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Popis kratica

ALS - alkalno labilna mjesta (od engl. alkali labile sites)
DSB - dvolanc¢ani lom (od engl. double-strand break)

HNE - 4-hidroksinonenal

LDL - lipoprotein niske gusto¢e (od engl. low-density lipoprotein)
LMP - tvar niskog talista (od engl. low melting point)

MDA - malondialdehid

NMP - tvar normalnog talista (od engl. normal melting point)

OECD - Organizacija za ekonomsku suradnju i razvoj (od engl. Organisation for Economic
Cooperation and Development)

PUFA - viSestruko nezasi¢ena masna kiselina (od engl. polyunsaturated fatty acid)
ROS - reaktivne kisikove jedinke (od egl. reactive oxygen species)
SOD - superoksid dismutaza

SSB - jednolancani lom (od engl. single-strand break)
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7.

ZIVOTOPIS



1. UvOD

Obicna planika (Arbutus unedo L.) zimzeleni je grm koji pripada porodici vrijesova
(Ericaceae). U Hrvatskoj je obi¢na planika rasprostranjena duzinom cijele jadranske obale te
na otocima: Mljetu, Korc¢uli, Bracu i Lokrumu. Razvija se u obliku makije i niske Sume (Torres
i sur. 2002; Topic i sur., 2009).

Obic¢na planika se ve¢ dugo koristi u narodnoj medicini zbog raznih ljekovitih svojstava
koje imaju svi dijelovi ove biljke (listovi, plodovi, korijenje i1 kora). Lijeci gastrointestinalne i
uroloske probleme, hipertenziju, kardiovaskularne bolesti, dijabetes te ima antiupalno i
antimikrobno djelovanje. Ima snaznu antioksidativnu aktivnost. Spojevi koji su povezani s
navedenim ljekovitim svojstvima su: fenolni spojevi, karotenoidi i vitamini (C i E). Ostale
bioloski aktivne komponente u obi¢noj planici su organske kiseline i terpenoidi (Oliveira i sur.,
2011).

1.1.0biéna planika (Arbutus unedo L.)

Obi¢na planika biljna je vrsta koja pripada porodici Ericaceae i potporodici
Vaccionioideae (prema nekim autorima Arbutoidae) (Torres i sur., 2002). U Hrvatskoj je obi¢na
planika poznata i pod imenom maginja (Topi¢ i sur., 2009). Latinsko ime ,,unedo® znaci
,pojedi samo jedan®, §to nam govori da plod nije ukusan ili da je toliko ukusan da osoba treba
pojesti samo jedan (Malheiro i sur., 2012; Trichopoulou i sur., 2000). Prema drugim autorima,
naziv potjece od ¢injenice da konzumacija zrelih plodova moZe izazvati stanje slicno pijanstvu,

koje je uzrokovano fermentacijom Secera u zrelim plodovima (Molina i sur., 2011).

Osim na hrvatskoj obali i otocima, obi¢na planika raste i u zapadnoj, sredi$njoj i juznoj
Europi, sjeverno-istocnoj Africi, Kanarskim otocima i zapadnoj Aziji. U Europi obi¢na planika
raste u Portugalu, Spanjolskoj, Francuskoj, Italiji, Albaniji, Grékoj, Bosni i Hercegovini,
Hrvatskoj, Makedoniji, Crnoj Gori, Srbiji, Sloveniji i na mediteranskim otocima (Balearskim
otocima, Korzici, Sardiniji i Kreti). Prilagodena je uvjetima gdje led i snijeg nisu uobicajeni, a
ljetna susa nije intenzivna. Obi¢na planika sposobna je prilagoditi se i uvjetima jugo-zapadne
obale Irske (Slika 1) (Kim, 2012; Oliveira i sur., 2011; Torres i sur., 2002).
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Slika 1. Rasprostranjenost obi¢ne planike (Arbutus unedo L.) u Europi (preuzeto od:
Oliveira i sur., 2011).

U Hrvatskoj, na jadranskoj obali i navedenim otocima obi¢na planika raste s hrastom
crnikom (Quercus ilex L.), zelenikom (Phillyrea latifolia L.) i velikim vrijesom (Erica arborea
L.) te Cini vazdazelenu Sumsku vegetaciju. Raste u obliku makije i niske Sume (Topi¢ i sur.,
2009). Obicna planika raste od razine mora do 600 metara iznad razine mora. Stani$ta obi¢ne
planike su ve¢inom kameni nagibi, iako moze rasti i na suhim ili glinenim tlima (Vidrih i sur.,
2013).

Obicna planika moze rasti 9-12 metara u visinu, ali najcesce raste 1,5-3 metra. Kora ove
biljke je ispucala i ljusti se u uzduznim ljuskama. Listovi su jednostavni, oblanceolatni,
naizmjeni¢no postavljeni, tamno smedi i koZasti. Naj¢esc¢e imaju rubove nazubljene 2 do 3 puta

i nalaze se na peteljkama duzine do 10 milimetara (Slika 2) (Males i sur., 2006; Gomes, 2011).

Cvjetovi obi¢ne planike zvonolikog su oblika, blijedo ruzi¢asti ili bijeli te tvore visece

grozdaste cvatove. Dugi su oko 8 do 9 milimetara (Slika 2) (Males i sur., 2006).

Plodovi su narancasto crvene boje i sazrijevaju u jesen. Okrugle bobice su prekrivene
dlakama sli¢énim bodljicama, sadrze so¢nu mekanu zutu pulpu i najces¢e su dijametra do 2
centimetra. Plodovi su jestivi, ali imaju ugodan okus samo ako se konzumiraju blago prezreli

kada im padne razina tanina i poraste razina Secera (Alarcdo-E-Silvai sur., 2001). Ipak, najcesce



se konzumiraju preradeni kao pekmez, marmelada, liker i rakija (Fonseca i sur. 2015; Miguel i
sur. 2014; Rosavec i sur., 2005).

Slika 2. Cvat i plod obi¢ne planike

(https://www.naturamediterraneo.com/forum/topic.asp? TOPIC _1D=99517)

Proizvodnja dzemova i tekucih pripravaka koji se pripremaju od obi¢ne planike
predstavljaju veliku ekonomsku vaznost ove biljke u ruralnim podru¢jima (Alarcdo-E-Silva i
sur., 2001). Na Sardiniji i Korzici se od plodova obi¢ne planike proizvodi vino i brendi. U
Portugalu, plodovi obi¢ne planike koriste se za proizvodnju tekucine za pice ,,aguardente sto
je jedan od primjera kako se plodovi i sjeme vrsta iz nepoznatih izvora vode prema
domestifikaciji (Gomes i sur., 2016). Jos$ jedna od ekonomskih vaznosti obi¢ne planike je to da
je obi¢na planika medonosna biljka. Med planike je gorkastog okusa i ima moga ljekovita

svojstva (Fonseca i sur., 2015).

Osim velike ekonomske vaznosti obi¢na planika primjenjuje se u farmaceutskoj i
kemijskoj industriji za proizvodnju lijekova zbog visokog udjela fenolnih kiselina, terpenoida,
tanina i vitamina C koji imaju snazno antioksidativno djelovanje (Ribeiro i sur., 2017). U
jednom istrazivanju od 28 analiziranih biljaka koja imaju snaZna antioksidativna svojstva
ukupan antioksidacijski kapacitet obi¢ne planike pokazao se jednim od najvecih (Garcia-
Alonso i sur., 2004).



Sjeme obicne planike je vrlo sitno. Obi¢na planika se razmnozava iz proSlogodisnjih
izbojaka sjetvom te korijencima i reznicama. Odlikuje se velikom izbojnom snagom te je vrlo
prilagodljiva raznim uvjetima kao $to su posolica, susa i studen. Iz navedenih razloga, ova biljka

je pogodna za upotrebu u hortikulturne svrhe u blizini mora (Rosavec i sur., 2005).

S ekoloskog gledista, obi¢na planika je vrlo korisna jer sprjecava eroziju tla, posjeduje
sposobnost da se brzo obnovi nakon pozara i prezivljava vrlo dobro u slabo obogaéenim tlima
(Takrouni i sur., 2012; Gomes i Canhoto; 2009).Najbolje raste na silikatnim i dekarbonatnim
tlima, no mozZe rasti na alkalnim i relativno Kiselim tlima (pH 5-7,2) (Torres i sur., 2002; Celikel
i sur., 2008; Gomes, 2011; Godinho-Ferreira i sur., 2005).

Osim ljekovitih svojstava, hortikulturne svrhe, ekoloske i ekonomske vaznosti, obi¢na
planika ima i veliku ornamentalnu vaznost. U jesen nosi listove i plodove u isto vrijeme te je
izrazito lijepa (Slika 2). Razlog tome je $to je plodovima obi¢ne planike potrebno 12 mjeseci

da sazriju (Miguel i sur., 2014; Rosavec i sur., 2005).

1.2.Kemijski sastav listova obi¢ne planike

1.2.1. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi sadrze jedan ili vise aromatskih prstenova na kojima se nalaze jedna ili
vise hidroksilnih skupina. Poznato je oko 8000 fenolnih spojeva koji su §iroko rasprostranjeni
u carstvu biljaka (Strack, 1997). Fenoli su molekule male molekularne mase s jednim
aromatskim prstenom ali i kompleksni tanini i derivirani polifenoli. Osnovna podijela fenolnih
spojeva prema njihovoj strukturi je na flavonoide i fenolne kiseline (ne-flavonoide). Nadalje,
mogu biti Klasificirani na osnovi broja ugljikovih atoma, a ¢esto se mogu pronaci konjugirani

u Secere i organske kiseline (Crozier, 2006).

Fenolni spojevi u biljkama su sekundarni metaboliti i nalaze se u svim biljnim tkivima.
Imaju zastitnu ulogu protiv herbivora i mikrobnih infekcija, djeluju kao alelopatski agensi i Stite
od UV zraéenja. Biljke stvaraju sekundarne metabolite kao obrambeni mehanizam na stresne
uvijete u okolisu (npr. izrazito visoke ili izrazito niske temperature). Sekundarni metaboliti

mogu se Koristiti za proizvodnju boja, vlakana, ljepila, ulja, voskova, kao dodaci okusa, lijekovi



i parfemi a osim toga potencijalan su izvor novih prirodnih lijekova, antibiotika, insekticida i
herbicida (Croteau i sur., 2000; Dewick, 2002; Jurica i sur., 2015).

Rezultati novijih istrazivanja ukazuju na to da dugotrajna upotreba sekundarnih
metabolita moze imati odlican ucinak na smanjenje mogucénosti pojave raka i mnogih drugih

kroni¢nih, ali i kardiovaskularnih bolesti te dijabetesa tipa 2 (Crozier, 2006).

Polifenolni spojevi u biljkama mogu potaknuti aktivnost antioksidativnih enzima
(glutation peroksidaza, katalaza, superoksid dismutaza) vaznih za borbu s reaktivnim
metabolitima kisika (Tsao, 2010). Fenolni spojevi mogu djelovati antioksidacijsko,
antikancerogeno, antimutageno i protuupalno. Antioksidacijska aktivnost fenolnih spojeva
povezana je sa strukturom fenolnih sastojaka i ovisi 0 broju i pozicijama hidroksilnih skupina,
njihovoj glikozilaciji ili o ostalim zamjenskim grupama na fenolnom prstenu (Cai i sur., 2006;
Heim i sur., 2002; Huang i Ferraro, 1992).

Flavonoidi su najbrojnija skupina fenolnih spojeva pronadeni u biljnom carstvu
(Harborne i Williams, 2000). Prisutni su u visokim koncentracijama u epidermisu listova i kozi
plodova. U biljkama, flavonoidi su ukljuceni u razli¢ite procese kao sto je UV zastita,

pigmentacija i rezistencija na bolesti (Koes i sur., 1994; Pierpoint 2000).

Flavonoidi (C6-C3-C6) su kemijski spojevi u kojima su dva prstena (prsten A i prsten
B) fenolne prirode (benzenski prstenovi) vezani na piranski prsten (prsten C) (Slika 3). S
obzirom na nacin hidroksilacije i varijacijama u piranskom prstenu (prsten C) flavonoidi se
mogu podjeliti na: antocijanine, flavan-3-ole, flavone, flavanone i flavonole. Vecina flavonoida
u biljkama postoje kao glikozidi. Bioloska aktivnost ukljucujuéi i antioksidativnu aktivnost
ovih spojeva ovisi 0 strukturalnim razlikama ovih spojeva, ali i nac¢inu glikozilacije (Tsao,
2010).
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Slika 3. Osnovna struktura flavonoida (A i B oznacavaju dva prstena fenolne prirode koji su

vezani na piranski prsten C).



