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In vitro ispitivanje antioksidativne aktivnosti preparata
ruzmarinske Kiseline i meda

Sazetak

Uvod: Usled narusavanja ravnoteze izmedu slobodnih radikala i antioksidanasa,
dolazi do oksidativnog stresa, patofizioloskog stanja, koje je povezano sa nastankom i
razvojem mnogih oboljenja. Kako su se odredeni sintetski antioksidansi pokazali kao
potencijalno stetni po zdravlje ljudi, sve se viSe paznje usmerava ka pronalaZenju prirodnih
antioksidanasa. Polifenoli, fenolne kiseline, u koje spada i ruzmarinska kiselina, terpeni i
terpenoidi su sekundarnii metaboliti biljaka koji poseduju antioksidativne osobine, a mogu
se na¢i u razli¢itim biljnim kompleksima (hidrolatima) i medu. Cilj: Cilj ovog rada je
utvrdivanje in vitro antioksidativne aktivnosti preparata koji predstavlja mesavinu biljnih
kompleksa (hidrolata), ruzmarinske kiseline i meda. Materijal i metode: U ,,pool* seruma,
koji je dobijen meSanjem seruma zdravih pojedinaca, dodavana su serijska razblaZenja
(100%, 50%, 25%) ispitivanog preparata, kao i serijska razblazenja ispitivanog preparata
(100%, 50%, 25%) u prisustvu terc-butil hidroperokisda (TBH), kao prooksidansa. Pored
ovih uzoraka, pripremljeni su i uzorci u koje je dodavan troloks (hidrofilni analog vitamina
E), kao i troloks u prisustvu TBH. Iz svih uzoraka vrSeno je odredivanje parametara
antioksidativnog stresa: totalnog antioksidativnog statusa (TAS), paraoksonaze-1 (PON1),
ukupnog sadrzaja sulthidrilnih grupa (SHG), totalnog oksidativnog statusa (TOS),
prooksidativnog-antioksidativnog balansa (PAB) i uznapredovalih produkata oksidacije
proteina (AOPP). Takode, izraCunat je i odnos TAS/TOS koji predstavlja kvantitativnu
meru odnosa antioksidativnih redukujuéih supstanci i oksidujuc¢ih supstanci u serumu.
Rezultati: Kako bi se utvrdila statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu dobijenih
rezultata za ispitivane parametre, koris¢en je Mann-Whitney U test. Ispitivani preparat je
pokazao znacajno viSe koncentracije antioksidativnin parametara TAS, SHG i
PON1(p<0,05), kao visu vrednost TAS/TOS odnosa (p<0,05) i znac¢ajno niZzu koncentraciju
parametara oksidacije PAB i AOPP (p<0,05), dok za TOS nije bilo znacajne razlike u
odnosu na uzorke seruma i uzorke sa troloksom. Pri dodatku TBH ispitivani preparat je
takode pokazao vise koncentracije TAS i SHG (p<0,05), kao i vrednost TAS/TOS (p<0,05)
odnosa i pad koncentacije PAB (p<0,05) u odnosu na uzorke seruma i troloksa sa dodatkom
TBH. Poredenjem vrednosti antioksidativnih parametara TAS, SHG, TAS/TOS odnosa 1
parametara ravnoteze prooksidanasa i antioksidanasa PAB za uzorke preparata bez i sa
dodatkom TBH, nije uocena znacajna razlika, Sto ukazuje da je i pored dodatka TBH
ispitivani preparat odrzavao svoje antioksidativno delovanje. Zakljudak: Ispitivani
preparat pokazao je znaCajno antioksidativno delovanje, S§to se moZe pripisati
sinergistickom delovanju terpena i terpenoida iz hidrolata, ruzmarinske kiseline, polifenola
I ostalih antioksidativnih supstanci iz meda.

Kljuéne reci: oksidativni stres, antioksidans, hidrolati, terpeni, polifenoli, ruzmarinska
kiselina, med



In vitro antioxidant activity evaluation of rosmarinic acid
and honey based supplement

Abstract

Introduction: Disrupting the balance between free radicals and antioxidants leads
to a state called oxidative stress, a pathophysiological state, which can be the precursor to
many diseases. Since some of the synthetic antioxidants showed some potentially adverse
effects, there are more studies aiming to find natural antioxidants. Secondary plant
metabolites, such as polyphenols, phenolic acids, which include rosmarinic acid, terpenes
and terpenoids have antioxidative properties and can be found in different hydrosols and
honey. The aim: The aim of this study is to evaluate the in vitro antioxidative activity of
the supplement based on hydrosol mixture, rosmarinic acid and honey. Material and
methods: A series of diluted (100%, 50%, and 25%) supplements was added to the serum
pool, collected from healthy donors. A second series of samples was prepared with the
same supplement amounts and tert-Butyl hydroperoxide (TBH) added as a prooxidant.
Alongside these samples, sera samples with Trolox (hydrophilic vitamin E analog) and
Trolox with TBH were prepared. All these samples were tested for the following oxidative
stress parameters: total antioxidative status (TAS), paraoxonase-1 (PON-1), total sulfhydryl
groups content (SHG), total oxidative status (TOS), prooxidative-antioxidative balance
(PAB) and advanced oxidation protein products (AOPP). TAS/TOS ratio was calculated as
a quantitative measurement of antioxidative and oxidative substances ratio in the serum.
Results: Mann-Whitney U test was used to calculate p-values between sample groups for
each of the parameters. The supplement showed higher TAS, SHG and PON1 antioxidative
parameters (with p<0.05), higher TAS/TOS ratio (p<0.05), as well as significantly lower
concentration of the oxidative parameters PAB and AOPP (p<0.05), while there was no
significant diference in TOS parameters for the serum and trolox. When TBH was added,
the supplement also showed higher concentrations of TAS and SHG (p<0.05), as welll as
TAS/TOS (p<0.05), while PAB concentration was lower (p<0.05), compared to the serum
and trolox samples, both with TBH added. Comparing antioxidative parameters TAS, SHG,
TAS/TOS ratio and prooxidant/antioxidant balance parameter PAB, for the supplement
samples with and without added TBH, there was no significant difference, which indicates
that the supplement keeps its antioxidative properties, despite the added TBH. Conclusion:
The supplement showed significant antioxidative properties as a result of the synergistic
effect of rosmarinic acid, terpenes, and terpenoids from hydrosols and polyphenols and
other antioxidant substances from honey.

Keywords: oxidative stress, antioxidants, hydrosol, terpenes, polyphenols, rosmarinic acid,
honey
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1. Uvod

Slobodni radikali predstavljaju atome, jone ili molekule koji u svojoj strukturi
poseduju jedan ili vise nesparenih elektrona u spoljasnjoj orbitali, zbog ¢ega ispoljavaju
veliku reaktivnost ka drugim molekulima. Do njihovog nastajanja dolazi cepanjem
kovalentnih veza, kao i u procesima oksidoredukcije. U organizmu, slobodni radikali
nastaju u razli¢itim endogenim procesima, patofizioloSkim stanjima, kao i usled izlaganja
razli¢itim fizikohemijskim faktorima sredine (UV zraéenje, jonizujuce zracenje, itd.). Kako
bi se u organizmu odvijali normalni fizioloSki procesi, neophodno je da postoji ravnoteza
izmedu slobodnih radikala i antioksidanasa, ¢ija je funkcija da neutraliSu negativno
delovanje slobodnih radikala na druge molekule. Svako naruSavanje ove ravnoteze vodi u
patofiziolosko stanje koje nazivamo oksidativni stres. Kako slobodni radikali dovode do
oStecenja lipida, proteina, kao i molekula DNK, jasno je da se oksidativni stres nalazi u
osnovi mnogih oboljenja. Iz ovih razloga, dodatno unosSenje antioksidanasa u organizam,
moze pomo¢i u odrzavanju ve¢ pomenute ravnoteze. Kako su se odredeni sintetski
antioksidansi pokazali kao potencijalno $tetni po zdravlje ljudi, sve se viSe paznje usmerava
ka pronalazenju prirodnih antioksidanasa, koji bi trebalo da imaju manje Stetnih efekata, a
da poseduju veéu efikasnost.[1]-[4]

Biljke iz porodice Usnatica (Lamiaceae) bogate su sekundarnim metabolitima,
medu kojima se izdvajaju brojni antioksidansi, kao $to su askorbinska kiselina, tokoferoli,
karotenoidi, terpeni, a medu njima Se posebno mogu izdvojiti polifenoli. Polifenoli ¢ine
grupu jedinjenja, ¢ija antioksidativna aktivnost zavisi od njihove strukture i prirode
supstituenata na aromati¢nim prstenovima, a svojom antioksidativnom aktivno$¢u posebno
se isti¢u flavonoidi, tanini i fenolne kiseline, medu koje spada i ruzmarinska kiselina.[5]
Osim u biljkama, polifenolna jedinjenja su zastupljena i u medu, $to medu, pored primarne
antibakterijske aktivnosti, daje i znacajnu antioksidativnu aktivnost. [6]



2. Opstideo

2.1. Oksidativni stres

Oksidativni stres predstavlja patofiziolosko stanje u kome dolazi do naruSavanja
ravnoteze izmedu slobodnih radikala i antioksidanasa. Do poremecaja ravnoteze najcesée
dolazi usled pojacane prooksidativne aktivnosti slobodnih radikala, ili usled smanjene
antioksidativne aktivnosti (slika 1).

