Hipoglikemijski i hepatoprotektivni ucinak vrsta roda
Globularia na HepG2 stanicama u hiperglikemijskim
uvjetima

~

Culjak, Sandra

Master's thesis / Diplomski rad
2015

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:163:243481

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-12

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:243481
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:192
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:192
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:192

Sandra Culjak

Hipoglikemijski i hepatoprotektivni uc¢inak
vrsta roda Globularia na HepG2 stanicama

u hiperglikemijskim uvjetima

DIPLOMSKI RAD

Predan SveuciliStu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, 2015.



Ovaj diplomski rad je prijavljen na kolegiju Klinicka biokemija s hematologijom, Sveucilista
u Zagrebu Farmaceutsko — biokemijskog fakulteta i izraden na Zavodu za medicinsku

biokemiju i hematologijju pod stru¢nim vodstvom izv. prof. dr. sc. Roberte Petlevski.

ZAHVALA

Iskreno se zahvaljujem svojoj mentorici, izv. prof. dr. sc. Roberti Petlevski, na brojnim
struénim savjetima i potpori tijekom izrade ovog rada.

Dodatno se zahvaljujem prijateljima na nesebicnom razumijevanju i podrsci.

I na kraju, zahvaljujem se svojoj obitelji na iskazanoj podrSci i razumijevanju tijekom cijelog
Skolovanja.



SADRZAJ

0 V4. ) 1
1.1, SeCerNa DOIESt...cevvueneerrrnneeerrrnneeerrenneeersanneeesssnneeessssneeessssnnnesnes 1
1.1.2. Tip 1 $€Cerne BOlesti.........cvvueeiuiiniieiiniiieniaiinioiasinssnssssssnsonssnns 2
1.1.2. Tip 2 §eCerne Bolesti...........cueeueineiaineineininnniiiiniiiiiiiiiiiiiiciieens 3
1.2. Komplikacije Secerne bolesti.......ccccvvvuiiiieiiiniiiiiiieiiinieieieiniennnn 4
1.2.1. OKSTAAUIVAL SIFES...ueenneiiinneniiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 5
1.2.2. Oksidativni stres u $e¢ernoj Dolesti...........covvevevevieveviiiievaininecnnnnn. 7
1.3. Funkcionalna spoSObNOSE JEtre..ceeeeeerieieateerieenrenrinseecsensensessnssnsonns 9
1.3.1. Uloga jetre u metabolizmu proteiNa...ccceeeeieeceeeerenseeceecnssnsensescnsonss 10
1.3.2. Indikatorski enzimi kod oSteéenja jetre..............cevueveiiniiieiiniinnnnnn 11
1.3.3. Alanin-aminotransferaza (ALT)..ceceeceeeeereeeeeeneenieeceecarenceacescnsansens 11
1.3.4. Aspartat-aminotransferaza (AST)..eeeeeeereeteeceeersnteascecnsonsssssonssnns 12
1.4. Hepatoprotektivno djelovanje fitokemikalija..........ccocevviniiiiiiininnen. 13
1.4.1. Fitoterapija u SeCernoj Dolesti.........ccoeevuveiieiiiniiiiniiinriieesnnronnncnnne 13
1.4.2. Globularia alypumi....ceeeeeereiiiieiiiieiniiiieeetiteaceeenscnsencescascnsancens 15
T €] [o] o TU] - 1 g | o 1R 18
2. OBRAZLOZENJE TEME........ccuueeetrtuiiunneeereenneeesssneeesssneeeesssnneees 19
3. MATERIJALI I METODE......cccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeinene. 20
3.1. Kultura stanica HepG2....ccevveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiriieiieiieciecieciacne 20
3.1.1. Priprema kulture HepG2 ........cccceevuiieiieiiiiiiniieiieiiiieiieiiecieiacnann 20
3.2. Vijabilnost HEPG2 Stanmica....cceeveiieiieeiierinreneennrenrenecensensccsssnsansnss 21
3.3. Tretiranje stanica glukozom i globulariom...........ccccceviiiiiiiiinniinnnen 23
3.4. Liziranje HepG2 stanica i alikvotiranje uzoraka za analizu................ 25

3.5. Odredivanje aktivnosti alanin-aminotransferaze (ALT) u lizatu HepG

.
L 211 1) (67 N 25



3.6. Odredivanje aktivnosti aspartat-aminotransferaze (AST) u lizatu HepG2
R 721 11 26

3.7. Odredivanje albumina u lizatu HepG2 stanica- metoda s indikatorom........27

3.8. Odredivanje aktivnosti inhibicije a-glukozidaze.............cccccvviniiiniinnnne. 28
3.9. StatistiCka obrada podataka...........cceviiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiieiiaians 28
T2 0 23 0.1 U1 I - \J e 29
O T 27 A 1 L N P 29
5. RASPRAVA. .ttt ittt tattettetatsastetattatsasessnssnssssnssnns 37
6. ZAKLIUCAK ...euuuuiertiieetieeeeiietteeeeeeeeesnneeeeeeesseeesnnseeeeeeesssessnnnnnes 40
7. LITERATURAL....cittiiiiiiiiiiiiiiiniietieiitatiettesssntsssesssssnssnsssssssnssnssssnss 42

8. SAZETAK / SUMMARY ....vnineetneteeneseesesesnesnssesnssasnssnsessnssssnssnsnssnsessnns 46






1. UvOD

Seéerna bolest je najéeséa metabolicka i jedna od najéeé¢ih endokrinologkih bolesti. Prema
podacima Svjetske zdravstvene organizacije, procjenjuje se da je 2006. g. bilo 180 milijuna
oboljelih od Secerne bolesti , s procjenom da ¢e se taj broj udvostruciti do 2030. g. (Vuci¢
Lovrenc¢i¢ i Roc¢i¢, 2008). WHO i IDF (engl. International Diabetes Federation) su 1991. prvi
puta obiljezile Svjetski dan Secerne bolesti, koji se od tada svake godine diljem svijeta

obiljezava 14. studenog (www.who.int).

1.1 Seéerna bolest

Seéerna bolest (lat. diabetes mellitus) obuhvaéa heterogenu skupinu kroni¢nih metabolic¢kih
poremecaja koji nastaju zbog apsolutnog ili relativnog nedostatka hormona inzulina (Vucié

Lovrenci¢ i Roci¢, 2008). Prema etiologiji SeCerna bolest se moze klasificirati kao:
2.Tip 2 Secerne bolesti
3.Gestacijski dijabetes

4.0Ostali specific¢ni tipovi (specifiéni genski defekti na razini B-stanice ili djelovanja inzulina,

bolesti pankreasa, autoimune endokrinopatije, lijekovi i kemikalije, itd.)
5.Poremecena regulacija glukoze (predijabetes) koja se moze oc€itovati kao:

e poremecaj tolerancije glukoze (IGT. engl. impaired glucose tolerance)

e poremecaj glukoze nataste (IFG, engl. impaired fasting glucose)



1.1.1. Tip 1 Seéerne bolesti

Tip 1 Secerne bolesti zahvaca, ovisno o populaciji, od 5-10% ukupno oboljelih. Nastaje kao
posljedica progresivnog, autoimunog razaranja B-stanica Langerhansovih otoci¢a. Bolest se
razvija u genetski podloznih osoba ( odredeni HLA genotipovi, poglavito DR i DQ
podtipovi), na poticaj ¢cimbenika okolisa: virusi, nitrozo-spojevi, kemikalije ( Vuc¢i¢ Lovrenci¢
i Roci¢, 2008). Oko 80-90% oboljelih ima autoantitijela koja se mogu pojaviti u cirkulaciji
veé nekoliko mjeseci pa i godina prije pojave jasnih simptoma bolesti (Straus i Petlevski,
2009). Ta autoantitijela su: ICA (engl. islet cell antibodies), IAA (engl. autoantibodies to
insuline), GADA (engl. glutamic acid decarboxylase autoantibodies), 1A-2 i 1A-2 (engl.
tyrosine phosphatase autoantibodies). Dokazivanje autoantitijela ima klinicko znacenje u
diferencijalnoj dijagnostici latentnog autoimunosnog dijabetesa odraslin (engl. latent
autoimmune diabetes in adults, LADA) kao podskupine tipa 1 Seerne bolesti od tip 2 Secerne
bolesti (Vuci¢ Lovrenc¢i¢ i Roci¢, 2008). Apsolutni nedostatak inzulina nuzno zahtijeva
njegov terapijski unos kako bi se sprijecili nastanak ketoacidoze, kome i smrti. Osobe oboljele
od Secerne bolesti u kojih se autoantitijela ne mogu dokazati svrstavaju se u idiopatski tip

Secerne bolesti (Bozicevic, 2004).

