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1. UvOD

Trnina (Prunus spinosa L.) je biljka koja samoniklo raste po Europi, a i Sire. Ljekovitost
trnine odavno je poznata u narodnoj medicini, ali je u danasnje vrijeme njezina upotreba
zapostavljena. Za konzumaciju se koristio najées$¢e plod, ali i listovi, grandice i cvjetovi
naj¢e$ée u obliku raznovrsnih ¢ajeva. Cvijet trnine sadrzi raznovrsne bioaktivne spojeve —
polifenole, kao Sto su kempferol, kvercetin, katehini, fenolne kiseline i sli¢no, za koje je
poznato da imaju izrazito antioksidacijsko djelovanje i blagotvorni u¢inak na zdravlje.
Antioksidacijska sposobnost polifenolnih spojeva lezi u njihovoj laganoj mogucnosti
primanja kisika, tj. davanja vodika te kao takvo reducirajué¢e sredstvo neutraliziraju
oksidacijske procese u organizmu. Pomocu te sposobnosti, hvatajuci slobodne radikale,

sprjecavaju razvitak lancane reakcije i pojavu oksidacijskog stresa opasnog za organizam.

Oksidacijski stres je zapravo stanje biokemijske redoks neravnoteze u pomaku k oksidaciji,
koje dolazi zbog suviSnog nakupljanja reaktivnih kisikovih vrsta, odnosno slobodnih radikala.
Zbog brzog prekomjernog nakupljanja slobodnih radikala, prirodna antioksidacijska zastita
nije dovoljno efikasna u njihovom uklanjaju, pa se oste¢uju stani¢ne molekule; lipidi, proteini,
nukleinske kiseline i ugljikohidrati. 1z toga proizlazi, da je oksidacijski stres uzro¢nik
nastanka raznih patofizioloskih i neurodegenerativnih poremecaja, poput infektivnih i
kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, karcinoma, neurodegenerativnih bolesti (Alzheimerova i
Parkinsonova bolest), zatim fibroze, hemolize te procesa starenja i dr. (Noorhajati i sur.,
2012).

Mjerenjem priznatih biomarkera oksidacijskog stresa; aktivnosti enzima superoksid
dismutaze, katalaze i ukupnog glutationa te nakupljanje nusprodukta oksidacijskog stresa

malondialdehida i karboniliranih proteina, dokazuje se oksidacijski stres u stanicama.



1.1. Beotanicki podaci o0 biljci trnini

Trnina (Prunus spinosa L.)

Trnina u narodu poznata jo§ kao 1 crni trn, trnula, trnavka, grmulja, divlja Sljiva 1 dr.,
samonikla je vrsta roda $ljiva (Prunus) i porodice ruza (Rosaceae). Smatra se da je trnina
preteCa danasnjih kultiviranih sorti Sljiva. Porijeklo trnine je podrucje srednje i1 istocne
Europe, odgovara joj umjerena kontinentalna klima, pa se stoga prosirila na prostore zapadne
Azije, sjeverne Afrike, isto¢ne Sjeverne Amerike, te na Novi Zeland (Ruiz-Rodriguez i sur.,
2014; Yuksel, 2015).

Raste u obliku razgranatog grma ili niskog drveta 2-3 metara visine. U nasim prostorima
pojavljuje se uz rubove Suma, polja 1 putova. Listovi trnine dugacki 2 do 5 centimetara
jajastog su oblika i o$trog ruba. Trnina cvate prije listanja krajem oZzujka, tijekom travnja i
svibnja sitnim bijelim cvjetovima slatkastog mirisa (Slika 1, a). Cvjetovi se javljaju
pojedinacno ili po 2-3 zajedno te prekrivaju gotovo cijelu biljku. Plod je plava koStunica 1-1.5
centimetara veli¢ine (Slika 1, b). Vrhunac dozrijevanja je u kolovozu i rujnu, ali tada je plod

jo§ zelenkast i izrazito trpkog i kiselkastog okusa. Za ljudsku konzumaciju je pogodan tek

nakon prvih mrazeva krajem studenog ili u prosincu, kad iz trpkog prelazi u brasnasto
slatkasti okus (Yuksel, 2015).

b)

Slika 1. Trnina (Prunus spinosa L.) a) cvijetovi b) plodovi (preuzeto iz Maky Orel, 2017).



Po nekim dokazima, trnina je konzumirana jo$ u mladem kamenom dobu, a poznata je bila i u
starom Rimu. Odavno je poznata ljekovitost trnine u narodnoj medicini, ali je u danasnje
vrijeme njezina upotreba zapostavljena (Marchelak i sur., 2017). U ljekovite se svrhe
prvenstveno koristio plod, ali i cvijet, list, kora i korijen. Od plodova se rade pekmez i sok
ljekovitog djelovanja te probavni i laksativni likeri. Pekmez se koristi kao sredstvo za
reguliranje probave, a sok se koristi za ublazavanje simptoma upalnih bolesti u usnoj Supljini i
grlu, te protiv bolesti bubrega i mjehura (Yuksel, 2015). Caj od cvjetova koristi se protiv
kaslja, za ¢iS¢enje krvi te za ublazavanje simptoma probavnih, mokra¢nih i plu¢nih bolesti

(Gelengir, 1989). Cajem su se takoder ispirali kozni osipi (Veli¢kovié i sur., 2014).

1.2.  Polifenolni biljni spojevi

Polifenoli su raznovrsne bioloski aktivne molekule prisutne u prirodi najvise u biljnom
carstvu. Pronadene su u nekim mikroorganizmima, ima ih i u eukariota (u hitinu insekta i

rakova) i u hifama gljiva (Barros i sur., 2009).

Dakle, iako se pojavljuju i negdje drugdje u prirodi, glavni izvor polifenola su biljke. Za
uspjesan rast i razvoj vecine biljaka zasluzni su primarni metaboliti (aminokiseline, nukleotidi
organske kiseline,...). Polifenoli ne spadaju u primarne, ve¢ u sekundarne (specijalizirane)
metabolite pa stoga nisu neophodni za uspjesan rast i razvoj, ali u biljci obavljaju svakojake
druge (ne manje vazne) funkcije. Cesto mogu biti veoma vazni za biljku te se u nekim

vrstama pojavljuju u vrlo visokim koncentracijama (Del Rio i sur., 2013).

Polifenoli su zapravo dio vece skupine fenilpropanoida odnosno fenolnih spojeva, te ih uz
terpenoide i alkaloide ubrajamo u biljne sekundarne (specijalizirane) metabolite. Ove skupine

se medusobno razlikuju po biosintetskom porijeklu.

Fenolni spojevi ili fenoli su molekule sastavljene od najmanje jednog benzenskog aromatskog
prstena s priklju¢enom jednom ili vise hidroksilnih skupina (Del Rio i sur., 2013). Po
definiciji, polifenole (kao sastavni dio fenola) karakteriziraju dva ili vise aromatskih prstena
(poli anti¢ka grcka rije¢ za mnogi) i barem dvije fenolne hidroksilne skupine. Medutim u
polifenole se ubraja i nekoliko hidroksiliranih jedno prstenastih aromati¢nih spojeva kao galna

kiselina ili pirogalol (Milke i sur., 2018).



Najcesce se samo male koli¢ine pojedinih polifenola akumuliraju u biljkama. Ne nastaju svi
spojevi u svakom trenutku jer njihova biosinteza Cesto ovisi o ekoloskim okida¢ima.
Polifenolni spojevi u biljkama snazno se razlikuju medu razli¢itim biljnim tkivima i biljnim

vrstama, a takoder su podvrgnuti sezonskoj i zemljopisnoj varijaciji (Milke i sur., 2018).

U biljkama polifenoli kao sekundarni metaboliti obavljaju razlicite funkcije;

zaStita biljaka od herbivora i mikrobnih infekcija,

- privlacnost za opraSivace i zivotinje koje raznose sjemenje,

- alelopatski agensi,

- UV zastitna sredstava,

- signalne molekule u formiranju korijenskih nodula za fiksiranje dusika i dr. (Del Rio i
sur., 2013).

Odredeni polifenoli pokazuju takoder zastitnu ulogu na ljudsko zdravlje. Zastita lezi u
njihovoj prirodnoj antioksidativnoj funkciji i sposobnosti uklanjanja slobodnih radikala, te
samim time sprecavanju oksidativnog stresa. Stoga, neki polifenoli pokazuju pozitivne
zdravstvene ucinke kod ljudi i time imaju potencijal za pomo¢ u prevenciji ili lijeCenju

odredenih bolesti (Milke i sur., 2018).

Za razliku od vitamina, polifenoli nisu neophodni za kratkotrajnu dobrobit organizmu.
Medutim, sve je viSe dokaza da skromni dugoro¢ni unos polifenola, moze imati povoljne
uc¢inke na prevenciju pojave karcinoma i kroni¢nih bolesti, uklju¢uju¢i kardiovaskularne
bolesti, dijabetes i oStecenja kognitivnih funkcija, §to su sve bolesti koje se danas javljaju s

povecanom ucestalosti u zapadnim populacijama (Del Rio i sur., 2013).

Stoga je zastitna uloga polifenola na ljudsko zdravlje, kao dio sastojaka prehrane bogate

vocem i povréem, postala sve vaznije podrucje istrazivanja danasnjice.

1.2.1. Skupine polifenolnih spojeva (svojstva i razvrstavanje)

Polifenoli ¢ine veliku skupinu razli¢ito kompleksnih spojeva i do danas je otkriveno preko
8000 strukturno razli¢itih molekula (Del Rio i sur., 2013). Postanak svih polifenola kreée od
zajednickog intermedijera fenilalanina i ide putem Sikiminske kiseline ili poliketidnom putu

do finalnih polifenolnih spojeva (Scalbert i Williamson, 2000).



Postoje razli¢ite podjele polifenola s obzirom na njihovu biolosku funkciju, strukturu i broj
prstena, biosintetski put i dr. (Tsao, 2010). U radu ¢u se posluziti jednom jednostavnom
podjelom temeljenom prema broju i strukturi fenolnih prstena, gdje fenolne spojeve dijelimo

na flavonoide i ne-flavonoide (prema Del Rio i sur., 2013).

A) FLAVONOIDI

Flavonoidi ¢ine vecinu polifenola preko 4000 molekula (Del Rio i sur., 2013). Skupinu
flavonoida odlikuje 15 ugljikovih atoma rasporedenih u 2 aromatska fenolna prstena
medusobno povezana s mostom od 3 ugljikova atoma, shematski prikazano C6-C3-C6.
Glavne podskupine flavonoida su flavonoli, flavoni, izoflavoni, flavanoni, antocijanidini i
flavan-3-oli (Scalbert i Williamson, 2000). Ostale grupe flavonoida koji se u hrani nalaze u
vrlo malim koli¢inama su halkoni, dihidrohalkoni, dihidroflavonoli, flavan-3,4-dioli, kumarini

i auroni (Manach i sur., 2004).

Flavonoli

-----

jabuke, obican i crveni luk sadrze velike koli¢ine kvercetina. Kvercetin, kempferol i drugi
flavonoli $iroko su rasprostranjeni, a u prirodi dolaze u obliku glikozida, sto znaci da je na

osnovnu strukturu polifenola vezan odredeni Secer (Del Rio i sur., 2013).

Flavoni

Flavoni su polifenoli koji se razlikuju strukturno od flavonola samo po tome $to im nedostaje
polifenoli nisu toliko Siroko rasprostranjeni kao prije navedeni flavonoli, ali su pronadene
velike koli¢ine u celeru, perSinu i sliénim biljkama. Flavoni posjeduju veliku mogucénost
supstituiranja u obliku hidroksilacije, metilacije, O- i C-glikolizacije i alkilacije (Del Rio i
sur., 2013; Spencer, 2003).