Antioksidansi ﬁ ﬁ Slobodni radikali
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Slika 1. RavnoteZni odnos slobodnih radikala i antioksidanasa

Kao posledica nastanka oksidativnog stresa dolazi do ostecenja, za organizam bitnih
makromolekula, kao $to su lipidi, proteini, ugljeni hidrati i DNK. Oste¢enjem ovih
makromolekula dolazi do ostecenja celija 1 moze doé¢i do cCelijske smrti nekrozom ili
apoptozom. 1z ovih razloga, smatra se da se okisidativni stres nalazi u osnovi mnogih
bolesti. Oksidativni stres je u vezi sa prirodnim procesom starenja, kao i bolestima
povezanim sa starenjem, kao $to su neurodegenerativne bolesti, oftalmoloska oboljenja i
ateroskleroza. Pored ovih oboljenja, oksidativni stres se povezuje i sa nastankom
karcinoma, astme, dermatitisa, dijabetesa, bolesti jetre, bubrega, reumatoidnog artritisa,
Alzhajmerove i Parkinsonove bolesti i drugih neurodegenerativnih bolesti. [7], [8]

2.2. Slobodni radikali

Slobodni radikali u organizmu nastaju u normalnim metabolickim procesima i
imaju fizioloSku ulogu u procesima stvaranja energije, prenoSenja signala, regulaciji
¢elijskog ciklusa, regulaciji vaskularizacije tkiva, kao i u procesima odbrane organizma od
razli¢itih infekcija (antimikrobnog delovanja fagocita, stvaranja prostaglandina,
leukotriena). [7], [8] Medutim, kada dode do povecanog stvaranja slobodnih radikala
njihova uloga u organizmu postaje patofizioloSka. Produkcija slobodnih radikala moze biti
indukovana enzimskim reakcijama (reakcije respiratornog lanca, fagocitoza, sinteza
prostaglandina, enzimi citohroma P450) i neenzimskim procesima. Neenzimskim
procesima slobodni radikali, uglavnom nastaju pod uticajem faktora spoljasnje sredine, ali i
u procesu oksidativne fosforilacije u mitohondrijama. Naj¢es¢i faktori spoljasnje sredine
koji dovode do povecane produkcije slobodnih radikala su zagadenje vode i vazduha,
duvanski dim, teski metali, radijacija, odredeni lekovi, kao i hrana pripremljena na odredeni
nacin. Osim normalnih metaboli¢kih procesa, i drugi endogeni procesi mogu dovesti do



stvaranja slobodnih radikala. Starenje, stres, intenzivno vezbanje, aktivacija imunoloskog
sistema, infekcije, ishemija, karcinomi i mnoga druga stanja dovode do poveéane
produkcije slobodnih radikala. [8], [9]

U toku procesa stvaranja eneregije, neophodne za zivot ¢éelije, u mitohondrijama,
tokom nastanka adenozin trifosfata (ATP-a) iz kiseonika, dolazi do nastanka reaktivnih
vrsta kiseonika (engl. reactive oxigen species — ROS), kao i reaktivnih azotnih vrsta (engl.
reactive nitrogen species — RNS). Osim u respiratornom lancu u mitohondrijama, ROS i
RNS mogu nastati i u drugim procesima u citozolu, lizozomima, peroksizomima,
endoplazmati¢nom retikulumu i plazma membrani (slika 2). [10]
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Slika 2. Endogena produkcija ROS i RNS [10]

ROS 1 RNS, osim $to se nalaze u formi slobodnih radikala, mogu se na¢i i u
neradikalskoj formi, tj. ne moraju imati nespareni elektron u spoljasnjoj orbitali. lako
odredena jedinjenja ne poseduju nespareni elektron, ona pokazuju veliku reaktivnost i lako
dovode do reakcija u kojima dolazi do daljeg stvaranja slobodnih radikala i na taj nacin
ispoljavaju svoje prooksidativno delovanje. Glavni predstavnici ROS i RNS dati su u tabeli
1.[9], [11]

Tabela 1. Radikalski i neradikalsi predstavnici ROS i RNS

‘O, - superoksidni anjon
OH' - hidroksil radikal

RO’ - alkoksil radikal
Slobodni radikali ROO" - peroksil radikal
HOO' - hidroperoksil radikal
NO - azot-oksid radikal
NO;" - azot-dioksid radikal

H,0, - vodonik-peroksid
O3- ozon

Neradikali 10, - singlet kiseonik
HOCI - hipohlorasta kiselina
ONOO" - peroksinitrit

RNHCI - N-hloramin




Svojim delovanjem na molekulsku strukturu ¢elija, slobodni radikali dovode do
lipidne peroksidacije, oStecenja proteina i oSteCenja DNK, ¢ime se naruSava normalno
funkcionisanje celije.

2.3. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija predstavlja proces u kome slobodni radikali i drugi oksidansi,
posebno ROS i odredeni enzimi (lipooksigenaza, ciklooksiganza, enzimi citohroma P450)
deluju na dvostruke veze izmedu C atoma prisutne u lipidima, zbog ¢ega su polinezasi¢ene
masne kiseline najpodloZnije ovom procesu. Pored polinezasi¢enih masnih Kkiselina,
lipidnoj peroksidaciji podlozni su i glikolipidi, fosfolipidi i holesterol. Prilikom oSete¢enja
membrane lipidnom peroksidacijom, celija najpre pokrece procese kako bi dovela do
aktivacije antioksidativnog sistema =zastite, a ukoliko stepen lipidne prekosidacije
prevazide kapacitete antioksidativnog sistema, dolazi do smrti celije apoptozom ili
nekrozom. [12]

Proces lipidne peroksidacije se odvija u tri faze: faza inicijacije, faza propagacije i
faza terminacije. Fazu incijacije zapocinje oksidans, kao S§to je hidroksil radikal (ima
najveci oksidacioni potencijal), koji je u mogucnosti da oduzme atom vodonika sa C-atoma
koji je u a-polozaju u odnosu na dvostruku vezu. [2] Ovim dolazi do stvaranja lipidnog
radikala (L"), koji dalje u fazi propagacije reaguje sa kiseonikom i dovodi do stvaranja
lipidnog peroksil radikala (LOO). Lipidni peroksil radikal (LOQO") ima sposobnost da
oduzme atom vodonika sa drugog lipidnog molekula i time stvori novi L" (koji nastavlja
lan¢anu reakciju) i lipidni hidroperoksid (LOOH). U terminalnoj fazi, antioksidansi, popout
vitamina E, doniraju atom vodonika LOO® , ¢ime dolazi do formiranja neradikalskog
proizvoda LOOH. Radikalski oblik vitamina E, koji nastaje doniranjem vodonika, reaguje
sa drugim LOO" ¢ime se prekida dalje stvaranje slobodnih radikala i prekida reakcija
lipidne peroksidacije. Kada se proces lipidne peroksidacije jednom pokrene, faza
propagacije traje sve dok ne dode do formiranja terminalnih proizvoda (slika 3). [12]
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Slika 3. Lipidna peroksidacija [13]



U toku procesa lipidne peroksidacije, pod uticajem gvozda ili bakra, nastaju
primarni i sekundarini produkti u koje spadaju aldehidi, ketoni, ugljovodonici, epoksidi, itd.
Jedan od produkata lipidne peroksidacije je i malon-dialdehid (MDA), koji se koristi i kao
marker lipidne peroksidacije. Od svih sekundarnih produkata koji nastaju, MDA je pokazao
najveée mutageno delovanje. MDA ima afinitet delovanja prema ostatku lizina, kao i prema
gvaninu, odakle i poti¢e njegovo mutageno delovanje. Drugi, zna¢ajni, sekundarni proizvod
lipidne peroksidacije je 4-hidroksinonenal (4-HNE), koji u visokim koncentracijama
pokazuje izuzetno toksi¢no delovanje. 4-HNE pokazuje afinitet delovanja prema amino-
grupama u DNK bazama, lizinskim ostacima lipoproteina, fosfolipidima (posebno
fosfatidil-serinu i fosfatidil-etanolaminu), kao i prema -SH grupama albumina, §to vodi ka
inhibiciji rasta ¢elije, modifikaciji lipoproteina i aterokslerozi. Jo§ jedna grupa sekundarnih
produkata lipidne preoksidacije koja nasataje peroksidacijom fosfolipida i predstavlja
izomere prostaglandina su izoprostani, koji se zbog strukturne sli¢nosti sa prostaglandinom
F2 (PGF2) nazivaju i F2-izoprostani. U visokim koncentracijama F2-izoprostani mogu
dovesti do razvoja hepatorenalnog sindroma, koji je posledica njihovog vazokonstriktivnog
delovanja u plu¢ima i bubrezima. [13]

2.4. Antioksidansi

Kada dode do prekomernog stvaranja slobodnih radikala, organizam ima nekoliko
mehanizama stvaranja antioksidanasa kako bi neutralizovao nezeljeno delovanje slobodnih
radikala, sprecio nastanak oksidativnog stresa i time zastitio ¢eliju od toksi¢nih delovanja,
¢ime spreCava nastanak bolesti povezanih sa oksidativnim stresom. Poreklo antioksidanasa
u organizmu moze biti endogeno (antioksidansi nastaju in situ) i egzogeno (uneti
konvencionalnom hranom ili putem suplemenata). Endogeni antioksidansi mogu biti
enzimskog i neenzimskog porekla. Postoji nekoliko mehanizama delovanja antioksidanasa
kojima se moze spreciti delovanje slobodnih radikala. [9].