1.1.2. Tip 2 Secerne bolesti

Tip 2 Secerne bolesti najcesce se pojavljuje u odraslih 1 ovoj skupini pripada 90% oboljelih od
SeCerne bolesti. Nastaje kao rezultat poremecaja u sekreciji inzulina zbog dugogodis$nje
periferne rezistencije na inzulin. Tijekom vremena periferna se rezistencija povecava do
razine na kojoj B-stanice viSe ne mogu kompenzirati sve vece potrebe za inzulinom, te se
pojavljuje klinicki manifestna Se¢erna bolest. Osim nasljedne komponente, koja je jaca nego u
tipu 1 SeCerne bolesti, za razvoj dijabetesa 2 znacajnu ulogu imaju pretilost i nedovoljna
tjelesna aktivnost (Vu¢i¢ Lovrengié i Ro¢i¢, 2008). Seéerna bolest rijetko se pojavljuje sama.
U 65% slucajeva pojavljuje se udruzena s hipertenzijom, a gotovo 50% bolesnika ima i
pridruZzeni poremecaj lipida. Oralni hipoglikemici obi¢no postaju obavezni dio terapije, a

jedna trec¢ina oboljelih osoba mora primati inzulin (Rang i sur., 2006).



Radna skupina Hrvatskoga druStva za dijabetes i bolesti metabolizma 2009. godine je
objavila hrvatske smjernice za lijeCenje SeCerne bolesti tipa 2. Kao predloskom za stvaranje
hrvatskih smjernica o farmakoterapiji  koristili su se njemackim smjernicama, dok su
smjernice o prehrani i tjelovjezbi nastali prema americkim i kanadskim smjernicama

(www.hljk.hr.).
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Slika 1. Shematski prikaz hrvatskih smjernica za lijeCenje SeCerne bolesti tipa 2

(www.hljk.hr)



1.2.  Komplikacije Secerne bolesti

Komplikacije Secerne bolesti dijele se na akutne i kroni¢ne. Akutne komplikacije SecCerne
bolesti jesu hipoglikemija, dijabeticka ketoacidoza, laktatna acidoza i hiperosmolalna koma.
Nastaju brzo, dramati¢nog su tijeka i zahtijevaju hitnu intervenciju. Kroni¢ne ili kasne
komplikacije SeCerne bolesti nastaju kao posljedica slabe metabolicke kontrole bolesti, tj.
dugotrajne hiperglikemije. Kroni¢ne komplikacije Secerne bolesti dijele se na
mikroangiopatije (retinopatije, nefropatije 1 neuropatije), i makroangiopatije (mozdani udar,

ishemijske bolesti srca i periferne vaskularne bolesti) (Straus i Petlevski, 2009).

Secerna bolest tip 2 je povezana s mnogim bolestima jetre ukljutujuéi povisene jetrene
enzime, cirozu, hepatocelularni karcinom, bolesti masne jetre te akutno zatajenje jetre .
Farmakoloska terapija Secerne bolesti tip 2 kod pacijenata sa bolestima jetre u vecini
sluc¢ajeva je ista kao i1 kod pacijenata bez bolesti jetre. Inhibitori alfa glukozidaze mogu biti
korisni kod pacijenata sa bolestima jetre jer djeluju direktno na gastrointestinalni trakt,
spreCavaju razgradnju kompleksnih ugljikohidrata u tankom crijevu, odgadaju njihovu
apsorpciju i smanjuju stupanj apsorpcije glukoze te smanjuju postprandijalni porast

koncentracije glukoze u krvi (Tolman G. i sur., 2007.).
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Slika 2. Patofizioloski mehanizam hiperglikemije uskladen sa prikladnim lijekovima

(preuredeno prema: www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

1.2.1. Oksidativni stres

Oksidativni stres nastaje kao posljedica triju ¢imbenika: povecano stvaranje oksidansa,

smanjenje antioksidativne zastite i neuspjesan popravak ostecenja.

Reaktivni kisikovi spojevi (ROS) i reaktivni duSikovi spojevi (RNS) s jedne strane doprinose
normalnoj fizioloskoj funkciji, kao $to su stani¢na diferencijacija, stanicna signalizacija,
apoptoza i baktericidno djelovanje, a s druge strane, povecane koncentracije oksidansa
uzrokuju lipidnu peroksidaciju, oksidaciju proteina te oSteCenje DNA. Stanice se brane protiv
oksidativnog napada dobro razvijenim enzimskim i neenzimskim sustavom antioksidansa
(Rossman i sur., 2013.).



Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija odvija se napadom radikala na dvostruke veze masnih kiselina, pri
¢emu nastaju peroksidi, koji dalje reagiraju s drugim masnim kiselinama. To je autokataliticka
reakcija. Posljedice su: promjena u fluidnosti i permabilnosti membrana, utjecaj na integrirane
enzime, stvaranje reaktivnih metabolita: malondialdehida (MDA), 4-hidroksinonenala (HNE),
izoprostana i1 drugih produkata lipidne peroksidacije. (Gasparovi¢ i sur., 2013.). Lipidna
peroksidacija, glikacija lipoproteina i lipooksidacija doprinose razvoju kardiovaskularnih
komplikacija u Sec¢ernoj bolesti (Wright i sur., 2006.). Apoprotein B (Apo-B) i fosfolipidne
komponente LDL-¢estica podlijezu glikiranju $to LDL ¢ini podloZnijim oksidativnim
modifikacijama. LDL-receptori ne prepoznaju LDL kada je Apo-B glikiran te se smanjuje
njegovo uklanjanje. Tako promijenjene LDL-¢estice prepoznaju i veZu ,,scavanger receptori
na povrSini makrofaga. To dovodi do nastanka pjenastih stanica i pocetka nastanka

ateroskleroze (Colak i Majki¢-Singh, 2009.).

1.2.2. Oksidativni stres u Sec¢ernoj bolesti

Oksidativni stres se smatra glavnim uzro¢nikom koji dovodi do razvitka inzulinske
rezistencije, disfunkcije B-stanica Langerhansovih oto¢i¢a gusterace, poremecaja tolerancije
glukoze. Ukljucen je u progresiju kronicnih komplikacija SeCerne bolesti ukljucujuci
mikrovaskularne 1 makrovaskularne komplikacije. Superoksidni radikal smatra se zajedni¢kim
patogenim faktorom koji dovodi do inzulinske rezistencije, disfunkcije B-stanica, oStecene
tolerancije glukoze te mikrovaskularnih i makrovaskularnih komplikacija. Smatra se da
poviSena koncentracija glukoze u krvi, kakva se opaza postprandijalno, znacajno pridonosi
oksidativnom stresu ¢ak 1 viSe nego kroni¢no poviSena razina glukoze u krvi (Wright 1 sur.,
2006.). B-stanice podlozne su oksidativnom oS$te¢enju viSe nego druga tkiva jer mitohondriji
B-stanica sadrZe izuzetno nisku koncentraciju antioksidativnih enzima (glutation peroksidaza,
superoksid dismutaza i katalaza) (Delmastro i Piganelli, 2011.). Dokaz oksidativnog stresa u
Secernoj bolesti temelji se na studijama koje mjere markere oksidativnog stresa: F,.izoprostan,
razine nitrotirozina i superoksidnog radikala. lzvori oksidativnog stresa: neenzimatski,

enzimatski i mitohondrijski (Johansen i sur., 2005.).



A

Nonenzymatic sources
Mitochondrial respiratory chain
Glucose autoxidation
Glycation-formation of AGE products
Activation of polyol pathway

Enzymatic sources

*OH

Fenton reaction

Endothelial and VSMC NAD(P)H Oxidase (Fe or Cu)
Xanthine oxidase
Cyclooxygenase
Uncoupled NOS
v Mn-SOD
(mitochondria)
oo - > H202
2 Cu-SOD
(cytosol)
GSH
*NO R GSH-Px
P GSH-reductase (mitochondria)
. catalase
roxisome)
v GSSG pe
ONOO-
v
H,O0 + O,

Slika 3. Stvaranje reaktivnih spojeva u Secernoj bolesti (Johansen i sur., 2005.)

Postoji viSe mehanizama kojima hiperglikemija povecava stvaranje slobodnih radikala te
dovodi do oksidativnog stresa. Jedan od njih je nastanak tzv. krajnjih produkata
uznapredovale glikacije (engl. advanced glycation endproduct, AGE) te interakcija AGE sa
njihovim receptorima RAGE (Straus i Petlevski, 2009.). Glikacija (Maillardova reakcija) je
reakcija izmedu bioloskih amina (amino-skupina proteina i nukleinskih kiselina) i karbonilne
skupine reduciraju¢ih ugljikohidrata (glukoza, fruktoz, manoza, riboza). Ovisna je o
koncentraciji glukoze te glukoza ostaje ireverzibilno vezana na protein do njegove razgradnje.
Kao produkt Maillardove reakcije nastaju nestabilne Schiffove baze koje prelaze u tzv.
Amadori produkte (ireverzibilan proces) koji su mnogo reaktivniji od same glukoze
(pregraduju se u reaktivne AGE). Stvaranje AGE-a mijenja tercijarnu strukturu proteina
(reakcija ROS-a sa sulfhidrilnim skupinama u proteinima, fragmentacija peptidnog lanca i
agregacija produkata unakrsnih reakcija rezultira promijenjenim elektricnim nabojem 1
povecanom osjetljivos¢u na proteolizu), $to izravno mijenja njihovu normalnu funkciju. AGE
nastaju polako, tijekom duljeg razdoblja, pogada razne proteine ( kolagen, tubulin, mijelin),
dovodi do ukruéivanja krvnozilnih stijenki, stvaranje ugruska i1 ishemije. (Mataugh 1 sur.,

2011; Straus i Petlevski, 2009.)
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Slika 4. Mehanizam stvaranja slobodnih radikala u $e¢ernoj bolesti (Johansen i sur., 2005.)

