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1. UVOD 

Oksidacijski stres (OS) opisuje se kao stanje neravnoteţe izmeĎu produkcije i akumulacije 

reaktivnih kisikovih vrsta (RKV) te sposobnosti tijela da ih neutralizira i eliminira. Zbog 

svoje visoke metaboličke aktivnosti i ograničene stanične regeneracije, mozak je veoma 

osjetljiv na negativne učinke OS-a. OS potiče različite molekularne puteve koji vode do 

progresivnog oštećenja strukture i funkcije neurona, rezultirajući u konačnici nastankom 

neurodegenerativnih bolesti. Brojni prirodni spojevi, posebice iz skupine flavonoida, 

pokazuju snaţnu antioksidacijsku aktivnost i posjeduju sposobnost modulacije signalnih 

puteva te zbog toga raste interes za proučavanjem njihovih učinaka u borbi protiv 

oksidacijskih oštećenja (Teleanu i sur. 2019).  

Antioksidans se opisuje kao tvar koja sprječava ili otklanja oksidacijsko oštećenje ciljne 

stanice. Time je fiziološka uloga ovih tvari sprječavanje oštećenja staničnih komponenti 

uslijed kemijskih reakcija koje uključuju slobodne radikale. Istraţivanja su pokazala kako je 

svaka molekula flavonola miricetina sposobna “hvatati” tj. neutralizirati različite radikale, a 

osim antioksidacijskih svojstava, miricetin ima brojne druge biološke učinke: antivirusne, 

antibakterijske, protuupalne te protutumorske (Barzegar 2016; Procházková i sur. 2011).  

 

1.1. Reaktivne kisikove vrste 

RKV-e se proizvode u organizmu čovjeka kao rezultat staničnog metabolizma, ali i 

akumuliraju uslijed izlaganja brojnim okolišnim čimbenicima poput zagaĎivača zraka i 

sastojaka iz dima cigarete. Veoma su reaktivne molekule koje mogu oštetiti stanične strukture 

i narušiti njihovu funkciju ako su prisutne u koncentracijama većim od fizioloških. Regulacija 

reduciranog i oksidiranog (redoks) stanja molekula vaţna je za staničnu vijabilnost, 

aktivaciju, proliferaciju i organsku funkciju. Aerobni organizmi razvili su antioksidacijske 

mehanizme koji uključuje enzimske i ne-enzimske komponente za učinkovitu regulaciju i 

sprječavanje štetnih učinaka RKV-a (Birben i sur. 2012). 

 

1.1.1. Endogeni izvori 

RKV-e nastaju od molekularnog kisika kao rezultat staničnog metabolizma i dijele se 

na  slobodne radikale i spojeve koji nisu slobodni radikali, ali imaju oksidacijsko djelovanje. 
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Tri glavne RKV-e od fiziološkog značaja su superoksidni anion (
·
O2

-
) , hidroksilni radikal 

(
·
OH)  i vodikov peroksid (H2O2) (Birben i sur., 2012). 

Superoksidni anion nastaje adicijom jednog elektrona molekularnom kisiku. Reakcija 

se odvija uz pomoć nikotin adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaze ili ksantin oksidaze, 

ili preko mitohondrijskog transportnog lanca elektrona (eng. mitochondrial electron transport, 

MET). Elektroni koji se prenose duţ ovog lanca sluţe za redukciju kisika u vodu. No, 

otprilike 1-3% ukupnog broja elektrona „odlutaju“ iz lanca stvarajući 
·
O2

-
. NADPH oksidaza 

nalazi se u neutrofilima, monocitima i makrofazima. Prilikom fagocitoze dolazi do naglog 

stvaranja 
·
O2

- 
što rezultira baktericidnom aktivnošću (Miller i sur. 1990).  

H2O2 lako difundira kroz plazma membranu, a nastaje pomoću ksantin oksidaze, 

oksidaza aminokiselina i NADPH oksidaze. Preko Haber-Weiss i Fenton reakcije, H2O2 se 

razlaţe u hidroksidni anion (OH
-
) u prisutnosti prijelaznog metala poput Fe

2+
 ili Cu

2+ 
(Dupuy i 

sur. 1991, Fenton 1984) : 

    Fe
3+

 + 
·
O2

-
         Fe

2+
 + O2                                         Habber-Weissova reakcija 

    Fe
2+

 + H2O2         Fe
2+

 + OH
-
 + ·OH           Fentonova reakcija 

Hidroksilni radikal najreaktivnija je RKV-a. Osim što moţe nanijeti veliku štetu stanici, 

ima sposobnost započeti reakciju lipidne peroksidacije uzimanjem elektrona od 

polinezasićene masne kiseline. Peroksidacija lipida narušava integritet stanične membrane što 

dovodi do promjena u membranskoj strukturi (Klebanoff 2015).  

 

1.2. Oksidacijski stres 

Narušena ravnoteţa izmeĎu oksidansa i antioksidansa u korist oksidansa rezultira stanjem 

OS-a. Prilikom OS-a, stanice pokušavaju vratiti redoks ravnoteţu aktivacijom ili utišavanjem 

gena obrambenih enzima, transkripcijskih faktora i strukturnih proteina. Nekontrolirana 

produkcija RKV-a narušava strukturu DNA, proteina, lipida i aktivaciju nekoliko stresom-

induciranih transkripcijskih faktora te proizvodnju pro- i protuupalnih citokina (Birben i sur. 

2012). OS u mozgu potiču endogeni čimbenici poput nedjelotvorne antioksidacijske obrane, 

zastupljenost ekscitotoksičnih i autooksidirajućih neurotransmitera, osjetljivost 

polinezasićenih masnih kiselina na peroksidaciju i ograničeni regenerativni potencijal. S 

obzirom da OS utječe na aktivaciju brojnih molekularnih puteva zasluţnih za gubitak 
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strukture i funkcije neurona, smatra se glavnim čimbenikom u nastanku neurodegenerativnih 

poremećaja (Teleanu i sur. 2019). 

 

1.2.1. Utjecaj OS-a na mozak 

Otprilike 100 milijardi neurona u ljudskom mozgu regulira široki spektar motoričkih i 

regulatornih funkcija poput kretanja, ravnoteţe, vidne i slušne percepcije, osjeta ugode i boli, 

hormonske i metaboličke regulacije, kao i kompleksne radnje poput govora, te učenja i 

pamćenja. Male varijacije u tisućama reakcija koje se dogaĎaju u njima vode do različitih 

morfoloških i funkcionalnih karakteristika neurona. Morfološki, neuroni središnjeg ţivčanog 

sustava razlikuju se u veličini, broju, razgranatosti dendrita, broju sinapsi, duljini aksona, itd 

(Wang i Michaelis 2010). Jedna od podjela neurona je s obzirom na neurotransmitere koje 

koriste prilikom transmisije/neuromodulacije, npr. glutamat, gama-aminomaslačnu kiselinu, 

acetilkolin, dopamin, adenozin ili peptidne neurotransmitere. Iako su ove razlike u strukturi i 

funkciji neurona detaljno istraţene, manje se zna o različitim odgovorima moţdanih stanica 

na stres i čimbenike starenja koji rezultiraju neurodegenerativnim bolestima. Ovaj fenomen  

se naziva selektivna neuronska ranjivost. Tako npr. neuroni entorinalnog korteksa, 

hipokampalne regije CA1, frontalnog korteksa i amigdale su osjetljiviji na neurodegeneraciju 

povezanu s Alzheimerovom bolesti (AB). U Parkinsonovoj bolesti (PB), dopaminergički 

neuroni crne tvari (substantiae nigrae) prvi su koji podlijeţu apoptozi, a amiotropična 

lateralna skleroza (ALS) karakterizirana je degeneracijom kraljeţničkih motoričkih neurona 

(Hyman i sur., 1984).  

OS u neurodegenerativnim bolestima uzrokuje promjenu u metabolizmu neurona, ali 

utječe i na akumulaciju pojedinih proteina. AB je najpoznatiji neurodegenerativni poremećaj 

karakteriziran demencijom, slabljenjem kognitivnih funkcija, dezorijentacijom te depresijom. 

Uzrok i razvoj same bolesti nisu u potpunosti razjašnjeni. MeĎutim, glavna patološka 

obiljeţja su naslage plakova i neurofibrilarnih snopića koji su posljedica izvan- i 

unutarstaničnog nakupljanja peptida amiloid beta (Aβ), odnosno proteina tau. Ovi plakovi 

ometaju neurotransmisiju što dovodi do neuroupale, poremećaja funkcije neurona, manjka 

neurotransmitera i u konačnici izaziva smrt neurona. Oligomeri Aβ peptida potiču OS u 

neuronima. Uz to, redoks aktivni prijelazni metali za koje se zna da prilikom Fentonove 

reakcije povećavaju produkciju RKV-a, veţu se visokim afinitetom za Aβ. Povezanost AB i 

OS-a dokazana je i visokom razinom lipidne peroksidacije te oksidacijom proteina i DNA u 

neuronima. Nadalje, neuroni u AB-i imaju nisku proizvodnju ATP-a i citokrom c oksidaze što 
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upućuje na poremećaj funkcije mitohondrija (Zhu i sur. 2004). U PB, regija pars compacta 

substantiae nigrae selektivno odumire. OS uzrokuje sniţavanje koncentracije glutationa, 

najvaţnije unutarstanične antioksidacijske molekule, te povišenje koncentracije ţeljeza i 

aktivnosti monoamin oksidaze. Akumulacija slobodnih radikala u ovoj regiji dovodi do 

oksidacije dopamina u 6-hidrodopamin koji se potom autooksidira u kvinon pri čemu nastaje 

superoksidni anion. Kaskada ovih reakcija vodi do značajnog porasta OS-a i na kraju 

propadanja dopaminergičkih neurona (Pearce i sur. 1997).  

Za zaštitu od štetnog učinka oksidacijskih modifikacija, neuroni su razvili brojne 

obrambene mehanizme koji uključuju promjenu konformacije ili razgradnje proteina te 

izrezivanje baza DNA i  popravak DNA. Osim toga, organizam čovjeka opremljen je 

različitim antioksidacijskim mehanizmima koji sluţe u borbi protiv negativnih učinaka RKV-

a (Wang i Michaelis 2010). 

 

1.2.2. Poremećaj homeostaze bakra u neurodegenerativnim bolestima – učinak na OS 

Bakar (Cu) je element sa značajnom ulogom kako u brojnim biološkim funkcijama, tako i 

u razvoju i funkcioniranju središnjeg ţivčanog sustava (SŢS-a). Nalazi se u svim dijelovima 

mozga, a posebno u bazalnim ganglijima, hipokampusu, malom mozgu i brojnim sinaptičkim 

membranama. Ovaj metal  je kofaktor brojnih enzima uključenih u različite metaboličke i 

redoks reakcije (Giampietro i sur. 2018). Cu omogućuje prijenos elektrona i zato je potreban 

za katalitičku aktivnost tzv. bakrovih enzima koji su vaţni za pravilno funkcioniranje mozga i 

ţivčanog sustava – tirozinaze u sintezi melanina, citokrom c oksidaze u transportu elektrona u 

staničnom disanju, bakar/cink superoksid dismutaze (SOD) u antioksidacijskoj obrani, 

dopamin-β hidroksilaze u biosintezi katekolamina i ceruplazmina koji odrţava homeostazu 

ţeljeza u mozgu (Waggoner i sur. 1999). Sudjelujući u redoks reakcijama, Cu moţe potaknuti 

stvaranje RKV-a što vodi OS-u. U prisutnosti superoksida ili bilo kojeg drugog reducirajućeg 

agensa (askorbinske kiseline, glutationa (GSH)), Cu
2+

 se reducira u Cu
+
 koji sudjeluje u 

nastanku hidroksilnog radikala iz vodikovog peroksida putem Haber-Weiss reakcije. 

