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1. UVOD

Seéerna bolest je ozbiljna bolest koja tijekom vremena dovodi do ozbiljnih o3teéenja srca,
krvnih zila, oCiju, bubrega i1 zivaca. U posljednja tri desetljeCa prevalencija tipa 2 Secerne
bolesti dramati¢no je porasla u svim drzavama svijeta. Unato¢ dostupnoj terapiji inzulinom
opasna je po zivot za sve oboljele. Globalni je cilj zaustaviti rast oboljelih od Se¢erne bolesti i
pretilosti do 2025. godine. Upravo zato postoji i Program Secerne bolesti od strane Svjetske
zdravstvene organizacije (WHO) kojem je cilj prevenirati tip 2 SeCerne bolesti 1 minimizirati
komplikacije te maksimalno povecati kvalitetu zivota za sve ljude oboljele od Secerne bolesti

(www.who.int).

1.1. SECERNA BOLEST

Seéerna bolest (lat. diabetes mellitus) je kroniéni metaboli¢ki sindrom koji nastaje zbog
relativnog i/ili apsolutnog manjka inzulina. Karakterizirana je kroni¢nom hiperglikemijom
koju prate poremecaji u metabolizmu ugljikohidrata, proteina i masti (Straus i Petlevski,

2009).

Broj oboljelih od Secerne bolesti alarmantno raste na epidemijsku razinu (Kharroubi i
Darwish, 2015).

Prema prvom globalnom izvjes¢u o SeCernoj bolesti od strane Svjetske zdravstvene
organizacije (WHO) vidljivo je da se broj oboljelih odraslih osoba ucetverostru¢io od 1980.
godine do danas na 422 milijuna. Svake godine 1,5 milijuna smrtnih slucajeva izravno je
povezano sa Secernom bolesti. Zabrinjavajuci je podatak ida 1 od 3 odraslih osoba starijih od

18 godina ima pretjeranu tjelesnu tezinu, a 1 od 10 osoba pati od pretilosti (www.who.int).

U Europi od Secerne bolesti boluje 60 milijuna osoba, a prema podatcima Registra osoba sa
Se¢ernom boles¢u u Hrvatskoj postavljenu dijagnozu ima 254 296 punoljetnih osoba.
Zabrinjavajuca je ¢injenica da se broj oboljelih povecava iz godine u godinu. Prema ranijim
istrazivanjima smatra se da preko 40 % oboljelih osoba u Hrvatskoj jo§ uvijek nema
postavljenu dijagnozu jer procjene govore o preko 400 000 odraslih osoba sa Se¢ernom

boles¢u. Svaka deseta osoba u Hrvatskoj ima Se¢ernu bolest (www.hzjz.hr).
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Slika 1. Broj osoba sa $ecernom bole$¢u (Izvor: CroDiab, 2014)
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Slika 2. Raspodjela smrtnosti u Hrvatskoj na 50 000 umrlih (Izvor: www.who.int)
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Seéerna bolest uzrok je 3% smrtnih sluéajeva u Hrvatskoj prema izvjeséu Svjetske
zdravstvene organizacije, a ono $to je najviSe zabrinjavajuce je Cinjenica da je taj postotak u

porastu (www.who.int).

Klasi¢na podjela dijabetesa predloZena od strane American Diabetes Association (ADA) jo$
1997. godine obuhvaca tip 1 Secerne bolesti, tip 2 Se¢erne bolesti, gestacijski dijabetes i ostale

tipove Secerne bolesti (Kharroubi i Darwish, 2015).

1.1.1. TIP 1 SECERNE BOLESTI

Seéerna bolest tipa 1 najéeiée se pojavljuje veé u djetinjstvu pa se stoga prije nazivala i
juvenilni dijabetes. Karakterizira ju apsolutni manjak inzulina koji nastaje kao posljedica
lucenja autoantitijela na pojedine komponente -stanica Langerhansovih otoci¢a gusterace ili
na molekulu inzulina. To su ICA (islet cell antibodies) antitijela protiv stanica gusteracinih
otoCi¢a, IAA (insulin autoantibodies) antitijela protiv inzulina, GADA (glutamic acid
decarboxylase autoantibodies) antitijela protiv dekarboksilaze glutaminske kiseline te IA-2A i
IA-2BA (tyrosine phosphatase autoantibodies) antitijela protiv tirozinske fosfataze. Vecina
oboljelih ima autoantitijela koja se mogu pojaviti u cirkulaciji ve¢ nekoliko godina pa i
mjeseci prije pojave jasnih simptoma. To je autoimunosni tip 1 Seerne bolesti. Bolesnici u
kojih se takva autoantitijela ne mogu dokazati svrstavaju se u idiopatski tip 1 Secerne bolesti.
Nastanak tipa 1 Se¢erne bolesti obicno je iznenadan i ukljuuje simptome poput ucestalog
mokrenja, prekomjerne Zedi 1 suhocCe usta, izraziti umor odnosno manjak energije, stalnu glad,
nagli gubitak mase, smetnje vida te ponavljane infekcije. Osim genetskih biljega za pojavu
tipa 1 Secerne bolesti odgovorni su i ¢imbenici okoline poput virusa i kemikalija. Osobe s
tipom 1 Secerne bolesti na terapiji su inzulinom od trenutka postavljanja dijagnoze (Straus i

Petlevski, 2009).

1.1.2. TIP 2 SECERNE BOLESTI

Seéerna bolest tipa 2 najéesce se pojavljuje u odraslih. Vjerojatno nastaje zbog nedovoljnog
lucenja inzulina iz gusterace i/ili njegove nemogucnosti da pravilno djeluje na ulazak glukoze
u stanice miSi¢nog i masnog tkiva Sto se definira pojmom inzulinska rezistencija. lako je

primarna inzulinska rezistencija moguca i u osoba s normalnom tjelesnom masom najcesci je
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uzrok inzulinske rezistencije visceralna pretilost. Bolest obi¢no pocinje postupno i polagano
napreduje. Pri uznapredovaloj bolesti pojavljuju se simptomi poput prekomjerne zedi,
pojacanog mokrenja, pospanosti 1 zamagljenog vida. U Zena su Ceste vaginalne gljivicne
infekcije, svrbez, trnci i zarenje u stopalima. Tip 2 SeCerne bolesti najcesce se otkriva
slu¢ajno, sistematskim pregledom, nalazom povecanih vrijednosti glukoze u krvi i mokraci
prije pojave simptoma. Osim genetskih biljega za pojavu tipa 2 Secerne bolesti, kao 1 kod tipa
1 Se¢erne bolesti, odgovorni su i okoliSni ¢imbenici od kojih su najvazniji smanjena tjelesna

aktivnost i povecanje tjelesne mase (Straus i Petlevski, 2009).

1.1.3. TRUDNICKA SECERNA BOLEST

Trudnicka Secerna bolest ili gestacijski dijabetes prvi se put pojavljuje u trudnoci, a nestaje
nakon poroda. Pojac¢ano lu¢enje posteljicnih hormona, posebno potkraj drugog i u tre¢em
tromjese€ju, uzrokuje inzulinsku rezistenciju, a time 1 povecanu potrebu za inzulinom. U
normalnoj se trudno¢i povecava lu€enje inzulina i njegova aktivnost, a u trudnica u kojih
povecano lucenje i1 aktivnost inzulina nisu dovoljni razvija se trudnicka Secerna bolest.
LijecCenje se provodi dijetalnom prehranom, a ukoliko se njome ne smanji koncentracija
glukoze u krvi pribjegava se inzulinskom lijeCenju. U tih Zena veca je vjerojatnost

pojavljivanja tipa 2 $eéerne bolesti u kasnijoj Zivotnoj dobi (Straus i Petlevski, 2009).

