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Popi� krati�a
Ca�o-2 (eng. �olon �ar�inoma) - kar�inom debelog �rijeva

dH2O – de�tilirana voda

DMEM (eng. Dulbe��o'� Modified Eagle Medium) - Dulbe��ov minimalni e�en�ijalni medij

DMSO (eng. dimethyl �ulfoxide) - dimetil-�ulfok�id

FCS (eng. fetal �alf �erum) - fetalni teleći �erum

GSH - glutation

HBSS (Hank�' Balan�ed Salt Solution) – pufer�ka otopina

HPLC (eng. high performan�e liquid �hromatography) - tekućin�ka kromatografija vi�oke
učinkovito�ti

min – minuta

mL – mililitar

mmol/L – milimol po litri

MTT te�t - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid te�t

NEAA (eng. non-e��ential amino a�id�) - nee�en�ijalne aminoki�eline

PBS (eng. pho�phate-buffered �aline) - fo�fatni pufer

PEN-STREP – peni�ilin-�treptomi�in

PI – inhibitori proteaza

rpm (eng. revolution� per minute) – broj okretaja u minuti

SOD – �uperok�id di�mutaza

�.tv. – �uha tvar uzorka

XO – k�antin ok�idaza

µg - mikrogram

µL – mikrolitar

2D - dvodimenzionalno
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1. UVOD

1.1. Stanični model Ca�o-2
Stanična linija Ca�o-2 izvedena iz ljud�kog kar�inoma debelog �rijeva obično �e kori�ti za pro�jenu
propu�no�ti �pojeva u in vitro uvjetima (Ku� i �ur. 2024). Metoda propu�no�ti pomoću modela
Ca�o-2 �tani�a �matra �e najreprezentativnijom metodom za �imula�iju pro�e�a �rijevne ap�orp�ije
kao što �u tran��elularni tran�port, para�elularni tran�port i neki a�pekti aktivnog tran�porta (Ca�o-
2 Permeability A��ay 2024). Zbog navedene predno�ti te jedno�tavno�ti, �tanični model Ca�o-2
izvr�tan je model �rijevne ap�orp�ije lijekova i drugih �pojeva u ljudi (van Breemen i Li 2005) koji
je po�tao vodeći u �tudijama pro�jene propu�no�ti �pojeva. Mono�loj �tani�a Ca�o-2, u mnogim
a�pektima, oponaša ljud�ki �rijevni epitel te �imulira �tani�e �rijeva � formiranim mikrovilima koje
reguliraju prodiranje lijekova i funk�ionalnih ek�trakata iz inte�tinalnog lumena kroz polupropu�nu
membranu u krvotok (Iftikhar i �ur. 2020). No, po�toji razlika između �tani�a Ca�o-2 i ljud�kih
entero�ita. Glavna funk�ionalna razlika između �tani�a Ca�o-2 i normalnih �rijevnih �tani�a je
nedo�tatak ek�pre�ije izoenzima �itokroma P450, po�ebno CYP3A4 u �tani�ama Ca�o-2 (Ca�o-2
Permeability A��ay 2024). Kada �e uzgajaju kao mono�loj, Ca�o-2 �tani�e �e diferen�iraju kako bi
formirale čvr�te �pojeve između �tani�a te po�lužile kao model pa�ivne difuzije kroz mono�loj.

Standardna dvodimenzionalna (2D) kultura �tani�a temelji �e na adheziji �tani�a na ravnu površinu,
tipično Petrijeve zdjeli�e ili na �taklo poli�tirena. Stani�e ra�tu u mono�loju zbog čega �u jednako
izložene mediju � hranjivim tvarima što rezultira homogenim ra�tom i prolifera�ijom (Duval 2017).
2D kultura je jedno�tavna, jeftina, laka za interpreta�iju te je omogućila bolje razumijevanje
mehanizama ra�ta tumor�kih �tani�a. Stani�e Ca�o-2, uzgajane u 2D modelu �tanične kulture,
�matraju �e referentnim �taničnim modelom kojim �e imitira �rijevna barijera in vitro. Ovakav
�tanični model �luži za pro�jenu ap�orp�ije tvari kroz �rijevo i za pro�jenu pa�ivne propu�no�ti
tvari.

Mono�loj �tani�a Ca�o-2 obično �e uzgaja na polupropu�nim pla�tičnim no�ačima koji �e mogu
ugraditi u jaži�e ploča � više jaži�a te �e tako izdvajaju gornja (apikalna) komora i donja
(bazolateralna) komora (�lika 1) (van Breemen i Li 2005).
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Slika 1. Shemat�ki prikaz Ca�o-2 �taničnog modela (Ding X. M. i �ur. 2020) (preuzeto i
prilagođeno � http�://www.profa�gen.�om/).

1.2. Polifenoli
Polifenoli �u jedna od najčešće za�tupljenih �kupina �pe�ijaliziranih metabolita u biljkama, a njima
po�ebi�e obiluju aromatične biljke (Shahidi i Yeo 2018). Do dana� je poznato oko 8000
polifenolnih �a�tavni�a te ih to čini jednom od najbrojnijih �kupina �pojeva u prirodi (Radojčić
Radovniković i �ur. 2016). Također pred�tavljaju jednu od najvažnijih kla�a prirodnih
antiok�idana�a (Kurtagić 2017) te štite biljku od nametnika i ultraljubiča�tog zračenja. Sa�toje �e
od jednog ili više aromat�kih pr�tena koji po�jeduju jednu ili više hidrok�ilnih �kupina, a mogu
naći u �lobodnom obliku ili češće u obliku glikozida (Kurtagić 2017). Zbog njihove velike
raznovr�no�ti, kla�ifika�ija ovih �pojeva je doi�ta �ložena, a pojedno�tavljena podjela prikazana je
na �li�i 2. S obzirom na njihovu o�novnu kemij�ku �trukturu mogu �e podijeliti na flavonoide i
neflavonoide. Glavne pod�kupine flavonoida �u flavoni, flavonoli, flavanoli, izoflavoni, flavanoni
i anto�ijani (Pandey i Rizvi 2009; Mana�h i S�albert 2004). Neflavonoidi �u �pojevi jedno�tavnije
građe od flavonoida i dijele �e na fenolne ki�eline, �tilbene i lignane (Katalinić i �ur. 2010).
Flavonoidi �u dobro proučena �kupina polifenola (identifi�irano ih je oko 4000), a njihova
pri�utno�t u biljkama odgovorna je za atraktivne i privlačne boje �vjetova, voća i lišća (Cartea i
�ur. 2011; Pandey i Rizvi 2009). Najčešći pred�tavni�i flavonoida u prehrani �u kver�etin,
miri�etin, katehini i drugi (Pandey i Rizvi 2009). Fenolne ki�eline �e u biljkama nalaze u vi�okom
udjelu te �e dijele na derivate benzoične te derivate �imetne ki�eline od kojih �u hidrok�i�imetne
ki�eline češće (Pandey i Rizvi, 2009; Mana�h i S�albert 2004). Najčešće fenolne ki�eline pri�utne
u biljkama �u p-kumarin�ka, kafein�ka, ferulična i �inapin�ka ki�elina (Pandey i Rizvi 2009;

https://www.profacgen.com/
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Mana�h i S�albert 2004). Lignani �u difenolni �pojevi te �e ponajviše pronalaze u uljanim
�jemenkama (Pandey i Rizvi 2009), a pri�utno�t �tilbena u ljud�koj prehrani prilično je ni�ka
(Pandey i Rizvi 2009).

Za analizu mogućno�ti ap�orp�ije i biodo�tupno�ti ovih �pojeva u i�traživanju korišten je
�tandardizirani ek�trakt mirte (Myrtus communis L.) i ek�trakt brokule (Brassica oleracea var.
italica).

Slika 2. Podjela polifenola na temelju njihovih kemij�kih �truktura na glavne �kupine i nekoliko
pod�kupina

1.2.1. Biološka aktivnost polifenola

Biološki utje�aji polifenola prven�tveno �e vežu uz antiok�ida�ij�ko djelovanje (Dizdar 2020).
Polifenoli �e uz metabolite vitamin C, vitamin E i karotenoide ubrajaju u direktne antiok�idan�e
jer imaju �po�obno�t neutraliziranja �lobodnih radikala (Kopjar i �ur. 2012). Mnoga i�traživanja
pokazuju da �pojevi polifenola, većinom anto�ijani, fenolne ki�eline i flavonoidi, imaju
antiok�idativni učinak (Alek�ić i Knežević 2014). Antiok�idativna aktivno�t fenolnih ki�elina i
flavonoida ovi�i o broju i položaju fenolnih hidrok�ilnih �kupina u aromat�kom pr�tenu (veći broj
hidrok�ilnih �kupina dovodi do veće antiok�ida�ij�ke aktivno�ti) (Duthie i Cro�ier 2000; Cartea i
�ur. 2011). Antiok�ida�ij�ka aktivno�t fenolnih �a�tojaka pripi�uje �e njihovim reduk�ij�kim
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�voj�tvima jer djeluju kao redu�irajući agen�i (donori vodika) (Ri�e-Evan� i �ur. 1995). Polifenoli
�u jaka antiok�ida�ij�ka �red�tva jer potaknu aktiva�iju antiok�ida�ij�kih enzima i inhibi�iju
vezanja radikala �a �lobodnim ionima u organizmu (Kamenjašević i �ur. 2019). Flavonoidi, zbog
�po�obno�ti hvatanja elektrona �lobodnog radikala, imaju veliku ulogu u �prječavanju šteta u
�tani�i tako da �e flavonoidi ok�idiraju �lobodnim radikalima te time na�taje �poj manje reaktivnog
oblika prema �ljedećem mehanizmu (Ioannou i Ghoul 2012):

flavonoid (OH) + R • → flavonoid (O•) + RH

Polifenoli imaju važnu ulogu u obrani ljud�kog organizma od reaktivnih ok�ida�ij�kih vr�ta koji
�u napo�ljetku uzročni�i mnogih bole�ti kao što je atero�kleroza, i�hemij�ka �rčana bole�t, rak te
Alzheimerova i Parkin�onova bole�t. U �kladu � time, polifenoli štite organizam od ok�ida�ij�kih
oštećenja koja dovode do neurodegenerativnih bole�ti. Prehrana bogata flavonoidima (�ok od
grožđa, borovni�e, kakao) pokazala je pozitivan učinak u kognitivnoj izvedbi (Del Rio i �ur. 2013).

Ek�trakti bogati kver�etinom i kempferolom pokazali �u učinkovito inhibiranje ra�ta nekih Gram-
pozitivnih bakterija koji �u re�piratorni patogeni kod ljudi (Ayaz i �ur. 2008). Flavonoidi kver�etin,
kempferol i izorhamnetin imaju protuupalni učinak na aktivirane makrofage, a zbog dokazanih
vazodilata�ij�kih �voj�tava izorhamnetina ukazuje �e zaštita od kardiova�kularnih bole�ti (Gar�ia-
Lafuente i �ur. 2009).

Polifenoli pokazuju mnoštvo bioloških aktivno�ti, od kojih razlikujemo antibakterij�ku,
protuupalnu, antialergij�ku, antitrombotičnu, antiviru�nu, antikar�inogenu, hepatozaštitnu i
vazodilatatornu aktivno�t, a kori�te �e i u liječenju bole�ti probavnog �u�tava te kao analgeti�i i
�red�tva za za�jeljivanje rana (A�garpanah i Ariamane�h 2015).