Najznacajniji enzimski antioksidansi koji u€estvuju u primarnoj antioksidativnoj
zastiti su superoksid dizmutaza (SOD), katalaza (CAT), glutation peroksidaza (GPx),
glutation reduktaza (GRX) i glutation-S-trasferaza. [14] Superoksid dizmutaza moze se naci
u viSe izoformi u ljudskom organizmu, koje se medusobno razlikuju prvenstveno po
lokalizaciji i metalu koji se nalazi u aktivnom centru enzima. Citozolna SOD u svom
aktivnom centru sadrzi bakar i cink (Cu,Zn-SOD), isto kao i ekstracelularna SOD (EC-
SOD), dok mitohondrijalna SOD u svom aktivnom centru sadrzi mangan (Mn-SOD). Sve
izoforme SOD Kkatalizuju reakciju dismutacije superoksidnog anjona ("O2" ) u vodonik-
peroksid (H202) i molekul kiseonika (O) redukcijom. Dalje se, nastala oksidovana forma,
H>0,, trasformiSe do vode (H20) i kiseonika (O2) pod uticajem katalaze (CAT) ili
glutation peroksidaze (GPx). GPx je selenprotein, koji dovodi do razgradnje H>O>, tako $to
oksiduje redukovanu formu glutationa (GSH) i prevodi je u oksidovani oblik (GSSG).
Osim H>0», GPx istim principom redukuje i druge lipidne i nelipidne hidroperokside.
Glutation reduktaza (GRx) je flavoprotein, koji ima ulogu u regeneraciji glutationa iz
oksidovanog (GSSG) oblika u redukovani (GSH) oblik uz pomo¢ NADPH. [9], [2]
Glutation-S-transferaza omoguc¢ava vezivanje glutationa za centre hidrofobnih molekula
preko sulfhidrilnih grupa i time im omoguc¢ava rastvaranje u vodi i laksi trasport do
vakuola. [1] Osim enzima koji ucestvUju u primarnoj antioksidativnoj zastiti, postoje i
enzimi koji vrSe tercijalnu antioksidativnu zastitu (sekundarnu antioksidativnu zastitu



uglavnom vrse neenzimski antioksidansi) tako $to vrse popravku oste¢ene DNK, resintezu
oste¢enih aminokiselina i proteina, kao i uklanjanje oksidovanih masnih kiselina lipida
membrane. U ove enzime spadaju enzimi koji vrSe reparaciju DNK (polimeraze,
glikozilaze, nukleaze) i proteoliticki enzimi (proteinaze, proteaze i peptidaze). [14], [1]

Neenzimski antioksidansi mogu se podeliti na one koji dovode do prekida lan¢ane
reakcije i metal vezujuce proteine. [15] Molekuli koji deluju kao antioksidansi mogu imati
sposobnost doniranja, tj. primanja elektrona, kako bi stabilizovali slobodni radikal, a mogu
I direktno reagovati sa slobodnim radikalom i tako dovesti do njegove neutralizacije
(,,skevindzer antioksidansi). Ovim procesom 1 sam antioksidans moze dobiti nespareni
elektron i time postati slobodni radikal, ali je tako nastali slobodni radikal znatno manje
reaktivan i manje opasan. Ovako nastali slobodni radikal moze biti neutralisan drugim
antioksidansom ili nekim drugim mehanizmom, koji ¢e dovesti do promene oblika, kako bi
nastali molekul izgubio slobodnoradikalsku aktivnost (delokalizacija nesparenih elektrona
u aromaticnom prstenu, delovanje enzimskih antioksidanasa). [16] Na ovaj nacin
antioksidansi mogu dovesti do prekida lancane reakcije, koja je posebno izrazena u procesu
lipidne peroksidacije. Gvozde i bakar u organizmu imaju ulogu prenosnika elektrona
izmedu kiseonika i drugih biomolekula, ¢ime dolazi do stvaranja alkoksil radikala. Metal
vezujuéi proteini, kao Sto si feritin, trasferin, laktoferin i ceruloplazmin dovode do
vezivanja Fe?" i Cu* i tako spre¢avaju nastanak alkoksil radikala i hidroksil radikala u
Fentonovoj reakciji. Najznacajni neenzimski antioksidansi su vitamin C, mokra¢na
kiselina, glutation (tioli) koji pripadaju hidrofilnoj grupi antioksidanasa i vitamin E,
koenzim Q10 (ubikvinol), karotenoidi i flavonoidi, koji su lipofilni antioksidansi. [13], [15]

Egzogeni antioksidansi nemaju mogucnost sinteze u organizmu i moraju se
obezbediti iz hrane i drugih suplemenata. Najznacajniji egzogeni antioksidansi su vitamin
C, vitamin E, elementi u tragu (selen, bakar, cink), karotenoidi, polifenoli, flavonoidi,
omega 3- i omega 6-masne kiseline. Pokazano je da deficit nutritivnih antioksidanasa moze
dovesti do razvoja razliCitih oboljenja. [9] Zbog potrebe za dodatnim unosom
antioksidanasa doslo je do razvoja sintetskih antioksidanasa, kao $to su butil hidroksitoluen
(BHT) i butil hidroksianizol (BHA). Medutim, zbog svoje moguce toksi¢nosti, oni se danas
koriste samo kao aditivi u prehrambenoj industriji, ali ne i kao suplementi. 1z tih razloga,
istrazivanja su usmerena na pronalazenje prirodnih antioksidanasa, uglavnom iz biljaka,
koji bi se mogli koristiti kao dijetetski suplementi. Voce, povrée, zitarice, zaéini, lekovito
bilje sadrze razli¢ite grupe antioksidanasa, kao $to su karotenoidi, steroidi, tioli, flavonoidi i
polofenoli. [16] U poslednje vreme, polifenoli sve vise privlace paznju istrazivaca zbog
njihovog povoljnog efekta na zdravlje ljudi. [17]

2.5. Polifenoli

Polifenoli predstavljaju sekundarne metabolite biljaka c¢ija je osnovna uloga u
odbrani biljke od patogena i ultraljubicastog (UV) zracenja. Neka istrazivanja pokazuju da
ishrana bogata biljkama koje sadrze polifenole moze u odredenoj meri povoljno uticati na
smanjenje razvoja karcinoma, kardiovaskularnih bolesti, osteoporoze, dijabetesa |
neurodegenerativnin oboljenja. [17] Preko 8000 razli¢itih polifenolnih jedinjenja je
pronadeno u razli¢itim vrstama biljaka, od Cega najveci deo Cine flavonoidi, koji su i
najvise bioaktivni. Postoji viSe metabolickih puteva nastanka polifenola, ali najveci broj
polifenolnih jedinjenja nastaje metabolickim putem Sikimske kiseline, u kome dolazi do
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stvaranja fenilalanina i tirozina, koji su glavni prekursori u daljem stvaranju polifenola.
[18] Polifenoli se uglavnom nalaze u konjugovanom obliku, za koji je putem hidroksilnih
grupa vezan jedan ili vise saharidnih ostataka, mada se mogu nacéi i forme gde su saharidi
direktno povezani sa aromaticnim prstenom. Osim veze sa saharidima, sre¢u se i1 veze sa
drugim jedinjenjima, kao Sto su masne kiseline, amini, lipidi i drugi fenoli. [17]

Flavonoidi se sastoje od dva aromati¢na prstena, medusobno povezana sa tri
alifati¢éna C atoma, koji sa kiseonikom formiraju hetrociklin (piran). Do sada je opisano oko
4000 razlic¢itih flavonoida, a na osnovu razlike u strukturi hetrociklicnog prstena, mogu se
podeliti u Sest grupa: flavonoli, flavoni, flavanoli (katehini), flavanoni, antocijanidini i
izoflavonoidi (slika 4). [17], [19]

Slika 4. Osnovna struktura falovonoida [19]

Razlike koje nastaju izmedu samih grupa i1 svakog flavonoida pojedinacno, leze u
velikom broju modifikacija osnovne strukture. Kvercetin, miricetin, kamferol, katehin su
neki od najzastupljenijih flavonoida. Nakon flavonoida, druga najzastupljenija grupa
polifenolnih jedinjenja su fenolne kiseline. [17], [19]

Fenolne kiseline predstavljaju proste polifenole, uglavnom malih molekulskih masa,
koje se sastoje iz fenolnog jezgra i bo¢nog niza koji sadrzi jedan (derivati benzoeve
kiseline) ili tri (derivati cimetne kiseline) ugljenikova atoma (slika 5). One obuhvataju
hidroksi i druge funkcionalne derivate benzoeve, tj. hidroksibenzoeve i cimetne kiseline,
odnodno hidroksicimetne kiseline. [20]

0 0

OH OH

benzoeva kiselina cimetna kiselina

Slika 5. Benzoeva i cimetna kiselina
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Najces¢i derivati hidroksicimetne Kkiseline su p-kumarinska, kafena, ferulna i
sinapinska kiselina. Jedan od najrasprostranjenijih derivata hidroksicimetne Kiseline je
hlorogenska kiselina, koja predstavlja estar kafene i hininske kiseline. [18] Ruzmarinska
kiselina je takode estar kafene kiseline i 3,4-dihidroksifenillaktatne kiseline. [21]