1.1.4. OSTALI TIPOVI SECERNE BOLESTI

Ostali tipovi Secerne bolesti uzrokovani su genetickim poremecajima [-stanica
Langerhansovih oto¢i¢a gusterace, genetiCkim poremecajima djelovanja inzulina, bolestima
egzokrinog dijela gusterace, endokrinopatijama, lijekovima i kemikalijama, infekcijama,
neuobiCajenim oblicima imunosno uzrokovane Secerne bolesti, drugim genetickim
sindromima. Kao novi razred uvedena je i poremecena regulacija glukoze s dva stupnja. To su
IGT (impaired glucose tolerance) poremecaj tolerancije glukoze 1 IFG (impaired fasted

glucose) poremeéaj glukoze nataste (Straus i Petlevski, 2009).
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Slika 3. Raspodjela oboljelih prema tipu Se¢erne bolesti (1zvor: CroDiab, 2014)




1.2. KOMPLIKACIJE SECERNE BOLESTI

Komplikacije Secerne bolesti dijele se na akutne i kroni¢ne. Akutne komplikacije nastaju brzo
I zahtijevaju hitnu intervenciju. To su hipoglikemija, dijabeti¢ka ketoacidoza, laktatna acidoza
I hiperosmolalna koma. Hipoglikemija je ¢esta akutna komplikacija u osoba s tipom 1 Se¢erne
bolesti. To je stanje u kojem je koncentracija glukoze u krvi manja od 2,5 mmol/l. Dijabeticka
ketoacidoza je za Zivot opasna komplikacija u osoba s tipom 1 Seéerne bolesti. To je zapravo
metabolicka acidoza koja nastaje kao posljedica manjka inzulina i relativnog ili apsolutnog
viska glukagona. Zbog manjka inzulina i smanjenog iskoriStavanje uglljikohidrata u
energijske svrhe dolazi do pojacanog metabolizma masti Sto rezultira porastom slobodnih
masnih kiselina. Jedan dio masnih kiselina dospijeva u jetru gdje dolazi do sinteze ketonskih
spojeva koji ostecuju sredisnji ziv€ani sustav i uzrokuju komu. Laktatna je acidoza najcesca
metaboli¢ka acidoza koja nastaje zbog povecanog stvaranja i/ili smanjenog iskoriStavanja
laktata koji je krajnji produkt anaerobnog metabolizma glukoze. Nastaje kao posljedica tkivne
hipoksije. Hiperosmolalna koma pojavljuje se u osoba starije Zivotne dobi s tipom 2 Secerne
bolesti. Karakterizirana je iznimno visokom koncentracijom glukoze u krvi. Kroni¢ne
komplikacije Secerne bolesti nastaju polako 1 mnoge su godinama bez simptoma, ali trajno
oste¢uju i unistavaju pojedine organe. Posljedica su dugotrajne hiperglikemije zbog slabe
metabolicke kontrole bolesti. Dijele se na mikroangiopatije i makroangiopatije. U
mikroangiopatije ubrajaju se retinopatija, nefropatija i neuropatija, a u makroangiopatije
mozdani udar, ishemijske sréane bolesti i periferne vaskularne bolesti (Straus i Petlevski,

2009).




1.3. OKSIDATIVNI STRES

Oksidativni stres je pomak ravnoteze u stani¢nim oksidacijsko-redukcijskim reakcijama
prema oksidaciji ili prekomjerenom stvaranju radikala. Stanica gubi ravnotezu stvaranja
radikala i nije u moguénosti da ih ukloni antioksidacijskim sustavom. Pri normalnom
staniénom metabolizmu sustavi obrane reagiraju s nastalim koli¢inama slobodnih radikala i
odrZava se homeostaza. U nekim klini¢kim stanjima stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta je
povecano pa kapacitet citoprotektivnih enzima i antioksidansa nije dovoljan i prevladavaju

reaktivne kisikove vrste (Cepelak, 2009).

Oksidativni stres dovodi do oste¢enja makromolekula ukljuc¢ujuéi ugljikohidrate, proteine,
lipide i DNA S§to uzrokuje disfunkciju stanica i oSteCenje tkiva. Upravo je povecani
oksidativni stres faktor koji dovodi do inzulinske rezistencije, dislipidemije, disfunkcije B-
stanica Langerhansovih otocica, poremecaja tolerancije glukoze i kona¢no dovodi do razvoja

Secerne bolesti tipa 2 (Tangvarasittichai, 2015).

1.3.1. SLOBODNI RADIKALI

Slobodni radikali su kemijske vrste koje u vanjskoj orbitali imaju jedan nespareni elektron.
Zbog tog nesparenog elektrona oni su obi¢no visoko reaktivne elektrofilne vrste. Da bi sparili
svoj slobodni elektron i time stvorili stabilan spoj stupaju u reakcije s proteinima, lipidima,
ugljikohidratima te nukleinskim kiselinama. Mogu takoder reagirati i s drugim molekulama
reakcijom radikal-radikal dodavanjem ili oduzimanjem elektrona. Reakcije slobodnih radikala
s neradikalima obi¢no su lancane reakcije gdje jedan radikal stvara drugi radikal i na taj nacin
pojacava daljnje osSteCenje. Izvori slobodnih radikala mogu biti vanjski i unutarnji. Vanjski
uzroci obuhvacaju ionizirajué¢e zracenje, fotolizu kemijske veze, cigaretni dim s visokim
sadrzajem slobodnih radikala. Unutarnji uzroci ukljucuju slu¢ajno i namjerno nastajanje

radikala (Cepelak, 2009).

U potencijalno aktivne Kisikove vrste (ROS eng. reactive oxygen species) ubrajaju se
superoksidni radikal O,", hidroksilni radikal OH, alkoksilni radikal RO, hidroperoksilni
radikal HOO , peroksil radikal ROy, peroksinitritni radikal ONOO, singlet kisik O,, vodikov
peroksid H,O,, hipoklorna kiselina HOCI i hipobromna kiselina HOBr (Tangvarasittichai,
2015).
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Slika 4. Reakcije nastajanja slobodnih radikala (1zvor: Apel i Hirt, 2004)




1.4, OKSIDATIVNI STRES I SECERNA BOLEST

Secerna bolest zahvada sve organske sustave. U vaskularnom sustavu povisena koncentracija
glukoze dovodi do gubitka endotelnih stanica, poti¢e starenje endotelnih stanica, sprjecava
angiogenezu, narusava mobilizaciju progenitora endotelnih stanica iz koStane srzi Sto
naposlijetku rezultira brojnim vaskularnim bolestima. Akutna 1 kroni¢na poviSenja
koncentracije glukoze u krvi mogu rezultirati otpuStanjem reaktivnih Kisikovih spojeva
(ROS). Neka istrazivanja pokazala su da antioksidativni tretman moZze ublaziti 1 prevenirati
kardiovaskularne komplikacije Secerne bolesti. U stanicnim kulturama poviSena
koncentracija glukoze rezultirala je oksidativnim stresom i oSteenjem kardiomiocita,
endotelnih stanica i neurona. Oksidativni stres takoder rezultira poviSenim koncentracijama
glutationa 1 pove¢anom lipidnom peroksidacijom u Zzivotinjskim modelima, jeguljama koje
imaju tip 2 SeCerne bolesti. Krajnji metaboliti uznapredovale glikacije (advanced glycation
end products, AGE) dovode do komplikacija Sec¢erne bolesti i otpustanja reaktivnih kisikovih
spojeva te aktivacije kaspaza. Na stani¢noj razini, porodica transportnih proteina (UCP) u
unutrasnjoj membrani mitohondrija moze znaCajno utjecati na prezivljavanje stanica u
Secernoj bolesti. Kod sisavaca postoji nekoliko tipova, UCP1, UCP2, UCP3, UCP4 i UCPS.
Ti proteini dovode do rasprSenja protonskog elektrokemijskog potencijalnog gradijenta kroz
mitohondrijsku unutarnju membranu $to rezultira aktivacijom oksidacije supstrata i
rasipanjem oksidacijske energije u obliku topline umjesto u obliku ATP-a. Zbog toga se
modulira sama sinteza ATP-a, otpustanje masnih kiselina i oksidacija glukoze. Prekomjerna
ekspresija UCP proteina u skeletnim miSi¢ima misa poboljsava odgovor na inzulin, transport
glukoze u skeletne misice i povecava otpornost na pretilost. UCP3 moze stimulirati unos
inzulina, olakSati oksidaciju masnih kiselina i limitirati nastanak reaktivnih kisikovih
intermedijera. No, nisu svi UCP proteini korisni. Prekomjerna ekspresija UCP2 u izoliranim
stanicama gusterace, to¢nije Langerhansovim oto¢i¢ima, dovodi do smanjene razine ATP-a i
sekrecije inzulina na poticaj glukoze. Tijekom oksidativnog stresa moze do¢i i do
mnogobrojnih disfunkcija mitohondrija. Kod osoba koje boluju od tipa 2 Seferne bolesti
vidljivi su mitohondriji u misSi¢nim stanicama koji su manji nego kod kontrolne skupine.
Smanjeni mitohondrijski proteini i mitohondrijska DNA u adipocitima takoder su povezani s
razvojem tipa 2 SeCerne bolesti. Izlaganje glukolipotoksi¢nosti B-stanicama Langerhansovih
otoCi¢a gusterate promovira oksidativni stres i disfunkciju mitohondrija koji dovode do
otpustanja citokroma c, aktivacije kaspaza i u konacnici apoptoze. Disfunkcija mitohondrija