Izoflavoni

Strukturno su sli¢ni flavonima, ali se od njih razlikuju po tome $to imaju svoj B prsten vezan
na C-3 atom umjesto na C-2 atom kao u flavona. Izoflavoni se gotovo iskljuc¢ivo nalaze u
mahunarkama, a najpoznatiji su daidzein i genistein iz soje. U prirodnom obliku se takoder

pojavijuju u obliku glikozida, ali obradeni proizvodi od soje najceS¢e gube Secernu
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komponentu, pa se u sojinom mlijeku ili u tofu nalaze smanjene koli¢ine izoflavona u obliku
aglikona. Sojine izoflavone, koji po strukturi nalikuju i na skupinu ne-flavonoida lignanima, a
oboje strukturalno li¢e hormonu estrogenu, zajednic¢ki nazivamo i fitoestrogeni (Del Rio i sur.,
2013). Smatra se da uvelike pomazu pri sprecavanju raka dojke i osteoporoze (Adlercreutz i
Mazur, 1997).

Flavanoni

Nemaju dvostruku vezu na karbonskom mostu te prisutnost kiralnog centra na C-2.
Najpoznatiji su naringenin i hesperetin, a u prirodnom okruZzenju se pojavljuju kao
hidroksilni, glikolizirani i O-metilizirani derivati. Flavanoni su zaduzeni za gorkast okus
agruma naroCito naranca i grejpa, a najvece koncentracije se nalaze u kori (Del Rio i sur.,
2013).

Antocijanidini

Pronalazimo ih u cvijecu i plodovima raznih biljaka gdje daju karakteristi¢ne boje od crvenih
1 narancastih do plavih 1 ljubicastih. Kao 1 ve¢ina flavonoida, ti polifenoli se u prirodi tj. u
biljnim tkivima pojavljuju u obliku glikozida (vezani sa organskom kiselinom ili §e¢ernom

komponentom), te ih tada nazivamo antocijani (Del Rio i sur., 2013).
Flavan-3-oli (flavanoli)

Od drugih flavonoida se razlikuju po 2 kiralna centra na C-2 i C-3 atomu te stoga svaki spoj
moze poprimit 4 razli¢ite prostorno izomerne strukture obiljeZene sa (+) i (-). Grupa flavan-3-
ola je zapravo najkompleksnija podskupina flavonoida, jer se unutra nalaze polifenoli u
rasponu od monomernih jedinica, pa prema dimernim, oligomernim i polimernim
kondenzatima nazvanim proantocijanidini. Polimerni proantocijanidini su poznati i pod
nazivom kondenzirani tanini. Sastoje se od mnogo ¢ak do 50 podjedinica monomernih flavan-
3-ola (epi)katehina i (epi)galokatehina. Za flavan-3-ole je poznato da nisu konjugirani sa
Secerima tvoreci glikozide, §to je znacajno za ostale flavonoide, ve¢ se gotovo uvijek prirodno
nalaze u aglikonskom obliku. Zeleni ¢aj sadrzi vrlo velike koli¢ine monomernih flavan-3-ola

epikatehina, epigalokatehina i druge (Spencer, 2003).



B) NEFLAVONOIDI

U ne-flavonoide ubrajamo one polifenole koji nemaju klasi¢nu 15C uglji¢nu strukturu

znacajnu za flavonoide. Znacajni u prehrani su fenolne kiseline, stilbeni i lignani.

Fenolne kiseline

Fenolne kiseline se dijele u dvije podgrupe; na derivate benzojeve kiseline i derivate cimetne
kiseline (Del Rio i sur., 2013). Struktura derivata benzojeve kiseline je C6-C1, dakle na jedan
fenolni aromatski prsten se veze karboksilna skupina sa jednim C atomom, dok je struktura
derivata cimetne kiseline C6-C3, §to znaci da se na jedan fenolni aromatski prsten nadovezuju

3 atoma ugljika s karboksilnim kiselinskim zavr$etkom (Tsao, 2010).

Najpoznatije benzojeve Kkiseline su galna kiselina, elaginska kiselina i protokatehinska
kiselina. Najrasirenija fenolna kiselina je galna kiselina koja se pojavljuje kao kompleksni
SeCerni ester u galotaninima, a ima ih mno$tvo u zelenom ¢aju, mangu i slicnom vocu.
Elaginska kiselina se isto tako pojavljuje u esternom kompleksnom obliku elagitanin, a

najvece koncentracije su u malinama, kupinama, jagodama i naru (Del Rio i sur., 2013).

U derivate cimetne kiseline ubrajamo kafeinsku kiselinu, kumarinsku kiselinu, ferulinsku
kiselinu i dr. Te kiseline se ¢esto povezuju zajedno ili sa drugim kiselinama u estere i druge
kompleksne spojeve (npr. klorogeni¢na kiselina). U takvim oblicima se nalaze u konzumnom

vocu kiviju, Sljivama, treSnjama, grozdu, te u kavi i drugdje (Manach i sur., 2004).

Stilbeni

Stilbeni imaju C6-C2-C6 strukturu i zapravo su fitoaleksini, spojevi koje biljke proizvode kao
odgovor na bolest, ozljedu i stres. U hrani su zastupljeni u ekstremno niskim koncentracijama.
Najznacajniji stilben resveratrol se u esternom obliku nalazi u kikirikiju, odredenom
bobicastom vocu, grozdu, a najveci izvor je crno vino (Smoliga i sur., 2011; Pasinetti i sur.,
2015). Medutim, njegova biodostupnost je veoma mala skoro pa zanemariva (Del Rio i sur.,
2013).

Lignani

Lignani su polifenolni spojevi koji se sastoje od dvije fenilpropanske jedinice. Ne smiju se
zamijeniti s ligninima, jer su lignani dimeri i apsorbiraju se u crijevu, dok su lignini
kompleksni polimeri, daju ¢vrstoc¢u biljci i u ljudskim crijevima se ne mogu razgraditi.

Najpoznatiji lignani su secoisolariciresinol i matairesinol kojih je najveca koncentracija u
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lanenim sjemenkama, zatim u sezamu, a ima ih i u vocu, ali u puno manjoj koncentraciji.
Lignani se uz izoflavone zbog blagog estrogenskog djelovanja ubrajaju u fitoestrogene (Del
Rio i sur., 2013).

1.2.2. Polifenoli u ekstraktu cvijeta trnine

Olszewska i Wolbi$ (2001), Marchelak i sur. (2017) i Elez Garofuli¢ i sur. (2018) proucavali
su cvijet trnine (Prunus spinosa L.) i do tada poznatim kemijskim i spektralnim metodama
dokazali petnaestak flavonoida iz skupine flavonola (kempferola, kvercetina i sli¢nih spojeva)
u ekstraktu cvijeta trnine (Olszewska i sur., 2001; Olszewska i Wolbis, 2001; Olszewska i
Wolbi$, 2002). NajkoriStenija i najosjetljivija metoda u tim istraZivanjima bila je metoda
tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC - high performance liquid
chromatography) koju su prvi upotrijebili i opisali Christ i Miller (1960), dok su Elez
Garofuli¢ i sur. (2018) primijenili jo§ noviju i osjetljiviju UPLC-MS metodu. UPLC (ultra-
high performance liquid chromatography) je sustav koji se sastoji od sustava detekcije
dvostrukog detektora polja fotodioda (PDA - photodiode array) i pozitivne ionske elektrosprej
ionizacije (ESI) tandem masene spektrometrije (MS). Taj danas$nji UPLC-PDA-ESI-MS
sustav (skraceno UPLC-MS) je puno razvijeniji, osjetljiviji i precizniji. Marchelak i sur.
(2017) su pomocu kvalitativne UPLC-MS analize otkrili ¢ak vise od 50 polifenolnih spojeva u
ekstraktu cvijeta trnine, koji se mogu svrstati u tri vazne skupine: flavonoli (kempferol,
kvercetin i dr.), flavan-3-oli (razni izomeri katehina i proantocijanidini) i fenolne kiseline
(kafeinska kiselina, klorogeni¢na kiselina i sl.). Flavonola je bilo najvise tridesetak, zatim

fenolnih kiselina preko 10 i nekoliko vaznih flavan-3-ola.

Sva prethodna istrazivanja bila su prvenstveno usmjerena na izolaciju pojedina¢nih spojeva,
dok je rad Marchelak i sur. (2017) prvi prikazao sveobuhvatni LC-MS profil cvijeta trnine. U
ovom istrazivanju koristit ¢u UPLC-MS analizu (napravljenu prema Elez Garofuli¢ i sur.
(2018) na Prehrambeno-biotechnoloskom fakultetu) usmjerenu na izolaciju pojedinaénih
polifenola (ne sveobuhvatni LC-MS profil), ali u konacnici o¢ekujem da se identificiraju

odredeni polifenoli rasporedeni u spomenute tri glavne skupine.



1.3.  Vaznost polifenolnih spojeva u biomedicinskim i farmakolo$kim
istraZzivanjima i bioaktivno djelovanje u organizmu

U danasnje vrijeme polifenoli uzivaju sve vece priznanje ne samo znanstvene zajednice nego i
Siroke javnosti. Redovha konzumacija namirnica bogatih polifenolima pokazala se
benificijalnom za pobolj$anje tj. odrZzavanje ljudskog zdravlja. Pozitivan ucinak zapravo je
njihova sposobnost uklanjanja oksidativno generiranih slobodnih radikala i njihova jaka
antioksidacijska, protuupalna, antimikrobna i antitumorska djelatnost (Wang i sur., 2013).
Stoga polifenoli i njihovi derivati djeluju kao obecavaju¢i prehrambeni dodaci u prevenciji i
lije¢enju kroni¢nih i degenerativnih bolesti ukljucujuci rak, kardiovaskularne bolesti i bolesti
povezanih sa starenjem (Quideau i sur., 2011,Wang i sur., 2013). Unazad dvadesetak godina
polifenoli se intenzivno multidisciplinarno istrazuju, Sto ukljucuje istrazivanja u biljnoj
fiziologiji, analiti¢koj kemiji, agronomiji, prehrambenoj tehnologiji, nutricionizmu, a narocito
u farmakologiji i medicini (Quideau i sur., 2011). Napredni pristup budu¢im istrazivanjima
ukljucuje; gensku terapiju za proizvodnju vise antioksidansa u tijelu, proizvodnju genetski
modificiranih  biljnih proizvoda s viSom razinom antioksidansa, izradu sintetickih
antioksidativnih enzima, uporabu novih biomolekula i funkcionalne hrane obogacene

antioksidansima (Devasagayam i sur., 2004).

Danas se intenzivno radi na tome da se modificira biodostupnost i farmakokinetika biljnih
polifenola, kako bi se potencijalno pojacala isporuka polifenola i optimizirala njihova

efikasnost u ljudskom organizmu (Nabavi i sur., 2017).

1.3.1. Bioaktivno djelovanje polifenola cvijeta trnine u organizmu

Trnina je koriStena kroz povijest kao medicinska biljka diljem Europe, a cvije¢e je bilo
najpopularnije u sredi$njem i isto¢nom dijelu kontinenta. Etnofarmakoloski izvori ukazuju na
vazoprotektivno, protuupalno, diureti¢ko i detoksikacijsko djelovanje cvijeta trnine. Ti izvori
dokumentiraju uporabu cvjetova putem recepta sa biljnim sastojcima (najc¢esce Cajevi i kreme)
koji se tradicionalno primjenjuju, primjerice; za lijecenje crijeva, poremecaja diSnog sustava,
ali i raznih sr¢anih tegoba, kao §to su miokarditis, sréana neuroza i ateroskleroza (Marchelak i

sur., 2017).



Danas se zna da se ti blagotvorni udinci u cvjetovima pripisuju polifenolima. Njihova
djelotvornost u borbi protiv kardiovaskularnih bolesti, proizlazi iz sposobnosti da utjecu na
dva medusobno ovisna patoloSka procesa oksidativnog/nitratnog stresa i upale. Kao sakupljaci
slobodnih radikala, kelatori metala, inhibitori protuupalnih enzima i modifikatori stani¢nih
signalnih puteva, polifenoli Stite stanice i funkcionalne elemente krvotoka od lipidne
peroksidacije, proteinske nitracije, kroni¢nih upala i oksidacijskog ostecenja DNA. Sto su
zapravo vazodilatorni, vazoprotektivni, antiaterosklerotic¢ki, antitromboticki i antiapoptotski
ucinci. U globalu polifenoli i njihovi metaboliti mogu uvelike povecati ukupni antioksidativni
kapacitet krvne plazme i time toleranciju tjelesnih tkiva protiv upala, ishemijskih ozljeda i

sli¢cnih problemati¢nih stanja (Marchelak i sur., 2017).