Flavonoidi posjeduju antioksidativnu aktivnost. Zbog prisutnosti hidroksilnih grupa u
molekulama flavonoida imaju sposobnost ¢is¢enja slobodnih radikala i kelacije metala (Kumar
i Pandey, 2013). Flavonoidi poticu ljudske zastitne enzimske sustave. Rezultati nekoliko
istrazivanja ukazuju na zastitnu ulogu flavonoida protiv mnogih zaraznih bolesti (bakterijskih i
virusnih) ali 1 protiv degenerativnih bolesti kao §to su kardiovaskularne, rak i druge bolesti
povezane sa starenjem (Cook i Samman 1996; Kumar i Pandey, 2013; Pandey, 2007; Rice-
Evans i sur., 1995).

Flavanoli ili flavan-3-oli Cesto se nazivaju i katehini. Za razliku od ostalih flavonoida,

nema dvostruke veze izmedu C2 i C3 atoma, i nema C4 karbonilne skupine u prstenu C

flavanola (Slika 4).
L
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Slika 4. Osnovna struktura flavanola.

Ovo navedeno svojstvo i hidroksilacija na C3 atomu omogucuje flavanolima da sadrze
dva kiralna sredista u molekuli (na 2. i 3. ugljikovom atomu) i zbog toga Cetiri moguca
dijastereoizomera. Katehin je izomer sa trans konfiguracijom, a epikatehin sa cis
konfiguracijom. Svaki od ovih konfiguracija imaju po dva stereoizomera (+)-katehin, (-)-
katehin, (+)-epikatehin i (-)-epikatehin (Tsao, 2010). U vodenom i metanolnom ekstraktu lista

obi¢ne planike detektirani su flavanoli: galokatehin, katehin i katehin-3-galat (Jurica, 2016).

Flavonoli su najéesce prisutni flavonoidi (Crozier, 2006). Najceséi flavonolni aglikoni
su kvercetin i kempferol koji imaju barem 279 i 347 razlicitih glikozidnih kombinacija (Tsao,
2010). Konjugacija se najcesce dogada na trecoj poziciji C-prstena ali supstitucija se takoder
dogadainab, 7, 4, 315 poziciji uglji¢énog prstena (Slika 5) (Crozier, 2006).



Slika 5. Osnovna struktura flavonola.

U vodenom i metanolnom ekstraktu lista obi¢ne planike su detektirani flavonoli:
miricetin, kvercetin i kamferol. U metanolnom ekstraktu detektiran je i flavonol morin, no on
nije detektiran u vodenom ekstraktu. Derivati flavonola detektirani u vodenom i metanolnom
ekstraktu listova obi¢ne planike su: miricetin 3-O-rutinozid, miricetin 3-O-heksozid, miricetin-
O-pentozid izomer 1, miricetin-O-pentozid izomer 2, miricitrin (miricetin 3-O-ramnozid),
kamferol 7-O-rutinozid, kvercetin O-pentozid izomer 1, kvercetin O-pentozid izomer 2,
kvercetin derivat, kamferol 3-O-pentozid, kvercetin 3-O heksuronid, kamferol 7-O pentozid,
kamferol 7-O heksuronid, kamferol 7-O ramnozid, kvercetin 3-O-p-kumaroil heksozid,
kamferol 7-O-p kumaroil heksozid (Jurica, 2016).

U vodenom i metanolnom ekstraktu detektiran je flavanon naringenin (Jurica, 2016).
Naringenin je glikozid koji se u visokim koncentracijama nalazi u citrusnom vocéu i razlog je

njihovim antioksidativnim svojstvima. (Jung i sur., 2003; Renugadevi i Prabu, 2009).

OH
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Slika 6. Strukturna formula naringenina.

Tanini su fenolni spojevi velike molekularne mase (500 Da do 3000 Da). U biljkama se
nalaze u listovima, stabljici i drvenom dijelu gdje se vezu za proteine i ¢ine netopljive ili topljive
komplekse. Biljkama sluze kao zastitni mehanizam protiv herbivora i insekata (Hagerman i

Buttler, 1981; Hassanpour i sur., 2011). S obzirom na njihovu kemijsku strukturu i svojstva
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dijele se u dvije grupe: hidrolizabilne (galotanini i elagitanini) i kondenzirane tanine (Slika 7).
Hidrolizabilni tanini su molekule koje sadrze ugljikohidrate, pretezno D-glukozu kao sredisnji
dio (Min i Hart, 2003). Hidrolizabilni tanini se u biljkama nalaze u nizim koncentracijama nego
kondenzirani tanini. Kondenzirani tanini se sastoje od flavonoidne jedinice (flavan-3-ol) koja

je povezana sa kemijskom vezom (C-C). Dokazano je da tanini djeluju antimikrobno
(Hassanpour i sur., 2011).

Slika 7. Strukturne formule hidrolizabilnih (A) i kondenziranih tanina (B).

Hidrolizabilni tanini se dijele na taragalotanine (gali¢na i kvini¢na kiselina) i kafetanine
(kafeinska 1 kvini¢na kiselina) (Mangan, 1988). Osim povoljnih svojstava tanina, oni mogu
imati 1 Stetne ucinke. Toksi¢ni tanini (visSe od 20% hidrolizabilnih tanina) mogu uzrokovati

razli¢ite nepovoljne ucinke, $to je zapaZzeno u istrazivanjima na ovcama i kozama (Reed, 1995).
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Hidrolizabilni tanini mogu pre¢i u pirogalol, spoj koji je toksi¢an za prezivate. Mogu
uzrokovati cirozu jetre, oSte¢enje bubrega, lezije povezane s hemoragi¢nim gastroenteritisom
te visoku smrtnost (Reed, 1995). Hidrolizabilni tanini mogu utjecati i na monogastricare
smanjujuci stopu rasta, iskoriStavanje proteina, uzrokovati ostecenje mukoze probavnog trakta

I povecati ekskreciju proteina i aminokiselina (Barry i McNabb, 1999).

Kondenzirani tanini imaju kemijske strukture koje su povezane s njihovim fizikalnim i
bioloskim svojstvima (Min i sur., 2003). Sastoje se od flavonoidnih jedinica (flavan-3-ol)
povezanih sa kemijskom vezom ugljik-ugljik. Tanini pridonose astringentnom okusu listova i

plodova (Hassanpour i sur., 2011).

Arbutin  (hidrokinon-p-D-glukopyranozid) (Slika 8) fenolni je glukozid kojeg
sintetiziraju biljke iz porodice Ericacea (Fiorentino i sur., 2007). Jurica (2016) je izvjestio o
prisutnosti arbutina te da je arbutin najzastupljeniji fenolni spoj u vodenom i metanolnom

ekstraktu listova obicne planike.

Vec se stolje¢ima koristi ekstrakt listova biljke Arctostaphyllos uva ursi (Ericaceae) u
fitoterapiji za lijeCenje urinarnih infekcija jer sadrzi arbutin. U biljkama, arbutin postoji
slobodan ili u esterificiranom obliku (Migas i sur., 2015). Arbutin je sekundarni biljni metabolit
koji se formira kao odgovor biljke na infektivne bolesti i stanje stresa (npr. izrazito niske ili
izrazito visoke temperature) (Blaut i sur., 2006; Stalikas, 2007). Osim kao antiseptik za lijeCenje
urinarnih infekcija arbutin se koristi 1 u kozmetickoj industriji u svrhu izrade preparata za

izbjeljivanje koZze zbog svojeg inhibitornog efekta na aktivnost tirozinaze (Chisvert i sur.,
2010).

HO

Slika 8. Kemijska formula arbutina.



Hidrokinon (4-hidroksifenil-p-glukopiranozid) (Slika 9) je derivat arbutina poznat i pod
nazivom [-arbutin. Baktericidna aktivnost pripravaka koji sadrze arbutin pripisuje se
hidrokinonu koji se otpuSta iz arbutina unesenog u organizam djelovanjem enzima [-
glukozidaze (Blaut i sur. 2006, Hildebrand i sur., 1969). Nakon ingestije, arbutin se apsorbira
iz probavnog trakta i hidrolizira se pomocu crijevne flore te se formira aglikon hidrokinon
(Blaut i sur., 2006, Schindler i sur., 2002).

OH

OH

Slika 9. Kemijska formula hidrokinona.

U biljnim pripravcima koji se koriste za borbu protiv patogenih organizama, hidrokinon
je aktivna supstanca koja je u urinarnom traktu klju¢na za terapeutsku aktivnost. Osim povoljnih
svojstava, hidrokinon ima hepatotoksican, nefrotoksican i genotoksic¢an potencijal (De Arriba i
sur., 2014). Primjena hidrokinona u lije¢enju ljudskih urinarnih infekcija trebala bi biti
kontrolirana kroz sigurnost hrane kao §to je monitoring prehrambenog unosa oba spoja
(hidrokinona i arbutina). Obi¢na planika sadrzi mnoge farmakoloski aktivne polifenole ali jedna

od njenih glavnih fenolnih komponenti je arbutin (Fiorentino i sur., 2007; Parejo i sur., 2001).

Fenolne kiseline su polifenolne komponente koje se prema svojoj strukturi mogu
podijeliti na dva glavna tipa, to su derivati benzojeve i derivati cimetne kiseline (Tsao, 2010).
Fenolne kiseline su u prirodi obi¢no prisutne u razli¢itim konjugiranim oblicima ili kao esteri.
Fenolne kiseline posjeduju antioksidativnu aktivnost te imaju zastitnu ulogu protiv oksidativne
modifikacije LDL-a (engl. low-density lipoprotein) (Sommer i sur., 1997; Trichopoulou i sur.,
2005). Unos hrane bogate fenolnim kiselinama moze djelovati kao prevencija bolesti srca,
mozdanog udara i raka (Block i sur., 1992; Huang i Ferraro, 1992; Jacob i Burri, 1996).
Kafeinska kiselina, jedna od najistaknutijih derivata cinamicne kiseline, moze selektivno

blokirati biosintezu leukotriena, komponente uklju¢ene u imunoregulacijskim bolestima, astme
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i alergijskih reakcija (Koshihara i sur., 1984). Fenolne kiseline posjeduju i antibakterijsku

aktivnost (Fernandez i sur., 1992).

Fenolne kiseline koje se nalaze u ekstraktu lista obicne planike su protokatehinska,
klorgenska, p-hidroksibenzojeva, kafeinska, siringinska (3, 5-dimetoksi-4-hidroksibenzojeva
kiselina), vanilinska (4-hidroksi-3-metoksibenzojeva kiselina), p-kumarinska, elaginska,

ferulinska (4-hidroksi—3-metoksicinaminska kiselina) i cimetna kiselina (Jurica, 2016).

Derivati fenolnih kiselina prisutni u listu obi¢ne planike su hidroksibenzojeva kiselina
O-heksozid izomer 1, dihidroksibenzojeva kiselina O-heksozid, hidroksibenzojeva kiselina
kiselina O-heksozid izomer 2, kumarinska kiselina O-heksozid, elaginska kiselina O-heksozid

i elaginska kiselina O-pentozid (Jurica, 2016).

1.3.Utjecaj ekstrakta lista obi¢ne planike na zdravlje

Rezultati mnogih istrazivanja upuéuju na to da ekstrakt listova obi¢ne planike ima
snazna antimikrobna svojstva (Bouyahya i sur., 2016; Kivcak i sur., 2001; Orak i sur., 2011).
Razlog tome su visoke razine fenolnih spojeva u listovima. Dokazan je antimikrobni uc¢inak
prema gram pozitivnim i gram negativnim bakterijama, no razli¢iti na¢ini ekstrakcije pokazali
su drugacije rezultate. Uvodenje prirodnih antimikrobnih agenasa kao $to je to ekstrakt obi¢ne
planike mogao bi biti od koristi u sprje¢avanju kontaminacije do koje moze doéi prilikom

obrade i pripreme hrane u prehrambenoj industriji (Bouyahya i sur., 2016).

Vodeni ekstrakt listova obi¢ne planike pokazuje antimikrobnu aktivnost protiv gram
pozitivne bakterije Staphylococcus aureus, koja je najéesci uzrok trovanja hranom. Dokazan je
inhibicijski u¢inak listova obi¢ne planike u razli¢itim otapalima na gram pozitivnu bakteriju
Enterococcus faecalis. Gram pozitivne bakterije u vanjskoj membrani sadrze peptidoglikan koji
nije efikasna propusna zapreka (Kivgak i sur. 2001; Rauha i sur., 2000; Scherrer i Gerhardt,
1971).