dovodi do otvaranja pora i povecane permeabilnosti mitohondrijske membrane, otpusStanja




citokroma c te aktivacije kaspaza. Putevi programirane stani¢ne smrti koji ukljuc¢uju apoptozu
1 autofagiju takoder reguliraju stani¢no prezivljavanje tijekom Secerne bolesti i oksidativnog
stresa. Oksidativni stres moZe znacajno negativno utjecati na stani€no prezivljavanje i dovesti
do programirane stani¢ne smrti putem apoptoze ili autofagije. Svjetska zdravstvena
organizacija predvida da ¢e dijabetes mellitus biti sedmi na listi vode¢ih uzroka smrti do
2030. godine. Rana dijagnoza i odgovarajuca briga za osobe oboljele od dijabetesa vazna je za

produljenje ljudskog Zivota (Maiese, 2015).

Chronic
Hyperglycemia

sl

AGE formation
Glucose autoxidation
Glucosamine

} — ROS
Oxidative phosphorylation /

Low capacity of antioxidant enzymes
» Superoxide dismutase
+ Catalase
* Glutathione peroxidase

B-cell dysfunction

Slika 5. Biokemijski putevi koji su osjetljivi na koncentraciju glukoze u krvi i nastaju ROS

(Izvor: Robertson i sur., 2015)
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1.5. ANTIOKSIDANSI

Antioksidansi su spojevi koji su prisutni u maloj koncentraciji u odnosu na spoj koji se
oksidira, ali usprkos tome znatno odgadaju ili sprjeCavaju oksidaciju tog spoja. Razli¢iti
antioksidansi djeluju zajednicki i medusobno suraduju. Njihova glavna uloga je prevencija

oksidativnih o$te¢enja bioloskog sustava bez utjecaja na fizioloske funkcije (Cepelak, 2009).

1.5.1. VITAMIN C

Vitamin C ili askorbinska kiselina hidrofilni je antioksidans s vaznom ulogom u bioloskim
oksido-redukcijskim procesima 1 stanicnom disanju. Reducira a-tokoferolni radikal,

perokside, superoksidni radikal, hidroksilni radikal te hipoklorit (Cepelak, 2009).

1.5.2. VITAMIN E

Vitamin E je lipofilni antioksidans kojeg ¢ine a, B, v i A-tokoferoli. Sastavni je dio bioloskih
membrana i lipoproteina u krvi koje stiti od lipidne peroksidacije prekidanjem lancane

reakcije nastajanja radikala (Cepelak, 2009).

1.5.3. KAROTEN!I

Karoteni su takoder antioksidansi. B-karoten i likopen ucinkoviti su hvata¢i alkoksilnog i

peroksilnog radikala (Cepelak, 2009).

1.5.4. REDUCIRANI GLUTATION

Reducirani glutation (y-glutamilcisteinglicin, GSH) mala je molekula koja takoder $titi stanice

od oksidacijskog ostecenja. To je tripeptid topljiv u vodi sa slobodnom sulfhidrilnom grupom.
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Slika 6. Reducirani glutation (Izvor: Berg i sur., 2013)

Kruzi izmedu reduciranog tiolnog oblika (GSH) i oksidiranog oblika (GSSG).
2GSH+RO-OH &= GSSG + H,0 + ROH

GSSG se reducira u GSH djelovanjem glutation reduktaze. To je flavoprotein koji se kao

izvorom elektrona koristi molekulom NADPH.

GSSG + NADPH + H+ GLUTATION REDUKTAZA >2 GSH + NADP+

Glutation ima kljuénu ulogu u detoksifikaciji jer reagira s vodikovim peroksidom i organskim

peroksidima koji su vrlo Stetni metaboliti aerobnog Zivota.

2 GSH + H202 GLUTATION PEROKSIDAZA ﬁ HZO + GSSG

Osim u detoksifikaciji glutation ima vaznu ulogu 1 u ostalim stani¢nim procesima poput
redukcije ribonukleotida u deoksiribonukleotide, regulacije ekspresije proteina i genske
ekspresije. Sudjeluje i u transportu aminokiselina kroz stani¢nu membranu, kofaktor je nekih
enzimskih reakcija, sudjeluje u reakcijama konjugacije nekih lijekova. Glutation se de novo
sintetizira iz aminokiselina glicina, cisteina i glutaminske kiseline. Sinteza zahtjeva prisutstvo
dva enzima, y-glutamilcistein sintetaze i GSH sintetaze. Biodostupnost cisteina odreduje
sintezu GSH. Manjak reduciranog oblika glutationa izlaZe stanicu opasnosti od oksidativnog
stresa. Disbalans GSH proucava se u sklopu mnogih patoloskih stanja ukljucujuéi tumore,
neurodegenerativne bolesti, astmu, bolesti srca, cisti¢nu fibrozu, HIV, bolesti jetre, starenje i
drugo (Berg i sur., 2013 i Townsend i sur., 2003).
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1.6. GLUTATION-S-TRANSFERAZA

Glutation-S-transferaze (GST) su Siroko rasprostranjeni enzimi koji se nalaze u bakterijama,
gljivicama, biljkama, pticama, ribama i sisavcima. To je vrlo kompleksna porodica enzima
ukljucenih u metabolizam mnogih supstrata. Kataliziraju konjugaciju glutationa (GSH) s
velikim brojem hidrofobnih elektrofila stvarajuci tioesterske veze. Sudjeluju u prvom koraku
nastajanja merkapturne Kkiseline. Glutation-S-transferaze su dimeri i sastoje se od dvije
podjedinice koje neovisno ostvaruju svoju enzimsku aktivnost. Svaka podjedinica ima dvije
funkcionalne regije. Hidrofilna regija G veze fizioloski supstrat glutation, a regija H osigurava
hidrofobno okruZenje za vezanje razli€itih elektrofilnih supstrata. Regija G vrlo je sli¢na kod
svih glutation-S-transferaza dok je regija H vrlo razli¢ita kod pojedinih glutation-S-
transferaza i pokazuje specifi¢nost i raznolikost pri vezanju supstrata. Glutation-S-transferaze
dijele se na membranski vezane proteine (mikrosomalne) i topljive proteine (citosolne i
mitohondrijske). Topljive glutation-S-transferaze kod sisavaca dijele se u 6 razreda: a (alfa), p
(mu), 7 (pi), O (theta), { (zeta),  (omega) (Beckett i Hayes, 1993 i Townsed i sur., 2003).

a-9 helix

Slika 7. Struktura ljudske a-GST (a) i ©-GST (b) (1zvor: Sheehan i sur., 2001)
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1.7. SLOBODNE TIOLNE SKUPINE

Slobodne tiolne skupine plazmatskih proteina potjeCu od cisteinskih aminokiselinskih
ostataka i podlozne su oksidacijskim promjenama. Nazivaju se jo§ i merkaptani ili sulthidrili.
Slobodne SH-skupine cisteina reverzibilno se oksidiraju pri ¢emu nastaje cistin (disulfid).
Disulfidi se u prisutnosti glutationa reduciraju te se na taj nacin regeneriraju slobodne SH-
skupine. Daljnja oksidacija disulfida dovodi do ireverzibilnih promjena i nastanka cisteinske

kiseline.