Hidroksilni radikal, najsnaţniji oksidacijski radikal u biološkom sustavu, reagira s gotovo 

svim staničnim spojevima nanoseći niz oksidacijskih oštećenja (Gaetke i sur. 2014).  

Homeostaza Cu je regulirana kroz kompleksni sustav transportera Cu i šaperon proteina, a 

njeno narušavanje rezultira neurodegenerativnim bolestima. OdreĎena istraţivanja pokazuju 

kako nakupljanje Cu u odreĎenim dijelovima mozga pridonosi razvoju neurodegenerativnih 
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bolesti poput AB-i, ALS-e i Creutzfeldt-Jakobove bolesti (Uriu-Adams i Keen 2005). S 

obzirom da reagira s peptidom Aβ, prekursorom amiloid proteina (eng. amyloid precursor 

protein, APP) i proteinom tau, Cu ima ulogu u patogenezi AB-i tako što pomaţe u 

nakupljanju peptida Aβ i neurotoksičnosti (Giampietro i sur. 2018). S druge strane, 

oksidacijska oštećenja mogu biti rezultat interakcije homocisteina i Cu
2+

 prilikom koje se 

proizvodi velika količina H2O2 što potiče OS na neuronima i razvoj AB-i (Gaetke i Chow 

2003). 

 

1.3. Stanični mehanizmi antioksidacijske obrane 

Stanični antioksidacijski sustav zaštite uključuje antioksidacijske enzime SOD-u, katalazu 

(KAT), glutation peroksidazu (GPx), kao i ne-enzimatske  antioksidanse (vitamini E i C, β-

karoten, GSH, flavonoidi). 

Superoksidni anion nastaje iz različitih izvora, stoga je njegova dismutacija pomoću 

enzima SOD-e od velikog značaja. H2O2 koji nastaje aktiviranjem SOD-e ili drugih oksidaza 

reducira se u vodu preko aktivnosti KAT-e i GPx-e. KAT je tetramer sastavljen od 4 identična 

monomera, svaki sadrţi hem grupu u aktivnom mjestu. Obitelj GPx-a je obitelj tetramernih 

enzima koji sadrţe selenocistein i koriste tiole malih molekularnih masa, poput GSH, za 

redukciju H2O2 i lipidnih peroksida u alkohole. Zajedničko obiljeţje antioksidansa je potreba 

za NADPH kao reducirajućeg faktora. NADPH odrţava KAT-u u aktivnom stanju, sluţi kao 

kofaktor drugim reduktazama i ostalo. S obzirom da odrţava unutarstaničnu razinu NADPH, 

glukoza-6-fosfat dehidrogenaza  smatra se esencijalnim regulatornim antioksidacijskim 

enzimom (Birben i sur. 2012, Dickinson i Forman 2002, Flohé 1988, Kirkman i sur. 1999) 

Vitamin C (askorbinska kiselina) neutralizira slobodne radikale i pretvara radikale 

vitamina E u vitamin E. Najaktivnija forma vitamina E je α-tokoferol i glavni je antioksidans 

povezan s membranom (Mezzeti i sur. 1996). Antioksidacijska svojstva ovih vitamina usko su 

povezana s neuroprotektivnim učinkom. Istraţivanja su pokazala kako vitamin C i E 

sprječavaju oksidaciju cisteina koji pridonosi nakupljanju proteina tau (Boothby i Doering 

2005). GSH se nalazi u gotovo svim staničnim strukturama. Donira elektron vodikovom 

peroksidu koji se reducira u vodu i kisik. Štiti stanice preko interakcije s proapoptotičkim i 

antiapoptotičkim signalinim putevima, te regulira nekoliko transkripcijskih faktora. 

Karotenoidi su pigmenti pronaĎeni u biljaka. β-karoten reagira s peroksilnim, hidroksilnim i 

superoksidnim radikalima (El-Agamey i sur., 2004, Masella i sur. 2005). 
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Iako su stanični antioksidacijski mehanizmi jako učinkoviti u odrţavanju redoks 

homeostaze, oni ne uklanjaju u potpunosti RKV-e iz unutarstaničnog okruţenja, niti bi to bilo 

poţeljno s obzirom da stanice koriste RKV-e kao signalne molekule za praćenje promjena u 

unutar- i izvanstaničnom okolišu. Stoga, kombinacija antioksidacijskih enzima i ne-

enzimatskih antioksidanasa pruţa svestran i prilagodljiv sustav zaštite i kontrole 

unutarstanične razine RKV-a (Wang i Michaelis 2010).  

 

1.4. Stanična smrt u uvjetima OS-a  

Pretjerano nakupljanje RKV-a i njihovo djelovanje sa staničnim makromolekulama, moţe 

izazvati staničnu smrt kroz proces apoptoze. Apoptoza je biokemijski proces kojim se 

oštećene i promijenjene stanice uklanjaju iz višestaničnog organizma. (Jiang i sur. 2019). Sam 

proces je veoma kompleksan i dijeli se na dva glavna puta: vanjski i unutarnji. MeĎutim, 

dokazano je kako su oni meĎusobno povezani i da molekule jednog puta utječu na drugi. Oba 

puta  imaju zajednički završni korak – cijepanje kaspaze-3 dovodi do degradacije DNA i 

jezgrenih proteina, formiranja apoptotskih tijela, ekspresije liganada za fagocitne receptore i 

na kraju fagocitoze (Elmore 2007).  

Glavno morfološko obiljeţje apoptotske stanice je kondenzacija kromatina i fragmentacija 

jezgre. Kondenzacija započinje uz jezgrinu ovojnicu stvarajući polumjesečasti ili prstenasti 

oblik. U fazama kasne apoptoze, kondenzacija se pojačava i u konačnici dolazi do 

karioreksije, odnosno raspada jezgre unutar stanice (Majno i Joris 1995). Kondenzacija i 

fragmentacija jezgre moţe se uočiti svjetlosnim, elektronskim te fluorescencijskim 

mikroskopom uz pomoć fluorescentnih boja, čime se olakšava detekcija apoptotskih stanica 

(Kressel i Groscurth 1994). Drugi oblik stanične smrti, nekroza, opisuje se kao stanična smrt 

koja je posljedica okolišnih faktora koji izazivaju nekontrolirano oslobaĎanje staničnog 

sadrţaja (Fink i Cookson 2005). Intenzitet oštećenja i energetska razina stanice odreĎuje 

krajnji ishod stanične sudbine. Dokazano je kako niska koncentracija ATP-a u stanici dovodi 

do nekroze (Leist i Jaatela 2001). Morfologija nekrotičnih stanica je raznolika. Stanična 

membrana je propusna, organeli se proširuju, a ribosomi se odvajaju od endoplazmatskog 

retikuluma. (Clarke 1990). Za detekciju nekrotičnih stanica koriste se molekule koje inače ne 

prolaze staničnu membranu, a u ovom slučaju uspijevaju. Propidij jodid (PI), cijaninske boje 

kao i nekoliko drugih se koriste za detekciju stanica s oštećenom membranom. Njihov visoki 

afinitet za DNA te pojačana fluorescencija prilikom vezanja za DNA ih čini pogodnim za 

detekciju nekrotičnih stanica (Kressel i Groscurth 1994).  
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Iako zajednički završni korak unutarnjeg i vanjskog puta apoptoze uključuje prisutnost 

aktiviranih izvršnih kaspaza, u odreĎenim istraţivanjima, koja su koristila inhibitore kaspaza, 

apoptoza se i dalje pojavljivala. Tako je otkrivena apoptoza neovisna o kaspazama čiji je 

pokretač promjena membranskog potencijala mitohondrija. Mitohondriji su veliki izvor RKV-

a, stoga njihovo oštećenje vodi do povećane razine RKV-a koje potom aktiviraju poli (ADP-

riboza) polimerazu-1 (PARP-1). Aktivacija PARP-1 je neophodna za otpuštanje faktora 

indukcije apoptoze (eng. apoptosis inducing factor, AIF) iz mitohondrija koji potom cijepa 

DNA što rezultira apoptozom stanice (Hongmei 2012).  

Recentna istraţivanja fokusiraju se sve više na OS i njegov utjecaj na signalne molekule u 

neurodegenerativnim bolestima, što u konačnici vodi apoptozi. Visoke koncentracije 

glutamata previše stimuliraju glutamatergične neurone što dovodi do povećane koncentracije 

RKV-a, OS-a i naposljetku smrti neurona. Ekscitotoksičnost glutamata pojavljuje se kako u 

akutnim neurodegenerativnim stanjima (infarkt, trauma, epileptični napad), tako i u 

neurodegenerativnim bolestima poput AB-i i ALS-e (Radi i sur. 2014). 

 

1.4.1. Proteini uključeni u odgovor na OS i pokretanje apoptoze 

Proteaze koje u svom aktivnom mjestu sadrţe cistein te cijepaju proteinski supstrat 

nakon aspartata su kaspaze, a karakteristično su aktivirane tijekom apoptoze. Kao što je 

prethodno navedeno, kaspaze se aktiviraju vanjskim ili unutarnjim putem. Unutarnji put, koji 

koristi većina neurona, uslijed oslobaĎanja mitohondrijskog citokroma c u citoplazmu 

inducira stvaranje apoptosoma i potom aktivaciju različitih kaspaza (Stefanis 2005). 

Transkripcijski faktor p53 ima vaţnu ulogu u odreĎivanju stanične smrti ili 

preţivljenja primarno regulirajući transkripciju različitih pro- i antiapoptotskih gena (Zubčić i 

sur. 2020). Dva srodnika proteina p53 - p63 i p73 pokazuju veliku strukturnu sličnost s p53. 

Bez obzira na razlike u njihovoj funkciji, njihova meĎusobna interakcija odreĎuje sudbinu 

stanice (Zorić i sur. 2010). Povećana razina i aktivacija proteina p53 dovodi do smrti neurona 

u različitim uvjetima OS-a, uključujući i visoke koncentracije bakra (Radovanović i sur. 

2019). S druge strane, prekomjerna ekspresija ΔNp73 (izoforma proteina p73) moţe inhibirati 

p53 i tako sačuvati neurone od stanične smrti. No, oštećenjem DNA, ΔNp73 se brzo 

razgraĎuje putem nepoznatog mehanizma, čime se gubi neuroprotektivan učinak (Maisse i 

sur. 2004). 
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Uslijed OS-a stvaraju se oštećenja na DNA, a za popravak DNA, većina eukariotskih 

stanica eksprimira protein PARP-1. PARP-1 je jezgreni enzim koji se veţe za lance oštećene 

DNA formirajući poli (ADP-riboza) polimere. PARP-1 se u konačnici odvaja s krajeva DNA 

olakšavajući daljnji proces popravka (Diaz-Hernandez i sur. 2007). 