1.2.2. Biodostupnost polifenola

Unatoč brojnim dokazima i i�traživanjima o pozitivnim učin�ima polifenola u preven�iji raznih
bole�ti današnji�e, zaštitni učin�i ovi�e o �amoj biodo�tupno�ti polifenolnih �pojeva u organizmu.
Kako bi polifenolni �pojevi mogli djelovati �vojim �voj�tvima, moraju biti do�tupni u organizmu.
Naime, biodo�tupno�t polifenola je relativno ni�ka zbog �labe ap�orp�ije u probavnom �u�tavu.
Njihova ap�orp�ija ovi�i o raznim čimbeni�ima kao što �u vr�ta �poja, kemij�ka �truktura �poja,
molekul�ka ma�a �poja, veličina i topljivo�t molekule, op�eg konjuga�ije, metaboličke reak�ije
koje prolaze polifenoli, biološki faktori (permeabilno�t membrane) te naravno individualno�t
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�rijevne mikrobiote (Shiva�hankara i A�harya 2010). Nedavna i�traživanja potvrđuju da će �e od
ukupnog uno�a polifenola u organizam �amo oko 5 % ap�orbirati u tankom �rijevu, a o�talih
95 % će �e ap�orbirati u lumenu debelog �rijeva te će daljnja razgradnja i ap�orp�ija ovi�iti o
mikroflori �rijeva (Cardona i �ur. 2013). Većina flavonoida u hrani �e nalaze u obliku glikozida, a
tip šećerne jedini�e znatno utječe na ap�orp�iju pojedinih flavonoida u tankom �rijevu. Kuhanjem
hrane koja �adrži polifenole, �manjuje �e njihova količina, ali �e povećava biodo�tupno�t nutrijenta
u organizmu. Primjeri�e, likopen �e lakše ap�orbira iz obrađene rajči�e (čak tri�to puta više) nego
likopen iz �vježe neobrađene rajči�e (Shiva�hankara i A�harya 2010).

1.3. Brokula (Brassica oleracea var. italica)
Brokula (Brassica oleracea var. italica) je jednogodišnja zelja�ta biljka koja pripada porodi�i
Brassicaceae. U porodi�u Brassicaceae ubrajaju �e i kupu�, �vjetača, prokuli�e, rotkvi�a, repa i
goruši�a (Kopjar i �ur. 2012). Ime brokule dolazi od latin�ke riječi bracchium što u prijevodu znači
jaka ruka ili grana, a taj naziv zahvaljuje izgledu �vojih izdanaka (Radojčić Redovniković i �ur.
2016). Brokula �e prepoznaje po zelenim �vjetnim izdan�ima na razgranatoj �tablji�i i po mnoštvu
razdijeljenih li�tova (�lika 3). Brokula potječe iz Male Azije, � područja Tur�ke, odakle je �tigla u
Italiju još tijekom rim�kog doba (Fabek 2008). U Hrvat�koj je brokula �tigla na područje
Dubrovnika te �e tek ranih godina 20. �toljeća proširila i u �redišnje dijelove Hrvat�ke.

Izvr�tan je izvor bioaktivnih �pojeva - glukozinolata, flavonoida, hidrok�i�imetnih ki�elina i
vitamina (Kamboj i �ur. 2023; Vallejo i �ur. 2004.) te �e zbog vi�okih udjela navedenih �pojeva
�matra funk�ionalnom hranom.

U po�ljednje vrijeme, široko �e i�tražuje fitokemij�ki �a�tav brokule i povrća i�te porodi�e zbog
pri�utno�ti metabolita koji imaju vrijedan doprino� na zdravlje čovjeka što je direktno povezano �
pozitivnim biološkim aktivno�tima pri�utnih �a�tojaka.
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Slika 3. Brokula (Brassica oleracea var. italica)
(autor Pao Y. (2015) preuzeto � http�://pixabay.�om/)

1.3.1. Kemijski sastav brokule

Brokula je bogat izvor nutritivnih �a�tojaka kao što �u vlakna, vitamini (A, C i K), minerali (kalij,
kal�ij i željezo) i antiok�idan�i. Također �adrži razne bioaktivne tvari poput brojnih glukozinolata
i njihovih razgradnih produkata te polifenola koji imaju značajne uloge u preven�iji i zaštiti
zdravlja (Syed i �ur. 2023).

Brokula �adrži polifenolne �pojeve. U kupu�njača najčešće �u p-kumarin�ka, �inapin�ka i ferulična
ki�elina koje �e če�to nalaze u konjuga�iji �a šećerom ili drugim hidrok�i�imetnim ki�elinama.
Kvantitativno najza�tupljeniji polifenolni �pojevi �u flavonoli, kver�etin, kempferol i
izorhamnetin, koji �e najčešće �e nalaze kao O-glikozidi (Cartea i �ur. 2011). Fenolni ek�trakti
brokule �ložene �u �mje�e flavonolnih glikozida (kver�etina i kempferol-3-O-�oforozida kao
glavnih flavonola i izokver�etina, kempferol-3-O-glukozida i kempferol diglukozida u manjim
količinama) te derivata hidrok�i�imetnih ki�elina (Vallejo i �ur. 2002).

Radojčić Redovniković i �ur. (2016) u �vom i�traživanju utvrdili �u da je udio polifenolnih �pojeva
u uzor�ima brokule u ra�ponu od 9,70-16,11 mg g-1 �. tv. u �tablji�i, od 17,65-31,08 mg g-1 �. tv. u
�vatu i od 22,27-34,02 mg g-1 �.tv. u li�tu brokule.

https://pixabay.com/
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Slika 4. Najza�tupljeniji flavonoidi pri�utni u kupu�njačama (preuzeto i prilagođeno iz rada
autora Cartea i �ur. 2011).

Slika 5. Najza�tupljenije fenolne ki�eline pri�utne u kupu�njačama (preuzeto i prilagođeno iz
rada autora Cartea i �ur. 2011).
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1.4. Mirta (Myrtus communis L.)
Mirta je endem�ka biljna vr�ta porodi�eMyrtaceae, a redaMyrtales. U Flora Croati�a Databa�e za
mirtu �e upotrebljavaju razni nazivi poput obična mrča, obična mirta, murta, mrčika, martvina,
martva, mrča, mrči�a, mrtvina, rujevika, marta, mrčela (Nikolić 2024). Mirta je zimzeleni grm ili
ni�ko �tablo vi�ine 1,5-3 m (Fadda i Mula�, 2010) � manjim tamnozelenim li�tovima ovalnog oblika
(�lika 6). Cvjetovi mirte �u ak�ilarni i bijeli, a plodovi �u bobe tamnoplave do �rne boje okrugla�tog
oblika (A�if i �ur. 2011). Spe�ifična aroma biljke potječe od eteričnih ulja koja �e nalaze u
li�tovima, �vjetovima i plodovima (Aydın i Öz�an 2007). Jovančević (1980) navodi da podrijetlo
mirte potječe iz Indije odakle je done�ena na područje zapadne Azije, južne Europe i �jeverne
Afrike te je široko ra�pro�tranjena u Tur�koj, Italiji, Grčkoj, Tuni�u, Alžiru i Maroku (Sumbul i
�ur. 2011). Tipična je �amonikla voćna vr�ta koja ra�te u južnoj Europi na mediteran�kom području
(Duralija i �ur. 2021), a u Hrvat�koj ra�pro�tranjena u �rednjoj i južnoj Dalma�iji u eko�u�tavu
makije.

Mirta je izrazito bogata taninima, flavonoidima i hlapljivim uljima čija �u �voj�tva temelj za
ljekovita �voj�tva biljke. Mirta �e upotrebljava u medi�in�kim i terapeut�kim �vrhama već
�toljećima (Dabbaghi i �ur. 2023), a A�garpanah i Ariamane�h (2015) navode kako �e mirta u
iran�koj narodnoj medi�ini kori�tila za razna infektivna i upalna oboljenja poput plućnih
poremećaja te kod gljivičnih infek�ija. U današnje vrijeme plodovi mirte najčešće �e kori�te u
pripravi marmelada, džemova i alkoholnih pića (vina i likera) te u medi�ini i farma�eut�koj
indu�triji, a li�tovi u kozmetičkoj indu�triji i indu�triji parfema. U brojnim i�traživanjima potvrđeno
je kako mirta ima pozitivne učinke poput antimikrobnih, protuupalnih, antitumornih i o�talih
učinaka na ljud�ko zdravlje (Alipour i �ur. 2014; A�garpanah i Ariamane�h 2015).
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Slika 6. Plodovi (lijevo) i �vjetovi (de�no) mirte (Myrtus communis L.) (autor Barra 2012 (�lika
lijevo) i Starr i Starr 2012 (�lika de�no) preuzeto � http�://www.plantea.�om.hr/).

1.4.1. Kemijski sastav mirte

U kemij�kom �a�tavu mirte najveći udio ek�trakta mirte čine fenolni �pojevi. Sa�tav polifenola u
ek�traktu mirte može značajno varirati, a ovi�i o dijelu biljke uzetom za ek�trak�iju, otapalu te
metodi ek�trak�ije (Handa i �ur. 2008). Polifenolni �a�toj�i mirte uključuju ki�eline poput galne,
elagin�ke, kafein�ke, vanilin�ke, �iringin�ke i ferulične, a identifi�irani flavonoidi �u miri�etin,
kver�etin, katehin te tanini koji uključuju hidrolizirane tanine (galotanini) i proanto�ijanidine
(Alek�ić i Knežević 2014). U tabli�i 1. prikazani �u udjeli najza�tupljenijih fenolnih �pojeva u
vodenom ek�traktu mirte.

Tablica 1. Glavni �a�toj�i (%) u vodenom ek�traktu mirte (Myrtus communis L.)
TRIVIJALNO IME % REFERENCA

Miricetin-3-O-ramnozid 36,38 Berendika i �ur. 2022
Miricetin-3-O-galaktozid 33,20

Miricetin 14,48
5-O-galokininska kiselina 7,96

Kafeinska kiselina 1,81
Katehin 0,05

Elaginska kiselina 0,03
Kvercetin 0,25

https://www.plantea.com.hr/
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA
Cilj i�traživanja je optimizirati uvjete za �tudije propu�no�ti kroz mono�loj Ca�o-2 �tani�a, tj.
�tandardizirati glavne a�pekte upotrebe 2D modela �tanične kulture za analizu razine učinkovito�ti
jedno�lojnog prijeno�a, �itotok�ično�ti �pojeva, pro�e�a diferen�ija�ije �tani�a i antiok�ida�ij�kog
djelovanja �pojeva.

Spe�ifični �iljevi i�traživanja �u odrediti:

1. vrijeme (u danima) koje je potrebno za provedbu pro�e�a diferen�ija�ije �tani�a u funk�ionalni
�rijevni mono�loj � apikalnom i bazalnom �tranom �tani�a i formiranje mikrovila na �tani�ama.

2. razinu aktiva�ije antiok�ida�ij�kog djelovanja biomolekula apli�iranih �pojeva iz biljnih
ek�trakata.

3. vrijeme i �elektivno propuštanje pojedinih tipova biomolekula iz biljnih ek�trakata koji prolaze
kroz jedno�loj što �imulira ap�orp�iju iz probavila u krvotok putem �rijevnog epitela.

4. doze ek�trakata koje prelaze pozitivne učinke i uzrokuju eventualnu �itotok�ično�t �tani�a
�rijeva u 2D modelu.

Zaključ�i će biti kori�ni za razvoj daljnjih pojedinačnih metoda pripreme �tanične linije u
valida�ij�ke �vrhe i daljnja i�traživanja propu�no�ti biološki važnih �pojeva iz hrane kroz �rijevo.



11

3. MATERIJAL I METODE

3.1. Kemikalije, materijali i o�talo
Kemikalije i materijali za pripremu i diferen�ija�iju �tani�a:

· Fo�fatni pufer (PBS) kori�tila �am za i�piranje po�uda za ra�t �tani�a tijekom uklanjanja
�tarog medija.

· PBS+PI (kombina�ija fo�fatnog pufera i inhibitora proteaza) kori�tila �am za pripravu
�tandarda u metodi BCA.

· Dimetil-�ulfok�id (DMSO, Kemika, Zagreb) kori�tila �am za otapanje kri�talića tijekom
MTT metode.

· Otopina trip�in-EDTA (0,25% trip�ina, 10 mM EDTA u PBS-u) kori�tila �am za odvajanje
�tani�a od podloge.

· HBSS (Hank�' Balan�ed Salt Solution) kori�tila �am kao medij.
· Otopina boje tripan plavo (Invitrogen, USA) kori�tila �am za diferen�ijalno bojenje kod

određivanja broja živih i mrtvih �tani�a.
· FCS (Fetalni teleći �erum, Sigma-Aldri�h, Njemačka) - 20% FCS inaktiviranog toplinom,

odno�no 2 mL/10 mL (na 20 mL dodano 4 mL �eruma) kori�tila �am za pripremu medija
za na�ađivanje �tani�a.