1.8. BETULA PENDULA ROTH (BETULACEAE)

Obicna breza (lat. Betula pendula) je bjelogori¢no drvo iz porodice Betulaceae. Raste diljem
Europe i Azije. Cesta je u nas§im mezofilnim $umama te nasadima i parkovima. Naraste do
visine od 30 m, a u debljinu do 60 cm. Stablo je vitko, a kora bijela i glatka. Na starijim
stablima kora ima tamnije pukotine. Li$¢e je trokutasto ili rombi¢no, 3-7 cm dugo i dvostruko
nazubljeno. Jedan od razloga zasto je breza tako rasprostranjena je taj $to obilno proizvodi
sjeme koje se lako prenosi vijetrom. Cak i danas botanicari ju nazivaju pionirskom vrstom koja
medu prvima naseljava plodno tlo. Cvije¢e se formira u rese i opraSuje vjetrom. Muski

izdanci su dugi, opusteni i vise prema dolje, a Zenski su kraci, kruti 1 idu prema gore. Zenski

izdanci tijekom faze zorenja otpustaju sjeme koje se prenosi vjetrom.

Slika 8. Muski i zenski izdanci (Izvor: www.kew.org Wolfgang Stuppy, 2016)



http://www.kew.org/

Koristi se za izradu metli i ograda pa sve do proizvodnje ljekovitih preparata. Vino od biljnog
soka uzimalo se kao lijek u Velikoj Britaniji, dok se kora koristila u Irskoj za lijeCenje koznih
bolesti. Danas se liS¢e 1 kora najviSe koriste zbog svojih diuretskih svojstava. Jedan od
glavnih sastojaka kore je betulinska Kkiselina koja je pokazala aktivnost protiv kancerogenih

stanica i HIV-a (www.kew.org).

Ljekovita svojstva kore 1 ekstrakti iz kore ve¢ se godinama koriste u tradicionalnoj medicini u

razli¢itim dijelovima svijeta. Nekoliko vrsta iz te porodice tradicionalno se koriste za lijeCenje
raznih upalnih bolesti ukljucujuci i artritis. Moze se naci preko 100 vrsta te biljke u svijetu, ali
samo 7 vrsta poznato je u tradicionalnoj upotrebi. Sirovi ekstrakti, dijelovi i fitokemijski
konstituenti izolirani iz te biljke pokazuju Siroki spektar in vitro i in vivo farmakoloske
aktivnosti  poput  imunomodulacijskih,  antiupalnih,  antimikrobnih,  antivirusnih,
antioksidativnih, antidijabetskih, dermatoloSkih, gastroprotektivnih i hepatoprotektivnih
ucinaka. Antiartritisni 1 antikancerogeni ucinci su dva najistrazivanija podrucja. Najvise se
istrazuju kora te spojevi betulin i betulinska kiselina i njihov antikancerogeni u¢inak (Rastogi
i sur., 2014).

1.8.1. KEMIJSKE SASTAVNICE

Vodeni ekstrakt lista biljke Betula pendula sadrzi flavonoide, fenole i fenolne kiseline (Bljaji¢
i sur., 2016).

Flavonoidi su skupina prirodnih spojeva fenolne strukture koji se nalaze u vocu, povréu,
zitaricama, kori, korijenu, stabljikama, cvije¢u, ¢aju 1 vinu. Identificirano je viSe od 4000
flavonoida od kojih su mnogi odgovorni za raznolike boje cvijeca, voca i lis¢a. Jo§ 1930.
godine iz naranci je izoliran novi spoj za kojeg se vjerovalo da je ¢lan nove skupine vitamina i
nazvan je vitamin P. Tek je kasnije postalo jasno da je to flavonoid rutin. Flavonoidi mogu, na
razli¢ite nacine, sprijeciti ozljedu nastalu djelovanjem slobodnih radikala (Nijveldt i sur.,
2001).

HPLC fitokemijska analiza potvrdila je da je glavna sastavnica u vodenom ekstraktu lista
biljke Betula pendula flavonoid rutin dok su ostale komponente prisutne u nizim
koncentracijama. U prijasnjim studijama otkriveno je da su flavonoidi u listu biljke Betula
pendula derivati miricetina, quercetina, kaempferola, apigenina i luteolina. Postoje 3 glavna
pretpostavljena mehanizma antioksidativnog djelovanja. To su prijenos atoma vodika,
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prijenos jednog elektrona i kelacija metala. Udio pojedinog mehanizma u ukupnom
antioksidativnom ucinku ekstrakta biljke ovisi o brojnim utjecajima pa je zbog toga potrebno
koristiti vise metoda za analizu antioksidativne ucinkovitosti prirodnih ekstrakata (Bljajic¢ i
sur., 2016).

1.8.2. RUTIN

Rutin je flavonoid naden u mnogim biljkama. Ima antioksidativnu i metal kelirajucu
aktivnost. U streptozotocin-induciranim modelima dijabetesa pokazuje neuroprotektivne i

kardioprotektivne ucinke (Bljaji¢ i sur., 2016).

OH

O-rutinose

Slika 9. Kemijska struktura rutina (Izvor: Al-Dhabi i sur., 2015)

Rutin ima Siroki farmakoloski ucinak istrazivan u podruc¢ju medicine i nutricionizma. Koristi
se kao antimikrobni, antifungalni i antialergijski spoj. Nedavna istrazivanja pokazala su
njegov Sirok spektar djelovanja u tretmanu brojnih kroni¢nih bolesti kao Sto su karcinom,
dijabetes, hipertenzija i hiperkolesterolemija. Rutin pokazuje znacajni antidijabetski uc¢inak.
Inhibira upalne citokine i poboljSava antioksidativni i lipidni profil u modelima kod kojih je
dijabetes tipa 2 izazvan dijetom s visokim unosom masnoca i streptozotocinom. Zbog toga se
smatra da bi rutin mogao biti koristan kao modulator dijabetesa u kombinaciji sa standardnim
antidijabeticima. Rutin je 1 potencijalni spoj za kontrolu glikemije jer poboljSava aktivnost
inzulin-ovisne receptorske kinaze i na taj na¢in inducira inzulinski signalni put koji dovodi do
povecane translokacije transportera glukoze (GLUC 4) i povecanog ulaska glukoze u stanice
(Al-Dhabi i sur., 2015).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Oksidativni stres povezan je s patogenezom dijabetesa i njegovim komplikacijama. U oba tipa
dijabetesa snizene su koncentracije tiolnih skupina kao i kod pacijenata s komplikacijama
dijabetesa tipa 2 (Prakash i sur., 2009).

Glikacija antioksidativnih enzima uzrokuje smanjenje njihove aktivnosti $to dovodi do

smanjene eliminacije superoksidnih radikala 1 jo§ ve¢e podloznosti tkiva oksidativnom stresu.

Cilj ovog istrazivanja je ispitivanje antioksidativnog u¢inka vodenog ekstrakta lista biljke
Betula pendula u razli¢itim koncentracijama (0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml i 0,5 mg/ml) u Hep G2
stanicama u hiperglikemijskim uvjetima. U znanstvenoj litaraturi nema podataka o
antioksidativnom ucinku vodenog ekstrakta lista biljke Betula pendula pa je upravo zbog toga

postala predmetom ovog istrazivanja.

Oksidativni stres u Hep G2 stanicama izazvan je tretiranjem stanica s 30 mM otopinom

glukoze.

Spektrofotometrijskim metodama odredivane su koncentracije glutationa i slobodnih tiolnih

skupina te aktivnost enzima glutation-S-transferaze u stani¢nom lizatu Hep G2 stanica.

Koncentracije glutationa i slobodnih tiolnih skupina izraZzene su u uM, a aktivnost enzima

glutation-S-transferaze u U/L.

Rezultati su statisticki obradeni u statistickom programu MedCalc 14.8. i Microsoft Office
Excel-u 2010.
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3. MATERUALI | METODE

3.1. HEP G2 KULTURA STANICA

Hep G2 stanice su humane, epitelne stanice hepatocelularnog karcinoma. Morfoloski, to su
stanice zalijepljenje za podlogu. Kultiviraju se u kompletnom, hranjivom MEM mediju (eng.
Minimum Essential Medium) uz dodatak 10%-tnog FBS (eng. Fetal Bovine Serum), 1%-tnog
antibiotika-antimikotika, 1%-tnog natrijeva piruvata i 1%-tnih neesencijalnih aminokiselina.
Stanice rastu u inkubatoru na 37°C s 5%-tnim CO2 i relativnom vlaznosti od 95%. Prilikom
zamrzavanja stanica medij ¢ine 95% kompletni medij bez antibiotika-antimikotika te 5%

DMSO (dimetil sulfoksid).