1.3.2. Farmakokinetika

Farmakokinetika je grana farmakologije, znanosti koja se bavi proucavanjem sudbine lijeka,
odnosno spojeva (npr. polifenola i njihovih metabolita) u tijelu u smislu njihove apsorpcije,
raspodjele, metabolizma i izluCivanja, te vremenskog tijeka tih zbivanja (Lincir, 2012;
Franceti¢ i Vitezi¢, 2007). Za razliku od farmakodinamike, koja proucava promjene $to ih
lijek (polifenol) izaziva na bioloskom objektu i mehanizam tih promjena (Lincir, 2012).
Osnovni parametri farmakokinetike su; apsorpcija, metabolizam, distribucija i eliminacija.
Drugim rije¢ima, farmakokineti¢ari se bave prou¢avanjem puteva sSpojeva u organizmu, te na
temelju biodostupnosti tj. koncentracija izracunavaju odredene varijable za pojedini spoj.
Neke od varijabli koje su znacajne u farmakokinetici su stupanj apsorpcije, bioraspolozivost i

klirens (Franceti¢ i Vitezi¢, 2007).

Stupanj apsorpcije je definiran konstantom apsorpcije Ka. Sto je stupanj apsorpcije veéi
promatrani spoj ¢e postizati visu vrsnu koncentraciju u plazmi Cpax. Isto tako je i vrijeme do
postizanja te vrsne koncentracije u plazmi Tpax krace nego kod lijekova s manjim stupnjem
apsorpcije (Franceti¢ i Vitezi¢, 2007). Cmax je dakle parametar koji oznacuje maksimalnu
koncentraciju promatranog spoja u plazmi, a Tmax je parametar koji ukazuje vrijeme koje je
potrebno da se dode do Crax. Uz Crax I Tmax USKO je povezan i AUC (area under the curve).
AUC je parametar koji dobijemo ako u graf uvrstimo Cpmax, Tmax | €liminaciju spoja (klirens),
te nam predstavlja krivulju koncentracije spoja u plazmi u odnosu na vrijeme (Franceti¢ i

Vitezi¢, 2007). Ona prvo raste do totke Cmax U Tmax, @ Zatim opada do totalne eliminacije iz
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organizma u odredenom vremenu. Bioraspolozivost (biodostupnost) nekog spoja oznacuje dio
ukupne primijenjene doze toga spoja koji je nepromijenjen dospio u cirkulaciju i obicno se
oznacava sa f(fraction). Biodostupnost je definirana kao omjer izmedu primljene (unesene)
koncentracije i koncentracije koja se naposljetku nalazi u sistemskoj cirkulaciji (Franceti¢ i
Vitezi¢, 2007). Klirens (Clr) je naziv za eliminaciju nekog spoja iz plazme najve¢im dijelom
bubregom preko mokrace i manje jetrom putem Zuc¢i. On zapravo oznacuje brzinu eliminacije
spoja iz organizma. Klirens je definiran kao volumen plazme iz kojeg se u jedinici vremena

ukloni neka tvar i izlu¢i urinom, a izracunava se u mL/min (Lincir, 2012).

U ovom istrazivanju najvaznija varijabla je Cpnax, S$to je zapravo najveca koncentracija
promatranog polifenola u odredenom promatranom vremenu (tijekom 28 dana) u tkivu (u
mozgu miseva). Obradivanjem podataka (UPLC-MS analize sa Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta) Cpnax odredenih polifenola u homogenatu mozga i njihovim medusobnim
usporedivanjem te usporedivanjem sa kontrolnom skupinom, do¢i ¢u do krajnjih zakljucaka

vaznih za ovo istrazivanje.

1.4. Bioapsorpcija i distribucija polifenolnih spojeva u organizmu

Polifenoli koji su najviSe zastupljeni u ljudskoj prehrani, nisu nuzno i najaktivniji unutar
tijela. Najcescée zato Sto imaju niZzu aktivnost unutar organizma, zato $to su slabo apsorbirani
iz crijeva, velik postotak je metabolizirani ili su brzo eliminirani. Metaboliti koji dospiju u krv
i u ciljane organe mogu se nakon djelovanja probavnog trakta i jetre uvelike razlikovati u
bioloskoj aktivnosti od prirodnih oblika koji se unesu hranom (Manach i sur., 2004). Krajnji
antioksidacijski potencijal i potencijalna bioaktivnost polifenola unesenih hranom ovise o
apsorpciji, metabolizmu, distribuciji i izlu¢ivanju tih spojeva unutar tijela, a dobiveni

metaboliti najcesce su smanjene koncentracije i smanjenih svojstava (Spencer, 2003).

Nisu svi polifenoli podjednako apsorbirani Sto proizlazi iz njihove prostorne strukture,
intenzitetu metabolizma, opéem stanju organizma, starosti i mno$tvu drugih uvjeta unutar
organizma. Najbolje apsorbirani polifenoli su galna kiselina i izoflavoni, a slijede katehini,
flavanoni i glukozidi kvercetina. Najmanje apsorbirani polifenoli su proantocijanidini,
galokatehini iz ¢aja i antocijanini. Slabo su dostupni podaci za neke manje istrazivane skupine

kao hidroksicinaminske kiseline i neke druge polifenole (Manach i sur., 2005).
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Spomenuto je da put polifenola tijelom mozemo podijeliti na nekoliko vaznih parametra:
apsorpcija  (absorption),  distribucija  (distribution),  metabolizam/biotransformacija
(biotransformation) i eliminacija (elimination). Polifenoli uneseni hranom prolaze probavnim
traktom i tamo su apsorbirani, te naposljetku dolaze u sistemsku cirkulaciju. Apsorpcija je
zapravo put prolaska spojeva kroz epitelne stanice u intersticij te zatim kroz endotel krvnih
zila u krvnu struju (Linéir, 2012). Velika vecina spojeva ne prolazi nepromijenjena tim putem,
nego su podvrgnuti metabolizmu u lumenu crijeva ili naknadno portalnom cirkulacijom u

jetri.

Biotransformacija ili metabolizam je proces razgradnje i sinteze uz pomoc¢ probavnih enzima
u kojem se spojevi mijenjaju i prilagoduju za iskoriStavanje u organizmu i/ili za izlucivanje iz
organizma. Naj¢esSce proces metabolizma dijelimo u dvije faze. Reakcije faze I su nesintetske,
a odnose se na cijepanje (oksidacija, redukcija, hidroliza) molekule, odnosno na stvaranje
nove ili modificiranje ve¢ postojeCe funkcijske skupine. Reakcije faze Il su sintetske, a
odnose se na konjugaciju tj. spajanje molekule s jednom endogenom tvari (npr. glicin,
glukuronska ili sumporna kiselina). Odredeni spojevi podlijezu samo reakcijama I ili II faze, a
mogu i obje. Metaboliti koji nastaju su polarniji i prilagodeni organizmu za uporabu (Lingir,
2012). Apsorpcijom metaboliti iz lumena tankog i/ili debelog crijeva, preko epitelnih stanica,
odlaze u krv, te slijedi distribucija. Metaboliti korisni za organizam se distribuiraju krvlju do
ciljanih organa (npr. mozak), a nepotrebni se distribuiraju do bubrega ili jetre gdje se vrsi
izlu€ivanje. Izlu€ivanje je proces eliminacije i odstranjivanja negativnih i neiskoristenih
spojeva metabolizma putem bubrega u obliku urina i/ili putem jetre uz pomo¢ zué¢i (Manach i
sur., 2004). Odredeni postotak metabolita, ovisno o sastavu, moze proci kroz probavu bez da
se apsorbira, te se izbacuje fekalijama. Isto tako odredeni postotak metabolita moze biti
metaboliziran uz pomo¢ debelo crijevne mikrobiote pa se tek tamo apsorbira (Manach i sur.,
2004).

Zaklju¢no, uocava se da biodostupnost polifenola ovisi o mnoStvu c¢imbenika unutar
organizma, pa neki spojevi koji su Siroko dostupni u hrani, ne moraju nuzno biti 1 Siroko

biodostupni.
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1.4.1. Polifenoli i procesi razgradnje u probavnom traktu

Prilikom unosa polifenola hranom, u ustima na njih djeluju probavni enzimi sline. Vecina
polifenola je u glikozidnom obliku, te na njih enzimi sline nemaju uc¢inka. Oni samo prolaze
nepromijenjeni dalje jednjakom do Zeluca. Medutim utvrdeno je da slina ipak ima malo
utjecaja na stabilnost katehina (flavan-3-oli) u zelenom ¢aju. Za razliku od ostalih flavonoida,

flavan-3-oli se u prirodnom okruzenju nalaze u aglikanskom obliku (Spencer, 2003).

U Zeluanom kiselom okruzenju takoder nema djelovanja na glikozide polifenola. Niski pH
nema ucinka niti na monomerne katehine, medutim, pokazalo se da niski pH iz ZeluCanog
soka djeluje na stabilnost dimernih i oligomernih flavan-3-ola iz kakaa. Ti proantocijanidini
se pod djelovanjem niskog pH s vremenom raspadaju na epikatehinske monomerne i dimerne
jedinice. Ako su pH wuvjeti u Zzelucu povoljno niski, do¢i ¢e do brzog -cijepanja
proantocijanidina i nastat ¢e manje flavanolske jedinice koje ulaze dalje u tanko crijevo
(Spencer, 2003).

Dok u gornjem djelu probavnog trakta gotovo da i nema nekakvog metaboli¢kog djelovanja, u
tankom crijevu dolazi do pravog metabolizma polifenolnih glikozida. Mnogi ¢imbenici utjecu
na stopu apsorpcije polifenolnih spojeva u tankom crijevu kao S§to su fizikalno kemijski
¢imbenici; molekularna veli¢ina, lipofilnost, topivost, pKa, te bioloski ¢imbenici; vrijeme
transporta iz Zeluca u crijevo, pH lumena crijeva, permeabilnost membrane i efikasnost

metabolizma (Spencer i sur., 1999).

Flavonoidni glikozidi su u prednjem dijelu tankog crijeva (jejunum) pocijepani intestinalnim
enzimima (glukozidaza). U toj fazi | metabolizma, kida se esterska veza i odvaja se Sec¢erna
komponenta glikozida, te ostaje polifenolni aglikan. U fazi Il metabolizma jetreni enzimi
kataliziraju vezanje polifenolnog aglikana sa glukuronilskom kiselinom u procesu
glukuronidacije te se time dobiju polarni (hidrofilni) glukuronidi, koji se lako prenose krvlju.
Glukuronidacija je najc¢es¢i proces faze Il metabolizma konjugacije, ali se konjugirati mogu
spojevi i procesom metilacije i sulfatacije. Dok se cijepanje odvija u jejunumu,
glukuronidacija se odvija u straznjem dijelu tankog crijeva ileumu. Ti glukuronidi se
apsorbiraju preko epitela ileuma u limfu i dospiju u krv. Zatim se krvlju distribuiraju po
cijelom tijelu, gdje su zbog svoje polarne prirode lako dostupni za iskoriStavanje (D'Archivio i
sur., 2010).
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Taj put metabolizma prolazi vec¢ina flavonoida (u glikozidnom obliku), osim flavan-3-ola koji
prolaze samo fazu Il glukuronidacije, jer se ve¢ nalaze u aglikonskom obliku. Postoje i
iznimke kao kvercetin-3-glukozid i rutin koji nisu metabolizirani, ve¢ su apsorbirani u takvom
nepromijenjenom glikozidnom obliku. Neflavonoidi jednostavne monomerne fenolne kiseline
i sliéni spojevi sa jednim aromatskim prstenom, nisu skloni glukuronidaciji te prolaze
eventualno samo fazu | metabolizma i apsorbiraju se putem jejunuma i ileuma ve¢inom u

aglikonskom obliku (Spencer i sur., 1999).

Stopa apsorpcije u tankom crijevu je relativno mala nekih 10-20%. Na ostalu vecéinu
polifenola ne djeluju intestinalni metaboliticki enzimi pa nisu apsorbirani, ve¢ prolaze

nepromijenjeni kroz tanko crijevo i odlaze u debelo crijevo (Spencer i sur., 1999).