· DMEM (Dulbe��ov modifi�irani Eagleov medij, Sigma-Aldri�h, Njemačka) � L-
glutaminom i 4,5 g/L glukoze kori�tila �am za pripremu medija za na�ađivanje �tani�a.

· 1% PEN-STREP (Sigma-Aldri�h, Njemačka) otopina peni�ilina 10,000 U/mL i
�treptomi�ina 10,000 U/mL, odno�no 100 µL/10 mL kori�tila �am za pripremu
kompletnog medija za na�ađivanje �tani�a.

· 1% NEAA (nee�en�ijalne aminoki�eline, Sigma-Aldri�h, Njemačka) 100x (100 µL/10
mL) kori�tila �am za pripremu kompletnog medija za na�ađivanje �tani�a.

· 70%-tni etanol
· Multikanalna pipeta
· Pipeta
· Pin�eta

Kemikalije i materijali potrebni za mjerenje ok�idativnog �tre�a:

· Standard BSA kon�entra�ije 2 mg/mL kori�tila �am za pripravu �tandarda u metodi BCA
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· Otopina A za SOD (190 mL 0,05 mM �itokroma � i 19 ml 1 mM k�antina (omjer 10:1))
· Otopina enzima k�antin ok�idaze (40 µL XO + 960 µL dH2O)
· GSH �tandard (200 µM)
· Otopina A za GSH - 10 mM DTNB (Ellmanov reagen�) pripremila �am otapajući 20 g

DTNB u do 5 mL pufer 0,5 M PBS � 0,25 M EDTA (�mje�a za 100 uzoraka)
· Otopina B za GSH - 9980 µL 0,8 mM NADPH (6,67 mg NADPH �am otopila u do 10 mL

0,5 M PBS � 0,25 M EDTA) + 20 µL glutation reduktaze (�mje�a za 100 uzoraka)
· Otopina 10 mM H2O2 (50 mL dH2O + 51 µL 9,8 M H2O2)
· Stanični lizati ljud�kih �tani�a Ca�o-2
· Multikanalna pipeta
· Pipeta

3.1.1. Uređaji korišteni za potrebna mjerenja

Spektrofotometrij�ka mjerenja provela �am na čitaču mikrotitar�kih ploči�a Infinite M Plex (Te�an
Group Ltd., Švi�ar�ka).

Za određivanje broja živih i mrtvih �tani�a u �u�penziji kori�tila �am Counte��™ Automated Cell
Counter (Invitrogen, SAD).

Centrifugiranje �taničnih lizata provela �am na �tolnoj �entrifugi Centrifuge 5424 (Eppendorf,
Njemačka).

Homogeniza�iju �taničnih lizata Ca�o-2 provela �am na �onikatoru (Bandelin, Njemačka).

Analiza fenolnih �pojeva u biljnim ek�traktima provedena je na tekućin�kom kromatografu
Agilent Serie� 1100, Agilent Te�hnologie� (Santa Clara, SAD).

3.1.2. Biljni ekstrakti

Ek�trakti mirte pripremljeni �u u Laboratoriju za kemiju i biokemiju hrane na Prehrambeno
biotehnološkom fakultetu, a ek�trakti brokule u Laboratoriju za fitokemiju Botaničkog zavoda
Biološkog od�jeka Prirodo�lovno-matematičkog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Metodom RP-
HPLC �am razdvojila, identifi�irala i kvantifi�irala pojedinačne �pojeve od intere�a.
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3.1.2.1. Ekstrakcija i određivanje udjela fenolnih spojeva u uzorku mirte

Ek�trak�ija fenolnih �pojeva iz uzoraka mirte provedena je pomoću 30 % vodene otopine etanola
(v/v). Uzorak (10 g) je pomiješan �a 100 mL 30 % etanola i po�tupak ek�trak�ije je proveden u
mućkali�i vodene kupelji na 60 °C tijekom 20 minuta. Pro�e� ek�trak�ije je ponovljen u nekoliko
�erija koje �u kombinirane, a kombinirani ek�trakt je uparen do volumena od 200 mL na
vakuum�kom kon�entratoru (Thermo S�ientifi� Savant SPD2010 SpeedVa�® Con�entrator�,
SAD), kako bi �e po�tigla �iljana ukupna kon�entra�ija fenola u konačnom ek�traktu od oko 50 g
GAE/L. Dobiveni ek�trakt je vodeni ek�trakt; etanol je i�pario tijekom pro�e�a kon�entriranja
ek�trakta. Dobiveni ek�trakt korišten je za određivanje ukupnih fenola (TPC) i HPLC analizu.

Fenolni �pojevi u ek�traktima mirte pro�ijenjeni �u �pektrofotometrij�kim određivanjem Folin-
Cio�alteu metodom. Alikvot (100 μL) �vakog ek�trakta uzorka kratko je pomiješan � 200 μL
Folin–Cio�alteu reagen�a i 2 mL de�tilirane vode. Nakon 3 minute, u �mje�u je dodana 20%
otopina natrijevog karbonata (1 mL), o�tavljena 2 �ata na �obnoj temperaturi u mraku uz
povremeno mućkanje, a ap�orban�ija je izmjerena na 765 nm (Shimadzu, Japan). I�ti po�tupak
ponovljen je za �tandardne otopine galne ki�eline. Ukupni �adržaj fenola izračunat je prema
�tandardnoj kalibra�ij�koj krivulji galne ki�eline (y = 0,0035x, R2 = 0,9995) pripremljenoj iz
radnih �tandardnih otopina u ra�ponu kon�entra�ija od 50 do 500 mg/L u tri primjerka i izražen je
na bazi �vježe ma�e kao mg ekvivalenata galne ki�eline (GAE)/100 g uzorka.

3.1.2.2. Ekstrakcija i određivanje udjela fenolnih spojeva u uzorku brokule

Ek�trakti kon�entra�ije 30 mg/mL pripremljeni �u u 70 %-tnom etanolu na �ljedeći način: na
analitičkoj vagi je izvagana ma�a od 30 mg liofiliziranih klijana�a te je na tkivo dodano otapalo do
volumena od 1 ml. Uzor�i �u inkubirani 1 �at pri �obnoj temperaturi na vrtložnoj miješali�i pri 20
okretaja u minuti, a potom �entrifugirani na �obnoj temperaturi 5 minuta pri 5000 rpm. Supernatanti
�u odvojeni u či�te epruvete i pohranjeni na - 20 °C do daljnjih analiza.

Za određivanje udjela ukupnih fenola korištena je metoda � Folin-Cio�alteu (FC) reagen�om prema
Zhi�hen i �ur. (1999). U epruvetu je otpipetirano 790 µL deionizirane vode, 5 µL 30 mg/mL
etanolnog ek�trakta brokule i 50 µL FC reagen�a. Kao kontrola otpipetirane �u �ve navedene
komponente, � tim da je umje�to ek�trakta brokule korišten 70 %-tni etanol. Navedeni �adržaj je
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promiješan na vrtložnoj miješali�i. Nakon toga je otpipetirano 150 µL 1,88 M vodene otopine
Na2CO3, zatim opet promiješano na vrtložnoj miješali�i te inkubirano 30 minuta pri 45 °C. Na
mikrotitar�ku ploči�u otpipetirano je po 200 µL �vake otopine u tetraplikatu. Ap�orban�ija je
očitana �pektrofotometrom FLUO�tar Optima na valnoj duljini od 734 nm. Kon�entra�ija ukupnih
fenola u uzor�ima brokule određena je očitavanjem � baždarnog prav�a dobivenog mjerenjem
ap�orban�ije etanolnih otopina galne ki�eline u ra�ponu kon�entra�ija od 0,01 do 1,00 mg/mL pri
i�toj valnoj duljini. Baždarni prava� prikazuje ovi�no�t ap�orban�ije otopine pri 734 nm o ma�enoj
kon�entra�iji galne ki�eline.

Jednadžba baždarnog prav�a za galnu ki�elinu: y = 0,5163x + 0,0317; R2 = 0,9927

pri čemu je:

y – ap�orban�ija pri 734 nm

x – ma�ena kon�entra�ija galne ki�eline.

Tablica 2. I�pitani �pojevi u biljnim ek�traktima mirte i brokule

Naziv spoja Struktura IUPAC kemijsko ime spoja

FERULIČNA
KISELINA

4-hidrok�i-3-metok�i�imetna
ki�elina

SINAPINSKA
KISELINA

4-hidrok�i-3,5-
dimetok�i�imetna ki�elina

KVERCETIN 3,3′,4′,5,7-
pentahidrok�iflavon
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Tabli�a 2. na�tavak

KEMPFEROL 3,4′,5,7-tetrahidrok�iflavon

3.2. Stanične kulture

Za i�traživanje �am kori�tila �ertifi�irane �tanične kulture: i�traživanje je provedeno na
u�po�tavljenim 2D kulturama �tani�a Ca�o-2 nabavljenim od kompanije Ca�oReady,
Španjol�ka.

3.2.1. Odmrzavanje stanica i uzgoj

Stani�e �e čuvaju u �premniku � tekućim dušikom. Prije početka poku�a potrebno je odmrznuti
vijali�e �a �tani�ama, u vodenoj kupelji na 37 °C. U kupelji �am zagrijala i odgovarajući medij
za uzgoj �tani�a DMEM (Dulbe��o’� Modified Eagle, Sigma-Aldri�h, Njemačka) do optimalne
temperature za ra�t �tani�a (37 °C).

U po�udu za uzgoj �tani�a (250 mL) dodala �am 2 mL FBS �eruma, 100 µL antibiotika PEN-
STREP i 100 µL NEAA te dodala do 10 mL DMEM medija i otpipetirala 0,5 mL Ca�o-2 �tani�a
u po�udu. I�ti po�tupak �am ponovila u novoj po�udi za uzgoj �tani�a. Stani�e �am uzgajala
kao adherentnu kulturu u po�udama za uzgoj pri kontroliranim uvjetima u inkubatoru za uzgoj
(5 % pCO2 i temperaturi 37 °C) u DMEM mediju uz dodatak 1 % otopine antibiotika peni�ilin-
�treptomi�in (PEN-STREP, Sigma-Aldri�h, Njemačka), 20 % fetalnog goveđeg �eruma (FBS)
(Sigma-Aldri�h, Njemačka) i 1 % nee�en�ijalnih aminoki�elina (Sigma-Aldri�h, Njemačka).

Nakon što �u �e �tani�e zalijepile za podlogu, trip�inizirala �am ih tako što �am 1 mL trip�ina,
dodala u po�udu za uzgoj i �tavila u inkubator na 37 oC uz 5 % CO2 na 5 min. Prethodno �am
izba�ila �tari medij iz po�ude i i�prala po�udu � 1 mL trip�ina. Nakon 5 minuta, izba�ila �am
potrošeni trip�in i dodala 1 mL novog tripi�na u po�udu za uzgoj te ponovno �tavila u inkubator
na 37 oC dok �e �tani�e ni�u odvojile od podloge.
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Nakon što �u �e �tani�e odvojile od podloge, u �vaku po�udu za uzgoj �am dodala 9 mL
pripremljenog kompletnog medija te izdvojila 200 µL �tani�a u mikroepruvetu � medijem za
brojanje �tani�a. Zatim �am o�tatak �adržaja �tani�a � medijem iz manjih po�uda za uzgoj
preba�ila u veće po�ude za uzgoj te inkubirala pri kontroliranim uvjetima (5 % pCO2 i
temperaturi 37 °C).

Slika 7. Priprema Ca�o-2 �tani�a za uzgoj u 250 mL po�ude za uzgoj uz 10 mL kompletnog
DMEM medija (uz dodatak 1 % NEAA, 1 % PEN-STREP i 20 % FBS).

3.2.2. Presađivanje stanica

Sve po�tupke uzgoja �tani�a i pre�ađivanja radila �am u �terilnim uvjetima, u laminaru � okomitim
protokom zraka. Za pre�ađivanje �tani�a u ploči�e � donjim (bazolateralnim) i gornjim (apikalnim)
komorama pripremila �am kompletni DMEM medij (uz dodatak 1 % NEAA, 1 % PEN-STREP i
10 % FBS) i i�ti kompletni DMEM medij � Ca�o-2 �tani�ama.