1.3.  Funkcionalna sposobnost jetre

Jetra ima vrlo vaznu ulogu u nizu metabolickih, kako katabolickih, tako i anaboli¢kih procesa,
pa se stoga naziva “centralnim laboratorijem* organizma. U njoj se obavlja veliki dio
metabolizma ugljikohidrata, lipida i proteina i drugih dusikovih tvari. U jetri se takoder
obavljaju procesi detoksikacije, konjugacije i esterifikacije (Straus i Cvoriséec, 2009.).
Metabolizam glukoze, oksidacija masnih kiselina i ciklus limunske kiseline u jetrima
osiguravaju dovoljne koli¢ine glavnog izvora energije, ATP-a. Biosinteza podrazumijeva
sintezu proteina, masnih kiselina, triacilglicerola, kolesterola i zu¢nih kiselina ( Pasaci¢ D.,
2008.). Brojni ¢cimbenici mogu dovesti do oStecenja jetre, prije svega egzogeni ¢imbenici kao

Sto su lijekovi, alkohol, neki sastojci hrane, hepatotropni virus 1 dr. ( Domitrovi¢ R., 2011.).



1.3.1. Uloga jetre u metabolizmu proteina

U jetri se sintetizira vecina glavnih plazmatskih proteina, osim imunoglobulina i von
Willebrandova faktora. Albumin i fibrinogen stvaraju se isklju¢ivo u jetri, gdje se stvara i
manji dio globulina (a-globulini i B-globulini), dok se ve¢i dio globulina (y-globulin) stvara u
plazma stanicama i stanicama retikuloendotelnog sustava (RES). Albumin je topljiv u vodi i u
viSe ili manje razrijedenim otopinama soli,a netopljiv u jako koncentriranim otopinama soli.
Albumin ima molekularnu masu 66 kDa. Vazan je za odrzavanje onkoti¢nog tlaka unutar
vaskularnog prostora, a ima i transportnu funkciju jer se na njega vezu bilirubin, slobodne
masne kiseline, razni elementi u tragu, hormoni kao koritizol, tiroksin, aldosteron, a takoder i
kalcij, razni lijekovi itd. Iako do poremecaja u sintezi proteina dolazi zbog poremecene
jetrene funkcije, na koncentraciju proteina u serumu takoder utjeu smanjena dostupnost
aminokiselina, katabolicka stanja, gubitak proteina, djelovanje citokina i hormona te nasljedni
manjak odredenih proteina. Promjene u raspodjeli proteina i u koncentraciji ukupnih proteina
u jetrenim bolestima ovise o tipu, jakosti i trajanju oste¢enja jetre ( Straus i Cvoridéec, 2009.).
NajceS¢e su promjene u smislu smanjenja albumina, dok su promjene globulina obicno u
smislu povecanja neke od globulinskih frakcija. Povecana koncentracija ukupnih proteina
(hiperproteinemija) pojavljuje se pri dehidraciji, monoklonskoj gamapatij te u kroni¢nim
bolestima kao §to su jetrena ciroza, sarkom, kroni¢ne upale itd. Smanjena koncentracija
proteina (hipoproteinemija) pojavljuje se pri prekomjernoj hidraciji, gubitku proteina iz
organizma, smanjenoj sintezi proteina ili poja¢anom katabolizmu proteina, npr. u hipertireozi

ili Se¢ernoj bolesti.



1.3.2. Indikatorski enzimi kod oSteéenja jetrenih stanica

Po kemijskoj strukturi enzimi su proteini 1 djeluju kao bioloski katalizatori. Pospjesuju brzinu
kemijske reakcije, a da se pri tome sami ne troSe i ne mijenjaju. Aktivnost enzima se moze
izraziti kao koliCina pretvorenog supstrata u molovima, po molu enzima u jedinici vremena.
Brzina reakcije ovisi 0 uvjetima pod kojima se reakcija odvija. Jedna enzimska jedinica (U) je
aktivnost odredenog enzima koja u jednoj minuti katalizira promjenu 1 mikromola supstrata.
Jetra sadrzi tri glavne skupine enzima: enzimi koji se sintetiziraju u stanicama jetrenog
parenhima i lu¢e u krv u kojoj obavljaju svoju fiziolosku funkciju (koagulacijski faktori);
indikatorski enzimi koji pri oSte¢enju stanica izlaze u krv te upozoravaju da postoji ostecenje
zbog kojeg je omogucéen prelazak sadrzaja stanica u krv (ALT, AST, LDH , glutamat-

dehidrogenaza i dr.) i enzimi stanica epitela zu¢nih vodova (GGT i dr.) (Straus, 2009.).

1.3.3. Alanin-aminotransferaza (ALT) L-alanin-a-ketoglutarat-aminotransferaza

Enzim katalizira reverzibilnu reakciju transaminacije izmedu L-alanina i a-ketoglutarata.

cl:oo- rT‘OO‘

(l:Hz ?Hz

CHy CH, CHs CH,
| N I — | I .\
Hrlj—r--ng + f|:=0 4+ (|3=O + Hl’li—f"-lH:;:

COO~ COO0~ COO0~ COO~

adlanmine o-ketoglutarate  pyruvate glutamate
Aminotransferase (Transaminase)

Slika 5. Reakcija koju katalizira alanin-aminotransferaza

ALT ima vrlo vaznu ulogu u metabolizmu aminokiselina, proteina 1 ugljikohidrata.
Lokaliziran je u citoplazmistanica, a nalazi se u gotovo svim organima, osim u kostima i

zubima. NajviSe ga ima u jetri, zatim u skeletnim miSi¢ima, srcu, bubrezima, gusteraci, itd.
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ALT je tipican citoplazmatski enzim i1 mijenja mu se aktivnost ve¢ pri promjeni propusnosti

stani¢ne membrane (Straus, 2009.).

1.3.4. Aspartat-aminotransferaza (AST) L-aspartat-a-ketoglutarat-aminotransferaza

Enzim Kkatalizira reverzibilnu reakciju transaminacije izmedu L-asparaginske kiseline i o-

ketoglutarata.

g ot
QH 0=C'3 | OH
0=C C=0 HC-NH; 0=(I'J
| . AST | . S
g CHy CHy 0=C
?HZ (IZHZ C|IH2 |
WY OH OH
aspartate aketogutarate gutamate oxalbacelate

Slika 6. Reakcija koju katalizira aspartat-aminotransferaza

Ovom reakcijom spaja se metabolizam ugljikohidrata 1 duSikovih spojeva pa AST ima veliku
ulogu u intermedijarnom metabolizmu. Najvise AST-a ima u jetri, sr¢anom misicu, skeletnim
miSi¢ima, a u manjoj mjeri u mozgu, bubrezima, gusteraci, plu¢ima i ostalim tkivima. U
stanicama 40% enzima je lokalizirano u citoplazmi i 60% u mitohondrijima to su ujedno dva
izoenzima AST (Straus, 2009.).
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1.4.  Hepatoprotektivno djelovanje fitokemikalija

Fitokemikalije s potencijalnom terapijskom ulogom razvile su se u odredenim bioloskim
sustavima kao sastavni dio njihovog metabolizma ili kao sekundarni metaboliti koje proizvodi
odgovaraju¢i organizam kao zaStitu unutar vlastitog okruzenja. Prirodni spojevi s
farmakoloskim djelovanjem u ljudi ostvaruju mnogobrojne interakcije s unutarstanicnim i
izvanstanicnim molekulama. Biljke sadrzavaju mnogobrojne fitokemikalije, ukljucujuéi
jednostavne polifenole, fenolne kiseline, kumarine, tanine, lignane i lignine. Polifenoli su
najpoznatiji mikronutrijenti obilno zastupljeni u prehrani, uz voce i pica, kao $to su ¢aj i crno
vino kao njihov glavni izvor. Flavonoidi su najrasprostranjeniji polifenolni spojevi prisutni u
biljkama, koji se ovisno o stupnju oksidacije mogu podijeliti u nekoliko klasa: flavanoli,
flavanonoli, flavanoni, flavoni, izoflavoni, flavonoli, antocijanini. Mnogi od tih spojeva
ponasaju se kao regulatori unutarstani¢nih procesa, kao $to su stani¢na signalizacija ili
ekspresija odgovaraju¢ih gena. U hepatoprotektivne fitokemikalije ubrajaju se silimarin (lat.
Silybum marianum), kurkumin (lat. Curcuma longa), berberin (lat. Bereberis vulgaris) i dr.
Mehanizama koji pruzaju hepatoprotektivni ucinak je mnogo, a ukljucuju antioksidativno
djelovanje, poboljsanje detoksikacije i zastitu od gubitka glutationa, inhibiciju sinteze

leukotriena i dr. (Domitovi¢ R., 2011).