Vodeni ekstrakt nije pokazao antimikroban uc¢inak protiv gram negativnih bakterija
Escherichie coli i Salmonelle enteritidis (Scherrer i Gerhardt, 1971). U drugim istrazivanjima
koriSten je metanolni, etanolni, vodeni, acetonski, heksanski i petroleterski ekstrakt lista obi¢ne

planike prema E. coli i takoder nije bilo antimikrobnog uc¢inka (Dib i sur., 2010, Ferreira i sur.,
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2012, Guendoze-Bouchefai sur., 2015, Kivcak i sur., 2001, Malheiro i sur., 2012). Nije dokazan
antimikrobni uc¢inak razli¢itih ekstrakata listova obi¢ne planike na gram negativne bakterije
Pseudomonas aeruginosa i Klebsiella pneumoniae (Pavlovi¢ i sur., 2014). Otpornost gram
negativnih bakterija prema antibakterijskim tvarima mogao bi biti zbog vanjske fosfolipidne
membrane koja sadrzi lipopolisaharidne sastojke i porine koji se sastoje od selektivne barijere

prema hidrofobnim otopljenim tvarima (Nikaido i Vaara, 1985).

Ranije istrazivanje na miSevima, ukazuje na to da ekstrakt listova obi¢ne planike moze
potisnuti djelovanje transkripcijskog faktora STAT (engl. Signal Transducers and Activators
of Transcription) koji je jedan od inicijalnih faktora upalnog procesa u upali plu¢a. Potiskivanje
djelovanja navedenog transkripcijskog faktora dovodi do smanjenja svih parametara povezanih
s upalom. Prilikom upale dolazi do denaturacije proteina, jedan od njih je albumin. Dokazan je

inhibicijski u€inak ekstrakta na denaturaciju albumina (Moualek i sur., 2016).

Poznato je da pretjerana aktivacija zgruSavanja moze dovesti do raznih
kardiovaskularnih bolesti kao $to su ateroskleroza, infarkt miokarda i mozdani udar. Zbog
visokog udjela flavonoida u listovima obi¢ne planike, ekstrakt listova obi¢ne planike moze
smanyjiti pretjeranu aktivaciju zgruSavanja. Navedena antitrombocitna aktivnost dokazana je na
trombocitima Stakora koji su inkubirani u uvjetima in vitro, a agregacija je potaknuta
fizioloskim agensima. Ekstrakt je smanjio stopu zgrusavanja i nije imao toksi¢an ucinak za
zivotinje (El Haouari i Mekhfi, 2017). Osim flavonoida, listovi obi¢ne planike sadrze i tanine
koji takoder djeluju antitrombocitno. Ova istrazivanja objasnjavaju €injenicu zaSto se listovi
obi¢ne planike ve¢ dugo vremena koriste u narodnoj medicini za lije¢enje hipertenzije (El

Haouari i Mekfi, 2017; Mekhfi i sur. 2004).

Nadalje, ekstrakti listova mogu se primijeniti i za prevenciju upalnih i kardiovaskularnih
bolesti jer imaju sposobnost smanjiti mobilizaciju Ca?* iona, smanjuju proizvodnju reaktivnih
kisikovih jedinki i tirozin kinaznu fosforilaciju (Mekhfi i sur. 2004). U istrazivanju na Wistar
Stakorima potvrdena je vazorelaksacijska aktivnost ekstrakta listova obi¢ne planike. Proucavan
je utjecaj ekstrakta listova na aortni prsten Stakora. Rezultati ukazuju na snaznu
vazorelaksacijsku aktivnost ekstrakta listova zbog prisutnosti oligomernih tanina i katehin

galata (Legssyer i sur., 2004).

Antioksidansi su spojevi koji preveniraju patoloske promjene u zivuéim stanicama

Stite¢i od oksidacije njenih glavnih konstituenata (proteina, lipida, ugljikohidrata i DNA). Biljni
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ekstrakti posjeduju antioksidativnu aktivnost zbog visokog udjela polifenola, a njihova

antioksidativna aktivnost pozitivno je povezana s koncentracijom. Istrazivanje provedeno na

etanolnim i acetonskim ekstraktima listova obi¢ne planike ukazuje na visoke udjele fenolnih i

flavonoidnih komponenti §to dokazuje visoku antioksidativnu aktivnost ekstrakta (Andrade i

sur., 2009).

Kao mnoge druge biljke mediteranskog podruc¢ja obi¢na planika ima razna ljekovita

svojstva i stoga su se dugi niz godina svi dijelovi ove biljke koristili u narodnoj medicini za

lijeCenje razlicitih bolesti (Tablica 1) (Oliveira i sur., 2011).

Tablica 1. Upotreba razli¢itih dijelova obi¢ne planike (Arbutus unedo L.) u narodnoj medicini

(Oliveira i sur., 2011).

Dio biljke Medicinska upotreba Literatura

List Gastrointestinalni poremecaji, | El-Hilaly i sur., 2003; Cornara
uroloski problemi, i sur., 2009; Leonti i sur.,
dermatoloski problemi, 2009; Ziyyat i sur., 1997;
vaskularna primjena, bolesti Kivcak i sur., 2001
bubrega, hipertenzija, bolesti
srca, dijabetes,
antihemoroidna upotreba,
diuretik, anti-upalna upotreba,
antidijarejalna upotreba

Plod Gastrointestinalni poremecaji, | El-Hilaly i sur., 2003; Cornara
uroloski problemi, i sur., 2009; Leonti i sur.,
dermatoloski problemi, bolesti | 2009;
bubrega, kardiovaskularna
primjena

Stabljika Gastrointestinalni poremecaji, | Ziyyat i sur., 1997
uroloski problemi,
dermatoloski problemi,
kardiovaskularna primjena

Korijen Gastrointestinalni poremecaji, | Mariotto, 2008; Afkir i sur.,

uroloski problemi,
dermatoloski problemi,
kardiovaskularna primjena,
hipertenzija, bolesti srca,
dijabetes, diuretik, antiupalna
primjena, antidijarejalna
primjena

2008; Novais i sur., 2004;
Kivcak i sur., 2001

13




1.4.0Oksidativni stres

1.4.1. Stvaranje reaktivnih kisikovih jedinki

Kao posljedica aerobne respiracije i oksidacije supstrata u aerobnim organizmima dolazi
do stvaranja reaktivnih kisikovih jedinki (ROS-engl. Reactive Oxigene Species). Slobodni
radikali su vrlo reaktivne i nestabilne kemijske Cestice jer u vanjskoj ljusci imaju nespareni
elektron. Nastaju hemolitickim cijepanjem kovalentne veze, pri cemu svaki elektron ostaje
vezan na po jednom od atoma (Matés i Sdnchez-Jiménez, 1999). Hidroksilni radikali (¢OH),
superoksidni anioni (O2¢-) i vodikov peroksid se stalno proizvode u aerobnim organizmima i
prisutni su u njima u malim koli¢inama (Hurst i sur., 1997; Jornot i sur., 1998; Mills i sur. 1998).
Njihove niske razine neophodne su u mnogim biokemijskim procesima kao S§to su
unutarstanic¢no signaliziranje prilikom diferencijacije stanica, proliferacije ili za prestanak rasta
stanica te apoptoze (Ghosh i Myers, 1998). Sudjeluju u imunom odgovoru organizma na nacin
da stanice koje posjeduju svojstvo fagocitoze (monociti, neutrofili, eozinofili i makrofagi)
proizvode reaktivne kisikove jedinke kao dio mehanizma pomocéu kojeg mogu unistiti

mikroorganizme nakon fagocitoze (Curnutte i Babior, 1987).

Osim kao produkti normalnih metabolic¢kih procesa, reaktivne kisikove jedinke mogu
se stvarati 1 zbog utjecaja vanjskih ¢imbenika (izloZenost X-zracenju, ozonu, cigaretnom dimu,
zagadivacima zraka i industrijskim kemikalijama) (Bagchi i Puri, 1998) te zbog poremecaja u
sustavima koji otklanjaju ROS. Takva stanja mogu dovesti do oksidativnog stresa, koji moze
uzrokovati metabolicke poremecaje 1 oSte¢enje bioloskih makromolekula (Chopra 1 Wallace,
1998; Czene i sur., 1997; Wojtaszek, 1997). Nekontrolirana proizvodnja ROS-a igra ulogu u
patogenezi mnogih bolesti kao §to su ishemija, ateroskleroza, neurodegenerativne bolesti, rak i

alergije (Wiseman i Halliwell, 1996).

1.4.2. Antioksidativna obrana stanica

Povecane razine reaktivnih kisikovih jedinki mogu uzrokovati lipidnu peroksidaciju,
oStecenje DNA 1 proteina te oksidirati mnoge organske molekule (McCord, 2000).
Antioksidativni enzimi superoksid dismutaza (SOD) i katalaza Cine efikasnu obranu protiv

oStecenja uzrokovanih ROS-om (Berg i sur., 2013).
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Katalaza (Slika 10) je tetramerni enzim koja se sastoji od Cetiri identi¢ne tetrahedralno
uredene jedinice od 60 kD koje sadrze po jednu feriprotoporfirinsku grupu po podjedinici.
Katalaza je enzim molekularne masu od oko 240 kD (Aebi, 1980). Reakcijama oksidacije u
peroksisomima zivotinjskih stanica razgraduju se razni produkti, te moze nastati vodikov
peroksid koji je Stetan za stanicu. U peroksisomima se stoga nalazi enzim katalaza koja vodikov
peroksid pretvara u vodu ili pomoc¢u njega oksidira neki drugi organski spoj koji bi takoder

mogao biti Stetan za stanicu (Cooper, 2010; Guyton i Hall, 2012)

Slika 10. 3D model humane katalaze.

(https://www.sasbdb.org/media/pdb_file/images/SASDA92 fitl modell img.png)

Superoksid dismutaza (Slika 11) je antioksidativni enzim koji katalizira reakciju
dismutacije vrlo reaktivnog superoksidnog aniona na kisik i vodikov peroksid koji se zatim
uklanja katalazom (Fridovich, 1995; Sandalio i sur., 1997; Teixeira i sur., 1998). Postoji 3
oblika humane superoksid dismutaze. Jedna sadrzi mangan i nalazi se u mitohondrijima, druga
sadrZi bakar 1 cink te se nalazi se u citoplazmi, a treca se nalazi u izvanstanicnim teku¢inama.

Svi kataliziraju reakciju dismutacije slicnim mehanizmom (Fridovich, 1997).
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Slika 11. 3D model humane superoksid dismutaze.
https://cdn.rcsb.org/images/rutgers/va/lvar/lvar.pdb1-500.jpg

Promjenjene aktivnosti SOD-a mogu dovesti do ishemije, ateroskleroze, Downovog
sindroma, Hungtingtonove bolesti itd., a promijenjene aktivnosti katalaze i SOD-a mogu

dovesti do leukemije, tumora bubrega, jetre, crijeva, dojke i koze (Halliwell i Gutteridge, 1999).

Za obranu od oksidacijskog oSte¢enja u stanici sluze i antioksidacijski vitamini (E i C).
Zbog svoje lipofilnosti vitamin E posebno je koristan za obranu membrana od peroksidacije
lipida. Povecani aerobni metabolizam pri vjezbanju dovodi do stvaranja vise reaktivnih
kisikovih jedinki. Kao odgovor, stanica sintetizira vise zastitnih enzima, konacni je rezultat

pojacana zaStita jer nakupljena superoksid dismutaza djeluje i za vrijeme stanja mirovanja (Berg
i sur., 2013).

1.4.3. Uc¢inak oksidativnog stresa na membrane stanica i DNA

Posljedice oksidativnog stresa mogu biti i naruSavanje strukture biomembrana,
oste¢enje nukleinskih kiselina, inhibicija enzima, razgradnja bjelancevina 1 lipidna
peroksidacija (Slatter i sur., 2000). Lipidna peroksidacija u bioloskim membranama moze
dovesti do gubitka fluidnosti, smanjenja vrijednosti membranskog potencijala, povecanja
permeabilnosti prema H* ionima, moguc¢eg o$te¢enja i otpustanja sadrZaja stanice (Gutteridge,
1993). Povecani stupanj lipidne peroksidacije moze za posljedicu imati razvoj mnogih

patoloskih stanja (Spiteller, 2005).
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Zasic¢ene masne kiseline 1 masne kiseline sa jednom dvostrukom vezom otpornije su na
djelovanje ROS-a nego li visestrukonezasi¢ene masne kiseline (PUFA engl. Polyunsaturated
fatty acids). Iako mnogi radikali mogu potaknuti proces lipidne peroksidacije najéesée ju
uzrokuje hidroksilni radikal. Peroksidacija u lipidnim sustavima (Slika 12) odvija se na nac¢in
da reaktivne kisikove jedinke izdvoje atom vodika iz metilenske skupine (-CH2-). Tako iz
PUFA-e nastaju slobodni lipidni radikali. Superoksidni radikal nije dovoljno reaktivan za
eliminaciju vodika no slobodni radikali koji mogu oksidirati PUFA-u su hidroksilni (OHe),
hidroperoksilni (HOz¢), alkoksilni (RO¢) i peroksilni (RO2¢) radikali. Prisutnost dvostrukih
veza u masnim kiselinama oslabljuje veze C-H na atomu ugljika u blizini dvostruke veze, te
tako premjestanje vodika ¢ini lakse. Kako bi se stabilizirali, u ugljikovim radikalima dolazi do

premjestanja molekula te se oblikuju konjugirani dieni (Halliwell, 1991).
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Slika 12. Putevi peroksidacije u lipidnim sustavima.
(Preuzeto od: Marnett, 1999)
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U aerobnim se uvjetima konjugirani dieni mogu spajati s kisikom te stvoriti peroksilne
radikale. Peroksilni radikali mogu eliminirati vodik iz PUFA-e ili nekih drugih organskih
molekula. Tim procesom nastaju cikli¢ki peroksidi, lipidni hidroperoksidi i reaktivni ugljikovi
radikali. Lipidni peroksidi pod djelovanjem iona zeljeza ili bakra stvaraju toksi¢ne razgradne
produkte kao $to su: aldehidi, ketoni, ugljikovodici, epoksidi i aktivni radikali. (Leonarduzzi i
sur., 2005). Jedan od takvih produkata je malondialdehid (MDA\) te se on stoga moze koristiti
u procjeni oksidativnog stresa tijekom razlicitih patoloskih stanja (Slatter i sur., 2000) MDA

moze nastati i biosintezom prostaglandina (Marnett, 1999)

MDA je mutagen i kancerogen. U fizioloSkim uvjetima nalazi se u obliku enolatnog
iona koji moze reagirati sa proteinima te ima izraziti afinitet prema lizinskom ostatku. Ciljno
mjesto napada MDA u molekuli DNA je gvanin, a to moze dovesti do mutagenih oSteCenja
(Leonarduzzi i sur., 2005).