U donje komore dodala �am 900 µL pripremljenog DMEM medija, a u gornje komore �
polupropu�nom membranom dodala �am 300 µL pripremljenog medija �a �tani�ama. Na ploči�u
�am �tavila poklopa� kako ne bi došlo do kontamina�ije.

Ca�o-2 �tani�e �u �e diferen�irale na Tran�well umet�ima �ve dok ni�u formirale barijeru �ličnu
�rijevu, odno�no tije�an �tanični mono�loj koji �prječava prolaz medija između apikalne komore
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i bazolateralne komore. Medij za ra�t �tani�a (kompletni DMEM medij) mijenjala �am u gornjim
i donjim komorama dva puta tjedno.

Slika 8. Ploči�a � donjim komorama u kojima �e nalazi kompletni medij DMEM (uz dodatak 1 %
NEAA, 1 % PEN-STREP i 10 % FBS �eruma) i gornjim komorama � polupropu�nom

membranom u kojima �e nalazi kompletni DMEM medij � Ca�o-2 �tani�ama.

U dvije ploči�e �a 6 jaži�a dodala �am u �vaku jaži�u 2 mL kompletnog DMEM medija �a
�tani�ama te �tavila ploči�e inkubirati na 37 oC uz 5 % CO2 24 �ata. Sljedeći dan �am izba�ila �tari
medij; dodala 500 µL PBS za i�piranje (izvaditi i ba�iti) te dodala 500 µL trip�ina u �vaku jaži�u
i �tavila 15 min na inkuba�iju. Nakon toga, preba�ila �am �adržaj iz �vake jaži�e u jednu
mikroepruvetu i u �vaku mikroepruvetu dodala 500 µL DMEM medija. Nakon toga �entrifugirala
�adržaj mikroepruveta 15 min na 1500 okretaja. Nakon �entrifugiranja, otpipetirala �am
�upernatant iz �vake mikroepruvete u nove pripadajuće mikroepruvete koje će po�lužiti za daljnji
poku� za određivanje antiok�ida�ij�kog �tre�a u uzor�ima.

3.2.3. Brojanje stanica

Kada �u Ca�o-2 �tani�e po�tigle 80 % konfluen�ije, �tani�e �am trip�inizirala te �am odredila
gu�toću �tani�a uređajem za brojanje �tani�a. U ploči�u � jaži�ama dodala �am 20 µL uzorka �tani�a
te 20 µL boje Tripan-blue. Pipetom �am �nažno re�u�pendirala �adržaj jaži�e. Pripremljenu otopinu
dodala �am na ploči�u za uzorkovanje i �tavila u uređaj za brojanje �tani�a Counte��™ Automated
Cell Counter (Invitrogen, SAD).
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Slika 9. Priprema �tani�a za njihovo brojanje pomoću uređaja Counte��™ Automated Cell
Counter (Invitrogen, SAD).

3.3. Stanični te�tovi in vivo
3.3.1. Određivanje citotoksičnosti praćenjem promjene vijabilnosti stanica

MTT-te�tom i Neutral red te�tom uzoraka ek�trakta brokule i mirte različitih kon�entra�ija i�pitala
�am �taničnu metaboličku aktivno�t u uzor�ima mjerenjem ap�orban�ija pomoću uređaja Infinite
M. Plex.

3.3.1.1. MTT-test

MTT te�t �e kori�ti za mjerenje �tanične metaboličke aktivno�ti kao pokazatelja �tanične vitalno�ti,
prolifera�ije i �itotok�ično�ti (MTT A��ay Proto�ol for Cell Viability and Proliferation 2024).
Po�tupak �e temelji na reduk�iji žute tetrazolijeve �oli (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolijev bromid ili MTT) u ljubiča�te kri�tale formazana pomoću metabolički aktivnih
�tani�a (�lika 10). Žive �tani�e �adrže enzime ok�idoreduktaze ovi�ne o NAD(P)H koji redu�iraju
MTT u formazan (MTT A��ay Proto�ol for Cell Viability and Proliferation 2024). Količina
proizvedenog formazana izravno je propor�ionalna broju živih �tani�a. Dakle, što je otopina
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tamnija, to je veći broj živih metabolički aktivnih �tani�a. Gubitkom intenziteta ljubiča�te boje
otopine do bi�tre bezbojne otopine, �manjuje �e broj metabolički aktivnih �tani�a što je uzrokovano
gubitkom enzim�ke aktivno�ti ok�idoreduktaze kod mrtvih �tani�a.

U MTT te�tu, po�totak �tanične održivo�ti izračunava �e pomoću �ljedeće jednadžbe:

% preživljavanja =  srednja vrijednost 𝐴570nm(uzorak)
srednja vrijednost 𝐴570nm(proba) × 100

Slika 10. Reduk�ija MTT-a do formazana djelovanjem mitohondrij�ke reduktaze iz �tani�a
(preuzeto i prilagođeno iz poglavlja knjige autora Kuete V. i �ur. 2017).

Slika 11. Primjer MTT te�ta izvedenog u mikroploči � 96 jaži�a. Kako �e intenzitet ljubiča�tog
�ignala �manjuje od trake 1 do trake 12, tako �e �manjuje i broj živih, metabolički aktivnih

�tani�a po jaži�i (preuzeto � http�://www.aatbio.�om/).

https://www.aatbio.com/
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Protokol za MTT test: U ploču od 96 jaži�a, u prvih �edam redova (A-G) i devet �tupa�a (1-9)
dodala �am 150 µl kompletnog DMEM medija �a �tani�ama, a u zadnji H red �am dodala či�ti
kompletni DMEM medij. U ploči�u � jaži�ama dodala �am 50 µl i�pitivanih �pojeva različitih
kon�entra�ija prema tabli�i 3. Ploči�a �e inkubira 1 h u inkubatoru na 37 °C i 5 % CO2. Nakon
inkuba�ije, dodala �am 20 µL MTT boje u u �vaku jaži�u. Ploči�u �am ponovno �tavila inkubirati
30 min na 37 °C, zaštićeno od �vjetlo�ti. Zatim �am dodala 20 µl DMSO u �vaku jaži�u kako bi �e
otopili kri�tali formazana i izmjerila �am ap�orban�iju na 570 nm u uređaju Infinite M. Plex
proizvođača Te�an.

3.3.1.2. Neutral red

Neutral red te�t ili 3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid te�t (�lika 12) je
kvantitativna pro�jena broja održivih �tani�a u kulturi (Repetto i �ur. 2008.). Neutral red te�t �e
temelji na �po�obno�ti živih �tani�a da preuzmu i vežu neutralno �rveno, boju koja lako prodire
kroz �tanične membrane putem neion�ke difuzije i ap�orbira �e u lizo�omima, dok umiruće �tani�e
imaju izmijenjena �voj�tva membrane i �toga više ne mogu vezati neutralno �rveno (Neutral Red
Uptake A��ay 2022). Po�ljedično, žive �tani�e mogu �e razlikovati od mrtvih ili umirućih na
temelju uno�a boje neutralno �rveno pri čemu �tani�e �po�obne za život �adržavaju više boje.

Protokol za Neutral red test: U ploču � 96 jaži�a, u prvih �edam redova (A-G) i devet �tupa�a (1-
9) dodala �am 150 µl kompletnog DMEM medija �a �tani�ama, a u zadnji H red �am dodala či�ti
kompletni DMEM medij. U ploči�u � jaži�ama dodala �am 50 µl i�pitivanih �pojeva različitih
kon�entra�ija prema tabli�i 3. Ploči�a �e inkubira 1 h u inkubatoru na 37 °C i 5% CO2. Nakon
inkuba�ije, dodala �am 20 µL neutral red boje u �vaku jaži�u. Ploči�u �am ponovno �tavila
inkubirati 3 h na 37 °C. Nakon inkuba�ije uklonila �am neutral red otopinu iz jaži�e korištenjem
PBS-a za otklanjanje viška boje koja �e nije �jedinila �a �tani�ama. Dodala �am otapalo (50 %-tni
etanol i 1 %-tna o�tena ki�elina) i lagano tre�la ploči�u za odvajanje boje od �tani�a. Izmjerila �am
ap�orban�iju na 540 nm u uređaju Infinite M. Plex proizvođača Te�an.
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Slika 12. 3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid ili neutralno �rveno (preuzeto iz
rada Repetto i �ur. 2008.)

Tablica 3. Kon�entra�ije ek�trakta mirte i ek�trakta brokule (µmol/mL) u triplikatima dodanih u
ploču � 96 jaži�a za MTT-te�t i Neutral red te�t. U G red dodane �u Ca�o-2 �tani�e � kompletnim
DMEM medijem i u H red dodan je pripremljeni DMEM medij (uz dodatak 1 % NEAA, 1 % PEN-
STREP i 10 % FBS �eruma).

µmol/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 Ca�o-2 Ca�o-2 Ca�o-2 Ca�o-2 Ca�o-2 Ca�o-2
H medij medij medij medij medij medij

plavo – ek�trakt mirte; žuto – ek�trakt brokule

3.4. Određivanje antiok�idativnih markera
U homogenatima �tani�a, kori�teći �pektrofotometrij�ke metode mjerenja bioloških markera
ok�ida�ij�kog �tre�a, izmjerila �am kon�entra�ije glutationa (GSH) te aktivno�t �uperok�id-
di�mutaze (SOD) i katalaze pomoću komer�ijalnih kitova poput Sigma Aldri�h/Cayman/Bio��ien�.

Planirani protokoli uključivali �u mjerenje aktivno�ti SOD metodom inhibi�ije reduk�ije �itokroma
� u �u�tavu k�antin/k�antin ok�idaza prema modifi�iranoj metodi Flohé i Ötting (1984).
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Kon�entra�iju GSH �am izmjerila prema modifi�iranoj metodi koju je opi�ao Tietze (1969), a
mjerenje aktivno�ti katalaze odredila �am �pektrofotometrij�ki metodom po Aebiju (1984).

3.4.1. Metoda BCA

Kako bih odredila antiok�idativni učinak biljnih ek�trakata, prvotno �am izmjerila količinu proteina
u uzor�ima. Metodom BCA odredila �am količinu proteina u �taničnim lizatima Ca�o-2 �tani�a.
Za početak, pripremila �am otopinu PBS+PI te dodala 300 µL na �vaki uzorak taloga �tani�a Ca�o-
2. Zatim �am �vaki uzorak Ca�o-2 �tani�a homogenizirala u ultrazvučnoj kupelji (Brandelin) 15
�ekundi � pauzom od 5 �ekundi te �am ponavljala dok �e ne dobije uniformni homogenat. Uzorke
�am �tavila �entrifugirati na 15000×g tijekom 15 min na 4 °C. Nakon �entrifugiranja otpipetirala
�am �upernatant bez odvajanja taloga od podloge i uzorke �tavila na led za daljnje korištenje.

Pripremila �am razrjeđenja �tandarda BSA na �ljedeći način:

1) U �vaku od 4 označene mikroepruvete (redom 1 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,125
mg/mL) otpipetirala �am 75 µL pufera (PBS+PI).

2) Zatim �am u �vaku mikroepruvetu redom dodala 75 µL prethodnog �tandarda (time �am
�vaki �ljedeći �tandard razrijedila dva puta):

1 mg/mL - dodala �am 75 µL �tandarda BSA kon�entra�ije 2 mg/mL

0,5 mg/mL – dodala �am 75 µL 1 mg/mL

0,25 mg/mL - dodala �am 75 µL 0,5 mg/mL

0,125 mg/mL - dodala �am 75 µL 0,25 mg/mL.

Nakon razrjeđenja �tandarda BSA pripremila �am razrjeđenja uzorka tako da �am u novi �et
označenih mikroepruveta (K1, K2, K3, B1, B2, B3, M1, M2, M3) otpipetirala �am 50 µL pufera
(PBS+PI). Nakon toga �am dodala 25 µL �taničnog lizata �vakog uzorka u i�toimenu
mikroepruvetu te vortek�irala �vaku mikroepruvetu razrijeđenih uzoraka.

