SVEUCILISTE U ZAGREBU
Prirodoslovno-matematicki fakultet

BiolosSki odsjek

SANDRA SOBOCANEC

UCINAK PROPOLISA NA

OKSIDACIJSKI/ANTIOKSIDACIJSKI STATUS U CBA

MISA

DOKTORSKA DISERTACIJA

Zagreb, 2006.



II

Ova disertacija predana je na ocjenu BioloSkom odsjeku Prirodoslovno-
matematickog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu u svrhu stjecanja znanstvenog

stupnja doktora prirodnih znanosti iz podrucéja biologije.



111

«A great leader inspires people to have confidence in themselves.»

Ovom prilikom Zelim iskreno zahvaliti mojoj dragoj mentorici dr. Tanji Marotti
Sto me inspirirala da sanjam vise, u¢im vise, nastojim vise i postanem vise.

Veliko hvala mom Labosu: Dragi Tihomir, Vesna, Visnja, Borka i Ana, hvala
vam $§to ste podijelili svoje vrijeme sa mnom, hvala vam na svakodnevnim diskusijama,
kritikama 1 podrsci; bez vas to ne bi bilo to.

Zahvaljujem Laboratoriju za molekularnu endokrinologiju i transplantaciju: dipl.
ing. Marini Korolija, dr.sc Marijani Popovi¢-Dadzija i dr. sc. Mirku HadZiji na utroSenom
vremenu, strpljenju i trudu tijekom svladavanja metode izolacije RNA i RT-PCR-a.

dr. sc. Anamariji Brozovi¢ zahvalna sam na velikoj pomo¢i i savjetima tijekom
svladavanja tehnike Western blottinga.

Velika hvala mr.sc. Jeleni KneZevi¢ na profesionalnoj pomoc¢i i suradnji

Zahvaljujem Zavodu za molekularnu medicinu §to su mi omogucili koristenje
svih potrebnih instrumenata tijekom izrade ove disertacije

Velika hvala doc.dr.sc. Nadi OrSoli¢ na profesionalnim savjetima i nesebicnoj
pomoci.

Iskreno zahvaljujem Alojziju i Mirjani Sobocanec na velikoj i nesebi¢noj pomo¢i
1 podrsci.

“Truly great friends are hard to find, difficult to leave, and impossible to

forget.”
Dragi moji prijatelji, hvala vam S$to ste dopustili da vas nadem, §to mi niste

dozvolili da odem i $to ste me prihvatili bas onakvu kakva jesam.

Hvala mojim roditeljima i bratu na bezuvjetnoj ljubavi, podrsci, toleranciji,
razumijevanju i povjerenju koje imaju u mene. Bez njih ne bih postigla sve ovo §to
jesam. Ovaj Doktorat je za Vas.

“The aim of life is self-development. To realize one's nature perfectly - that is
what each of us is here for.”

Oscar Wilde



v

TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Bioloski odsjek Doktorska disertacija

UCINAK PROPOLISA NA OKSIDACIJSKI/ANTIOKSIDACIJSKI STATUS U
CBA MISA

Sandra Soboc¢anec

Laboratorij za modifikatore bioloskog odgovora
Zavod za molekularnu medicinu
Institut “Ruder Boskovic¢”
Bijenicka cesta 54, Zagreb, Hrvatska

Bioloski ucinci propolisa vezani su uz njegova antibiotska, protuupalna i antioksidacijska
svojstva. Jedan od sastojaka propolisa su flavonoidi, ¢ija je karakteristika visoki
antioksidacijski potencijal zbog kojeg im se pripisuje sposobnost prevencije razlicitih
bolesti. Cilj ove doktorske disertacije bio je istraziti in vivo oksidacijsko/antioksidacijski
potencijal nativnog propolisa iz kontinentalnih krajeva Hrvatske. In vitro smo odredili
antioksidacijski kapacitet propolisa pomocu reduciraju¢eg zeljeza i pokazali da propolis
ima relativno slab antioksidacijski kapacitet u tim uvjetima. Zatim smo istrazili
djelovanje dviju doza na procese lipidne peroksidacije i aktivnost antioksidacijskih
enzima (superoksid dizmutaze, katalaze i glutation peroksidaze) u mozgu, jetri i plu¢ima
miSeva. Oksidacijski status nakon obradaa nativnim propolisom nije pokazao tkivnu, ali
je pokazao doznu ovisnost; antioksidacijski status je pokazao tkivnu i doznu ovisnost.
Promjene na transkripcijskom nivou nakon obradaa propolisom su takoder bile tkivno i
dozno ovisne, dok je koli¢ina proteina ostala u svim tkivima nepromijenjena, bez obzira
na dozu. DNA ¢ipovi pokazali su zastitni uc¢inak propolisa u manjoj dozi u jetri i plu¢ima,
dok je u jetri ve¢a doza izazvala prooksidacijski uc¢inak; u mozgu nije bilo nikakva
ucinka, bez obzira na dozu. Oksidacijski/antioksidacijski status na navedenim organima
su ispitani u uvjetima oksidacijskog stresa, pri ¢emu su misevi hranjeni propolisom bili
izloZzeni 1 ATM Cistog kisika kroz 18 sati. Propolis je smanjio oksidacijski stres u sva tri
ispitivana tkiva u dozi od 100 mg kg'; u pluéima je taj u&inak propolis ostvario
povecanjem aktivnosti antioksidacijskih enzima.

Ova doktorska disertacija ima 124 stranice, 44 slike, 6 tablica i 113 literaturnih navoda.
Jezik izvornika: hrvatski
Rad je pohranjen u:



\Y%

Kljuéne rijeci: propolis, flavonoidi, miSevi, oksidacijski/antioksidacijski  status,
hiperoksija, normobaricki uvjeti

Voditelj: dr. sc. Tatjana Marotti, znanstveni savjetnik, Institut “R. BoSkovi¢”, Zagreb

Ocjenjivaci:

Rad prihvacen:



VI

BASIC DOCUMENTATION CARD

University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology Doctoral Thesis

PROPOLIS EFFECT ON OXIDATIVE/ANTIOXIDATIVE STATUS IN CBA
MICE

Sandra Soboc¢anec

Laboratory for Biological Response Modifiers
Division of Molecular Medicine
Ruder Boskovi¢ Institute
Bijenicka 54, Zagreb, Croatia

Biological effect of propolis is considered to have antibiotic, antiinflammatory
and antioxidative properties. Native propolis is composed of flavonoids, which have high
antioxidative capacity and are, therefore, able to prevent various pathological states. The
aim of this Doctoral Thesis is to examine the oxidative/antioxidative capacity of native
propolis collected from continental parts of Croatia in vivo. The antioxidative capacity of
native propolis in vitro has been determined in the conditions of reduced iron and it
appeared to be relatively low. The effect of two doses of propolis (100 mg kg™ and 300
mg kg, respectively) on oxidative status (LPO) and antioxidative status (superoxide
dismutase, catalase and glutathion peroxidase) has been investigated in liver, lungs and
brain of mice. Oxidative status appeared to be dose- but not tissue-related upon treatment
with native propolis. On the other hand, antioxidative status was both dose- and tissue-
dependent. Transcriptional changes after propolis treatment were dose- and tissue-
dependent, while protein level remained unchanged in all tissues examined, irrespective
of the dose. DNA chips showed protective effect of propolis in lower dose in liver and
lungs, while the higher dose had prooxidative effect in liver; there was no effect in the
brain with neither lower nor higher dose of propolis. Oxidative/antioxidative status in all
three organs was determined in conditions of oxidative stress, where mice were fed with
propolis and subjected to 1 ATM of 100% oxygen for 18 hours in a hyperbaric chamber.
Propolis decreased oxidative stress in all three tissues examined in a dose of 100 mg kg™';
in lungs this effect was achieved via increment of antioxidative enzyme activities.
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1 UVOD

1.1 PROPOLIS
1.1.1 Identifikacija i terminologija

Propolis (pCelinje ljepilo — bee glue) je genericko ime za smolastu tvar koju
skupljaju pcele s odredenih dijelova biljaka, osobito pupoljaka i kore crnogori¢nih
biljaka. Rije¢ «propolis» je izvedena od grcke rijeCi pro- (obrana) i polis- (grad), Sto
oznacava obranu grada (u ovom slucaju kosnice) (Ghisalberti, 1979.). Propolis je
adhezivna, smolasta tvar koju pcele skupljaju, preraduju 1 koriste u gradnji ko$nice, i
zastiti od vanjskih neprijatelja. Pcele (Apis mellifera, L.) skupljaju smolu, zZvacu i uz
pomo¢ enzima pljuvcanih Zlijezda djelomice probavljen materijal se mijesa s pcelinjim
voskom 1 koristi u kosnici. Premda propolis moze sadrzavati nesto polena, ne smije se
mijesati s polenom, kao ni sa maticnom mlijeci, koja je takoder pcelinji produkt unutar
kosnice.
1.1.2 Povijesna i danasnja upotreba propolisa

Podaci u literaturi ukljucuju koristenje propolisa tijekom vise od 2000 godina, jo$

od 300 godina prije nase ere. Dokazano je da propolis ima antisepti¢na, antitumorska,
bakteriostatska, antiupalna, anestetska i antioksidacijska svojstva, pa je upravo zbog toga
njegova uporaba gotovo neograni¢ena (Burdock, 1998.). Poznata je nadalje, njegova
uloga u zacjeljivanju rana, regeneraciji tkiva, lije€enju opeklina, neurodermatitisu,
psorijazi i drugim koznim bolestima. Takoder se upotrebljava u lijeCenju reumatizma i
zubnoj medicini. Pokazano je da ima anestetsko djelovanje ¢ak 5 puta jace od kokaina.
Upotrebljava se u farmaceutskoj i kozmetic¢koj industriji (izrada krema za lice, losiona

itd.). Takoder je upotrebljavan kao konzervans u mesnoj industriji, pa ¢ak i u muzickoj,



gdje se koristi kao smola za popravak zi¢anih instrumenata. U posljednje vrijeme se sve
viSe koristi kao dodatak prehrani, obzirom na njegova gore navedena svojstva.
1.1.3 Kemijska obiljezja propolisa

Razli¢ita boja, miris i kemijski sastav propolisa rezultat je skupljanja istog s
razli€itih biljnih izvora. Opcenito, propolis sadrzi 50% balzama i smola, 30% pcelinjeg
voska, 5% polena, 10% eteri¢nih ulja i 5% ostalih organskih komponenata. Posljednja
dva ukljucuju fenole male molekularne mase za koje se smatra da imaju bioloski aktivna
svojstva, a to su flavonoidi, fenolne kiseline i esteri, aromatski aldehidi i terpenoidi
(Shimizu i sur. 2004.). Jednostavno frakcioniranje propolisa kako bi se dobile zasebne
tvari je teSko zbog njegova kompleksnog sastava. UobiCajeni nacin je ekstrahiranje
frakcije topive u alkoholu (propolis balzam), a konacni rezultat je alkoholni ekstrakt
propolisa (Pascual i1 sur.1994.). Osim etanolne ekstrakcije propolisa koja je najcesca,
postoji 1 vodena ekstrakcija propolisa koja je takoder pokazala pozitivne znacajke
propolisa (Or$oli¢ i sur. 2004.).
1.1.4 BioloSka svojstva propolisa

Kao §to je vec¢ prije spomenuto, bioloski u¢inci propolisa vezani su uz antibiotska
1 protuupalna, a u posljednje vrijeme i antioksidacijska svojstva (Isla i sur. 2000) zbog
potencijalne uloge «hvataca» slobodnih radikala (eng. scavenger) (Pascual i sur.1994).
Neki istraziva¢i svrstavaju biokemijske efekte aktivnih komponenti propolisa unutar
Cetiri grupe:

- prema afinitetu vezanja bioloSkih polimera
- prema vezanju iona teSkih metala

- obzirom na katalizu transporta elektrona



- prema sposobnosti vezanja slobodnih radikala
Takoder postoje podaci o inhibiciji razli¢itih enzima odgovornih za pocetak upalnih
procesa kao Sto su hidrolaze, alkalne fosfataze, mijeloperoksidaze (Frenkel i sur. 1993.).
Gonzales i sur. (1994.) su zamijetili zastitni u¢inak propolisa u jetri Stakora sa toksi¢nim
oStecenjima jetre tijekom akutne ishemije. Svi ovi bioloski udinci se pripisuju

flavonoidima, koji predstavljaju bioloski najaktivniju komponentu propolisa.

1.2 FLAVONOIDI
1.2.1 Identifikacija i terminologija

Flavonoidi (bioflavonoidi) obuhvacaju veliku grupu sekundarnih metabolita koji
su prisutni u svim biljkama. To su pigmenti odgovorni za obojenost cvjetova i listova.
Vazni su za normalan rast, razvoj 1 obranu biljaka. Osim toga, vrlo su vazni dio ljudske
ishrane jer se nalaze u vocu, povrcéu, oraSastim plodovima, vinu i ¢aju, a Cesto se zbog
visoke farmakoloske ucCinkovitosti nazivaju i «bojom zdravlja» (Havsteen, 1983.).
Prosje¢ni dnevni unos flavonoida u hrani iznosi 1 do 2 grama. Dana$nji nutricionisti sve
vise koriste flavonoide u lije¢enju mnogih bolesti, zbog dokazane sposobnosti flavonoida
da inhibiraju specificne enzime, stimuliraju hormone i neurotransmitere, te «hvataju»
slobodne radikale (Havsteen, 2002.). Medutim, neki flavonoidi posjeduju i
prooksidativna svojstva, Sto ponekad ovisi o vrsti flavonoida, ali i o upotrijebljenoj dozi

(Cao i sur. 1997.).



1.2.2 Kemijska obiljezja flavonoida

Flavonoidi su derivati benzo-y-pirona, a mogu biti grupirani prema prisutnosti
razliitih reaktivnih skupina na prstenu, kao i prema stupnju zasi¢enosti benzo-y-

pironskog prstena (DiCarlo i sur. 1999.) (Slika 1).

Slika 1. Struktura benzo-y pirona. Brojevi na atomima strukture prstena su vazni za
nomenklaturu derivata flavonoida. Primjer: pelargonidin, R=H; R'=OH, R"=0H; cijanidin,

R=OH,; R'=OH, R"=H, delfinidin, R=OH,; R'=OH, R"=0H; peonidin, R=OCHj;; R'=OH, R"=H;

i malvidin, R=OCH;; R'=OH, R"=OCHj.

Grupu flavonoida Cine antocijanidini (Slika 2), flavonoli (Slika 3), izoflavonoli
(Slika 4), flavoni (Slika 5), izoflavoni (Slika 6), flavanoni (Slika 7), auroni (Slika 8) i
flavanonoli (Slika 9). Struktura flavonoida obuhvaca 3 aromatska prstena (A,C,B).

Razliciti ¢lanovi porodice flavonoida prepoznaju se po varijacijama u prstenu C i vrsti

supstituenta. Neki od njih prikazani su na sljede¢im slikama.
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Slika 2. Struktura, tautomerizam, mezomerizam antocijanidina



Slika 3. Struktura flavonola.U tu skupinu pripadaju kamferol, kvercetin, galangin, izoramnetin,

miricetin

Slika 4. Struktura izoflavonola.

Slika 5. Struktura flavona. U tu skupinu pripadaju orizin, apigenin, luteolin, krizin



Slika 6. Struktura izoflavona. U tu skupinu pripadaju genistein, daidzein

HH
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Slika 7. Struktura flavanona. U tu skupinu pripadaju  naringenin, eriodiktiol, likviritin,

pinocembrin

Slika 8. Struktura aurona. U tu skupinu pripadaju aurensidin, sulfuretin, marinetin



Slika 9. Struktura flavanonola. U tu skupinu pripada taksifolin

Flavonoidi su vrlo reaktivne tvari, koje lako oksidiraju i kao takvi imaju ulogu
zaStite razliCitih tvari u stanicama (npr. zastiCuju polinezasi¢ene masne kiseline od
oksidacije u membranama, zastita askorbinske kiseline od oksidacije). Imaju sposobnost
fluorescencije, ali ne postoji dokaz o njihovu sudjelovanju u procesima fotosinteze.

1.2.3 Apsorpcija i metabolizam flavonoida

Antioksidacijski potencijal flavonoida, tj. njihova potencijalna bioaktivnost in vivo ovisi
o njihovoj apsorpciji, metabolizmu, distribuciji i izlu¢ivanju iz organizma nakon njihovog
unosa 1 redukcijskih svojstava nastalih metabolita. Razumijevanje procesa ukljucenih u
apsorpciju i distribuciju flavonoida je kljuno za odredivanje njihovih potencijalnih
bioaktivnih u¢inaka in vivo, kao i sveukupnog znacaja u sprje€avanju niza bolesti. Postoji
puno podataka u literaturi koji podupiru biotransformaciju flavanola i drugih flavonoida u
tankom 1 debelom crijevu gastroinestinalnog trakta (GI) (Hollman i sur. 1997., Rice-

Evans i sur. 2000.) odnosno jetri (Scalbert i sur. 2000.).



1.2.3.1 Promjene flavonoida u gornjem probavnom traktu

1.2.3.1.1 Utjecaj sline

Postoje studije koje ispituju ucCinak sline i zeluCanog soka na promjenu strukture
flavonoida, pa je tako pokazano da slina gotovo ne djeluje na stabilnost katehina iz
zelenog Caja (Tsuchiya i sur. 1997.). Inkubacija procijanidinskih oligomera (dimer-
heksamer) u ljudskoj slini tijekom 30 minuta ne rezultira njihovim raspadom u manje
oligomerne jedinice, S§to upucuje da te tvari ostaju intaktne u ustima i zdrijelu prije nego

udu u zeludac (Spencer i sur. 2001.)