1.4.1. Fitoterapija u Seéernoj bolesti

Derivati biljnog podrijetla imaju Sirok spektar djelovanja na zdravlje. Vise od 200 biljnih
vrsta ima antidijabetska svojstva. Te biljke su klasificirane prema njihovom mehanizmu
djelovanja (EI-Abhar i sur., 2014):

-inhibicija aposorpcije glukoze

-povecanje lucenja inzulina iz guSterace

-pojacavanje unosa glukoze u adipozno i misi¢no tkivo
-smanjenje prekomjerne produkcije glukoze u jetri

Za razvoj komplikacija Se¢erne bolesti smatra se vaznom postprandijlna hiperglikemija koja
dovodi do oksidativnog stresa i upalnog stanja. Mehanizam ukljucuje glikozilaciju

funkcionalnih ( enzimi, albumin, hemoglobin), te strukturalnih proteina (kolagen i fibrilin).
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Znacajnu ulogu imaju lijekovi koji djeluju na nacin da inhibiraju alfa glukozidazu, enzim iz
skupine glukozidaza  smjeSten u epitelu tankog crijeva, koja Katalizira pretvorbu
oligosaharida i disaharida u monosaharide, nuzne za apsorpciju. Inhibicijom a-glukozidaze
brzina hidrolitickog cijepanja oligosaharida je smanjena te se proces probave ugljikohidrata
Sir1 u donji dio tankog crijeva. To Sirenje procesa probave odgada ukupnu apsorpciju glukoze
u krv (Kumar S. i sur., 2011.). Neke biljne vrste su pokazale hipoglikemijsko djelovanje

inhibicijom tog enzima.

HO

H)O
HO @) -
HO — HO @) + R OH
H HO =
H
Fla H

Slika 3. Pretvorba oligosaharida u glukozu (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)
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Slika 3. Mjesta djelovanja biljaka u lijeenju Secerne bolesti ( preuredeno prema:
www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)

1.4.2. Globularia alypum

Globularia alypum (hrv. Grmasta glavulja) je biljka iz porodice Plantaginaceae. To je
viSegodi$nji grm vecinom rasprostranjen na mediteranskom podrucju. Koristi se u narodnoj
medicini, te ima dokazan hipoglikemijski u¢inak. (Skim i sur., 1999). Rezultati istrazivanja
Ziyyat i suradnika iz 1997. su pokazala da je Globularia alypum druga najc¢esce koriStena
biljka , nakon piskavice (Trigonella foenum graceum) kod osoba sa Secernom bolesti. G.
alypum se takoder koristi u lije¢enju koznih bolesti, ekcema. Dekokt pripremljen od lis¢a,
moze se piti 1 sa medom, koristi se kod lijeCenja probavnih smetnji, visokog krvnog tlaka,
Secerne bolesti. In vitro je dokazano da metanolni ekstrakt Globularie alypum smanjuje
koncentraciju histamina i serotonina. ( Bello i sur., 2002). Razliciti ekstrakti Globularie
alypum su izvor antioksidativnim,

znacajan spojeva sa

antituberkulotskim svojstvima (Khlifi i sur., 2005; Harzallah i sur., 2010; Khlifi i sur., 2011).

antigenotoksicnim  te
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Slika 4. Globularia alypum (www.flponent.atspace.org)

Globularia alypum sadrzi veliku koli¢inu antioksidansa kao $to su polifenoli i flavonoidi, koji
imaju vaznu ulogu u adsorpcij i neutralizaciji slobodnih radikala, ukljuc¢ujuéi hidroksilne i
superoksidne anione, smanjenju lipidne peroksidacije. Istrazivanje Zennaki i sur. iz 2009. na
Stakorima, kojima je streptozicinom induciran dijabetes, pokazalo je da metanolni ekstrakt
Globularie alypum ima pozitivan ucinak protiv oksidativnog stresa tako $to poboljsava
aktivnost superoksid dismutaze (SOD) u jetri, bubrezima i misi¢ima inhibiraju¢i nakupljanje

superoksidnog aniona.
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Tablica 1. Ukupni kemijski sastav ekstrakta Globularia spp

G. alypum L. G. cordifolia L. G. meridionalis L. G. punctata L.
FENOLI 130.46 £5.99 111.35 £3.30 123.44 £0.77 98.50 +1.23
(mg GAE/g extract)
FLAVONOIDI 30.43+0.29 36.54 +1.45 39.72 £0.60 48.49 +2.37
(mg QE/g extract )
TANINI 3.00 £0.06 10.02 £ 0.28 6.21 £0.11 4.07 £0.11
(mg CE/g extract)
IRIDOIDI 27.49 +3.08 311.23 £6.20 247.37 £2.70 343.33 +4.88
(mg AE/g extract)

*GAE — gallic acid equivalent, QE — quercetin equivalent, CE — catechin equivalent, AE — aucubin equivalent

Za hipoglikemijski u€inak (inhibicija a-glukozidaze) odgovorni su polifenoli, a najvec¢i udio

sadrze Globularia alypum i Globularia merdionalis.

Za antiokdidativni u¢inak odgovorni su iridoidi i flavonoidi, a najve¢i udio sadrze Globularia

punctata i Globularia cordifolia.
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1.4.3. Globularin

Slika 5. Struktura globularina (www.chemblink.com)
Molekulska formula : Co4H28011

Molekulska masa: 492.48

Globularin je spoj koji spada u skupinu iridoidnih glikozida. Izoliran je iz lista biljke
Globularia alypum. Molekulska formula spoja CyH2s01; izvedena je  kombinacijom
razli¢itth metoda kao Sto su UV, IR, MS i NMR. Istrazivanja na Stakorima kojima je
inducirana hiperglikemija pokazala su da globularin u dozi od 100 mg/kg ima hipoglikemijski
ucinak nakon intraperitonealne primjene, te nisu zapazeni toksicni ucinci u toj dozi (Merghace

S.isur., 2013.).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

U Secernoj bolesti dugotrajna hiperglikemija razli¢itim mehanizmima uzrokuje povecano
stvaranje slobodnih radikala §to dovodi do pojac¢anog oksidativnog stresa u razlicitim tkivima
1 posljedicno do nastanka kasnih komplikacija Secerne bolesti. Reaktivne vrste djeluju
citotoksi¢no, oStec¢ujuci stanine lipide, proteine i DNA. Indikatorski enzimi koji se cesto
koriste u klini¢koj praksi za procjenu stupnja oSteéenja jetrenih stanica (hepatocita) su ALT,
AST, GGT i1 LDH. Zbog poremecene jetrene funkcije dolazi i do promjene koncentracije

proteina. Naj¢eSc¢e su promjene u smislu smanjenja koncentracije albumina.

Cilj ovog istrazivanja je ispitati hipoglikemijski i hepatoprotektivni ucinak cetri vrste
iz roda Globularia, Plantaginaceae (G. cordifolia, G. punctata, G. merdionalis i G. alypum) u
dvije koncentracije (0,5 i 1 mg/mL) na aktivnost indikatorskih enzima oStecenja jetrenih
stanica (AST, ALT) u hiperglikemijskim uvjetima, te ispitati njihov uéinak na sintezu
albumina u hepatocitima tretiranih 20 mM otopinom glukoze, ¢ime ispitujemo njihov moguci
hepatoprotektivni ucinak, a testom inhibicije enzima alfa- glukozidaze u in vitro uvjetima
ispitati ¢emo njihov hipoglikemijski ucinak. Aktivnost enzima (ALT, AST) odredena je
spektrofotometrijski i izrazena u internacionalnim jedinicama (U/L). Koncentracija albumina

mjerena je metodom s indikatorom brom krezol zelenilom (BCG) 1 izrazena u g/L.

Odredivanje inhibicije alfa glukozidaze radeno je prema metodi Tiwaria 1 suradnika
koristenjem p- nitro fenil-a-D glukopiranozida kao supstrata, a kao pozitivna kontrola

koriStena je akarboza u istim koncentracijama.
Rezultati su statisticki obradeni u Microsoft Office Excel 2010 programu.

U znanstvenoj literaturi opisana je jedino Globularia alypum dok za ostale vrste iz tog roda

nema dovoljno podataka o njihovom hipoglikemijskom i hepatoprotektivnom uc¢inku.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Kultura stanica HepG2

Kultura stanica hepatocita humanog karcinoma jetre HepG2 (engl. American Type Culture
Collection, ATCC) vrsta je trajne kulture stanica. To su adherentne stanice koje rastu
prihvacene uz podlogu i rastu sve do trenutka postizanja 100%-tne konfluentnosti ili dok ne
iscrpe hranjivu podlogu u kojoj rastu. Ova kultura kultivirana je u kompletnom hranjivom
MEM mediju ( engl. Minimum Essential Medium, MEM), uz dodatak fetalnog govedeg
seruma (engl. Fetal Bovine Serum, FBS) krajnje koncentracije od 10%, u inkubatoru na 37°C u

struji zraka s 5% CO, i relativnom vlaznosti od 95%.