MDA u reakciji sa DNA formira adukte deoksigvanozine i deoksiadenozin. Glavni
adukt u DNA je pirimidopurinon i naziva se M1G. M1G u humanoj jetri, bijelim krvnim
stanicama, gusterac¢i moguce je detektirati nizom tehnika. M1G je endogeni adukt DNA koji u
ljudi moze znacajno doprinijeti razvoju raka i to najces¢e onih povezanih sa zivotnim stilom i

na¢inom prehrane (Marnett, 1999).

Osim MDA, postoje jo§ neki vrlo toksi¢ni produkti lipidne peroksidacije a to su
hidroksialkenal 4-hidroksinonenal (HNE) te izoprostani. HNE je produkt peroksidacije omega-
6 visestrukonezasi¢enih masnih kiselina (linoleinske i arahidonske). U ve¢im koli¢inama ima
izrazito toksi¢no djelovanje, inhibira stani¢ni rast, sposoban je modificirati lipoproteine, te
potaknuti razvoj ateroskleroze (Leonarduzzi i sur., 2005). Hidroksialkenali su reaktivni zbog
prisutnosti aldehidne, hidroksilne i dvostruke veze u svojim molekulama. U fizioloSkim
uvjetima pokazuju afinitet prema amino skupinama u DNA bazama, proteinima (lizinskim
ostacima u lipoproteinima lipoproteinima), fosfolipidima (fofatidil-serin i fosfatidil-

etanolamin) ali i pokazuju selektivnost prema —SH skupinama u albuminu (Yang i sur., 1998).

Izoprostani se stvaraju oksidacijom fosfolipida. 1zoprostani su izomeri prostaglandina
koji nastaju lokalno u stani¢noj membrani. Moguce ih je mjeriti u humanoj plazmi i u mokraci
te se koriste kao markeri lipidne peroksidacije. Pri pove¢anim koncentracijama izoprostana u
plazmi, moze do¢i do hepatorenalnoga sindroma (Moore, 2004). Stvaranje izoprostana takoder

je odrazava oksidacijski stres u aterosklerozi (Patrignani 1 Tacconelli, 2005).
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1.5.0dredivanje genotoksi¢nosti komet testom

Raznim fizikalnim i kemijskim agensima DNA mozZe biti oStec¢ena. Kako bi se navedena
oStecenja detektirala, razvijena je metoda komet test ili mikroelektroforeza. Komet test ima
Siroki spektar primjene u: procjeni genotoksi¢nosti, monitoringu kontaminacije okoliSa
genotoksi¢nim tvarima, istrazivanjima u molekularnoj epidemiologiji, humanom monitoringu

te fundamentalnim istraZivanjima oStecenja, ali i popravka DNA (Collins, 2004).

U samom pocetku primjene ove metode (Ostlin 1 Johnson, 1984) mikrogel elektroforeza
koriStena je za detekciju dvolancanih oSte¢enja DNA na razini pojedinih stanica. Za
elektroforezu je koristen pufer neutralne pH vrijednosti. Nesto kasnije, Singh i sur. (1988)
koristili su ovu metodu, ali elektroforezu su izvodili u alkalnoj sredini (pH 13). Alkalnim komet
testom moguce je detektirati: dvolancane i jednolan¢ane lomove DNA, jednostavne lomove
stvorene tijekom ekscizijskog popravka DNA i mjesta koja su osjetljiva na luzine (ALS, engl.

alkali-labile sites).

Izvodenje komet testa u alkalnim uvjetima povecalo je osjetljivost ove metode, Sto je

vrlo bitno jer genotoksiéne tvari najéesce i uzrokuju jednolanéane, a ne dvolanc¢ane lomove.

Naziv metode potjece od izgleda DNA ¢iji se dio zadrzava u jezgri §to ¢ini ,,glavu®
kometa, a dio migrira nadovezujuéi se na glavu te daje utisak ,,repa““ kometa. Veli¢ina i oblik
te raspodjela DNA unutar kometa ukazuju na tipove oste¢enja DNA (Fairbairn i sur., 1995).
Komet test moze se primijeniti U in vivo i in vitro uvjetima te je njime moguce detektirati

oStec¢enja DNA bakterija, te biljnih i animalnih stanica (Bajpayee i sur., 2016).
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1.6.Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je utvrditi djelovanje vodenog ekstrakta listova obi¢ne planike na
stanicame jetre, bubrega i mozga Stakora soja Lewis odredivanjem: primarnih oSte¢enja DNA,

aktivnosti antioksidativnih enzima te stupnja lipidne peroksidacije.

2. MATERIJALI | METODE

2.1.Vodeni ekstrakt listova obi¢ne planike

Za potrebe istrazivanja koristen je unaprijed priredeni liofilizirani vodeni ekstrakt
listova obi¢ne planike (Jurica, 2016). Ukratko, listovi obi¢ne planike su prikupljeni po principu
slu¢ajnosti s veceg broja stabala i grmova na otoku Malom Losinju. Listovi su osu$eni u tamnoj
prostoriji pri sobnoj temperaturi te Cuvani u zatvorenoj tamnoj posudi. Uzorci osuSenih listova
samljeveni su u prah u laboratorijskom mlinu. Vodeni ekstrakt listova obi¢ne planike prireden
je otapanjem 3 grama praha u 80 ml vode. Smjesa je inkubirana 60 minuta na 50 °C uz
povremeno mijesanje (svakih 15 minuta po 20 sekundi). Nakon toga otopina je centrifugirana
15 minuta na 4000 okretaja te profiltrirana kroz gusti filter papir. Supernatant je liofiliziran na
-50 °C tijekom 48 sati.

2.2.Pokusne zivotinje

Za potrebe ovog istrazivanja koriSteni su Stakori soja Lewis (Slika 13) starosti oko 60
dana. Zivotinje su uzgojene U uzgajali$tu Zavoda za animalnu fiziologiju na Bioloskom odsjeku
Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Pokus je proveden u skladu sa
Zakonom o zastiti Zivotinja (NN 135/2006.) i prema Pravilniku o zastiti Zivotinja koje se koriste
u znanstvene svrhe (NN, 55/2013.). Za provodenje pokusa na Zivotinjama ishodena je
suglasnost Eti¢kog povjerenstva (URBROJ: 251-58-10617-14-104).

20



Slika 13. Stakor soja Lewis.

(http://www.janvier-labs.com/rodent-research-models-services/research-models/per-
species/inbred-rats/product/lewis.html)

2.3.0brada zivotinja

Zivotinje su sluajnim odabirom rasporedene u skupine od po 4 Zivotinje istoga spola.
Tijekom 28 dana dvije su skupine (muski i zenski spol) tretirane vodenim ekstraktom lista
obi¢ne planike u dozi od 200 mg/kg, a dvije kontrolne skupine tretirane su istim volumenom
redestilirane vode. Stakori su tretirani oralno gastralnom kanilom u skladu s odredbom 407
OECD (engl. Organisation for Economic Cooperation and Development) i US EPA (engl.
United States Environmental Protection Agency) prema preporukama o trajanju kratkoro¢nog
toksikoloskog tretiranja (OECD 407, 2008). Tijekom tretmana zivotinje su drzane u istim
uvjetima, hranjene su standardnom laboratorijskom hranom (Standard Diet GLP, 4 RF 1,
Mucedola, Settimo Milanese, Milano, Italija), uz stalno dostupnu vodu ad libitum. Zrtvovanje
zivotinja izvrSeno je 24 sata nakon primjene zadnje doze radi uzimanja uzoraka organa (bubreg,
jetra, mozak). Tijekom tog postupka sve zivotinje su adekvatno anestezirane i analgezirane
intraperitonealnom primjenom kombinacije Narketana® Vetoquinol S.A., BP 189 (Lure Cedex,
Francuska) (djelatna tvar ketamin) (0,8 mL/kg) i Xylapana® Vetoquinol Biowet Sp., (Gorzow,
R. Poljska) (djelatna tvar ksilazin) (0,6 mL/kg).
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2.4.Komet test

U ovom istrazivanju primijenjena je standardna izvedba komet testa u alkalnim uvjetima
koju su opisali Singh i sur. (1988). Metoda je primijenjena na stanicama bubrega, jetre i mozga

Stakora soja Lewis.

Komet test izvodi se u nekoliko koraka (Slika 10). Kako bi se izbjegla dodatna ostec¢enja

DNA, svi postupci izrade provedeni su u tamnoj prostoriji uz zuto svjetlo.

Suspenzije stanica (10 pl) ispitivanih organa pripremljene su mehani¢kim usitnjavanjem
tkiva bubrega, jetre i mozga u puferu za homogenizaciju [(0,075 M NaCl i 0,024 M Na;EDTA,
pH 7,5] prethodno ohladenom na 4 °C.

e Priprema preparata

Pripremljene su svjeze otopine 1 %-tne i 0,6 %-tne agaroze normalnog talista (NMP —
engl. Normal Melting Point) (Sigma), te 0,5 %-tne agaroze niskog talista (LMP— engl. Low
Melting Point). Nakon pripreme otopina agaroze, 1 %-tna agaroza nakapavala se na bruseno
predmetno stakalce te je pokrivena pokrovnicom te ostavljena da polimerizira na hladnoj
podlozi (ledena plo¢a). Nakon polimerizacije 1 %-tnog gela, gel je uklonjen sa stakalca te je
nakapno 500 pL 0,6 %-tne NMP agaroze, pokriveno pokrovnicom i ostavljeno na hladnoj
podlozi 10 minuta. Nakon polimerizacije i skidanja pokrovnica, stavljen je sloj 0,5 %-tne LMP
agaroze (100 puL) pomijesane s 10 uL uzorka. Nakon 10 minuta polimeriziranja na hladnoj

podlozi, sloj je prekriven sa 100 puL 0,5 %-tne LMP agaroze i opet je drZzana na ledu 10 minuta.
e Liza stani¢nih struktura

Nakon polimerizacije skinuta je pokrovnica, a preparati su uronjeni u otopinu za lizu. Pufer
za lizu (pH 10) pripremljen je iz mati¢ne otopine za lizu [NaCl (Kemika), Na-laurilsarkozinat
(Sigma-Aldrich, SAD), Tris-HCI (Sigma-Aldrich)], uz dodatak 10 %-tne otopine DMSO
(Kemika) i detergenta Tritona X-100 (Sigma-Aldrich). Preparati su se u puferu za lizu drzali

dva sata na temperaturi od 4 °C.

e Denaturacija
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Nakon lize, preparati su prebaceni u pufer za denaturaciju. Denaturacija za alkalni komet
test provedena je u puferu s pH 13 tijekom 20 minuta [NaOH (Kemika) i Na;EDTA (Sigma-
Aldrich)] koji je prireden neposredno prije upotrebe.

e Elektroforeza

Nakon denaturacije, provedena je horizontalna elektroforeza. Elektroforeza za alkalni
komet test provedena je u istom puferu kao i denaturacija, pri jakosti struje od 300 mA, naponu

od 25 V i trajanju od 20 minuta.
e Neutralizacija i dehidriranje

Preparati su isprani tri puta po 5 minuta u neutralizacijskom puferu (0,4 M Tris-HCI,
pH 7,5). Nakon toga preparati su dehidrirani uranjanjem u apsolutni etanolni alkohol (96%) na
sedam minuta te osuseni na sobnoj temperaturi. Preparati su pohranjeni na tamnom i hladnom

mjestu do analize.
e Bojenje preparata

Preparati su obojani sa 100 uL etidij bromida (20 pg/mL) (Sigma-Aldrich) u trajanju od 10

minuta kako bi mogli biti analizirani.
e Analiza preparata

Analiza preparata provedena je pomocu epifluorescencijskog mikroskopa (Olympus,
Japan). Mjerenja su izvrSena pomocu programa za analizu slike (Comet Assay IV, Perceptive
Instruments Ltd., UK). Mjereno je 50 kometa po uzorku (po zivotinji) odnosno 200 kometa po
skupini. Mjereni su parametri duzina repa kometa (izrazena u mikrometrima), postotak DNA u
repu i repni moment. Navedenim programom moguce je izmjeriti u druge parametre, no u ovom

istrazivanju analizirana su navedena tri parametra.
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Priprema preparata Liza stani¢nih struktura
Elektroforeza Denaturacija

Neutralizacija Bojanje preparata

Analiza preparata

Slika 14. Shematski prikaz osnovnih koraka u izvodenju komet testa.