1.2.3.1.2 Promjene flavonoida u Zelucanom lumenu

Pokazano je da su flavanolni oligomeri u rasponu od dimera do dekamera izrazito
nestabilni u uvjetima niskog pH kakav je prisutan u zelucu. Inkubacija procijanidina
zeluCanim sokom u rasponu od 10 minuta do 3 sata je uzrokovala brzu razgradnju
oligomera na epikatehinske monomerne i dimerne jedinice, ali i neke druge, tijekom
kasnijeg vremenskog perioda (Spencer i sur. 2000.). Premda su neke studije pokazale da
ne postoji cijepanje procijanidina u Zelucu, kemijska razgradnja procijanidina u in vitro
uvjetima pri niskom pH je dobro odredena; prema tome, ako je pH u zelucu dovoljno
nizak, procijanidini ¢e se brzo razgraditi do manjih flavanolnih jedinica koje ¢e nakon
toga uci u tanko crijevo (Porter, 2002.).
1.2.3.2 Promjene flavonoida u tankom crijevu

Postoji mnogo ¢imbenika koji uvjetuju koli¢inu i brzinu apsorpcije probavljnih
komponenata u tankom crijevu, kao Sto su fizikalno-kemijski ¢imbeniki (molekulska

masa, lipofilnost, topivost), te bioloski ¢imbeniki (gastricko i intestinalno vrijeme prolaza



tvari, pH lumena, propustivost membrane) (Higuchi i sur. 1981.). Nakon prelaska iz
zeluca prema jejunumu (prve dvije petine tankog crijeva), pH raste od 2.0 prema pH 7.0.
Dobro je poznato da polifenolne tvari s kateholnim strukturama oksidiraju u neutralnim i
alkalnim uvjetima. Fenoli se mogu vezati za proteine u kompleksnim hranjivim
matriksima, a pH u istima moze biti puferiran kroz dugi vremenski period, pa oksidacija
flavanola moze stoga biti djelomic¢na tijekom putovanja kroz probavni trakt. Nadalje,
pokazano je da askorbat znacajno povecava stabilnost flavanola u intestinalnoj tekucini
(Chen i sur. 1998.). Prema tome, prisutnost askorbata in vivo moze stabilizirati polifenole
u neutralnom 1ili alkalnom miljeu tankog crijeva. Mnoge studije pokazale su da se transfer
probavljenih flavonoida dogada na putu od lumena tankog crijeva do krvotoka u
mezenteriju i da se upravo tijekom tog transfera flavonoidi konjugiraju (Rice-Evans,
2001.). Neke pak studije potvrduju da je koli¢ina apsorpcije u tankom crijevu dosta niska
i ¢ini svega oko 10 do 20% (Spencer i sur. 1999.). Enzimskom razgradnjom flavonoida u
debelom crijevu nastaje veliki broj novih metabolita jer bakterijski enzimi mogu
katalizirati mnoge reakcije ukljucujuéi hidrolizu, dehidroksilaciju, demetilaciju, cijepanje
prstena 1 dekarboksilaciju, te brzu dekonjugaciju (Scheline, 1999.). Crijevna mikroflora
katalizira cijepanje flavonoidnog glavnog lanca na jednostavnije molekule kao $to su
fenolne kiseline. Koli¢ina apsorpcije flavonoidnih metabolita u crijevu jos uvijek nije do
kraja razjaSnjena, pa je potrebno odrediti ulogu crijevne mikroflore na sveukupnu
rasprostranjenost i mogucéu bioaktivnost flavonoida u hrani. Nadalje, sve je viSe radova
koji ispituju promjene na crijevnoj mikroflori uzrokovane flavonoidima, a koji mogu

imati utjecaj na sveukupno zdravlje organizma (Raventos i sur. 2005.).
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1.2.4 Genetika flavonoida

Flavonoidi nastaju pod utjecajem razli¢itih vanjskih podrazaja ili pak
metabolickom povratnom spregom reakcija u samoj stanici. Kao rezultat stimulacije
flavonoida javljaju se genska aktivacija, mutacije i popravak DNA (Fekermann 1 sur.
1998.). Flavonoidi induciraju ekspresiju gena za izoenzime oksigenaza specifi¢nih za
pojedini flavonoid, tako da reakcije razgradnje regulirane enzimima citokroma P450,
nikotinamid adenin dinukleotida (NADPH), flavin adenin dinukleotida (FADH2), Cu*" i
Fe" ukljutuju atome kisika koji, u aktiviranom stanju moze biti toksi¢an u smislu
proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsta (RKV), engl. Reactive oxidative species (ROS).
1.2.5 Flavonoidi kao ¢ista¢i RKVa (scavengeri)

Jedna od klju¢nih uloga flavonoida je njihova dobra sposobnost hvatanja RKVa.
Duthie i sur. 1999., te Korkina i sur. 1997. su pokazali da njihova antitumorska svojstva
jako ovise o njihovim antioksidacijskim i “hvatackim” svojstvima. Za gore navedena
svojstva odgovoran je B-prsten kateholne grupe (dihidroksilirani B-prsten) koji daje
vodikov atom (elektron) nestabilnom radikalu koji ga na taj nacin stabilizira. Ostale
antioksidacijske karakteristike flavonoida ukljucuju prisutnost 2,3 nezasi¢enih veza u
konjigaciji s 4 okso funkcijom C prstena, kao 1 prisutnost funkcionalnih skupina
sposobnih za vezivanje iona prijelaznih metala (Fez+, Cu") (Rice-Evans i sur. 1996.).
Metabolicki oblici flavonoida koji cirkuliraju organizmom, kao §to su glukuronidi i O-
metilirani oblici kao i1 unutarstani¢ni metaboliti, npr. flavonoid-GSH adukti imaju
smanjenu sposobnost doniranja vodikovog atoma (Spencer i sur. 2001.), te su stoga
manje ucinkoviti hvata¢éi RKV-a i duSikovih vrsta u odnosu na njihove izvorne

aglikonske forme. Nadalje, koncentracije flavonoida i njihovih metabolickih oblika
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nakupljenih u in vivo uvjetima, npr. u plazmi ili mozgu (Abd El Mohsen i sur. 2002.) su
nize (visoke nanomolarne, niske mikromolarne) nego one zabiljezene za vitamin C i o-
tokoferol (Halliwell 1 sur. 2000.). Prema tome, u in vivo uvjetima flavonoidi imaju manji
znacaj kao antioksidansi jer je njihova koncentracija niza od gore navedenih klasi¢nih
antioksidansa. Sve ve¢i broj radova pokazuje da su utjecaji flavonoida na stanicnom
nivou rezultati njihovog medudjelovanja sa specificnim proteinima koji imaju srediSnju
ulogu u signalnim putevima u stanici (Schroeter i sur. 2002.). Nedavne studije pokazale
su da flavonoidi mogu Stititi neurone u oksidacijskom stresu puno ucinkovitije nego
askorbat, cak i1 ako se askorbat koristi u 10 puta visSim koncentracijama u odnosu na
flavonoid (Schroeter i sur. 2000.). To je takoder bitan aspekt za terapeutske aplikacije
flavonoida, npr. nakon infekcije, upale, opeklina ili radijacijskih ozljeda koje

karakterizira povecana proizvodnja RKVa.

1.3 SLOBODNI RADIKALI

Slobodni radikali su atomi, ioni ili molekule sa jednim ili viSe nesparenih elektrona
koji su odgovorni za nestabilnost i reaktivnost svih radikala. Prema naboju oni mogu biti
pozitivni, negativni ili neutralni, a mogu se formirati i pucanjem kovalentnih veza (homo-
ili heterolize). Iako je vec¢ina slobodnih radikala organske prirode, moguce je stvaranje i
neorganskih radikala. Jednom stvoren slobodni radikal (faza inicijacije) moze izazvati niz
lancanih reakcija (faza propagacije), reagiraju¢i sa drugim, manje reaktivnim vrstama.
Premda su slobodni radikali u organizmu obiéno prisutni u vrlo niskoj koncentraciji (10°-
10" mol), pokazuju, prije svega, toksi¢ne efekte. Zbog visoke kemijske reaktivnosti lako

stupaju u reakciju medusobno ili sa drugim molekulama, pri ¢emu nespareni elektroni



12

stvaraju kemijske veze, oslobada se energija, a sustav prelazi u nize energetsko stanje. U
reakciji dva radikala dolazi do kombinacije njihovih nesparenih elektrona (oznaenih sa
"), koji formiraju kovalentnu vezu. Pored formiranja kovalentne veze, slobodni radikali
mogu reagirati s drugim biomolekulama i na brojne druge nacine. Tipi¢ne reakcije
slobodnih radikala su: davanje elektrona (sa reducirajuc¢eg radikala), primanje elektrona
(na oksidiraju¢i radikal), oduzimanje vodika, reakcija adicije, reakcija poniStavanja,
reakcija disproporcionalnosti. Djelovanje slobodnih radikala ograni¢eno je, zbog njihove
vrlo velike reaktivnosti, na supstrate (biomolekule) iz najblize okoline. Njihov srednji
radijus difuzije je vrlo mali (manje od 100 nm), a poluzivot u bioloskim sustavima
nekoliko mikrosekundi. Vecéinu slobodnih radikala u organizmu c¢ine reaktivne vrste
kisika. RKVi ukljucuju niz kemijski reaktivnih molekula nastalih metabolizmom kisika.
Djeluju¢i kao oksidansi, RKV mijenjaju svojstva tvari s kojima reagiraju, te stoga
interferiraju 1 s njihovom funkcijom, tj. djeluju toksicno. Slobodni radikali kisika

prikazani su u Tablici 1.
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Vrijeme trajanja
Tvar Znacajke
(poluZivot)
'0, Prvi ekscitirani oblik
10°s
(singletni kisik) kisika
Jednoelektronska
0" Spontana 1 enzimatska | redukcija O,; stvara se u
(superoksidni anion) dismutacija mnogim antioksidacijskim
reakcijama
HO,' Protonirani oblik O,;
(perhidroksi radikal) topljiviji u lipidima
Dvoelektronsko
redukcijsko stanje; stvara
H,0, Stabilna enzimska
se iz Oy (HOY)
(vodikov peroksid) redukcija
dismutacijom ili direktno
1z 02
Trielektronsko
redukcijsko stanje; stvara
HO® se u Fentonovoj reakciji,
107s
(hidroksilni radikal) Haber-Weissovoj reakciji
uz zeljezo kao katalizator;
visoko je reaktivan
RO’ Organski radikal
10°s
(alkoksi radikal) (lipidni)
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Stvara se iz organskog

ROO’

7s hidroperoksida, = ROOH,
(peroksi radikal)

odstranjenjem vodika
ROOH
(organski - Lipid-, timin-OOH
hidroperoksid)

Tablica 1. Reaktivne vrste kisika

1.3.1 Izvori reaktivnih kisikovih vrsta

U aerobnim organizmima reaktivne kisikove vrste se stvaraju na viSe naina: u
toku apsorpcije radijacije (zraCenja), u procesu oksidativne fosforilacije u
mitohondrijima, tijekom fagocitoze, prilikom transformacije egzogenih i1 endogenih
supstrata u endoplazmatskom retikulumu, u procesu metabolizma etanola, u enzimskim
reakcijama koje kataliziraju oksidaze, u reakcijama oksidoredukcije u prisustvu metala s
promjenjivom valencijom, te u procesu lipidne peroksidacije nezasi¢enih masnih kiselina.

(Tablica 2.)
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IZVORI RKV

Unutarnji Vanjski

NAD(P)H oksidaza Toksini iz okolisa
Mitohondriji Ionizirajuce zracenje
Peroksisomi Ultraljubicasto svjetlo
Citokrom P450 Elektri¢no polje
Ksantin oksidaza Kemoterapeutici
Ciklooksigenaze Upalni citokini
Lipooksigenaze

v-Glutamil transpeptidaze

Tablica 2. Izvori RKV u organizmu

Enzimi koji su sposobni stvarati RKV su brojni, a ukljucuju citokrome P450,
razli¢ite oksidaze, peroksidaze, lipoksigenaze i dehidrogenaze. Podaci iz literature
pokazuju da do 4% ukupnog kisika ukljuCenog u proces oksidativne fosforilacije u
mitohondrijima odlazi na stvaranje RKV (Dalton i sur. 1999., Kehrer, 2000.), pa se
mitohondrij smatra glavnim izvorom njihova nastajanja. RKV takoder proizvode sustav
ksantin/ksantin oksidaza, lipoksigenaze i ciklooksigenaze. Osim toga, poznato je da RKV
nastaju u procesu fagocitoze. Pri kontaktu s patogenom, u fagocitnim stanicama se odvija
tzv. respiratorni prasak (eng. respiratory burst), kojeg karakterizira povecana potroSnja
kisika i stvaranje RKV, za koje je direktno odgovoran membranski vezani sustav

NADPH oksidaze (van Eeden i sur. 1999.).



16

1.4 OKSIDACIJSKI STRES

Oksidacijski stres je stanje promijenjene ravnoteze u prooksidativno-
antioksidacijskom sustavu organizma u korist oksidacijskog stanja, Sto dovodi do
potencijalnog oStecenja tkiva i organa (Sies, 1991.). Premda je poznata uloga RKV u
regulaciji stani¢nih puteva, diferencijacije i proliferacije stanice, brojna istrazivanja
ukazuju na prevagu njihova prooksidativna svojstva (Allen, 1998.). Na molekularnom
nivou slobodni radikali mogu modificirati proteine, oStetiti DNA 1 stani¢ne
transkripcijske elemente, te inicirati lancanu reakciju koja uzrokuje lipidnu peroksidaciju.
U slucaju ostecenja proteina, nastaju oksidirani oblici proteina koji, iako se u principu
brzo uklanjaju kao funkcionalano inaktivni, mogu takoder postepeno akumulirati i
pridonijeti oSteenjima povezanim sa razliitim bolestima kao S$to je dijabetes,
ateroskleroza i1 razne neurodegenerativne bolesti (Kehrer, 2000.). RKV takoder mogu
oksidirati DNA baze. Oksidirani oblik DNA nastao na ovakav nacin, ima za posljedicu
nastanak mutacija i razvoj kancerogeneze. Ovim promjenama naroCito je podlozna
mitohondrijska DNA jer nije zaSti¢ena histonima (Sto je slucaj sa jezgrinom DNA) a
nalazi se u okruZenju koje se smatra glavnim izvorom slobodnih kisikovih vrsta (Yu,
1994.). Lipidna peroksidacija (u daljnjem tekstu LPO) nastaje reakcijom RKV sa
lipidima membrana, koje su sastavni dio stani¢nih membrana i kao takve igraju vaznu
strukturalnu 1 funkcionalnu ulogu u stanici. Peroksidacija lipida neizbjezno mijenja i
oStecuje lipidnu molekularnu strukturu. Osim toga, LPO je glavni izvor ostalih
citotoksi¢nih produkata. Produkti LPO (malondialdehid i 4-hidroksinonenal) su bioloski

aktivni i mogu djelovati na razne stanicne komponente, uklju¢uju¢i membrane i enzime.
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1.5 ZASTITA OD REAKTIVNIH KISIKOVIH VRSTA

Odrzavanje homeostaze oksidativno/antioksidacijskog stanja je preduvjet
aerobnog zivota. Stoga se tijekom evolucije razvilo vise mehanizama zastite, koji
obuhvacaju regulaciju stvaranja RKV, ponistavanje njihova djelovanja (antioksidansi) ili
pak popravak nastalih oStecenja. Ti mehanizmi uklju¢uju djelovanje enzimskih
antioksidansa (superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza), koji predstavljaju
primarnu linijju antioksidativne zaStite; te neenzimskih “Cistaca”, poznatih kao
antioksidansi, koji ujedno c¢ine sekundarnu liniju obrane organizma. Termin
“antioksidansi” ne podrazumjeva jednu odredenu grupu znacajki sli¢nih po kemijskoj
prirodi: to je op¢i naziv za sve tvari koje mogu sprijeciti ili znacajno smanjiti oksidaciju
supstrata (Halliwell, 1990.).

1.5.1 Neenzimski antioksidansi

Neenzimski antioksidansi obuhvacéaju prirodne endogene produkte stanice,
hranjive egzogene tvari 1 sintetiCke produkte. U neenzimske antioksidanse spadaju:
vitamin E, vitamin C, B-karoten, glutation, albumin, metalotionein, transferin, urati,
bilirubin, ceruloplazmin, koji, obzirom na razli¢itu strukturu i afinitet, ostvaruju i razli¢ite
mehanizme djelovanja antioksidativne zastite.

1.5.2 Enzimski antioksidansi

Enzimska antioksidativna zaStita obuhvaca tri glavna enzima koji obavljaju
funkciju uklanjanja reaktivnih kisikovih vrsta iz stanica svih aerobnih organizama. Ova
zaStita obuhvaca enzime superoksid dismutazu (SOD), katalazu (KAT), glutation
peroksidazu (Gpx), glutation reduktazu (GR) 1 glutation-S-transferazu (GSZ). U

fizioloskim uvjetima ovi enzimi zadrZavaju nisku koncentraciju radikala u stanici i
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njihova aktivnost regulirana je preciznim mehanizmima na molekularnom nivou. Svi ovi
enzimi su bitni za odrzanje homeostaze izmedu oksidacijskog i1 antioksidacijskog
kapaciteta kao i za prezivljavanje svih aerobnih organizama.

1.5.2.1 Superoksid dismutaza (SOD)

Superoksid dismutaza (superoksid:superoksid oksidoreduktaza, EC 1.15.1.1)
katalizira dismutaciju superoksidnih radikala (O,") u vodik peroksid (H,O,), pri ¢emu se
jedna molekula O* oksidira u Oy, a druga reducira u H,O, (reakcija 1):

20" +2H — H,0, + O, (1)

Kod eukariota, ukljucuju¢i i covjeka, prisutne su tri izoenzimska oblika SOD:

1. Bakar, cink-ovisna SOD (CuZnSOD)

2. Mangan-ovisna SOD (MnSOD)

3. Ekstracelularna SOD (ECSOD)

Sva tri izoenzima imaju istu funkciju, a to je otklanjanje superoksidnog aniona. Medutim,
navedeni izoenzimi razlikuju se po strukturi, svojstvima, lokaciji unutar stanice i

distribuciji u tkivima, te mehanizmima koji utjeu na ekspresiju ovih enzima.

1.5.2.1.1 CuZnSOD (SOD-1)

Gen odgovoran za sintezu CuZnSOD kod ¢ovjeka, nalazi se na 21. kromosomu
(Tan i sur. 1973.). CuZnSOD je pretezito citosolni enzim. U malim koli¢inama nalazi se
u stani¢noj membrani, jezgri i mitohondrijima. Unutar mitohondrija lokaliziran je u
intermembranskom prostoru. Pokazano je prisustvo ovog enzima u svim tkivima kao i u
plazmi 1 eritrocitima, a posebno visoku aktivnost pokazuje u jetri, bubrezima, srcu i
nadbubreznoj Zlijezdi (Marklund, 1984.). Enzim ima molekularnu masu oko 32 kDa i

predstavlja homodimer sastavljen iz dvije podjedinice, od kojih svaka sadrzi po jedan
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atom Cu”" i jedan atom Zn”". Aktivno mjesto enzima &ine ioni bakra, i uz bakar je vezana
kataliticka aktivnost enzima, dok cink stabilizira njegovu prostornu konformaciju.
Poliakrilamid gel elektroforezom izolirana su dva izoenzimska oblika humane
CuZnSOD. Razliciti izoenzimski oblici nastaju u procesu posttranslacijskih modifikacija
primarnih transkripata. CuZnSOD je izuzetno stabilan enzim. Otporan je na djelovanje
proteaza 1 denaturiraju¢ih agenasa. CuZnSOD igra vaznu ulogu u prvoj liniji
antioksidativne obrane. Isto tako, mnoge neurodegenerativne bolesti su povezane uz
promjenjene funkcije ovog enzima (Rosen i sur, 1993.), §to upucuje na njenu bitnu ulogu

u odstranjivanju reaktivnih kisikovih vrsta u stanici.