3.1.1. Priprema kulture HepG2

Kultura stanica HepG2 koja je koristena u ovom radu pohranjena je komplethom MEM
mediju, bez dodatka antibiotika ili antimikotika, uz dodatak krioprezervansa dimetil
sulfoksida (DMSO) u tekuéem dusiku na -96 C. Prije pokusa stanice su odmrznute tzv. ,brzom
metodom odmrzavanja“, u kupelji na 37° C. U flask (BD Falcon) od 25 cm? stavi se 10 mL
kompletnog MEM medija i ostavi se u inkubator da se zagrije na 37 °C.Zatim se izvadi flask
iz inkubatora te pipetom prenesu stanice u flask i pohrane u inkubator na 37 °C u struji zraka
sa 5%-tnim CO, i relativnom vlaznosti od 95%. Nakon 48h kada je postignuta konfluentnost
veca od 80% odsisan je medij sa stanica , ispran sa 5mL fosfatnog pufera (engl. phosphate
buffer saline, PBS), odsisan PBS, ispran s 5 mL EDTA-fizioloSke otopine (EDTA-F.0.), odsisan
EDTA-F.O. i na kraju dodan 1 mL 0.5%-tnog tripsina kako bi se stanice odvojile od podloge i
stavljen flask u inkubator na 5 minuta. Zatim je u flask dodan jo$ 5mL kompletnog MEM
medija da se tripsin razrijedi. Na kraju se resuspendiraju stanice, prenesu u ,Falcon”
epruvetu (BD Falcon) od 15 mL i centrifugiraju 10 min na 1200 rpm (Biofuge stratos,
Heraeus). Supernatant se dekantira, a talog resuspendira u 3 mL medija i prenese u flask od
75 cm?, u koji se prethodno stavi 25 mL kompletnog MEM medija. Flask se stavi u inkubator

na 37° C u struji zraka s 5%-tnim CO? i relativnom vlaznosti od 95% na 48h,
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3.2. Vijabilnost HepG2 stanica

Vijabilnost i broj stanica odreduje se metodom bojanja stanica bojom tripan plavo (Tripan
Blue). Tripan Blue je boja koja ulazi u mrtve stanice, a okolinu oboji u plavo, dok Zive stanice

ostaju neobojene. Neobojene stanice se zatim broje pod svjetlosnim mikroskopom.

Nakon inkubacije od 48h potrebno je ponovo presaditi HepG2 stanice. Postupak pripreme
stanica za bojanje je jednak onome za rasadivanje stanica: ispiranje stanica PBS-om i EDTA-
F.O., tripsiniziranje stanica i centrifugiranje, dekantiranje supernatanta, resuspendiranje
taloga u 3 mL kompletnog MEM medija. Za brojanje stanica u ,eppendorf” epruveticu se
pomijeSa 50 pL suspenzije stanica i 50 pL 0,04% otopine boje tripan plavo, te se ostavi na
sobnoj temperaturi 10 min. Stanice se broje pomoéu Burker —Turkove komorice pod

svjetlosnim mikroskopom.
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Tocan broj stanica izrauna se po formuli:

(ukupan broj stanica u 4 velika kvadrata/ 4) x 10 000 x 2 = broj stanica / mL

=N

 tr—=—ae ]
o S
W=

Cell suspension

0.1mm deep

Count all cells within the 4

¥ comer areas

Slika 6. Shematski prikaz Burker-Turkove komorice i princip brojanja stanica
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3.3. Tretiranje stanica glukozom i Globulariom

HepG2 stanice nasadene su na plocice sa 6 bunariéa (engl. six —well plates, BD Falcon). Za

tretiranje koristeno je 1 670 000 stanica po bunariéu. Potom su stanice inkubirane 24 sata na

37° C u struji zraka s 5% CO, i relativnom vlaznosti od 95%. Prije tretiranja stanica odsise se

mediji iispere s PBS-om zatim se odsiSe PBS. Stanice su tretirane prema sljedecoj shemi:

Odvagane su Cetri vrste Globulariae spp. (G.cordifolia, G.punctata, G.merdionalis, G.alypum)

u dvije koncentracije 0,5 i 1 mg/mL. Stanice su tretirane 20mM glukozom (D), zatim sa

vrstama Globularia i glukozom.
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— C = kontrola = HepG2 stanice tretirane

kompletnim MEM- 2 mL

D HepG2 stanice tretirane 20 mM

—

glukozom

— HepG2 stanice tretirane 0,5 mg/mL

G.cordifolia i 20 mM glukozom

— 5 HepG2 stanice tretirane 1 mg/mL

G.cordifolia i 20 mM glukozom
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___ HepG2 stanice tretirane 0,5mg/mL

G.punctatai 20 mM glukozom

, HepG2 stanice tretirane 1 mg/ml G.

punctata i 20 mM glukozom

HepG2 stanice tretirane 0,5 mg/mL
G. merdionalis i 20 mM glukozom

, HepG2 stanice tretirane 1 mg/mL

G. merdionalis i 20 mM glukozom

HepG2 stanice tretirane 0,5 mg/mL
G.alypum i 20 mM glukozom

—» HepG2 stanice tretirane 1 mg/mL

G.alypum i 20 mM glukozom
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Nakon tretiranja stanica sa po 2 mL pripadajucih otopina, inkubirane su 24 sata na 37°C u

struji zraka s 5%-tnim CO, i relativnom vlaznosti od 95 %.

3.4. Liziranje HepG2 stanica i alikvotiranje uzorka za analizu

Nakon uklanjanja medija iznad svih stanica, adherirane su stanice isprane sa po 2 mL PBS-3,
zatim se odsiSe PBS te se doda na stanice 500 plL pufera za liziranje stanica (PBS + Tween).
Stanice se sastrugaju ,scraperom” (engl. rubber policeman) te se prenesu u ,eppendorf”
epruvetice koje treba drzati na ledu. Ukupni volumen u svakoj ,eppendorf” epruvetici je 1
mL. Stanice su sonicirane 15 s (na jacini 4) da bi se razorila membrana i centrifugirane 20
min na 14 000 rpm na +4° C. Nakon toga je supernatant alikvotiran. Nacinjena su 4 alikvota ,

za ALT, AST, a.glukozidazu te albumine. Svi uzorci su pospremljeni na -80° C do odredivanja.

3.5. Odredivanje aktivnosti alanin aminotransferaze (ALT) u lizatu HepG2 stanica

Aktivnost alanin-aminotransferaze (ALT) odreduje se spektrofotometrijski reakcijom s 2-

Oksoglutaratom prema standardnom postupku (IFCC metoda, 37° C, TRIS pufer).

ALT katalizira transaminaciju izmedu L-alanina i 2-oksoglutarata. Pri tome iz alanina nastaje
piruvat, koji s NADH i djelovanjem LDH prelazi u laktat (indikatorska reakcija), a ekvivalentna
koli¢ina NADH se reducira u NAD. Smanjenje apsorpcije odgovara prelasku reduciranog

oblika koenzima u oksidirani oblik i mjera je aktivnosti enzima (Straus, 2009.)

1. L-Alanin + 2-Oksoglutarat —»  Piruvat + L-Glutamat
2. Piruvat + NADH —— L-Laktat +NAD
3. Piruvat (u uzorku) + NADH —> L-Laktat + NAD
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Sastav reagensa:

Aktivni sastojci: Koncentracije:
1. L-Alanin 440 mmol/L
2. NADH > 0.18 mmol/L
3. LDH > 1820 U/L
4. 2-Oksoglutarat 16.5 mmol/L
5. Tris pufer 88 mmol/L

3.6. Odredivanje aktivnosti aspartat aminotransferaze (AST) u lizatu HepG2 stanica

Aktivnost aspartat-aminotransferaze (AST) odreduje se spektrofotometrijski reakcijom s

2.oksoglutaratom prema standardnom postupku (IFCC metoda, 37°C, TRIS pufer)

AST katalizira transaminaciju izmedu aspartata i 2-oksoglutarata. Pri tome iz aspartata

nastaje oksaloacetat.

1. L-Aspartat + 2-Oksoglutarat ——  Oksalacetat + L-Glutamat
2. Oksalacetat + NADH — L-Laktat + NAD
3. Piruvat+ NADH — L-Laktat + NAD

Sastav reagensa:

Aktivni sastojci: Koncentracije:
2-Oksoglutarat 13.2 mmol/L
L-Aspartat 220 mmol/L
MDH > 600 U/L
LDH > 1000 U/L
NADH >0.18 mmol/L
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Tris pufer 88 mmol/L

EDTA 5,5 mmol/L

3.7. Odredivanje albumina u lizatu HepG2 stanica- metoda s indikatorom

Metoda odredivanja albumina temelji se na nacelu da albumini vezu indikator bromkrezol
zelenilo (BCG) i boja otopine se promijeni uslijed '"proteinske greske' indikatora, $to se mjeri
fotometrijski.