Najpoznatiji derivati hidroksibenzoeve Kkiseline su p-hidroksibenzoeva Kkiselina,
salicilna kiselina, vanilinska kiselina i siringinska kiselina. Aldehidi fenolnih kiselina se
takode svrstavaju u ovu grupu (vanilin, siringaldehid). [18] Osim ve¢ navedenih, fenolnim
kiselinama pripada i elaginska kiselina, koja predstavlja derivat galne kiseline, koji nastaje
laktonizacijom heksahidroksidifenske kiseline (HHDP), kondenzacionog proizvoda dva
molekula galne kiseline. [19] Fenolne kiseline se veoma retko nalaze u slobodnoj formi i
uglavnom se mogu naci u obliku glukozida, povezani sa malim organskim kiselinama
(estri) ili vezani za strukturne elemente biljke, kao Sto su celuloza, proteini ili lignini. [18]

lako su flavonoidi i fenolne kiseline najzastupljenije grupe polifenola, osim njih, po
strukturi se odvajaju jo$ dve grupe polifenolnih jedinjenja, a to su stilbeni i lignani. Stilbeni
su veoma malo zastupljeni u ishrani, a ve¢ina njih u biljkama deluju kao antifungicidni
fitoalekseni (komponente koje biljke sintetiSu kao odgovor na infekciju ili povredu).
Najvise izucavan stilben je rezveratrol, koji se moze naci u grozdu i crvenom vinu. Lignani
su poznati kao fitosetrogeni, a najveéi izvor lignana je laneno seme, koje sadrzi
sekoizolaricirezinol i u malim koli¢inama matairezinol. [17]

Antioksidativno delovanje polifenola zavisi od njihove strukture i funkcionalnih
grupa. Polifenoli smanjuju produkciju ROS tako $to vrSe inhibiciju enzima koji ucestvuju u
njihovom stvaranju, mogu direktno da ,hvataju ROS, heliraju metalne jone (kvercetin
helira gvozde) i vrse regulaciju sistema antioksidativne zastite. Takode, polifenoli mogu
uticati na plazma membranu, tako §to reaguju sa nepolarnim komponentama koje se nalaze
u unutrasnjem, hidrofobnom sloju plazma membrane, ¢ime vrse uticaj na oksidaciju lipida i
proteina. Na ovaj nacin, odredeni flavonoidi sprec¢avaju delovanje oksidanasa i tako ¢uvaju
strukturu i integritet ¢elijske membrane. [22]

Osim polifenola, znacajnu grupu sekundarnih metabolita biljaka, koji takode
pokazuju antioksidativno delovanje, ¢ine terpeni. Terpeni, takode pokazuju i
antiinflamatorno, antiagregacijsko, antikoagulativno, antitumorsko, kao i sedativno i
analgetsko delovanje. [5], [23]

2.6. Terpeni

Pored polifenolnih jedinjenja, kojih ima oko 8000, i alkaloida kojih ima oko 12000,
terpeni 1 terpenoidi sa oko 25000 razli¢itih jedinjenja, ¢ine najveéu grupu sekundarnih
metabolita biljaka, koji nastaju kao odgovor na stres, tj. deo su odbrambenog sistema biljke
od razlicitih spoljnih faktora i patogena (slika 6). [5], [24]
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Slika 6. Najveée grupe sekundarnih metabolita biljaka i njihovi udeli [24]

Terpeni su strukturno sastavljeni iz izoprenskih jedinica, tj. izopentil-difosfata
(IPP), odnosno njegovog izomera dimetilalil-difosfa (DMAPP ) (5C-atoma), gde jedna
izoprenska jedinica zapravo predstavlja najednostavniji oblik, hemiterpen. Spajanjem dve
izoprenske jedinice nastaje monoterpen (C10), dok spajanjem tri izoprenske jedinice
nastaju seskviterpeni (C15). Daljim povezivanjem izoprenskih jedinica nastaju di- (C20),
tri- (C30), tetra- (C40) i politerpeni. Biosinteza terpena u biljkama se odvija u dva razli¢ita
puta: put mevalonske kiseline (MVA) put, koji se odvija u citoplazmi i nemevalonatni put ,
tj. metileritritol fosfatini put (MEP), koji se odvija u plastidima. Termin terpeni, uglavnhom
se odnosi na ugljovodoni¢ne terpene, dok se terpeni koji su podlegli biohemijskim
modifikacijama, kao §to je npr. proces okidacije, nazivaju terpenoidima. [23], [24]

Terpeni svoje antioksidativno delovanje ostvaruju direktnom neutralizacijom
(,hvatanjem®)  ROS i uticajem na endogene antioksidanse. Zahvaljajuéi svom
antioksidativnom delovanju, terpeni su pokazali znacajan ucinak u stanju oksidativnog
stresa kod razli¢itih oboljenja, kao §to su bolesti jetre, bubrega, neurodegenerativna
oboljenja, kardiovaskularne bolesti, karcinom, dijabetes, ukljuujuéi i proces starenja.
Antioksidativna aktivnost terpena, u nekim slu€ajevima moze biti odgovorna za njihovu
moguénost da vrSe modulaciju prenosa nervnog signala, uti¢u na proces inflamacije i imaju
uticaj na imunoloski sistem. Delovanje terpena u velikoj meri zavisi od koncentracija u
kojima se nalaze. lako pokazuju antioksidativno delovanje, koje je izraZzeno kada se nalaze
u niskim koncentracijama, terpeni u visokim koncentracijama pokazuju prooksidativno
delovanje. [25]

Kada su u pitanju ugljovodoni¢éni monoterpeni, najvecu antioksidativnu aktivnost
pokazauju terpinolen, a-terpinen, y-terpinen i sabinen, dok $to se tice oksidovanih terpena,
najbolje su se pokazali monoterpenski fenoli: timol i karvakrol. Osim monoterpenskih
fenola, antioksidativnu aktivnost poseduju i alilni alkoholi: nerol, perilil alkohol, geraniol i
cis-verbenol, dok monoterpenski ketoni i aldehidi poseduju nesto slabiju antioksidativnu
aktivnost. Ugljovodoni¢ni seskviterpeni ispoljavaju dosta nisku antioksidativnu aktivnost,
dok je antioksidativna aktivnost oksidovanih seskviterpena na slicnom nivou, kao i
antioksidativna aktivnost oksidovanih monoterpena (alilnih alkohola) (slika 7). [25]
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Slika 7. Hemijska struktura monoterpena sa antioksidativnom aktivno$éu [25]

Diterpeni, posebno fenolni abietan, karnosinska kiselina, koja je izolovana iz
ruzmarina, poseduje bolje antiokisdativno delovanje od askorbinske kiseline (slika 8).
Triterpeni, osim $to deluju kao ,,hvataci®, neki imaju 1 osobinu da heliraju gvozde, dok se
antioksidativna aktivnost tetraterpena uglavnom bazira na delovanju karotenoida (B-
karoten, a-karoten, likopen, lutein), koji su se zbog viSestrukih veza u svojoj strukturi
pokazali kao dobri ,.hvata¢i ROS. Sto je veca duzina konjugovanog sistema, karatenoidi
ispoljavaju bolje antioksidativne osobine. [25]

Slika 8. Karnosinska kiselina [25]

Osim sto poseduju antioksidativnu aktivnost, terpeni stupaju u interakciju sa drugim
molekulima koji su bitni za fizioloske procese u organizmu, pa tako mogu delovati kao
imunostimulansi, uticati na koagulacione procese Kkrvi, vrsiti modulaciju transkripcionih
faktora, kao $to je nuklearni faktor kappa B (NF-kB), koji je povezan sa procesom
inflamacije u raznim hroni¢nim bolestima, kao $to su kardiovaskularne bolesti, dijabetes 1
Alzhajmer i druge. Neki od terpenoida, pokazuju delovanje i protiv ¢elija karcinoma,
malarije, a u nekim sluc¢ajevima mogu delovati i antivirusno i antibakterijski. [23]

Ekstrakti razlicitih aromatic¢nih biljaka, medu koje spadaju 1 etericna ulja 1 hidrolati,
bogati su terpenima i terpenoidima. [23]

2.7. Hidrolati

Hidrolati, ili kako se jo$ nazivaju hidrosoli ili cvetne vode, predstavljaju vodenu
fazu koja nastaje tokom parne, odnosno vodene destilacije aromaticnog bilja u procesu

14



dobijanja eteri¢nog ulja. Tokom destilacije, odredene komponente etericnih ulja ostaju
rastvorene u vodenoj fazi. U hidrolatima se nalaze rastvorene hidrosolubilne komponente
eteri¢nih ulja, @ mogu se i u veoma maloj koli¢ini na¢i i Cestice samog eteri¢nog ulja, kao i
ostale hidrosolubilne komponente biljke koja se destiluje, zbog ¢ega imaju intezivan miris i
ukus. Zbog prisustva hidrofilnih supstanci biljaka, koje uglavnom ¢ine razlicite kiseline, pH
vrednost hidrolata se najc¢ese krece izmedu 4,5 i 5,5, Sto ih ¢ini pogodnim za negu koze i
zbog Cega mogu delovati antibakterijski. [26], [27] Hidrolati ne poseduju nepovoljne
osobine eteri¢nih ulja kao $to je jak miris koji moze izazvati glavobolju, iritaciju koze ili
oCiju i iz tih razloga mogu se bezbedno primeniti na kozi, ali i oralno nakon odgovarajuce
obrade i razblazivanja. U Evropi, Aziji i Africi, hidrolati su se tradicionalno primenjivali u
narodnoj medicini, pripremi hrane, kozmetici. Zbog svih navedenih osobina, hidrolati su
nasli svoju primenu uglavnom u kozmetickoj industriji, ali i u industriji hrane. [28] Sve je
veca primena hidrolata i kao funkcionalnih napitaka. Funkcionalni napici predstavljaju
bezalkoholna pica, koja sadrze sastojke, kao §to su biljke, vitamini, minerali, sveze voce ili
povrée, Koji se konzumiraju kako bi obezbedili specifiéne zdravstvene pogodnosti
(podizanje energije, jatanje imunoloskog sistema, itd.), mimo onih koje pruza regularna
ishrana. [29]