1.5.2.1.2 MnSOD (SOD-2)

Mangan-ovisna SOD je prvi put opisana 1973. godine. Gen humane MnSOD
nalazi se na 6. kromosomu. MnSOD je u eukariotskim organizmima prisutna samo u
matriksu mitohondrija. Sintetizira se u citosolu (kodirana je genima u jezgri), a u
mitohondrij dolazi translacijom proenzima sa signalnom sekvencom koja upucuje protein
u mitohondrij. Kao i CuZnSOD, u velikim je koli¢inama prisutna u jetri, bubregu,
nadbubreznoj Zlijezdi i srcu. Ovaj enzim je homotetramer molekularne mase od 80 kDa,
sadrzi 2 do 4 atoma mangana u aktivnim mjestima enzima i prisutan je u svim aerobnim
organizmima. Dokazano je da MnSOD ima kritiénu ulogu u obrani stanica od
oksidacijskog stresa kao i u inhibiciji tumorigeni¢nosti (Oberley i sur, 1979.). Pokazano
je da mnoge vrste tumora imaju nisku aktivnost MnSOD. Osim toga, prekomjerna
ekspresija MnSOD suprimira tumorigeni¢nost stanica melanoma 1 glioma stanica, pa
mozemo reéi da taj enzima ima ulogu tumor-supresora u razli¢itim vrstama raka (Zhong i

sur. 1997.).
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1.5.2.1.3 ECSOD (SOD-3)

ECSOD je tetramerni, slabo hidrofobni protein sa molekularnom masom od 135
kDa. Sadrzi 4 atoma bakra i cinka po molekuli, sa atomima Cu u aktivnom mjestu. Po
svojim strukturnim znacajkama, ECSOD je sli¢nija CuZnSOD, nego MnSOD. Pokazuje
veliki afinitet za kisele glikozaminoglikane (prije svega heparin) za koji se veze
izvanstani¢no, pa tako u ovisnosti od sposobnosti vezanja na heparin razlikujemo tri
frakcije ECSOD: frakcija A (ne posjeduje afinitet za heparin), frakcija B (posjeduje slabi
afinitet za heparin) i frakcija C (posjeduje veliki afinitet za heparin). ECSOD sintetiziraju
fibroblasti, glija stanice, makrofagi, hondrociti i endotelne stanice. Ovaj enzim takoder
modulira djelovanje dusikovog monoksida (NO’). Dusikov monoksid (takoder poznat
pod nazivom dusikov oksid), je najmanji ubikvitarni stani¢ni signalni medijator. NO* je
slobodni radikal male molekulske mase, hidrofobnog karaktera i relativne kemijske
nestabilnosti, §to ga ¢ini pogodnim za lokalnu komunikaciju unutar i izmedu stanica. U
visokim koncentracijama pokazuje direktne toksi¢ne efekte u stanicama, i inhibira
enzime u razli¢itim dijelovima stanice, uklju¢uju¢i mitohondrije i jezgru. Porast
aktivnosti ECSOD uzrokuje intenzivnije otklanjanje O,", ¢ime se pozitivno djelovanje
NO’ u raznim stani¢nim procesima produzuje. S druge strane, pri smanjenoj aktivnosti
enzima, povecana koncentracija O, intenzivira vezanje NO' i nastajanje peroksinitrita,

koji kao izrazito toksican jako oStecuje tkiva.
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1.5.2.1.4 Katalaza (KAT)

Katalaza  (H,O:H,O-oksidoreduktaza, EC  1.11.1.6) je jedan od
najrasprostranjenijih enzima u prirodi i nalazi se u svim Zivim organizmima. Katalaza
ima molekularnu masu od 240 kDa i sastavljena je od Cetiri identi¢ne podjedinice od
kojih svaka sadrzi atom Zeljeza koji predstavlja aktivno mjesto enzima. Gen za katalazu
nalazi se na 11. kromosomu. Poznata su tri izoenzimska oblika (A, B, C) koji nastaju
posttranslacijskom modifikacijom ishodisSnog proteina. Osnovna uloga katalaze je

razgradnja vodikovog peroksida putem katalaznog (2) i/ili peroksidaznog (3) oblika

reakcije:
2H,0, — 2H,0 + O, (2)
HzOz + RH2—> ZHQO +R (3)

gdje je R bilo koji od brojnih H-donirajucih supstrata kao §to su etanol, metanol, nitrit,
kvinoni). Pri fizioloSkim koncentracijama H,O, prevladava peroksidazni tip reakcije.
Dok glavnu ulogu u odstranjivanju malih koli¢ina vodikovog peroksida ima glutation
peroksidaza (GSH-Px), katalazna aktivnost se ocituje tek pri veéim koncentracijama
H,0,, §to govori da je katalaza iskljuc¢ivo odgovorna za razgradnju peroksida u uvjetima
oksidacijskog stresa. Katalaza je prisutna u svim tkivima sisavaca, pri ¢emu se visokom
aktivnoS¢u osobito istiCu jetra i eritrociti. Mala aktivnost enzima nadena je u mozgu, srcu,
skeletnim misi¢ima i slezeni. U stanici je lokalizirana ponajvise u peroksisomima, dok ju
mitohondriji imaju u vrlo malim koli¢inama ili ju uopé¢e nemaju (Ravindranath i sur,

1990.).
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1.5.2.1.5 Glutation peroksidaza (Gpx-1)

Glutation peroksidaza (glutation:vodik peroksid oksidoreduktaza, EC 1.11.1.9) se
nalazi u svim eukariotskim stanicama. Katalizira reakciju redukcije H,O; ili organskih
hidroperoksida u prisustvu reduciranog glutationa prema reakciji 4:
2GSH + H,0, (ROOH) — GSSG + ROH + H,0O 4)

Sustav glutation peroksidaze je odgovoran za razgradnju najveceg dijela H,O; u stanici.
Glutation reduktaza uz pomo¢ NADPH regulira reducirani GSH:

NADPH' + H' + GSSG — NADP' + 2GSH (5)

Molekularna masa enzima je oko 85 kDa. Enzim je tetramer sa cCetiri identi¢ne
podjedinice, od kojih svaka sadrzi po jedan atom selena u obliku selenocisteina, a koji
tvori aktivno mjesto enzima. U zivim organizmima glavna uloga Gpx je otklanjanje
vodik peroksida 1 ostalih organiskih hidroperoksida u fizioloSkim (malim)
koncentracijama u organizmu. Glutation peroksidaza je prisutna u Cetiri razli¢ita oblika:
citosolna Gpx (GPX-1), fosfolipidna hidroperoksid Gpx (PHGpx), plazmatska Gpx
(pGpx) 1 gastrointestinalna Gpx (GI-Gpx). Razli¢ite izoforme enzima razliito su
rasporedene po tkivima i pojedinim dijelovima stanice. Tkiva s najve¢om koli¢cinom Gpx
su jetra 1 bubrezi, u umjerenoj koli€ini prisutna je u srcu, plu¢ima i mozgu, a malo je ima
u miSi¢ima. Unutar stanice aktivnosti nema u jezgri, dok je visoka aktivnost prisutna u
mitohondrijima i citosolu. Dosad nije otkriveno zbog ¢ega postoji toliko vrsta glutation
peroksidaza. No, budu¢i hidroperoksidi imaju, osim toksi¢ne i korisnu ulogu kao
molekule ukljucene u signalnu transdukciju, ovi enzimi vjerojatno imaju ulogu u
odrzavanju odgovarajuce koncentracije hidroperoksida, kako bi stanice mogle nesmetano

obavljati svoje funkcije.
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1.6 POVIJEST HIPERBARICKE MEDICINE

Henshaw je 1662. godine izgradio prvu hiperbaricku komoru, od kada potjecu i
prvi podaci o hiperbaric¢koj terapiji. Premda je kisik otkriven 1775. godine od kada su
poznati i njegovi medicinski ucinci, nije se koristio u hiperbarickoj terapiji zbog
toksi¢nog djelovanja pod tlakom. Hiperbaricki kisik je koriSten prvi put 1937. godine za
lijeCenje dekompresijske bolesti (Behnke i sur. 1937.). Istrazivanja koja je provodila
americka vojska nakon 2. svjetskog rata doprinijela su ve¢em saznanju o koristenju kisika
u hiperbarickim uvjetima. Terapija hiperbarickim kisikom (THK) koristila se kod
operacija na otvorenom srcu jer je ve¢ tada primije¢eno da se oStecenja koja nastaju
uslijed ishemije/reperfuzije mogu smanjiti upotrebom hiperbarickog kisika, pa se tako
velika paznja pridavala osposobljavanju operacijskih hiperbarickih soba. Medutim, razvoj
kardiopulmonarne premosnice odvratilo je pozornost sa THK (Bernard i sur. 1963.).
Tijekom 1950ih godina istrazivana je znacajnost THK kod ucinaka radioterapije u
malignim bolestima (Churchill-Davidson i sur. 1955.). Kao rezultat, koristenje THK se
povecavalo i do sredine 60ih godina 20. stoljeca je THK koristen za potenciranje efekata
radioterapije, lijeCenje anaerobnih infekcija i1 trovanja ugljiénim monoksidom (Smith 1

sur. 1962.).

1.7 TERAPIJA HIPERBARICKIM KISIKOM (THK)

Terapija hiperbarickim kisikom se sve viSe primjenjuje u brojnim podrucjima
medicinske prakse. To je posebna terapija ¢iji mehanizam djelovanja je jo$ uvijek jednim
dijelom nepoznat. THK je definirana od strane «Undersea and Hyperbaric Medical

Society» (UHMS) kao obrada u kojem pacijent neprekidno udise 100%tni kisik u komori
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pod tlakom vec¢im od onog na povrSini morske razine (1 apsolutna atmosfera — 1 ATA).
Razli¢ite koncentracije kisika kao i razliiti vremenski periodi primjene THK daju
razliCite rezultate. Pojavnost toksicnosti kisika je u korelaciji s njegovom koncentracijom,
s tlakom pod kojim se udise, kao i1 duljinom trajanja udisanja kisika. THK se primjenjuje
s bilo kojom koncentracijom kisika i to od 21% (normalan zrak), pa sve do 100% (Cisti
kisik). Sto je veéa koncentracija kisika, to je veéi rizik od njegove toksi¢nosti. Nadalje,
Sto je vedi tlak pod kojim se udise kisik, veca je mogucnost toksi¢nosti kisika. Vrijeme
tijekom kojeg se primjenjuje THK ovisi o bolesti ili stanju koja se lijeci, koncentraciji
kisika koji se pritom koristi, kao i tlaku. Rizik od toksi¢nosti kisika je i u ovom slucaju
proporcionalan vremenu izlaganja. Klinicki je dokazano da pacijenti mogu udisati 40%tni
pa ¢ak 1 60%tni normobaricki kisik bez vremenskog ogranicenja bez pojavnosti toksi¢nog
ucinka kisika. U zdravih ljudi 100%tni kisik pri atmosferskim uvjetima uzrokuje
neugodu, bol i kasalj nakon samo par sati. Ako se neprekidno udise tijekom 24 sati, moze
dovesti do pluénog edema i smrti, ako se udisanje nastavi. Lijecnici stoga nastoje ne
koristiti visoke koncentracije kisika osim ako je to zaista neophodno i taj se postupak
uvijek provodi u jedinicama za intenzivnu njegu (Martin, 1997.).

Neke indikacije bolesti koje se lije¢e THKom prihvacene od strane UHMSa prikazane su

u Tablici 3.
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zracna/plinska embolija

trovanje ugljiénim monoksidom

plinska gangrena

traumatske periferne ishemije

dekompresijska bolest

ubrzavanje zacjeljivanja kod odredenih rana

intrakranijalni apces

odgodene radijacijske bolesti

termicke opekline

nekrotizirajuée infekcije mekog tkiva

Tablica 3. Indikacije bolesti koje se lijece THKom prihvacene od strane UHMSa

1.7.1 FizioloSka osnova i primjena THKa

Efekti THKa temelje se na plinskim zakonima (Boyleov, Daltonov i Henryjev
zakon), te fizioloskim i biokemijskim efektima hiperoksije. Hiperoksija je definirana kao
povecanje protoka kisika pod normalnim tlakom (normobari¢ka hiperoksija). Prijasnje
studije pokazale su genotoksi¢nost normobaricke hiperoksije, pa je kao takva predlozena
kao model za ispitivanje oksidacijskog stresa (Joenje, 1989.; Gille i sur. 1992.). Takoder
je pokazano da izlaganje bilo hiperbarickoj ili normobaric¢koj hiperoksiji uglavnom
uzrokuje promjene kao Sto su delecije i rekombinacije dijelova kromosoma (Vangala i
sur. 1998.; Gille 1 sur. 1993.). Genotoksi¢ne ucinke uzrokuje i normobari¢ka i

hiperbaricka hiperoksija, ali se eksperimentalni uvjeti razlikuju. Obradai normobaricke
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hiperoksije ukljucuju stalni obrada kisikom tijekom nekoliko dana, dok se ucinci
hiperbarickog kisika vide ve¢ nakon nekoliko sati. Negativni ucinci THK-a su
povecavanje stvaranja RKVa, koji oksidiraju proteine i membranske lipide; oStecenje
DNA i inhibicija bakterijskih metabolickih funkcija. S druge strane, THK je osobito
efikasna protiv anaeroba jer olakSava peroksidazni sustav leukocita koji ubijaju bakterije
(Knighton 1 sur. 1984.). Hiperoksija u normalnim tkivima uzrokuje brzu i znacajnu
vazokonstrikciju, ali se kompenzira pove¢anim prenoSenjem kisika u plazmi, tako da je u
konacnici ishemi¢no tkivo obogaceno kisikom u THK. (Zamboni i sur. 1993.). Drugim
rijeCima, THK ima kompleksne ucinke na imunost, transport kisika i hemodinamiku.
Pozitivni terapeutski ucinci rezultat su redukcijskih uvjeta tijekom hipoksije i edema, Sto
omogucuje ucinkovite odgovore domacina na infekciju 1 ishemiju. Smatra se da je THK
bolji model za proucavanje akutnih ucinaka kisika, kao S§to je proces mutageneze,
apoptoze te procesa adaptacijske zastite (Rothfuss i sur. 1999.), dok je terapija
normobaric¢kim kisikom bolji model za proucavanje kroni¢nih ucinaka, kao $to je proces
stani¢nog starenja (Gille i sur. 1992.).
1.7.2 Uloga THKa u dekompresijskoj bolesti

Dekompresijska bolest pojavljuje se pretezito u ronioca, gdje inertni plin (dusik)
stvara mjehuri¢e u kapilarama i tkivima tijekom izrona (Benson i sur. 2003.). Simptomi
ukljucuju umor, bol u zglobovima, neuroloSke i kardiorespiratorne simptome, komu i
smrt. THK je jedini obrada za lijeCenje dekompresijske bolesti koji spasava Zivot.
Tijekom THK-a u hiperbarickoj komori, inertni duSik zamijenjuje se brzo
metaboliziraju¢im kisikom pa mjehuri¢i odlaze ili u pluca gdje se izdiSu ili u manje

kapilare u kojima je tlak veci pa ih eventualno tla¢i natrag u tekuce stanje. Kao §to je ve¢



27

prije receno, THK terapija je korisna metoda za obrada razli¢itih klinickih stanja
(dekompresijska bolest, opekline, trovanje ugljiénim monoksidom, zra¢na embolija itd.).
Medutim, izlaganje cistom kisiku moZze uzrokovati povecanu proizvodnju RKVa i
oste¢enja DNA (Rothfuss i sur. 2000.). THK je zapravo pogodan sistem za proucavanje
oksidacijskog stresa u ljudi i zZivotinja. Izlaganje hiperbarickom kisiku uzrokuje porast
otopljenog kisika u krvi, $to povecava koncentraciju RKVa (Dennog i sur. 1999.). THK
je koriStena u terapeutske svrhe i znacajno ostecuje baze DNA (Rothfuss i sur. 1999.), ali
potiCe istovremeno i adaptivni odgovor organizma, Sto ukazuje na aktivnu obranu od
oksidacijskog stresa (Eken i sur. 2005.). Obzirom da obrambeni mehanizmi posjeduju
ograniceni kapacitet obrane, oksidacijski stres i oSte¢enja DNA mogu se dodatno smanjiti
ili Cak sprijeciti razli¢itim antioksidansima. Stoga bi antioksidacijsko sredstvo prirodnog
porijekla, jednostavne primjene, relativno lako dostupno, a sa gospodarskog stanovista
poticajno, predstavljalo doprinos kako u medicini tako i u nekim podruc¢jima ljudskog

djelovanja.
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2 OBRAZLOZENJE TEME

Propolis je ispitivan i koriSten kao protuvirusno (Kimoto i sur. 2001.),
protubakterijsko (Santos i sur. 2002.) i protugljivi¢cno (El Hady i sur. 2002.) sredstvo.
Bioloski ucinci propolisa vezani su uz antibiotska i protuupalna i antioksidativna svojstva
(Isla 1 sur. 2001.). Propolis je sastavljen od smole (50-70%), pcelinjeg voska (30%),
eteri¢nih ulja (10%) 1 peludi (5%), a izuzetno je bogat vitaminima (A, B;, B> B3, biotin) 1
flavonoidima. Jedna od glavnih karakteristika flavonoida je visoki antioksidacijski
potencijal zbog kojeg im se pripisuje sposobnost prevencije razli€itih bolesti kao §to su
razliCite vrste tumora, osteoporoza, kardiovaskularne 1 neurodegenerativne bolesti
(Galati 1 sur. 2002.). Pojedina tkiva koriste u svom metabolizmu razli¢ite koli¢ine kisika,
pa tako razliciti organi nisu podjednako podlozni oSte¢enjima slobodnim radikalima i
lipidnoj peroksidaciji. Usprkos ¢injenici da koriStenje kisika u fizioloSkim (metabolicki
procesi) i nefizioloskim uvjetima (ronioci-100%tni kisik) ima za posljedicu stvaranje
slobodnih radikala, kisik se vrlo Cesto koristi u lijeCenju razlicitih bolesti. Posljedica
takve terapije ili zanimanja (ronioci) moze biti oSteCenje razliCitih tkiva i organa
slobodnim radikalima. U naSim ispitivanjima koristili smo nativni propolis dobiven
postupkom koji je prijavljen kao patent P20050071A pri Drzavnom zavodu za
intelektualno vlasnistvo, Ministarstvo znanosti, obrazovanja i $porta, Republika Hrvatska.
Smatramo da bi najbolje rezultate dao nativni propolis upravo zbog gubitka tvari tijekom
ekstrakcije u postupku dobivanja vodenog/alkoholnog ekstrakta. Iz tog razloga smo
istrazili:

- udio 1 vrstu flavonoida odgovornih za oksidacijski/antioksidacijski ucinak

nativnog propolisa
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antioksidacijski potencijal nativnog propolisa u in vitro uvjetima
antioksidacijski uc¢inak nativnog propolisa u jetri, plu¢ima i mozgu Zenki CBA
miSeva starih 4 mjeseca hranjenih nativnim propolisom u dozi od 100 mg kg™
tjelesne tezine odnosno 300 mg kg™ tjelesne tezine

mehanizam djelovanja nativnog propolisa na razini ekspresije gena za
antioksidacijske enzime (SOD-1, SOD-2, KAT i1 Gpx-1) odnosno na razini
ekspresije proteina SOD-1, SOD-2, KAT i Gpx-1

mehanizam djelovanja nativnog propolisa na skupinu od 96 gena aktiviranih u
stresu 1 toksi¢nosti

djelovanje nativnog propolisa na oksidacijski/antioksidacijski status u jetri,
plu¢ima 1 mozgu miSeva izlozenih oksidacijskom stresu (100%tni kisik
tijekom 18 sati) kako bi se ispitala moguénost preventivne zastite od oStecenja
izazvanih 100%tnim kisikom koji se koristi u lijeCenju raznih bolesti ili kod
prerano rodene djece (hiperbaricka komora) ili kod posebnih vrsta zanimanja

(ronioci)
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3 MATERIJALI I METODE

3.1 MATERIJALI

Pokuse smo obavili na zdravim miSevima §to smo ih dobili iz jedinice za uzgoj
laboratorijskih zivotinja Instituta “Ruder BoSkovi¢” u Zagrebu. Pokusni miSevi bile su
7enke visokosrodnog soja CBA/Hr, u dobi od 4 mjeseca. Zivotinje su drzane po Getiri u
kavezu, izlozene svjetlu u periodu od 06:00 do 18:00, na temperaturi od 22 °C uz
neogranicen pristup hrani i vodi. Eksperimentalne grupe sastojale su se od po 8 miSeva u
svakoj grupi. MiSevi su hranjeni tijekom 14 dana prije samog pokusa sa komercijalno
dostupnom hranom (kontrolna grupa) ili mjesavinom komercijalno dostupne hrane i
praska propolisa (100 mg kg™ tjelesne tezine, odnosno 300 mg kg™ tjelesne tezine). Jedna
grupa zivotinja hranjena na isti nacin podvrgnuta je djelovanju normobarickog kisika
(100% O, tijekom 18 sati) u hiperbarickoj komori (Puro Pakovi¢, Slavonski Brod,
Hrvatska). Uvjeti normobarickog kisika postignuti su tako da se u komoru pustio Cisti
kisik (25 L/min tijekom 10 minuta) kako bi se zamijenio sobni zrak. MiSevi su na ovaj
nacin hranjeni jednom dnevno tijekom dva tjedna. Pokuse smo proveli u skladu s
“European Communities Council Directive” of 24 November 1986. (86/609/EEC), a
odobreni su od strane Etickog povjerenstva Instituta “R. Boskovi¢”.