Prilikom pocetka rada stanice se odmrzavaju naglo u vodenoj kupelji na 37°C. Sadrzaj netom
odmrznute ampulice prebaci se u 10 ml kompletnog medija i centrifugira 10 minuta na 1100
okretaja u minuti. Supernatant bacimo, a stanice resuspendiramo u 10 ml kompletnog medija i
brojimo. Za brojanje stanica u epruveti pomijeSamo 50 pl suspenzije stanica i 50 pl 0,04%-tne
otopine boje triptan plavo te ostavimo da stoji 10 minuta na sobnoj temperaturi. Stanice se
broje u Biirker-Turkovoj komori pod svjetlosnim mikroskopom. Zive stanice ostaju
neobojene, dok se one mrtve oboje plavo. Vijabilnost se izrazava kao postotak zivih stanica u

ukupnom broju stanica.

(UKUPAN BROJ STANICA U 4 VELIKA KVADRANTA/4) X 10000 X 2 = BROJ
STANICA/ML

bl i ]

0.1 mm deep

Slika 10. Shematski prikaz i fotografija Biirker-Tiirkove komorice
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Slika 11. Princip brojanja stanica

U prvom sadenju stanice sadimo malo gusée. Prema broju stanica raCunamo koji nam je
volumen potreban da bi nasadili 4 x 10° stanica. Stanice stavljamo u inkubator pod prethodno

navedenim uvjetima i promatramo sljede¢i dan.

Pri rasadivanju stanica prvo ih ispiremo s 5 ml otopine EDTA. Nakon toga dodajemo 2-3 ml
tripsina 1 inkubiramo koliko je potrebno da se stanice odlijepe. Obi¢no je to vrijeme od 5-10
minuta §to promatramo pod svjetlosnim mikroskopom. Tikvici dodamo 6-8 ml medija s 10%-
tnim FBS, lagano propipetiramo i prebacimo u 10 ml falkonicu. Centrifugiramo 10 minuta na
1100 okretaja u minuti. Talog stanica resuspendiramo u mediju i brojimo ih na prethodno
opisani nacin. Prema protokolu od ATCC (eng. American Type Culture Collection) stanice se

rasaduju u omjeru 1:4 do 1:6.

3.2. TRETIRANJE STANICA GLUKOZOM | VODENIM
EKSTRAKTOM LISTA BILJKE BETULA PENDULA

Prilikom eksperimenta promatrano je 5 skupina uzoraka. Prva je bila kontrolna skupina s
netretiranim Hep G2 stanicama. Druga je bila skupina Hep G2 stanica tretiranih glukozom
kako bi bile u hiperglikemijskim uvjetima poput osoba oboljelih od dijabetesa. Sljedece tri
skupine uzoraka bile su Hep G2 stanice u hiperglikemijskim uvjetima i tretirane vodenim
ekstraktom lista biljke Betula pendula u tri razli¢ite koncentracije od 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml i
0,5 mg/ml koji je napravljen u Zavodu za farmakognoziju.
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3.3. ODREDIVANJE GLUTATIONA U LIZATU HEP G2
STANICA

Pri odredivanju glutationa koristi se Ellmanov reagens. Proteini iz uzorka prvo se taloze s 5%-
tnom trikloroctenom kiselinom. 300 pl seruma pomije$a se s 100 ul 5%-tne trikloroctene
kiseline te se centrifurira na 3000 okretaja u minuti tijekom 10 minuta na sobnoj temperaturi.

U daljnji postupak uzima se nadsloj.

POSTUPAK:

PROBA SLIJEPA PROBA
NADSLOJ 100 pl -
Na-FOSFATNI PUFER 600 pl 600 pl
DTNB 50 pl 50 pl
VODA - 100 pl

Sadrzaj epruveta dobro se promijesa i apsorbancija mjeri na 412 nm prema slijepoj probi.
RACUN:

V x 10°
VXEXD

GLUTATION (uM) = A X

0,75 ml x 10°
0,1mlx 14150 cm~ 1M~ 1x1cm

GLUTATION (uM) = A x

GLUTATION (uM) = A x 530 uM

e-molarni koeficijent apsorbancije (14 150 cm™'M™)
b-debljina kivete (1 cm)

V-ukupni volumen reakcijske smjese (0,75 ml)
v-volumen ispitivanog uzorka (0,1 ml)

10°-faktor za prera¢unavanje M u uM

A-apsorbancija probe na 412 nm
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3.4. ODREDIVANJE SLOBODNIH TIOLNIH SKUPINA U
LIZATU HEP G2 STANICA

Za odredivanje slobodnih tiolnih skupina koristi se takoder Ellmanov reagens (5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzojeva kiselina ili DTNB). U reakciji DTNB s tiolnim skupinama oslobada se 2-nitro-
5-merkaptobenzojeva kiselina (TNB) i nastaju mijeSani disulfidi. TNB u vodenoj sredini pri
alkalnom i neutralnom pH ionizira u Zuto obojeni anion TNB". Reakcija se odvija brzo i jedan
mol tiola oslobada jedan mol TNB. Oslobodeni TNB™ odreduje se spektrofotometrijski

mjerenjem apsorbancije pri 412 nm.

POSTUPAK:

PROBA (A) SLIJEPAPROBA | SLIJEPA PROBA

REAGENSA (B) UZORKA (C)

SERUM 50 ul - 50 ul
VODA - 50 pul 10 ul
TRIS-EDTA PUFER 150 pl 150 pl 150 pl
DTNB 10 pl 10 pl -
APSOLUTNI 790 pul 790 ul 790 pl
METANOL

Sadrzaj epruveta dobro se promijesa i inkubira 20 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim se

centrifugira na 3000 g tijekom 10 minuta takoder na sobnoj temperaturi.

Apsorbancija nadsloja mjeri se na 412 nm prema destiliranoj vodi.
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RACUN:

Vx 103
vxexhb

SH SKUPINE (mM) = (A-B-C) x

1mlx 103
0,05mlx13600cm=1M~1x1cm

SH SKUPINE (mM) = (A-B-C) X

SH SKUPINE (mM) = (A-B-C) x 1,47 mM
e-molarni koeficijent apsorbancije (13 600 cm™'M™)
b-debljina kivete (1 cm)

V-ukupni volumen reakcijske smjese (1 ml)
v-volumen ispitivanog uzorka (0,05 ml)

10°-faktor za preracunavanje M u mM
A-apsorbancija probe na 412 nm

B-apsorbancija slijepe probe reagensa na 412 nm

C-apsorbancija slijepe probe uzorka na 412 nm
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3.5. ODREDIVANIE AKTIVNOSTI GLUTATION-S-
TRANSFERAZE U LIZATU HEP G2 STANICA

Kataliticka koncentracija GST u serumu odreduje se spektrofotometrijskom metodom.
Mjerenje se temelji na konjugaciji reduciranog glutationa s CDNB (1-klor-2,4-dinitrobenzen).
Prvi je korak ionizacija reduciranog glutationa u proton i tiolni anion. Drugi je korak
nukleofilni napad tiolnog aniona na C-1 atom aromatskog prstena CDNB. Tre¢i je korak
nastajanje Meseneimerovog kompleksa iz kojeg nastaje 1-(S-glutationil)-2,4-dinitrobenzen
(GS-DNB) koji ima maksimum apsorpcije pri valnoj duljini od 340 nm. Rast apsorbancije
proporcionalan je katalitickoj koncentraciji GST u uzorku. Mjerenje apsorbancije vrsi se pri
temperaturi od 37°C na 340 nm, a kataliticka koncentracija GST izrazava se u IU/L S§to

odgovara transformaciji 1 pmola supstrata u produkt u 1 minuti pri 37°C.