Zatim �am nano�ila �tandarde i uzorke u ploči�u � 96 jaži�e (u duplikatima) na �ljedeći način:

1) Otpipetirala �am 25 µL �vakog BSA �tandarda (redom: 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125 mg/mL te 0
(PBS+PI) u dvije jaži�e (duplikati) ploči�e � 96 jaži�a te 25 µL od �vakog uzorka �taničnog
lizata u dvije jaži�e (duplikati).
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2) Multikanalnom pipetom �am dodala u �vaku jaži�u 200 µL pripremljenog BCA reagen�a
(miješanje dviju otopina u omjeru 50:1).

3) Ploči�u �am omotala aluminij�kom folijom i inkubirala 30 min u mraku na 37 °C.
4) Izmjerila �am ap�orban�iju na 570 nm u čitaču mikrotitar�kih ploči�a.

Na temelju dobivenih podataka ap�orban�ija za navedene uzorke i baždarnog grafa izračunala �am
količinu proteina u �vakom uzorku.

3.4.2. Mjerenje aktivnosti superoksid dismutaze

Prvo �am izmjerila promjenu ap�orban�ije kemikalija i �lijepe probe (dH2O) na 550 nm tijekom 3
min. Za mjerenje promjene ap�orban�ije kemikalija u kivetu �am �tavila 1,45 mL otopine A, a za
mjerenje promjene ap�orban�ije �lijepe probe u kivetu �am �tavila 1,45 mL otopine A, 25 µL dH2O
i 25 µL XO (0,8 U/mL). Na i�ti način �am izmjerila ap�orban�ije uzoraka – u mikroepruvetu �am
dodala 1,45 mL otopine A, 25 µL uzorka i 25 µL XO.

Po�totak inhibi�ije i aktivno�t SOD / mg proteina izračunala �am po �ljedećoj formuli:

% inhibi�ije = 100 - (ΔAuzorka/min) / (ΔA�lijepa proba/min) × 100

Akt SOD (U/mL) = 10^((% inhibi�ije + 12,757)/30,932)

3.4.3. Mjerenje aktivnosti glutationa

Za mjerenje aktivno�ti glutationa u uzor�ima pripremila �am razrjeđenja �tandarda redu�iranog
glutationa na �ljedeći način:

1) U �vaku od 10 označenih mikroepruveta (redom 200 µM, 100 µM, 50 µM, 25 µM, 12,5
µM, 6,25 µM, 3,125 µM, 1,56 µM, 0,78 µM i �lijepa proba 0) otpipetirala �am 50 µL pufera
PBS.

2) Zatim �am dodala 50 µL prethodnog �tandarda (time �e �vaki �ljedeći �tandard razrjeđuje
dva puta).
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Za pripremu uzorka u �vaku jaži�u ploči�e � 96 jaži�a dodala �am 20 µL �tandarda ili uzorka, 40
µ 0,035 M HCl i 40 µL mM otopine A multikanalnom pipetom. Ploči�u �am �tavila na inkuba�iju
10 min na �obnoj temperaturi te izmjerila ap�orban�iju pri λ = 415 nm. Nakon toga �am u otopinu
dodala 100 µL otopine B i odmah izmjerila ap�orban�iju tijekom 5 minuta pri λ = 415 nm (u
razmaku od 80 � koliko je potrebno �pektrofotometru da očita vrijedno�ti).

Za izračun kon�entra�ije ukupnog glutationa u uzor�ima kori�tila �am izračun prema formuli
ek�tink�ij�kog koefi�ijenta (Salbitani i �ur. 2017) koja gla�i c = A / l × ε gdje je l duljina kivete i ε
ek�tink�ij�ki koefi�ijent koji pri navedenoj valnoj duljini izno�i 17 μM-1 �m-1. ΔAuzorka / min
dobiven je kao �rednja vrijedno�t �vake minute podijeljen � brojem minuta, a c(GSH) / μmol mL-

1 dobiven je tako da je ΔAuzorka podijeljen � ek�tink�ij�kim koefi�ijentom. Kon�entra�ija ukupnog
glutationa dobivena je tako da je c(GSH) / μmol mL-1 �vakog uzorka podijeljena � ma�om proteina
u pojedinom uzroku.

3.4.4. Mjerenje aktivnosti katalaze

U kivetu �am izravno dodala 5 µL uzorka, a o�tatak do 1 mL 10 mM vodikovog perok�ida te
izmjerila ΔAuzorka / min tijekom jedne minute pri valnoj duljini λ = 240 nm. Kon�entra�ija
potrošenog H2O2 (μM / min) dobivena je tako da je ΔAuzorka pomnožena � 1000. Dobivenu
vrijedno�t pomnožila �am � faktorom razrjeđenja u kiveti (R = 166,6) te zatim tako izraženu
aktivno�t katalaze (U�at) podijelila � kon�entra�ijom proteina u �vakom uzorku što odgovara μmol
razgrađenog H2O2 po minuti po miligramu proteina.

3.5. HPLC analiza prometa polifenolnih �pojeva kroz membran�ki jedno�loj
3.5.1. Prikupljanje uzoraka za HPLC analizu

U ploči�u � 24 jaži�e, dodala �am u donju komoru 750 µL bijelog medija HBSS te na njih preba�ila
pla�tične no�ače iz kojih �am prethodno uklonila �tari medij te u gornju komoru 2D modela Ca�o-
2 �tani�a dodala 250 µL ek�trakta brokule ili mirte kon�entra�ije 800 μg/mL prema tabli�i 4.
Ploči�u �am �tavila u inkubator pri kontroliranim uvjetima (5 % pCO2 i temperaturi 37 °C). Iz
gornje (apikalne) i donje (bazolateralne) komore prikupila �am po 250 μL medija u za�ebne
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mikroepruvete nakon 20, 40 i 60 minuta i u tim uzor�ima metodom RP-HPLC analizirala koji
�pojevi prolaze kojom dinamikom.

Tablica 4. Ra�pored dodavanja ek�trakta mirte ili ek�trakta brokule i HBSS-a u apikalnu (A) ili
bazolateralnu (B) komoru u triplikatima iz kojih je prikupljeno 250 μL medija iz apikalne i
bazolateralne komore nakon 20, 40 i 60 min

A → B B → A

20
min

M/B 250 μL A
Medij 750 μL B

M/B 250 μL A
Medij 750 μL B

M/B 250 μL A
Medij 750 μL B

Medij 750 μL A
M/B 250 μL B

Medij 750 μL A
M/B 250 μL B

Medij 750 μL A
M/B 250 μL B

40
min

M/B 250 μL A
Medij 750 μL B

M/B 250 μL A
Medij 750 μL

M/B 250 μL A
Medij 750 μL B

Medij 750 μL A
M/B 250 μL B

Medij 750 μL A
M/B 250 μL B

Medij 750 μL A
M/B 250 μL B

60
min

M/B 250 μL A
Medij 750 μL B

M/B 250 μL A
Medij 750 μL B

M/B 250 μL A
Medij 750 μL B

Medij 750 μL A
M/B 250 μL B

Medij 750 μL A
M/B 250 μL B

Medij 750 μL A
M/B 250 μL B

M – Mirta 800 μg/m, B – Brokula 800 μg/mL, A – apikalna (gornja) komora, B – bazolateralna (donja)
komora

3.5.2. Određivanje pojedinačnih polifenolnih spojeva tekućinskom kromatografijom
visoke učinkovitosti – HPLC

Analiza pojedinačnih polifenolnih �pojeva provedena je na kromatograf�kom �u�tavu Agilent
Serie� 1100 (Agilent Te�hnologie�, Santa Clara, Kalifornija, SAD) uz kromatograf�ku kolonu
Infinity Lab Poro�hell 120 SB-C18 (4,6 × 750 mm, 2.7 μm) te detektora. Uzor�i �u injektirani u
�u�tav u volumenu od 50 µL i temperaturi od 25 °C. Identifika�iju pikova na kromatogramima
uzoraka odredila �am u�poredbom reten�ij�kog vremena pojedinačnih �tandarada i mak�imuma
ap�orp�ij�kog �pektra pojedinih polifenolnih �pojeva, a navedeni poda�i �u prikazani u tabli�i 5.
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Tablica 5. Reten�ij�ko vrijeme/min i valne duljine/nm određenih �tandarada (ferulične ki�eline,
�inapin�ke ki�eline, kver�etina, kempferola) za analizu kromatograma i�traživanih uzoraka

spoj retencijsko vrijeme/min λ/nm
Ferulična ki�elina 21,490 310

Sinapin�ka ki�elina 22,646 310
Kver�etin 32,849 360
Kempferol 36,515 360

3.6. Analiza rezultata i �tati�tička obrada
U poku�u �u korišteni triplikati ek�trakata biljnih uzoraka i kontrole kako bi rezultati bili
pouzdaniji. Kon�entra�ije antiok�ida�ij�kih markera (SOD, GSH i katalaza) izračunala �am na
temelju �pektrofotometrij�kih podataka, a iz dobivenih vrijedno�ti �am izračunala jedno�tavne
�tati�tičke parametre (�rednja vrijedno�t triplikata i �tandardna devija�ija). Uzete �u aritmetičke
�redine �vih mjerenja za grafički prikaz, a trake pogrešaka prikazuju �tandardnu devija�iju.
Također �am izračunala �rednju vrijedno�t triplikata i �tandardnu devija�iju kon�entra�ije
polifenolnih �pojeva te izradila tablični prikaz dinamike prola�ka kon�entra�ije bioaktivnih �pojeva
kroz �loj Ca�o-2 �tani�a unutar 60 minuta. Za izračun i grafove kori�tila �am Mi�ro�oft Ex�el i
GraphPad Pri�m program. Za obradu podataka kori�tila �am t-te�t, a �tati�tičku značajno�t
prikazala �am � 95 %-tnom pouzdanošću.
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4. RE5ULTATI

4.1. Optimiza�ija ra�ta �tani�a i �tvaranje mono�loja Ca�o-2 �tani�a
Sedam dana nakon na�ađivanja i inkubiranja �tani�a u male po�ude za ra�t �tani�a (250 mL), �tani�e
�e ni�u dovoljno razmnožile. Medij je i dalje �rven, pa �u �tani�e o�tavljene dodatno tjedan dana
na inkubiranje u uvjetima 5 % pCO2 i 37 °C.

Nakon 14 dana, �tani�e �u �e primile za podlogu, odno�no potpuno �u �e oporavile (�lika 14) –
po�tigle �u 80 % konfluen�ije. Stani�e �u prebačene u veće po�ude (750 mL) za poboljšani ra�t
�tani�a.

Slika 13. Promatranje Ca�o-2 �tani�a pod mikro�kopom

Nakon 21 dan, �tani�e �u �e u�pješno namnožile (�lika 14b) u većim po�udama za ra�t �tani�a i
�premne �u za pre�ađivanje u ploči�u � 24 jaži�a.
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Slika 14. A) Ca�o-2 �tani�e u uzroku 1a nakon 14 dana uzgoja B) Ca�o-2 �tani�e u uzorku 1a
nakon 21 dan uzgoja u kulturi. Stani�e �u povećane 200x na mikro�kopu (Wild Heerbrugg,
Švi�ar�ka). Skala pred�tavlja 50 μm.

Tijekom određivanja broja �tani�a u uzorku, boja ulazi u oštećene �tani�e (mrtve �tani�e �u
obojene), dok u žive aktivne �tani�e boja ne ulazi (neobojene �u). Gu�toća živućih �tani�a nakon
14 dana i 21 dan prikazana je u tabli�i 6 te �e uočava da je na�talo više �tani�a nego nakon 14 dana.
Uzorak 1b �e ne kori�ti dalje u ek�perimentu – �tani�e će �e zamrznuti jer ima dovoljno �tani�a u
uzorku 1a za izvedbu �iljanog poku�a.