3.2 METODE
3.2.1 Propolis

U pokusima je koriStena smjesa propolisa skupljena iz kosnica prirodno ocuvanih
krajeva kontinentalne Hrvatske. Propolis je sakupljan tijekom cijele godine. Uzorci su
pulirani sezonski. Krajem svakog mjeseca, mreze od koSnica su uzete i smrznute kako bi

se ubrzalo odstranjivanje propolisa. Prirodni propolis koriSten u pokusu za odredivanje
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LPO-a, odredivanje ekspresije, koli¢ine i aktivnosti antioksidacijskih enzima u jetri,
plu¢ima i mozgu je pripremljen kao prah i kemijski neobraden. Postupak obrade
propolisa je prijavljen kao patent P20050071A pri Drzavnom zavodu za intelektualno
vlasni$tvo, Ministarstvo znanosti, obrazovanja i Sporta, Republika Hrvatska.
3.2.2 Kemijska analiza nativnog propolisa

Kemijska analiza nativnog propolisa pokazala je da se isti sastoji od 4.0% vode,
25.6% masti, 1.6% proteina, 0,7% pepela i minerala. Sastav kemijskih elemenata je
sljede¢i: olovo (Pb) 2.15 mg kg™, Zeljezo (Fe) 344.5 mg kg™, bakar (Cu) 1.85 mg kg™,
ziva (Hg) 0,0078 mg kg™, cink (Zn) 131 mg kg, mangan (Mn) 7.61 mg kg™, krom (Cr)
0,707 mg kg™, kalcij (Ca) 770 mg kg™, magnezij (Mg) 271 mg kg™, teski metali 0 mg kg’
! Analizom sastava vitamina u uzorku dobiveni su sljedeé¢i podaci: vitamin A < 10
ng/100 g propolisa, vitamin C < 1 mg/100 g propolisa, vitamin B; = 1.45 mg/100 g
propolisa, vitamin B, = 0,062 mg/100 g propolisa, vitamin B¢ = 2.25 mg/100 g propolisa.
Nativni  propolis ovog sastava koristio se u ovom radu za odredivanje
oksidacijskog/antioksidacijskog statusa u jetri, mozgu i plu¢ima zenki CBA miseva.
3.2.3 Priprema etanolnog ekstrakta propolisa

Propolis (1g) je homogeniziran u hladnom tarioniku i jako izmijesan sa 10,45 ml
80%tnog etanola tijekom 72 sata na sobnoj temperaturi. Dobiveni ekstrakt je filtriran
kroz papir Whatman veli¢ine 1 um i ostatak je ispran sa 0,5 ml 80%tnog etanola. Ovako
pripremljen ekstrakt ¢uva se na -20°C tijekom 24 sata kako bi se precipitirala smola i
vosak, nakon Cega se filtrira kroz najlonski filter veli¢ine pora 0,2 pm. Dobiveni ekstrakt

podvrgnut je HPLC analizi i analizi FRAP metodom.
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3.2.4 HPLC analiza

Kvalitativna 1 kvantitativna kromatografska analiza fenolnih komponenata
odredena je visokotlacnom tekuéinskom kromatografijom (eng. high pressure liquid
chromatography (HPLC), Agilent 1100 Series opremljenog s kvartarnom pumpom,
multivalnim UV/VIS detektorom 1 automatskim skupljacem frakcija uzoraka. Koristena
kolona bila je 5 pm Zorbax RX-C18 (250x4.6 mm, Agilent Technologies). Ubrizgani
volumen bio je 200 upl pri stalnoj protocnoj brzini od 1.0 ml/min. Ekstrakt propolisa
frakcioniran je na 9 frakcija. Frakcije 1 (tg 9.8-10,6min), 2 (tg 12.8-13.6 min), 3 (tg 18.9-
20,3 min), 4 (tg 22.7-23.7 min), 5 (tr 24.3-25.3 min), 6 (tr 26.5-27.8 min), 7 (tr 28-29
min), 8 (tr 30-31 min), 9 (tr 32.6-34.1 min) su nacinjene koristenjem elucijskog profila
koji se sastojao od otapala A (5%tna mravlja kiselina) i otapala B (acetonitril). Linearni
gradijent otapala B od 10% do 100% je koriSten unutar 45 minuta. Fenolne komponente
skupljenih frakcija su odredene UV-VIS spektrofotometrom i kromatografijom (HPLC) s
autenticnim standardima. Frakcije 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 su analizirane koristeci otapalo A
(5%tna mravlja kiselina) i otapalo B (acetonitril) na linearnom gradijentu od 5% do 53%
otapala B unutar 30 minuta. Frakcija 9 je analizirana koriste¢i izokratnu separaciju na
33.5%tnom otapalu B unutar 30 minuta.

3.2.5 Fenolni standardi

Kao standarde pojedinih podgrupa fenola koristili smo: kvercetin, izoramnetin,
kamferol, luteolin, miricetin, taksifolin, naringenin, pinocembrin, galangin, krizin i
fenilpropanoi¢nu kavenu kiselinu. Svi standardi su otopljeni u 96%tnom etanolu kako bi

dobili otopine koncentracije 0,01 mg/ml.
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3.2.6 Odredivanje antioksidacijske aktivnosti propolisa in vitro

Ukupni antioksidacijski potencijal uzorka propolisa je odreden koristenjem
metode FRAP prema metodi Benzie i Strain (1996.). Standardna krivulja je pripremljena
koriste¢i razli¢ite koncentracije (100-1000 umol/l) FeSOs x 7H,O. Sve otopine su
koriStene na dan pripreme. U FRAP metodi antioksidacijski u¢inak antioksidansa koji se
ispitivao je izraCunat prema referentnoj vrijednosti reakcijskog signala dobivenog u
otopini Fe*" poznate koncentracije koja predstavlja reakciju izmjene jednog elektrona.
(+)-katehin, askorbat (vitamin C), Fe?", troloks (vitamin E) i butilirani hidroksitoluen
(BHT) su izmjereni jedan sat nakon pripreme. Sva odredivanja napravljena su u

triplikatu. Razrjedenja su pripremljena tako da se uklapaju u linearni raspon standarda.

3.2.7 Priprema tkiva za odredivanje lipidne peroksidacije (LPO) i aktivnosti
antioksidacijskih enzima - ukupna superoksid dismutaza (tSOD),
Bakar-cink superoksid dismutaza (CuZnSOD), mangan superoksid
dismutaza (MnSOD), katalaza (KAT) i glutation peroksidaza (Gpx)

3.2.7.1 Kemikalije

Fosfatni pufer (pH=7.8)

1.15% KCI — Kemika, Zagreb, Hrvatska

3.2.7.2 Priprema otopina
50 mM fosfatni pufer (pH=7.8) sastoji se od otopine (a), koju ¢ini 0,2M

NaH,PO4 x 2H,0 1 otopine (b) koju ¢ini 0,2M Na,HPO4 x 7H,0. 17 ml otopine (a)

pomijesa se s 183 ml otopine (b), uskladi pH i dopuni do 800 ml s dH,O.
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3.2.7.3 Postupak

Zivotinje su uspavane u eteru, te iskrvarene iz jugularne vene. Jetra, mozak i
pluca izvadeni su i izvagani na analitickoj vagi. Homogenizacija tkiva je izvrSena na
homogenizatoru po Potter-Elvehjemu na 1300 okr/min na +4 °C. Svi postupci su
izvodeni na ledu. Za odredivanje LPO-a dio jetre se homogenizira u 1.15% KCl-a uz
kona¢nu koncentraciju 1 : 10 (w/v). Dio plu¢a se homogenizira u 1.15% KCl-a uz
kona¢nu koncentraciju 1 : 10 (w/v). Dio mozga se homogenizira u 1.15% KCl-a uz
konacnu koncentraciju 1 : 5 (w/v). Za odredivanje aktivnosti SOD-a, KAT-a i Gpx-a,
dijelovi jetre i plu¢a se homogeniziraju u 50 mM fosfatnom puferu (pH=7.8) u omjeru 1
: 10 (w/v), odnosno dijelovi mozga u omjeru 1 : 20 (w/v). Uzorci homogenata jetre,
pluca 1 mozga namijenjenih odredivanju aktivnosti antioksidacijskih enzima sonificirani
su u tri ciklusa po 30 sekundi uz stanku od 10 sekundi izmedu ciklusa na +4 °C.
Sonificirani homogenati centrifugiraju se na 20 000 g 15 minuta u ultracentrifugi s
hladenjem na +4 °C. Dobiveni supernatanti sluZze za trenuta¢no odredivanje aktivnosti
SOD-a, KAT-a i Gpx-a ili se pohranjuju na —80°C za naknadno odredivanje njihovih
aktivnosti. Koncentracija TBARS-a i aktivnost svih antioksidacijskih enzima odredene
su spektrofotometrijski na UV-VIS spektrofotometru Camspec M330 (Camspec Ltd with
corresponding software, Cambridge, UK).
3.2.8 Odredivanje LPO-a u jetri, plu¢ima i mozgu
3.2.8.1 Kemikalije
1.15% KCI — Kemika, Zagreb, Hrvatska
8.1% SDS — Merck, Darmstadt, Njemacka

20%tna octena kiselina (pH=3.5) — Kemika, Zagreb, Hrvatska
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0,8%tna tiobarbiturna kiselina (TBA) — Sigma, St. Louis, SAD
N-butanol — Kemika, Zagreb, Hrvatska
Piridin — Kemika, Zagreb, Hrvatska
1,1,3,3-tetrametoksipropan (TMP) — Sigma, St. Louis, SAD
HCI - Kemika, Zagreb, Hrvatska
NaOH — Kemika, Zagreb, Hrvatska
Etanol (99.9%) - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka
3.2.8.2 Priprema otopina

1.15 g KCl-a razrijedi se u 100 ml H,O; 0,81 g natrij dodecil sulfata (SDS)
razrijedi se u 10 ml dH,O; 20 ml 99.5 postotne octene kiseline 1 2.31 ml HCI pomijesa se
1 dopuni do 50 ml sa dH,O. pH vrijednost se uskladi na 3.5 dodavanjem 17 ml 5SM NaOH
1 dopuni se sa dH,O do kona¢nog volumena od 100 ml.
0,8 postotna TBA priprema se otapanjem 0,4 g TBA-e u 40 ml dH,O uz zagrijavanje. Na
taj volumen dodaje se 500 ul 5SM NaOH i dopuni do konac¢nog volumena od 50 ml sa
dH»0. Otopina treba biti svjeZe pripremljena na dan pokusa.
Na 25 pl TMP-a dodaje se 50 ml etanola te se od tako pripremljene otopine rade
razrjedenja (50 ul TMP + 9.95 ml etanola; 100 ul TMP + 9.90 ml etanola itd.).
3.2.8.3 Postupak

LPO je u homogenatima jetre, plu¢a i mozga odredena mjerenjem tiobarbiturne
reaktivne supstancije (TBARS) po metodi Ohkawe i sur. (1979.). Na 0,2 ml 10-
postotnog homogenata jetre i plu¢a (odnosno 5%tnog homogenata mozga) dodano je 0,2
ml 8.1-postotnog SDS-a, 1.5 ml 20-postotne octene kiseline (pH=3.5) i 1.5 ml 0,8-

postotne vodene otopine TBA-e 1 do 4 ml ukupnog volumena destilirane vode. Smjesa se
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kuha u vodenoj kupelji 60 minuta na +95 °C, a zatim se hladi na sobnoj temperaturi 15
minuta. Nakon toga smjesi se dodaje 1 ml destilirane vode i 5 ml n-butanola i piridina u
medusobnom omjeru 15 : 1 (v/v) uz jako mijeSanje. Uzorci se zatim centrifugiraju 15
minuta na 3000 okr/min, pri ¢emu se odvajaju dva sloja. U gornjem sloju mjeri se
koncentracija TBARS-a na valnoj duljini 532 nm. Kao standard upotrebljava se 1,1,3,3-
tetrametoksipropan (TMP). Koncentracija TBARS-a u homogenatu jetre, plu¢a i mozga
izrazena je u nmol/mg proteina.
3.2.9 Odredivanje tSOD-a, CuZnSOD-a i MnSOD-a u jetri, plu¢ima i mozgu
3.2.9.1 Kemikalije
Fosfatni pufer (pH=7.8)
EDTA - Sigma, St. Louis, SAD
NaOH — Kemika, Zagreb, Hrvatska
Citokrom C — Sigma, St. Louis, SAD
Ksantin — Sigma, St. Louis, SAD
Ksantin oksidaza (50 jedinica/1,3 ml) — Sigma, St. Louis, SAD
SOD iz govedih eritrocita — Sigma, St. Louis, SAD
KCN - Kemika, Zagreb, Hrvatska
3.2.9.2 Priprema otopina

Otopina A: 1.5 mg 1 mM ksantina otopljen je u 9.86 ml 1 mM NaOH 1 tome je
dodano 12.96 mg 0,05 mM citokroma C otopljenog u 85 ml 50 mM fosfatnog pufera
pH=7.8 koji sadrzava 0,1 mM EDTA-e. Otopina B: 1500 pl otopine svjeze pripremljene
ksantin oksidaze u 50 mM fosfatnom puferu pH=7.8 koji sadrzava 0,1 mM EDTA-e,

konacne aktivnosti od 0,2 U/ml. Osnovna otopina SOD-a iz govedih eritrocita u
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koncentraciji 1 mg/ml razrjeduje se do koncentracije 1000 ng/100 pl; ta se koncentracija
namjesti na koncentraciju 500 ng/50 ul kojom se rade serije razrjedenja u rasponu od
100 ng/50 pl do 500 ng/50 pl.
3.2.9.3 Postupak

Aktivnost tSOD-a odredena je u supernatantima homogenata jetre, plu¢a i mozga
inhibicijom redukcije citokroma C u sustavu ksantin/ksantin oksidaza prema
modificiranoj metodi Flohé i sur. (1971). U staklenu kivetu s 2.9 ml otopine A doda se
50ul uzorka (po potrebi razrijedenog fosfatnim puferom pH=7.8 bez EDTA-¢) i reakcija
se zapocne dodatkom 50ul otopine B. Vrijeme reakcije mjeri se 3 minute na valnoj
duljini 550 nm. Svaki uzorak termostatiran je na 25°C. Kako aktivnost ksantin-oksidaze
moze varirati od pokusa do pokusa, nuzno je uskladiti koncentraciju tog enzima tako da
brzina redukcije citokroma C bude analogna porastu apsorbancije od 0,025 po minuti u
kontrolnoj reakciji bez superoksid dismutaze. Jedinica SOD-a definirana je kao koli¢ina
enzima potrebnog za 50-postotnu inhibiciju redukcije citokroma C u bazdarnom pravcu s
poznatim koncentracijama SOD-a. Aktivhost MnSOD-a odreduje se u istim uvjetima
tako da se supernatant inkubira najmanje pola sata sa 3mM KCN-om kako bi se inhibirala
aktivnost CuZnSOD-a (Ceballos-Picot i sur. 1992.). CuZnSOD aktivnost se dobila tako
da se aktivnost MnSOD-a oduzela od ukupne aktivnosti SOD-a. Aktivnost CuZnSOD-a i

MnSOD-a izrazena je kao U/mg proteina.
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3.2.10 Odredivanje KAT-a u jetri, plu¢ima i mozgu
3.2.10.1 Kemikalije
Fosfatni pufer (pH=7.0)
30%tni H>O, — Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka
3.2.10.2 Priprema otopina

0,34 ml 30-postotnog H»O; razrijedi se fosfatnim puferom pH=7.0 do 100 ml (30
mM H,0,). Otopina 30 mM H,0, je stabilna na +4 °C dva tjedna.
3.2.10.3 Postupak

Katalazna aktivnost u supernatantu jetre, pluéa i mozga odredena je
spektrofotometrijski metodom po Aebiju (1984.). U kvarcnu kivetu s 2 ml veé
razrijedenog uzorka dodaje se 1 ml supstrata (10 mM H,0,), ¢ime pocinje enzimska
reakcija. Aktivnost enzima mjeri se 30 sekundi na valnoj duljini 240 nm. Svaki uzorak
termostatiran je na 25°C. Pad u apsorbanciji u jedinici vremena je mjera katalazne
aktivnosti, pri ¢emu je jedinica katalazne aktivnosti definirana kao koli¢ina enzima koja
razgraduje 1 pmol H,O, u minuti kod pH=7.0 pri 25 °C gdje koncentracija H,O, pada od
10,3 do 9.2 mM. Aktivnost KAT-a u supernatantu jetre, plu¢a i mozga izraZena je u pmol
razgradenog H,O, po minuti po miligramu proteina (umol H,O,/min mg proteina), Sto

odgovara jedinicama KAT-a po miligramu proteina (U KAT/mg proteina).
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3.2.11 Odredivanje Gpx-a u jetri, plu¢ima i mozgu
3.2.11.1 Kemikalije
RANSEL kit - Randox Lab., Crumlin, United Kingdom
3.2.11.2 Postupak

Aktivnost Gpx-a odredena je u supernatantu jetre, pluc¢a i mozga RANSEL kitom
(RANSEL, RANDOX, San Diego, CA, SAD) prema metodi Paglia i Valentine (1967.). U
staklenu kivetu volumena 3 ml dodaje se 1 ml reakcijske smjese, 20 pl supernatanta vec
razrijedenog otopinom za razrjedivanje. Reakcija pocinje s dodatkom 40 pl kumen-
hidroperoksida ishodisne koncentracije 0,018 mmol/l. Pad apsorbancije mjeri se
spektrofotometrijski 3 minute pri valnoj duljini od 340 nm. Jedna jedinica Gpx-a
katalizira oksidaciju 1 pM reduciranoga glutationa (GSH) u oksidirani glutation (GSSG)
kod pH=7.0 pri 25 °C, gdje je supstrat kumen-hidroperoksid. Aktivnost Gpx-a izrazena je
u jedinici po miligramu proteina (U Gpx/mg proteina).
3.2.12 Odredivanje proteina metodom po Lowryju

Sadrzaj proteina u homogenatima jetre, plu¢a i mozga te supernatantima jetre,
plu¢a i mozga odreden je metodom po Lowryju (1951.), a izrazen je u miligramima
proteina po gramu svjezega tkiva. Kao standard upotrijebljen je albumin govedeg seruma
(Bovin serum albumin, Armour Pharmaceutical Co. Ltd. Eastborne).
3.2.13 Priprema tkiva za odredivanje ekspresije gena antioksidacijskih

enzima (SOD-1, SOD-2, KAT, Gpx-1)
3.2.13.1 Postupak

Zivotinje su uspavane u eteru, te iskrvarene iz jugularne vene. Dijelovi jetre mase

oko 20 mg, mozga mase 180 mg i plu¢a mase 60 mg izvadeni su, stavljeni u sterilne
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eppendorf epruvete od 2 ml i smrznuti u teku¢em dusiku kako bi se sprijecila razgradnja
RNA od strane ribonukleaza. Dijelovi jetre, mozga i pluca su pulirani unutar svake
skupine. Pul uzoraka se sastojao od svakog organa uzetog iz tri zivotinje iz svake
skupine.
3.2.14 Izolacija RNA iz jetre, mozga i plua
3.2.14.1 Kemikalije
TRIzol® Reagent - (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, SAD)
Kloroform - (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Izopropilni alkohol - (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Etanol (75%) - (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Dietilpirokarbonat (DEPC) - Sigma, St. Louis, SAD
3.2.14.2 Priprema otopina

0,5 ml DEPC-a (0,1% v/v) dodaje se u 500 ml destilirane vode. Otopina se dobro
promijesa, inkubira preko no¢i na 37 °C, te autoklavira na 121 °C 20 minuta. DEPC je
karcinogen, stoga je potrebno nositi zastitne rukavice i opremu.
3.2.14.3 Postupak

Uzorci tkiva mase oko 30 mg stavljaju se u homogenizator, te se na njih odmah
dodaje 1 ml trizola prema metodi Chomczynski i sur. (1987.). Slijedi homogenizacija
uzorka 60 sekundi od manje brzine prema vecoj. Nakon toga uzorci se inkubiraju 5
minuta na sobnoj temperaturi. Na uzorke se zatim dodaje 200 ul kloroforma, protresu se
na tresilici 15 sekundi i inkubiraju na ledu 5 minuta. Nakon toga centrifugiraju se na
12000g 15 minuta na +4 °C. Dobivena gornja vodena faza u kojoj se nalazi RNA polako

se odvoji od prstena i donje faze. Odvojeno je 300 pl vodene faze na koju se zatim
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stavlja isti volumen izopropanola. Dobivena otopina se nekoliko puta lagano promijesa i
inkubira 10 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim se centrifugira 10 minuta na 12000g na
+4 °C. Supernatant se dekantira i na talog se dodaje 1 ml 75%tnog etanola. Uzorci se
promijesaju i centrifugiraju na 7500g 5 minuta na +4 °C. Postupak ispiranja 75%tnim
etanolom 1 centrifugiranja pod istim uvjetima se ponovi jo§ jednom, nakon cCega se
supernatant dekantira, a talog susi 10 minuta. Nakon toga na talog se dodaje 20 ul vode
obradene DEPC-om.
3.2.15 Odredivanje koncentracije i kvalitete RNA
3.2.15.1 Kemikalije
Agaroza - Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, SAD
Etidij bromid - Sigma, St. Louis, SAD
3.2.15.2 Postupak