CDNB se priprema tako da se 0,0506 g otopi u 5 ml apsolutnog etanola. Kad se otopi doda se
5 ml destilirane vode i drZi se na sobnoj temperaturi. Ako se pojave kristali stavi se na 30

minuta u kupelj na 50°C da se otope. Cuva se u tamnoj bo¢ici zastiéeno od svjetla.

GSH se priprema otapanjem 0,1536 g reduciranog GSH u 10 ml destilirane vode. DrzZi se na
+4°C, a prije analize vadi na sobnu temperaturu da se istemperira. Cuva se takoder u tamnoj

bocici zasti¢eno od svjetla.

POSTUPAK:
SLIJEPA PROBA UZORAK
PUFER 800 pl 700 pl
CDNB 100 pl 100 pl
GSH 100 pl 100 ul
SERUM - 100 pl

Mjerenje se vrsi spektrofotometrijski na instrumentu Trace 300 na 340 nm i 37°C.

Porast apsorbancije mjeri se tijekom 75 sekundi u pet intervala po 15 sekundi i izrauna
AA/min.
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RACUN:

IU/L = 24080y 1007
EXDb v

e-molarni koeficijent apsorbancije CDNB (9 600 I/mol cm)
b-debljina kivete (1 cm)

V-ukupni volumen reakcijske smjese (1 ml)

v-volumen ispitivanog uzorka (0,1 ml)

10°-faktor koji prevodi odgovor u umol/min/1 (IU/1)

KONACNA FORMULA:

AA/min
0,0096

IU/L = x 10
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3.6. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

Iz dobivenih rezultata izracunate su srednje vrijednosti i standardne devijacije za odredivane
parametre. Podatci su statisticki obradeni u statistiCkom programu MedCalc 14.8. i Microsoft
Office Excel-u 2010. Trazila se statisticki znacajna razlika izmedu skupina C i D, D/0,05 BP i
D, D/0,1 BP i D te D/0,5 BP i D. Za to je primijenjen Studentov t-test za nezavisne uzorke. P
vrijednost < 0,05 smatra se statistiCki znacajnom vrijedno$¢u jer se tada s 95%-tnom

sigurnoS¢u moze reci da je razlika u rezultatima izmedu dvije skupine signifikantna.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. REZULTATI

Sva mjerenja vrSena su u triplikatu. Izracunate vrijednosti koncentracije glutationa i slobodnih
tiolnih skupina te aktivnosti enzima glutation-S-transferaze prikazane su tabelarno.

Statistickom obradom dobivene su srednje vrijednosti i standardne devijacije (S.D.).

Tablica 1. Koncentracija glutationa (uM) u Hep G2 stanicama

C D D/0,05BP | D/0,1BP | D/0,5BP

1 44,52 39,22 43,99 39,22 37,63
2 43,99 36,57 46,64 41,87 37,63
3 41,87 34,98 40,28 41,34 36,57
SREDNJA

43,46 36,92 43,64 40,81 37,28
VRIJEDNOST
S.D. 1,40 2,14 3,19 1,40 0,61
P-VRIJEDNOST
DU
USPOREDBI S C
P-VRIJEDNOST
D/0,05 BP, D/0,1

0,0582 0,7971

BP, D/0,5BP U
USPOREDBI S D

C- kontrolni uzorak s netretiranim Hep G2 stanicama
D-Hep G2 stanice tretirane glukozom

D/0,05 BP- Hep G2 stanice tretirane glukozom i 0,05 mg/ml vodenim ekstraktom lista biljke

Betula pendula

D/0,1 BP- Hep G2 stanice tretirane glukozom i 0,1 mg/ml vodenim ekstraktom lista biljke
Betula pendula




D/0,5 BP- Hep G2 stanice tretirane glukozom i 0,5 mg/ml vodenim ekstraktom lista biljke

Betula pendula

27



Tablica 2. Koncentracija slobodnih tiolnih skupina (uM) u Hep G2 stanicama

C D D/0,05BP | D/0,1BP | D/0,5BP

1 58,66 43,81 43,81 38,16 39,57
2 59,36 43,81 43,81 38,87 38,87
3 58,66 43,81 41,69 40,28 39,57
SREDNJA

58,89 43,81 43,1 39,1 39,34
VRIJEDNOST
S.D. 0,40 0,00 1,22 1,08 0,40
P-VRIJEDNOST
DU
USPOREDBI S C
P-VRIJEDNOST
D/0,05 BP, D/0,1

0,3739

BP, D/0,5BP U
USPOREDBI S D

C- kontrolni uzorak s netretiranim Hep G2 stanicama
D-Hep G2 stanice tretirane glukozom

D/0,05 BP- Hep G2 stanice tretirane glukozom i 0,05 mg/ml vodenim ekstraktom lista biljke

Betula pendula

D/0,1 BP- Hep G2 stanice tretirane glukozom i 0,1 mg/ml vodenim ekstraktom lista biljke

Betula pendula

D/0,5 BP- Hep G2 stanice tretirane glukozom i 0,5 mg/ml vodenim ekstraktom lista biljke

Betula pendula




Tablica 3. Aktivnost glutation-S-transferaze (U/L) u Hep G2 stanicama

C D D/0,05BP | D/0,1BP | D/0,5BP

1 35,42 35,42 36,46 40,62 38,54
2 34,37 35,42 36,46 33,33 35,42
3 38,54 35,42 38,54 33,33 37,5
SREDNJA

36,11 35,42 37,15 35,76 37,15
VRIJEDNOST
S.D. 2,17 0,00 1,20 4,21 1,59
P-VRIJEDNOST
DU 0,6110
USPOREDBI S C
P-VRIJEDNOST
D/0,05 BP, D/0,1

0,0668 0,8955 0,1318

BP, D/0,5BP U
USPOREDBI S D

C- kontrolni uzorak s netretiranim Hep G2 stanicama
D-Hep G2 stanice tretirane glukozom

D/0,05 BP- Hep G2 stanice tretirane glukozom i 0,05 mg/ml vodenim ekstraktom lista biljke
Betula pendula

D/0,1 BP- Hep G2 stanice tretirane glukozom i 0,1 mg/ml vodenim ekstraktom lista biljke

Betula pendula

D/0,5 BP- Hep G2 stanice tretirane glukozom i 0,5 mg/ml vodenim ekstraktom lista biljke

Betula pendula




4.2. RASPRAVA

Ljekovita svojstva biljke Betula pendula Roth (Betulaceae) poznata su ve¢ dugo vremena
diljem svijeta, a ovo je prvo istrazivanje koje se bavi ispitivanjem njenog antioksidativnog

udinka.

Oksidativni stres i stvaranje slobodnih radikala imaju vaznu ulogu u Se¢ernoj bolesti i razvoju
njenih komplikacija. Perzistentna hiperglikemija dovodi do povecanog stvaranja slobodnih
radikala i drugih reaktivnih kisikovih vrsta, a time 1 do razvoja kasnih komplikacija Se¢erne
bolesti. Koli¢ina antioksidativnih enzima kao Sto je glutation-S-transferaza, ali i samog
glutationa 1 slobodnih tiolnih skupina utjece na podloznost pojedinih tkiva oksidativnom
stresu. Produkecija reaktivnih kisikovih spojeva povecana je opc¢enito kod osoba koje boluju od
Se€erne bolesti, a posebice kod onih s loSom kontrolom bolesti. U posljednjem desetljecu
znacajno je poraslo razumijevanje mehanizama oksidativnog stresa kao i njegovog Stetnog
ucinka na tkiva. Prva linija obrane tkiva od oksidativnog stresa su upravo antioksidativni
enzimi pa su zbog toga postali predmet sve viSe istrazivanja. U hiperglikemijskim uvjetima
dolazi do glikacije proteina pa tako i antioksidativnih enzima §to smanjuje njihovu kataliticku

aktivnost, a time i antioksidativni u¢inak (Tangvarasittichai, 2015).

Betula pendula dokazano je korisna u tretmanu degenerativnih bolesti zglobova, a postoje i
eksperimentalni dokazi na zivotinjama koji pokazuju njene antikarcinogene ucinke.
Antioksidativni ucinci nisu do sada eksperimentalno dokazani pa je to sve vise predmet

buducih istrazivanja (Rastogi i sur., 2014).