Tablica 6. Gu�toća živućih Ca�o-2 �tani�a po mL nakon 14 i 21 dan (u duplikatima) uzgajanja
mjerena u Counte��™ Automated Cell Counter (Invitrogen, SAD)

broj stanica/mL
Nakon 14 dana (𝑥 ±  𝜎) 6,5 × 105 ± 2,97 × 105

Nakon 21 dan (𝑥 ±  𝜎) 3,85 × 106 ± 2,12 × 105

50 μm 50 μm
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Stani�e �u nakon tri dana nakon pre�ađivanja u ploči�u � 24 jaži�e zauzele �ijelu površinu podloge,
odno�no po�tigle 80% konfluen�ije (�lika 15a). Otopina u donjoj komori je još uvijek �rvena što
znači da još ima hranjivih tvari za ra�t �tani�a. Stani�e �u �e počele diferen�irati, ali još uvijek ima
velikih �tani�a koje �e moraju ‘razbiti’ u manje.

Nakon 17 dana nakon pre�ađivanja Ca�o-2 �tani�a u ploči�u � 24 jaži�e, �tani�e �u �e potpuno
diferen�irale i �tvorile mono�loj koji �imulira �rijevnu barijeru (�lika 15�).

Slika 15. Ca�o-2 �tani�e nakon A) 3 dana nakon pre�ađivanja B) 7 dana nakon pre�ađivanja C) 17
dana nakon pre�ađivanja. Stani�e �u povećane 200x na mikro�kopu (Wild Heerbrugg, Švi�ar�ka).
Skala pred�tavlja 50 μm.

Za potpunu trip�iniza�iju Ca�o-2 �tani�a bilo je potrebno 20 min. Nakon prvih 5 minuta �tani�e �e
ni�u odvojile od podloge pri čemu �am dodala 1 mL novog trip�ina u po�udu za uzgajanje �tani�a
jer �e �tari trip�in potrošio. Ca�o-2 �tani�e �u �e odvojile od podloge nakon dodatnih 15 minuta.

4.2. Citotok�ični učinak
Rezultati MTT-te�ta pokazali �u da je otopina ek�trakta mirte i medija �a �tani�ama promijenila
boju u tamnoljubiča�tu, dok u ek�traktu brokule nije bilo vidljive promjene (�lika 16). U tabli�i 7.
prikazani �u rezultati MTT te�ta koji govore o razini �itotok�ično�ti.

50 μm 50 μm50 μm
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Tablica 7. Rezultati MTT te�ta - ap�orban�ije ek�trakta mirte i ek�trakta brokule u triplikatima pri
λ = 570 nm pri određenim kon�entra�ijama. U G red dodane �u Ca�o-2 �tani�e � medijem i u H
red dodan je pripremljeni kompletan DMEM medij (uz dodatak 1 % NEAA, 1 % PEN-STREP i
10 % FBS �eruma) koji �luži kao �lijepa proba (SP).

MIRTA BROKULA

c / μM
mL-1 1 2 3 4 5 6

800 A 3,7757 OVER OVER 0,5184 0,5194 0,4953

400 B 2,8487 2,7588 3,1407 0,5266 0,5475 0,5018

200 C 1,9064 1,8087 1,9371 0,5337 0,5372 0,5331

50 D 1,0462 0,9819 0,9481 0,5453 0,5573 0,6721

1 E 0,5612 0,5715 0,5702 0,5339 0,5533 0,5353

0,25 F 0,5544 0,5418 0,5418 0,5381 0,5657 0,5396

0 G 0,3993 0,3919 0,3894 0,4002 0,3884 0,4098

SP H 0,5091 0,4925 0,5128 0,4711 0,4911 0,4901

Slika 16. Ploči�a � 96 jaži�a � različitim kon�entra�ijama/μM mL-1 (800, 400, 200, 50, 1, 0.25, 0,
medij) ek�trakta mirte (1-3) i ek�trakta brokule (7-9) u triplikatima nakon 30 min inkuba�ije.
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Zbog dobivenih rezultata, pomiješan je �amo ek�trakt mirte � MTT bojom - ek�trakt mirte je
reagirao � bojom čak i kada Ca�o-2 �tani�e ni�u bile pri�utne u otopini. Protokol �e ponavlja uz
metodu Neutral red.

Rezultati Neutral red te�ta pokazali �u da nema značajnih razlika u i�pitivanom ra�ponu
kon�entra�ija biljnih ek�trakata te nije u�tanovljena �itotok�ično�t (tabli�a 8). Dakle, primijenjene
kon�entra�ije ni�u štetno djelovale na �tani�e, odno�no ni�u ubijale �tani�e.

Tablica 8. Rezultati Neutral Red te�ta - ap�orban�ije ek�trakta mirte i ek�trakta brokule u
triplikatima pri λ = 540 nm pri određenim kon�entra�ijama. U G red dodane �u Ca�o-2 �tani�e �
medijem i u H red dodan je pripremljeni kompletan DMEM medij (uz dodatak 1 % NEAA, 1 %
PEN-STREP i 10 % FBS �eruma) koji �luži kao �lijepa proba (SP).

MIRTA BROKULA

c / μM
mL-1 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

0,25 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. Antiok�idativni markeri

Stati�tičkim t-te�tom utvrđeno je da razlike u pro�ječnim kon�entra�ijama enzima �uperok�id
di�mutaze (U/mg prot) u kontrolnoj �kupini i ek�traktu mirte ni�u �tati�tički značajne (p>0,9999)
(�lika 17).

Slika 17. Pro�ječna aktivno�t �uperok�id di�mutaze po miligramu proteina (μmol/mg prot) u
biljnom ek�traktu mirte i kontrolne �kupine uz razinu značajno�ti α = 0,05 pri čemu je p-

vrijedno�t p>0,9999.

Stati�tičkim t-te�tom utvrđeno je da razlike u pro�ječnim kon�entra�ijama enzima �uperok�id
di�mutaze (U/mg prot) u kontrolnoj �kupini i ek�traktu brokule ni�u �tati�tički značajne (p = 0,6)
(�lika 18).
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Slika 18. Pro�ječna aktivno�t �uperok�id di�mutaze po miligramu proteina (μmol/mg prot) u
kontrolnoj �kupini i ek�traktu brokule uz razinu značajno�ti α = 0,05 pri čemu p-vrijedno�t izno�i

p = 0,6.

Stati�tičkim t-te�tom utvrđeno je da nema značajnih �tati�tičkih razlika između kontrole i ek�trakta
mirte � obzirom na �rednje vrijedno�ti njihovih kon�entra�ija redu�iranog glutationa (U/mg prot)
(p = 0,4081) (�lika 19).
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Slika 19. Pro�ječna aktivno�t glutationa po miligramu proteina (μmol/mg prot) u kontrolnoj
�kupini i ek�traktu mirte uz razinu značajno�ti α = 0,05 pri čemu p-vrijedno�t izno�i p = 0,4081.

Stati�tičkim t-te�tom utvrđeno je da razlike u pro�ječnim kon�entra�ijama redu�iranog glutationa
(U/mg prot) u kontrolnoj �kupini i ek�traktu brokule ni�u �tati�tički značajne (p > 0,9999) (�lika
20).

Slika 20. Pro�ječna aktivno�t glutationa po miligramu proteina (μmol/mg prot) u kontrolnoj
�kupini i ek�traktu brokule uz razinu značajno�ti α = 0,05 pri čemu p-vrijedno�t izno�i p >

0,4399.



35

Pro�ječne kon�entra�ije enzima katalaze u kontrolnoj �kupini, ek�traktu mirte i ek�traktu brokule
prikazane �u u tabli�i 9. gdje je vidljivo da je najveća pro�ječna aktivno�t katalaze u ek�traktu mirte
(𝑥 = 898,89 μM/mg), a najmanja u ek�traktu brokule (𝑥 = 29,54 μM/mg).

Tablica 9. Vrijedno�ti početnih ap�orban�ija (A0), konačnih ap�orban�ija (A6o), promjene
ap�orban�ije (ΔA), aktivno�ti katalaze po miligramu proteina (U�at (μM / mg)) te �rednje vrijedno�ti
(𝑥) triplikata uzoraka �taničnih lizata Ca�o-2 �tani�a. Oznaka K označuje kontrolnu �kupinu, M
ek�trakt mirte i B ek�trakt brokule.

Uzorak A0 A60 |ΔA|
U�at

(μM min-1)
U�at / ma�a

proteina (μM
mg-1)

𝑥

K1 1,100 1,100 0 0 0
64,82K2 0,832 0,832 0 0 0

K3 0,563 0,562 0,001 166,6 64,8
M1 0,110 0,108 0,002 333,2 1514,5

898,90M2 -0,008 -0,011 0,003 499,8 1110,7
M3 0,116 0,115 0,001 166,6 71,5
B1 0,833 0,833 0 0 0

29,54B2 0,828 0,827 0,001 166,6 88,6
B3 0,660 0,660 0 0 0

Određivanjem aktivno�ti katalaze u određenim uzor�ima, aktivno�t katalaze izno�i 0 što je
onemogućilo izračunavanje �tandardne devija�ije u triplikatima te zbog nedo�tatka rezultata
katalaza nije uzeta u obzir.

4.4. HPLC analiza prometa fenolnih �pojeva kroz membran�ki jedno�loj

Ek�trakte brokule i mirte kon�entra�ije do 800 μg/mL otopine nanijela �am na gornju komoru 2D
modela Ca�o-2 �tani�a. Iz apikalne i bazolateralne komore prikupila �am po 250 μL otopine nakon
20, 40 i 60 minuta i u tim uzor�ima metodom RP-HPLC analizirala kojom dinamikom prolaze
i�pitani bioaktivni �pojevi (ferulična ki�elina, �inapin�ka ki�elina, kver�etin, kempferol).
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Na temelju HPLC analize i dobivenih kromatograma (�lika 21 i �lika 22) utvrđeno je da �e
�inapin�ka ki�elina i kempferol nalaze u izvornom ek�traktu mirte.

Slika 21. Kromatogram izvornog ek�trakta mirte pri 310 nm

Slika 22. Kromatogram izvornog ek�trakta mirte pri 360 nm

Početna kon�entra�ija ferulične ki�eline u originalnoj otopini mirte izno�i 0 mg/L uzorka, a
�inapin�ke ki�eline u originalnoj otopini mirte izno�i 112,033 mg/L uzorka. Početna kon�entra�ija
kver�etina u originalnoj otopini mirte izno�i 0 mg/L uzorka, a kempferola u originalnoj otopini
mirte izno�i 15,930 mg/L uzorka.
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Iz tabli�e 10. vidljivo je da �e tijekom apikalno bazolateralnog tran�porta (A → B) u apikalnoj
komori povećava kon�entra�ija ferulične ki�eline (iako u početnoj kon�entra�iji nije detektirana),
a u bazolateralnoj komori ferulična ki�elina nije detektirana tijekom 60 min. Tijekom bazolateralno
apikalnog tran�porta (B → A), u apikalnoj komori ferulična ki�elina nije detektirana, ali je
detektirana u približno jednakim kon�entra�ijama tijekom 60 min u bazolateralnoj komori.