Koncentracija RNA mjeri se spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije u
kvarcnim kivetata na valnoj duljini 260 nm. Formula za racunanje koncentracije RNA u
ug/ml otopine je:

0.D.260 nm % 40 x ¢imbenik razrjedenja

Za RNA se uvijek mjeri i ekstinkcija na 280 nm, koja oznacuje zagadenje
proteinima. Racuna se omjer O.D.,40/0.D.250. Omjer veéi od 1,8 upucuje da je izolirana
RNA Ccista. Cjelovitost RNA odreduje se horizontalnom elektroforezom na 1%tnom
agaroznom gelu. Elektroforezom se RNA razdvaja na dvije vrpce, 28S 1 16S ribosomske
RNA u omjeru 2:1, koje se nakon bojanja etidij-bromidom vizualiziraju na UV
transiluminatoru i dokumentiraju fotografiranjem (Image Master, Amersham Pharmacia

Biotech).
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3.2.16 Reverzna transkripcija
3.2.16.1 Kemikalije
Deoxyribonuclease I, Amplification Grade - Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad,
CA, SAD
10x DNase I Reaction Buffer - Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, SAD
25 mM EDTA (pH 8.0) - Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, SAD
Superscript'™ II Rnase H™ Reverse Transcriptase - Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA, SAD
RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor - Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA, SAD
5x First-Strand Buffer - Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, SAD
1 mM DTT - Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, SAD
0,5 pg/ml oligo d(T);s - Biolabs, New England, SAD
10 mM dNTP - PeqlLab, Isogen, Lifescience, Nizozemska
3.2.16.2 Postupak

Izolirana 1 prethodno izmjerena RNA jetre, mozga i pluc¢a kontrolnih miSeva i
miSeva hranjenih propolisom u dozi od 100 mg kg™ tjelesne tezine i 300 mg kg™ tjelesne
tezine pohranjena je na -80°C do koriStenja. Zatim je napravljena reverzna transkripcija u
ukupnom volumenu od 20 pl prema sljede¢em postupku: u svaku eppendorf epruvetu
dodano je po 1 ul RNA (koncentracije 1 pg/ul), 1 pul deoksiribonukleaze (DNaze), 1 ul
pufera za Dnazu i 7 pl kvarcne vode. Uzorci se inkubiraju 15 minuta na sobnoj
temperaturi 1 zatim se dodaje 25 mM EDTA (pH 8.0) kako bi se inhibirala Dnaza. Nakon

toga slijedi inkubacija uzoraka na 65 °C 10 minuta. Uzorci se zatim stave na led 1 dodaje
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se po 1 ul pocetnica oligo d(T);si 1 pul dNTPa, te se uzorci inkubiraju 5 minuta na 94 °C.
Zatim se dodaje 4 pl 5x First-Strand Buffera, 2 pl DTTa i 1 pl ribonukleaznog inhibitora.
Slijedi inkubacija 2 minute na 94 °C, nakon cega se u uzorke dodaje po 1 ul reverzne
transkiptaze. Slijedi odvijanje reakcije na 42 °C tijekom 90 minuta nakon Cega je
cjelokupni produkt reakcije (cDNA) razrijeden sa kvarcnom vodom do ukupnog
volumena od 100 pl i zamrznut na -20°C. Tako dobivena cDNA koriStena je kao kalup u
lan¢anoj reakciji polimerazom.
3.2.17 Provjera kvalitete cDNA dobivene reverznom transkripcijom.
3.2.17.1 Kemikalije
10x HotMaster Taq Buffer - Eppendorf, Hamburg, Njemacka
25 mM Mg*" - Eppendorf, Hamburg, Njemacka
0,1 mM dNTP (dATP, dTTP, dCTP i dGTP) - Eppendorf, Hamburg, Njemacka
0,25 uM pocetni oligonukleotidi - Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD
0,5 TU HotMaster™ Taq DNA Polymerase - Eppendorf, Hamburg, Njemacka
Agaroza 1,5% - Sigma, St. Louis, SAD
DNA standard GeneRuler™ 50bp DNA Ladder - Fermentas, SAD
3.2.17.2 Postupak

Kvaliteta cDNA dobivene reverznom transkripcijom provjerena je umnaZanjem
odsjecka gena za beta aktin (B-aktin) pomocu para specifi¢nih pocetnih oligonukleotida.
Produkt ove reakcije je veliine 540 pb. Za reakciju umazanja B-aktina uvjeti su bili
sljedeci: svaki od 33 ciklusa reakcije PCR sastojao se od tri faze, denaturacija je trajala 20
sekundi pri 94 °C, faza sparivanja trajala je 20 sekundi pri 55 °C, dok je faza

produljivanja lanaca trajala 40 sekundi pri 70°C. Uzorci dobiveni umnazanjem reakcijom
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PCR provjereni su horizontalnom elektroforezom u 1,5%tnom gelu agaroze. Veli¢ina
umnozenog odsjecka odredena je prema DNA standardu GeneRuler™ 50bp DNA Ladder.
Produkti reakcije PCR prikazani su u gelu agaroze uz pomo¢ transiluminatora.
3.2.18 Analiza ispoljenosti gena SOD-1, SOD-2, KAT i GPX-1

Razina ispoljenosti transkripata mRNA gena SOD-1, SOD-2, KAT i GPX-1 u
jetri, mozgu i plu¢ima kontrolnih miseva i miSeva hranjenih dvjema dozama propolisa
utvrdena je metodom kvantitativnog RT-PCR pomoc¢u specificnih pocetnih
oligonukleotida prikazanih u Tablici 4. Reakcija PCR se odvijala u volumenu od 25 pl
kojeg je sacinjavalo 2.5 ul komercijalno dostupnog 10X PCR pufera, 0,5 pl nukleotida
(dANTP), po 0,5 ul pocetnih oligonukleotida, 5 pul cDNA, 0,5 jedinica Taq polimeraze, te
qH>0. Nakon pocetne inkubacije na 94 °C tijekom 2 minute, reakcije su se odvijale
prema tablici xx sa jednakim parametrima za denaturaciju na 94 °C kroz 20 sekundi,
odredenom temperaturom faze sparivanja (Tablica 5.) 1 produljivanja lanaca na 70°C
kroz 40 sekundi. Zavrsni korak reakcije trajao je 7 minuta na 70°C. Uzorci dobiveni
umnazanjem reakcijom PCR provjereni su horizontalnom elektroforezom u 1.5%tnom
gelu agaroze. Veli¢ina umnozenog odsjecka odredena je prema DNA standardu
GeneRuler™ 50bp DNA Ladder. Produkti reakcije PCR prikazani su u gelu agaroze uz

pomoc¢ transiluminatora.
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Gen Pocetni oligonukleotid Veli¢ina produkta (bp)
B-AKTIN
5 5'-GTG GGC CGC TCT AGG CAC CAA-3 540
3 5'-CTC TTT GAT GTC ACG CAC GAT TTC-3'
SOD-1
5 5'-AAG GCC GTG TGC GTG CTG AA-3' 246
3 5'-CAG GTC TCC AAC ATG CCT CT-3'
SOD-2
5 5'-GCA KAT TAA CGC GCA GTC A-3' 241
3 5'-AGC CTC CAG CAA CTC TCC TT-3'
KAT
5 5'-GCA GAT ACC TGT GAA CTG TC-3' 229
3 5'-GTA GAA TGT CCG CAC CTG AG-3'
GPX-1
5 5'-CCT CAA GTA CGT CCG ACC TG-3' 197

39

5'-CAA TGT CGT TGC GGC ACA CC-3'

Tablica 4. Oligonukleotidne pocetnice ciljnih gena koristene u pokusu
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Jetra Mozak Pluéa
T sparivanja T sparivanja T sparivanja
Gen poéetnica Br. ciklusa poéetnica Broj ciklusa poéetnica Br. ciklusa
©0) ©0) ©0)

SOD-1 56 24 56 24 56 24
SOD-2 55 37 55 37 55 39
KAT 55 27 55 27 55 24
GPX-1 56 19 56 24 56 25
B-AKTIN 55 33 55 30 55 33

Tablica 5. Uvjeti odvijanja PCR reakcije

Analizom na Image Master VDS (Pharmacia Biotech) odredena je jacina vrpce u
kontrolnom uzorku za svaki gen od interesa (SOD-1, SOD-2, KAT, GPX-1), te utvrdena
njegova eksponencijalna faza i zatim su sve daljnje reakcije prekidane u tom ciklusu.
Ispoljenost mRNA gena SOD-1, SOD-2, KAT i GPX-1 odredena je prema tome ciklusu
u svakom pojedinom uzorku.

3.2.19 Odredivanje genske ekspresije pomoc¢u GEArray Q series Mouse

Stress & Toxicity PathwayFinder Gene Array ¢ipa
3.2.19.1 Kemikalije

Membrane sa specificnim probama za 96 gena koji sudjeluju u odgovoru organizma
na stres i toksi¢nost sa pripadaju¢im kemikalijama (GEArray Q series Mouse Stress &

Toxicity PathwayFinder Gene Array kit - SuperArray Bioscience Corporation, SAD
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http://www.superarray.com). Geni koji se ispituju pripadaju skupini gena aktiviranih u

stresu 1 toksi¢nosti, a obuhvacaju sljedece skupine gena:

- Proliferacija/karcinogeneza
Cenc (ciklin C), Cendl1 (ciklin D1), Ceng (ciklin G), E2f1, Egrl, Pcna

- Zaustavljanje rasta/starenje
Cdknla (p21Wafl/p21Cipl), Ddit3 (GADDI153/CHOP), Gadd45a, Gadd45b,
Igfbp6, Mdm2, Trp53 (p53)

- Upala
Csf2 (GM-CSF), Il1a, Il1b, 116, 1118, Lta (TNF b/t a), Mif, Nfkb1l, Nos2 (iNOS),
Scya3 (MIP-1a), Scya4 (MIP-1b), Scya2la, Scya2lb, Scya2lc, Scybl0 (IP 10),
Serpinl (PAI-1)

- Nekroza/apoptoza

Oksidacijski/metabolicki stres: Crya2 (a-kristalin B), Cyplal, Cypla2, Cyplbl,

Cyp2a5, Cyp2b9, Cyp2bl0, Cyp2c29, Cyp3all, Cyp4al0, Cyp4ald, Cyp7al,
Cyp7bl, Ephx2, Fmol, Fmo4, Fmo5, Gpx1 (glutation peroksidaza), Gpx2, Gsr
(glutation reduktaza), Gstml (glutation S-transferaza mul), Gstm3, HmoxI,
Hmox2, Mtla, Mt2, Por, Ptgs2 (Cox-2), SOD-1, SOD-2

Temperaturni stres: Dnajal, Hsfl (tcf5), Hsp25 (Hspbl), Hsp60, Hsp70-1 (hsp70

1), Hsp105, Hspall (hsp70 11), Hspa4 (hsp70 4), Hspa5 (grp78), Hspa8, Hspa9a
(Hsp74a), Hspel (chaperonin 10)

DNA ostecenje & popravak: Atm, Erccl, Ercc2, Ercc4, Ercc5, Rad23a, Rad50,

Rad53, Ugtlal, Ung, Xrccl, Xrcc2, Xrced, XrceS
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Signalni putevi u apoptozi: Anxa5 (annexin v), Bax, Bcl2l (bcl-x), Bcl212 (bel-w),

Caspl (Caspasel/ICE), Casp8 (caspase8/FLICE), Nfkbia (ikBa/Mad3), Tnfrsfla
(TNFR1), Tnfst6 (Fas Ligand), Tnfsf10 (TRAIL), Tradd

3.2.19.2 Postupak

Izolirana RNA iz jetre, mozga i1 plu¢a Zenki kontrolnih CBA miSeva i miSeva
obradenih dvjema dozama propolisa pripremljena je za sintezu cDNA probe koristeci
AmpoLabeling-LPR Kit (KAT. NO. L-03). Uzorci su pripremljeni tako da su tkiva od po
tri jedinke u svakom organu kontrolnih ili obradenih uzoraka pulirana i iz njih se izolirala
RNA, koja je nakon izolacije Trizolom procistila na koloni RNeasy® Mini Kit 50
(Qiagen, GmbH, Njemacka). Ukupno je tako izolirano 6 RNA po svakom organu (dvije
za kontrolu, dvije za prvu dozu i dvije za drugu dozu propolisa), te je svaka RNA
stavljena na dvije membrane, kako bi se minimalizirala razlika izmedu dva pula iste
skupine. U konacnici je po postupku (kontrola, manja doza propolisa, visa doza
propolisa) ispitano 12 membrana (tzv. chipa), od kojih po cetiri u svakoj skupini.
Postupak detekcije genske ekspresije proveden je prema uputama proizvodaca. Ukratko:
Reverzna transkripcija

3 pg RNA prevedeno je u cDNA koriste¢i MMLV reverznu transkriptazu i
odgovarajucu pocetnicu koja je ukljucena u Kit.

Reakcija obiljezavanja (LPR)
cDNA je obiljezena i umnoZena tijekom 30 linearnih reakcijskih ciklusa

polimerazom, koriste¢i specificne misje oligonukleotidne pocetnice, biotin-16-dUTP i

DNA polimerazu.
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GEArray™ hibridizacija

Nakon §to je provjerena uspjesnost obiljezavanja probe koriste¢i protokol za
kemiluminiscentnu detekciju, proba je denaturirana na 94°C 5 minuta, te je ohladena na

ledu.
Prehibridizacija

Denaturirana DNA iz lososove sperme (100 pg/ml) je dodana u prethodno
zagrijanu GEAprehyb otopinu (60°C) 1 membrane sa specificnim probama su
prehibridizirane u hibridizacijskoj peénici na 60°C tijekom 1 do 2 sata uz neprestano
mijesanje.
Hibridizacija

GEAprehyb otopina je odlivena iz hibridizacijskih cijevi i 0,75 ml GEAhyb
otopine zajedno sa cjelokupnim volumenom denaturirane cDNA probe je dodano u svaku
hibridizacijsku cijev. Membrane su hibridizirane preko no¢i u hibridizacijskoj pe¢nici na
60°C.
Ispiranje

Membrane su isprane dvaput sa otopinom za ispiranje 1 (2X SSC, 1% SDS) i

dvaput sa otopinom za ispiranje 2 (0,1 SSC, 0,5% SDS) na 60°C tijekom 15 minuta za

svaku otopinu.
3.2.19.3 Detekcija kemiluminiscencijom

Detekcija kemiluminiscencijom je napravljena koriste¢i Chemiluminicent Detection

Kit (KAT. NO. D-01) protokol.
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- Blokiranje membrane: membrane su inkubirane u 2 ml GEAblokiraju¢e otopine

tijekom 40 minuta na sobnoj temperaturi.

- Vezivanje streptavidina konjugiranog alkalnom fosfatazom (AP): membrane su

inkubirane u 2 ml of pufera za vezivanje (AP razrijeden 1:8000) tijekom 10 minuta
- Ispiranje: membrane su isprane 4 puta s 4 ml pufera F (ukljuc¢enog u kit)

- Detekcija: 1 ml CDP-Star kemiluminiscencijskog supstrata je dodano u
hibridizacijsku cijev, te inkubirano 2-5 min. Membrane su zatim stavljene u plasti¢nu
vre€icu, izloZzene rendgenskom filmu, koji je zatim razvijen prema standardnom

protokolu.

3.2.19.4 Analiza podataka dobivenih hibridizacijom

Rendgenski filmovi skenirani su koriste¢i stolni skener za konverziju slike u
format TIFF s rezolucijom od 300 dpi. Dobivena slika pretvorena je u negativ koristeci
programski paket Adobe Photoshop. Koristenjem programskog paketa ScanAlyze, tocke
na negativima fotografija prevedene su u brojcane podatke i pohranjene u formatu
Microsoft Excell. Podaci dobiveni iz programskog paketa ScanAlyze su preneSeni u
program GEArray Analyzer, koji usporeduje neobradene podatke sa listom gena
specificnog signalnog puta. Neobradeni podaci korigirani su obzirom na pozadinu kako
bi se izbjeglo pojavljivanje negativnih brojeva. Intenziteti signala svih gena normalizirani
su prema signalu housekeeping gena. Hosuekeeping geni sluze za normalizaciju
isptivanih gena. Na ovom cCipu koristilo se 4 housekeeping gena, i to: citoplazmatski 3-
aktin, gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH), peptidil izomeraza A (Ppia),

ribosomalni protein L13a (Rpl13a)
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3.2.20 Priprema tkiva za odredivanje ekspresije proteina antioksidacijskih
enzima (SOD-1, SOD-2, KAT, Gpx) u jetri, mozgu i plu¢ima

3.2.20.1 Kemikalije

- Fosfatni pufer (pH=7.8)

- Inhibitor proteaza - Roche Diagnostic GmbH, Njemacka

- Pufer za nanoSenje uzoraka (sample buffer) 5x:

- Glicerol

- 2-merkaptoetanol

- SDS 10%

- Tris-HCl pH 6.8

- Brom fenol plavilo 10%

3.2.20.2 Priprema otopina

Inhibitor proteaza - jedna tableta inhibitora proteaza otopi se u 1.5 ml ReH,O i

tako pripremljena otopina dovoljna je za inhibiciju proteaza u 10 ml otopine uzorka.
Sample buffer - u odmjernu tikvicu od 10 ml dodaju se 2 ml ReH,O 1 1.2 g SDS-
a, zatim se dodaje 2.5 ml pufera Tris-HCI (pH 6.8) 1 100 pl 10%tnog brom fenol plavila.
Nakon toga dodaje se 3 ml glicerola i 1.2 ml 2-merkaptoetanola, te se nadopuni sa
ReH,0 do volumena 10 ml. Sample buffer se pohranjuje na -20°C do upotrebe.
3.2.20.3 Postupak
Jetra, mozak i plu¢a izvadeni su i izvagani na analitickoj vagi. Potom je izvrSena
homogenizacija tkiva na homogenizatoru po Potter-Elvehjemu na 1300 okr/min na +4
°C. Dijelovi jetre i plu¢éa homogeniziraju se u 50 mM fosfatnom puferu (pH=7.8) u

omjeru 1 : 10 (w/v), odnosno dijelovi mozga u omjeru 1 : 20 (w/v). Na svaki mililitar
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homogenata dodano je 150 pl inhibitora proteaza. Uzorci homogenata jetre, pluca i
mozga zatim su sonificirani u tri ciklusa po 30 sekundi uz stanku od 10 sekundi izmedu
ciklusa na +4 °C. Sonificirani homogenati centrifugiraju se na 20 000 g 15 minuta u
ultracentrifugi s hladenjem na +4 °C. Dio dobivenog supernatanta pohranjuje se na -
80°C, dok se dio koristi za odredivanje proteina po Lowryu i kasnije za odredivanje
ekspresije proteina. Na odredeni volumen supernatanta dodaje se pufer za nanoSenje
uzoraka (sample buffer). Tako pripremljeni uzorci koriste se dalje u SDS elektroforezi.
3.2.21 SDS elektroforeza (SDS-PAGE)

3.2.21.1 Kemikalije

akrilamid/bisakrilamid (omjer 29:1); 40%tna otopina - Sigma, St. Louis, SAD
- APS (amonij persulfat) 10%tni - Sigma, St. Louis, SAD

- SDS (lauril sodium sulfat) 10%tni - Sigma, St. Louis, SAD

- DTT (ditiotreitol) - Sigma, St. Louis, SAD

-  TEMED - Sigma, St. Louis, SAD

- izopropanol - Kemika, Zagreb, Hrvatska

- donji pufer - Tris HCI (pH 8.8) 1.875 M

- gornji pufer - Tris HCI (pH 6.8) 1.25 M

- elektroforetski pufer 10x

- BIO-RAD Precision Plus Protein™ Standard - BIO-RAD, Hercules, CA, SAD
3.2.21.2 Priprema otopina