Sastav hidrolata, kao i sastav eteri¢nih ulja aromati¢nih biljaka, zavisi od brojnih
faktora koji ukljucuju genetiku biljke, klimatske faktore, nacin uzgajanja biljke (svetlost,
obrada zemljista, primena dubriva, itd.), kao i metode koje se primenjuju u obradi i
izolovanju istih.[30] Tako npr, hidrolati koji se sakupljaju na pocetku destilacije imaju
prijatniji miris od onih koji se sakupljaju na kraju destilacije, zbog razlike u prisustvu
terpenoida koji klju¢aju na nizim, odnosno visim temperaturama. Takode, sSmatra se da su
hidrolati, koji su sakupljeni ili u ranoj ili u kasnoj fazi destilacije, korisniji u terapijskie
svrhe od onih koji su sakupljani tokom celog procesa destilacije. [28] Sastav hidrolata
znacajno se razlikuje od sastava etricnih ulja iste biljke zbog razliCite rastvorljivosti
odredenih komponenti u vodenoj fazi, zbog ¢ega se razlikuje i njihova bioloska aktivnost.
[29] Glavne komponente hidrolata uglavnom predstavljaju terpeni i terpenoidi, od kojih i
poti¢u antioksidativne, ali i antibakterijske, antivirusne i druge osobine koje razli€iti
hidrolati poseduju. Tako glavne komponente hidrolata ruzmarina (Rosmarinus officinalis)
predstavljaju oksidovani monoterpeni, medu koje spadaju verbenon, a-terpineol, kamfor,
borneol, terpinen-4-ol, 1,8-cineol i drugi, dok glavne komponente hidrolata lavande
(Lavandula angustifolia) c¢ine lanalool, lanalool oksid, borneol, a-terpineol i terpinen-4-ol.
[30], [31] Hidrolat zalfije (Salvia officinalis) takode sadrzi 1,8 cineol, ali je dominantna
komponenta ovog hidrolata kamfor, zbog cega hidrolat zalfije pokazuje slabije
antioksidativne osobine. [26]

Zbog velikih varijacija u sastavu hidrolata, znacajno se razlikuju i njihove
antioksidativne, ali i druge osobine koje mogu imati uticaj na zdravlje Iljudi.
Kombinovanjem vise razlic¢itih hidrolata, moze se posti¢i efekat sinergije i samim tim
poboljsati njihovo antioksidacijsko delovanje, ali 1 drugi efekti koje razliciti hidrolati
poseduju.

2.8. Ruzmarinska kiselina

Biljke iz porodica Usnatica (Lamiaceae) Siroko su rasprostranjene kao biljke koje se
koriste u tradicionalnoj medicini, kako u lecenju, tako i u prevenciji razli€itih bolesti.
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Vecina vrsta iz porodice su aromati¢ne i sadrze aromati¢na ulja, pa se neke od njih
uzgajanju kako bi se upotrebljavale i u ishrani, kao $to su bosiljak (Ocimum spp.), menta
(Mentha x piperita), ruzmarin (Rosmarinus officinalis), zalfija (Salvia officinalis), ¢ubar
(Satureja hortensi), majoran (Origanum majorana), origano (Origanum vulgare), timijan
(Thymus wvulgaris) 1 lavanda (Lavandula angustifolia). [5] Ove biljke poseduju
antioksidativne, antiinflamatorne, antialergijske i antimikrobne osobine, koje se uglavnom
pripisuju delovanju polifenolnih jedinjenja, koja su jedna od glavnih grupa jedinjenja koje
ove biljke poseduju, medu koje spada i ruzmarinska kiselina. [32]

Ruzmarinska kiselina (Rosmarinic acid — RA) prvi put je izolovana iz listova
ruzmarina (Rosmarinus officinalis), a kasnije i iz drugih biljaka porodica Lamiaceae i
Boraginaceae, kao i iz nekih visih biljaka, paprati i drugih. Iako je pronadena i u mnogim
drugim biljkama, ruzmarin se i dalje koristi kao najveci izvor ruzmarinske kiseline.
Strukturno gledano, ruzmarinska Kkiselina predstavlja estar kafene kiseline i 3,4-
dihidroksifenillaktatne kiseline, gde deo koji se sastoji od kafene poti¢e od fenilalanina,
dok deo koji se sastoji od 3,4-dihidroksifenillaktatne kiseline, vodi poreklo od tirozina
(slika 9). [21], [32], [33]

OH

Slika 9. Ruzmarinska kiselina [21]

Razli¢ite in vitro studije pokazale su da RA pokazuje antivirusne osobine |,
ukljuuju¢i i delovanje na anti-HIV-1, kao i antibakterijske, antioksidativne,
antikancerogene i antialergijske osobine, dok su in vivo studije, pokazale antialergijsko,
antitrombocitno, antikancerogeno i antireumatoidno delovanje RA. [32], [34]

Antioksidativno delovanje fenolnih kiselina, a samim tim i ruzmarinske kiseline,
zavisi od njihove strukture, tj. supstituenata i njihovog polozaja na aromati¢nom prstenu i
strukture bo¢nog niza. Veci broj hidroksilnih i metoksilnih grupa i naro¢ito prisustvo 0-
dihidroksi grupe na fenolnom prstenu povecava antioksidativnu aktivnost. [35]
Ruzmarinska kiselina deluje kao ,,hvata¢* ROS tako $to ima mogucnost doniranja vodnika,
tj. elektrona sa o-hidroksilnih grupa prstena A i B (slika 9). Ovo dalje vodi ka formiranju
semikvinonske i1 kvinonske strukture, Sto stabilizuje nastalu slobodno radikalsku strukturu
(slika 10). Aktivnost prstena A sli¢na je aktivnosti prstena B, iako je prsten B jac¢i donor
elektrona, dok je slobodni radikal nastao odlaskom vodonikovog atoma sa prstena A
stabilniji u odnosu na radikal nastao odlaskom vodonikovog atoma sa prstena B. [36]
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Slika 10. Formiranje semikvinonske i kvinonske strukture RA [36]

Osim §to deluje kao ,hvata¢” ROS, RA inhibira ksantin oksidazu (katalizuje
reakciju stvaranja hipoksantina u ksantin, a potom ksantina u mokraénu kiselinu, pri ¢emu
dolazi do stvaranja H202), koja je u odredenim patofizioloskim stanjima, kao $to je
ishemija ili povreda tkiva, jedan od endogenih izvora nastanka slobodnih radikala u
organizmu. Takode, RA redukuje Mo (VI) do Mo (V) sprecavajuci time nastanak slobodnih
radikala izazvan metalima. [36], [37]

Kao i drugi polifenoli, i RA ima mogucénost infiltracije u unutrasnji, nepolarni sloj
plazma membrane, ¢ime spreava lipidnu peroksidaciju sa jedne strane presretajuci
intramembranske radikale i sa druge strane povecavajuci proto¢nost membrane, ¢ime se
vr$i deorgainizacija lipidnih lanaca i otezava propagacija stvaranja radikala. [38] Osim §to
spreCava lipidnu peroksidasciju, RA povecava produkciju enzima koji ucestvuju u
primarnoj antioksidativnoj zastiti: superoksid dizmutaze (SOD), katalaze (CAT) i glutation
peroksidaze (GPx). [39] Za razliku od drugih polifenola, kao $to su luteolin i kvercetin, Koji
samo sprecavaju oStecenje DNK delujuéi antioksidativno, RA pored toga indukuje i
reparaciju ve¢ oSte¢ene DNK, posreduju¢i u intacelularnom mehanizmu odgovornom za
DNK reparaciju. [40]

Iz svega navedenog moze se zakljuciti da ruzmarinska kiselina svoje
antioksidativno delovanje ispoljava na gotovo svim nivoima antioksidativne zastite,
pocevsi od direktnog delovanja na slobodne radikale, sprecavanja lipidne peroksidacije,
indukcije enzima odgovornih za primarnu antioksidativnu zastitu, do indukcije mehanizma
reparacije.

2.9. Med

Med je prirodna, slatka supstanca koju proizvode medonosne pcele (Apis mellifera)
preradom nektara biljaka, ili iz sokova sa Zivih delova biljaka, ili sakupljanjem ekskreta
insekata koji se hrane siSuci sokove sa zivih delova biljaka, koje pcele sakupljaju, preraduju
1 dodaju sopstvene specifi¢ne supstance, dehidriraju i odlazu u ¢elije sac¢a do sazrevanja.
[41] Med pored svojih nutritivnih vrednosti, zahvaljujuéi bioaktivnim supstancama koje
sadrzi pokazuje i odredene terapijske efekte. Glavni efekti bioaktivnih komponenti meda su
antibakterijsko i antioksidativno delovanje.