Tablica 10. Dinamika prola�ka kon�entra�ija ferulične ki�eline (mg/L) iz ek�trakta mirte u
triplikatima kroz jedno�loj Ca�o-2 �tani�a u apikalnim (A) i bazolateralnim (B) komorama tijekom
60 minuta

ferulična ki�elina (mg/L) iz ek�trakta mirte
A → B 0 min 20 min 40 min 60 min A → B 0 min 20 min 40 min 60 min
𝑥 n.d. 9,12 16,74 27,66 𝑥 n.d. n.d. n.d. n.d.
σ n.d. 0,16 1,84 1,39 σ n.d. n.d. n.d. n.d.
B → A 0 min 20 min 40 min 60 min B → A 0 min 20 min 40 min 60 min
𝑥 n.d. n.d. n.d. n.d. 𝑥 n.d. 18,50 22,78 20,23
σ n.d. n.d. n.d. n.d. σ n.d. 3,97 0,40 0,82

n.d. – nije detektirano; zeleno – apikalna komora; bijelo – bazolateralna komora; 𝑥 – �rednja vrijedno�t;
σ – �tandardna devija�ija

Iz tabli�e 11. vidljivo je da �e kon�entra�ija �inapin�ke ki�eline u apikalnoj komori tijekom
apikalno bazolateralnog tran�porta (A → B) �manjuje te je 81% �inapin�ke ki�eline prošlo u
�tanični mono�loj. U bazolateralnoj komori �inapin�ka ki�elina nije detektirana što znači da �e �poj
vjerojatno akumulira u �tani�ama �rijeva te ne prolazi iz apikalne u bazolateralnu komoru. Tijekom
bazolateralno apikalnog tran�porta (B → A), u apikalnoj komori �inapin�ka ki�elina nije
detektirana, ali je detektirana u bazolateralnoj komori čija �e kon�entra�ija �manjivala tijekom 60
minuta što označava da �e �poj akumulira u �rijevnim �tani�ama.
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Tablica 11. Dinamika prola�ka kon�entra�ija �inapin�ke ki�eline (mg/L) iz ek�trakta mirte u
triplikatima kroz jedno�loj Ca�o-2 �tani�a u apikalnim (A) i bazolateralnim (B) komorama tijekom
60 minuta

�inapin�ka ki�elina (mg/L) iz ek�trakta mirte
A → B 0 min 20 min 40 min 60 min A → B 0 min 20 min 40 min 60 min
𝑥 112,03 75,52 49,49 21,64 𝑥 112,03 n.d. n.d. n.d.
σ 0,00 3,25 6,92 3,06 σ 0,00 n.d. n.d. n.d.
B → A 0 min 20 min 40 min 60 min B → A 0 min 20 min 40 min 60 min
𝑥 112,03 n.d. n.d. n.d. 𝑥 112,03 31,44 7,09 18,44
σ 0,00 n.d. n.d. n.d. σ 0,00 17,34 5,16 5,50

n.d. – nije detektirano; zeleno – apikalna komora; bijelo – bazolateralna komora; 𝑥 – �rednja vrijedno�t;
σ – �tandardna devija�ija

Iz tabli�e 12. vidljivo je da tijekom apikalno bazolateralnog tran�porta (A → B) i bazolateralno
apikalnog tran�porta (B → A) kon�entra�ija kver�etina nije detektirana ni u apikalnim ni u
bazolateralnim komorama zato što kver�etin nije pri�utan u originalnom ek�traktu mirte.

Tablica 12. Dinamika prola�ka kon�entra�ija kver�etina (mg/L) iz ek�trakta mirte u triplikatima
kroz jedno�loj Ca�o-2 �tani�a u apikalnim (A) i bazolateralnim (B) komorama tijekom 60 minuta

kver�etin (mg/L) iz ek�trakta mirte
A → B 0 min 20 min 40 min 60 min A → B 0 min 20 min 40 min 60 min
𝑥 n.d. n.d. n.d. n.d. 𝑥 n.d. n.d. n.d. n.d.
σ n.d. n.d. n.d. n.d. σ n.d. n.d. n.d. n.d.
B → A 0 min 20 min 40 min 60 min B → A 0 min 20 min 40 min 60 min
𝑥 n.d. n.d. n.d. n.d. 𝑥 n.d. n.d. n.d. n.d.
σ n.d. n.d. n.d. n.d. σ n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d. – nije detektirano; zeleno – apikalna komora; bijelo – bazolateralna komora; 𝑥 – �rednja vrijedno�t;
σ – �tandardna devija�ija
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Iz tabli�e 13. vidljivo je da �e tijekom apikalno bazolateralnog tran�porta (A → B) u apikalnoj
komori �manjila kon�entra�ija kempferola, no kon�entra�ija je približno jednaka tijekom �vih 60
minuta, a u bazolateralnoj komori kempferol nije detektiran tijekom 60 min što znači da je �poj
vjerojatno zao�tao u �rijevnim �tani�ama. Tijekom bazolateralno apikalnog tran�porta (B → A), u
apikalnoj komori kempferol nije detektiran, ali je detektirana u približno jednakim kon�entra�ijama
tijekom 60 min u bazolateralnoj komori.

Tablica 13. Dinamika prola�ka kon�entra�ija kempferola (mg/L) iz ek�trakta mirte u triplikatima
kroz jedno�loj Ca�o-2 �tani�a u apikalnim (A) i bazolateralnim (B) komorama tijekom 60 minuta

kempferol (mg/L) iz ek�trakta mirte
A → B 0 min 20 min 40 min 60 min A → B 0 min 20 min 40 min 60 min
𝑥 19,28 11,44 11,02 11,06 𝑥 19,28 n.d. n.d. n.d.
σ 0,00 0,40 0,55 0,05 σ 0,00 n.d. n.d. n.d.
B → A 0 min 20 min 40 min 60 min B → A 0 min 20 min 40 min 60 min
𝑥 19,28 n.d. n.d. n.d. 𝑥 19,28 11,07 11,76 11,52
σ 0,00 n.d. n.d. n.d. σ 0,00 0,90 0,80 0,42

n.d. – nije detektirano; zeleno – apikalna komora; bijelo – bazolateralna komora; 𝑥 – �rednja vrijedno�t;
σ – �tandardna devija�ija

Na temelju HPLC analize i dobivenih kromatograma (�lika 23 i �lika 24) utvrđeno je da �e ferulična
ki�elina i kver�etin nalaze u izvornom ek�traktu brokule.
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Slika 23. Kromatogram izvornog ek�trakta brokule pri 310 nm

Slika 24. Kromatogram izvornog ek�trakta brokule pri 360 nm

Početna kon�entra�ija ferulične ki�eline u originalnoj otopini brokule izno�i 7,67 mg/L uzorka, a
�inapin�ke ki�eline u originalnoj otopini brokule izno�i 0 mg/L uzorka. Početna kon�entra�ija
kver�etina u originalnoj otopini brokule izno�i 61,031 mg/L uzorka, a kempferola u originalnoj
otopini brokule izno�i 0 mg/L uzorka.
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Iz tabli�e 14. vidljivo je da je tijekom apikalno bazolateralnog tran�porta (A → B) u apikalnoj
komori kon�entra�ija ferulične ki�eline tijekom 60 min približno jednaka početnoj kon�entra�iji,
a u bazolateralnoj komori nije detektirana. Tijekom bazolateralno apikalnog tran�porta (B → A),
u apikalnoj komori ferulična ki�elina nije detektirana, ali je detektirana u bazolateralnoj komori u
približno jednakim kon�entra�ijama kao u originalnoj otopini tijekom �vih 60 min.

Tablica 14. Dinamika prola�ka kon�entra�ija ferulične ki�eline (mg/L) iz ek�trakta brokule u
triplikatima kroz jedno�loj Ca�o-2 �tani�a u apikalnim (A) i bazolateralnim (B) komorama tijekom
60 minuta

ferulična ki�elina (mg/L) iz ek�trakta brokule
A → B 0 min 20 min 40 min 60 min A → B 0 min 20 min 40 min 60 min
𝑥 7,67 7,37 7,57 7,51 𝑥 7,67 n.d. n.d. n.d.
σ 0,00 0,47 0,13 0,25 σ 0,00 n.d. n.d. n.d.
B → A 0 min 20 min 40 min 60 min B → A 0 min 20 min 40 min 60 min
𝑥 7,67 n.d. n.d. n.d. 𝑥 7,67 7,98 8,01 7,74
σ 0,00 n.d. n.d. n.d. σ 0,00 0,39 0,19 0,27

n.d. – nije detektirano; zeleno – apikalna komora; bijelo – bazolateralna komora; 𝑥 – �rednja vrijedno�t;
σ – �tandardna devija�ija

Iz tabli�e 15. vidljivo je da tijekom apikalno bazolateralnog tran�porta (A → B) i bazolateralno
apikalnog tran�porta (B → A) kon�entra�ija �inapin�ke ki�eline nije detektirana ni u apikalnim ni
u bazolateralnim komorama zato što �inapin�ka ki�elina nije pri�utna u originalnom ek�traktu
brokule.
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Tablica 15. Dinamika prola�ka kon�entra�ija �inapin�ke ki�eline (mg/L) iz ek�trakta brokuleu
triplikatima kroz jedno�loj Ca�o-2 �tani�a u apikalnim (A) i bazolateralnim (B) komorama tijekom
60 minuta

�inapin�ka ki�elina (mg/L) iz ek�trakta brokule
A → B 0 min 20 min 40 min 60 min A → B 0 min 20 min 40 min 60 min
𝑥 n.d. n.d. n.d. n.d. 𝑥 n.d. n.d. n.d. n.d.
σ n.d. n.d. n.d. n.d. σ n.d. n.d. n.d. n.d.
B → A 0 min 20 min 40 min 60 min B → A 0 min 20 min 40 min 60 min
𝑥 n.d. n.d. n.d. n.d. 𝑥 n.d. n.d. n.d. n.d.
σ n.d. n.d. n.d. n.d. σ n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d. – nije detektirano; zeleno – apikalna komora; bijelo – bazolateralna komora; 𝑥 – �rednja vrijedno�t;
σ – �tandardna devija�ija

Iz tabli�e 16. vidljivo je da je tijekom apikalno bazolateralnog tran�porta (A → B) u apikalnoj
komori kon�entra�ija kver�etina tijekom 60 min približno jednaka početnoj kon�entra�iji, a u
bazolateralnoj komori je detektiran u manjoj kon�entra�iji. Tijekom bazolateralno apikalnog
tran�porta (B → A), u apikalnoj komori kver�etin je detektiran tek nakon 60. minute, a u
bazolateralnoj komori je detektiran u približno jednakoj kon�entra�iji kao u originalnoj otopini
brokule.

Tablica 16. Dinamika prola�ka kon�entra�ija kver�etina (mg/L) iz ek�trakta brokule u triplikatima
kroz jedno�loj Ca�o-2 �tani�a u apikalnim (A) i bazolateralnim (B) komorama tijekom 60 minuta

kver�etin (mg/L) iz ek�trakta brokule
A → B 0 min 20 min 40 min 60 min A → B 0 min 20 min 40 min 60 min
𝑥 61,03 54,40 56,13 64,98 𝑥 61,03 18,21 11,46 17,33
σ 0,00 2,01 3,64 2,30 σ 0,00 1,29 9,92 0,27
B → A 0 min 20 min 40 min 60 min B → A 0 min 20 min 40 min 60 min
𝑥 61,03 n.d. n.d. 21,17 𝑥 61,03 67,54 66,26 68,82
σ 0,00 n.d. n.d. 2,38 σ 0,00 6,77 2,87 2,10

n.d. – nije detektirano; zeleno – apikalna komora; bijelo – bazolateralna komora; 𝑥 – �rednja vrijedno�t;
σ – �tandardna devija�ija
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Iz tabli�e 17. vidljivo je da tijekom apikalno bazolateralnog tran�porta (A → B) i bazolateralno
apikalnog tran�porta (B → A) kon�entra�ija kempferola nije detektirana ni u apikalnim ni u
bazolateralnim komorama zato što kempferol nije pri�utan u originalnom ek�traktu brokule.