U tradicionalnoj upotrebi koriste se gotovo svi dijelovi biljke. Listovi i pupoljci sadrze
saponin, tanine, eteri¢na ulja, saharozu, betulin, smole i vitamin C. Listovi biljke smanjuju
koncentraciju kolesterola u krvi, lije¢e sréane edeme uzrokovane oslabljenom cirkulacijom,
arterijskom hipertenzijom i aterosklerozom. Preporucuje se i u lijeCenju gripe, prehlade i
kroni¢nih upala sinusa. Snizuje poviSenu tjelesnu temperaturu, ublazava glavobolje 1 jaca

imunosni sustav (alternativa-za-vas.com/index.php/clanak/article/breza).

U sluzbenoj fitoterapiji danas se koriste listovi koji djeluju kao snazan diuretik 1 antiseptik.
Poti¢u mokrenje 5-6 puta vise od prosjeka, djeluju kao dezinficijens mokraénih puteva te tako
pomazu kod bolesti bubrega, mjehura, pojave mokra¢nih kamenaca te drugih bolesti poput

gihta gdje poticanje mokrenja ima povoljan uc¢inak (Www.plantea.com.hr/breza/).

30



U ovom istrazivanju ispitan je antioksidativni uc¢inak vodenog ekstrakta lista biljke Betula
pendula u sirokom rasponu koncentracija na Hep G2 stanice u hiperglikemijskim uvjetima.
Koncentracije vodenog ekstrakta lista biljke Betula pendula iznosile su 0,05 mg/ml, 0,1
mg/ml i 0,5 mg/ml. Promatrano je 5 skupina stanica. Prva skupina bila je kontrolna skupina
koju su ¢€inile netretirane Hep G2 stanice. Druga skupina bile su Hep G2 stanice tretirane 30
mM otopinom glukoze kako bi se izazvali hiperglikemijski uvjeti i oksidativni stres u
stanicama. Sljedece tri skupine bile su skupine tretirane razli¢itim koncentracijama vodenog
ekstrakta lista biljke Betula Pendula. Koncentracije glutationa i slobodnih tiolnih skupina kao

i aktivnost enzima glutation-S-transferaze odredene su spektrofotometrijskim metodama.

Kod stanica tretiranih samo 30 mM otopinom glukoze uocen je statisti¢ki znacajan pad
koncentracija glutationa (P=0,0115) i slobodnih tiolnih skupina (P=0,0001) dok za glutation-
S-transferazu nije uocen statisticki znacajan pad aktivnosti (P=0,6110) u odnosu na kontrolnu
skupinu stanica. U stanicama tretiranim 30 mM otopinom glukoze i 0,05 mg/ml vodenim
ekstraktom lista biljke Betula pendula uoden je statisticki znaajan rast koncentracije
glutationa (P=0,0390), ali ne i slobodnih tiolnih skupina (P=0,3739) u odnosu na skupinu
stanica tretiranih samo 30 mM otopinom glukoze. Rast aktivnosti glutation-S-transferaze u
stanicama tretiranim 30 mM otopinom glukoze i 0,05 mg/ml vodenim ekstraktom lista biljke
Betula pendula nije statisticki znac¢ajan (P=0,0668) u odnosu na skupinu stanica tretiranim
samo 30 mM otopinom glukoze. U stanicama tretiranim 30 mM otopinom glukoze i 0,1
mg/ml vodenim ekstraktom lista biljke Betula pendula nije uocen statisticki znacajan rast
koncentracija glutationa (P=0,0582), ali je uocen statisticki znaCajan pad koncentracije
slobodnih tiolnih skupina (P=0,0016) u odnosu na skupinu stanica tretiranih samo 30 mM
otopinom glukoze. Rast aktivnosti glutation-S-transferaze u stanicama tretiranim 30 mM
otopinom glukoze i 0,1 mg/ml vodenim ekstraktom lista biljke Betula pendula nije statisticki
znacajan (P=0,8955) u odnosu na skupinu stanica tretiranim samo 30 mM otopinom glukoze.
U stanicama tretiranim 30 mM otopinom glukoze i 0,5 mg/ml vodenim ekstraktom lista biljke
Betula pendula nije uocen statisti¢ki zna¢ajan rast koncentracija glutationa (P=0,7971), ali je
opet uocen statisticki znacajan pad slobodnih tiolnih skupina (P=0,0001) u odnosu na skupinu
stanica tretiranim samo 30 mM otopinom glukoze. Rast aktivnosti glutation-S-transferaze u
stanicama tretiranim 30 mM otopinom glukoze i 0,5 mg/ml vodenim ekstraktom lista biljke
Betula pendula nije statisticki znac¢ajan (P=0,1318) u odnosu na skupinu stanica tretiranim

samo 30 mM otopinom glukoze.
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Antioksidativni ué¢inak vidljiv je kod 0,05 mg/ml vodenog ekstrakta lista biljke Betula
pendula gdje je uocen statisti¢ki znacajan porast koncentracije glutationa. Gledajuéi statisticki
znaCajne rezultate pojedinih koncentracija vodenog ekstrakta lista biljke Betula pendula nije

povecana aktivnost glutation-S-transferaze niti u jednoj od ispitivanih koncentracija.
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. ZAKLJUCCI

U ovome radu ispitan je antioksidativni u¢inak vodenog ekstrakta lista biljke Betula
pendula u razli¢itim koncentracijama (0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml i 0,5 mg/ml)
odredivanjem nekoliko parametara na kulturi Hep G2 stanica u hiperglikemijskim
uvjetima. To su koncentracije glutationa i slobodnih tiolnih skupina te aktivnost
glutation-S-transferaze.

Antioksidativni u¢inak u Hep G2 stanicama, u kojima je oksidativni stres izazvan
tretiranjem stanica s 30 mM otopinom glukoze procijenjen je mjerenjem koncentracije
glutationa i slobodnih tiolnih skupina te aktivnosti glutation-S-transferaze i
usporedbom dobivenih rezultata izmedu skupine stanica koje su tretirane samo 30 mM
otopinom glukoze i skupina stanica koje su tretirane 30 mM otopinom glukoze i
razli¢itim koncentracijama vodenog ekstrakta lista biljke Betula pendula.

Uocen je statisticki znacajan pad koncentracija glutationa (P=0,0115) i slobodnih
tiolnih skupina (P=0,0001) kod stanica tretiranih samo 30 mM otopinom glukoze (D)
u odnosu na kontrolni uzorak stanica (C).

Nije uocCen statisticki znacajan pad aktivnosti glutation-S-transferaze (P=0,6110) kod
stanica tretiranih samo 30 mM otopinom glukoze (D) u odnosu na kontrolni uzorak
stanica (C).

Uocen je statistiCki znacajan porast koncentracije glutationa u stanicama tretiranim 30
mM otopinom glukoze i 0,05 mM vodenim ekstraktom lista biljke Betula pendula
(D/0,05 BP) u odnosu na skupinu stanica tretiranim samo 30 mM otopinom glukoze
(D).

Uocen je statisticki znacajan pad slobodnih tiolnih skupina u stanicama tretiranim 30
mM otopinom glukoze i 0,1 mM vodenim ekstraktom lista biljke Betula pendula
(D/0,1 BP) te 0,5 mM vodenim ekstraktom lista biljke Betula pendula (D/0,5 BP) u
odnosu na skupinu stanica tretiranim samo 30 mM otopinom glukoze (D).

Niti u jednoj od ispitivanih koncentracija vodenog ekstrakta lista biljke Betula pendula
nije uocen statisticki znacajan porast aktivnosti glutation-S-transferaze u odnosu na
skupinu stanica tretiranim samo 30 mM otopinom glukoze (D).