Vecina polifenola (80-90%) dolazi u debelo crijevo i tek tu zapocinje njihov metaboliti¢ki put
(Spencer i sur., 1999). U to su ukljuéeni i oni polifenoli koji su apsorbirani u tankom crijevu i
konjugirani u jetri, te zatim natrag transportirani u lumen crijeva bilo izravno ili preko zu¢i. U
debelom crijevu na njih djeluje bogata crijevna mikroflora (1012 mikroorganizama/cm®), koja
svojim katalitickim i hidrolitickim djelovanjem razgraduje polifenole stvarajuci cijelu paletu
razli¢itih metabolita (Spencer, 2003). Na primjer, bakterijski enzimi mogu katalizirati mnoge
reakcije ukljucuju¢i hidrolizu, dehidroksilaciju, demetilaciju, cijepanje fenolnog prstena,
dekarboksilaciju, kao i brzu dekonjugaciju. Za razliku od ljudskih enzima, mikroflora
katalizira i cijepanje flavonoidnih struktura na jednostavnije molekule, poput fenolnih kiselina
(Spencer, 2003). Za sada je nejasno u kojem opsegu su te fenolne kiseline apsorbirane u
kolonu. Medutim, detektirane su u plazmi, te su ¢esto dalje konjugirane i metabolizirane u
jetri. Preostali spojevi izvedeni iz flavonoida, ali i odredeni postotak netaknutih polifenola
ostaju u crijevima i izmetom izlaze van. Metaboliti su krvlju distribuirani po tijelu, ulaze u
stanice 1 pruzaju im zaStitu od oksidativnog stresa te druge beneficije. A neiskoristivi
metaboliti se preko bubrega mokra¢om ili jetrom putem zu¢i uklanjaju iz tijela (Del Rio i sur.,
2013).
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1.5. Bioapsorpcija i distribucija polifenola u mozgu

Uvidjeli smo da je biodostupnost polifenola dosta niska, tj. razina iskoristivih spojeva nakon
djelovanja metabolizma, koji naposljetku dospiju u krvotok, je relativno malena. Jo§ je manji
postotak spojeva koji krvotokom dospiju do mozga i tek tu moraju svladati krvno-mozdanu
barijeru. Isto tako, polifenoli koje unosimo hranom prolaze daleki put kroz probavni trakt gdje
ih metaboliziraju probavni enzimi tankog crijeva, jetreni enzimi te naposljetku i microbiota
debelog crijeva, pa se u razli¢itim promijenjenim oblicima (konjugacija) apsorbiraju i
dospijevaju u krvotok. Te reakcije ¢esto mijenjaju prvobitna kemijska svojstva polifenolnih

metabolita, §to rezultira potencijalno novim bioloskim aktivnostima (Manach i sur., 2004).

Nekoliko novijih studija su pokazale klinicke ucinke polifenolnih spojeva u
neurodegenerativnim i neuroloSkim patologijama. Neuroprotektivna svojstva tih polifenola
mogu smanjiti upale cerebralnog tkiva povezane sa degenerativnim bolestima (Alzheimerova
bolest, Parkinsonova bolest, ...) i potencijalno povecati pamcéenje, ucenje i kognitivne
sposobnosti (Nabavi i sur., 2017). Istrazeno je da polifenoli djelujuci antioksidativno mogu
pruzati zaStitu protiv neurodegenerativnih promjena povezanih sa cerebralnom ishemijom,
predstadijom mozdanog infarkta (Tressera-Rimbau i sur., 2017). Polifenoli takoder doprinose
mehanizmima povezanim s promicanjem otpornosti prema poremecajima raspolozenja i

kognitivnoj disfunkciji kao odgovoru na stres (Ward i Pasinetti, 2016).

Kroz novija istrazivanja su identificirani polifenoli koji imaju potencijala penetrirati iz krvi u
mozak, ili povecati protok krvi u mozgu. Ti polifenoli su neki flavan-3-oli; katehin,
epikatehin i polimerni proantocijanidini iz grozda, flavonoli; kvercetin-3-galaktozid i
kvercetin-3-glukozid iz jabuka i antocijanini iz borovnice (Chen i sur., 2015) te neke fenolne
kiseline (Gonzalez-Sarrias i sur., 2017). Chen i sur. (2015) su proucavali polifenole iz
ekstrakta grozda i jabuke, te borovnice i njihovu distribuciju krvlju i apsorpciju u mozak. Sto
se tice polifenola iz ekstrakta grozda i jabuke, u krvnoj plazmi najvecu biodostupnost ima
katehin-O-B-glukuronid, pa epikatehin-O-B-glukuronid, zatim njihovi metilirani metaboliti, a
najmanju biodostupnost imaju metaboliti kvercentina od njih kvercentin-p-glukuronid. Niska
razina kvercetinovih metabolita je stoga jer glikozide zahvaca metabolizam u jatem opsegu
nego flavan-3-ole koji su prirodno u aglikonskom obliku. Takoder ti spojevi prelaze barijeru

krv mozak, te se u mozgu akumuliraju u koncentracijama sliénim kao u plazmi
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katehin/epikatehin-O-B-glukuronid >  3'-O-metilirani-katehin/epikatehin-p-glukuronid >
kvercetin-B-glukuronid (Chen i sur., 2015).

U istrazivanju su proucavali i koncentracije polifenola lokaliziranih po regijama mozga.
Pokazalo se da su metaboliti flavan-3-ola i kvercetina pronadeni u svim regijama mozga bez
obzira na pocetnu dozu, Sto upucuje ne to da ti polifenoli prolaze barijeru krv mozak ve¢ pri
vrlo niskim koncentracijama u krvi. Suprotno od toga, mnogi antocijanini (dozirani u malim
koncentracijama) nisu pronadeni u svim regijama mozga. Dokazano je i da se derivati

polifenola primarno akumuliraju u malom mozgu (Chen i sur., 2015).

Neke  fenolne  kiseline  (npr.  3,4-dihidroksifenilacetatna  kiselina 1 3,4-
dihidroksifenilpropionidna kiselina) takoder imaju snaznu neuroprotektivnu aktivnost
(Gonzalez-Sarrias i sur., 2017). To su derivati nastali djelovanjem crijevne mikrobiote,
dokazani su u krvi poslije konzumiranja hrane biljnog porijekla bogate proantocijanidima i
flavan-3-olima u obliku kakaa, ¢aja ili vina. Te i njima sli¢ne fenolne kiselina prolaze barijeru

krv-mozak (Gonzalez-Sarrias i sur., 2017).

Otkri¢e polifenola s novim prirodnim proizvodima, obecava znafajan napredak u mnogim
podruc¢jima medicine, posebice neurologiji i psihijatriji (Ward i Pasinetti, 2016). Nazalost,
potrebno je provesti jo§ mnoga istrazivanja o strogoj bioraspolozivosti i karakterizaciji
bioaktivnih metabolita. Upravo iz ovog razloga postavio sam cilj svog rada prema istrazivanju

biodostupnosti u mozgu i antioksidativnih uc¢inaka polifenola.

1.6. Oksidacijski stres i antioksidacijska zaStita

1.6.1. Reaktivne kisikove vrste i slobodni radikali

Reaktivne kisikove vrste (reactive oxygen species - ROS) su skupina vrlo reaktivnih molekula
koje nastaju kao usputni produkt normalnog metabolizma kisika u organizmu, najvise u
mitohondrijima, ali i drugdje u stanici (Noorhajati i sur., 2012). Uz ROS znacajne su i
reaktivne duSikove vrste (reactive nitrogen species — RNS). U te reaktivne vrste ubrajamo;
superokside (Oe), hidroksile (HO®), peroksile (ROO®), vodikov peroksid (H,0;), slobodni
kisik (O,), dusikove okside (NOe), peroksinitrate (ONOOwe), hipokloride (HOCI) i dr.
(Tablica 1) (Noorhajati i sur., 2012).
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Tablica 1. Reaktivne kisikove vrste (preuzeto i prilagodeno iz Stefan i sur., 2007).

Slobodni radikali Cestice koje nisu slobodni radikali
Superoksidni 0,” Vodikov peroksid H,0,
Peroksidni ROO’ Hipokloritna kiselina HCIO
Hidroksilni OH’ Ozon O3
Alkoksilni RO’ Singletni Kisik 0,
Hidroperoksilni HO,

U normalnim zdravim stanicama, niska koli¢ina ROS-a igra vaznu ulogu u signalizaciji
stanice, a postoje i mehanizmi uklanjanja suviska tih molekula zbog odrzavanja homeostaze.
Medutim, prilikom okoliSnog stresa (npr. vru¢ina, izlozenost UV zrakama, prisutnost
odredenih bolesti i slicno) nakupe se velike koli¢ine ROS-a i mogu svojom reaktivnoscu
ostetiti dijelove stanica (lipide, proteine, ugljikohidrate i DNA) te uzrokovati metabolicke

poremecaje, nefunkcionalnost i naposljetku smrt stanice (Devasagayam i sur., 2004).

Molekula kisika u osnovnome stanju ima dva nesparena eclektrona te djeluje kao snazno
oksidacijsko sredstvo. Primanjem jednog elektrona nastaje superoksidni radikal (O;), a
primanjem sljede¢eg elektrona nastaje (0,%) koji protoniranjem prelazi u vodikov peroksid
(H20,). (Stefan i sur., 2007) U stani¢nim strukturama ROS oksidacijom uzima elektron od
susjednih stani¢nih molekula te nastaju slobodni radikali. Po definiciji slobodni radikal bi bila
svaka molekula koja u svojoj vanjskoj orbitali ima barem jedan slobodan, nespareni elektron
(Devasagajam i sur., 2004). Zbog tog nesparenoga elektrona slobodni radikali su vrlo
reaktivni (Stefan i sur., 2007). U toj velikoj reaktivnosti, Zivotni vijek slobodnih radikala je
vrlo kratki, mjerljiv u mikro i nano sekundama, jer brzo oduzimaju elektron drugim
molekulama stvarajuci time nove slobodne radikale u lan¢anoj reakciji (Sies, 1997). Time
dolazi do o$teéenja dijelova stanica, lipida, proteina, ugljikohidrata ili DNA, a ta oStecenja

prethode raznim bolestima (Noorhajati i sur., 2012).
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1.6.2. Oksidacijski stres

Unutar stanice zbog nakupljanja ROS-a, a time i suviSska slobodnih radikala i nedovoljno
brzog uklanjanja tih spojeva, naposljetku dolazi do naruSavanja biokemijske redoks ravnoteze
i pomaka u smjeru oksidacije. Takvo stanje neravnoteze naziva se oksidacijski (oksidativni)
stres (Sies, 1997). Najjednostavnija definicija oksidacijskog stresa je promjena u razinama
ROS-a (Noctor i sur., 2016).

Oksidacijski stres je uzro¢nik nastanka raznih patofizioloskih i neurodegenerativnih
poremecaja, poput: infektivnih i kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, karcinoma,
neurodegenerativnih bolesti (Alzheimerova i Parkinsonova bolest), zatim fibroze, hemolize te

procesa starenja (Noorhajati i sur., 2012).

1.6.3. Antioksidacijska zaStita

Protiv akumuliranja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i stvaranja slobodnih radikala, tj. protiv
nastanka i prolongacije oksidacijskog stresa, organizam se bori antioksidacijskom zastitom.
Antioksidansi su supstance koje neutraliziraju slobodne radikale i sprecavaju ih u njihovoj
akciji (Devasagajam i sur., 2004; Sies, 1997).

U antioksidacijsku zastitu tijela ubrajamo: superoksid dismutaze (SOD), katalazu (CAT),
glutation peroksidaze(GPx)/reduktaze, tioredoksin, tiole i slicne spojeve, ali i vitamine E, C,

carotenoide, flavonoide i druge polifenole (Devasagajam i sur., 2004).

Funkcija antioksidansa u tijelu je sprecavanje stvaranja ROS-a, neutralizacija ve¢ stvorenih
slobodnih radikala i zaStita stanice od razornog djelovanja radikala c¢ime se sprjeava
oksidacijski stres te pojava i razvoj bolesti vezanih uz njega. Antioksidansi se najée$ce unose

hranom u organizam i/ili nastaju u stanici.

