dobrobitima, neée ucinkovito apsorbirati u ljudskom crijevu ¢ime se smanjuje
njihova bioraspolozivost u organizmu. U nedostatku standarda za identifikaciju spojeva u
uzorcima, ovakva analiza suzava izbor neidentificiranih pikova na kromatogramima te odredivanje
koji fenolni spojevi su prosli kroz crijevni epitel. Takoder, potrebno je razumjeti mehanizam
apsorpcije fenolnih spojeva kako bi se povecala biodostupnost navedenih biomolekula te time

omogucila bolja farmaceutska i terapeutska sredstva sa svrhom prevencije 1 lije¢enja bolesti.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju istrazivanja €iji je cilj bio optimizirati uvjete za studije propusnosti biljnih ekstrakata

kroz monosloj Caco-2 stanica izvedeni su sljedeci zakljucci:

e Oporavak 1 uzgoj Caco-2 stanica trajao je 3 tjedna, a za proces diferencijacije i stvaranja
monosloja Caco-2 stanica bilo je potrebno 17 dana Sto je neSto manje od uobicajenog
trajanja stvaranja membranskog jednosloja koji simulira crijevni epitel.

e Neutral red test je prikladniji test za odredivanje citotoksi¢nosti od MTT testa jer
onemogucava doticaj boje s biljnim ekstraktom te boja direktno reagira sa stanicama.
Neutral red testom dokazano je da koriStene koncentracije biljnih ekstrakata nisu
citotoksicne.

¢ Prosjecna aktivnost superoksid dismutaze i glutationa se ne razlikuje znacajno u ekstraktu
mirte 1 ekstraktu brokule od kontrolne skupine $to znac¢i da sama primjena ekstrakata
navedenih biljaka nije aktivirala enzime antioksidativne obrane u stanicama crijeva,
odnosno nije doslo do oksidativnog stresa.

¢ Feruli¢na kiselina, sinapinska kiselina, kvercetin i kempferol u biljnim ekstraktima mirte i
brokule pokazali su slabu propusnost kroz crijevnu barijeru bilo u apikalno bazolateralnom
(A — B) ili bazolateralno apikalnom (B — A) smjeru. Sinapinska kiselina iz ekstrakta
mirte je pokazala konzistentnu propusnost te je u postotku od 81 % prosla u stanicni
monosloj. Fenolni spojevi se ili nakupljaju u crijevnim stanicama te ne prolaze kroz
monosloj stanica ili nisu uopc¢e detektirani. Kvercetin se u obliku aglikona apsorbira (iz
ekstrakta brokule) kroz crijevnu barijeru, dok kao glikolizirani spoj (iz ekstrakta mirte) nije

nedetektiran.

Navedeni zakljucci mogu biti korisni za razvoj daljnjih istraZivanja za procjenu crijevne
propusnosti bioaktivnih tvari iz biljnih ekstrakata te takav optimizirani model Caco-2 stanica moze

pomoc¢i u razvoju farmaceutskih i terapeutskih sredstava te promicanju ljudskog zdravlja.
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