Donji pufer: Tris HCI (pH 8.8) 1.875 M: 11.36 g Tris-a otopiti u ReH,0, podesiti

pH vrijednost na 8.8 sa 6M HCI i nadopuniti do 50 ml sa ReH,O
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Gornji pufer: Tris HCI (pH 6.8) 1.25 M: 7.56g Tris-a otopiti u ReH,O, podesiti
pH vrijednost na 6.8 sa 6M HCl i nadopuniti do 50 ml sa ReH,O

10x elektroforetski pufer: 16.1 g Tris-a i 72.1 g glicina otopi se u ReH»O 1 zatim

se doda 5g SDS-a. pH vrijednost se podesi na 8.3
3.2.21.3 Postupak

SDS elektroforeza (SDS-PAGE ili «SDS polyacrylamide gel electrophoresis») je
metoda kojom se razdvajaju proteini na osnovu razlike u njihovoj molekularnoj masi
(Laemmli, 1970.). Proteini dobivaju ukupni negativni naboj koji je proporcionalan s
njegovom duljinom tijekom putovanja kroz gel uz pomo¢ SDS-a (anionski detergent koji
denaturira proteine omotavajuci se oko njihovih polipeptidnih veza). Na taj nacin gustoca
naboja proteina postaje jednaka za razliite proteine, te oni u elektricnom polju putuju
prema pozitivnom polu brzinom koja ovisi isklju¢ivo o njihovoj molekularnoj masi. Kao
sredstvo u kojem dolazi do razdvajanja proteina koristi se poliakrilamidni gel, Cija
umrezena struktura pruza otpor kretanju proteina, pri ¢emu proteini vec¢e molekularne
mase putuju sporije od proteina manje molekularne mase. Poliakrilamidni gel sastoji se
od gela za sabijanje, koji je 5%itni 1 gela za razdvajanje, koji ovisno o veli€ini proteina
koje Zelimo razdvojiti ima razli€iti postotak akrilamidnog dijela. Ukoliko se istovremeno
zele izolirati proteini razli¢itih molekularnih masa, priprema se 12.5%tni gel. U nasim
pokusima pripreman je 12.5%tni gel. Nacin pripreme gela razli¢itih postotaka prikazan je

u Tablici 6.
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gel za
sastojci gel za razdvajanje (donji gel) sabijanje
gela (gornji gel)
7.5% (ml) 10% (ml) 12.5% (ml) 15% (ml) 5%
akrilamid 29.1%,
. o 7.6 2.7 33 4 0,48
bisakrilamid 0,9%
dH,0O 16.1 2.5 2.5 1.9 2.2
4x donji pufer
P 6 2 2 2 -
(pH=8.8)
4x gronji pufer
gronji p i i i i 03
(pH=6.8)
10% SDS 0,35 0,08 0,08 0,08 0,03
10% APS 0,100 0,04 0,04 0,06 0,0105
TEMED 0,015 0,005 0,005 0,015 0,015

Tablica 6. poliakrilamidni gel razlicitih koncentracija

Svi navedeni sastojci pomijeSani su prema navedenom redoslijedu, otopina je
zatim izlivena izmedu dviju staklenih plo¢a do % razine, te je nadsvodena izopropanolom
kako bi se omogucila polimerizacija donjeg gela. Nakon §to je gel polimerizirao (oko 30
minuta) izlije se izopropanol, a na donji gel izlije se tekuci gornji gel u koji se stavi ¢esalj
kako bi se formirale jaZice u koje kasnije nanosimo uzorke. Uzorci se neposredno prije
nanoSenja denaturiraju kuhanjem 2 minute na 95 °C. Uzorci se zatim kratko
centrifugiraju, te se nanesu u jazice. Uzorci se mijesaju sa 5x puferom za uzorke, te se u
svaku jazicu dodaje isti volumen uzorka (20 pl). Takoder, koncentracija proteina u
svakom uzorku koji se nanosi na gel je jednaka (5 pg proteina). U jednu jaZicu nanosi se

proteinski standard (BIO-RAD Precision Plus Protein™  Standard), koji sluzi za
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pokazivanje polozaja proteina odredene molekularne mase na gelu za vrijeme
elektroforeze 1 nakon transfera na membrani.

Sistem za vertikalnu elektroforezu na kojem su razdvajani proteini je Mini
Protean® 3 Cell 67-S (BIO-RAD, Hercules, CA, SAD). Elektroforeza je radenana 80 V, a
nakon prijelaza proteina iz gornjeg gela u donji, napon je povecan na 100 V. Pod tim
uvjetima elektroforeza je radena sve dok fronta nije dosla do dna gela.

3.2.22 Prijenos (transfer) proteina sa gela na membranu

3.2.23 Kemikalije

elektroforetski pufer 10X

- 100%tni metanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

poliviniliden difluorid (PVDF) membrana 0,2 um - BIO-RAD, Hercules, CA, SAD

pufer za prijenos
3.2.23.1 Priprema otopina

Pufer za prijenos - 50 ml elektroforetskog pufera 10x (pH=8.3) pomijeSamo sa

350 ml dH,O 1 100 ml metanola
3.2.23.2 Postupak

Proteini razdvojeni na 12.5%tnom gelu preneseni su na PVDF membranu pomoc¢u
aparata za prijenos proteina Mini Trans-Blot Module (BIO-RAD, Hercules, CA, SAD).
Gel za razdvajanje je prije prijenosa na membranu odvojen od gela za sabijanje i stavljen
u pufer za prijenos. PVDF membrana je izrezana na neSto vecu dimenziju od gela,
stavljena u 100%tni metanol par sekundi kako bi bila upotrebljiva za prijenos proteina, a
zatim isprana u dH,O. Ovaj postupak ponavljan je tri puta, nakon Cega je membrana

stavljena u pufer za prijenos kako bi se ekvilibrirala. Zatim se gel i membrana zajedno
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slazu u kazetu za prijenos. Na donji dio kazete u kadici s puferom za prijenos stavljena je
najprije spuzvica, Whattman filter papiri, PVDF membrana, gel, Whattman filter papiri i
spuzvica. Postupak slaganja kazete za prijenos prikazan je na Slici 10. Vazno je da
izmedu membrane i gela ne budu mjehuri¢i zraka jer u tom slucaju ne bi bilo prijenosa
proteina s gela na membranu. Kazeta se zatim stavlja u kadicu za prijenos i to tako da gel
bude okrenut prema negativnom, a membrana prema pozitivhom polu kako bi negativno
nabijeni proteini putovali prema membrani za vrijeme prijenosa. Prijenos je trajao 1 sat

pri konstantnoj struji od 350 mA.

spuzva

3 Whatman papira

membrana

(SO 0
gel
. .
:
C

3 Whatman papira

\ spuzva

Slika 10. Postupak slaganja kazete za transfer. Pozitivni (+) pol je na gornjoj strani,
negativni (-) pol na donjoj strani.

3.2.24 Detekcija proteina specificnim antitijelima

3.2.25 Antitijela

- anti-SOD-1 (ab16831) [superoxide dismutasel], 17 kDa, ze¢je poliklonsko antitijelo,

razrjedenje 1:2000, Abcam, Cambridge, UK
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- anti-SOD-2 (ab13533) [superoxide dismutase2], 25 kDa, zec¢je poliklonsko antitijelo,
razrjedenje 1:5000, Abcam, Cambridge, UK

- anti-KAT (ab16731) [KATalase], 60 kDa, zec¢je poliklonsko antitijelo, razrjedenje
1:2000, Abcam, Cambridge, UK

- anti-Gpx1 (ab16798) [glutathione-peroxidase 1], 22 kDa, zecje poliklonsko
antitijelo, razrjedenje 1:2000, Abcam, Cambridge, UK

- sekundarno anti-zeCje antitijelo iz magarca (NA934), razrijedeno 1:5000,
obiljezeno peroksidazom hrena, Amersham, Buckinghamshire, UK

- anti-ERK2 (C-14), 42 kDa, zecje poliklonsko antitijelo, razrijedeno 1:1000, Santa
Cruz Biotechnology Inc., SAD

3.2.26 Kemikalije

- fosfatni pufer pH=7.8, 50 mM

- TWEEN 0,1% - Sigma, St. Luis, SAD

- mlijeko u prahu (5%) - Fixmilch Instant, Austrija

-  BM Chemiluminiscence Blotting Substrate (POD) - Roche Applied Science,
Njemacka

3.2.27 Priprema otopina

PBS-Tween - na 500 ml fosfatnog pufera dodaje se 500 ul TWEEN-a

pufer za blokiranje - 2.5 g mlijeka u prahu otopi se u 50 ml PBS Tweena

otopina za detekciju - Otopina supstrata (A) pomijeSa se sa startnom otopinom (B) u

omjeru 100:1
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3.2.28 Postupak

Membrana se nakon prijenosa ispere u fosfatnom puferu 10 minuta na tresilici a
zatim se stavlja u pufer za blokiranje preko no¢i na +4 °C kako bi se blokirala prazna
mjesta na membrani i na taj nacin sprijecilo nespecifi¢no vezanje antitijela na membranu.
Membrana je drugi dan inkubirana primarnim antitijelima (ze¢ja poliklonalna) 3 sata na
sobnoj temperaturi na tresilici. Zatim je isprana tri puta po 5 minuta u PBS-Tweenu
nakon Cega je inkubirana sekundarnim antitijelom 1 sat na sobnoj temperaturi. Nakon
inkubacije membrana je ponovo isprana u PBS-Tweenu 3 puta po 5 minuta, nakon ¢ega
je na proteinsku stranu stavljena otopina za detekciju. Nakon inkubacije od 2-3 minute,
membrana se stavlja u plasti¢nu foliju i na nju je stavljen autoradiografski film (RF4, 100
NIF, Fotokemika-Kodak), te je stavljeno u kazetu na razvijanje. Nakon odredenog
vremena ekspozicije koje je prethodno odredeno za svako antitijelo, film se razvija
stavljanjem u razvija¢, vodu i fiksir. Nakon toga ispere se u vodi i stavlja da se osusi.
Membrana se moze ¢uvati u plasti¢noj foliji na +4 °C do godinu dana. Isto tako moze ju
se ponovo inkubirati odredenim antitijelom u tom vremenu.
3.2.28.1 Statisticka obrada podataka

Podaci dobiveni u ovom radu su se obradili u statistitkom programu za obradu
podataka SPSS for Windows (v.10,0,5.). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost +
S.E.M. Razlike izmedu sredina kontrolnih 1 obradenih uzoraka usporedene su uz pomo¢
univarijatne jednoCimbenikske analize varijance (one-way ANOVA), sa Dunnetovim
testom za testiranje razlika izmedu kontrolne i obradenih skupina. Svi testovi provedeni

su uz razinu znacajnosti od 5 posto.



59

4 REZULTATI

U ovom radu istrazili smo:
ukupnu kvalitativhu 1 kvantitativnu kromatografsku analizu fenolnih komponenata
propolisa
antioksidacijski potencijal uzorka propolisa in vitro
utjecaj propolisa u dvijema dozama (100 mg kg” i 300 mg kg™ tjelesne teZine) na
oksidacijski (lipidna peroksidacija) i antioksidacijski status (aktivnost enzima CuZnSOD,
MnSOD, KAT, Gpx) u jetri, mozgu i plu¢ima zenki CBA miSeva starih 4 mjeseca
utjecaj propolisa u dvjema dozama (100 mg kg' i 300 mg kg™ tjelesne teZine) na
ekspresiju gena SOD-1, SOD-2, KAT i GPX-1 u istim tkivima
utjecaj propolisa u dvjema dozama (100 mg kg' i 300 mg kg’ tjelesne tezine) na
ekspresiju 96 gena koji sudjeluju u odgovoru organizma na stres i toksi¢nost
utjecaj propolisa u dvjema dozama (100 mg kg i 300 mg kg' tjelesne tezine) na
ekspresiju proteina SOD-1, SOD-2, KAT i GPX-1 u istim tkivima
utjecaj propolisa u dvjema dozama (100 mg kg” i 300 mg kg™ tjelesne teZine) na
oksidacijski (lipidna peroksidacija) i antioksidacijski status (aktivnost enzima CuZnSOD,
MnSOD, KAT, Gpx) u jetri, mozgu i plu¢ima zenki CBA miSeva starih 4 mjeseca u

normobaric¢kim uvjetima (100% O, na 1ATA tijekom 18 sati)
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4.1 KONCENTRACIJA FENOLA U ETANOLNOM EKSTRAKTU
PROPOLISA

Koncentracija detektiranih fenola u etanolnom ekstraktu propolisa prikazana je na
Slici 11. Od 13 odredenih fenola, 4 nisu bila prisutna (genistein, daidzain, miricetin,
taksifolin), krizin je bio prisutan u najvecoj koncentraciji (9.749 pmol/g propolisa), zatim
pinocembrin (8.074 umol/g propolis) i galangin (5.335 pmol/g propolisa), dok je
izoramnetin bio prisutan u najmanjoj koncentraciji (0,102 pmol/g propolisa). Neke
komponente su ostale neodredene zbog nemoguénosti odredivanja specifi¢nih uzoraka i

odgovarajucih standarda.

ng/g propolis

kavena kiselina
galangin
izoramnetin
kamferol
miricetin
genistein
naringenin
pinocembrin
taksifolin

Slika 11. HPLC analiza fenolnih komponenata u etanolnom ekstraktu propolisa.

NN=nije nadeno
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4.2 ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST PROPOLISA IN VITRO

Kako bi se usporedila antioksidacijska aktivnost propolisa prema poznatim
antioksidansima, vitamin C, troloks, (+)-katehin, BHT, Fe*" i propolis su podvrgnuti
FRAP testu (FRAP = ferric reduction/antioxidant power assay) (Slika 12). Ucinkovitost
odredenog antioksidansa u testu je izratunata u odnosu na reakcijski signal otopine Fe2*
poznate koncentracije. Fe2* u toj reakciji predstavlja redoks reakciju izmjene jednog
elektrona u FRAP testu. Unutar koncentracijskog opsega 100-1000 uM, najvisu relativnu
antioksidacijsku ucinkovitost posjeduje vitamin C, troloks 1 (+)-katehin. Relativna

antioksidacijska ucinkovitost propolisa jest 1.6 ekvivalenta troloksa.

2500 -

—e— BHT

—8— Fe2+
—a—PP

—O— (+)-Katehin
—2— Troloks
—O— Vitamin C

FRAP (mikromol/L)

0 100 500 1000

mikromol/L

Slika 12. Koncentracija fenolnih komponenata (vitamin C, troloks, (+)-katehin, Fe’",

BHT i ekstrakta nativnog propolisa (PP), u rasponu od 100 — 1000 uM, u FRAP testu.
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4.3 UTJECAJ PROPOLISA NA OKSIDACIJSKI STATUS U JETRI,
MOZGU I PLUCIMA

43.1 LPO

U homogenatima jetre, plu¢a i mozga miSeva proces lipidne peroksidacije u
kontrolnim i obradenim uzorcima pracen je odredivanjem koncentracije TBARS-a (Slika
13). Propolis je u dozi od 100 mg kg tjelesne teZine znadajno smanjio koncentraciju
TBARS-a u jetri (p=0,001), plu¢ima (p=0,001) i mozgu (p= 0,042). Propolis u dozi od
300 mg kg tjelesne tezine nije imao utjecaja u nijednom testiranom organu u odnosu na
kontrolne skupine.
4.3.2 CuZnSOD, MnSOD

U supernatantima homogenata jetre, pluca i mozga miseva odredena je aktivnost
CuZnSOD-a (Slika 14) i MnSOD-a (Slika 15). U plu¢ima i mozgu nijedna doza
propolisa nije mijenjala aktivnost CuZnSOD-a, dok je u dozi od 100 mg kg tjelesne
tezine propolis znacajno povecao aktivnost CuZnSOD u jetri (p=0,001). MnSOD
aktivnost ostala je nepromijenjena nakon primjene obje doze propolisa u mozgu i jetri, ali
je znadajno porasla u plu¢ima nakon obradaa u dozi od 100 mg kg™ tjelesne teZine

(p=0,002).



slika 13 LPO mozak pluca jetra

slika 14 cuznsod mozak pluca jetra
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slika 15 mnsod mozak pluca jetra

slika 16 katalaza mozak pluca jetra
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4.3.3 KAT, Gpx

U supernatantima homogenata jetre, pluca i mozga miseva odredena je aktivnost
KAT-a (Slika 16). Propolis je u obje doze povisio KAT aktivnost u plu¢ima (u dozi od
100 mg kg™ tjelesne tezine p=0,01; u dozi od 300 mg kg™ tjelesne tezine p<0,001). U
jetri propolis utjece na KAT aktivnost, premda porast KAT aktivnosti nije bio statisticki
znadajan. Povecana KAT aktivnost u mozgu Zenki obradenih s dozom od 300 mg kg™
tjelesne tezine bila je na granici statisticke znacajnosti (p=0,057). Aktivnost Gpx-a ostala
je nepromijenjena nakon obradaa s obje doze propolisa u svim testiranim organima (Slika

17).
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slika 17 gpx mozak pluca jetra
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4.3.4 Utjecaj propolisa na ekspresiju CuZnSOD (SOD-1), MnSOD (SOD-2),

KAT i Gpx-1 mRNA u jetri

Utjecaj propolisa na ekspresiju SOD-1, SOD-2, KAT i Gpx-1 mRNA u jetri
prikazan je na Slici 18a i 18b. Analizom PCR-skih produkata utvrdeno je da propolis u
jetri ne utjece na ekspresiju mRNA za SOD-1 niti u jednoj dozi. Medutim, propolis je
znacajno povecao ekspresiju mRNA za SOD-2 u obje doze (p<0,001), kao i mRNA za
KAT u dozi od 100 mg kg (p<0,005) i 300 mg kg™ tjelesne tezine (p<0,001). Na
snizenje ekspresije mRNA za Gpx-1 propolis utjede samo u dozi od 300 mg kg™ tjelesne

tezine (p=0,041).