Sastav meda, kao i njegove antoksidativne i druge osobine, zavise od cvetova iz
kojih se uzima nektar, godiSnjeg doba, geografskog porekla i drugih faktora sredine, kao i
obrade meda, zbog Cega je sastav flavonoida u medu povezan sa poreklom cveta iz koga je
med nastao. Brojne lekovite 1 aromati¢ne biljke vrSe sintezu supstanci sa antioksidativnim
delovanjem koje mogu biti prenete u med, pa se tako odredene komponente meda mogu
koristiti kao markeri botani¢kog porekla meda (hesperitin kao marker citrusnog meda, 8-
metoksi-kempferol kao marker ruzmarinovog meda, luteolin kao marker lavandinog meda).
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Boja meda zavisi od pH vrednosti, sadrzaja pepela, polena, porekla cveta, kao i
antioksidativnih pigmenata kao $to su karotenoidi i flavonoidi, pa se smatra da tamniji
medovi imaju bolja antioksidativna svojstva. [42], [43]

Med svoje antibakterijske osobine pokazuje zahvaljujuci visokom sadrzaju Secera,
niskoj aktivnosti vode, prisustvu H2O., jakih kiselina, flavonoida, fenolnih kiselina,
metilglioksala i pcelinjeg peptida defensin-1, dok su antioksidativne osobine izrazene
zahvaljuju¢i flavonoidima i fenolnim kiselinama, vitaminu C, vitaminu E, enzimima, kao
Sto su katalaza i peroksidaza, i elementima u tragu. Antibakterijska i antioksidativna
delovanja meda su medusobno povezana, uticu jedna na druge i zajedno medu daju
posebne terapijske karakteristike. [6]

Antioksidativna aktivnost meda jeste direktno povezana sa sadrzajem polifenola i
flavonoida, ali zavisi 1 od drugih komponenti, kao §to je sadrzaj metala (Na, K, Ca, Mg) i
drugih neenzimskih komponenti meda, koje zajedno sa polifenolima i flavonoidima deluju
sinergisticki. [43]

18



3. Eksperimentalni deo

3.1. Ciljrada

Glavni cilj rada je ispitivanje antioksidativne aktivnosti preparata Med(i)ra
(proizvoda¢ ROSA VITA d.o.o, Pula, Hrvatska), koji je napravljen na bazi biljnih
kompleksa (hidrolata), ruzmarinske kiseline i meda u uslovima in vitro indukovanog
oksidativnog stresa u bioloskom uzorku.

Ostali ciljevi, kroz koje se ostvaruje glavni cilj rada su:

e utvrdivanje koncentracije merenih parametara oksidativnog stresa pre i
nakon dodavanja prooksidansa, terc-butil hidroperokisda (TBH) u uzorke
koji sadrZe ispitivani preparat, ¢ist serum i troloks.

e utvrdivanje antioksidativnog potencijala preparata Medi(i)ra u odnosu na
standardni antioksidans vitamin E, u obliku troloksa (2 mmol/L).

3.2. Materijal i metode

Za ovo istrazivanje koriscen je ,,pool“ seruma dobijen meS$anjem seruma zdravih
pojedinaca, preparat Med(i)ra, kao izvor antioksidanasa, 0,25 mmol/L TBH, kao
prooksidans i troloks (2 mmol/L), hidrosolubilni analog vitamina E, kao preparat sa
poznatim antioksidativnim delovanjem.

Preparat Med(i)ra (proizvoda¢ ROSA VITA d.o.o, Pula, Hrvatska) sastoji se iz
biljnih kompleksa, tj. iz hidrolata Cetiri biljne vrste: ruzmarina (Rosmarinus officinalis),
lavande (Lavandula angustifolia), komoraca (Foeniculum vulgar) i primorske kleke
(Juniperus oxycedrus), zatim dodatka ruzmarinske kiseline (75 mg RA/10 mL proizvoda),
kao jednog od vodecih antioksidanasa i meda, koji potice sa polja aromati¢nog bilja, koje
se koristi i za izradu hidrolata koji ulaze u sastav preparata.

U alikvote seruma zapremine 450 uL, u duplikatu dodata je serija razblazenja
(100%, 50%, 25%) ispitivanog preparata u zapremini od 50 pL, zatim serija rablazenja
ispitivanog preparata (100%, 50%, 25%) i TBH, kao prooksidansa u ukupnoj zapremini od
50 pL (25 pL+ 25 pL). Pored ovih uzoraka, pripremljeni su i uzorci u koje je dodat samo
TBH (50 puL), troloks kao standardni antioksidans (50 pL), TBH zajedno sa troloksom (25
puL+ 25 pL) i kontrolni serum sa dodatkom destilovane H>O (50 pL). Uzorci su inkubirani u
vodenom kupatilu 2h na 37°C, nakon ¢ega je iz svih uzoraka vrseno odredivanje parametara
oksidativnog stresa: totalnog antioksidativnog statusa (TAS), paraoksonaze-1 (PONL1),
ukupnog sadrzaja sulfhidrilnih grupa (SHG), totalnog oksidativhog statusa (TOS),
prooksidativnog-antioksidativnog balansa (PAB) i uznapredovalih produkata oksidacije
proteina (AOPP).

Totalni antioksidativni status (TAS) meri ukupnu reaktivnost svih redukujuéih
supstanci u plazmi, pre svega proteina, mokra¢ne kiseline, glukoze, uree i kreatinina,
vitamina E i C.
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Totalni antioksidativni status odreden je kolorimetrijskim testom uz upotrebu
stabilnog ABTS+ katjona kao hromogena. Sam rastvor ABTS-a je bezbojan. Oksidacijom
do ABTS+ katjona, pomocu vodonik-peroksida u kiselom medijumu (acetatni pufer,
pH=3,6) rastvor dobija karakteristicnu smaragdnu boju. Kada se obojeni ABTS+ jon
pomesa sa nekom supstancom koja moze da se oksiduje (antioksidans), redukuje se do
bezbojnog ABTS-a, §to se manifestuje promenom boje, odnosno obezbojavanjem
Ispitivanog rastvora. Intenzitet obezbojavanja srazmeran je koncentraciji prisutnih ukupnih
antioksidanasa u uzorku. Apsorbancije ispitivanih rastvora ocitavane su na talasnoj duzini
od 660 nm, nakon inkubacije od 10 minuta, na sobnoj temperaturi (ili 5 minuta, 37°C). Za
oCitavanje apsorbance koriS¢en je automat Ilab 300+ (Instrumentation Laboratory, Milan,
Italy). [44]

Paraoksonaza 1 (PON1) je enzim ¢ija se sinteza odigrava u jetri i ulazi u sastav
HDL (High Density Lipoprotein) lipoproteinskih ¢estica. PON1 ima sposobnost da spreci
stvaranje novih i razgradi ve¢ postojece LDL (Low Density Lipoprotein) Cestice, i ima
znacajnu ulogu pri zastiti LDL cCestica od oksidativne modifikacije, $to doprinosi
antioksidativnom potencijalu organizma. [45]

Odredivanje PONI1 statusa (prema metodi Richtera i Furlonga) podrazumeva
odredivanje aktivnosti enzima PONI1 prema dva razli¢ita nefizioloska supstrata, paraoksonu
(paraoksonazna, POazna aktivnost) i diazoksonu (diazoksonazna, DZOazna aktivnost) i na
osnovu toga odredivanje fenotipa aktivnosti za polozaj 192.

Aktivnost enzima se odreduje u serumu ili hepariniziranoj plazmi. EDTA plazma se
ne moze koristiti poSto po nekim autorima EDTA direktno dovodi do degradacije
PON1(127) a po drugima PON1 je Ca?*-zavisna esteraza Cija je aktivnost blokirana u
prisustvu EDTA koji kompleksira Ca?*. U ovoj studiji je koris¢en serum.

Odredivanje paraoksonazne aktivnosti se zasniva na delovanju PON1 enzima iz
seruma na supstrat paraokson, pri ¢emu dolazi do konverzije paraoksona do p-nitrofenola;
brzina te promene se prati kineticki na 405 nm, gde je karakteristicni apsorpcioni
maksimum za p-nitrofenol koji se u baznoj sredini nalazi u obliku p-nitrofenoksidnog
anjona.

Odredivanje diazoksonazne aktivnosti se zasniva na delovanju PON1 enzima iz
seruma na supstrat diazokson (diazinon-O-analog), pri ¢emu dolazi do konverzije
diazoksona do 2-izopropil-4-metil-6-hidroksipirimidina (IMHP); brzina te promene se prati
kineticki na 270 nm, gde je karakteristicni apsorpcioni maksimum za IMHP. Za oc¢itavanje
apsorbance koris¢en je llab 300+ (Instrumentation Laboratory, Milan, Italy). [44]

Ukupne sulfhidrilne grupe (SHG) su deo antioksidativne zastite i uglavnom
poticu od proteina. Neka neproteinska jedinjenja naSeg organizma (antioksidans glutation)
takode sadrze ove grupe sa redukuju¢im sposobnostima cija je funkcija neutralisanje
slobodnih radikala. Pored TAS-a, SHG ¢ine prvu linije odbrane u naSoj krvi od
oksidativnog stresa.