Djelovanje antioksidansa moZze se opisati sljede¢im mehanizmima:

— uklanjanjem kisika ili utjecanjem na smanjivanje lokalnih koncentracija kisika
— uklanjanjem metalnih iona

— uklanjanjem ciljnih ROS-a kao superoksida ili vodikova peroksida

— uklanjanjem slobodnih radikala
18



— uklanjanjem singletnoga kisika (Stefan i sur., 2007).

Antioksidansi djeluju u viSe razina pa se prema tome vrs$i podjela antioksidansa prema
razinama njihove akcije (Devasagajam i sur., 2004) i prema mjestu njihova djelovanja (Stefan
i sur., 2007). Razine djelovanja antioksidansa su: prevencija, presretanje i popravak
(Devasagajam i sur., 2004; Sies, 1997).

1. Preventivni antioksidansi pokuSavaju zaustaviti stvaranje ROS-a. To ukljucuje
superoksid dismutazu (SOD) koja katalizira reakciju dismutacije superoksida u
vodikov peroksid, te katalazu (CAT) i glutation peroksidazu (GPx) koje neutraliziraju
vodikov peroksid.

2. Razina presretanja se odnosi na one antioksidanse koji pronalaze i uklanjaju slobodne
radikale ili sekundarno prekidaju lancane reakcije izazvane slobodnim radikalima
njihovom neutralizacijom. Ti efektorni antioksidansi ukljucuju razne spojeve kao
vitamine (C i E ), enzime glutatione, ali i spojeve tiola, carotenoide, flavonoide itd.

3. U razinu popravka i rekonstrukcije uglavnom spadaju enzimi za popravak oStecenja
nastala slobodnim radikalima na stani¢nim strukturama. Tu ubrajamo razne endo- i
egzonukleaze, DNA polimeraze i ligaze, fosfolipaze, glikozilaze, te brojne
proteoliticke enzime. Ti enzimi popravljaju oSte¢enja na DNA, uklanjaju oksidirane
masne kiseline membranskih lipida i pomocu razgradnje i resinteze obnavljaju

oksidirane aminokiseline i proteine.

Sa starenjem polako opada fleksibilnost i u¢inkovitost antioksidacijske zastite organizma te se
time poveéava oksidacijsko otecenje, §to je jedan od dokazanih biomarkera starenja (Stefan i
sur., 2007).

Nekontrolirana proizvodnja ROS-a vazna je u patogenezi mnogih klini¢kih poremecaja, $to se
ocituje promijenjenim aktivnostima superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT) ili glutation
peroksidaze (GPx) (Stefan i sur., 2007). Ti unutarstaniéni antioksidansi su najée$¢i pokazatelji
mjerljive enzimske djelatnosti vecine istrazivanja provedenih na temu oksidacijskog stresa i

lipidne peroksidacije (Slika 2).
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Slika 2. Djelovanje unutarstani¢ne enzimske zastite na ROS (preuzeto i prilagodeno iz
Wakamatsu i sur., 2008).

Superoksid dismutaza (SOD)

Superoksid dismutaza je metaloenzim koji sudjeluje u antioksidacijskoj zastiti i obrani gotovo
svih stanica izlozenih aerobnom metabolizmu. SOD katalizira dismutaciju superoksidnih
radikala (<O ) u vodikov peroksid (H,O), pri ¢emu se jedna molekula superoksida reducira u

H,0, a duga oksidira u O, (Stefan i sur., 2007). Jednadzba dismutacije superoksida

metaloenzimom SOD je:

- +
240, +2H SUPEROKSID DISMUTAZA | 0, + H,0,

Unutarstani¢ni vodikov peroksid se dalje uklanja preko jednog od dva glavna puta; putem

katalaze ili putem peroksidaza (Sies, 1997; Bukan i sur., 2003).

Katalaza (CAT)

Katalaza je Siroko rasprostranjen enzim jer ima znacajnu ulogu u antioksidacijskoj obrani
organizma. Razgraduje Stetan vodikov peroksid na vodu i kisik. To prikazano kemijskom

jednadzbom je:
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2 H202 KATALAZA_) 2 HgO + 02

Aktivnost katalaze dolazi do maksimalne uc¢inkovitosti tek pri ve¢im koncentracijama H,O,

dakle u stanju oksidacijskog stresa (Noctor i sur., 2016).

Reducirani glutation (GSH) i glutation peroksidaza (GPx)

Glutation je antioksidans veoma znac¢ajan u ljudskom organizmu jer je efikasan u uklanjanju
Stetnog vodikovog peroksida ve¢ pri njegovim vrlo niskim koncentracijama. U zdravim
stanicama i tkivima, preko 90% ukupnog glutationa je u reduciranoj obliku (GSH), a manje
od 10% je formiranog (oksidiranog) disulfidnog (GSSG). Uslijed povec¢anog oksidacijskog
stresa nakupljaju se veée koli¢ine GSSG-a zbog antioksidacijske =zaStite. Mjerenje
koncentracije ukupnog glutationa, tj. pove¢an omjer GSSG/GSH pokazatelj je oksidacijskog
stresa (Halprin i Ohkawara, 1967).

Glutation peroksidaza katalizira redukciju vodikovog peroksida i lipidnih hidroperoksida u
vodu i alkohol. Pri tome dolazi do oksidacije tiolne skupine cisteinskog dijela glutationa te
tada reducirani glutation (GSH) prelazi u oksidirani glutation (GSSG) (Nostor i sur., 2016).
Reakcija je reverzibilnog karaktera uz pomo¢ nikotinamid adenin nukleotid fosfata (NADPH)

i glutation reduktaze koja katalizira reakciju.

H,0, + 2 GSH _, GSSG + 2 H,0
GSSG + NADPH + H" 8, 2 GSH + NADP"

1.6.4. Posljedice oksidacijskog stresa na stani¢ne strukture

Vec je spomenuto da u stanju oksidacijskog stresa lancanim djelovanjem slobodnih radikala i
nedovoljno ucinkovitim njihovim uklanjanjem, dolazi do uniStavanja stani¢nih struktura
(DNA, lipidi, proteini i ugljikohidrati) te to prethodi pojavi raznih bolesti. Od tih struktura

radikala (Bukan i sur., 2003).
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Ugljikohidrati

Slobodni radikali (npr. OH') reagiraju s ugljikohidratima tako da se veZu na jedan slu¢ajni C

atom umjesto vodika i time nastaje ugljikohidratni radikal. To dovodi do pucanja lanca u
nekim vaznim molekulama kao S§to je hijaluronska kiselina, koja je sastavni dio vezivnog

tkiva zglobova pa moze do¢i do reumatoidnog artritisa i sli¢nih oboljenja (Devasagayam i

sur., 2004).

Molekula DNA

Oksidacijska oSte¢enja molekula DNA izazvana ROS-om uzrokuju disocijaciju Sec¢ernih
komponenti, modifikaciju dusi¢nih baza i pucanje prstena. Posljedice se javljaju kao pogreske
pri translaciji, inhibicija sinteze proteina, mutacije i naposljetku kancerogeneza. Medutim
postoje razli¢iti uéinkoviti putevi popravka ostec¢enih dijelova DNA (Devasagayam i sur.,
2004).

Proteini i oksidacijska karbonilacija proteina

Ostecenja slobodnih radikala na proteinskim strukturama predstavlja veliku Stetu, zbog toga
Sto proteini obavljaju ve¢inu poslova u zivim organizmima. Ta oSte¢enja najceSce rezultiraju
neaktivno$¢éu enzima i time smanjuju efikasnost i preciznost vitalnih biokemijskih procesa,
Sto rezultira stanicnom degeneracijom i naposljetku smréu. Proteini mogu biti modificirani
velikim brojem razli¢itih oksidativnih reakcija, medu njima je najvaznija reakcija

karbonilacije proteina.

Proces karbonilacije proteina je uvodenje karbonilne grupe (C=0) u proteine, kao posljedica
izlozenosti oksidacijskom stresu. Uz ostala oksidacijska oStec¢enja, karbonilacija se izdvaja
kao najStetnija, zbog toga Sto je proces ireverzibilnog karaktera pa nastali karbonilirani
proteini nepovratno gube svoju strukturu i funkcionalnost unutar stanice (Nystrom, 2005).
Vecéina karboniliranih proteina se razgraduju proteolizom, ali ponekad mogu izbjeci
degradaciju i1 s vremenom formirati netopive agregate otporne na proteoliti¢ku razgradnju,
koji se akumuliraju tokom starenja. Takvi karbonilirani agregati mogu s vremenom postati
citotoksi¢ni te uzrokovati razliCite vrste poremecaja vezanih uz starenje, ukljucujuci

Parkinsonovu i Alzheimerovu bolest, rak, dijabetes, sepsu i dr. (Nystrom, 2005).
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Zhog ireverzibilne prirode, odredivanje koncentracije proteinskih karbonila se, uz proteinske
hidroperokside, Kkoristi kao standard za dokazivanje oksidacijskog stresa unutar stanice u

vecini danasnjih istrazivanja (Noctor i sur., 2016).

Lipidi, lipidna peroksidacija i malondialdehid (MDA)

Lipidi su vrlo skloni oSte¢enjima uzrokovanih slobodnim radikalima koja rezultiraju lipidnom
peroksidacijom, koja moze dovesti do nepovoljnih promjena u strukturi stanice. Ostecenja
lipida su naj¢e$¢e u membrani same stanice. Medutim, putem lipidne peroksidacije nastaju

razliciti Stetni meduprodukti koji mogu djelovati na mjestima puno dalje od njihova nastanka.

Proces lipidne peroksidacije je lan¢ana reakcija oksidacijske promjene polinezasi¢enih masnih
kiselina koji rezultira nastankom raznih citotoksi¢nih meduprodukata, a jedan od njih je
malondialdehid (MDA). Lipidna peroksidacija je slozen proces lan¢ane oksidacijske reakcije
lipida potaknuta ROS-om i/ili slobodnim radikalima. Proces lipidne peroksidacije se odvija u
3 kljucne faze:

1. inicijacija — formiranje slobodnih radikala
2. propagacija — stvaranje lanaca slobodnih radikala
3. terminacija — stvaranje ne-radikalnih produkata

Inicijacija zapo&inje s bilo kojim radikalom (najéesé¢e hidroksilni radikal OH )(Stefan i sur.,
2007) koji moze izbaciti vodikov atom iz metilenske skupine (-CHy) lipida. Tako nastali
ugljikov radikal s nesparenim elektronom na ugljikovom atomu (CHe¢) nastoji se stabilizirati
reorganizacijom molekula pa nastaju konjugirani dieni. Dieni tada reagiraju s molekularnim
kisikom (Oy) i stvaraju lipidne peroksilne radikale (LOO¢). Oni reagiraju s drugim lipidima
uzimaju¢i vodikov atom 1 stvaraju¢i lipidne hidroperokside (LOOH) 1 opet reaktivne
ugljikove radikale (CHe¢) koji nastavljaju reakciju. Tu govorimo o fazi propagacije. U procesu
propagacije hemski i nehemski vezano zeljezo moze katalizirati nastanak novog lipidnog
peroksilnog radikala (LOO¢) iz lipidnog hidroperoksida (LOOH) pa se tako grana proces
lanCane reakcije lipidne peroksidacije. Faza terminacije je zavr$na faza gaSenja procesa
lipidne peroksidacije i uglavnom ide vezanjem nekog antioksidansa (npr. vitamin E) na
reaktivni lipidni peroksilni radikal. Takav spoj je puno stabilniji i ne sudjeluje u daljnjoj

lan¢anoj reakciji pa je njegovo uklanjanje olaksano drugim stani¢nim antioksidansima kao na
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primjer vitaminom C ili GSH (Devasagayam i sur., 2004; Stefan i sur., 2007). Proces lipidne
peroksidacije ukljucen je u procese starenja jer lipidi koji ulaze u sastav koze reagiraju sa
slobodnim radikalima i prelaze u lipidne perokside koji ubrzavaju starenje. Povecana lipidna
peroksidacija povecava nakupljanje kolesterola i rizik za razvoj ateroskleroze, a time i rizik za

razvoj kardiovaskularnih oboljenja i drugih upalnih bolesti (Stefan i sur., 2007).