 

1.5. Flavonoidi 

Prirodni spojevi su sloţene kemijske molekule koje se nalaze uglavnom u biljkama i 

mikroorganizmima, a osim što su u stanju spriječiti ili umanjiti štetu uzrokovanu OS-om, 

pokazalo se da moduliraju unutarstanični prijenos signala izravnim utjecajem na enzime kao 

što su kinaze, regulatorni proteini i receptori (Bagli i sur. 2016). 

Flavonoidi su vaţni prirodni spojevi koji pripadaju skupini sekundarnih biljnih metabolita 

s polifenolnom strukturom. Rasprostranjeni su u biljnom carstvu i povezuju se sa širokim 

spektrom pozitivnih utjecaja na ljudsko zdravlje (Panche i sur. 2016). Osnovnu strukturu 

flavonoida čine tri prstena – dva aromatska centra sa središnjim oksigeniranim heterociklom 

(Barzegar 2016), a s obzirom na razlike u vezanju prstena B na ugljik prstena C te razinu 

nezasićenosti odnosno oksidacije, flavonoidi se dijele u nekoliko podskupina (Slika 1) 

(Panche i sur. 2016).  
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Slika 1. Osnovna struktura i podjela flavonoida (preuzeto i prevedeno od Panche i sur. 2016) 

 

Pokazano je da flavonoidi ostvaruju brojne neuroprotektivne učinke u različitim 

eksperimentalnim sustavima, te zbog toga postoji znatan interes za njihove biološke učinke, 

od kojih se posebno ističe antioksidacijski (Pollastri i sur. 2011). Antioksidacijski učinak 

postiţu na više načina: heliranjem iona prijelaznih metala, aktivacijom antioksidacijskih 

enzima i inhibicijom oksidaza, a temelji se na doniranju vodikova atoma te potom hvatanju 

nastalog slobodnog radikala i u konačnici prekidanju lančane reakcije (Kazazić 2004). 

Flavonoidi reagiraju s različitim signalnim proteinima poput kinaze regulirane izvanstaničnim 

signalom (eng. extracellular-signal-regulated kinase, ERK) i fosfatidil-inozitol-3-kinaze 

(PI3K) te tako moduliraju njihovo djelovanje koje vodi povoljnim neuroprotektivnim 

učincima. Flavonoidi takoĎer zaustavljaju razvoj neurodegenerativnih bolesti inhibiranjem 

apoptoze neurona koja je inducirana neurotoksičnim tvarima (slobodnim radikalima, 

peptidom Aβ) (Ayaz i sur. 2019). 

Bioaktivnost flavonoida ovisi o njihovoj strukturi, pri čemu flavonoli pripadaju aktivnijim 

spojevima. Flavonoli sadrţe keto skupinu i utvrĎeno je da njihov unos u organizam ima 

pozitivne učinke na smanjenje rizika od nastanka neurodegenerativnih i kardiovaskularnih 
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bolesti. Nalaze se u raznom voću i povrću, a najistraţeniji flavonoli su kempferol, kvercetin i 

miricetin (Survay i sur. 2010). 

 

1.5.1. Miricetin 

Miricetin je prirodni flavonol s jedinstvenom kemijskom strukturom. Sastoji se od dva 

aromatska prstena povezana zajedno s heterocikličkim pironskim prstenom (Slika 2) 

(Barzegar 2016). Spoj pokazuje niz bioloških aktivnosti koje uključuju antikancerogena, 

antidijabetička, antioksidacijska i protuupalna svojstva. Osim toga, miricetin inhibira 

produkciju RKV-a i aktivaciju kaspaze 3 koji su posljedica citotoksičnosti izazvane 

glutamatom, pruţajući tako zaštitni učinak neuronima (Shimmyo i sur. 2008b). 

 

 

Slika 2. Kemijska struktura miricetina (preuzeto i ureĎeno prema Barzegar 2016) 

 

1.5.1.1. Antioksidans ili prooksidans? 

Antioksidacijski mehanizam miricetina uključuje inaktivaciju superoksidnog aniona 

prijenosom elektrona pri čemu nastaje ariloksil radikal (Slika 3). Zbog same stabilizacije 

ariloksil radikala, antioksidacijski učinak raste. To se očituje u hvatanju različitih vrsta 

radikala i iona, što uključuje 
·
O2

-
 generiran u sustavu fenazin metosulfat-NADH te 

·
OH 

generiran u prisutnosti H2O2 (Park i sur. 2016). Miricetin ima sposobnost regeneracije 

aktivnosti i proteinske ekspresije staničnih antioksidacijskih enzima poput SOD-e, KAT-e i 

GPx-e (Semwal i sur. 2016).  
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Slika 3. Predloţeni antioksidacijski mehanizam djelovanja miricetina. (Preuzeto od Park i sur. 

2016) 

 

Antioksidacijski učinak miricetina dokazan je različtim staničnim testovima. U 

fibroblastima pluća  kineskog hrčka, miricetin je pokazao protektivni učinak putem 

inaktivacije peroksidnog radikala i regulacije apoptoze. Slično se dogaĎa i u stanicama 

kvasca, a miricetin je učinkovit i u prevenciji poremećaja funkcije mitohondrija blokiranjem 

lipidne peroksidacije i stvaranja RKV-a (Park i sur. 2016). No, prema Duthie i Morrice 

(2012), pozitivan učinak miricetina in vivo ograničen je njegovom slabom bioraspoloţivosti.  

Bez obzira na svoje antioksidacijske učinke, pojedine studije pokazale su kako 

miricetin posjeduje i prooksidacijska svojstva. Prooksidansi su spojevi koji induciraju OS 

proizvodnjom RKV-a ili inhibiranjem antioksidacijskog mehanizma obrane. Smatra se da 

postoje tri čimbenika koja utječu na promjenu antioksidansa u prooksidans, a to su:  

1. Prisutnost metalnog iona 

2. Koncentracija antioksidansa  

3. Redoks potencijal spoja  

Dokazano je da se flavonoidi ponašaju kao prooksidansi u uvjetima kada je prisutan 

prijelazni metal. Prisutnost bakra ili ţeljeza katalizira redoks reakciju stvarajući radikale koji 

oštećuju lipide i DNA (Sotler i sur. 2019). Smatra se da su prooksidacijska svojstva izravno 

proporcionalna ukupnom broju hidroksilnih skupina u flavonoidnoj molekuli. S obzirom na  

mnogostruke hidroksilne skupine u molekuli miricetina, iz toga proizlazi i njegov značajan 

utjecaj na produkciju hidroksilnog radikala (
·
OH) u Fentonovoj reakciji (Procházková i sur. 

2011).  

Iako u niskim koncentracijama miricetin inhibira Fe-induciranu lipidnu peroksidaciju u 

mikrosomima jetre štakora, pri višim koncentracijama pokazuje proksidacijski učinak te 

potiče nastanak hidroksilnih radikala. U prisutnosti antitumorskih antibiotika uzrokuje čak i 

oštećenje DNA (Park i sur. 2016). Miricetin ubrzava nastanak 
·
OH u prisutnosti Fe

3+
-EDTA i 

H2O2. Tijekom ove reakcije miricetin prolazi kroz proces autooksidacije pri čemu nastaje 
·
O2

- 
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a potom i ·OH koji uzrokuje oštećenja na ne-lipidnim staničnim komponentama (Ong i Khoo 

1997) te se zato potencijalni negativni učinci miricetina prilikom “transformacije” u 

prooksidans ne smiju zanemariti. 

 

1.5.1.2. Neurobiološka aktivnost 

Brojna istraţivanja fokusirana su na potencijalnu primjenu miricetina u sprječavanju 

razvoja neurodegenerativnih bolesti. Njegov učinak temelji se na specifičnoj reakciji s tau 

proteinom. Tau protein se nalazi u distalnim dijelovima aksona te pridonosi fleksibilnosti i 

stabilnosti mikrotubula (Semwal i sur. 2015). Kao što je već spomenuto, fibrili Aβ i 

neurofibrilarni snopovi koji se sastoje od hiperfosforiliranih formi proteina tau, glavni su 

uzročnici AB-i. Miricetin ima terapeutski potencijal protiv ove bolesti na način da inhibira 

formiranje kako fibrila Aβ, tako i neurofibrilarnih snopova (Park i sur. 2016). 

Peptidi Aβ nastaju cijepanjem APP-a. Reakciju cijepanja provode enzimi β-sekretaza 

(BACE) i γ-sekretaza, a miricetin inhibira enzim BACE-1 (Shimmyo i sur. 2008a). 

Formiranje fibrila Aβ ima neurotoksični učinak i uzrokuje nastanak RKV-a, miricetin ima 

neuroprotektivni učinak tako što neutralizira nastale radikale (Choi i sur. 2014). U zadnje 

vrijeme, sve se više govori o vaţnosti oligomera Aβ u nastanku AB-i, a miricetin se pokazao 

kao učinkovit inhibitor njihovog formiranja (Ono i sur. 2012). S druge strane, u istraţivanju 

Jimenez i suradnika (2004) miricetin nije pokazao neuroprotektivni učinak u stanicama SH-

SY5Y u kojima je apoptoza izazvana rotenonom. Ovo otkriće ukazuje na činjenicu da je 

potrebno još istraţivanja za otkrivanje stvarnih učinaka miricetina. 
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA 

Cilj istraţivanja bio je utvrditi učinak flavonola miricetina na preţivljenje neuronalnih 

stanica kod kojih je oksidacijsko oštećenje izazvano visokim koncentracijama iona bakra, te 

djelomično razjasniti molekularne mehanizme u podlozi njegovog djelovanja, prvenstveno 

praćenjem antioksidacijskog i antiapoptotskog djelovanja. S obzirom na poznata 

antioksidacijska svojstva flavonola i ostalih flavonoida, hipoteza istraţivanja bila je da će 

miricetin povećati preţivljenje stanica SH-SY5Y i ublaţiti posljedice  bakrom-izazvanog 

oksidacijskog oštećenja.  

Antioksidacijski učinak miricetina odredio sam mjerenjem nastajanja RKV-a kao glavnog 

markera OS-a, a apoptotske promjene sam pratio promatranjem kondenzacije kromatina te 

mjerenjem aktivnosti kaspaza-3/7.  

Osim toga, analizirao sam učinak miricetina na promjene u ekspresiji proteina p53, p73 i 

PARP-1 budući da su ovi proteini uključeni u odgovor stanice na oksidacijsko oštećenje i 

pokretanje apoptoze.   



14 

 

3. MATERIJALI I METODE 

 

3.1. Materijali 

Istraţivanje sam proveo na staničnoj liniji neuroblastoma SH-SY5Y dobivenoj iz 

koštane srţi četvorogodišnjakinje oboljele od neuroblastoma. S obzirom da posjeduje brojne 

biokemijske i funkcionalne karakteristike neurona, stanična linija SH-SY5Y se koristi kao 

model za njihovo proučavanje (Xie i sur. 2010). 