Ukupni sadrzaj sulfhidrilnih grupa u plazmi se odreduje Ellman-ovom metodom.
Ova metoda se zasniva na reakciji 2,2’-dinitro-5,5’-ditio-benzojeva kiseline (DTNB) sa
alifaticnim tiolnim jedinjenjima u baznoj sredini (pH 9.0) , pri ¢emu se stvara jedan mol p-
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nitrofenol anjona po jednom molu tiola. PoSto je ovaj anjon u baznoj sredini jako Zuto
obojen, merenje njegove apsorbancije je moguce na 412 nm. Ukupan sadrzaj SH grupa se
moze odrediti preko standardne krive vodenog rastvora glutationa, ili preko molarnog
ekstincionog koeficijenta para-nitrofenola na 412 nm. [44]

Totalni oksidativni status (TOS) meri sve oksidujuce supstance u plazmi tipa
vodonik-peroksida i lipidnih hidroperoksida. Ovaj parametar je u direktnoj vezi sa TAS
antioksidansom, ako je jedan poviSen, drugi je snizen i obratno. TOS oslikava oksidativni
potencijal plazme, tj. postojanje komponenti koje mogu potencijalno da ostete celije i tkiva.

Kao glavne komponente TOS sistema u serumu su prisutni H2O i lipidni
hidroperoksidi. Ukupni oksidansi prisutni u uzorku oksiduju fero jon-orto-dianizidni
kompleks u feri jon. Reakcija oksidacije olakSana je molekulom glicerola koji je prisutan u
reakcionom medijumu. Nastali feri jon zatim gradi obojeni kompleks sa ksilenol-oranzom u
kiseloj sredini. Intenzitet boje se meri spektrofotometrijski (A=560 nm) i proporcionalan je
ukupnom sadrzaju oksidacionih molekula u uzorku. Za ocitavanje apsorbance koris¢en je
automat llab 300+ (Instrumentation Laboratory, Milan, Italy). [44]

Prooksidativni-antioksidativni balans (PAB) omoguéava merenje optere¢enosti
prooksidansima i kapacitet antioksidanasa odredenog organizma u isto vreme. U odnosu na
dosada$nje metode uz pomo¢ kojih se odvojeno merio nivo prooksidanasa i antioksidanasa,
izvodenje PAB testa omogucava simultano odredivanje prooksidanasa i antioksidanasa u
datom uzorku, a time i merenje postojece ravnoteze izmedu njih.

Za izvodenje PAB testa koriS¢ena je metoda Hamidi-Alamdaria i saradnika, uz
odredene modifikacije. PAB testom se odreduje koncentracija vodonik-peroksida (H202) u
antioksidativnom okruzenju. Hromogen 3,3"5,5 -tetrametilbenzidin (TMB) reaguje i sa
vodonik-peroksidom i sa antioksidansima (mokraénom kiselinom) u isto vreme, obzirom da
se nalaze u istoj sredini. Reakcija H202 je hromogena, enzimski katalizovana enzimom
peroksidazom, pri ¢emu oksidovanjem TMB-a nastaje intenzivno plavo obojeni proizvod.
Za razliku od toga reakcija mokraéne kiseline 1 hromogena je nekatalizovana, hemijska
reakcija u kojoj se TMB Kkatjon redukuje do bezbojnog proizvoda. Intenziteti obojenja
standardnih rastvora su srazmerni odnosu dodatih koli¢ina H202 i mokra¢ne kiseline.
Kapacitet prisutnih antioksidanasa se kalibriSe prema mokra¢noj kiselini 1 izraZava u
umolxL? mokraéne kiseline, a kapacitet prooksidanasa se kalibrise prema H20> i izrazava
u pu molxL? H,0.. Za pravljenje standardne krive se koriste rastvori H2O2 i mokra¢ne
kiseline u razli¢itim odnosima, tako da na pocetku dominira mokra¢na kiselina a na kraju
H20.. Ove dve komponente su izabrane za predstavnike prooksidanasa i antioksidanasa, jer
ne reaguju jedna sa drugom i ne ometaju aktivnost jedna drugoj prema hromogenu. Metoda
je spektrofotometrijska i apsorbancija se meri na 450 nm na ELISA C¢itacu. [44]

Produkti uznapredovale oksidacije proteina (AOPP-engl. advanced oxidation
protein products) predstavljaju oste¢enja proteinskih struktura oksidativnim stresom. Ovaj
parametar je dobar pokazatelj koliko je doslo do progresije oksidativnog stresa u
organizmu, jer proteini, s obzirom na to sa su sami dobro snabdeveni redukujué¢im
grupama, nisu prvi biomolekuli na meti oksidativnog stresa. Kada dode do znacajnijeg
ostecenja proteinskih molekula, znaci da je proces oksidativnog stresa napredovao i da je
osnovna bolest otezena stvaranjem znacajnije koli¢ine slobodnih radikala i istovremenim
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iscrpljivanjem mehanizama antioksidativne zastite. Ovo je narocito karakteristicno za
pacijente koji boluju od dijabetesa i bubreznih bolesti.

Za odredivanje AOPP kao markera oksidativnog stresa koriS¢ena je metoda koju su
postavili Witko-Sarsat i saradnici. Produkti oksidacije proteina reaguju sa glacijalnom
sircetnom kiselinom i kalijum-jodidom pri ¢emu formiraju oranz produkte sa apsorpcionim
maksimumom na 340 nm. Koncentracija AOPP se izrazava preko ekvivalenta hloramina T
koji se koristi za izradu standardne krive, u koncentracijama 10-100 pumol/L, pri ¢emu
njegova apsorbanca linearno raste sa porastom koncentracije. [44]

Analiza hidrolata koji ulaze u sastav preparata radena je spregnutim sistemom gasna
hromatografija-masena sepektrometrija (GC-MS) na kapilarnoj koloni HP-5MS.
(Kemijsko-tehnoloski fakultet u Splitu, Zavod za organsku kemiju, Split, Hrvatska)

3.3. Rezultati

U tabeli 2 prikazane su neke od najznacajnih komponenti ¢etiri hidrolata, koji ulaze
u sastav ispitivanog preparata Med(i)ra, kao i njihove vrednosti. Celokupni izvestaji
ispitivanja sastava svakog od hidrolata pojedina¢no dati su u prilogu. (prilog 1-4)

Tabela 2. Prikaz najznacajnijih komponenti hidrolata biljaka koje ulaze u sastav
preparata Med(i)ra

Juniperus Lavandula Rosmarinus Foeniculum
oxycedrus angustifolia officinalis vulgare
Komponenta Povrsina pika %
1. 1,8-Cineole 0.3 0.2 6.4 5.3
2. Fenchone 0.4 - - 40.0
3. Linalool 14 19.6 2.4 46
4, cis-Linalool oxide - 3.8 0.1 -
5. trans-Linalool oxide - 3.5 - -
6. Borneol 1.9 5.8 10.9 -
7. Terpinene-4-ol 2.5 17.0 3.4 3.2
8. p-Cymen-8-ol 34 2.2 0.3 0.3
9. a-Terpineol 7.6 13.6 8.3 2.9
10. Verbenone 3.4 0.4 41.8 -
11. trans-Carveol 3.6 0.2 0.2 0.2
12. cis-Carveol 1.4 - - -
13. Carvacrol 2.1 - - -
14. Methyleugenol 4.3 0.6 1.2 2.3
15. 4-Methyl-2,6-bis(1,1-
dimethylethyl)- phenol 14.8 1.9 2.0 8.8
16. (2)-9-octadecen-1-ol 2.8 0.3 0.3 7.2
17. Camphor - 0.7 7.6 1.7
18. Methyl Chavicol - - - 44
(Estragole) - - 0.3 0.3
19. Geraniol 1.3 0.2 0.6 0.8
20. Eugenol
21. 3,7-Dimethyloct-1-en-3,7- - 4.0 0.2 -
diol - 3.1 - 0.2
22. Coumarin
Ukupno identifikovano 76.5 % 90.2 % 91.3% 89.7 %

22



U sastavu hidrolata primorske kleke (Juniperus oxycedrus) se kao najzastupljenije
komponente izdvajaju 4-metil-2,6-bis(1,1-dimetiletil)- fenol (14,8%) (koristi se za
produkciju BHT) i a-terpineol (7,6%). U hidrolatu lavande (Lavandula angustifolia)
dominiraju linalool (19,6%), terpinen-4-ol (17,0%) i a-terpineol (13,6%), dok je hidrolat
ruzmarina (Rosmarinus officinalis) karakteristican po tome $to se kao najznacajnija
komponenta posebno izdvaja verbenon (41,8%), a zatim ga slede borneol (10,9%) i o-
terpineol (8,3%), ali u znatno manjoj koli¢ini u odnosu na verbenon. Glavna komponenta
hidrolata komoraca (Foeniculum vulgare) je fenhon (40%). U sastavu svih hidrolata je
prisutan i 1,8-cineol (0,2-6,4%) u vecoj ili manjoj meri, kao jedan od znacajnijih
antioksidanasa.

Rezultati odredivanja parametara predstavljeni su numeri¢kim deskriptivnim
veli¢inama: medijanom (mera centralne tendencije) i interkvartalnim rasponom (25. i 75.
percentil), a analiziranje podataka neparametarskim Mann-Whitney U testom. Postojanje
statistiCki znacajne razlike prihvatano je za kriterijum p (nivo znacajnosti, nivo
verovatnoce) <0,05. Statisti¢ka obrada podataka radena je u racunarskom programu SPSS
ver. 26.0 (IBM, Armonk, SAD).