2.5.0dredivanje aktivnosti antioksidativnih enzima i koncentracije

MDA u bubregu, jetri i mozgu Stakora

U svrhu odredivanja aktivnosti antioksidativnih enzima i koncentracije MDA izvagane
su jednake koli¢ine tkiva jetre, bubrega i mozga Stakora (30-45 mg). Svaki uzorak tkiva stavljen
je u Eppendorf epruvetu od 1,5 ml te je dodan fosfatni pufer za homogenizaciju u omjeru od
1:10 prethodno ohladen na 4 °C. Uzorci su homogenizirani pomoc¢u ultrazvuéne sonde, a
tijekom homogenizacije uzoraka uzorci su cijelo vrijeme bili na ledu. Nakon homogenizacije,
uzorci su centrifugirali na 15 000 okretaja tijekom 15 minuta na 4°C. Supernatant je odvojen u

novu Eppendorf epruvetu te su priredena su razrjedenja koja su koriStena u daljnjoj analizi.

2.5.1. Odredivanje ukupnih proteina metodom po Lowry-u

Analizom po Lowry-u izmjerene su koncentracije proteina u uzorcima bubrega, jetre

(razrjedenje 40x) i mozga (razrjedenje 10x) Stakora soja Lewis.

Metoda se temelji na biuretskoj reakciji redukcije bakra u reakciji s peptidnom vezom
u luznatim uvjetima. Reducirani monovalentni ion bakra (Cu+) i ostaci tirozina, triptofana i

Cisteina iz proteina reagiraju s Folinovim reagensom, pri ¢emu nastaje nestabilni produkt, koji
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se zatim reducira do molibden/volfram plavog (A = 600 nm). Reakcija rezultira plavim

obojenjem, koje ovisi o sadrzaju tirozina i triptofana u uzrocima (Waterborg, 2002).
Koristene otopine:

Otopina A (2 g Na2CO3z + 100 ml 0,1M NaOH) 2%
Otopina B (0,1 g NaK-tartarata + 10 ml dH20) 1%
Otopina C (0,005 g CuSO4 x 5H20 + 10 ml dH20) 0,5%
Otopina D (otopina A, B i C pomijesane u omjeru 48:1:1)
Otopina E (14 ml Folinovog reagensa + 7 ml dH20)

U epruveti je pomijesano 2 mL otopine D sa 100 pl uzorka navedenih koncentracija za
odredeni organ. Uzorci su inkubirani sljede¢ih 10 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon
inkubacije, u epruvetu je dodano 200 pl otopine E, uzorci su vorteksirani i zatim inkubirani u

tami na sobnoj temperaturi.

Kao standard upotrijebljen je albumin iz govedeg seruma (engl. Bovine serum albumin,
BSA) u razli¢itim koncentracijama (1,5; 1,25, 1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,125 i 0 mg/ml). Iz standardne
krivulje ovisnosti apsorbancije o koncentracije BSA odreden je nagib pravca preko kojeg je

izraCunata koncentracija proteina u uzorcima prema formuli:
¢ = ((A uzorka-bst. krivulje)/nagib pravca st. krivulje) x razrijedenje
(gdje je c koncentracija proteina, A je apsorbancija).

Dobivene vrijednosti koncentracija proteina u uzorcima izraZena je kao mg/ml te su
koriStene su za daljnje izracune odredivanja aktivnosti antioksidativnih enzima i koncentracije

MDA u uzrocima.

2.5.2. Odredivanje aktivnosti katalaze

Odredivanje aktivnosti katalaze u uzorcima bubrega, jetre i mozga Stakora soja Lewis
provedeno je pomocu spektrofotometra UV-160 (Shimadzu). Test se temelji na pracenju
snizenja apsorbancije reakcijske smjese tijekom 60 sekundi pri 240 nm (UV-podrugje), nastale
kao rezultat enzimske razgradnje vodikova peroksida (H202), koji pokazuje maksimum

apsorbancije pri A=240 nm.
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Za potrebe mjerenja aktivnosti katalaze priredena je 10 mM otopina H2O2 koja je

priredena mijesanjem otopine 99,887 ml PBS-a i 113 ul 30%-tne otopine H2Ox.

U kvarcnu kivetu dodano je 20 pl uzorka tkiva organa (odredenog razrjedenja) i 980 pl
10 mM otopine vodikovog peroksida, ¢ime zapocinje enzimska reakcija. Kiveta je prekrivena
parafilmom, promijeSana, te je izmjerena apsorbancija. Prije mjerenja razrjedenje uzorka

podeseno je tako da vrijednost apsorbancije bude u intervalu od -0,0025 do 0,0500.

Aktivnost katalaze izrazena je preko ekstinkcijskog koeficijenta vodikovog peroksida
(e=39,4 mM-1cm-1), kao umol razgradenog vodikovog peroksida po minuti po miligramu

proteina (umol H202/min mg proteina), prema formuli:
¢ = (A uzorka / (¢ H202x 1)) X razrjedenje

(gdje je: c-koncentracija, A-apsorbancija, e-eksinkcijski koeficijent, I-put koji zraka svijetla

prode kroz kivetu (1 cm).

Rezultat je izrazen kao jedinice katalaze po miligramu proteina (U CAT/mg proteina).

2.5.3. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Odredivanje aktivnosti SOD-a u stanicama bubrega, jetre 1 mozga Stakora soja Lewis
provedeno je pomoéu UV spektrofotometra UV-160 (Shimadzu). Metoda se temelji na

inhibiciji redukcije citokroma c u sustavu ksantin/ksantin oksidaza.

KoriStene su dvije otopine (A 1 B). Otopina A pripremljena je mijeSanjem otopine
citokroma ¢ s otopinom ksantina u omjeru 10:1. Otopina citoktroma c pripremljena je
mijeSanjem 29 mg citokroma ¢ i 190 ml 50 mM PBS-a sa 0,1 mM EDTA. Otopina ksantina je
pripremljena otapanjem 3 mg ksantina u 19,74 ml NaOH. Ksantin je otapan u ¢asi uz pomo¢
magnetske mijesalice (t=30-40°C). Otopina B pripremljena je mijeSanjem 100 ul enzima
ksantin-oksidaze i 2400 ul dH2O. Kako bi otopina bila zasti¢ena od utjecaja svijetla, Eppendorf
epruveta sa otopinom je tijekom cijelog postupka bila omotana aluminijskom folijom i drZzana

na ledu.

Boca (500 mL) je umotana u aluminijsku foliju te je u nju dodana prethodno

pripremljena otopina A. Otopina je pomijesana na magnetskoj mijesalici na sobnoj temperaturi.
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KoriStene su dvije slijepe probe. Apsorbancija prve slijepe probe (1,45 ml otopine A)
mjerena je na 550 nm tijekom 3 min. Druga slijepa proba (1,45 ml otopine A + 15-30 ml otopine
B + 25 puL PBS) sluzi za namjestanje enzimske aktivnosti ksantin oksidaze (0,0250 U/min).

mijenjanjem volumena otopine B.

Prva slijepa proba ostaje u spektrofotometru. Uzorak za mjerenje enzimske aktivnosti
SOD-a pripremljen je dodavanjem odredenog volumena uzorka koji je odgovarao volumenu
podesenog enzima, 1,45 ml otopine A i odgovarajuci volumen otopine ksantin oksidaze. Kiveta
je zatvorena parafilmom. Uzorak je razrijeden tako da pri odgovarajucoj koli¢ini enzima
apsorbancija bude u intervalu od 0,0090-00180. Mjerenje je izvrSeno pri valnoj duljini od 550

nm.

Aktivnost SOD izrazena je kao U/mg proteina, a mjerena je kao postotak inhibicije

aktivnosti ksantin oksidaze koja se ra¢una prema formuli:

% inhibicije = 100 — (A A uzorka / A A slijepa proba) x 100
(gdje je A apsorbancija).
Enzimska aktivnost SOD racuna se prema formuli:

aktivnost SOD = 10°((%inhibicije + 12, 757) / 30, 932)

2.5.4. Odredivanje stupnja lipidne peroksidacije

Stupanj lipidne peroksidacije odreden je mjerenjem koncentracije MDA u stanicama

bubrega, jetre 1 mozga Stakora soja Lewis. KoriSten je spektrofotometar Libra S22 (Biochrom).

Koristene su Cetiri otopine (A, B, C i D). Otopina A priredena je otapanjem 0,81 g SDS-
a u 10 ml dH20. Otopina B priredena je mijesanjem 20 ml 99,5% CH3COOH, 2,31 ml 37%
HCI (pH 3,5) i 77,69 ml dH20. Otopina C priredena je mijesanjem 0,8 g TBA, 40 ml dH20,
500 ul NaOH i 59,5 ml dH20. Otopina D priredena je mijeSanjem 10 mL otopine A, 75 mL
otopine B i 75 mL otopine C.

U Eppendorf epruvetu dodano je 100 pL supernatanta dobivenog homogeniziranjem i

centrifugiranjem tkivate 1,6 ml otopine D. Epruvete su omotane aluminijskom folijom (zajedno
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sa stalkom) te inkubirane 60 minuta na 95°C u vodenoj kupelji. Nakon inkubacije, uzorci su
ohladeni na ledu oko 10 minuta. Nakon hladenja uzorci su centrifugirani na 5000 rpm/15 minuta
pri 4°C. Supernatant je odvojen u kvarcnu Kivetu i apsorbancija uzoraka izmjerena je pri valnoj
duljini od 523 nm.

Ukupnu koncentracija MDA izrazena je kao nmol MDA po mg proteina prema

navedenoj formuli:

C(MDA) =A X V'reakcijske smjese (Ml) / & X Vuzorka (M) X C proteina (Mg/ml)

(gdje je A apsorbancija uzorka, V je volumen, ¢ je ekstinkcijski koeficijent (0,156 mM-1 cm—
1), ¢ je koncentracija proteina).

2.6.Statisti¢cke metode

Za obradu rezultata koristen je ra¢unalni program STATISTICA 13.1 (StatSoft, Tulsa,
SAD). Vrijednosti triju parametara dobivenih komet testom (duzina repa, intenzitet repa i repni
moment) obradene su pomocu klasi¢ne deskriptivne statistike u Microsoft Office Excel-u 2010.
Parametri su obradeni primjenom analize varijance (ANOVA) uz post-hoc Scheffe-test kako bi
se utvrdila razlika izmedu kontrolnih 1 skupina tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne
planike. Vrijednosti dobivene UV spektrofotometrijskim metodama (aktivnost katalaze,
aktivnost SOD-a te koncentracija MDA) obradene su pomocu klasi¢ne deskriptivne statistike u
Microsoft Office Excel-u 2010. Vrijednosti smo izrazili pomoc¢u parametara deskriptivne
statistike: srednja vrijednost i standardna pogreska. Statisticke znacajnosti izmedu grupa

utvrdene su t-testom. Prag statisticke znacajnosti definiran je vrijednostima p <0,05.
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3. REZULTATI

3.1. U¢inak vodenog ekstrakta listova obi¢ne planike na DNA

U ovom je radu analiziran u¢inak vodenog ekstrakta listova obi¢ne planike na oStecenje
DNA u stanicama bubrega, jetre i mozga muzjaka i zenki Stakora. Nakon 28-dnevnog tretmana
pokusnih Zzivotinja, pripremljeni su homogenati stanica bubrega, jetre i mozga tretiranih
zivotinja te su oSte¢enja DNA izmjerena primjenom komet testa u alkalnim uvjetima. Rezultati
mjerenja prikazani su parametrima: duzina repa, intenzitet repa i repni moment. Sva tri
parametra analizirani su klasicnom deskriptivnom statistikom te izrazena su kao srednja
vrijednost sa standardnom pogreSkom, medijan, minimum i maksimum. Analizom varijance uz
primjenu post-hoc Scheffé-ovog testa ispitana je statisticka znacajnost (p < 0,05) za sva tri

navedena parametra.