U ovome radu pokazan je antioksidativni u¢inak vodenog ekstrakta lista biljke Betula
pendula samo u niskoj koncentraciji (0,05 mg/ml) dok visoke koncentracije mogu

imati prooksidativno djelovanje.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Seéerna bolest je kroniéni metaboli¢ki sindrom karakteriziran kroniénom hiperglikemijom
koji nastaje zbog relativnog i/ili apsolutnog manjka inzulina. Oksidativni stres dovodi do
oSte¢enja makromolekula i DNA $to uzrokuje disfunkciju stanica i oStecenje tkiva. Povecani
oksidativni stres faktor je koji u konac¢nici dovodi do razvoja Se€erne bolesti tipa 2. Neka
istrazivanja pokazala su da antioksidativni tretman moZe prevenirati, ali i1 ublaZziti
kardiovaskularne komplikacije Secerne bolesti. Obi¢na breza (lat. Betula pendula) je
bjelogori¢no drvo koje raste diljem Europe 1 Azije. U tradicionaloj medicini diljem svijeta ve¢
se godinama koriste ekstrakti iz kore i ljekovita svojstva kore. U znanstvenoj literaturi nema
podataka o antioksidativnom uc¢inku vodenog ekstrakta lista biljke Betula pendula pa je cilj
ovog istrazivanja bilo ispitivanje tog u¢inka. Vodeni ekstrakt lista biljke Betula pendula sadrzi
flavonoide, fenole i fenolne kiseline. HPLC fitokemijska analiza potvrdila je da je glavna
sastavnica u vodenom ekstraktu lista biljke Betula pendula flavonoid rutin dok su ostale
komponente prisutne u nizim koncentracijama. U eksperimentu je koriStena Hep G2 kultura
stanica. To su humane, epitelne stanice hepatocelularnog karcinoma. Oksidativni stres izazvan
je tretiranjem stanica s 30 mM otopinom glukoze. Koncentracije vodenog ekstrakta lista biljke
Betula pendula iznosile su 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml i 0,5 mg/ml. Spektrofotometrijskim
metodama odredivane su koncentracije glutationa, slobodnih tiolnih skupina i aktivnost
enzima glutation-S-transferaze. Rezultati su statistiCki obradeni u statistickom programu
MedCalc 14.8. i Microsoft Office Excel-u 2010. Antioksidativni u¢inak vodenog ekstrakta
lista biljke Betula pendula pokazan je samo u niskoj koncentraciji (0,05 mg/ml) dok visoke

koncentracije mogu cak imati prooksidativno djelovanje.
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SUMMARY

Diabetes mellitus is a chronic metabolic syndrome characterized by chronic hyperglycemia
that occurs due to the relative and / or absolute deficiency of insulin. Oxidative stress can
damage macromolecules and DNA causing dysfunction of cells and tissue damage. Increased
oxidative stress is a factor that ultimately leads to the development of type 2 diabetes. Some
studies have shown that antioxidant treatment can prevent or lessen the cardiovascular
complications of diabetes. Silver Birch (lat. Betula pendula) is a deciduous tree that grows
throughout Europe and Asia. In traditional medicine throughout the world for many years
people have been used extracts from the bark. In the literature there are no data on antioxidant
effect of aqueous extract of the leaf of Betula pendula. The aim of this study was the
examination of such effect. Water extract of the leaf of Betula pendula contains flavonoids,
phenols and phenolic acids. HPLC phytochemical analysis confirmed that the main
component in the aqueous extract of the leaf of Betula pendula is flavonoid rutin while the
other components are present in lower concentrations. The experiment was using Hep G2 cell
culture. These are human, epithelial cells of hepatocellular carcinoma. Oxidative stress was
induced by treating the cells with 30 mM glucose solution. The concentrations of aqueous
extract of the leaf of Betula pendula amounted to 0.05 mg / mL, 0.1 mg / ml and 0.5 mg /
ml.The concentration of glutathione, free thiol groups and the enzyme activity of glutathione-
S-transferase were measured by spectrophotometric methods. The results were statistically
analyzed in the statistical program MedCalc 14.8. and Microsoft Office Excel 2010.
Antioxidant activity of an aqueous extract of the leaf of Betula pendula is shown only at a low
concentration (0,05 mg / ml) while high concentrations may even have prooxidant effect.
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ANTIOKSIDATIVNI UCINAK VODENOG EKSTRAKTA LISTA BILJKE BETULA
PENDULA ROTH (BETULACEAE) U HIPERGLIKEMIJSKIM UVJETIMA IN VITRO

Antonija Petruni¢

SAZETAK

Seéerna bolest je kroniéni metaboli¢ki sindrom karakteriziran kroniénom hiperglikemijom koji nastaje zbog
relativnog i/ili apsolutnog manjka inzulina. Oksidativni stres dovodi do oSte¢enja makromolekula i DNA $to
uzrokuje disfunkciju stanica i oStecenje tkiva. Povecani oksidativni stres faktor je koji u konacnici dovodi do
razvoja Secerne bolesti tipa 2. Neka istrazivanja pokazala su da antioksidativni tretman moze prevenirati, ali i
ublaziti kardiovaskularne komplikacije SeCerne bolesti. Obi¢na breza (lat. Betula pendula) je bjelogori¢no drvo
koje raste diljem Europe i1 Azije. U tradicionaloj medicini diljem svijeta ve¢ se godinama koriste ekstrakti iz kore
i ljekovita svojstva kore. U znanstvenoj literaturi nema podataka o antioksidativnom u¢inku vodenog ekstrakta
lista biljke Betula pendula pa je cilj ovog istraZivanja bilo ispitivanje tog ucinka. Vodeni ekstrakt lista biljke
Betula pendula sadrzi flavonoide, fenole i fenolne kiseline. HPLC fitokemijska analiza potvrdila je da je glavna
sastavnica u vodenom ekstraktu lista biljke Betula pendula flavonoid rutin dok su ostale komponente prisutne u
nizim koncentracijama. U eksperimentu je koriStena Hep G2 kultura stanica. To su humane, epitelne stanice
hepatocelularnog karcinoma. Oksidativni stres izazvan je tretiranjem stanica s 30 mM otopinom glukoze.
Koncentracije vodenog ekstrakta lista biljke Betula pendula iznosile su 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml i 0,5 mg/ml.
Spektrofotometrijskim metodama odredivane su koncentracije glutationa, slobodnih tiolnih skupina i aktivnost
enzima glutation-S-transferaze. Rezultati su statisticki obradeni u statistitkom programu MedCalc 14.8. i
Microsoft Office Excel-u 2010. Antioksidativni uc¢inak vodenog ekstrakta lista biljke Betula pendula pokazan je
samo u niskoj koncentraciji (0,05 mg/ml) dok visoke koncentracije mogu ¢ak imati prooksidativno djelovanje.
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ANTIOXIDANT EFFECT OF AQUEOUS EXTRACT OF THE LEAF OF BETULA
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Antonija Petruni¢
SUMMARY

Diabetes mellitus is a chronic metabolic syndrome characterized by chronic hyperglycemia that occurs due to the
relative and / or absolute deficiency of insulin. Oxidative stress can damage macromolecules and DNA causing
dysfunction of cells and tissue damage. Increased oxidative stress is a factor that ultimately leads to the
development of type 2 diabetes. Some studies have shown that antioxidant treatment can prevent or lessen the
cardiovascular complications of diabetes. Silver Birch (lat. Betula pendula) is a deciduous tree that grows
throughout Europe and Asia. In traditional medicine throughout the world for many years people have been used
extracts from the bark. In the literature there are no data on antioxidant effect of aqueous extract of the leaf of
Betula pendula. The aim of this study was the examination of such effect. Water extract of the leaf of Betula
pendula contains flavonoids, phenols and phenolic acids. HPLC phytochemical analysis confirmed that the main
component in the aqueous extract of the leaf of Betula pendula is flavonoid rutin while the other components are
present in lower concentrations. The experiment was using Hep G2 cell culture. These are human, epithelial cells
of hepatocellular carcinoma. Oxidative stress was induced by treating the cells with 30 mM glucose solution.
The concentrations of aqueous extract of the leaf of Betula pendula amounted to 0.05 mg / mL, 0.1 mg / ml and
0.5 mg / ml.The concentration of glutathione, free thiol groups and the enzyme activity of glutathione-S-
transferase were measured by spectrophotometric methods. The results were statistically analyzed in the
statistical program MedCalc 14.8. and Microsoft Office Excel 2010. Antioxidant activity of an aqueous extract
of the leaf of Betula pendula is shown only at a low concentration (0,05 mg / ml) while high concentrations may
even have prooxidant effect.
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