4.3.5 Utjecaj propolisa na ekspresiju CuZnSOD (SOD-1), MnSOD (SOD-2),
KAT i Gpx-1 mRNA u plu¢ima
Utjecaj propolisa na ekspresiju SOD-1, SOD-2, KAT i Gpx-1 mRNA u plu¢ima
prikazan je na Slici 19a i 19b. Analizom PCR-skih produkata utvrdeno je da propolis u
plué¢ima znacajno snizava ekspresiju mRNA za SOD-2 u dozi od 100 mg kg™ tjelesne
tezine (p=0,021), dok je u obje doze znacajno snizio ekspresiju mRNA za KAT (doza od
100 mg kg™ tjelesne tezine p<0,004; doza od 300 mg kg™ tjelesne tezine p<0,006). Na

ekspresiju mRNA za SOD-1 i Gpx-1 propolis nije imao ucinka niti u jednoj dozi.



grafl8a RNA jetra

slika 18b RNA jetra
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graf 19a RNA pluca

slika 19b RNA pluca
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4.3.6 Utjecaj propolisa na ekspresiju CuZnSOD (SOD-1), MnSOD (SOD-2),
KAT i Gpx-1 mRNA u mozgu
Utjecaj propolisa na ekspresiju SOD-1, SOD-2, KAT i Gpx-1 mRNA u mozgu
prikazan je na Slici 20a i 20b. Analizom PCR-skih produkata utvrdeno je da propolis u
mozgu ne utjece na ekspresiju mRNA za SOD-1, SOD-2 i KAT niti u jednoj dozi,
premda KAT ima tendenciju povecanja koli¢ine mRNA. Nasuprot tome, znacajno
snizava ekspresiju mRNA za Gpx-1 u obje doze (100 mg kg™ tjelesne tezine p=0,004;

300 mg kg™ tjelesne teZine p=0,006) u odnosu na kontrolnu skupinu.



graf 20a RNA mozak

slika 20b RNA mozak
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4.3.7 Utjecaj propolisa na ekspresiju proteina CuZnSOD (SOD-1), MnSOD

(SOD-2), KAT i Gpx-1 u jetri

Utjecaj propolisa na ekspresiju proteina SOD-1, SOD-2, KAT i Gpx-1 u jetri
prikazan je na Slici 21a i 21b. Rezultati Western blot analize pokazali su da propolis u
jetri ne utjeCe znacajno na ekspresiju proteina SOD-1, SOD-2, KAT i Gpx-1. Koli¢ine
proteina za sva Cetiri enzima ostale su nepromijenjene nakon primjene obje doze
propolisa (100 mg kg™ tjelesne teZine, odnosno 300 mg kg™ tjelesne tezine).
4.3.8 Utjecaj propolisa na ekspresiju proteina CuZnSOD (SOD-1), MnSOD

(SOD-2), KAT i Gpx-1 u plu¢ima

Utjecaj propolisa na ekspresiju proteina SOD-1, SOD-2, KAT i Gpx-1 u plu¢ima
prikazan je na Slici 22a i 22b. Rezultati Western blot analize pokazali su da propolis ne
utjeCe znacajno na ekspresiju proteina SOD-1, SOD-2, KAT i1 Gpx-1 u plu¢ima, premda
oba obradaa blago snizavaju ekspresiju proteina SOD-2, KAT 1 Gpx-1, a ucinak je
izrazeniji u dozi od 300 mg kg tjelesne tezine. Ekspresija proteina SOD-1 ostala je
nepromijenjena nakon oba obradaa.
4.3.9 Utjecaj propolisa na ekspresiju proteina CuZnSOD (SOD-1), MnSOD

(SOD-2), KAT i Gpx-1 u mozgu

Utjecaj propolisa na ekspresiju proteina SOD-1, SOD-2, KAT i Gpx-1 u mozgu
prikazan je na Slici 23a i 23b. Rezultati Western blot analize pokazali su da propolis ne
utjeCe znacajno na ekspresiju proteina SOD-1, SOD-2, KAT i Gpx-1 u mozgu, premda
oba obradaa blago povecavaju ekspresiju proteina SOD-2 i KAT i to je izrazenije u dozi
od 300 mg kg' tjelesne tezine. Ekspresija proteina SOD-1 i Gpx-1 ostala je

nepromijenjena nakon oba obradaa.



graf 21 a wb jetra

slika m21b wb jetra
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graf 22a wb pluca

slika 22b wb pluca
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graf 23a wb mozak

slika 23b wb mozak

75



76

4.3.10 Utjecaj propolisa na ekspresiju 96 gena koji se aktiviraju u stresu i
toksi¢nosti

Kako bi odredili utjecaj propolisa u dozi od 100 mg kg™ tjelesne tezine i 300 mg
kg tjelesne teZine na ekspresiju 96 gena koji sudjeluju u stresu i toksi¢nosti, primijenili
smo membrane sa specificnim probama za 96 gena (tzv. DNA cipove - Slike 24, 25, 26).
Analizom &ipova utvrdili smo da u jetri propolis u dozi od 100 mg kg™ tjelesne teZine
snizava ekspresiju gena koji sudjeluju u oksidacijskom/metabolickom stresu (SOD-2,
p=0,038; Slika 27), apoptozi (TNFRSF1A, p=0,018; Slika 28) i popravku i oStecenju
DNA (XRCC1, p=0,001; Slika 29). U dozi od 300 mg kg tjelesne tezine, propolis je
znacajno povecao ekspresiju gena za upalne procese (IL1-B, p=0,014; Slika 30), (IL6,
p=0,021; Slika 31) i (NOS2, p=0,041; Slika 32). U plu¢ima je propolis znacajno smanjio
ekspesiju gena za apoptozu (CASP8, p=0,044, u dozi od 100 mg kg'; Slika 33);
TNFSF10, p=0,003, u obje doze; Slika 34), HMOX2, p=0,039; u dozi od 300 mg kg'l;
(Slika 35) 1 gena koji sudjeluju u oSte¢enju/popravku DNA (XRCC2, p=0,027; u dozi od
300 mg kg'; Slika 36); zatim gena koji sudjeluju u procesima upale (IL1a, p=0,011, u
obje doze (Slika 37); u proliferaciji/karcinogenezi (PCNA, p=0,048, u dozi od 100 mg
kg'; (Slika 38); oksidacijskom/metaboli¢kom stresu (CYP1A1, p=0,013 u dozi od 100
mg kg'; p=0,015 u dozi od 300 mg kg'; Slika 39). U mozgu propolis ne utjete na

ekspresiju nijednog od 96 ispitanih gena.
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KONTROLA
1B 2A 2B
propolis 100mg/kg
3B 4A 4B
propolis 300mg/kg
5A 5B 6A 6B

Slika 24. Ekspresija 96 gena u jetri u kontroli (14, 1B, 24, 2B), dozi od 100 mg kg

tielesne tezine (34, 3B, 44, 4B) i 300 mg kg tjelesne tezine (5A, 5B, 64, 6B). RNA je
prevedena u cDNA obiljezenu biotinom, koja je zatim hibridizirana na membrane
GEArray Q series Mouse Stress & Toxicity PathwayFinder Gene Array Kit (MM-012-12)
na kojoj su pricvrsc¢ene odgovarajuci komplementarni oligonukleotidni slijedovi za svaki
od 96 gena. Radiografski signal je detektiran metodom kemiluminiscencije prema
odgovarajucem GEArray Q and S Series protokolu. Signal u svakoj tocki membrane daje

mjeru aktivnosti pojedinog gena.
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Slika 25. Ekspresija 96 gena u pluc¢ima u kontroli (14, 1B, 24, 2B), dozi od 100 mg kg
tielesne tezine (34, 3B, 44, 4B) i 300 mg kg tjelesne tezine (5A, 5B, 64, 6B). RNA je
prevedena u cDNA obiljezenu biotinom, koja je zatim hibridizirana na membrane
GEArray Q series Mouse Stress & Toxicity PathwayFinder Gene Array Kit (MM-012-12)
na kojoj su pricvrséene odgovarajuci komplementarni oligonukleotidni slijedovi za svaki
od 96 gena. Radiografski signal je detektiran metodom kemiluminiscencije prema

odgovarajucem GEArray Q and S Series protokolu. Signal u svakoj tocki membrane daje

mjeru aktivnosti pojedinog gena.
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KONTROLA
1B 2A 2B
propolis 100mg/kg
3B 4A 4B
propolis 300mg/kg
5A 5B 6A 6B

Slika 26. Ekspresija 96 gena u mozgu u kontroli (14, 1B, 24, 2B), dozi od 100 mg kg™

tjelesne tezine (34, 3B, 44, 4B) i 300 mg kg'l tjelesne tezine (54, 5B, 64, 6B). RNA je
prevedena u cDNA obiljezenu biotinom, koja je zatim hibridizirana na membrane
GEArray Q series Mouse Stress & Toxicity PathwayFinder Gene Array Kit (MM-012-12)
na kojoj su pricvrséene odgovarajuci komplementarni oligonukleotidni slijedovi za svaki
od 96 gena. Radiografski signal je detektiran metodom kemiluminiscencije prema
odgovaraju¢em GEArray Q and S Series protokolu. Signal u svakoj tocki membrane daje

mjeru aktivnosti pojedinog gena.



(SOD-2, p=0,038; slika 27)

(TNFRSF1A, p=0,018; slika 28)
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(XRCC1, p=0,001; slika 29)

(IL1-B, p=0,014; slika 30)
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(IL6, p=0,021; slika 31)

(NOS2, p=0,041; slika 32)
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(IL10, p=0,011; slika35)

(PCNA, p=0,048; slika36),
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(CYPIAL1, p=0,013, slika 37)

(IL1a, p=0,013; slika 38),

&5



86

graf s1.39



87

4.4 UTJECAJ PROPOLISA NA OKSIDACIJSKI/JANTIOKSIDACIJSKI
STATUS U JETRI, MOZGU I PLUCIMA U HIPERBARICKIM
UVJETIMA

44.1 LPO

U homogenatima jetre, pluc¢a i mozga miseva proces LPO-a pracen je u uvjetima
100%tnog kisika (oksidacijski stres) kod zivotinja hranjenih samo komercijalnom
hranom, te u uvjetima 100%tnog kisika u zivotinja hranjenih dvjema dozama propolisa
(100 mg kg™ tjelesne tezine i 300 mg kg™ tjelesne tezine) (Slika 40). Oksidacijski je stres
(1 ATA) znacajno povecéao koncentraciju TBARS-a u jetri (p<0,001) i plu¢ima
(p=0,043). U mozgu Ccisti kisik takoder povecava koncentraciju TBARS-a, ali taj u€inak
nije znacajan. U zivotinja hranjenih propolisom i obradenih 100%tnim kisikom, obje
koncentracije propolisa smanjile su povecanu koncentraciju TBARS-a u jetri i plu¢ima
na vrijednosti kontrolne skupine. Sli¢an, iako statisticki neznac¢ajan uc¢inak propolis ima i
u mozgu.

4.4.2 CuZnSOD, MnSOD

U supernatantima jetre, pluéa i mozga zenki miSeva odredena je aktivnost
CuZnSOD i1 MnSOD-a u uvjetima 100%tnog kisika kod Zivotinja hranjenih samo
komercijalnom hranom, te u uvjetima 100%tnog kisika u Zivotinja hranjenih dvjema
dozama propolisa (100 mg kg™ tjelesne teZine i 300 mg kg™ tjelesne tezine) (Slika 41).
Oksidacijski stres nije promijenio CuZnSOD aktivnost, dok propolis u uvjetima
oksidacijskog stresa ni u jednoj dozi nije mijenjao CuZnSOD aktivnost. U uvjetima
oksidacijskog stresa MnSOD aktivnost se povecala u jetri (p<0,001). Propolis u dozi od

100 mg kg™ tjelesne teZine je snizio aktivnost MnSOD-a u odnosu na skupinu obradenu u
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uvjetima oksidacijskog stresa, dok je aktivnost MnSOD-a smanjena u jo§ ve¢oj mjeri u
skupini obradenoj dozom od 300 mg kg™ tjelesne tezine (p<0,001). Aktivnost MnSOD-a
u pluéima skupine obradene sa propolisom u dozi od 100 mg kg tjelesne teZine u
uvjetima oksidacijskog stresa bila je pove¢ana u odnosu na kontrolnu skupinu (p=0,032),
Sto je rezultat propolisa per se. (Slika 42).

4.4.3 KAT, Gpx

U supernatantima jetre, plu¢a i mozga miSeva odredena je aktivnost KAT-a i
Gpx-a u uvjetima 100%tnog kisika kod Zivotinja hranjenih samo komercijalnom hranom,
te u uvjetima 100%tnog kisika u zivotinja hranjenih dvjema dozama propolisa (100 mg
kg tjelesne tezine i 300 mg kg™ tjelesne tezine) (Slika 43). Katalazna aktivnost u jetri
nije promijenjena niti u uvjetima oksidacijskog stresa, kao ni uvjetima 100%tnog kisika u
zivotinja hranjenih dvjema dozama propolisa. U mozgu je aktivnost katalaze znacajno
porasla u uvjetima oksidacijskog stresa (p<0,001), a obje su doze propolisa u uvjetima
oksidacijskog stresa smanjile KAT aktivnost na vrijednosti kontrolne skupine. U plu¢ima
oksidacijski stres nije imao utjecaja na KAT aktivnost, dok je u kombinaciji s objema
dozama propolisa znacajno povisio KAT aktivnost u odnosu na kontrolnu skupinu
(p<0,001). Gpx aktivnost u jetri, plu¢ima i mozgu ostala je nepromijenjena u uvjetima
oksidacijskog stresa, kao 1 uvjetima oksidacijskog stresa u Zzivotinja hranjenih dvjema

dozama propolisa. (Slika 44).
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graf lpo 40
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graf cuzn i mnsod 41, 42



91

graf kat gpx
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5 RASPRAVA

U ovom radu istrazili smo oksidacijski/antioksidacijski u¢inak nativnog propolisa
u jetri, mozgu i pluéima Zenki CBA miSeva starih 4 mjeseca, kao i djelovanje nativnog
propolisa na oksidacijski/antioksidacijski status u jetri, plu¢ima i mozgu miseva izlozenih
oksidacijskom stresu (100%tni kisik tijekom 18 sati). Nativni je propolis takoder
podvrgnut kvalitativnoj 1 kvantitativnoj kromatografskoj analizi, koja je pokazala da je
glavni flavonoid detektiran u uzorku nativnog propolisa krizin. Razlike u kemijskom
sastavu propolisa koriStenog u nasim pokusima i propolisa kojeg je proucavao Kosalec i
sur. 2003., a koji je skupljan u kontinentalnom dijelu Hrvatske, su uglavnom
kvantitativne prirode. U njegovoj studiji pinocembrin je bio najviSe prisutan flavonoid,
iza kojeg je po zastupljenosti slijedio krizin. Razliciti sastavi flavonoida i/ili koli¢ine u
kojima su pojedini flavonoidi zastupljeni u propolisu su ofekivane stoga §to osim mjesta
na kojem je skupljan propolis, razlike u sastavu mogu nastati i zbog utjecaja lokalne
flore, sezonskih razlika ili utjecaja samog okoliSa (Bankova i sur. 1998.). Hrvatski
propolis, nadalje, ima 3.75 puta vecu koli¢inu krizina nego brazilski propolis (Shimizu i
sur. 2004.). Ova spoznaja je od velikog znacaja stoga Sto krizin, osim fitoestrogenih,
antioksidacijskih (Woo i sur. 2005.), kao i anksiolitickih aktivnosti (Salgueiro i sur.
1997.) djeluje 1 kao kompetitivni inhibitor aromataze (Jeong i sur. 1999.). Kao takav
krizin moze regulirati gonadalne funkcije povecanjem testosterona i smanjenjem
estrogena (Seralini 1 Moslemi, 2001.). Osim toga, lijekovi koji inhibiraju aromatazu
koriste se za lijeCenje zena koje imaju povecanu predispoziciju za rak dojke (Zhang i sur.
2004.). Uzorak nativnog propolisa koriStenog u ovoj studiji pokazao je u in vitro uvjetima

da ima relativno niski antioksidacijski potencijal (1.6 umol/L) u odnosu na troloks koji
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ima najvisi antioksidacijski potencijal (2.0 pmol/L). Za razliku od relativno niskog
antioksidacijskog kapaciteta in vitro, propolis u nasem radu ima jaki antioksidacijski
ucinak in vivo. To moze biti od znacaja jer su i ostali autori dokazali da postoje suprotna
in vitro 1 in vivo oksidacijska/antioksidacijska svojstva razli¢itth namirnica bogatih
flavonoidima (Lotito i1 Frei, 2004.). Taj se uc¢inak pokazao ovisan o tkivu i dozi. Pozitivan
uéinak propolisa pokazan je u dozi od 100 mg kg™ tjelesne tezine, gdje je propolis
smanjio LPO u svim ispitanim tkivima (jetri, plu¢ima i mozgu), dok u dozi od 300 mg kg’
! tjelesne tezine nije imao nikakav uéinak niti u jednom od ispitivanih organa. Smanjena
LPO je vjerojatno posljedica povecane aktivnosti CuZnSOD-a u jetri, kao i povecane
aktivnosti MnSOD-a i KAT-a u plu¢ima. Manje je vjerojatno da je smanjenje LPO
rezultat Gpx-a jer se aktivnost istog nije promijenila tijekom obradaa u nijednom organu.
U literaturi postoji mali broj podataka o dvojnom ucinku propolisa na antioksidacijski
status in vivo u ovisnosti o dozi u smislu zastitnog/Stetnog djelovanja (Ichikawa i sur.
2002.), ali dosad nema nijednog podatka koji je ispitivao djelovanje nativnog propolisa
na oksidacijski/antioksidacijski status u istom smislu. Dozna ovisnost pripravaka koji se
koriste preventivno kao dodatak prehrani vazan je podatak jer se dugo smatralo da
antioksidansi, kao npr. vitamin C i1 E uvijek djeluju protektivno, tj. da nemaju
prooksidacijskih svojstava bez obzira na dozu. Medutim, sve je viSe literaturnih podataka
koji ukazuju na Stetno (prooksidacijsko) djelovanje antioksidanasa u vi§im dozama, a §to
se poglavito odnosi na vitamin C u povecanoj dozi (Kadiiska i sur. 1995.; Porter, 1995.).
Ispitivali smo, nadalje, mehanizam djelovanja propolisa u obje doze na ekspresiju
gena za SOD-1, SOD-2, KAT i Gpx-1 u jetri, plu¢ima i mozgu, kao i koli¢inu proteina

istih gena, te smo usporedili ova dva nivoa regulacije sa aktivnos$¢u istih u sva tri
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ispitivana organa. Pokazali smo da u jetri kolicina mRNA za SOD-1 nije bila
promijenjena ni u kojoj dozi, kao ni koli¢ina proteina SOD-1. Aktivnost je, medutim
znacajno porasla u dozi od 100 mg kg™ obzirom na kontrolnu skupinu Zivotinja. SOD-2
je, s druge strane, znac¢ajno porastao na transkripcijskom nivou, i to u ovisnosti o dozi,
dok je koli¢ina proteina SOD-2 kao i aktivnost ostala nepromijenjena. Ovaj podatak je
vrlo bitan jer ukazuje na moguci tumor-supresorski ucinak propolisa u jetri, §to je u
korelaciji sa ostalim podacima iz literature, gdje je pokazano da povecana ekspresija
MnSOD-a potiskuje tumorigeni¢nost stanica melanoma i glioma stanica, sugerirajuci
tako ulogu enzima kao tumor-supresora u razli¢itim vrstama raka (Ridnour i sur. 2004.;
Zhong i sur. 1997.). U plu¢ima propolis nije imao utjecaja na CuZnSOD u nijednoj dozi:
promjene nisu nadene niti na nivou RNA, niti u koli¢ini proteina, kao ni u aktivnosti
enzima. Ovdje zapazamo slicne karakteristike enzima kao 1 u jetri, a to su slaba (ili pak
nikakva) promjena enzima obzirom na obrada. Ovi rezultati se slazu sa rezultatima iz
literature, koji su pokazali da je CuZnSOD relativno inertan enzim (Coto-Montes i sur.
1997.), a to je potvrdeno i u naSim prijasnjim studijama (Sobocanec i sur. 2003.).
Medutim, nadena je razlika izmedu transkripcijske aktivnosti gena za MnSOD u plu¢ima
1 njegove aktivnosti, koje medusobno nisu u korelaciji. Pokazali smo smanjenu ekspresiju
gena za MnSOD u dozi od 100 mg kg™ dok je aktivnost MnSOD-a porasla. Ista situacija
je pokazana u modulaciji KAT-a, gdje je prisutan dozno ovisan pad ekspresije, dok
aktivnost biljezi dozno ovisni porast. Promjene u aktivnosti ovih enzima ne odgovaraju
promjenama na transkripcijskom nivou, nego su upravo suprotnoga smjera. Ovakva
situacija moze se objasniti posttranskripcijskim regulacijskim mehanizmima

antioksidacijskih enzima pomocu drugih ¢imbenika (Wilson DO 1 sur. 2000) tako da
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dobivene razlike ne moraju nuzno odrazavati promjene u razini njihove enzimatske
aktivnosti. Transkripcija gena za KAT u jetri pokazala je dozno-ovisnu regulaciju na
gore. Na nivou proteina nije zamijecena promjena u koli¢ini, dok je aktivnost KAT-a
proporcionalno pratila porast transkripcije, premda ne znacajno. Ovi rezultati pokazuju
antioksidacijski 1 tumor-supresivni ucinak u smislu zastite organa jer je pokazano da je u
nekim tumorima aktivnost katalaze kao i1 ekspresija smanjena (Chung-man i sur. 2001.).
Opcenito, obzirom da u literaturi postoje protuslovni podaci o aktivnosti, koli¢ini
proteina kao i transkripciji antioksidacijskih enzima (Sohal i sur. 2002.; Wilson i sur.
2000.). Ekspresija mRNA za Gpx-1 snizena je ovisno o dozi u jetri i mozgu, dok u
plu¢ima postoji tendencija sniZzenja koja nije statisticki znacajna. Koli¢ina proteina kao i
njegova aktivnost ostala je nepromijenjena obzirom na obrada u svim tkivima. Gpx-1 ima
glavnu ulogu u antioksidacijskoj obrani organizma u fizioloSkim uvjetima jer je pokazano
da je njegova ekspresija usporedna s metaboliCkom aktivnosti tkiva i samim tim s
poveCanom proizvodnjom RKV-a (Brigelius-Flohe, 1999.). Obzirom da je na
transkripcijskom nivou u jetri i mozgu pokazana znacajno snizena kolicina mRNA za
Gpx-1 u obje doze, moglo bi se re¢i da propolis ima protektivnu, tj. antioksidacijsku
ulogu u tim organima, dok je u plu¢ima njegova uloga bila marginalna, tj. enzim se
pokazao kao relativno inertan.