3.1.1. Ucinak vodenog ekstrakta listova obi¢ne planike na DNA u stanicama

bubrega Stakora

U stanicama bubrega muZjaka Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obicne
planike uoc¢ena je statisticki znacajn0 niza vrijednost parametra duzina repa (12,03+0,24) u
odnosu na kontrolnu skupinu (15,75+0,31) (Slika 15A, Tablica 2). Nasuprot tome vrijednost
parametra intenzitet repa u stanicama bubrega muZjaka Stakora tretiranih vodenim ekstraktom
listova obi¢ne planike (5,21+ 0,50) povecane su u odnosu na kontrolnu skupinu (4,16+0,43)
(Slika 15B, Tablica 2). SniZena vrijednost je uo¢ena i u parametru repni moment (0,43+0,05
tretman: 0,48+0,06 kontrola) (Slika 15C, Tablica 2).

U stanicama bubrega zenki Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obic¢ne planike
uocena je niZa vrijednost parametra duZina repa i intenzitet repa (13,92+0,28 1 3,80+0,42) u
odnosu na kontrolnu skupinu (14,78+0,26 i 4,58+0,45) (Slika 15A i B, Tablica 2). Nasuprot
toga vrijednost repnog momenta u tretiranoj skupini (0,51+0,07) povecana je u odnosu na

kontrolnu skupinu (0,45+0,05) (Slika 15C, Tablica 2).
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Slika 15. Duzina repa (A), intenzitet repa (B) i repni moment (C) izmjereni komet testom u
stanicama bubrega muZjaka i Zenki Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne
planike (200 mg/kg) tijekom 28 dana.

K.M. — kontrolna skupina muzjaka $takora; K.Z. — kontrolna skupina Zenki §takora; E. M. — skupina muZjaka

Stakora tretirana vodenim ekstraktom listova obi¢ne planike; E.Z. — skupina Zenki $takora tretirana vodenim
ekstraktom listova obi¢ne planike
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Tablica 2. StatistiCke znacajnosti parametara: duzina repa, intenzitet repa i repni moment
izmjerene komet testom u stanicama bubrega muzjaka i Zenki Stakora tretiranih vodenim
ekstraktom listova obi¢ne planike (200 mg/kg) tijekom 28 dana (analiza varijance uz post-hoc

Scheffé-ov test, p < 0,05).

DuZina repa

Kontrola & Ekstrakt & Kontrola @ Ekstrakt Q
Kontrola & 0,000000 n.z. 0,000020
Ekstrakt & 0,000000 0,000000 0,000001
Kontrola Q n.z. 0,000000 n.z.
Ekstrakt 9 0,000020 0,000001 n.z.

Intenzitet repa (% DNA)

Kontrola & Ekstrakt & Kontrola Q Ekstrakt
Kontrola & n.z. n.z. n.z.
Ekstrakt & n.z. n.z. n.z
Kontrola 9 n.z. n.z. n.z.
Ekstrakt Q n.z. n.z. n.z.

Repni moment

Kontrola & Ekstrakt & Kontrola Q Ekstrakt Q@
Kontrola & n.z. n.z. n.z
Ekstrakt & n.z. n.z. n.z.
Kontrola @ n.z. n.z. n.z.
Ekstrakt Q n.z. n.z n.z

Statisticki znacajno p<0,05; n.z. — nema statisti¢ke znacajnosti

3.1.2. Uc¢inak vodenog ekstrakta listova obi¢ne planike na DNA u stanicama

jetre Stakora

U stanicama jetre muZzjaka Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne planike
uocena je statisticki znac¢ajno (p<0,05) visa vrijednost parametara duzina repa, intenzitet repa i
repni moment (18,00+0,47; 8,81+0,58; 1,16+0,09) u odnosu na kontrolnu skupinu (14,79+0,32;
4,29+0,45; 0,37+0,04) (Slika 16A, B, i C, Tablica 3).

PoviSena, ali ne 1 statisticki znacajna vrijednost parametra duzina repa i intenzitet repa
(17,36+0,37 1 6,85+0,53) je uoCena u stanicama jetre zenki Stakora tretiranih vodenim
ekstraktom listova obi¢ne planike u odnosu na kontrolnu skupinu (16,14+0,35 i 5,58+0,51)
(Slika 16A i1 B, Tablica 3). Nadalje, vrijednost parametra repni moment u stanicama jetre
tretiranih zenki (0,83+0,07) statisticki je znac¢ajno (p<0,05) visa u odnosu na kontrolnu skupinu

(0,50+0,05) (Slika 16C, Tablica 3).
31



32

30

28

26

24

22

20

duzina repa (um)

18 o = .
16
o
14
12
10 i
8
O Median
6 - _ 0 25%-75%
A K. M. E.M K. Z E.Z T Min-Max
35
30
25
<
5
20
S
©
9_% 15
I3
N 10 0
2 o
c
= o
5
of L T 1
0 Median
5 — [] 25%-75%
B K. M. E.M K.Z E.Z T Min-Max
8
7 —
6
5
I
)
£ 4
S
S
‘E 3
Q.
o
2
1 o
a
o
0 L o —
o0 Median
1 . - 0 25%-75%
C K. M. E. M. K. Z. E. Z T Min-Max

Slika 16. Duzina repa (A), intenzitet repa (B) i repni moment (C) izmjereni komet testom u

stanicama jetre muzjaka i1 Zenki Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne planike

(200 mg/kg) tijekom 28 dana.

K.M. — kontrolna skupina muzjaka $takora; K.Z. — kontrolna skupina Zenki $takora; E. M. — skupina muzjaka
Stakora tretirana vodenim ekstraktom listova obi¢ne planike; E.Z. — skupina Zenki §takora tretirana vodenim

ekstraktom listova obi¢ne planike
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Tablica 3. Statisti¢ke znacajnosti duZine repa, intenziteta repa i repnog momenta izmjerene

komet testom u stanicama jetre muzjaka i zenki Stakora (analiza varijance uz post-hoc

Scheffé-ov test, p < 0,05).

DuZina repa

Kontrola & Ekstrakt & Kontrola Q Ekstrakt Q
Kontrola & 0,000001 n.z. 0,000012
Ekstrakt & 0,000001 0,38846 n.z.
Kontrola Q n.z. 0,038846 n.z.
Ekstrakt Q 0,000012 n.z. n.z.

Intenzitet repa (% DNA)

Kontrola & Ekstrakt & Kontrola Q Ekstrakt Q
Kontrola & 0,000000 n.z. 0,000402
Ekstrakt & 0,000000 0,000025 n.z.
Kontrola @ n.z. 0,000025 n.z.
Ekstrakt Q 0,000402 n.z. n.z

Repni moment

Kontrola & Ekstrakt & Kontrola Q Ekstrakt Q
Kontrola & 0,000000 n.z. 0,000001
Ekstrakt & 0,000000 0,000000 0,006474
Kontrola Q n.z. 0,000000 0,003963
Ekstrakt Q 0,000001 0,006474 0,003963

Statisticki znacajno p<0,05; n.z. — nema statisti¢ke znacajnosti

3.1.3. Ucinak vodenog ekstrakta listova obi¢ne planike na DNA u stanicama

mozga Stakora

U stanicama mozga muZjaka Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne
planike uoCena je povecana vrijednost parametra duzina repa (18,83+0,37) u odnosu na
kontrolnu skupinu (18,64+0,3) (Slika 17A, Tablica 4). SniZena vrijednost uocena je u parametru
intenzitet repa (7,58+0,47) u odnosu na kontrolnu skupinu (9,32+0,54) (Slika 17B, Tablica 4).
Vrijednost parametra repni moment statisticki je znacajno snizena (0,78+0,05) u odnosu na
kontrolnu skupinu (1,07+£0,08) (Slika 17C, Tablica 4).

U stanicama mozga Zenki Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obicne planike
uocena je statisticki znacajno niza vrijednost parametara duzina repa, intenzitet repa i repni
moment (16,35+0,39, 7,51+0,53 i 0,76+0,06) u odnosu na kontrolnu skupinu (18,14+0,37,
11,54+0,60 i 1,19+0,07) (Slika 17A, B i C, Tablica 4).
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Slika 17. Duzina repa (A), intenzitet repa (B) i repni moment (C) izmjereni komet testom u
stanicama mozga muzjaka 1 zZenki Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne
planike (200 mg/kg) tijekom 28 dana.

K.M. — kontrolna skupina muzjaka §takora; K.Z. — kontrolna skupina Zenki $takora; E. M. — skupina muzjaka
Stakora tretirana vodenim ekstraktom listova obi¢ne planike; E.Z. — skupina Zenki §takora tretirana vodenim

ekstraktom listova obi¢ne planike
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Tablica 4. Statisticke znacajnosti duzine repa, intenziteta repa i repnog momenta izmjerene

komet testom u stanicama mozga muzjaka i Zenki Stakora (analiza varijance uz post-hoc

Scheffé-ov test, p < 0,05).

DuZina repa

Kontrola & Ekstrakt & Kontrola @ Ekstrakt Q
Kontrola & n.z. n.z. 0,000031
Ekstrakt & n.z. n.z. 0,000006
Kontrola @ n.z. n.z. 0,001543
Ekstrakt Q 0,000031 0,000006 0,001543

Intenzitet repa (% DNA)

Kontrola & Ekstrakt & Kontrola ¢ Ekstrakt Q
Kontrola & n.z. n.z. 0,038535
Ekstrakt & n.z. 0,000352 n.z.
Kontrola @ n.z. 0,000362 0,000006
Ekstrakt Q 0,038535 n.z. 0,000006

Repni moment

Kontrola & Ekstrakt & Kontrola 9 Ekstrakt
Kontrola & 0,032029 n.z. 0,001728
Ekstrakt & 0,032029 0,000089 n.z.
Kontrola @ n.z. 0,000089 0,000001
Ekstrakt Q 0,001728 n.z. 0,000001

Statisticki znacajno p<0,05; n.z. — nema statisti¢ke znacajnosti
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3.2. Aktivnost antioksidativnih enzima i stupanj lipidne peroksidacije

Procjena ucinka vodenog eckstrakta listova obi¢ne planike (200 mg/kg) na
antioksidativnu aktivnost enzima u stanicama bubrega, jetre i mozga muzjaka i zenki Stakora
utvrdena je mjerenjem aktivnosti enzima katalaze i superoksid dismutaze. Stupanj lipidne
peroksidacije odreden je mjerenjem koncentracije MDA u navedenim organima. Rezultate smo
analizirali primjenom klasi¢ne deskriptivne statistike te izrazili kao srednju vrijednost sa

standardnom pogreskom, a statisticku zna¢ajnost Smo testirali t-testom.

3.2.1. Aktivnost katalaze u stanicama bubrega Stakora

U stanicama bubrega muZjaka i Zenki Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova
obi¢ne planike aktivnost katalaze bila je statisticki znac¢ajno (p<0,05) niza (4 0,007+0,002; ¢
0,003+0,000) u odnosu na pripadaju¢e kontrolne skupine (& 0,021 £0,003; ¢ 0,010+0,002)
(Slika 18).
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Slika 18. Aktivnost katalaze (srednja vrijednost + standardna pogreska) u stanicama
bubrega muzjaka i zenki Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obic¢ne planike (200

mg/kg) tijekom 28 dana.

*statisti¢ki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na po spolu pripadaju¢u kontrolnu skupinu; & - muski spol, 9 - Zenski spol
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3.2.2. Aktivnost katalaze u stanicama jetre Stakora

U stanicama jetre muzjaka Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obicne planike
aktivnost katalaze bila je sli¢cna (4 0,110+0,022; ¢ 0,055+0,004) u odnosu na pripadajuce
kontrolne skupine (& 0,085 £0,017; ¢ 0,044+0,009) (Slika 19).
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Slika 19. Aktivnost katalaze (srednja vrijednost + standardna pogreska) u stanicama jetre
muzjaka i zenki Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne planike (200 mg/kg)
tijekom 28 dana.

&' - muski spol, @ - Zenski spol

3.2.3. Aktivnosti katalaze u stanicama mozga stakora

U stanicama mozga muzjaka i Zenki Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova
obi¢ne planike aktivnost katalaze bila je sli¢na (4 0,022+0,007; ¢ 0,020+0,004) u odnosu na
pripadajuce kontrolne skupine (3 0,026 +0,007; ¢ 0,036+0,007 (Slika 20).
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Slika 20. Aktivnost katalaze (srednja vrijednost + standardna pogreska) u stanicama mozga
muzjaka i zenki Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne planike (200 mg/kg)
tijekom 28 dana.