Malondialdehid je jedan od naj¢es¢ih i najstetnijih produkata lipidne peroksidacije. MDA je
veoma reaktivni aldehid, koji reagira sa okolnim molekulama u stanici i moze uzrokovati
toksicni stres stanice. U stanici se nalazi u obliku enolatnog iona koji pokazuje izraziti afinitet
prema lizinskom aminokiselinskome ostatku reagirajuéi s proteinima. Isto tako, ciljno mjesto
napada mu moZe biti 1 guanin u DNA, Sto rezultira nastankom mutagenih oStecenja.
Odredivanje koncentracije MDA koristi se kao standardni biljeg za lipidnu peroksidaciju i

stupanj oksidativnog oste¢enja lipida (Noctor i sur., 2016; Bukan i sur., 2003).

Uz reaktivne slobodne radikale lipidne peroksidacije nastaju i razni produkti sa strane,
naj¢e$ée katalizirani ionima zeljeza ili bakra. Uz ve¢ spomenuti MDA, tu su i razni
ugljikovodici, epoksidi, aldehidi i ketoni poput: heksanala, 4-hidroksinonenala, izoprostana i
dr. (Stefan i sur., 2007).

Cilj ovog rada je ispitati antioksidacijski ucinak polifenola ekstrakta cvijeta trnine (Prunus

spinosa L.) na biomarkere oksidacijskog stresa u mozgu C57BL/6 miSeva.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Materijali

2.1.1. Pripravci koriSteni u istraZivanju

a) Fizioloska otopina (F.O.) (Natrii chloridi infundibile, Pliva Hrvatska d.0.0.)
b) Ekstrakt cvijeta trnine - pripremljen postupkom vodene ekstrakcije na

Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu u Zagrebu prema protokolu opisanom u
Elez Garofuli¢ i sur. (2018).

2.1.2. Sastav ekstrakta trnine (ECT- ekstrakt cvijeta trnine) upotrijebljen u
istrazivanju

ECT i determinacija ukupnog sadrzaja polifenola (USP) u ECT (UPLC-MS metodom)

Nacin i pojedinosti priprave vodenog ekstrakta cvjeta trnine (ECT), ukljucujuéi izvor biljnog
materijala, proces mikrovalne ekstrakcije, mjerenje ukupnog sadrzaja polifenola i odredivanje
pojedinacnih polifenolnih spojeva, detaljno su opisani u istrazivanjima Dragovi¢ Uzelac i sur.

(2014), Lovri¢ i sur. (2017) i Elez Garofuli¢ i sur. (2018).

Mjerenja koncentracija pojedinih polifenola ucinjena su po metodi, detaljno opisano u
istrazivanju Olszewska i sur. (2001) i Elez Garofuli¢ i sur. (2018). Za kvantifikaciju
polifenola u mozgovnom tkivu miseva upotrijebljena je sofisticiranija metoda ultra-high
performance liquid chromatography tandem mass spectrometry (UPLC-MS), prema
istrazivanju Ganguly i sur. (2016) i Elez Garofuli¢ i sur. (2018) te Serra i sur. (2011). ECT
otopina je takoder kvantificirana po UPLC-MS metodi. Sve navedene UPLC-MS metode
napravljene su na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu. U ovom istrazivanju sam koristio
rezultate tih UPLC-MS mjerenja sa Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta navedene u
Tablici 2. prilagodenoj iz Elez Garofuli¢ i sur. (2018). Na temelju koncentracije otopine ECT
(25 mg/kg USP) i koncentracije pojedinih polifenola u ECT, moguce je bilo odrediti doze
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pojedinih polifenola u ECT i primijeniti ih u obliku doza po mg/kg tjelesne tezine (tt) misa.
Tablica 2. prikazuje te doze kao i sastav i koncentracije pojedinih polifenola. U Tablici 2. se
takoder nalazi analiza polifenolnog sastava Mucedola hranjivih peleta te procijenjene doze

pojedinih polifenola koje su primili tretirani misevi.
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Tablica 2. UPLC-MS analiza polifenola u ekstraktu cvijeta trnine (ECT) i u Mucedola
hranjivim peletima za miSeve te prikaz doza ukupnih i pojedina¢nih polifenola primijenjenih
na C57BL/6 miSevima.

Polifenoli u ECT USP u suhom cvijetu Doza USP uECT
P.spinosa (mg/kg tt C57BL/6 misa)
(mg/100g st)
2508.6 25.00
RT m/iz miz Koncentracija pojedinog Doza pojedinog Koncentracija pojedinog
(prod.) polifenola u suhom cvijetu polifenola iz ECT polifenola u Mucedola
P. spinosa hranjivim peletima
(ng/kg tt (ng/100 mg st)
Broj. Naziv polifenola (mg/100g st) C57BL/6 misa)
1 kafeinska kiselina 4387 179 135 34.32 342.023 0.175
p 3Olafeoilkviniénakiselina 5 g7q 955 99 192 1913.418 <LOD
(neoklorogeni¢na kiselina)
3 4-O-kafeokvinska kiselina 4,444 353 173 24.04 239.576 0.070
4 klorogeni¢na kiselina 3,776 353 191 55.47 552.798 0.018
5 p-kumarinska kiselina 5764 163 119 23.67 235.889 0.055
6 3-p-kumaroilkvini¢na kiselina 3,507 337 163 216 2152.595 <LOD
7 4-p-kumaroilkvini¢na kiselina 5,181 337 173 61.53 613.191 0.077
8 ferulinska kiselina 6,427 193 134 8.69 86.602 0.098
9  3-O-feruloilkvini¢na kiselina 4,043 367 193 132.2 1317.468 <LOD
10 galna kiselina 1,245 169 125 1.75 17.440 0.133
11  (+)-katehin 3,796 291 139 85.67 853.763 0.026
12 (-)-epikatehin 4,829 291 139 70.16 699.195 0.068
13 (-)-epikatehin galat 6,583 443 139 0.51 5.083 0.073
14 (-)-epigalokatehin galat 4,98 459 139 0.15 1.495 0.013
15 isorhamnetin-rutinozid 7,355 625 317 4.68 46.640 2.501
16 kempferol-3-rutinozid 6,216 595 287 51.84 516.623 0.005
17 kempferol-acetilrutinozid 9,402 637 287 0.68 6.777 <LOD
18 kempferol-pentozilheksozid 7,291 581 287 50.27 500.977 0.024
19 kempferol-pentozid 8,234 419 287 494.94 4932.432 0.111
20 kempferol-rhamnozid 7,166 433 287 436.62 4351.232 <LOD
21 kempferol-acetilheksozid 11,29 491 287 0.92 9.168 0.010
22 kempferol-rhamnozilheksozid 8,064 595 287 49.79 496.193 0.029
23 kempferol-3-glukozid 7,489 449 287 0.6 5.979 0.009
24 apigenin 11,16 271 153 3.23 32.189 0.029
25 luteolin 98 287 153 6.68 66.571 0.013
26 kvercetin-3-rutinozid (rutin) 6,448 611 303 82.35 820.677 0.162
27 kvercetin-acetilrutinozid 8,596 653 303 3.18 31.691 <LOD
28 kvercetin-3-glukozid 6,737 465 303 31.29 311.827 0.015
29 kvercetin-pentozid 7,396 435 303 226.75 2259.727 0.069
30 kvercetin-acetilheksozid 5,096 507 303 2.34 23.320 0.138
31 kvercetin-rhamnozid 7,557 449 303 81.15 808.718 0.057
32 kvercetin-pentozilheksozid 6,605 597 303 56.81 566.152 0.013

ECT- ekstrakt cvijeta trnine; USP — ukupni sadrzaj polifenola; st — suhe tezine, tt — tjelesne tezine; <LOD —
ispod granice detekcije.
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2.1.3. Pokusne Zivotinje

Istrazivanje je provedeno na muskim misevima iz jedinice za uzgoj laboratorijskih Zivotinja
Zavoda za animalnu fiziologiju na BioloSkom odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta.
Pokusne zivotinje bile su zdravi miSevi visokosrodnog soja C57BL/6, u dobi od tri mjeseca
prosjeéne mase oko 30 g. Zivotinje su drzane u slijede¢im uvjetima: 12 sati svjetla i 12 sati
tame pri 22 °C i 60% vlaznosti. Hrana kojom su hranjeni miSevi je standardna hrana za
miSeve 4RF21 (Mucedola hranjivi peleti, Italija, oblik 12), a sadrZi pSenicu, kukuruz, soju,
riblji ekstrakt, dikalcijev fosfat, kalcijev karbonat, natrijev klorid, sojino ulje, kvasac i ljuske
ljeSnjaka. Odrzavanje i njega svih pokusnih zivotinja provedena je u skladu sa smjernicama
koje su na snazi u Republici Hrvatskoj (Zakon o dobrobiti Zivotinja, NN #135, 2006 i
Pravilnikom o zastiti Zivotinja koje se koriste u pokusima ili druge znanstvene svrhe, NN #47,
2011), a provodi se u skladu s Uputama za njegu i koristenja laboratorijskih zivotinja, DHHS
Publ. #(NIH) 86-123. Pokuse je odobrilo Eticko povjerenstvo Prirodoslovno-matematickog
fakulteta, Sveucilista u Zagrebu (No. 251-58-10617-14-21).

U ovo istrazivanje je bilo uklju¢eno ukupno 60 Zivotinja. Zivotinje su bile rasporedene u dvije
skupine, kontrolnu koja je primala samo fiziolosku otopinu (N=30) i skupinu koja je
svakodnevno dobivala ekstrakt cvijeta trnine (N=30) tijekom 28 dana. Po 6 zivotinja iz svake
navedene tretirane skupine zrtvovano je 1., 7., 14., 21. i 28. dana od pocetka tretmana
navedenim otopinama, a radi prikupljanja organa (mozga) u kojima je odredivana
koncentracija polifenola. Zivotinje su bile rasporedene po 6 jedinki po pokusnoj skupini
odnosno po vremenu zrtvovanja u pojedinom laboratorijskom kavezu. Kavezi za
laboratorijske zivotinje dimenzija 20 cm x 30 cm x 20 cm, na temperaturi od 22 °C, uz
neograni¢en pristup hrani i vodi ad libitum. Prije pocetka i tijekom izvodenja pokusa zivotinje
su pojedina¢no oznacene (vodootpornim markerom na repovima), mjerena im je tjelesna
tezina na temelju koje je odredivana volumen i doza pojedina¢nih pripravka davanih tijekom

pokusa.

Tijekom provedbe pokusa u kontinuitetu, zivotinje su svakodnevno intragastri¢énim (ig) putem
dobivale pojedine pripravke oralno koristenjem gastralne kanile. Skupine 1 nadin obrade

zivotinja navedene su kako slijedi:
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e Skupina KO — zdrava kontrola (0,3 mL fizioloske otopine)
e Skupina ECT — ekstrakt cvijeta trnine (sa koncentracijom polifenola od 25 mg/kg

ukupnih polifenola u otopini trnine koja je dozirana i unesena svakodnevno)

Po 6 zivotinja iz svake skupine Zrtvovano je 1., 7., 14., 21. i 28. dana provedbe pokusa.
Tijekom postupka zZrtvovanja sve zivotinje bile su adekvatno anestezirane i analgezirane
intraperitonealnom (ip) primjenom kombinacije Narketana® Vetoquinol S.A., BP 189 Lure
Cedex, Francuska (djelatna tvar Ketamin) i Xylapana® Vetoquinol Biowet Sp.,Gorzow, R.
Poljska (djelatna tvar Ksilazin) u dozi od 25 mg/kg.
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2.2. Metode

2.2.1. lzolacija i priprema tkiva za mjerenje biomarkera oksidacijskog stresa

Biomarkeri oksidacijskog stresa su kod skupina tretiranih intragastri¢cnim unosom ekstrakta
cvijeta trnine (ECT) i kontrolne skupine (KO) analizirani 1., 7., 14., 21. i 28. dana
svakodnevnog tretmana navedenim pripravcima. Prije izolacije tkiva zivotinje su anestezirane
mjeSavinom Xylapana i Narketana (ip 25 mg/kg) te iskrvarene punkcijom iz srca bez
antikoagulansa. Mozak je izvaden i izvagan na analitickoj vagi. Za odredivanje markera
oksidacijskog stresa i antioksidacijskog kapaciteta, dijelove mozga potrebno je
homogenizirati. To se radi sonifikacijom, ali najprije se tkivo pomijesa sa 50 mM fosfatnim
puferom (pH = 7) u omjeru 1:10 (w/v). 50 mM fosfatni pufer pripremljen je mijesanjem 17
mL 0,2 M otopine NaH,PO, x 2H,0 i 183 mL 0,2 M otopine Na,HPO, x 7H,0 te se uskladi
pH i nadopuni s dH,O do 800 mL. Uzorci tkiva sonificirani su ultrazvu¢nim
homogenizatorom Bandelin Sonoplus HD2070 (Bandelin, Njemacka) upotrebom sonde MS73
(Bandelin, Njemacka), snagom od 10%. Uzroci su sonificirani u 3 ciklusa po 30 sekundi uz
stanku od 10 sekundi izmedu ciklusa na +4 °C. Svi postupci su izvodeni na ledu. Sonificirani
homogenati centrifugiraju se na 2000 x g 15 minuta u ultracentrifugi Mikro 200R (Hettich,
Njemacka) s hladenjem na +4 °C. Dobiveni supernatanti koriste se za trenutacno odredivanje
markera oksidacijskog stresa ili se pohranjuju na -80 °C za naknadno odredivanje njihovih

aktivnosti.