Rezultati dobiveni u ovoj studiji pokazuju da je mehanizam regulacije
antioksidacijskih enzima u razli¢itim organima u obje doze reguliran na vise
molekularnih stupnjeva, te ukazuje na kompleksnost antioksidacijskog sustava. U
literaturi dosad ne postoje podaci koji obuhvacaju sva tri antioksidacijska enzima na

transkripcijskom, translacijskom nivou, te na razini njihove aktivnosti u jetri, mozgu i
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plu¢ima zenki CBA miSeva. Postoje neka istrazivanja koja obuhvacaju regulaciju samo
jednog enzima na sva tri nivoa regulacije, a ta ista su pokazala da aktivnost MnSOD-a
nije popracena porastom koli¢ine njegova proteina, S$to upucuje na to da osim
transkripcijske aktivacije postoji i translacijska/posttranslacijska regulacija ekspresije
gena za MnSOD (Ho 1 sur. 1996.). Neki drugi autori, takoder, dokazuju da
antioksidacijski enzimi nisu regulirani uskladeno i da je ta regulacija vrlo kompleksna, te
da se odvija na razli¢itim stupnjevima (Chen i sur. 1993.).

Kako bi odredili utjecaj propolisa u obje doze na ekspresiju 96 gena koji sudjeluju u
stresu 1 toksi¢nosti, koristili smo membrane sa specificnim oligonukleotidnim probama
na odgovarajuc¢ih 96 gena (tzv. DNA cipove). Prednosti ove tehnike su u tome S$to se na
ovaj nacin moze odrediti istovremeno transkripcijski obrazac velikog broja gena u istim
ili razli¢itim uvjetima. Obzirom na male dimenzije Cipa, iz jednog pokusa moguce je
dobiti veliku koli¢inu podataka, kao npr. informacije o slozenim metaboli¢kim putevima,
detaljan prikaz genotipa, a isto tako je moguce odrediti profil genske ekspresije vezane uz
odredeni obrada (Bassett i sur. 1999.). Medutim, dosad ne postoje podaci koji bi istrazili
ucinak nativnog propolisa na gensku ekspresiju 96 gena u jetri, mozgu i plu¢ima miseva.
Metoda genske ekspresije putem Cipova dobivena u nasoj studiji pokazala je da je ucinak
propolisa na ekspresiju gena ukljucenih u odgovor organizma na oksidacijski stres i
toksi¢nost tkivno i dozno specifican. Propolis u mozgu nije imao znacajan ucinak na
ekspresiju 96 gena niti u jednoj dozi. U jetri je medutim pokazao doznu ovisnost: 100 mg
kg tjelesne tezine imalo je antioksidacijski u¢inak jer je znadajno smanjio ekspresiju
gena koji su ukljuceni u oksidacijski/metabolicki stres (SOD-2), popravak/ostec¢enje

DNA (XRCC1), te aktivaciju apoptoze (TNFRSF1A). Smanjena ekspresija SOD-2
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ukazuje na zastitni u¢inak propolisa u dozi od 100 mg kg™ tjelesne teZine jer je poznato
da je povecana ekspresija SOD-2 povezana sa nastankom tumora (Pani i sur. 2000.).
Osim toga, ekspresija TNFRSFIA je smanjena u istoj dozi. Regulacija na gore
TNFRSF1A (TNF Receptor type 1) potice signalnu kaskadu koja uzrokuje aktivaciju
gena koji sudjeluju u procesima upale, poticanju apoptoze i represiji odredenih gena
(Nanes S 1 sur. 2003), pa se tako moze zakljuciti da propolis smanjenjem ekspresije
TNFRSF1A ima antiapoptotski i protuupalni ucinak. XRCC-1 (X-ray-repair-cross-
complementing-1) je tipi¢an primjer gena odgovornih u popravku oksidacijskog DNA
osteCenja, tj. oSteenja nastalog wuslijed djelovanja UV zracenja. Povecanje
transkripcijskog produkta zapazen je nakon izlaganja UV zracenju, a bioloSko znacenje
tog porasta je u skladu sa trajnim oksidacijskim oSte¢enjem DNA (Fang-Kircher 1 sur.
1999.). Poznato je da je mehanizam popravka oSte¢enja DNA uklju¢en u proces
ishemije/reperfuzije u mozgu; u tome XRCC-1 igra kljucnu ulogu jer popravlja oStecenja
uzrokovana oksidacijskim stresom (Fujimura i sur. 1999.). Neke pak studije pokazuju pad
u ekspresiji XRCC-1 mRNA in vitro, koji upucuje na DNA ostecenje (Yoo i sur. 1992.),
ali detaljna uloga XRCC-1 u patofiziolo§skim procesima in vivo je potpuno nepoznata.
Nasa je studija pokazala da smanjena ekspresija XRCC-1 u jetri moze biti posljedica
zaititnog uginka propolisa u dozi od 100 mg kg™'. S druge strane, doza od 300 mg kg™
imala je znaCajni prooksidacijski/proinflamatorni ucinak u jetri. To se ocituje u
selektivnoj upregulaciji gena koji sudjeluju u upalnim procesima: IL-1f3, IL6 1 NOS2.
Literaturni podaci pokazali su da IL1 moZze inducirati proizvodnju i oslobadanje
medijatora NOe 1 prostaglandina E2 (PGE2). IIp je takoder uklju¢en u katabolicke

proupalne procese, jer utjece na indukciju gena ukljucenih u upalu i razgradnju, a to su
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geni NOS2 i COX2 (LeGrand i sur. 2001.). Inducibilan oblik NOS-a (NOS2) producira
visoke koli¢ine NOe i najcesce je povezan s upalom u reumatskim bolestima (Grabowski
i sur. 1997.). Nadalje, inducibilni COX (COX2) je izoforma koja je uglavnom odgovorna
za povecanu koli¢inu PGE2 u artritisu (Attur i sur. 1999.). Ovi podaci su u skladu sa
naSim eksperimentima koji pokazuju prooksidacijski u¢inak propolisa u dozi od 300 mg
kg™ jer reguliraju na gore gene odgovorne za upalne procese, a takav identi¢an proupalni
mehanizam su takoder potvrdili i drugi (Nair i sur. 2002.; Wei i sur. 2001.). Medutim,
ocito je da je selektivni ucinak propolisa tkivno specifian, jer je u plu¢ima zabiljezena
znaGajno smanjena ekspresija 7 gena, u obje doze. U dozi od 100 mg kg™ propolis je
zna€ajno smanjio ekspresiju gena CASP8 (kaspaza 8), PCNA (proliferating cell nuclear
antigen), TNFSF10, IL1a 1 CYP1A1. CASP8 i TNFSF10 su geni ¢ija regulacija na gore
uzrokuje ulazak stanice u apoptozu i to tako da se regulacijom na gore TNFSF10 gena
aktivira njegov protein Trail, koji poti¢e aktivaciju CASPS8, te apoptoticke kaskade.
CASP8 je kljuc¢ni enzim u receptorski posredovanoj apoptozi, a inhibicija ekspresije gena
za CASP8 sprecava apoptozu posredovanu preko ovih receptora. Moglo bi se, stoga, re¢i
da propolis ima i antiapoptotski u¢inak jer smanjuje indukciju proapoptoti¢kih gena. Ovaj
podatak je u skladu sa Theoharidesom i sur (2001.), koji su takoder pokazali njegov
antiapoptoticki ucinak. Nadalje, ekspresija gena CYP1A1 je znacajno smanjena u obje
doze. Murray i sur. (2006.) su pokazali da galangin inhibira AhR (aril hidrokarbon
receptor) koji je transkripcijski ¢imbenik, a sudjeluje u angiogenezi, stanicnom odgovoru
na hipoksiju, kao i u procesu karcinogeneze. Aktivacija AhR-a se ogleda kroz indukciju
CYPI1 gena koji kodiraju CYP1A1, 1A2 i 1B1 monooksigenaze, koje pak metaboliziraju

policiklicke aromatske ugljikovodike (PAH) i1 dioksine u mutagene intermedijere
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(Whitlock, 1990.). Pokazano je da galangin blokira indukciju CYP1Al u tumorskim
stanicama sisavaca (Ciolino i sur. 1999.) i tako zapravo ima potencijal za blokiranje
nastanka mutagenih metabolita u tumorskim stanicama.

Oksidacijski stres u obliku hiperoksije je znacajno povecao LPO u jetri i plu¢ima, dok
je u mozgu zabiljeZena tendencija ka povecanju LPO, premda nije bila znacajna. Razlog
povecanoj otpornosti mozga na oksidacijski stres je u tome Sto je mozak zaSti¢en od
osteCenja zbog velikog porasta u aktivnosti KAT-a (preko 350%tno povecanje
aktivnosti). Jetra je zbog relativno niskog porasta u aktivnosti KAT-a, bila neotporna na
hiperoksiju, bez obzira Sto je aktivhost MnSOD-a porasla; ova promjena u aktivnosti
SOD-a nije uspjela doprinijeti otpornosti jetre na oksidacijski stres. Obzirom da
hiperoksija u plu¢ima nije povezana sa porastom obrambenih ¢imbenika od oksidacije,
pluca su pokazala najveci porast u LPO od svih ispitivanih organa. Porast u koncentraciji
TBARS-a u sva tri ispitivana organa induciran hiperoksijom, dokinut je sa obje doze
propolisa. U jetri je propolis u dozi od 300 mg kg™ dokinuo porast MnSOD-a i KAT-a.U
mozgu je povecana KAT aktivnost takoder dokinuta propolisom. U plu¢ima miSeva
obradenih propolisom prije hiperoksije, MnSOD i1 KAT aktivnost su znacajno porasle.
Ova spoznaja je od klju¢ne vaznosti zbog toga $to su pluca odraslih Zivotinja, nasuprot
plu¢ima novorodenih zivotinja, osjetljiva na hiperoksiju jer nisu sposobna dovoljno brzo
aktivirati zastitni biokemijski odgovor na oksidacijski stres (Ischiropoulos, 2001.).
Rezultati ove studije pokazuju da ova vazna sposobnost novorodenih Zivotinja moze biti
vrac¢ena i u odraslih jedinki administracijom nativnog propolisa tijekom hiperoksije. 1z
ovih podataka zaklju¢uje se da nativni propolis iz kontinentalne regije Hrvatske ima

zaStitni uinak na mozak, pluéa 1 jetru u fizioloSkim uvjetima, ali i uvjetima
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oksidacijskog stresa. Ta spoznaja moze pomoc¢i u zastiti od hiperoksije u populaciji
novorodenih 1 starijih osoba kojima je potrebna veca otpornost na oksidacijski stres u
uvjetima produzenog izlaganja Cistom kisiku tijekom obradaa u hiperbari¢koj komori. U
plu¢ima podvrgnutima hiperoksiji propolis potice indukciju aktivnosti antioksidacijskih
enzima koji su u odraslih jediniki priguSeni. Osim toga, visoka koncentracija krizina u
uzorku nativnog propolisa mogla bi se potencijalno koristiti kao sredstvo koje povecava

koncentraciju testosterona ili kao dijetetski dodatak u lijecenju raka dojke.
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ZAKLJUCCI

Prvi je put istrazen ucinak nativnog propolisa in vivo na oksidacijski/antioksidacijski
status u miSeva

Premda je antioksidacijski potencijal nativnog propolisa u in vitro uvjetima relativno
nizak, taj je antioksidacijski u€inak jak u in vivo uvjetima

Nativni je propolis pokazao doznu ovisnost i to tako da je u manjoj dozi imao
antioksidacijski (zastitni) ucinak, a u ve¢oj dozi prooksidacijski (Stetni) uc¢inak
Oksidacijski status nakon obradaa nativnim propolisom ne pokazuje tkivnu, ali
pokazuje doznu ovisnost.

Antioksidacijski status pokazuje tkivnu, kao i doznu ovisnost

Promjena aktivnosti antioksidacijskih enzima u jetri nije korelirala s koli¢inom
njihove mRNA, dok je u plu¢ima promjena u aktivnosti istih uglavnom imala
proporcionalnu promjenu u mRNA.

Nije zapazena nikakva znaCajna promjena u ekpresiji proteina za sve ispitivane
antioksidacijske enzime, niti obzirom na dozu, niti obzirom na ispitivano tkivo
Analizom DNA ¢&ipova utvrdeno je da propolis u dozi od 100 mg kg™ u jetri ima
zaStitni uc¢inak jer regulira na dolje gene ukljucene u oksidacijski/metabolicki stres,
apoptozu i odteéenje DNA; u dozi od 300 mg kg™ propolis ima prooksidacijski u¢inak
jer regulira na gore gene ukljucene u proupalne reakcije; u plu¢ima je propolis u obje
doze imao zastitni ucinak jer je regulirao na dolje gene odgovorne u apoptozi,
oste¢enju DNA, oksidacijskom/metabolickom stresu i procesima upale; u mozgu

propolis nije imao uc¢inka u nijednoj dozi
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U hiperbarickim uvjetima propolis je smanjio oksidacijski stres u sva tri ispitivana
tkiva u dozi od 100 mg kg'; u pluéima je taj udinak propolis ostvario poveéanjem
aktivnosti antioksidacijskih enzima (MnSOD, KAT). Propolis ima znacajan ucinak u
odraslih jedinki u uvjetima 100%tnog kisika regulacijom na gore antioksidacijskih
enzima, buduci su isti u odraslih jedinki inaktivni, tj. njihova se aktivnost ne moze

potaknuti
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7 SAZETAK

Propolis je tijekom stolje¢a, a u posljednje vrijeme i u suvremenoj medicinskoj
praksi ispitivan i koriSten kao protuvirusno, protubakterijsko i protugljivicno sredstvo.
Bioloski ucinci propolisa vezani su uz antibiotska, protuupalna i antioksidacijska
svojstva. Jedan od sastojaka propolisa su flavonoidi, ¢ija je karakteristika visoki
antioksidacijski potencijal zbog kojeg im se pripisuje sposobnost prevencije razlicitih
bolesti kao S§to su razli¢ite vrste tumora, osteoporoza, kardiovaskularne i
neurodegenerativne bolesti. U naSim ispitivanjima koristili smo nativni propolis u dvije
doze (100 mg kg, 300 mg kg'), kojem smo istrazili sastav, udio i vrstu flavonoida
odgovornih za njegov oksidacijski/antioksidacijski ucinak. Krizin je bio prisutan u
najvecoj koncentraciji, dok je izoramnetin bio prisutan u najmanjoj. Antioksidacijski
potencijal nativnog propolisa u in vitro uvjetima je bio relativno nizak. Medutim, propolis
znacajno povisuje antioksidacijski ucinak in vivo uvjetima u jetri, plu¢ima i mozgu
miSeva. Ucinak nativnog propolisa pokazao ovisio je o dozi i to tako da je u manjoj dozi
djelovao antioksidacijski (zastitno), a u vecoj dozi prooksidacijski (Stetno). Oksidacijski
status nakon obradaa nativnim propolisom nije pokazao tkivnu, ali je pokazao doznu
ovisnost. Antioksidacijski status pokazao je tkivnu i doznu ovisnost; u mozgu nije
pokazao promjenu, dok je najveéa promjena zabiljezena u plu¢ima i u manjoj mjeri u
jetri. Promjena aktivnosti antioksidacijskih enzima u jetri nije korelirala s koli¢inom
njihove mRNA, dok je u plu¢ima promjena u aktivnosti istih uglavnom bila
proporcionalna promjeni u mRNA. Nije zapazena znacajna promjena u ekpresiji proteina
za sve ispitivane antioksidacijske enzime, niti obzirom na dozu, niti obzirom na

ispitivano tkivo. Analizom DNA &ipova utvrdeno je da propolis u dozi od 100 mg kg™ u
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jetri ima zatitni u¢inak, dok je u dozi od 300 mg kg” taj u¢inak prooksidacijski. U
plu¢ima je propolis u obje doze imao zaStitni uc¢inak, dok u mozgu nije imao ucinka na
ispitivane gene. U hiperbarickim uvjetima propolis je smanjio oksidacijski stres u sva tri
ispitivana tkiva u dozi od 100 mg kg'. U plué¢ima je taj uginak propolis ostvario
povecanjem aktivnosti antioksidacijskih enzima (MnSOD, KAT). Antioksidacijski
ucinak propolisa porijeklom iz Hrvatske do sada nije istrazivan u in vivo sistemima. Isto
tako po prvi puta se ispituje nativni propolis (tehnologijska inovacija) za razliku od do
sada ispitivanih vodenih ili alkoholnih ekstrakata. Rezultati ove studije takoder pokazuju
da sposobnost zastitnog odgovora u plu¢ima na oksidacijski stres koji postoji u
novorodenih, ali se gubi u odraslih jedinki, moze biti obnovljena uporabom nativnog
propolisa tijekom hiperoksije. Ta spoznaja moze pomoci u zastiti od hiperoksije u

populaciji odraslih tijekom terapije kisikom.
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8 SUMMARY

Propolis has been used in folk medicine since ancient times. Nowadays, its usage
has reached the stage of scientific medicine. Propolis is considered to have antiviral,
antibacterial, antifungal and antioxidant properties due to its scavenging capacity of free
radicals. Propolis is composed, beside other compounds, of flavonoids which have high
antioxidative potential and, therefore, are able to prevent various pathological states
(tumors, osteoporosis, cardiovascular and neurodegenerative diseases). In our study we
determined flavonoid composition of ethanolic extract of propolis. We used two doses of
native propolis (100 mg kg bw and 300 mg kg™ bw, respectively). Chrysin was the most
abundant flavonoid, while isorhamnetin was the least abundant flavonoid found in our
sample of native propolis. Antioxidant potential of native propolis in vitro was relatively
low. On the contrary, propolis had very high antioxidative capacity in vivo. This effect
was dose- and tissue-dependent. While lower dose had protective effect, higher dose was
prooxidative. Oxidative status after propolis treatment appeared to be dose-, but not tissue
dependent. Antioxidative status was both dose- and tissue-dependent: it was unchanged
in brain while in liver and lungs it changed significantly. Change in antioxidant enzyme
activities due to propolis did not correlate with their mRNA level in liver. In lungs
change in activity was paralleled with change in mRNA level. Protein level of antioxidant
enzymes, on the other hand, revealed no change upon propolis treatment in any tissue
with any dose tested. DNA chip analysis showed protective effect of propolis in lower
dose (100 mg kg bw) in liver, while higher dose had prooxidative effect. In lungs both
doses of propolis had protective effect. In brain porpolis had no effect on none of the

genes tested.
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In hyperoxia oxidative stress was lowered via increased antioxidant enzyme activity
(particulary MnSOD and CAT). Antioxidant effect of native propolis has not been
examined in vivo so far. This is the first time that native propolis has been investigated
since there have been only water/ethanol extracts of propolis investigated. Also, the
results of this study show that propolis in lungs subjected to hyperoxia offers the
possibility to turn on the antioxidant enzyme activity which is normally shut down in
adult animals. This might circumvent te oxygen toxicity in the large population of adults

who require prolonged high concentration oxygen therapy.
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