&' - muski spol, Q - Zenski spol

3.2.4. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD-a) u stanicama bubrega $takora

U stanicama bubrega muzjaka Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne
planike aktivnost SOD-a bila je sli¢na (13,880+1,526) u odnosu na kontrolnu skupinu (15,025
+1,552). Aktivnost katalaze stanicama bubrega zenki Stakora (11,108+1,946) bila je sli¢na u
odnosu na kontrolnu skupinu (15,586+1,497) ( (Slika 21).
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Slika 21. Aktivnost SOD-a (srednja vrijednost + standardna pogreska) u stanicama bubrega
muzjaka i Zenki Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne planike (200 mg/kg)
tijekom 28 dana.

& - muski spol, @ - Zenski spol

3.2.5. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD-a) u stanicama jetre Stakora

U stanicama jetre muZzjaka Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne planike
aktivnost SOD-a bila je sli¢na (22,934+2,751) u odnosu na kontrolnu skupinu (22.456 +2,549).
Aktivnost SOD-a u stanicama jetre Zenki Stakora bila je takoder sli¢na (15,488+1,296) u odnosu
na kontrolnu skupinu (22,113+2,892) (Slika 22).

39



. mm W !
15 1

10

Aktivnost SOD/mg proteina

kontrola @ ekstrakt @ kontrola @ ekstrakt @

Slika 22. Aktivnost SOD-a (srednja vrijednost + standardna pogreska) u stanicama jetre
muzjaka 1 Zenki Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne planike (200 mg/kg)
tijekom 28 dana.

& - muski spol, @ - Zenski spol

3.2.6. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD-a) u stanicama mozga Stakora

U stanicama mozga muZjaka Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne
planike aktivnost SOD-a bila je sli¢cna (33,156+4,113) u odnosu na kontrolnu skupinu
(33,371+1,632). Aktivnost SOD-a u stanicama mozga zenki Stakora bila je statisti¢ki znac¢ajno
(p<0,05) visa (33,137+1,230) u odnosu na kontrolnu skupinu (26,433+1,658) (Slika 23).
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Slika 23. Aktivnost SOD-a (srednja vrijednost + standardna pogreska) u stanicama mozga
muzjaka 1 Zenki Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne planike (200 mg/kg)
tijekom 28 dana.

*statisticki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na po spolu pripadajuéu kontrolnu skupinu; & - muski spol, @ - Zenski spol

3.2.7. Koncentracija malondialdehida (MDA) u stanicama bubrega $takora

U stanicama bubrega Stakora oba spola tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne
planike uocene vrijednosti izmedu pokusne i kontrolne skupine nisu bile statisticki znacajne
(p<0,05). Koncentracija MDA bila je sli¢na (& 3,451+0,349; ¢ 3,652+0,379) u odnosu na
pripadajuce kontrolne skupine (3 4,798+0,606; ¢ 4,520+0,653)(Slika 24).
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Slika 24. Koncentracija MDA (srednja vrijednost + standardna pogreska) u stanicama
bubrega muzjaka i zenki $takora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne planike (200
mg/kg) tijekom 28 dana.

&' - muski spol, @ - Zenski spol

3.2.8. Koncentracija malondialdehida (MDA) u stanicama jetre $takora

U stanicama jetre muzjaka Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne planike
koncentracija MDA bila je sli¢na (6,291+0,508) u odnosu na kontrolnu skupinu (5,256+0,708),
kao i koncentracija MDA u stanicama jetre Zenki Stakora (5,215%0,232) u odnosu na
pripadajuéu kontrolnu skupinu (5,343%2,369) (Slika 25).
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Slika 25. Koncentracija MDA (srednja vrijednost + standardna pogreska) u stanicama jetre
muzjaka i zenki Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne planike (200 mg/kg)
tijekom 28 dana.

&' - muski spol, @ - Zenski spol

3.2.9. Koncentracija malondialdehida (MDA) u stanicama mozga Stakora

U stanicama mozga muzjaka Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne
planike koncentracija MDA bila je statisticki znacajno visa (2,868+0,422) u odnosu na
kontrolnu skupinu (1,290+0,145). Koncentracija MDA u stanicama mozga zenki $takora bila
je sli¢na (2,739+0,590) u odnosu na kontrolnu skupinu (1,734+0,170 ) (Slika 26).
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Slika 26. Koncentracija MDA (srednja vrijednost + standardna pogreska) u stanicama mozga
muzjaka 1 Zenki Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne planike (200 mg/kg)
tijekom 28 dana.

*statisticki zna¢ajno razli¢ito u odnosu na po spolu pripadajuéu kontrolnu skupinu; & - muski spol, @ - Zenski spol
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4. RASPRAVA

Ekstrakt listova biljke Arctostaphyllos uva ursi (Ericaceae) vec¢ se stoljec¢ima koristi u
fitoterapiji za lijeCenje urinarnih infekcija jer sadrzi fenolni spoj arbutin. U biljkama, arbutin
postoji slobodan ili u esterificiranom obliku (Migas i Krauze-Baranowska., 2015). Baktericidna
aktivnost pripravaka koji sadrze arbutin pripisuje se hidrokinonu koji se otpusta iz arbutina.
Enzim koji sudjeluje u reakciji otpustanja hidrokinona iz arbutina unesenog u organizam je f3-
glukozidaza (Blaut i sur., 2006, Hildebrand i sur., 1969). Osim povoljnih svojstava, hidrokinon
ima hepatotoksican, nefrotoksican i genotoksic¢an potencijal (De Arriba i sur., 2014). Zbog
visoke koncentracije fenolnih spojeva u listovima obi¢ne planike o kojima je izvijestio Jurica
2016, ekstrakti listova mogu djelovati kao snazan antioksidans. Istrazivanje provedeno na
etanolnim i acetonskim ekstraktima listova obi¢ne planike ukazuje na visoke udjele fenolnih i
flavonoidnih komponenti §to dokazuje visoku antioksidativnu aktivnost ekstrakta (Andrade i
sur., 2009). Istrazivanja provedena u Hrvatskoj pokazuju da su vodeni ekstrakti listova obi¢ne
planike jako bogati fenolnim spojevima te da se koncentracije ovih spojeva mijenjaju tijekom
godine (Males i sur., 2006).

Ovo istrazivanje provedeno je s ciljem utvrdivanja djelovanja vodenog ekstrakta listova
obi¢ne planike primijenjenog u dozi od 200 mg/kg svakodnevno tijekom 28 dana. Cilj je bio
prouciti utjecaj ekstrakta na DNA u stanicama jetre, bubrega i mozga Stakora soja Lewis.
Navedeni utjecaj analiziran je primjenom komet testa u alkalnim uvjetima, te je u istim
organima promatran utjecaj ekstrakta listova obi¢ne planike na aktivnost antioksidativnih
enzima (superoksid dismutaza i katalaza) i na stupanj lipidne peroksidacije (mjerenjem

koncentracije malondialdehida).

Osim mnogih terapijskih svojstava neke od komponenti koji su prisutne u ekstraktima
biljaka mogu uzrokovati oStec¢enje jetre kroz metabolicku aktivaciju visoko reaktivnih jedinki
(Thapa i Walia, 2007) pogotovo kod duZeg perioda primjene. Duljina tretmana kojeg smo
primijenili je 28 dana, $to je dug vremenski period primjene koji je promatran kako bismo
utvrdili hoce 1i tretman ekstraktom listova obi¢ne planike imati nepovoljan ucinak. Rani
znakovi oSteCenja jetre na stani¢noj razini mogu se detektirati komet testom u alkalnim
uvjetima, dakle moZe se odrediti primarno oStecenje DNA u pojedinoj stanici (Hartmann i sur.,

2003; Smith i sur., 2008; Tice i sur., 2000).
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U stanicama bubrega muzjaka Stakora izmjerene su statisticki znacajne nize vrijednosti
parametra duzina repa u odnosu na pripadajucu kontrolnu skupinu. S obzirom na to da
parametar intenzitet repa ukazuje na sli¢ne, ali ipak blago povisene vrijednosti u odnosu na
kontrolnu skupinu, mozemo reci da je do blagog oste¢enja doslo, medutim DNA lomovi su se
dogodili na manje mjesta u molekuli te su fragmenti ostali dugacki. Ako uzmemo u obzir da
hidrokinon prilikom ekskrecije dolazi u bubrege i izluCuje se mokracom kao hidrokinon sulfat
ili glukuronid (European Medicines Agency, 2012; US-FDA, 2009) te da su bubrezi vrlo
osjetljivi na utjecaj hidrokinona (English i sur., 1994; Hard i sur., 1997; Peters i sur., 1997)
mozemo pretpostaviti da je upravo hidrokinon nastao iz arbutina koji je prisutan u
primijenjenom ekstraktu listova obi¢ne planike djelovao na blago oste¢enje DNA u stanicama
bubrega. Tome u prilog idu i istrazivanja u kojima je potvrdena nefrotoksi¢nost nakon 103
tjedana primjene hidrokinona u razli¢itim dozama, medutim kada je primijenjen tijekom 65
tjedana nije primije¢ena nefrotoksi¢nost (DeCaprio, 1999). Primijeéen je slabiji nepovoljni
utjecaja na DNA u stanicama bubrega muzjaka. To vjerojatno ne bi bio slucaj kada bi tretman
vodenim ekstraktom listova obi¢ne planike bio primijenjen u prikladnijoj dozi i kra¢em
vremenskom periodu. U stanicama bubrega zenki nije doslo do oste¢enja DNA primjenom
vodenog ekstrakta listova obi¢ne planike. Izmjereni parametri duzina repa i intenzitet repa su
sniZeni, a parametar repni moment povisen u odnosu na pripadajucu kontrolnu skupinu. Iako
vrijednosti nisu statisticki znacajne, upucuju nas na to da je moguce da je ekstrakt djelovao
zaStitno na stanice bubrega Zenki Stakora. Promatrano zaStitno djelovanje testiranog ekstrakta
moze se povezati s visokom koncentracijom polifenola u ekstraktu listova obi¢ne planike.
Antioksidativna efikasnost je potvrdena u prijas$njim istrazivanjima (Oliveira i sur., 2009;
Tavares i sur., 2010; Mendes i sur., 2011; Jurica, 2016). Mnogi drugi biljni pripravci, flavonoidi
iz njih izolirani ili polifenolni sastojci sa antioksidativnim svojstvima takoder pokazuju
nefroprotektivne utjecaje (Yanardag i sur., 2002; Tirkey i sur., 2005; Tavafi i sur., 2012;
Akomolafe i sur., 2014; Refaie i sur., 2014; Sirovina i sur., 2016). Glavni mehanizam
odgovoran za zaStitnu aktivnost uklju¢uje povecanje antioksidativnih zastitnih sustava, utjecaj
na ¢iS¢enje slobodnih radikala, sprjecavanje lipidne peroksidacije i poboljSanje detoksifikacije
u bubrezima. Koji mehanizam je odgovoran za protektivni utjecaj ekstrakta listova obicne

planike treba biti utvrden drugim istraZivanjima.

Komet testom izmjeren je nepovoljan u¢inak tretmana ekstraktom listova obicne planike
na stanice jetre muzjaka. U stanicama jetre muzjaka Stakora na statisticki znacajne vrijednosti
oStecenja DNA ukazuje parametar duzina repa. Mnoga istrazivanja upucuju na to da polifenolni
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spojevi mogu djelovati i prooksidativno i antioksidativno na stani¢noj i DNA razini (Jovanovi¢
i Milic¢evi¢, 2017; Rusak i sur., 2010). Polifenoli mogu ostetiti DNA stvaranjem reaktivnih
metabolita, umetanjem u DNA, nepovoljnim djelovanjem na DNA topoizomeraze i utjecajem
na enzime koji odrzavaju integritet DNA (Noel i Rath, 2006). MoZemo pretpostaviti da je doslo
do naruSavanja ravnoteZze izmedu oksidativnog potencijala i antioksidativnih svojstava
bioaktivnih spojeva koji se nalaze u vodenom ekstraktu listova obi¢ne planike. Moguce je i da
su interakcije izmedu sastojaka, kao i1 njihov individualni utjecaj na stani¢ne obrambene
mehanizme mogli utjecati na razinu oksidativnog ostecenja, Sto se 1 odrazilo na razine

izmjerenih oSte¢enja DNA.