 

3.1.1. Kemikalije 

- Sigma Aldrich (SAD) : medij za uzgoj stanica (eng. Dulbecco's modified eagle's 

medium, DMEM), penicilin/streptomicin, Na-piruvat, L-glutamin, fetalni goveĎi 

serum (eng. fetal bovine serum, FBS), tripsin,vodikov peroksid (H2O2), miricitrin,                          

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromid (MTT), 2',7'-

diklorodihidrofluorescin diacetat (H2DCFDA), 2'-(4-etoksifenil)-5-(4-metil-1-

piperazinil)-2,5'-bi-1H-benzimidazol-trihidroklorid trihidrat (Hoechst 33342), propidij 

jodid, tris-baza, N, N, N, N-tetrametiletildiamin (TEMED), 10% natrijev dodecil sulfat 

(eng. sodium dodecyl sulphate, SDS), amonijev persulfat (APS) 

- Kemika (Hrvatska) : etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA), bakar (II) sulfat 

pentahidrat (CuSO4 x 5 H2O), dimetil-sulfoksid (DMSO), etanol, metanol, naftol 

modrilo, octena kiselina 

- Chennai (TCI Chemicals Pvt. Ltd., India): miricetin 

 

3.1.2. Otopine i puferi 

- Kompletirani medij za odrţavanje stanične kulture: DMEM s dodatkom 100 jedinica 

penicilina G/mL i 100 µg/mL streptomicina, 1 mM Na-piruvata, 2 mM L-glutamina i 

10% FBS-a. 

- Pufer za ispiranje stanica (eng. phosphate buffered saline, PBS): 137 mM NaCl, 2.7 

mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4, 1.4 mM KH2PO4, pH 7.4 

- Otopina za odvajanje stanica od površine posudice: PBS sa 0.05% tripsina i 1 mM 

EDTA. 

- CuSO4 x 5 H2O: matična otopina 5 x 10
-2

 M u dH2O 
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- miricetin: matična otopina: 3.18 mg/mL u DMSO, 10 mM 

- H2O2: 10 mM 

- miricitrin: matična otopina: 4.64 mg/mL u DMSO 

- MTT: 5mg/mL u PBS-u (10x) 

- H2DCFDA: 40 mM u DMSO 

- Hoechst 33342: 1 mg/mL u dH2O 

- PI: 1 mg/mL u dH2O 

- Otopina za bojanje (10x): 13.34 µL PI (200 µM) + 2.8 µL Hoechst 33342 (50 µM) + 

83.86 µL H2O 

- Tris-baza (pH = 8.8): 90.885 g Tris + reH2O do 500 mL (c = 1.5 mol/L)  

- Tris-baza (pH = 6.8): 60.57 g Tris + reH2O do 100 mL (c = 1 mol/L) 

- 30% matična otopina akrilamida: 30% akrilamid + 0.8% bisakrilamid 

- 10% SDS (pH = 7.2): 10 g SDS + reH2O do 100 mL 

- APS : 10 g amonijev persulfat + reH2O do 100 mL 

- Pufer za nanošenje uzoraka, 4 × LB (eng. laemmli buffer): 2 mL Tris (c = 1 mol/L, pH 

= 6.8) + 617,2 mg ditiotreitol (DTT) (c = 100 mmol/L) + 800 mg 10% SDS + 4 mL 

glicerol + 40 mg bromfenol plavo 

- Pufer za elektroforezu (10 ×): Tris-baza (c = 25 mmol/L) + glicin 

(c = 190 mmol/L) + 0.1% SDS  

- Otopina za bojanje membrane: 0.5 g naftol modrilo + 50 mL etanol + 10 mL octena 

kiselina + reH2O do 500 mL  

- Otopina za odbojavanje membrane: 40% metanol + 7% octena kiselina, reH2O 

- Otopina za blokiranje membrane: 5 g obrano mlijeko u prahu + TBST do 100 mL 

- Pufer TBST (10 ×) (eng. tris buffer saline tween, TBST): NaCl (c = 150 mmol/L) + 

Tris (c = 50 mmol/L) + 50 mL Tween-20 + reH2O do 500 mL 

- Pufer za prijenos (10 ×): Tris-baza (c = 184 mmol/L) + glicin (c = 140 mmol/L) + 

20% etanol 

Sastav gelova za sabijanje i razdvajanje prikazan je u Tablici 1. 
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Tablica 1. Sastav gelova za sabijanje i razdvajanje 

Sastojak 
Gel za sabijanje (9%) 

Volumen (mL) 

Gel za razdvajanje (10%) 

Volumen (mL) 

ReH2O 4.3 4.0 

30% matična otopina akrilamida 3 3,3 

1,5 M Tris (pH 8.8) - 2,5 

1 M Tris (pH 6.8) 2,5 - 

10%-tni SDS 0.1 0.1 

10%-tni APS 0.1 0.1 

TEMED 0.005 0.004 

 

3.1.3. Protutijela  

- Primarna protutijela:  

anti-p53α (TSRα dobiveno ljubaznošću prof. Bourdona, 1:2000) 

anti-p73 (ab40658, Abcam, 1:3000)                                    

anti-PARP-1 (F-2: sc-8007, Santa Cruz Biotechnology, SAD, 1:1000) 

anti-β-aktin (7DC2C10, 60008 1-Ig, Proteintech: 1:10000)  

- Sekundarna protutijela: 

      Konjsko protumišje (Anti-mouse IgG, HRP-linked Antibody, Cell Signaling 

Technology, SAD, 1:3000) 

     Kozje protuzečje (Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody, Cell Signaling Technology,                                                                                                                                      

SAD, 1:3000)  

 

3.1.4.  Komercijalni kompleti i ostali materijali 

- komercijalni komplet CellTiter-Glo
®

 2.0 Cell Viability Assay (Promega) 

- komercijalni komplet Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega) 

- inhibitori proteaza (Complete, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets; 

Roche, Indianapolis, IN, USA) 

- komercijalni komplet za odreĎivanje koncentracije proteina Pierce™ BCA Protein 

Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, SAD); standardi otopine proteina albumina iz 
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goveĎeg seruma, (eng. bovine serum albumine. BSA) u koncentracijama 125, 250, 

500, 750, 1000, 1500 μg/mL
  
 

- nitrocelulozna membrana za transfer proteina GE Healthcare Amersham™ Protran™ 

NC Nitrocellulose Membrane, pora promjera 0.2 μm 

- biljeg molekulskih masa Precision Plus Protein Standards Dual Color, raspona 10-

250 kDa (BioRad, SAD) 

 

3.2. Metode 

3.2.1. Održavanje stanične kulture SH-SY5Y  

Stanice sam uzgajao u posudicama za staničnu kulturu (25 cm
2
), u kompletiranom 

mediju, na  37 °C pri 5% CO2 uz relativnu vlaţnost 95%. Kako stanice proliferiraju, s 

vremenom ispune posudicu za kulturu te ih je potrebno presaditi. Odvajanje stanica od 

podloge i premještanje u svjeţi medij naziva se pasaţiranje. Ovaj postupak omogućuje daljni 

rast stanične linije i izvodio sam ga dva puta tjedno. Iz posudice za staničnu kulturu uklonio 

sam stari medij te stanice dva puta isprao sa po 2 mL PBS-a, a potom s 0.5 mL otopine s 

tripsinom. Nakon 10-ak minuta stanice se odvajaju od dna posudice te zaokruţuju što se prati 

svjetlosnim mikroskopom. Odvojene stanice sam resuspendirao u 2 mL kompletiranog 

medija, od čega sam u posudici ostavio 1/5 suspenzije (400 µL) za daljnje odrţavanje kulture, 

a ostatak stanične suspenzije koristio sam za potrebe eksperimenta. 

 

3.2.2. Brojanje stanica 

Suspenziju za brojanje stanica (30 µL kompletiranog medija + 20 µL stanične 

suspenzije + 50 µL tripanskog modrila) prenio sam na komoricu za brojanje stanica po 

Bürker-Turku. Vijabilne stanice imaju netaknutu staničnu membranu, tripansko modilo ne 

prodire u njih, pa su stoga one neobojene. Stanice sam brojao u hemocitometru pod 

svjetlosnim mikroskopom u 4 vidna polja. Broj vijabilnih stanica odredio sam formulom: 

N/mL = 
                   

                 
 x 5 x 250 x 10

3 

gdje N predstavlja broj stanica, a 5 je faktor razrjeĎenja. 
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Nakon izračuna, stanice sam razrijedio na potreban volumen za nasaĎivanje na pločice 

s 96 ili 6 bunarića. Prije svakog tretmana, pločice sam inkubirao tijekom 24 sata kako bi se 

stanice pričvrstile za podlogu posudice za uzgoj. 

 

3.2.3. Tretman stanica  

Stanice sam tretirao rastućim koncentracijama CuSO4 (100 μM – 1,5 mM), rastućim 

koncentracijama miricetina (1, 2, 5, 10 i 20 µg/mL) te kombinacijom CuSO4 i miricetina. Na 

pločice s 96 bunarića, u svaki bunarić dodao sam 100 µL stanične suspenzije koja je 

sadrţavala 20x10
3
 stanica. Kombinacije koncentracija nanosio sam u kvadripletu. Nakon 24-

satne inkubacije mjerio sam njihovo preţivljenje metodom MTT. Kao kontrolu sam koristio 

netretirane stanice. 

Osim bakra, pratio sam učinak H2O2 i miricetina na preţivljenje stanicea SH-SY5Y. 

Stanice sam tretirao sa 100 μL 600 μM H2O2 i koncentracijama miricetina od 1, 5 i 10 µg/mL, 

tijekom 24 sata.  

Stanice sam tretirao i rastućim koncentracijama miricitrina (1, 5 i 10 µg/mL) u 

prisutnosti CuSO4 (0.5 mM). Kombinacije koncentracija nanosio sam u kvadripletu te sam 

stanice stavio u inkubator kroz 24 sata. Preţivljenje sam mjerio metodom MTT. 

 

3.2.4. Test MTT 

MTT je kolorimetrijski test za analizu metaboličke aktivnosti stanica, indikatora 

vijabilnosti, proliferacije i citotoksičnosti. NAD(P)H-ovisni oksidoredukcijski stanični enzimi 

reduciraju tetrazolijsku boju MTT u netopljivi formazan ljubičaste boje.   

Nakon inkubacije, uklonio sam stari medij i stanice tretirao s 0.5 mg/mL MTT boje u 

40 µL medija. Pločicu sam stavio u inkubator, 3 sata na 37C. Test sam provodio u mraku 

(omatanjem pločice u aluminijsku foliju) zbog osjetljivosti reagensa na svjetlost. Za otapanje 

formazanskih kristala dodao sam 160 µL DMSO-a u svaki bunarić i ostavio pločicu da se 

lagano trese na tresilici tijekom nekoliko minuta kako bi se kristalići potpuno otopili. 

Rezultate sam očitao spektrofotometrijski, pomoću automatskog čitača mikrotitarskih pločica 

(Multiskan MS, Labsystems), mjerenjem apsorbancije na 570 nm.  
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3.2.5. Detekcija reaktivnih kisikovih vrsta  

 H2DCFDA kemijski je reducirani oblik fluoresceina koji se koristi kao pokazatelj 

reaktivnih kisikovih vrsta u stanicama. Nakon cijepanja acetatnih skupina unutarstaničnim 

esterazama i oksidacije u prisutnosti slobodnih radikala, nefluorescentni H2DCFDA pretvara 

se u visoko fluorescentni 2', 7'-diklorofluorescein (DCF). 