Reagensi :

1.Glicin, 1mol/L (75 g/L)- otopi se 75g glicina u 1L destilirane vode

2.Kloridna kiselina, 1 mol/L- 100,65 mL koncentrirane HCI specifi¢ne tezine 1,19 razrijedi se
na 1L

3.Bromkrezol zelenilo, BCG, 20 mmol/L (13,96 g/L)- 1,396 g bromkrezol zelenila, tetrabromo-
m-krezolsulfonftalein-natrijeva sol (Mr 720) otopi se uz zagrijavanje u 100 mL apsolutnog
etanola.

4 Puferirana otopina BCG- mijesa se 94,5 mL otopine glicina (1), 5,5 mL 1 mol/L otopine HCl i
3 mL 20 mmol/L otopine BCG u 800 mL vode, ph se podesi na 3,80 i dopuni destilatom na 1L

5.Standardna otopina albumina, 50g/L
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3.8. Odredivanje aktivnosti inhibicije a-glukozidaze

Za odredivanje aktivnosti inhibicije a-glukozidaze koriStena je metoda Tiwaria i suradnika.
POSTUPAK:
Test se izvodi na 96-well mikrotitarskoj plocici.

-100 pL uzorka razli¢itih koncentracija (0,5 M i 1 M) inkubirano je sa 50 uL a-glukozidaze
(1.0 U/mL) u fosfatnom puferu (0,1 M, pH 6,8), 10 min na 37°C

-reakcija je inicirana dodatkom 50 pL supstrata: 5 mM, p-nitrofenil-a-glukopiranozid u 0.1 M
fosfatnom puferu, pH 6,8

-kinetika otpustanja p-nitrofenola je mjerena spektrofotometrijski sa Citaéem plocica (mi
smo koristili Viktor® 1420Multilable Counter, PerkinElmer), 5 min, u intervalima od 30 s na
405 nm

-kao pozitivna kontrola koriStena je akarboza

3.9. Statisticka obrada podataka

Iz dobivenih rezultata izracunate su srednje vrijednosti i standardne devijacije za odredivane
parametre- ALT, AST, albumine i a-glukozidazu. Podaci su statisti¢ki obradeni u programu
Microsoft Office Excelu 2010. Trazila se statisticki znacajna razlika izmedu skupina. Za to je
koriSten Studentov t-test. Za sva ispitivanja vrijednosti P< 0,05 smatra se statisticki
znacajnom, jer tada s 95%-tnom sigurno$éu mozemo tvrditi da je razlika u rezultatima

izmedu dvije skupine signifikantna.

27



4. REZULTATI

4.1. Rezultati

U ovom istrazivanju koristena je kultura stanica hepatocita humanog karcinoma jetre HepG2,
koja je tretirana s 4 vrste roda Globularia u dvije koncentracije 0.5 i 1 mg/mL. Nakon
liziranja, u lizatima stanica odredena je koncentracija albumina, te aktivnosti enzima, ALT,
AST, a aktivnost a-glukozidaze odredena je posebnim in vitro testom uz p- nitro fenil-o-D
glukopiranozid kao supstrat, a kao pozitivna kontrola koristena je akarboza u istim

koncentracijama.
Stanice hepatocita koje nisu tretirane, sluzile su kao kontrola (C).

Dobivene vrijednosti albumina, aktivnosti enzima, ALT, AST i a-glukozidaze , srednje
vrijednosti i standardne devijacije (S.D) te P-vrijednosti prikazane su tabelarno. Za sva
ispitivanja vrijednosti P< 0,05 smatra se statisticki znacajnom (AL, AST, albumini) te P<0,01

za o-glukozidazu.

Kratice:

1. C=kontrola= HepG2 stanice u mediju (MEM)

2. D=dijabetes=HepG2 stanice tretirane 20mM glukozom

3.14.Cor 0,51 1 = Globularia cordifolia, 0,5 M i 1 M, HepG2 stanice tretirane 0,5 M G.cor. i
20 mM glukozom te 1 M G.cor. i 20 mM glukozom

5.1 6. Punc 0,5 i 1= Globularia punctata, 0,51 1 M, HepG2 stanice tretirane 0,5 M G.pun. i
20 mM glukozom te 1 M G.punc. i 20 mM glukozom

7.18.Me 0,51 1,0 = Globularia merdionalis, 0,5 i 1 M, HepG2 stanice tretirane 0,5 M G.pun. i
20 mM glukozom te 1 M G.punc. i 20 mM glukozom

9.110. Aly 0,51 1,0= Globularia alypum, 0,51 1,0 M, HepG2 stanice tretirane 0,5 M G.aly. i
20 mM glukozom te 1 M G.aly. i 20 mM glukozom

P<0,05 = statisticki znacajna razlika izmedu usporedivanih skupina
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Tablica 2. Aktivnost ALT u HepG2 stanicama

Globulariae spp.  |ALT(U/L)
C D cor0,5 |corl,0 [puncO,5 [puncl0 [me05 ([mel,0 |aly0,5 |aly1,0
40 108 96 97 77 82 84 97 75 99
63 114 94 96 80 81 90 110 87 94
94 95 84 90 74 84 80 110
51,5 111,0 94,7 96,0 80,3 84,3 82,7 97,0 80,7 101,0(s.v.
16,3 4,2 1,2 1,0 3,5 49 81 13,0 6,0 8,2|s.d.
0,03 0,006 0,002 0,002 0,008 0,02 0,2 0,09 0,2|t-test
p<0,05 |p<0,05 |p<0,05 |p<0,05 |p<0,05 |p<0,05 p<0,05
140,0
120,0
100,0
= 80,0
=)
]
= 60,0
40,0
20,0
0,0

Slika 7. Graficki prikaz aktivnost ALT u lizatu HepG2 stanica tretiranih 20mM glukozom i

Globularia spp. (0,5i1 mg/mL)

*- statisticki znacajne razlike izmedu stanica tretiranih Globularia spp i 20 mM glukozom u

odnosu na stanice tretirane samo 20 mM glukozom, prihvaéene ako je P<0,05
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Tablica 3. Aktivnost AST u HepG2 stanicama

AST (U/L) Globulariae spp.

C D cor0,5 |corl,0 |punc0,5 puncl,0 [me05 |mel0 |aly0,5 |alyl,0

313 350 312 367 328 340 370 391 355 423
312 363 336 397 342 360 387 402 368 433

312,5 356,5 324 382 335 350 378,5 396,5 361,5 428|s.v.

0,7 9,2 17 21,2 9,9 14,1 12 7,8 9,2 7,1(s.d.
0,02 0,14 0,26 0,15 0,64 0,18 0,04 0,64 0,01]t-test
p<0,05

500

450

400

350

~ 300 -

2 250 -

'_

v

< 200 -
150 -
100 -
50 -

Slika 8. . Graficki prikaz aktivnost AST u lizatu HepG2 stanica tretiranih 20mM glukozom i
Globularia spp. (0,5i1 mg/mL)

*_ statisticki znacajne razlike izmedu stanica tretiranih 20mM glukozom i netretiranih stanica
hepatocita
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Tablica 4. Koncentracija albumina (g/L) u HepG2 stanicama (t-test)

Albumini (mg/L) Globulariae spp.
C D cor05 [corl,0 |[punc05 |puncl,0 |me05 |mel0 |[aly05 |alyL0
1250 141,2 808,8| 18888 7353 8823 8823 955,8 1029 882,3
1176 514,7 735,3 1029 1102,9 1102,9 955,8 1029 1544,1 735,3
1213| 327,95 772,05 14589 919,1 992,6| 919,05 992,4| 1286,55 808,8|s.v.
52,3 264,1 51,9 607,9 259,9 155,9 51,9 51,7 364,2 103,9(s.d.
0,04 0,14 0,13 0,15 0,09 0,08 0,07 0,09 0,13(t-test
p<0,05
Racun:
Agrobe x koncentracija standarda = g albumina/L

A standarda

Konc.standarda =50g/L
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Slika 9. Graficki prikaz koncentracije albumina u lizatu HepG2 stanica tretiranih 20mM
glukozom i Globularia spp. (0,51 1 mg/mL)

*- statisticki znacajne razlike izmedu stanica tretiranih 20mM glukozom i netretiranih stanica

hepatocita

Tablica 5. Inhibicija a-glukozidaze u lizatu HepG2 stanica

Globularia spp Inhibicija a-glukozidaze A=405 nm
cor punc me aly
100% 0,5 1 0,5 1 0,5 1 0,5 1
0,81 0,685 0,667 0,695 0,634 0,589 0,581 0,563 0,437
0,775 0,686 0,663 0,68 0,69 0,563 0,582 0,558 0,437
0,815 0,684 0,666 0,691 0671 0,578 0,583 0,558 0,436
0,81 0,683 0,668 0,674 0,639 0,588 0,588 0,568 0,434
0,8025 0,6845 0,666 0,685  0,6585 0,5795 0,5835( 0,56175 0,436(s.v.
0,018 0,001 0,002 0,01 0,027 0,012 0,003 0,005 0,001s.d.
14,8 171 14,7 17,9 27,8 27,3 30 45,7\% inhibicije
1,43733E-05( 6,30158E-06| 2,93498E-05] 0,000113( 9,55287E-07| 4,02863E-07 2,561E-07| 1,74874E-08|t-test
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Racun:

Npr.: 0,684 x 100/0,803 = 85,18

100-85,18 = 14,8

0,9

0,8

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

0,7

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Slika 10. Graficki prikaz aktivnosti a- glukozidaze u lizatu HepG2 stanica tretiranih 20 mM

glukozom i Globularia spp. (0,51 1 mg/mL)
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Tablica 6. a-Glukozidaza inhibitorni ucinak (%) razlicitih Globularia spp.

e, daiml%i Pozitivna Globularia cordifolia Globularia punctata | Globularia meridionalis Globularia alypum
biljke kontrola(Akarboza) (GC) (GP) (GM) (GA)

% inhibicije % inhibicije % inhibicije % inhibicije % inhibicije
05mgmL’ | 48.0° 14.8° 14.7° 27.8° 30.0°
1.0mgmL* | 57.0° 17.1° 17.9° 27.3° 45.7°

®p < 0.01 usporedeno sa 100% aktivnosti o-glukozidaze

Cilj ovog istrazivanja bio je pokazati djelovanje Globularia spp. na inhibiciju enzima o-

glukozidaza. Kao referentno sredstvo koristena je akarboza.