Od svih detektiranih fenolnih spojeva, arbutin je fenolni spoj najveée koncentracije U
primijenjenom ekstraktu listova obi¢ne planike (Jurica, 2016). Ako uzmemo u obzir
istrazivanja koja ukazuju na hepatotoksi¢nost hidrokinona (Blumethal i sur., 1999; McGregor,
2007) koji nastaje u jetri iz arbutina, moguce je da je upravo hidrokinon razlog oste¢enja DNA
u stanicama jetre. Nadalje, druga istrazivanja upucéuju na to da hidrokinon moze dovesti do
razvoja leukemije de novo, uzrokovati oste¢enje DNA i kromosoma, inhibirati topoizomerazu
I1'i mijenjati hematopoezu i klonalnu selekciju (Mcdonald i sur., 2001). S druge strane Williams
i sur. (2007) u istrazivanju ucinka hidrokonona na muskim $takorima Fisher 344 (25 do 100
mg/kg dnevno) tijekom 13 tjedana nisu utvrdili znakove hepatotoski¢nosti, nego cak i
antikancerogeni uc¢inak. Zanimljivo je da se razine oSteCenja DNA u stanicama jetre razlikuju
izmedu muzjaka i Zenki. Vrijednosti oSteCenja DNA u stanicama muZzjaka Stakora ukazuju na
veée ostecenje DNA u muzjaka negoli u Zenki. Zenski $takori imaju veée mitohondrije s ve¢im
sadrzajem proteina 1 mnogo efikasniji kapacitet oksidacije supstrata (Justo 1 sur., 2005). Dakle,
manje vrijednosti parametara oSte¢enja DNA Zenskih Stakora u odnosu na muzjake mogu biti
posljedica utjecaja tretmana i njegovog protektivnog djelovanja, boljeg popravka, vece
aktivnosti enzima i ne-enzimatskih staniénih obrambenih sustava u Zenki Stakora. Prija$nja
istrazivanja na Stakorima ukazuju na razlike u oksidativnom stresu izmedu Stakora razli¢itih
spolova, potvrdeno je da je oksidativni stres ve¢i u muzjaka (Dantas i sur., 2004). Rezultati
drugog istrazivanja predlazu da je tkivo muZzjaka mnogo osjetljivije na utjecaje reaktivnih
metabolita iz raznih lijekova kao i na reaktivne metabolite kisika. Potvrdeno je da jetra zenki
ima visu aktivnost antioksidativnog enzima GSH-Px, kao i viSu koncentraciju vitamina E, koji

je ukljucen u ne-enzimatsku obranu protiv oksidativnog stresa (Julicher i sur., 1984).
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Rezultati komet testa u stanicama mozga ukazuju na to da ekstrakt listova obi¢ne planike
nije djelovao genotoksi¢no. Polifenoli se metaboliziraju u jetri, prelaze u bubrege te se izlucuju
mokracom. Unato¢ mnogim istrazivanjima o prisutnosti flavonola (epikatehin) (EI Mohsen i
sur., 2002; Lin i sur., 2007; van Praag i sur., 2007), flavanona (naringenin) (Datla i sur., 2001;
El Mohsen i sur., 2004; Peng i sur., 1998) flavonola (kvercetin) (Bieger i sur., 2008; de Boer i
sur. 2005; Ho i sur., 2013; Ishisaka i sur., 2011) i njihovih metabolita u tkivu mozga nakon
oralne primjene i dalje se raspravlja u kojoj mjeri navedeni spojevi mogu uéi u mozak. Postoje
pretpostavke da sposobnost prelaska krvno-mozdane barijere transmembranskom difuzijom
ovisi o stupnju lipofilnosti spoja (Youdim i sur., 2004). Manje polarni spojevi, kao §to su
metilirani derivati, imaju vecu sposobnost ulaska u mozak nego polarni metaboliti kao §to su
sulfati i glukuronidi (Youdim i sur., 2003). Unato¢ tome, druga istraZivanja ukazuju na to da
glukuronidi mogu u¢i (Bengtsson i sur., 2009; Aasmundstad i sur., 1995), medutim potrebna
je toéno odredena doza koja bi imala odredeni farmakoloski u¢inak u tkivu mozga (Wang i sur.,
2014; Wang i sur., 2012). S obzirom da su fenolni spojevi prisutni u razli¢itom omjeru u
ekstraktu listova obi¢ne planike kojeg smo primijenili te da rezultat komet testa ne ukazuje na
oSte¢enje DNA u mozgu muzjaka i zenki $takora, mozemo reéi da omjer komponenti i doza iz
ekstrakta najvjerojatnije nije presla krvno-mozdanu barijeru u razinama koje mogu djelovati
negativno na stanice mozga. 28-dnevni tretman statisticki je znacajno smanjio oste¢enje DNA
u stanicama mozga Zenki Stakora, ali potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se ustvrdilo dali
je pozitivan ucinak posljedica indirektnog mehanizma djelovanja spojeva unesenih putem
primjene ekstrakta listova obic¢ne planike ili su odredeni spojevi i njihovi metaboliti presli krvno

mozdanu barijeru te direktno pozitivno djelovali na stanice mozga zenki.

U bubregu muzjaka 1 Zenki Stakora izmjerena je sniZena aktivnost antioksidativnih
enzima katalaze i superoksid dismutaze u odnosu na kontrolu. S obzirom na to da se razina
enzima 1 njihova aktivnost pove¢ava u uvjetima oksidativnog stresa, porastom reaktivnih
kisikovih vrsta raste i aktivnost antioksidativnih enzima (Berg i sur., 2013). MozZemo reéi da je
doslo do smanjenja oksidativnog stresa zbog utjecaja fenolnih komponenti za koje je poznato
da djeluju antioksidativno raznim mehanizmima (Das i Pereira, 1990; Laranjinha i sur., 1995;
1995; Michalak, 2006). Tome u prilog ide i cinjenica da ekstrakt nije uzrokovao lipidnu
peroksidaciju u bubrezima. U stanicama muzjaka i zenki Stakora izmjerena je niza razina MDA
u odnosu na kontrolu. Za antioksidativnu aktivnost polifenolnih spojeva zasluzna su njihova
redoks svojstva (Zheng 1 Wang, 2001) koja imaju vaznu ulogu u adsorpciji 1 neutraliziranju
slobodnih radikala (Laranjinha i sur., 1995), mogu donirati vodik, djelovati kao kelatori metala
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(Michalak, 2006) i utjecati na razlaganje peroksida (Das i Pereira, 1990). Ciséenje slobodnih
radikala je jedan od najpoznatijih mehanizama pomocu kojeg antioksidansi inhibiraju lipidnu

oksidaciju (Dvorakova i sur., 2008).

U stanicama jetre muzjaka i zenki Stakora zabiljeZene su povisene aktivnosti katalaze.
Aktivnost SOD-a se razlikuje izmedu muzjaka i Zenki gdje je zabiljeZena viSa aktivnost SOD-
a u muzjaka Stakora u odnosu na kontrolu, a kod Zenki niza odnosu na kontrolu. S obzirom na
to da su izmjerene nize vrijednost MDA iu muzjaka i u zenki Stakora mozemo re¢i da nije doslo

do lipidne peroksidacije uzrokovane tretmanom vodenim ekstraktom listova obi¢ne planike.

U stanicama mozga muzjaka Stakora zabiljeZene su sniZene vrijednosti aktivnosti
katalaze i SOD-a u odnosu na kontrolnu skupinu, medutim te vrijednosti nisu statisticki
znacajne. Zanimljivo je da je kod zenki aktivnost katalaze blago snizenih vrijednosti u odnosu
na kontrolnu skupinu, a aktivnost SOD-a je statisti¢ki znac¢ajno povisena u odnosu na kontrolnu
skupinu. U mozgu Stakora oba spola povisene su razine MDA, kod muzjaka su te vrijednosti
statisticki znacajne u odnosu na pripadajuc¢u kontrolnu skupinu. Ovakav ishod je o¢ekivan, ako
uzmemo u obzir gradu mozga. Jedna od glavnih meta lipidne peroksidacije je sredis$nji ziv€ani
sustav. Mozak je vrlo osjetljiv na oksidativni stres i oSteCenja uzrokovana ROS-om. Tkivo
mozga sadrzi visoku koncentraciju PUFA-e koja je cilj napada ROS-a. Sadrzi i visoku razinu

prijelaznih metala koji pogoduju nastanku lipidne peroksidacije (Sultana i sur., 2013).

Jedna od najcescih nezeljenih nuspojava u promjeni lijekova ili ljekovitih pripravaka
jest hepatotoksi¢nost. lako ekstrakt ukazuje na mnoge pogodne utjecaje na zdravlje, u ovom
radu tretman ekstraktom listova obi¢ne planike bio primijenjen kroz period od 28 dana te imao
Stetan ucinak na jetru. S obzirom da vodeni ekstrakt listova obi¢ne planike sadrzi mnostvo
kompleksih bioaktivnih komponenti te da njegov sastav ovisi o klimi i tlu na kojem raste obi¢na
planika, potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se odredila najprikladnija doza i trajanje

primjene koji ¢e imati terapijski i zastitni u¢inak, uz $to manje nuspojave.
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5. ZAKLJUCAK

e Vodeni ekstrakt listova obi¢ne planike (200 mg/kg) primijenjen tijekom 28 dana nije
uzrokovao statisticki znacajne promjene vrijednosti parametara komet testa u stanicama
bubrega Zenki Stakora. U muzjaka Stakora vodeni ekstrakt listova obi¢ne planike
uzrokovao je znacajno sniZenje vrijednosti parametra duzine repa kometa u odnosu na

kontrolu.

e Primjena vodenog ekstrakta listova obi¢ne planike uzrokovala je povecanje stupnja

primarnih oSteenja DNA u stanicama jetre muzjaka Stakora.

e Vrijednosti sva tri parametra komet testa statisti¢ki su zna¢ajno smanjena u stanicama

mozga zenki Stakora tretiranih vodenim ekstraktom listova obi¢ne planike.

e Vodeni ekstrakt listova obi¢ne planike utjecao je na smanjenje aktivnosti katalaze u
stanicama bubrega muzjaka i zenki Stakora. Primjena vodenog ekstrakta listova obi¢ne

planike nije uzrokovala lipidnu peroksidaciju u bubregu stakora oba spola.
e Vodeni ekstrakt listova obi¢ne planike nije statisti¢ki znacajno utjecao na aktivnost
katalaze i superoksid dismutaze u jetri Stakora oba spola, kao i na stupanj lipidne

peroksidacije.

e Vodeni ekstrakt listova obi¢ne planike statisticki je znacajno utjecao na povisenje

aktivnosti superoksid dismutaze u stanicama mozga Zenki Stakora.

e Primjena ekstrakta listova obi¢ne planike statisticki znac¢ajno utjece na intenzitet lipidne

peroksidacije u mozgu muzjaka tretiranih Stakora u odnosu na kontrolnu skupinu.
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7. ZIVOTOPIS

Osobne informacije

Ime i prezime: Dora Vukovi¢
Datum rodenja: 14.06.1992.
e-mail: dora.vukovic@outlook.com

Radno iskustvo

e ERASMUSH strucna praksa (Institut Ludwig Boltzmann za istrazivanje raka, Bec)

e Laboratorijska stru¢na praksa (Zavod za animalnu fiziologiju Prirodoslovno
matemati¢kog fakulteta , Zagreb)

e Kilinicki bolnicki centar Rebro (odjel za molekularnu dijagnostiku i transplantaciju)

e Klinicki bolnicki centar Sestre milosrdnice (odjel za onkologiju)

e Studentska udruga eSSTUDENT (planiranje i organiziranje znanstvenih dogadanja
predavanja i edukativnih radionica za djecu, Zagreb)

e Promotor na drustvenim dogadanjima (Vip d.o.o, Zagreb, Osijek)

e Agent u teleprodaji (Optima telekom d.d.)

e Sobarica (Bluesun hotels & resorts, Brela)

Obrazovanje
2015.-2017. Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno matematicki fakultet
Bioloski odsjek
Smijer: Diplomski studij eksperimentalne biologije
Modul: Fiziologija i imunobiologija

2011.-2015. Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku
Odjel za biologiju
Preddiplomski studij biologije

2008.-2011. Opca gimnazija u Osijeku
Osobne vjestine

e Dobre komunikacijske vejstine stekla sam kroz rad kao agent u teleprodaji i promotor
na raznim druStvenim dogadanjima

e Dobre organizacijske i prezentacijske vjestine stekla sam kroz rad u studentskoj udruzi
eSTUDENT

e Vozacka dozvola B kategorije
Profesionalne vjeStine

e FElektroforeza , imunoelektroforeza, radioimunoesej, ELISA, ELISPOT, Proto¢na
citometrija (FACS), Western blot, PCR, kloniranje DNA, Svijetlosna i fluorescentna
mikroskopija, CRISPR/Cas9 metoda za uredivanje genoma, Uzgoj stanica u kulturi ,
Spektrofotometrijske metode, In vivo tehnike (transgeni¢ni misevi)

Strani jezici
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e Materinski jezik: hrvatski
e Strani jezici: engleski, njemacki

Digitalna kompetencija

Microsoft Office paket (Word, Excel, PowerPoint), Trello, obrada informacija, komunikacija
(e-mail, drustvene mreze), stvaranje sadrzaja, sigurnost, rjeSavanje problema
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