U sve bunariće osim kontrole dodao sam 100 µM H2DCFA-dA u PBS-u, u koju sam 

dodao samo PBS zbog odreĎivanja autoflorescencije stanica. Pločicu sam inkubirao 30 min 

nakon čega sam otopinu odstranio iz bunarića, a stanice isprao sa 100 µL PBS-a. U svaki 

bunarić sam dodao 100 µL PBS-a te sam pločicu vratio u inkubator na 1 sat. Za očitavanje 

rezultata koristio sam Varian Cary Eclipse fluorescencijski spektrofotometar. Emitiranu 

fluorescenciju odredio sam pomoću luminometra Fluoroskan Ascent FL (Thermo Fischer), 

ekcitacijom pri valnoj duljini 485 nm i emisijom na 538 nm. Rezultate sam izazio u postotku 

intenziteta fluorescencije u usporedbi s kontrolnom skupinom.  

 

3.2.6. Detekcija apoptotskih i nekrotičnih stanica  

Promjene koje zahvaćaju jezgru najlakše se mogu vizualizirati primjenom 

fluorescencijskih boja koje specifično boje DNA. Hoechst 33342 i PI su fluorescentne boje 

koje sam koristio za detekciju apoptotskih, odnosno nekrotičnih promjena u stanicama. 

Hoechst 33342 boja je niske molekularne mase što joj omogućuje prolaz kroz staničnu 

membranu i vezanje za DNA. Emitira plavu svjetlost (460 - 490nm) nakon ekscitacije 

ultraljubičastim svjetlom i koristi se za detekciju kondenziranog kromatina u apoptotskim 

stanicama (ţarko plavo obojene). S druge strane, PI je crvena boja velike molekularne mase 

zbog čega nema mogućnost prolaska kroz staničnu membranu. Ukoliko je stanična membrana 

oštećena, PI će ući u stanica i obojiti staničnu jezgru. Ekscitira se valnom duljinom od 488 

nm, a emitira na 617 nm. 

Stanice sam tretirao na pločici sa 6 bunarića. Iz svakog bunarića sam medij prenio u 

zasebne mikroepruvete za centrifugiranje. Zatim sam u bunariće dodao 350 µL tripsina i 

ostavio do 10 min kako bi se stanice odvojile od podloge. Stanice sam potom resuspendirao u 

1 mL kompletiranog medija, i zatim prenio u mikroepruvete s pripadajućim medijem. Uzorke 

sam stavio na centrifugiranje, 5 min pri 1200 rpm. Dekantirao sam supernatant, dodao 1 mL 

PBS-a, resuspendirao stanice, prebacio suspenziju u tubicu Eppendorf (1.5 mL) te ponovno 
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centrifugirao. Postupak resuspenzije i centrifugiranja ponovio sam još jednom. Nakon 

dekantiranja supernatanta, stanice sam resuspendirao u 27 µL PBS-a. 

U miliQ vodi sam pomiješao 50 µM Hoechst 33342 i 200 µM PI. Boje sam pomiješao 

s uzorkom u omjeru 1:10 te ostavio nekoliko minuta na sobnoj temperaturi kako bi ušle u 

stanice. 15 µL obojene suspenzije stanica sam nanio na predmetno stakalce i fotografirao 

pomoću mikroskopa EVOS Floid Cell Imaging Station (Thermo Fisher Scientific).  

 

3.2.7. OdreĎivanje aktivnosti kaspaza-3 i 7 

Aktivnost kaspaza 3 i 7 odredio sam pomoću kompleta Caspase-Glo® 3/7 Assay 

(Promega, Madison, WI, USA) prema uputstvima proizvoĎača. Kaspaze 3 i 7 ključni su 

izvršni enzimi u apoptozi ovisnoj o kaspazama, te se često aktiviraju u uvjetima OS-a i 

izazivaju smrt neurona. Komplet sadrţi luminogeni supstrat s tetrapeptidnom sekvencom 

DEVD (DEVD-aminoluciferin).  

Pločicu sa stanicama sam ekvilibrirao na sobnu temperaturu te sam zatim u svaki 

bunarić dodao 80 µL reagensa Caspase-Glo 3/7. Pločicu sam stavio na tresilicu (500 rpm, 30 

sekundi) što dovodi do lize stanice. Kaspaze specifično cijepaju DEVD supstrat čime se 

otpušta aminoluciferin (supstrat za luciferazu). Slijed tih reakcija rezultira luminiscencijom 

čiji je intenzitet proporcionalan aktivnosti kaspaza. Pločicu sam stavio na inkubaciju na 

sobnoj temperaturi 90 minuta, nakon čega sam luminiscenciju mjerio pomoću luminometra 

Fluoroskan Ascent FL (Thermo Fischer). 

 

3.2.8. OdreĎivanje razine ATP-a 

Nakon tretmana bakrom i/ili miricetinom, vijabilnost stanica odredio sam pomoću 

komercijalnog kompleta CellTiter-Glo
®

 2.0 (Promega) prema uputstvima proizvoĎača. Ovom 

metodom sam mjerio ATP, nastao u metabolički aktivnim stanicama, pomoću ATP-ovisne 

luciferaze.  

U svaki bunarić sam dodao 100 µl reagensa CellTiter-Glo 2.0. Pločicu sam potom 

ostavio na tresilici 2 min kako bi došlo do lize stanica. Nakon desetominutne inkubacije na 

sobnoj temperaturi, luminiscentni signal sam očitao luminometrom (Fluoroskan Ascent FL, 

Thermo Fischer) s vremenom integracije od 0.8 sekundi po bunariću. 
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3.2.9. Priprema stanica i izolacija proteina za westernsku metodu otiska 

Uzgajao sam 2x10
6
 stanica u posudicama površine 25 cm

2
 (po jednu posudicu za 

svaku eksperimentalnu skupinu). Nakon 24h inkubacije, stanice sam tretirao koncentracijama 

bakrova sulfata (0.5 mM) i miricetina (5 µg/mL) te ponovno vratio u inkubator na isti period. 

Nakon završetka tretmana, stanice sam u mediju odvojio od podloge strugalicom (na ledu) i 

prenio u epruvetu Falcon od 15 mL. Stanice sam stavio u centrifugu 5 min pri 1200 g, 

supernatant sam odlio, talog isprao s PBS-om i ponovno stavio na centrifugiranje. Ovaj dio 

sam ponovio 2 puta, nakon čega sam talog pohranio pri -80 ºC. 

Stanični talog resuspendirao sam u puferu za lizu stanica (1x inhibitori proteaza u 

PBS-u)  te sam uzorke stavio u led. Homogenizaciju uzorka sam izveo soniciranjem pomoću 

ultrazvučnog sonikatora pri amplitudi od 80%. Svaki uzorak homogenizirao sam 3 puta po 30 

sekundi (nakon svakih 10 sekundi raĎene su kratke pauze). Nakon toga, uzorke sam stavio na 

centrifugiranje 15 minuta pri 4 °C, na 12500 g. 

 

3.2.10.  OdreĎivanje koncentracije proteina 

Metodom BCA (eng. bicinchonic acid assay) odredio sam ukupnu koncentraciju 

proteina u uzorku. Metoda se temelji na  reakciji izmeĎu proteina i bakrovih (II) iona iz 

otopine B. U bazičnim uvjetima, bakar se reducira u Cu
+
 ion koji stvara kompleks s 

bicinkoničnom kiselinom ljubičasto plavog obojenja. Koncentracija proteina proporcionalna 

je intenzitetu ovog obojenja što sam odredio spektrofotometrijski na 570 nm. Niz razrjeĎenja 

standardne otopine BSA posluţio mi je za izradu baţdarne krivulje. 

U bunariće mikrotitarske pločice otpipetirao sam 20 µL standardne otopine BSA za 

sva razrjeĎenja, 20 µL reH2O (negativna kontrola) i 20 µL uzoraka (razrjeĎeni 10x s reH2O) 

koje sam nanio u duplikatima. Potom sam u svaki bunarić dodao 200 µL radnog reagensa 

BCA (otopina A (sadrţi natrijev karbonat, natrijev hidrogenkarbonat, bicinkoničnu kiselina i 

natrijev tartarat u 0,1 mol/L natrijevom hidroksidu)  + otopina B (sadrţi bakrov(II) sulfat   

(w = 4%)) u omjeru 50:1). 

Pločicu sam postavio na tresilicu (1min), zatim na inkubaciju 30 min u vodenu kupelj 

temperature 37 °C, pa sam ostavio na sobnu temperaturu da se ohladi i na kraju izmjerio 

apsorbanciju. Koncentraciju proteina u uzorcima odredio sam pomoću dobivene baţdarne 

krivulje. 
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3.2.11.  Denaturirajuća elektroforeza u poliakrilamidnom gelu 

Denaterirajuća elektroforeza u poliakrilamidnom gelu je metoda razdvajanja proteina 

na temelju molekularne mase pomoću deterdţenta natrij dodecil-sulfata koji stvara 

denaturirajuće uvjete. Za razdvajanje su potrebna dva gela (sabijajući i razdvajajući) 

(Tablica 1). Prije pripreme otopina, na specijalizirani stalak postavio sam dva stakla 

priljubljena jedno uz drugo. IzmeĎu stakala sam prvo izlio gel za razdvajanje te dodao na 

površinu izopropanol. Nakon što se gel polimerizirao (30-45 min), izopropanol sam odlio, 

gel isprao s dH2O, dodao gel za sabijanje i umetnuo češljić za formiranje jaţica. 

Umreţavanje traje do 45 min, nakon čega sam češljić paţljivo uklonio, a stakla s gelom 

prenio u kadicu za elektroforezu koju sam ispunio do vrha puferom za elektroforezu. 

Prije nanošenja uzoraka u jaţice, izračunao sam volumen koji sadrţi 50 µg proteina i 

volumen pufera potrebnog za nanošenje uzoraka na gel (4 x LB). Uzorke sam zagrijao 5 min 

na 95 °C i centrifugirao. Nakon što sam nanio uzorke u jaţice, kadicu sam priključio na 

ureĎaj za napajanje. Za sabijanje gela, elektroforezu sam provodio 30 min na 90 V, nakon 

čega slijedi razdvajanje od 90 min pri 110V.  

Kako bih mogao analizirati proteine točno odreĎenih veličina, u jednu jaţicu sam 

nanio i obojani standard proteina poznatih molekularnih masa. 

 

3.2.12.  Prenošenje proteina na nitroceluloznu membranu i inkubacija sa specifičnim 

protutijelima  

Nakon elektroforeze, stakla sam razdvojio i gel prenio u sustav za prijenos proteina na 

nitroceluloznu membranu. Redoslijed slaganja sustava od dna prema vrhu je sljedeći: 

spuţvica, dva filter papira, gel, nitrocelulozna membrana, dva filter papira i spuţvica. Sustav 

sam sloţio u kazeti koju sam, nakon zatvaranja, vratio u elektroforetsku kadicu. U kadicu sam 

stavio pufer za prijenos, posudicu s ledom i magnet, nakon čega sam ju postavio na magnetnu 

mješalicu. Tako sloţeni sustav ostavio sam preko noći pod stalnim naponom od 13 V.  