Tablica 17. Dinamika prola�ka kon�entra�ija kempferola (mg/L)iz ek�trakta brokule u triplikatima
kroz jedno�loj Ca�o-2 �tani�a u apikalnim (A) i bazolateralnim (B) komorama tijekom 60 minuta

kempferol (mg/L) iz ek�trakta brokule
A → B 0 min 20 min 40 min 60 min A → B 0 min 20 min 40 min 60 min
𝑥 n.d. n.d. n.d. n.d. 𝑥 n.d. n.d. n.d. n.d.
σ n.d. n.d. n.d. n.d. σ n.d. n.d. n.d. n.d.
B → A 0 min 20 min 40 min 60 min B → A 0 min 20 min 40 min 60 min
𝑥 n.d. n.d. n.d. n.d. 𝑥 n.d. n.d. n.d. n.d.
σ n.d. n.d. n.d. n.d. σ n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d. – nije detektirano; zeleno – apikalna komora; bijelo – bazolateralna komora; 𝑥 – �rednja vrijedno�t;
σ – �tandardna devija�ija
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5. RASPRAVA

5.1. Optimiza�ija ra�ta �tani�a i �tvaranja mono�loja Ca�o-2 �tani�a
Zadnjih godina �ve je veći intere� za �tudije propu�no�ti kori�teći Ca�o-2 �taničnu liniju te je �toga
pora�la potreba za �tandardiza�ijom ovog biološkog modela. Farma�eut�ke �mjerni�e definiraju
�amo kriterije prihvatljivo�ti za valida�iju Ca�o-2 �tani�a te u �kladu � farma�eut�kim zahtjevima
potrebno je �pe�ifi�irati protokol za njenu provedbu i razviti interne po�tupke. Sve metode uzgoja
�tani�a i pre�ađivanja odvijale �u �e u �terilnim uvjetima (u laminaru � okomitim protokom zraka),
a �tani�e �u inkubirane u vlažnoj atmo�feri na 37 °C u uvjetima u atmo�feri 90% zraka i 5 % CO2

u potpunom mediju. Rad pri ovim uvjetima je uobičajena laboratorij�ka prak�a za za uzgoj i
održavanje Ca�o-2 �tani�a �tani�a (Ku� i �ur. 2023). Sa�tav medija za održavanje �tanične linije
Ca�o-2 ovi�i o dobavljaču, internom protokolu i �vr�i ek�perimenta (Ku� i �ur. 2023). U ovom
i�traživanju kompletni DMEM medij �adržavao je 1% NEAA, 1% PEN-STREP i 20% FBS, dok
općenito je DMEM medij pomiješan � 10-20% FBS. Aminoki�eline �u e�en�ijalne za ra�t �tani�a,
antibioti�i �e dodaju za �prječavanje infek�ija (Natoli i �ur. 2012), a glutamin je važan faktor za
diferen�ija�iju �tani�a i održavanje funk�ije �rijevne barijere (Huang i �ur. 2022). Pawar i �ur.
(2019) �u za kompletni medij za ra�t Ca�o-2 �tani�a razlikovao �e jedino u udjelu FBS �eruma –
medij �e �a�tojao od 10% FBS �eruma, a u ovom i�traživanju dodano je 20% radi boljeg ra�ta
�tani�a. Medij je nakon tjedan dana nakon na�ađivanja �tani�a u manje po�ude bio i dalje �rven,
što znači da �e �tani�e �labo hrane hranjivim tvarima iz medija te �u �tani�e o�tavljene dodatno
tjedan dana na inkuba�iju. Za kultiva�iju �tani�a do željene gu�toće (4 × 106 �tani�a/mL) trebalo
je 21 dan što je bilo duže od očekivanoga. Stani�e �u zatim bile na�ađene na PET membran�ke
umetke i održavane u kompletnom mediju koji �e mijenjao dva puta tjedno. U nekim i�traživanjima
navedeno je da �e medij mijenja 3 puta tjedno, no u ovom ek�perimentu �tani�e �u �e �poro hranile
medijem pa je bilo dovoljno dva puta. U ovim uvjetima �tani�e �u po�tigle konfluen�iju za 3 dana
i potpuno �e diferen�irale za 17 dana. Prema generalnim �mjerni�ama za pro�e� diferen�ija�ije
Ca�o-2 �tani�a i �tvaranja mono�loja potrebno je 18-21 dan (Tor 2015) što približno odgovara
dobivenim rezultatima. Za pro�e� trip�iniza�ije koji je važan korak u uzgoju �tani�a ukupno je bilo
potrebno 20 minuta što malo od�kače od uobičajenog ra�pona vremena 6-15 minuta (Tor 2015).
Pawar i �ur. (2016) �u Ca�o-2 �tani�e trip�inizirali � 0,25% trip�in-EDTA na 4 minute što �e do�ta
razlikuje od dobivenog rezultata. Inkuba�ija � trip�inom trebala bi biti što kraća jer taj pro�e� utječe
na održivo�t �tani�a.
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5.2. Citotok�ični učinak
Ek�trakt mirte je reagirao � bojom čak i kada Ca�o-2 �tani�e ni�u bile pri�utne u otopini što ukazuje
na pri�utno�t određenog �poja koji reagira � MTT. Peng i �ur. (2005) �u dokazali da luteolin i
kver�etin mogu redu�irati MTT u od�utno�ti živih �tani�a. Zbog navedenih problematika, u
i�pitivanju �itotok�ično�ti bolje je kori�titi Neutral red te�t jer �e njime onemogućava doti�aj boje
� biljnim ek�traktom te boja direktno reagira �a �tani�ama.

5.3. Antiok�idativni markeri
Pro�ječne vrijedno�ti aktivno�ti antiok�idativnih markera (GSH, SOD i katalaza) �u izrazito ni�ke,
a to �e može pripi�ati tome što u homogenatima �tani�a nije došlo do ok�idativnog �tre�a te �e
navedeni antiok�ida�ij�ki enzimi ni�u aktivirali. Očekivano je da je antiok�ida�ij�ka aktivno�t
najveća u ek�traktu mirte jer �adržava najveći udio fenolnih �pojeva koji �u važni antiok�idan�i te
štite �tani�u od oštećenja (Alek�ić i Knežević 2014; Kurtagić 2017), no ovim i�traživanjem to nije
u potpuno�ti potvrđeno. Dakle, u �tani�ama ni�u zabilježeni nikakvi štetni učin�i što �e po�ljedično
odražava na �labu aktivno�t antiok�idativnih markera. Sama primjena ek�trakata biljaka (u ovom
�lučaju mirte i brokule) nije aktivirala enzime antiok�idativne obrane u �tani�ama �rijeva. Za
buduća i�traživanja potrebno je podložiti �tani�e �tre�u čime bi �e poten�ijalno aktivirali
antiok�ida�ij�ki enzimi te izmjerile razine njihove aktiva�ije.

5.4. HPLC analiza prometa fenolnih �pojeva kroz membran�ki jedno�loj
Očekivano je da će fenolni �pojevi iz biljnih ek�trakata proći kroz model Ca�o-2 �tani�a koji
�imulira �rijevnu barijeru, no to u biološkom �u�tavu nije tako jedno�tavno i idealno. Kon�entra�ija
�inapin�ke ki�eline iz ek�trakta mirte �e �manjivala u apikalnoj komori tijekom vremena, ali
kon�entra�ije i�te ki�eline ni�u detektirane u bazolateralnoj komori i obrnuto. Razlog tome je što
�e �inapin�ka ki�elina vjerojatno zadržala (akumulirala) u �rijevnim �tani�ama te nije prošla na
�uprotnu �tranu komore. Slične rezultate dobili �u i Zhang i �ur. (2020) koji �u utvrdili da �e vi�oke
kon�entra�ije kver�etina nalaze u jedno�loju �tani�a. Rezultati i�traživanja Wanga i �ur. (2023) u
kojem �u mjerili propu�no�t hidro�ki�imetnih ki�elina kroz Ca�o-2 �tani�e utvrdili �u da je najbolja
propu�no�t ferulične ki�eline u odno�u na �inapin�ku i o�tale fenolne ki�eline, no rezultati ovog
rada to ne mogu potkrijepiti. Strukturne razlike u građi fenolnih ki�elina vjerojatno imaju utje�aj
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na razinu propu�no�ti (Wang i �ur. 2023). U izvornom ek�traktu mirte ferulična ki�elina nije
detektirana, no HPLC analizom u uzor�ima detektirana je ferulična ki�elina. Povećanje ferulične
ki�line moglo bi biti uzrokovano pregrađivanjem ili konjuga�ijom � drugim �pojevima. Poquet i
�ur. (2008) u �vom i�traživanju �u pokazali da je moguće �tvaranje ferulične ki�eline iz
dihidroferulne ki�eline nakon 30 minuta metabolizma na rezovima jetre štakora. Takav
metabolizam može biti djelomično odgovoran za �irkuliranje �lobodne ferulične ki�eline uz mali
po�totak glukuronidnih i �ulfatnih konjugata ferulične ki�eline. U �lučaju kada �e nije dogodio
nikakav tran�port, HPLC uređaj nije detektirao �poj iz biljnog ek�trakta jer �u kon�entra�ije �poja
i�pod njegove razine detek�ije. Kver�etin može na �ebe imati vezane šećerne o�tatke koji
onemogućuju njegovu detek�iju. Kver�etin može biti u �lobodnoj formi kao u ek�traktu brokule te
ga je moguće detektirati, dok je u mirti kver�etin vjerojatno glikoliziran i njegova detek�ija je
onemogućena. Dodatan korak koji bi �e ubuduće morao poduzeti za bolju detek�iju je hidroliza
šećernih o�tataka kver�etina. Zhang i �ur. (2020) utvrdili �u da kver�etin glikozidi pokazuju �lab
tran�port kroz Ca�o-2 �tani�e, što �ugerira da ne prelaze lako �rijevnu barijeru u ovom modelu,
dok kver�etin aglikoni pokazuju puno veću učinkovito�t tran�porta u u�poredbi � njihovim
odgovarajućim glikozidima. Do i�tih zaključaka došli �u i Walgren i �ur. (1998). Mnogobrojna
i�traživanja naglašavaju kako po�toji mogućno�t da �e neki polifenoli, unatoč �vojim poten�ijalnim
zdrav�tvenim dobrobitima, neće učinkovito ap�orbirati u ljud�kom �rijevu čime �e �manjuje
njihova biora�položivo�t u organizmu. U nedo�tatku �tandarda za identifika�iju �pojeva u
uzor�ima, ovakva analiza �užava izbor neidentifi�iranih pikova na kromatogramima te određivanje
koji fenolni �pojevi �u prošli kroz �rijevni epitel. Također, potrebno je razumjeti mehanizam
ap�orp�ije fenolnih �pojeva kako bi �e povećala biodo�tupno�t navedenih biomolekula te time
omogućila bolja farma�eut�ka i terapeut�ka �red�tva �a �vrhom preven�ije i liječenja bole�ti.



47

6. 5AKLJUČAK
Na temelju i�traživanja čiji je �ilj bio optimizirati uvjete za �tudije propu�no�ti biljnih ek�trakata
kroz mono�loj Ca�o-2 �tani�a izvedeni �u �ljedeći zaključ�i:

· Oporavak i uzgoj Ca�o-2 �tani�a trajao je 3 tjedna, a za pro�e� diferen�ija�ije i �tvaranja
mono�loja Ca�o-2 �tani�a bilo je potrebno 17 dana što je nešto manje od uobičajenog
trajanja �tvaranja membran�kog jedno�loja koji �imulira �rijevni epitel.

· Neutral red te�t je prikladniji te�t za određivanje �itotok�ično�ti od MTT te�ta jer
onemogućava doti�aj boje � biljnim ek�traktom te boja direktno reagira �a �tani�ama.
Neutral red te�tom dokazano je da korištene kon�entra�ije biljnih ek�trakata ni�u
�itotok�ične.

· Pro�ječna aktivno�t �uperok�id di�mutaze i glutationa �e ne razlikuje značajno u ek�traktu
mirte i ek�traktu brokule od kontrolne �kupine što znači da �ama primjena ek�trakata
navedenih biljaka nije aktivirala enzime antiok�idativne obrane u �tani�ama �rijeva,
odno�no nije došlo do ok�idativnog �tre�a.

· Ferulična ki�elina, �inapin�ka ki�elina, kver�etin i kempferol u biljnim ek�traktima mirte i
brokule pokazali �u �labu propu�no�t kroz �rijevnu barijeru bilo u apikalno bazolateralnom
(A → B) ili bazolateralno apikalnom (B → A) �mjeru. Sinapin�ka ki�elina iz ek�trakta
mirte je pokazala konzi�tentnu propu�no�t te je u po�totku od 81 % prošla u �tanični
mono�loj. Fenolni �pojevi �e ili nakupljaju u �rijevnim �tani�ama te ne prolaze kroz
mono�loj �tani�a ili ni�u uopće detektirani. Kver�etin �e u obliku aglikona ap�orbira (iz
ek�trakta brokule) kroz �rijevnu barijeru, dok kao glikolizirani �poj (iz ek�trakta mirte) nije
nedetektiran.

Navedeni zaključ�i mogu biti kori�ni za razvoj daljnjih i�traživanja za pro�jenu �rijevne
propu�no�ti bioaktivnih tvari iz biljnih ek�trakata te takav optimizirani model Ca�o-2 �tani�a može
pomoći u razvoju farma�eut�kih i terapeut�kih �red�tava te promi�anju ljud�kog zdravlja.
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