Rezultati su pokazali inhibiciju enzima a-glukozidaza. Statisticki najveée smanjenje pokazala

je Globularia alypum.
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Prilikom izlozenosti HepG2 stanica 20 mM glukozi izazvani su hiperglikemijski uvjeti. Time

dolazi do promjene, odnosno povecanja vrijednosti jetrenih enzima (ALT i AST), te

smanjenja funkcije sinteze albumina. Globularia spp. bi trebale smanjiti vrijednost jetrenih

enzima te povecati sintezu albumina.

Dobiveni rezultati pokazuju sljedece:

Kod tretiranja HepG2 stanica Globularia spp. pokazan je statisticki znacajan pad
aktivnosti ALT u odnosu na vrijednosti ALT u hiperglikemijskim uvjetima (D)
(p<0,05) (Tablica 1.) Statisti¢ki najvec¢e smanjenje pokazale su G. punctata (0,5
mg/mL) te G. alypum (0,5 mg/mL).

Medusobna usporedba stanica sa i bez Globularia spp. nije pokazala statisticki
znacajno manju aktivnost AST kod stanica koje su tretirane Globularia spp u odnosu
na stanice tretirane samo 20 mM glukozom (D) (Tablica 2.). Moguée je da smo
ovakve rezultate dobili radi malog broja uzoraka, pa bi pokus trebali ponoviti s ve¢im

brojem uzoraka.

Koncentracija albumina (g/L): Nakon tretiranja HepG2 stanica Globularia spp (0,51 1
mg/mL) nije pokazano statisti¢ki znacajno povecanje sinteze albumina u odnosu na

stanice u hiperglikemijskim uvjetima (D) (Tablica 3.).
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5. RASPRAVA

Klju¢nu ulogu u patogenezi 1 kronicnim komplikacijama Secerne bolesti igraju oksidativni
stres 1 slobodni radikali. Dugotrajna hiperglikemija uzrokuje povecano stvaranje slobodnih
radikala i1 drugih reaktivnih vrsta, naroCito reaktivnih kisikovih (engl. reactive oxigen species,
(ROS). Porast ROS u Sec¢ernoj bolesti rezultat je njthovog povecanog stvaranja i/ili smanjenog
uklanjanja antioksidativnim obrambenim mehanizmima: glikacijom proteina i nukleinskih
kiselina, autooksidacijom glukoze, aktivacijom razli¢itih unutarstani¢nih signalnih puteva,
lipidnom peroksidacijom i lipooksidacijom, itd. (OrSoli¢ i sur., 2011.). Za razvoj komplikacija
Secerne bolesti smatra se vaznom postprandijalna hiperglikemija koja dovodi do oksidativnog
stresa i upalnog stanja. Znac¢ajnu ulogu imaju lijekovi koji djeluju na nacin da inhibiraju a-
glukozidazu, koja katalizira pretvorbu oligosaharida 1 disaharida u monosaharide, nuzne za

apsorpciju.

U ovom istrazivanju ispitan je hepatoprotektivan uéinak razli¢itih Globularia spp : Globularia
cordifolia, Globularia punctata, Globularia merdionalis i Globularia alypum u dvije
koncentracije 0,5 i 1 mg/mL na HepG2 stanice u hiperglikemijskim uvjetima. Stanice su
istovremeno tretirane 20 mM glukozom i Globularia spp (0,5 i 1 mg/mL). Aktivnosti
indikatorskih enzima oSte¢enja jetre ALT 1 AST odredene su u lizatu HepG2 stanica
spektrofotometrijski 1 izraZene su u internacionalnim jedinicama (U/L). U hiperglikemijskim
uvjetima uoceno je statistiCki znacajno smanjenje sinteze albumina, te je ispitan ucinak

Globularia spp na poboljsanje funkcionalne sposobnosti jetre.

Uocen je statisticki znacajan porast aktivnosti enzima ALT i AST ( P = 0,03; 0,02) kod
stanica tretiranih samo 20 mM glukozom (D) u odnosu na kontrolnu skupinu. Uocen je
statisticki zna€ajan pad aktivnosti enzima ALT kod tretiranja stanica Globularia spp (0,5 11
mg/mL) i 20 mM glukozom u usporedbi sa stanicama koje su tretirane samo 20 mM
glukozom (D). Nije uoceno statisticki znaCajno smanjenje aktivnosti enzima AST nakon
tretiranja stanica Globularia spp i 20 mM glukozom u odnosu na stance tretirane samo 20 mM
glukozom. Iako je uoen porast u sintezi albumina nakon tretiranja stanica Globularia spp u

odnosu na stanice tretirane samo 20 mM glukozom (D) taj porast nije statisticki znacajan.

U ovom radu ispitivan je i u¢inak Globularia spp na sposobnost inhibicije a-glukozidaze ,

enzima koji katalizira pretvorbu oligosaharida i disaharida u monosaharide. Inhibitori a-
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glukozidaze mogu biti korisni kod pacijenata sa bolestima jetre jer djeluju direktno na Gl-
trakt, smanjuju stupanj apsorpcije glukoze te smanjuju postprandijalni porast koncentracije
glukoze u krvi. Tretiranjem stanica Globularia spp postignuta je inhibicija a-glukozidaze. Kao

referentno sredstvo koristena je akarboza.

Pretrazivanjem znanstvenih baza podataka uodili smo da nema sli¢nih in vitro studija na

stani¢nim modelima.

Mnoge biljne vrste sadrze veliki udio antioksidansa, kao S§to su polifenoli, koji imaju vaznu
ulogu u adsorpciji i neutralizaciji slobodnih radikala. Iz roda Globularia najviSe prou¢avana
vrsta je Globularia alypum. Globularia alypum je biljka iz porodice Plantaginaceae. To je
visegodis$nji grm vecinom rasprostranjen na mediteranskom podrucju. Koristi se u narodnoj
medicini te ima dokazan hipoglikemijski ucinak. Razli¢iti ekstrakti Globularie alypum su
znacajan izvor spojeva sa antioksidativnim, antigenotoksi¢nim te antituberkulotskim

svojstvima (Khlifi i sur., 2005.).

Brojna istrazivanja su se bavila prouCavanjem ekstrakta lista G.alypum te odredivanjem
kemijskog sadrzaja. Rezultati istrazivanja Khlifa i sur., iz 2011. pokazali su visoki udio
polifenola za koje se zna da imaju hipoglikemijski u€inak te da je sadrzaj polifenola ovisan o
otapalu koji se koristi. Polarne frakcije su pokazale ve¢i sadrzaj polifenola od nepolarnih

frakcija. Vrsta otapala takoder utjece i na sadrzaj tanina, flavonoida te antocijanina.

Djelloulli F. i sur., u svom istraZzivanju proucavali su hipoglikemijski ucink G. alypum kao i
utjecaj na lipidnu peroksidaciju u Stakora kod kojih je Seferna bolest inducirana
streptozicinom. Kod sterptozicinom inducirane Se¢erne bolesti karakteristicna je apoptoza [3-
stanica guSteraCe te redukcija sinteze inzulina koja je inducirana kisikovim radikalima. U
normalnim uvjetima [-stanice odrZavaju koncentraciju glukoze, moduliraju¢i brzinu
izlu¢ivanja inzulina u ovisnosti o koncentraciji glukoze u krvi. Ovo istrazivanje je pokazalo

hipoglikemijski u€inak G. alypum.