Kako bih provjerio uspješnost prijenosa proteina, nitroceluloznu membranu sam 

inkubirao u otopini za bojanje (naftolno modrilo). Nakon toga sam odbojavao u otopini za 

odbojavanje pa blokirao u 5%-tnoj otopini nemasnog mlijeka u prahu (Dukat, Hrvatska) u 1 x 

TBST-u. Membrane sam potom isprao 3 puta po 10 min u puferu TBST i inkubirao s 

primarnim protutijelom preko noći na temperaturi od 4 °C. Nakon inkubacije, membrane sam 

isprao 3 puta po 10 min u TBST-u, inkubirao sa sekundarnim protutijelom 1 sat pri sobnoj 
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temperaturi. Ponovo sam isprao u TBST-u, dodao otopinu za detekciju kemiluminiscencije i 

očitao. 

Osim protutijela za ciljne proteine, koristio sam protutijelo za β-aktin. Signal dobiven 

za β-aktin sluţio je za normalizaciju, s obzirom da je njegova ekspresija neovisna o tretmanu 

(Radonić i sur. 2004).  

 

3.2.13.  Vizualizacija ciljnih proteina  

Vizualizacija proteina omogućena je principom kemiluminiscencije  koja je rezultat 

reakcije reagensa ECL (Western Lightning Plus-ECL Enhanced Chemiluminescence 

Substrate, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) sa peroksidazom iz hrena kojom su obiljeţena 

sekundarna protutijela. Otopinu za vizualizaciju sam nanio na membranu i inkubirao 1 minutu 

u mraku. Višak sam otklonio papirnatom maramicom, a membrane prenio u ureĎaj za 

detekciju signala, Alliance 4.7 (Uvitec, Cambridge, London, UK). 

 

3.2.14. Statistička obrada podataka 

Statističku analizu proveo sam pomoću programa GraphPad Prism (San Diego, CA). 

Isti sam program koristio i za grafički prikaz podataka. Sve vrijednosti izrazio sam kao 

srednju vrijednost ± standardna devijacija (SD). Analizu sam proveo pomoću jednosmjerne 

analize varijance (ANOVA-e).  Post hoc usporedbu proveo sam pomoću Tukey-evog testa 

višestruke usporedbe za meĎusobnu usporedbu svih grupa, a Dunnett-ov test višestruke 

usporedbe odabrao sam za usporedbu s kontrolnim uzorkom. Razinu statističke značajnosti 

postavio sam na p < 0.05. 
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4. REZULTATI 

4.1. Učinak bakra i miricetina na preživljenje stanica SH-SY5Y 

Stanice SH-SY5Y tretirao sam različitim koncentracijama CuSO4 (0.1 - 1.5 mM) tijekom 

24 sata. Nakon završetka tretmana, preţivljenje stanica SH-SY5Y odredio sam primjenom 

testa MTT koji mjeri metaboličku aktivnost stanica. Kao što je prikazano na Slici 4, bakar je u 

ovisnosti o koncentraciji smanjio preţivljenje stanica SH-SY5Y. Koncentracija pri kojoj sam 

prvi puta utvrdio statistički značajan toksični učinak bakra bila je 0.4 mM. Pri toj 

koncentraciji preţivljenje je iznosilo 80.80 ± 8.54% u usporedbi s kontrolnom skupinom (p < 

0.05, Dunnett-ov test nakon jednosmjerne ANOVA-e). Nakon primjene 0.5 mM CuSO4 

preţivljenje je iznosilo 71.03 ± 9.81% (p < 0.0001) te sam ovu koncentraciju odabrao za 

daljnja istraţivanja. U najvećoj primijenjenoj koncentraciji (1.5 mM) preţivljenje stanica 

smanjilo se na 12.34%. 

Slika 4. Učinak rastućih koncentracija CuSO4 na preživljenje stanica SH-SY5Y. Prikazane su 

srednje vrijednosti ± standardna devijacija srednje vrijednosti iz 5 neovisnih pokusa provedenih u 

kvadripletu. a) p < 0.05, d) p < 0.0001 u usporedbi s kontrolnom skupinom, Dunnett-ov test nakon 

jednosmjerne ANOVA-e. 

 

Nakon odreĎivanja grafa doza-odgovor za bakar, istraţio sam učinak flavonoida 

miricetina na preţivljenje stanica SH-SY5Y. Stanice sam tijekom 24 sata tretirao 

koncentracijama miricetina od 1 - 20 μg/mL (Slika 5). Tek u najvišoj primijenjenoj 

koncentraciji miricetin je smanjio preţivljenje stanica SH-SY5Y na 84.05 ± 6.81% (p < 

0.001).  
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Slika 5. Učinak rastućih koncentracija miricetina na preživljenje stanica SH-SY5Y. Prikazane su 

srednje vrijednosti ± standardna devijaciju srednje vrijednosti iz 4 neovisna pokusa provedena u 

kvadripletu. c) p < 0.001 u usporedbi s kontrolnom skupinom, jednosmjerna ANOVA, Dunnett-ov 

test.   

 

U nastavku istraţivanja, utvrdio sam učinak miricetina na preţivljenje stanica koje 

sam istovremeno tretirao s 0.5 mM CuSO4. Preţivljenje sam odredio metodom MTT. Koristio 

sam koncentracije miricetina od 1, 5 i 10 μg/mL budući da te koncentracije primijenjene 

samostalno nisu imale učinak na preţivljenje stanica SH-SY5Y. Istovremena primjena 

miricetina i 0.5 mM CuSO4 povećala je toksični učinak bakra. Bakar primijenjen samostalno 

smanjio je preţivljenje na 71.35%. Značajan učinak miricetina na preţivljenje bio je vidljiv 

pri koncentraciji od 5 μg/mL. U usporedbi sa skupinom tretiranom samo bakrom, preţivljenje 

se dodatno smanjilo za 11.22%, odnosno u usporedbi s kontrolnom skupinom iznosilo je 

63.39 ± 11.09% (p < 0.05; Dunnett-ov test nakon jednosmjerne ANOVA-e). Kod istovremene 

primjene 0.5 mM CuSO4 i 10 μg/mL miricetina preţivjelo je 58.02% stanica (Slika 6A). 

Osim metode MTT, proveo sam test vijabilnosti stanica temeljen na mjerenju stanične 

razine ATP-a. Njegova razina je proporcionalna broju ţivih stanica. Ispitao sam kako tretman 

stanica SH-SY5Y odreĎenim koncentracijama miricetina (1 i 5 µg/mL), u prisutnosti 0.5 mM 

CuSO4 tijekom 24 sata, utječe na unutarstaničnu zalihu ATP-a (Slika 6B).  

Kao i u metodi MTT, tretman stanica 0.5 mM CuSO4 smanjio je razinu 

unutarstaničnog ATP-a na 80.80 ± 4.83% kontrolne grupe (p < 0.0001, jednosmjerna 

ANOVA i post hoc Tukey-ev test). Dodatno smanjenje za 17.5% izazvala je primjena 

miricetina koncentracije 5 µg/mL (p < 0.01), te je preţivljenje u toj skupini iznosilo 66.66 ± 

9.79% u usporedbi s kontrolnim stanicama.  
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Slika 6. Učinak različitih koncentracija miricetina u prisutnosti CuSO4 na preživljenje stanica 

SH-SY5Y. Prikazane su srednje vrijednosti ± standardna devijacija srednje vrijednosti iz 5 (A) 

neovisnih pokusa provedenih u kvadripletu, odnosno iz 3 (B) neovisna pokusa provedena u triplikatu. 

A) Preţivljenje mjereno metodom MTT, B) Test vijabilnosti temeljen na unutarstaničnoj razini ATP-a. 

a) p < 0.05, d) p < 0.0001  u usporedbi sa stanicama tretiranim s CuSO4, jednosmjerna ANOVA, 

Dunnet-ov test.  ****) p < 0.0001 u usporedbi s kontrolnom skupinom, b) p < 0.01  u usporedbi sa 

samostalnim učinkom CuSO4, jednostruka ANOVA, Tukey-ev test. 

 

Toksični učinak istovremene primjene 0.5 mM CuSO4 i 5 μg/mL miricetina uočio sam 

i pod svjetlosnim mikroskopom. U odnosu na kontrolnu skupinu, učinak miricetina (Slika 7B) 

nije se značajno odrazio na morfološki izgled stanica. U kontrolnoj skupini (Slika 7A) stanice 

su imale oblik epitelnih stanica i bile su pričvršćene za površinu posudice. Značajne 

morfološke promjene primijetio sam nakon kombiniranog tretmanu stanica bakrom i 

miricetinom (Slika 7D). Stanice su bile manje izduţene i uočio sam zaokruţene stanice koje 

plutaju u mediju.    
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Slika 7. Morfološke promjene stanica SH-SY5Y nakon izlaganja bakru i miricetinu. Prikazane su 

slike stanica nakon završetka tretmana slikane mikroskopom EVOS FLoid Cell Imaging System. A) 

stanice SH-SY5Y u fiziološkim uvjetima, B) stanice tretirane miricetinom (5 μg/mL), C) stanice 

tretirane s CuSO4 (0.5 mM), D) kombinirani tretman stanica s miricetinom i CuSO4. 

 

4.2. Učinak bakra i miricetina na proizvodnju RKV-a 

Nakon što sam ispitao preţivljenje stanica SH-SY5Y, istraţio sam učinak miricetina, 

samostalno i u prisutnosti CuSO4, na unutarstanično nakupljanje RKV-a.  

Samostalan učinak rastućih koncentracija miricetina (1-10 µg/mL) nije bio vidljiv, tj. nije 

rezultirao promjenama u proizvodnji RKV-a (Slika 8A, p > 0.05 prema Dunnett-ovom testu 

nakon jednosmjerne ANOVA-e).  

S druge strane, bakar primijenjen samostalno povećao je razinu RKV-a za 37% u 

usporedbi s kontrolnom skupinom, odnosno ona je iznosila 137.00 ± 8.13% (p < 0.05, Tukey-

ev test nakon jednosmjerne ANOVA-e) (Slika 8B). Primjena miricetina dodatno je povećala 

proizvodnju RKV-a. Rezultati pokazuju prooksidacijski učinak miricetina, i to proporcionalno 

njegovoj koncentraciji. Razina RKV-a pri koncentracijama miricetina od 5 µg/mL i 10 µg/mL 

iznosila je 169.90 ± 22.69% (p < 0.05) i 196.30 ± 20.35% (p < 0.01) (Slika 8B). 
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Slika 8. Učinak različitih koncentracija miricetina samostalno i u prisutnosti CuSO4 na 

proizvodnju RKV-a. Prikazane su srednje vrijednosti ± standardna devijacija srednje vrijednosti iz 2 

(A) ili 4 (B) neovisna pokusa provedena u kvadripletu. A) Stanice tretirane rastućim koncentracijama 

miricetina, B)  Stanice tretirane miricetinom u prisutnosti CuSO4. *) p < 0.05 u usporedbi s kontrolnom 

skupinom, a) p < 0.05 i b) p < 0.01 u usporedbi sa samostalnim učinkom CuSO4, jednosmjerna 

ANOVA, Dunnett-ov test višestruke usporedbe za A i Tukey-ev test za B. 