Takvi pojedina¢ni uzorci homogenata mozga odvojeni 1., 7., 14., 21. i 28. dana svakodnevnog
tretmana ekstraktom cvjeta trnine iz ECT gupe i KO grupe poslani su na UPLC-MS analizu
na Prehrambeno biotehnoloski fakultet, zbog odredivanja kvantitativnog i kvalitativnog
polifenolnog sastava u mozgu promatranih miseva. Sa dobivenim rezultatima te analize,
napravit ¢u odredene usporedbe i1 zakljucke vezane za bioakumulacijsku sposobnost i

antioksidacijski sustav mozga.
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2.2.2. Mijerenje markera oksidacijskog stresa

Mjerenje lipidne peroksidacije (MDA)

Prisutnost lipidne peroksidacije odredena je metodom reaktivnih supstanci tiobarbiturne
kiseline — TBARS (engl. thiobarbituric acid reactive substances) koju su opisali Jayakumar i
sur. (2008). Metoda se temelji na mjerenju koncentracije malondialdehida (MDA). Reakcijom
malondialdehida 1 tiobarbituratne kiseline stvara se kromogen ruziCaste boje koji je moguce

mijeriti spektrofotometrijski.

U Eppendorf epruveti pomijeSano je 200 pL nerazrijedenog supernatanta pripravljenih tkiva
(mozga) s 100 uL 8,1%-tne vodene otopine natrij dodecil sulfata (SDS), 750 uL 20%-tne
vodene otopine octene Kiseline (pH = 3,5) i 750 uL 0,8%-tne vodene otopine tiobarbituratne
kiseline. Smjesa je zagrijavana 60 minuta u vodenoj kupelji pri temperaturi od 95 °C. Nakon
inkubacije smjesa je naglo ohladena na ledu, a potom centrifugirana 15 minuta na 5000 rpm
pri +4 °C. Odvojenom supernatantu izmjerena je apsorbancija pri A = 532 nm 1 600 nm
spektrofotometrom Libro S22 (Biochrom, Ujedinjeno Kraljevstvo). Ukupna apsorbancija

odreduje se prema formuli A=A, .. —Agm- Koncentracija MDA izracunata je prema

formuli:

c(MDA) = reakcijske smjese (mL)

& 'Vuzorka(ml—) : Cproteina(mg/ml—)

gdje ¢ iznosi 1,56-10° M™cm™, a duljina kivete | iznosi 1 cm. Koncentracija lipidnih

peroksida izraZena je kao nmol MDA/mg proteina.

Odredivanje proteina metodom po Lowry-u

Koncentracija proteina u homogenatima mozga odredena je metodom po Lowry-u (1951), a
izrazena je u miligramima proteina po mililitru (mg/mL). Metoda se temelji na kemijskoj
reakciji dvovalentnih iona bakra koji se u luznatim uvjetima vezu na amino skupine peptidne
veze, pri ¢emu dolazi do redukeije Cu®* u Cu* i nastanka kompleksa Cu*-protein. Dodatkom
fosfomolibdenske kiseline i fosfovolframove Kkiseline (Folin-Ciocalteau reagens), Cu’-

proteinski kompleks i bo¢ni ogranci aromati¢nih aminokiselina reduciraju fosfomolidbensku
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kiselinu 1 fosfovolfamovu kiselinu u molidben i fosfovolfram plavilo (kompleks plavo-
ljubicastog obojenja s maksimumom aposorbancije pri A = 600 nm). Intenzitet boje
proporcionalan je koncentraciji proteina u uzorku i mjeri se spektrofotometrijski pri A = 600

nm.

Kako bi se mogla odrediti nepoznata koncentracija proteina u uzroku, prethodno je
konstruiran bazdarni dijagram, tj. dijagram ovisnosti apsorbancije o poznatoj koncentraciji
proteina. Kao standard koristen je albumin govedeg seruma (bovine serum albumin, BSA). 1z
pocetne koncentracije BSA, 20 mg/mL pripremljen je niz otopina poznate koncentracije
proteina u rasponu od 0 do 20 mg/mL, ukljucujuéi i slijepu probu koja umjesto otopine

proteina sadrzi destiliranu vodu.
Priprema otopina:

otopina A: 2% Na,CO3; u 0,1 M NaOH,

otopina B: 0,5% CuSQ, x 5H,0,

otopina C: 1% NaK-tartarat,

otopina D: 48 mL otopine A + 1 mL otopine B + 1 mL otopine C,

otopina E: Folin-Ciocalteu reagens, komercijalni reagens razrijeden s destiliranom vodom u

omjeru 1:2.

Uzorci mozga za odredivanje koncentracije proteina po Lowry-u razrijedeni su komercijalnim
fosfatnim puferom 10 puta. U epruvete je dodano 100 pL razrijedenog uzorka i 2 mL otopine
D nakon cega slijedi inkubacija od 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Svaki uzorak raden je u
duplikatu. Nakon inkubacije naglo je dodano 200 uL otopine E uz snazno mijeSanje
(vorteksiranje) i ostavljeno da se inkubira na sobnoj temperaturi 30 minuta. Isti postupak je

proveden za izradu bazdarnog dijagrama.

Iz standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji BSA odreden je nagib pravca i
odsjeCak na y-os. Preko nagiba pravca i1 odsjeCka na y-os, izraCunate su nepoznate

koncentracije proteina u uzorcima prema formuli:

c(proteina) = A”Z%a_b -d

gdje b predstavlja odsjecak na y-0s standardne krivulje, a nagib standardne krivulje, a d faktor

razrjedenja uzroka. Koncentracija proteina izrazena je u mg/mL.
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Mjerenje karboniliranih proteina (PC)

Za utvrdivanje koli¢ine oSteéenja proteina koriStena je metoda po Levine i sur. (1994), a
odreduje se kao sadrzaj karbonilnih skupina u proteinskom uzorku. Karbonilne skupine
proteinskog lanca reagiraju s 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH) otopljenim u HCI-u te daju
2,4-dinitrofenilhidrazon. Volumenu od 200 uL. homogenata uzorka mozga dodano je 300 pL
10 mM DNPH u 2 M HCI. Tako pripremljeni uzorci inkubirani su pri sobnoj temperaturi
tijekom jednog sata uz povremeno mijesanje. Proteini su stalozeni s 10 % (w/v)
trikloroctenom kiselinom (TCA) na -20 °C tijekom 5 minuta te nakon toga centrifugirani 10
minuta na +4 °C pri 12000 g. Supernatant je bacen, a talog resuspendiran u mjesavini etanola
i etil acetata u omjeru 1:1 i centrifugiran pri istim uvjetima. Postupak ispiranja taloga je
ponovljen sve dok se sav nevezani DNPH nije isprao. Nakon toga je talog otopljen u 6 M
otopini gvanidin HCl u kupelji na 35 °C. Dobivena otopina je koriStena za mjerenje
apsorbancije pri A = 370 nm. Koncentracija proteinskih karbonilnih skupina je izracunata

koristenjem molarnog ekstincijskog koeficijenta prema formuli:

C(PC) — Ajzorak
£-C (mg/mL)

proteina

gdje ¢ iznosi 0,022 uM™ cm™, a duljina kivete | iznosi 1 cm. Koncentracija proteinskih

karbonilnih skupina je prikazana kao omjer koli¢ine karbonila i koncentracije proteina, te je

izrazena kao nmol/mg proteina.

Mjerenje koncentracije ukupnog glutationa (GSH)

Koncentracija ukupnog glutationa u uzorcima mozga odredena je prema modificiranoj metodi
koju je opisao Tietze (1969). Postupak odredivanja koncentracije ukupnog glutationa se
temelji na kemijskoj reakciji tiolnog reagensa 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojeve kiseline (DTNB,
Ellmanov reagens) i GSH pri ¢emu dolazi do nastanka kromofora 2-nitro-5-tiobenzoatne
kiseline (NTB) i1 male koli¢ine glutation disulfida (GSSG). NTB je Zuto obojeni produkt koji
se mjeri na plocnom citacu (Plate Reader) pri A = 412 nm, a na temelju ¢ega indirektno

dobivamo podatak o koncentraciji GSH. (Eyer i sur., 2003)

Priprema otopina:
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otopina A: 10 mM DTNB (20 mg DNTB-a otopljeno u 5 mL 0,5 M fosfatnog pufera koji
sadrzava 0,5 M EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina)),

Reakcijska smjesa B: 20 pL enzima glutation reduktaze i 980 puL 0,8 mM NADPH (6,67 mg
NADPH otopljeno je u 10 mL 0,5 M fosfatnog pufera koji sadrzava 0,5 M EDTA).

U jednu jazicu mikrotitarske plo¢ice dodano je 20 pL razrijedenog uzorka, 40 pL 0,035 M
HCl-a i 40 uL otopine A. Nakon inkubacije od 10 minuta pri sobnoj temperaturi izmjerena je
apsorbancija (prvo mjerenje, DTNB). Nakon prvog mjerenja dodano je 100 uL reakcijske
smjese B, te je mjerena apsorbancija 5 minuta u pravilnim vremenskim razmacima. Promjena

apsorbancije izraunata je prema formuli: 44 = A, ,ima — 4s ensimom - KONCENtracija ukupnog

GSH izracunata je prema formuli:

AAuzorak ’ I/vreak(:ijske smjese (mL)

c(GSH) = .
( ) & 'Vuzorka (mL) -C (mg/ml—)

proteina

gdje £(DTNB) iznosi 8,22 mM™ cm™, a duljina kivete | iznosi 0,6 cm. d predstavlja faktor

razrjedenja uzorka. Koncentracija ukupnog glutationa (GSH) u uzrocima mozga izrazena je

kao uM/mg proteina.

Mjerenje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Superoksid dismutaza katalizira dismutaciju superoksidnih radikala (-03) u vodikov peroksid

(H20,) i kisik, pri ¢emu se jedna molekula -O; oksidira u O, a druga reducira u H;0..
(Stefan i sur., 2007) Aktivnost SOD-a odredena je u supernatantima homogenata mozga
inhibicijom redukcije citokroma C u sustavu ksantin/ksantin oksidaza prema modificiranoj
metodi Flohé i Otting (1984).