Lipidi imaju vaznu ulogu u patogenezi Secerne bolesti. Visoka koncentracija lipida i
lipoproteina u krvi je karakteristika nekontrolirane Se¢erne bolesti. IstraZzivanje Djelloulli F. 1
sur., pokazalo je povecanu koncentraciju lipida u serumu 1 jetri kod Stakora kojima je
streptozicinom induciran dijabetes. Trigliceridima bogati lipoproteini su povecani te dovode
do hipertrigliceridemije, ve¢inom zbog smanjene aktivnosti lipoprotein lipaze. Metanolni

ekstrakt G. alypum pokazao je smanjenje triglicerida u jetri i serumu. Ovaj u¢inak se moze
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objasniti povec¢anom aktivnoscu lipoprotein lipaze u serumu. Takoder sniZzenje lipida se moze
objasniti u¢inkom antioksidativnih komponenti G.alypum. Merghache i1 sur., su pokazali
ucinak globularina, iridoidnog glukozida izoliranog iz G.alypum, na sniZzenje ukupnog

kolesterola i triglicerida u serumu kod Stakora sa Se¢ernom bolesti.

Ova istrazivanja su pokazala da je jedan od mogu¢ih mehanizama postizanja
hipoglikemijskog uc¢inka inhibicija apsorpcije glukoze iz GI trakta, Sto se podudara sa nasim
ispitivanjem ucinka Globularia spp na inhibiciju a-glukozidaze u Gl traktu. Od 4 ispitivane
vrste roda Globularia, upravo je Globularia alypum pokazala najvecu inhibiciju a-
glukozidaze, Sto potvrduje 1 najvec¢i udio sadrzaja polifenola, za koje se smatra da su

odgovorni za hipoglikemijski uc¢inak.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom radu ispitivano je hepatoprotektivno djelovanje razlic¢itih Globularia spp. na aktivnost

jetrenih enzima ALT i AST koji ukazuju na o$teenje hepatocita, utjecaj Globularia spp. na

poboljsanje sintetske funkcije jetre (sinteza albumina), te uc¢inak Globularia spp. u inhibiciji

a-glukozidaze, radi postizanja hipoglikemijskog ucinka.

Istrazivanje je radeno na kulturi HepG2 stanica u hiperglikemijskim uvjetima.

U lizatu HepG2 stanica odredena je kataliticka aktivnost enzima spektrofotometrijski, a

koncentracija albumina fluorometrijski.

Na temelju rezultata dobivenih nakon provedenog istrazivanja mozemo zakljuciti sljedece:

1) Uocen je statisiticki znaCajan porast aktivnosti enzima ALT u lizatu HepG2 stanica

tretiranih 20 mM glukozom (D) u odnosu na kontrolnu skupinu (P = 0,03).

2) Tretiranje HepG2 stanica razli¢itim Globularia spp. (0,5 i 1 mg/mL) statisticki je

znacajno smanjilo aktivnost enzima ALT u odnosu na skupinu tretiranu samo 20 mM
glukozom (D). Statisticki najveci pad aktivnosti pokazale su Globularia punctata (0,5
mg/mL) i Globularia alypum (1 mg/mL).

3) Uocen je statisticki znacajan porast aktivnosti enzima AST u lizatu HepG2 stanica

tretiranih 20 mM glukozom (D) u odnosu na kontrolnu slupinu (P= 0,02)

4) Tretiranje HepG2 stanica razli¢itim Globularia spp. (0,5 i 1 mg/mL) nije pokazalo

5)

6)

statisti¢ki znacajno smanjenje aktivnosti enzima AST u odnosu na skupinu tretiranu

samo 20 mM glukozom (D).

Statisiti¢ki znacajno smanjenje funkcionalne sposobnosti jetre (sinteza albumina)
uoceno je kod tretiranja stanica sa 20 mM glukozom u odnosu na kontrolnu skupinu
(P =0,04).

Iako je uocen porast u sintezi albumina kod stanica tretiranih Globularia spp. u odnosu

na stanice tretirane samo 20 mM glukozom (D) taj porast nije statisticki znacajan te
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7)

8)

9)

nije uoceno poboljSanje sintetske funkcije jetre nakon tretiranja stanica razliitim

Globularia spp.

Rezultati ispitivanja u¢inka Globularia spp. na inhibiciju a-glukozidaze pokazali su
pozitivan ucinak tj. postignuta je statisticki znacajna inhibicija a-glukozidaze

(p<0.05). Kao pozitivna kontrola koriStena je akarboza u istim koncentracijama.

Tretiranje HepG2 stanica 20 mM glukozom dovelo je do oSte¢enja hepatocita $to se
oCituje porastom aktivnosti ispitivanih jetrenih enzima, te smanjenje sintetske funkcije
jetre $to je utjecalo na smanjenu sintezu albumina. U ovom radu pokazano je da
Globularia spp (0,5 i 1 mg/mL) ima hepatoprotektivno djelovanje na aktivnost ALT u

HepG2 stanicama u hiperglikemijskim uvjetima.

Potrebno je provesti daljnja istrazivanja na ve¢em broju uzorka in vivo i in vitro
koriStenjem Globularia spp. kako bi se utvrdio njihov hepatoprotektivan ucinak,
mehanizam djelovanja te sigurnost primjene, kako bi se napravio napredak u

sprjeCavanju, usporavanju progresije te lijeCenju Secerne bolesti.
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8. SAZETAK

Secerna bolest je najée$¢a metabolicka bolest koja nastaje zbog apsolutnog ili relativnog
nedostatka hormona inzulina. Smatra se da oksidativni stres igra zna¢ajnu ulogu u etiologiji i

patogenezi Secerne bolesti i njenih kasnih komplikacija.

Tretiranje HepG2 stanica 20 mM glukozom uzrokuje hiperglikemijske uvjete koji dovode do
oStecenja hepatocita §to se ocituje porastom jetrenih enzima (ALT i AST). Cilj ovog rada bio
je ispitati hepatoprotektivni u¢inak Globularia spp na aktivnost jetrenih enzima (ALT i AST),
ispitati ucinak Globularia spp na poboljSanje funkcionalne sposobnosti jetre (sinteza
albumina) te u¢inak na inhibiciju enzima a-glukozidaze, enzima koji katalizira pretvorbu
oligosaharida i disaharida u monosaharide. Inhibicijom tog enzima postize se hipoglikemijski
ucinak. Aktivnosti enzima izmjerenu su u lizatu stanica. Istrazivanje je pokazalo statisticki
znacajno povecanje aktivnosti enzima (ALT i AST) u lizatu HepG?2 stanica tretiranih 20 mM
glukozom u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05). Tretiranje HepG2 stanica Globularia spp
(0,511 mg/mL) i 20 mM glukozom statisti¢ki je znacajno smanjilo aktivnost enzima ALT u
odnosu na skupinu tretiranu samo 20 mM glukozom. Nije pokazano statisticki znacajno
smanjenje aktivnosti AST nakon tretiranja razli€itim Globularia spp. Iako je uocen porast u
sintezi albumina kod stanica tretiranih Globularia spp taj porast nije statisticki znacajan.
Rezultati ispitivanja u¢inka Globularia spp na inhibiciju a-glukozidaze pokazali su pozitivan

ucinak tj postignuta je statisti¢ki zna¢ajna inhibicija a-glukozidaze.

Rezultati ovog rada upucuju na hepatoprotektivan u¢inak Globularia spp (0,5 i 1 mg/mL) na
aktivnost enzima ALT u HepG2 stanicama u hiperglikemijskim uvjetima. Istrazivanje je
pokazalo i u¢inak Globularia spp u inhibiciji a-glukozidaze. Od 4 ispitivane vrste (Globularia
cordifolia, Globularia punctata, Globularia merdionalis i Globularia alypum), najvecu
inhibiciju pokazala je G.alypum, koja 1 sadrZi najve¢i udio polifenola, za koje se smatra da

imaju hipoglikemijski u¢inak.
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8. SUMMARY

Diabetes mellitus is widely spread epidemic disease that results from the absence of insuline,
decreased secretion and /or impaired function. Oxidative stress is belived to play a pivotal role
in the etiology and pathogenesis of diabetes mellitus and its late complications.

Treatmet of HepG2 cells with 20 mM glucose causes hyperglycemic conditions , which leads
to damage on hepatocytes as evidenced by increased activitiy of liver enzymes (ALT, AST).
The aim oft this work is to investigate hepatoprotective effect of Globularia spp on the
activity of liver enzymes , effect Globularia spp on the albumin synthesis, and effect
Globularia spp on the activitiy of inhibition a-glucosidase. Activities of these enzymes were
measured in cell lysates. Treatment of cells with 20 mM glucose significantly (P<0,05)
increased activities of liver enzymes compared to the control group. Treatment with 20 mM
glucose and Globularia spp significantly (P<0,05) decreased activities of liver enzymes
comperd to the group treated only with 20 mM glucose, while treatment with Globularia spp
did not decreased activities of liver enzymes. Treatment of cells with Globularia spp did not
showed statistically significant (P<0,05) increased albumin synthesis. Treatment of cells

with Globularia spp significantly (P<0,05) showed a-glucosidase inhibitory activity.

The results of this study suggest the hepatoprotective effect Globularia spp (0,5 and 1 mg/mL)
on the activity of ALT in HepG2 cells in hyperglycemic conditions. This study also indicate
that Globularia spp exibitis inhibitiory activity of a-glucosidase.
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