 

4.3. Učinak bakra i miricetina na aktivaciju kaspaza i kondenzaciju kromatina 

Visoke koncentracije bakra povećavaju razinu RKV-a koje uzrokuju oksidacijska 

oštećenja i tako smanjuju preţivljenje stanica SH-SY5Y. Ovisno o intenzitetu oksidacijskog 

oštećenja, stanična smrt se moţe pokrenuti kroz proces programirane stanične smrti tj. 

apoptoze ili nekroze. Sama apoptoza moţe biti ovisna ili neovisna o aktivaciji kaspaza, no u 

oba slučaja smrt stanice popraćena je kondenzacijom kromatina kao jednim od glavnih 

obiljeţja. Ključni izvršni enzimi u procesu apoptoze ovisne o kaspazama su kaspaze 3 i 7. S 

druge strane, jedno od osnovnih obiljeţja nekroze je gubitak integriteta stanične membrane. 
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Za razlikovanje apoptoze od nekroze, stanice sam tretirao bojama Hoechst 33342 i 

propidij jodidom (PI) koje emitiraju fluorescentno svjetlo nakon interkaliranja u DNA. 

Kondenzaciju kromatina pratio sam bojom Hoechst 33342 (5 µM), a stanice u zadnjoj fazi 

apoptoze ili u nekrozi bojanjem PI-om (5 µM). Boja Hoechst 33342 lako prodire kroz 

stanične membrane i boji jegre većine stanica tamno plavom bojom, dok je kod jezgara s 

kondenziranim kromatinom prisutno intenzivno svijetlo plavo obojenje. PI crveno boji stanice 

s oštećenom staničnom membranom (Slika 11).  

Aktivnost kaspaza 3 i 7 se smanjila prilikom tretmana s 0.5 mM CuSO4 i ostala smanjena 

za vrijeme kombiniranog tretmana bakrom i miricetinom (1 i 5 µg/mL) (Slika 9A). Bakar 

primijenjen samostalno smanjio je aktivnost kaspaza na 77.73 ± 7.81% (p < 0.01, Tukey-ev 

test nakon jednosmjerne ANOVA-e). Dodatkom 1 µg/mL miricetina ona je iznosila 70.25 ± 

9.07%, odnosno 76.12 ± 14.85% za 5 µg/mL, te se nije razlikovala u odnosu na skupinu 

tretiranu samo bakrom. Kao pozitivnu kontrolu aktivnosti kaspaza 3 i 7, koristio sam 

staurosporin, pokretač unutrašnjeg puta apoptoze. Tretmanom stanica sa koncentracijom 

staurosporina od 100 nM, aktivnost kaspaza povećala se pribliţno 5 puta u odnosu na 

kontrolnu skupinu (Slika 9B).  
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Slika 9. Učinak miricetina u prisutnosti CuSO4 na aktivnost kaspaza 3 i 7. Prikazane su srednje 

vrijednosti ± standardna devijacija srednje vrijednosti iz 2 neovisna pokusa provedena u triplikatu. A) 

Stanice tretirane miricetinom u prisutnosti CuSO4, B) Utjecaj staurosporina na aktivnost kaspaza 3 i 7.  

K) Kontrolna skupina, S) Stanice tretirane staurosporinom. **) p < 0.01 u usporedbi s kontrolnom 

skupinom, jednosmjerna ANOVA, Dunnett-ov test. 

 

Primjena bakra uzrokovala je promjenu strukture kromatina unutar jezgre, kao i 

nekrotične promjene na stanicama SH-SY5Y (Slika 10). Udio stanica s apoptotskim, odnosno 

nekrotičnim promjenama, iznosio je 20.88 ± 7.73% (p < 0.05, Tukey-ev test višestruke 

usporedbe nakon jednosmjerne ANOVA-e) i 20.18 ± 5.71% (p < 0.01). U prisutnosti 5 µg/mL 

miricetina, promjene su bile još izraţenije. Apoptotske promjene bile su prisutne  na 30.49 ± 

6.56% stanica (p < 0.0001), a nekrotične na 28.73 ± 5.26% stanica (p < 0.0001). 
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Slika 10. Učinak miricetina i bakra na apoptotske i nekrotične promjene u stanicama SH-SY5Y. 

Prikazani su rezultati analize apaptotskih promjena, odnosno kondenzacije kromatina pomoću boje 

Hoechst 33342, te analiza stanica s oštećenom membranom koristeći boju PI. Prikazane su srednje 

vrijednosti ± standardna devijacija srednje vrijednosti iz jednog neovisnog pokusa u biološkom 

duplikatu pri čemu je za svaku tretiranu skupinu prebrojano više od 500 stanica u najmanje 5 

nasumično odabranih vidnih polja. K) Kontrolna skupina, Cu) Stanice tretirane s 0.5 mM CuSO4, 

Cu+M) Stanice tretirane s 5 µg/mL miricetina u prisutnosti CuSO4. a) p < 0.05, b) p < 0.01 i d) p < 

0.0001 u usporedbi s kontrolnom skupinom, jednostruka ANOVA, Tukey-ev test. 
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Slika 11. Obojene jezgre stanica SH-SY5Y s Hoechst 33342 i PI-om. Prikazane su reprezentativne 

slike dobivene pomoću fluorescencijskog mikroskopa EVOS FLoid Cell Imaging Station (Thermo 

Fisher Scientific). Kondenzirani kromatin prikazan je intenzivno plavim obojenjem, a crveno su 

obojene stanice u završnoj fazi apoptoze i nekroze. A i D) Kontrolne stanice, B i E) Stanice tretirane s 

CuSO4, C i F) Stanice tretirane miricetinom u prisutnosti CuSO4. 

 

4.4. Učinak miricetina na preživljenje stanica SH-SY5Y u prisutnosti H2O2 

Budući da je miricetin pokazao prooksidacijsko i neurotoksično djelovanje u prisutnosti 

suviška bakra, istraţio sam kakav će učinak imati miricetin ako se primijeni istovremeno s 

H2O2, RKV-om koja stanice dovodi u stanje OS-a. Stanice SH-SY5Y sam tretirao rastućim 

koncentracijama miricetina (1 - 10 µg/mL) u prisutnosti 600 µM H2O2 tijekom 24 sata. Poslije 

tretmana, odredio sam preţivljenje stanica metodom MTT (Slika 12).  

Pri koncentraciji od 600 µM H2O2, preţivljenje stanica je iznosilo 51.93 ± 9.45%. 

Dodatak rastućih koncentracija miricetina nije utjecao na preţivljenje stanica SH-SY5Y. 
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Slika 12. Učinak različitih koncentracija miricetina na preživljenje stanica SH-SY5Y u 

prisutnosti H2O2. Prikazane su srednje vrijednosti ± standardna devijacija srednje vrijednosti iz 3 

neovisna pokusa provedena u kvadripletu. d) p < 0.0001 u usporedbi s kontrolnom skupinom, 

jednosmjerna ANOVA i post hoc Tukey-ev test. 

 

4.5. Učinak  miricitrina na preživljenje stanica SH-SY5Y 

Miricitrin je glikozid miricetina, i s obzirom da su slične kemijske strukture, stanice SH-

SY5Y sam tretirao i miricitrinom (1-10 µg/mL) u prisutnosti 0.5 mM CuSO4, tijekom 24 sata 

kako bi utvrdio odreĎuje li šećerna skupina učinak flavonoida. Preţivljenje stanica mjerio sam 

metodom MTT.  

Primijenjen samostalno, 0.5 mM CuSO4 smanjio je preţivljenje stanica SH-SY5Y na 

72.07 ± 7.96% (p < 0.0001, Tukey-ev-ov test nakon jednosmjerne ANOVA-e). Za razliku od 

miricetina, miricitrin nije imao utjecaj na preţivljenje stanica SH-SY5Y u prisutnosti iona 

bakra  (Slika 13).  
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Slika 13. Učinak različitih koncentracija miricitrina na preživljenje stanica SH-SY5Y u 

prisutnosti CuSO4. Prikazane su srednje vrijednosti ± standardna devijacija srednje vrijednosti iz 

2 pokusa provedena u kvadripletu. ****) p < 0.0001, Tukey-ev test nakon jednosmjerne        

ANOVA-e.  

 

4.6. Utjecaj bakra i miricetina na ekspresiju proteina p53, p73 i PARP-1 

Kako bih bolje razjasnio molekularne mehanizme neurotoksičnih učinaka bakra i 

miricetina, pratio sam promjene u ekspresiji proteina koji sudjeluju u odgovoru na OS i 

reguliraju staničnu smrt. Intenzitete proteinskih vrpci dobivenih metodom westernskog otiska 

sam denzitometrijski odredio pomoću programa Fiji (ImageJ) i normalizirao u odnosu na 

ekspresiju β-aktina čija se ekspresija smatra konstantnom u različitim eksperimentalnim 

uvjetima (Radonić i sur. 2004). PARP-1 je nuklearni enzim s vaţnom ulogom u regulaciji 

popravka DNA. Bakar je povećao njegovu ekspresiju za 140% u usporedbi s kontrolnom 

grupom, a dodatkom miricetina ekspresija proteina PARP-1 ukupno se povećala za 230% u 

usporedbi s kontrolnim stanicama (Slika 14A). Transkripcijski faktor p53 stanični je detektor 

oštećenja DNA. Trend pojačane ekspresije bio je manje izraţen nego za protein PARP-1. 

Nakon tretmana bakrom, razina proteina p53 povećala se za 22.5%, a u prisutnosti 5 μg/mL 

miricetina za 35.5% u usporedbi s kontrolnom skupinom, ali ta povećanja nisu dosegla razinu 

statističke značajnosti (Slika 14B). Analizirao sam i ekspresiju dvije izoforme proteina p73: 

TAp73α i ΔNp73α (Slika 14C i D). Ekspresija TAp73α ostala je nepromijenjena, dok se 

ekspresija ΔNp73α u prisutnosti bakra smanjila na 72.50 ± 2.50% (p < 0.05), a miricetin je 

dodatno smanjio na 51.50 ± 7.50% (p < 0.01) u usporedbi s kontrolom.  
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Slika 14. Učinak bakra i miricetina na ekspresiju apoptotskih proteina.  Rezultati su prikazani 

kao srednje vrijednosti ± standardna pogreška iz dvije neovisne stanične izolacije. A) Ekspresija 

proteina PARP-1, B) Ekspresija proteina p53, C i D) Ekspresija izoformi proteina p73, E) 

Reprezentativni otisci westernske metode. K) Kontrolna skupina, Cu) Stanice tretirane s 0.5 mM 

CuSO4, Cu+M) Stanice tretirane s 5 µg/mL miricetina u prisutnosti CuSO4. a) p < 0.05, b) p < 

0.01 Tukey-ev test nakon jednosmjerne ANOVA-e. 
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5. RASPRAVA 

Zbog svojih snaţnih antioksidacijskih svojstava te sposobnosti keliranja metala i 

modulacije redoks-ovisnih signalnih puteva, flavonoidi su privukli interes znanstvenika kao 

potencijalni agensi u borbi protiv neurodegenerativnih poremećaja (Jazvinšćak i sur. 2012, 

Kelsey i sur. 2010). U tom pogledu, smatrao sam kako bi ispitivanje uloge miricetina u 

uvjetima bakrom izazvanog OS-a moglo pruţiti rezultate koji će biti korisni u daljnjim 

istraţivanjima terapeutika za neurodegenerativne bolesti. Neuroprotektivni utjecaj miricetina 

dokazan je u nekoliko istraţivanja (Shimmyo i sur. 2008b, Semwal i sur. 2016, Zhang i sur. 