Priprema otopina:

otopina A: otopina 1 mM ksantina (1,5 mg ksantina otopljeno je u 9,86 mL 1 mM NaOH) i
otopina 0,05 mM citokroma C (12,96 mg citokroma C otopljeno je u 85 mL 50 mM fosfatnog
pufera, pH =7,8, koji sadrzava 0,1 mM EDTA) pomijesane u volumnom omjeru 1:10,

otopina B: pomijesano 20 pL enzima ksantin oksidaze (XOD, aktivnosti 0,8 U/mL) u 480 pL
dH0.
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U ovoj metodi koriStene su dvije slijepe probe. Prva slijepa proba sastojala se samo od
otopine A te je apsorbancija u spektrofotometru mjerena pri A = 550 nm tijekom 3 minute.
Druga slijepa proba sluzila je za podeSavanje aktivnosti ksantin oksidaze. U kiveti je
pomijesano 1,45 mL otopine A, 25 pL PBS-a i 20-40 uL otopine B. Odmah nakon dodatka
enzima 1 brzog mijeSanja reakcijske smjese, mjerena je promjena apsorbancije, odnosno
aktivnost enzima ksantin oksidaze tijekom 3 minute pri A =550 nm. Kako aktivnost ksantin-
oksidaze moze varirati od pokusa do pokusa, nuzno je uskladiti koncentraciju tog enzima tako
da brzina redukcije citokroma C bude analogna porastu apsorbancije od 0,025 U/min u
kontrolnoj reakciji bez superoksid dismutaze. U ovom sluc¢aju volumen ksantin oksidaze koji
je odgovarao optimalnoj aktivnosti enzima je iznosio 30 pL. Nakon postignute optimalne
aktivnosti enzima analizirani su uzorci. U svaku reakcijsku smjesu umjesto PBS-a je dodano
30 pL razrijedenog supernatanta uzorka, 1,45 mL otopine A i odgovaraju¢i volumen ksantin
oksidaze i odmah nakon toga mjerena je apsorbancija u spektrofotometru. Svaki uzorak
termostatiran je na 25 °C. Jedinica SOD-a definirana je kao koli¢ina enzima potrebnog za 50-
postotnu inhibiciju redukcije citokroma C u bazdarnom pravcu s poznatim koncentracijama
SOD-a. Enzimska aktivnost mjerena je kao postotak inhibicije aktivnosti ksantin oksidaze
izraCunatu prema formuli:
AA /min

% inhibicije =| 100 — uzorak — (-100%
AA /min

slijepa proba
gdje se naziv slijepa proba odnosi na gore navedenu slijepu probu 2.
Enzimska aktivnost superoksid dismutaze (SOD) izraCunata je prema formuli:

% inhibicijerb
Aktivhost SOD = 10 (U/mL) -d
c mg/mL )

proteina(

gdje b predstavlja odsjecak na y-0s standardne krivulje, a nagib standardne krivulje, a d faktor
razrjedenja uzroka. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) izrazena je kao U/mg proteina.

(jedinica enzimske aktivnosti U=pmol/min)
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Mjerenje aktivnosti katalaze (CAT)

Katalazna aktivnost u supernatantu mozga odredena je spektrofotometrijski metodom po
Aebiju (1984). U kiveti je pomijesano 20 pL fosfatnog pufera i 980 pL. 10 mM H,0,, $to
predstavlja slijepu probu. U sljedecoj kiveti je pomijesano 20 pL razrijedenog uzroka mozga i
980 uL 10 mM H;0,, ¢ime zapocinje enzimska reakcija. Svaki uzorak termostatiran je na 25
°C. Aktivnost enzima mjerena je jednu minutu pri valnoj duljini A = 240 nm. Pad u
apsorbanciji u jedinci vremena je mjera katalazne aktivnosti, pri ¢emu je jedinica katalazne
aktivnosti definirana kao koli¢ina enzima koja razgraduje 1 pmol H,O, u minuti kod pH = 7,0
pri 25 °C gdje koncentracija H,O, pada od 10,3 do 9,2 mM. Koncentracija katalaze izraCunata

je prema formuli:

A 'Vreakcijske smjese (mL) )
& 'Vuzorka(ml—) : Cproteina(mg/ml—)

c(CAT) =

gdje £(H,0,) iznosi 43,6 M*cm™, a duljina kivete | iznosi 1 cm. d predstavlja faktor
razrjedenja uzorka. Aktivnost CAT-a u uzrocima mozga izrazena je u umol razgradenog H,0,
po minuti po miligramu proteina (umol H,O,/min mg proteina), Sto odgovara jedinicama

CAT-a po miligramu proteina (U CAT/mg proteina).

2.2.3. Statisticka obrada podataka

Rezultati istrazivanja, tj. koncentracije pojedinih polifenola 1 farmakokineticki parametar
Cmax, te markeri oksidacijskog stresa (SOD, CAT, GSH, MDA, PC), su prikazani kao srednje

vrijednosti uzoraka u skupini sa pripadaju¢im standardnim devijacijama. Statisticki znacajnim
vrijednostima smatrane su razlike izmedu skupina za koje je stupanj vjerojatnosti p<0,05.
StatistiCka analiza podataka napravljena je koriStenjem programa Microsoft Excel 2011
(Redmond, Sjedinjene Americke Drzave) i StatSoft Statistica 7.0 (Tulsa, Sjedinjene Americke
Drzave). Dobiveni podaci izrazavani su u obliku srednja vrijednost + standardna devijacija
srednje vrijednosti. ViSestruka usporedba kontrolne skupine 1 tretiranih skupina miSeva
izvrSena je Kruskal-Wallis ANOVA analizom varijance, pri ¢emu je interval pouzdanosti

odreden na p<0,05.
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3. REZULTATI

3.1. Kvantifikacija i farmakokineti¢ka obrada (C,,x) polifenola u mozgu

Tablica 3. prikazuje vrijednosti maksimalnih koncentracija pojedinih polifenola u mozgu
miSeva tretiranih ekstraktom cvijeta trnine (ECT) u odnosu na maksimalne koncentracije
kontrolne skupine (KO) izrazene farmakoloskim parametrom Cpnax U Vremenu od 28 dana. Od
22 detektirana polifenola ECT grupe u mozgu dobivene UPLC-MS metodom (provedene na
Prehrambeno biotehnoloskom fakultetu), napravio sam Tablicu 3. u kojoj sam odvojio samo

11 koji su pokazali statisticki znacajno poveéanje u ECT skupini u odnosu na KO skupinu.
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Tablica 3. 1zdvojene vrijednosti maksimalnih koncentracija (Crmax) pojedinih polifenola u
mozgu miseva ECT skupine koji su statisti¢ki znacajno (p<0,05) razli¢ite (povecane) u
odnosu na maksimalne koncentracije pripadajucih polifenola kontrolne skupine detektiranih u
vremenu od 28 dana (mjereno 1., 7., 14., 21. i 28. dana). (Rezultati su dobiveni UPLC-MS
analizom provedenom na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu).

i)er(:(l)?l 1.-28. dan, subkroni¢na doza Skupina  C.x mozga (ng/g)
Flavonoli
1. kvercetin-3-0O-glukozid Kontrola 0,146+0,010
ECT 0,247+0,030 #
2. kvercetin-3-rutinozid (rutin) Kontrola 1,277+0,150
ECT 2,841+0,042 #
3. kvercetin-pentozid Kontrola 1,508+0,220
ECT 2,094+0,260 #
4, kvercetin-pentosilheksozid Kontrola 0,328+0,030
ECT 1,959+0,040 #
5. kvercetin-rhamnozid Kontrola 0,678+0,020
ECT 2,916+0,010 #
6. kempferol-3-rutinozid Kontrola 0,064+0,010
ECT 0,287+0,001 #
Flavan-3-oli
7. (-)-epikatehin Kontrola <LOD
ECT 0,180+0,001 #
8. (-)-epigalokatehin-3-galat Kontrola 0,353+0,001
ECT 2,137+0,005 #
Fenolne kiseline
9. 4-0O-kafeoilkvini¢na kiselina Kontrola 1,562+0,043
ECT 2,011+0,115 #
10. 4-p-kumaroilkvini¢na kiselina Kontrola 0,692+0,250
ECT 2,142+0,050 #
11. 3-O-feruloilkvini¢na kiselina Kontrola 0,488+0,050
ECT 0,791+0,001 #
UKUPNA KONCENTRACIJA DETEKTIRANIH
Kontrola 7,096
POLIFENOLA U MOZGU
(zbroj srednjih vrijednosti statisticki znacajno veéih
koncentracija u ECT skupini u odnosu na kontrolnu skupinu) ECT 17.605#%

# Srednje vrijednosti maksimalnih koncentracija pojedinog polifenola detektirane u mozgu miseva tretiranih
ekstraktom cvijeta trnine (ECT) su statisti¢ki znacajno (p<0,05) razli¢ite od pripadajuce kontrole istog polifenola

u pripadajué¢em redu. ECT- ekstrakt cvijeta trnine; <LOD — ispod granice detekcije.

U Tablici 3., ukupni zbroj srednjih vrijednosti koncentracije svih detektirani polifenola u
mozgu, u kontrole i u tretiranih zivotinja (ECT), prikazan u zadnjem redu Tablice 3., ukazuje
da je ukupna koncentracija polifenola u ECT skupini u mozgu 2,48 puta vec¢a u odnosu na

kontrolnu skupinu.
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3.2. Lipidna peroksidacija u mozgu - koncentracija malondialdehida(MDA)

Analizom koncentracije MDA u mozgu (Slika 3.) zapazeno je statisti¢ki znacajno smanjenje
MDA kod skupine tretirane ekstraktom cvijeta trnine (ECT) u odnosu na zdravu kontrolnu
skupinu (KO) 21. i 28. dana tretmana (p<0,05).

~ T
< 12
(@2
S
o
E10 s
o 'Tv
© Lo oo
[ L
S it
‘D g | i
5 ° |
2 S # KO
s s P
6 i e -
(@) Ry [ #HECT
pobhni yhy ot
E ’_4-:‘ LR : Fhatety L : !
= ERLEREELE s i 3 : ]
— it
S 4 .
E oy : : : et
E/ Rty R e
, | S
< 7] AR, e
a) e i
L ot
FEEEERS e
bkt e
2 S ] by
0 - T e 3
1. 7. 14. 21.
Duljina izlaganja (dani)

Slika 3. Koncentracija malondialdehida (MDA) u homogenatima tkiva mozga kod kontrolne
skupine i skupine tretirane ekstraktom cvijeta trnine nakon 1., 7., 14., 21. i 28. dana
svakodnevnog tretmana u C57BL/6 miseva. Broj zivotinja po skupini (n=5). Rezultati su
prikazani kao SV£SD.; Kratice: KO — zdrava kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta trnine; SV —
srednja vrijednost; SD — standardna devijacija.

* statisticki znaéajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu istog dana analize (p<0,05)
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3.3.  Vrijednosti karboniliranih proteina (PC) u mozgu

Analizirajuéi koncentraciju karboniliranih proteina (PC) u mozgu (Slika 4.) vidljivo je
statistiCki znacajno smanjenje karboniliranih proteina u skupini koja je tretirana ekstraktom

cvijeta trnine (ECT) u odnosu na zdravu kontrolu skupinu (KO) 28. dana tretmana (p<0,05).
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Slika 4. Koncentracija karboniliranih proteina (PC) u homogenatima tkiva mozga kod
kontrolne skupine i skupine tretirane ekstraktom cvijeta trnine 28. dana svakodnevnog
tretmana u C57BL/6 miseva. Broj Zivotinja po skupini (n=5). Rezultati su prikazani kao
SV+SD. Kratice: KO — zdrava kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta trnine; SV — srednja
vrijednost; SD — standardna devijacija.

* statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,05)
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3.4.

Vrijednosti ukupnog glutationa (GSH) u mozgu

Analizom koncentracije GSH u mozgu (Slika 5.) zapazeno je statisticki znac¢ajno povecanje

koncentracije GSH kod skupine tretirane ekstraktom cvijeta trnine (ECT) u odnosu na zdravu
kontrolnu skupinu (KO) 21. i 28. dana tretmana (p<0,05).
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Slika 5. Koncentracija ukupnog glutationa (GSH) u homogenatima tkiva mozga kod kontrolne

skupine i skupine tretirane ekstraktom cvijeta trnine nakon 1., 7., 14., 21. i 28. dana

svakodnevnog tretmana u C57BL/6 miseva. Broj zivotinja po skupini (n=5). Rezultati su

prikazani kao SV£SD.; Kratice: KO — zdrava kontrola; ECT — ekstrakt cvijeta trnine; SV —

srednja vrijednost; SD — standardna devijacija.

* statisticki znaajno razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu istog dana analize (p<0,05)
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3.5.  Vrijednosti enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) u mozgu

Analizom podataka enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) uzoraka mozga (Slika
6.) utvrden je statistiCki znaCajan porast enzimske aktivnosti kod skupine koja je primala
ekstrakt cvijeta trnine (ECT)