2011), ali postoje i ona koja pokazuju njegov toksični utjecaj koji proizlazi iz prooksidacijske 

aktivnosti. Anti- i prooksidacijska aktivnost miricetina te drugih flavonoida ovisi o broju i 

poloţaju hidroksilnih skupina te kemijskom okruţenju, koje moţe uključivati prisutnost 

redoks aktivnog prijelaznog metala (Chobot i Hadacek 2011, Jomova i sur. 2019).  

S obzirom da je neravnoteţa bakra jedan od vaţnih čimbenika u nastanku i razvoju 

neurodegenerativnih poremećaja (Li i sur. 2017), u stanicama neuroblastoma SH-SY5Y, OS 

sam potaknuo suviškom bakra. U staničnoj liniji SH-SY5Y, koja se često koristi kao model za 

proučavanje funkcije neurona, uključujući i stanični odgovor na oksidacijska oštećenja (Kritis 

i sur. 2015), suvišak iona bakra smanjio je preţivljenje i povećao produkciju RKV-a. 

Neurotoksični učinak bakra bio je prvi puta vidljiv pri koncentraciji od 0.4 mM, koja je u 

istraţivanju Lovell i sur. (1998) utvrĎena u amiloidnim plakovima mozga oboljelog od AB-i. 

Trend pada preţivljenja stanica SH-SY5Y u ovisnosti od koncentracije bakra slaţe se s 

istraţivanjem Lan i sur. (2016), u kojem su i niţe koncentracije bakra (0.05-0.2 mM) utjecale 

na smanjivanje preţivljenja.  

Istovremeni tretman stanica SH-SY5Y s miricetinom i bakrom, dodatno je smanjio 

preţivljenje i povećao produkciju RKV-a, što jasno ukazuje na citotoksični i prooksidacijski 

utjecaj miricetina u prisutnosti bakra. Istraţivanje Sahu i sur. (1993) govori kako 

prooksidacijsko svojstvo flavonoida proizlazi iz njihove redoks aktivnosti u prisutnosti kisika 

i prijelaznih metala. Sama redoks aktivnost flavonoida ovisi o broju hidroksilnih skupina koje 

se mogu lagano oksidirati. Miricetin posjeduje 6 hidroksilnih skupina i stoga se oksidacija 

miricetina moţe potaknuti dvovalentnim bakrovim ionom, a slijed reakcija u konačnici 

dovodi do stvaranja hidroksilnog radikala putem Fenton-ove reakcije (Radovanović i sur. 

2019, Yoshino i sur. 1999). Dakle, citotoksični učinak miricetina u stanicama SH-SY5Y je 

povezan s povećanom proizvodnjom RKV-a i stvaranjem elektrofilnih oksidacijskih 
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produkata koji nanose oksidacijska oštećenja različitim biomolekulama i tako ugroţavaju 

staničnu funkciju. Ovaj učinak nije se vidio prilikom tretmana miricitrinom (miricetin-3-O-

ramnozid) koji ima vezanu glikozidnu skupinu na kisiku prstena C. OdreĎena istraţivanja 

(Atabey-Ozdemir i sur. 2017, Yokimozo i Moriwaki 2005) su pokazala kako miricitrin slabo 

stvara komplekse s bakrom, što vjerojatno objašnjava izostanak promjene u preţivljenju 

stanica SH-SY5Y pri tretmanu miricitrina s bakrom.  

S druge strane, miricetin lako stvara komplekse s bakrom i tako moţe izazvati promjene 

na dušičnim bazama DNA, te lomove njenih lanaca (Schwerdtle i sur. 2007). Vaţni proteini 

koji se aktiviraju prilikom oštećenja DNA su p53, p73 i PARP-1. Sličan trend pojačane 

ekspresije, u stanicama SH-SY5Y, imali su proteini  p53 i PARP-1. Njihova  ekspresija se 

povećala prilikom tretmana bakrom, a prisutnost miricetina ju je dodatno pojačala, čime se 

ukazuje na izraţenija oštećenja DNA u nazočnosti flavonoida. Kada je DNA veoma oštećena, 

pojačana ekspresija PARP-a dovodi do bioenergetskog kolapsa i nekrotične smrti stanice (Ko 

i Ren 2012). Slično kao u mom istraţivanju, pojačana ekspresija PARP-1 u istraţivanju 

Gerace i sur. (2014) dovela je do smrti neurona hipokampusa koja je karakterizirana niskom 

razinom ATP-a i smanjenom aktivacijom kaspaza. Pojačana ekspresija p53 i pokretanje 

apoptoze dokazana je na mnogo različitih vrsta stanica, pa tako i u neuronima koji su bili 

izloţeni OS-u (Miller i sur. 2000). Ovi rezultati pokazuju, kako su proteini PARP-1 i p53 

imali zaštitnu ulogu u stanicama SH-SY5Y.  OdreĎene studije (De Laurenzi i sur. 2000, 

Miller i sur. 2000) govore kako izoforma ΔNp73 regulira preţivljenje neurona tijekom 

njihovog razvoja te ima ključnu ulogu u diferencijaciji neuroblastomskih stanica.  Izravnim 

vezanjem za p53, ΔNp73 spašava neurone od stanične smrti tako što inhibira proapoptotičku 

aktivnost p53. Pojačana ekspresija ΔNp73 ima neuroprotektivni učinak, ali prilikom velikih 

oštećenja DNA, ova izoforoma se brzo raspada nepoznatim mehanizmom, što uzrokuje smrt 

stanica (Pozniak i sur. 2002). Ekspresija ove izoforme u stanicama SH-SY5Y se smanjila, što 

vjerojatno ukazuje na sposobnost miricetina da stvara kompleks s bakrom i samim tim 

oštećenja na DNA, što dovodi do degradacije ΔNp73 i smrti stanica.  

Istraţivanje Hasegawa i sur. (1992) pokazalo je kako bakar utječe na smrt neurona 

uglavnom preko aktivacije apoptoze. Sama apoptoza moţe biti aktivirana ovisno ili neovisno 

o kaspazama, a oba puta aktivacije u neuronima su dokazana u istraţivanju Han i sur. (2003).   

Glavni izvršni enzimi apoptoze su kaspaza 3 i 7, a njihova aktivnost u stanicama SH-SY5Y je 

bila tek blago smanjena prilikom svih tretmana. Sličan utjecaj bakra, povišenje razine RKV-a 

i supresija apoptoze, vidljiva je u istraţivanju Liao i sur. (2020) na malignim stanicama. 
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Kondenzirani kromatin je obiljeţje oba puta apotoze, a budući da su miricetin i bakar 

potaknuli kondenzaciju bez aktivacije kaspaza 3 i 7, vjerojatno su stanice SH-SY5Y ušle u 

proces apoptoze neovisan o kaspazama. No, brojna istraţivanja govore o tome kako povećana 

produkcija RKV-a moţe utjecati na promjenu stanične smrti iz apoptoze u nekrozu. OdreĎene 

stanice SH-SY5Y se se bojale i PI-om, što ukazuje na prisutnost nekrotičnih stanica. Broj 

nekrotičnih stanica i stanica s kondenziranim kromatinom bio je najveći pri istovremenom 

tretmanu bakrom i miricetinom, što je u skladu s rezultatima testova vijabilnosti. Isto tako 

istraţivanja Miyoshi i sur. (2007) te Yan Khan i sur. (2012) pokazuju kako flavonoidi u 

prisutnosti bakra potiču produkciju RKV-a, što opterećuje antioksidacijski sustav obrane i 

vodi stanice u apoptozu i nekrozu. 

Bakar ima mogućnost reagiranja s H2O2 stvarajući tako hidroksilni radikal putem Fenton-

ove reakcije. Iako H2O2 nije slobodan radikal i ima ograničenu reaktivnost, on vrlo lako 

prolazi kroz membrane i ulazi u unutarstanični prostor. Stoga, ukoliko se poremeti 

antioksidacijski sustav obrane, njegovo nakupljanje dovodi do patoloških promjena. U 

istraţivanju Zhao i suradnika (2019), preţivljenje stanica SH-SY5Y smanjivalo se ovisno o 

koncentraciji H2O2, a drastično smanjenje za 50% u usporedbi s kontrolom je bilo vidljivo pri 

koncentraciji od 600 µM, što se slaţe s rezultatima mog istraţivanja. Miricetin u ovim 

uvjetima OS-a nije utjecao na preţivljenje stanica, što se moţe objasniti odsustvom bakrovih 

iona i samim time Fenton-ove reakcije putem koje se stvaraju hidroksilni radikali. Neovisno o 

tome, moglo bi se očekivati da u prisutnosti H2O2 miricetin djeluje antioksidacijski i da će to 

imati pozitivan učinak na preţivljenje. Budući da to nije opaţeno, moţe se zaključiti da sama 

prisutnost antioksidansa nije dovoljna za povećenje preţivljenja, te da osim nakupljanja RKV-

a, i drugi čimbenici, kao što je npr. poremećaj prijenos signala unutar redoks aktivnih 

signalnih puteva, utječu na preţivljenje stanica SH-SY5Y u uvjetima OS-a. 
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6. ZAKLJUČAK 

Na temelju rezultata ovog istraţivanja zaključio sam: 

 Tretman stanica SH-SY5Y s CuSO4 (izvor iona Cu
2+

) smanjuje preţivljenje stanica 

ovisno o primijenjenoj koncentraciji.  

 Tretman stanica SH-SY5Y miricetinom pokazuje toksično djelovanje tek pri najvećoj 

primijenjenoj koncentraciji od 20 µg/mL.  

 Istovremeni tretman miricetina (5 i 10 µg/mL) i 0.5 mM CuSO4  povećava toksični 

učinak bakra i dodatno smanjuje preţivljenje stanica, dok flavonoid miricitrin nema 

učinak na preţivljenje. Miricetin u koncentracijama 1-10 µg/mL u prisutnosti 600 µM 

H2O2 ne utječe na preţivljenje stanica SH-SY5Y. 

 Unutarstanična razina RKV-a se povećava nakon tretmana s 0.5 mM CuSO4. U 

prisutnosti iona bakra miricetin djeluje prooksidacijski i dodatno potiče nastanak 

RKV-a.  

 Tretman stanica s CuSO4 ne povećava aktivnost kaspaza 3 i 7. Aktivnost kaspaza 3 i 7 

ostaje nepromijenjena nakon kombiniranog tretmana s CuSO4 i miricetinom te upućuje 

na aktivaciju programirane stanične smrti neovisne o kaspazama. 

 Miricetin potiče bakrom-izazvane apoptotične i nekrotične procese na stanicama SH-

SY5Y. 

 U uvjetima OS-a potaknutog suviškom iona bakra, vidljiv je trend porasta ekspresije 

proteina PARP-1 i p53 koji se dodatno povećava u prisutnosti miricetina. Miricetin 

pojačava učinak bakra na smanjenje  ekspresije izoforme ΔNp73. Ekspresija TAp73 se 

ne mijenja nakon tretmana bakrom, kao niti u prisutnosti miricetina. 
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