U tabeli 3 prikazani su dobijeni rezultati za merene parametre oksidativnog stresa
bez dodatka TBH.

Tabela 3. Rezultati parametara antioksidativnog stresa u uzorcima bez dodatka TBH

Medi(r)a
(c=25%,50%,100%) Serum Troloks
TAS 1638.06 P 661.99 809.78
TOS 124.77 123.18 11277 P
(umol/L) (123.20-130.00) (110.64-135.73) (109.66-115.68)
PAB 39330 97.80 84.57
(U/L) (2.77-4.23) (94.63-100.97) (81.63-87.50)
AOPP 90.602P 118.45 117.60
(umoI/L) (90.40-90.60) (111.80-125.10) (114.20-121.00)
SHG 11730 0.55 0.51
(mmol/l) (0.84-1.73) (0.53-0.58) (0.50-0.51)
PON1 208502 170.00 183.50
(U/L) (198.00-216.00) (164.00-176.00) (182.00-185.00)

a - Med(i)ra vs serum; b - Med(i)ra vs troloks; ¢ — serum vs troloks; a,b,c za nivo znacajnosti p<0,05
poredeni neparametarskim Mann-Whitney U testom

Med(i)ra je u svim razblazenjima bez dodatka TBH pokazala znacajnu statisticku
razliku u odnosu na uzorke seruma i u odnosu na uzorke sa troloksom za parametre
antioksidativne zastite TAS i SHG, gde su koncentracije oba parametra bile zna¢ajno vise,
dok je koncentracija parametra PAB, koji predstavlja odnos oksidanasa i antioksidanasa u
organizmu, bila statisti¢ki znacajno niza. Takode, parametar oksidativnog stresa AOPP,
bio je statisticki znacajno nizi u uzorcima sa Med(i)rom. Parametar PON1 je u uzorcima sa
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Med(i)rom bio statisti¢ki znacajno visi u odnosu na serum, dok je jedino parametar TOS u
uzorcima sa troloksom bio statisti¢ki zna¢ajno nizi u odnosu na uzorke sa Med(i)rom.

U tabeli 4 prikazani su dobijeni rezultati za merene parametre oksidativnog stresa iz
uzoraka sa dodatkom TBH.

Tabela 4. Rezultati parametara oksidativnog stresa u uzorcima sa dodatkom TBH

Medi(r)a
(c=25%,50%,100%) sa Serum sa dodatkom TBH Troloks sa dodatkom TBH
dodatkom TBH
TAS 1604.86 de 733.78 751.74
(umoI/L) (1583.94-1642.47) (711.68-755.87) (732.69-770.80)
TOS 126.83 128.65 125.65
(umol/L) (124.75-128.01) (127.24-130,07) (123.73-127.58)
PAB 230 %€ 113.10 96.03
(U/L) (1.97-3.10) (112.23-113.97) (95.43-96.63)
AOPP 109.30 121.95 119.90
(umol/L) (90.80-129.00) (120.70-123.20) (115.30-124.50)
SHG 077 9€ 0.47 0.48
PON1 195.00 217.50 196.50
(U/L) (169.00-213.00) (188.00-247.00) (194.00-199.00)

d - Med(i)ra sa dodatkom TBH vs serum sa dodatkom TBH; e - Med(i)ra sa dodatkom TBH vs troloks sa
dodatkom TBH; f — serum sa dodatkom TBH vs troloks sa dodatkom TBH; d,e,f-za nivo znacajnosti p<0,05

Sa dodatkom TBH uocava se da su se uzorci sa Med(i)rom znacajno statisticki
razlikovali za parametre antioksidativne zaStite TAS, SHG (imali su znaajno viSe
koncentracije u wuzorcima sa Med(i)rom) i parametar odnosa oksidativhog i
antioksidativnog statusa PAB (imao je znaCajno nizu koncentraciju u uzorcima sa
Medi(i)rom) i u odnosu na serum sa dodatkom TBH i u odnosu na troloks u prisustvu TBH.
Kod dobijenih vrednosti za parametre TOS, AOPP i PON1 nije uocena znacajna statisticka
razlika. Takode, uoceno je da troloks sa dodatkom TBH nije pokazao statisticki znacajnu
razliku u odnosu na serum sa dodatkom TBH ni za jedan od merenih parametara.

Rezultati dobijeni za parametre oksidativnog statusa u uzorcima sa Med(i)rom bez i
u prisustvu TBH dati su u tabeli 5.
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Tabela 5. Rezultati parametara oksidativnog stresa u uzorcima sa Med(i)rom bez i sa

dodatkom TBH

Medi(r)a

Medi(r)a oo MO 0
(c=25%%,50%,100%) (c=25%,50 A),l_lt_)&{'o) sa dodatkom p
TAS 1638.06 1604.86 0748
(umol/L) (1597.80-1657.20) (1583.94-1642.47) P=,
TOS 124.77 126.83 _
(umol/L) (123.20-130.00) (124.75-128.01) p=0,522
PAB 3.23 2.30 _
(UIL) (2.77-4.23) (1.97-3.10) p=0,054
AOPP 90.60 109.30
(Hmol/L) (90.40-90.60) (90.80-129.00) p<0,05
SHG 1.17 0.77
(mmol/) (0.84-1.73) (0.64-0.98) p<0,05
PON1 208.50 195.00 _
(UIL) (198.00-216.00) (169.00-213.00) p=0,262

Kada se porede rezultati dobijeni za parametre oksidativnog stresa za uzorke u koje
je dodata Med(i)ra kao antioksidans bez prisustva TBH u odnosu na rezultate parametara za
uzorke u koje je pored Med(i)re dodat i TBH, uocava se da je statisticki znacajna razlika
postojala samo za parmetre SHG, gde je vrednost parametra bila znac¢ajno niZa u prisustvu
TBH, i za AOPP ¢ija je vrednost bila zna¢ajno visa u prisustvu TBH. Rezultati poredenja
rezultata dobijenih bez dodatka TBH, kao i u njegovom prisustvu za uzorke seruma i za
uzorke sa troloksom, predstavljeni su graficki (slike 111 12).

900
800
700
600
500
400
300
200
100

809,8
51,7

TAS
(p=0,439)*

Troloks vs Troloks+TBH
112,81257 o, - 960 11761199
’ 51,0 48,0
HE mm B .-
TOS PAB AOPP SHG (*10E-2)

(p=0,121)* (p=0,121)* (p=0,439)*

B Troloks ™ Troloks+TBH

(p=1,00)*

183,5 196,5

PON1
(p=0,121)*

*Na grafiku su prikazane p vrednosti za svaki od parametar dobijene poredenjem medijana
neparametarskim Mann-Whitney U testom

Slika 11. Grafik dobijenih vrednosti za parametre oksidativnog stresa u uzorcima sa

troloksom bez i sa dodatkom TBH
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Iz rezultata merenja vrednosti za parametre oksidativnog stresa u uzorcima sa
troloksom, bez i sa dodatkom TBH, uo€ljivo je da je dodatkom TBH doslo do pada u
koncentraciji TAS, kao i do porasta koncentracije TOS i PAB, ali ove promene
koncentacija se nisu pokazale kao statisticki znacajne. Takode, poredenjem rezultata
parametara dobijenih iz uzoraka seruma, nijedan od merenih parametara nije pokazao
statisti¢ki znaCajne promene u koncentraciji nakon dodatka TBH (slika 12).

Serum vs Serum + TBH

800 733,8
700  662,0]

600
500
400

300 217,5
200 170,0
123,2 128,7 978 113,1 118,5 122,0

100 - 55,0 47,0

TAS TOS PAB AOPP SHG (*10E-2) PON1
(p=0,121)* (p=1.000)* (p=0,333)* (p=1,000)* (p=0,121)* (p=0,121)*

B Serum ®Serum + TBH

*Na grafiku su prikazane p vrednosti za svaki od parametara dobijene poredenjem medijana
neparametarskim Mann-Whitney U testom

Slika 12. Grafik dobijenih vrednosti za parametre oksidativnog stresa u uzorcima seruma
bez i sa dodatkom TBH

Uporedivanjem rezultata Med(i)re sa dodatkom TBH uoceno je da je za odredene
parametre, Med(i)ra i pored dodatka TBH pokazala znacajnu statisticku razliku, odnosno
povoljniji redoks status u serumu. Rezultati poredenja su prikazani u tabeli 6.

Tabela 6. Poredenje Med(i)re u prisustvu TBH i troloksa bez dodatka TBH

Medi(r)a Troloks p
(c=25%,50%,100%) sa dodatkom TBH
TAS 1604.86 809.78 <005
(umol/L) (1583.94-1642.47) (751.94-867.63) '
TOS 126.83 112.77 <005
(umol/L) (124.75-128.01) (109.66-115.68) '
PAB 2.30 84.57 <005
(U/L) (1.97-3.10) (81.63-87.50) '
AOPP 109.30 117.60 100
(umol/L) (90.80-129.00) (114.20-121.00) '
SHG 0.77 0.51 <005
(mmol/l) (0.64-0.98) (0.50-0.51) '
PON1 195.00 183.50 0505
(U/L) (169.00-213.00) (182.00-185.00) '
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Od svih ispitivanih parametara, jedino PON1 i AOPP nisu pokazali statisticki
znaCajnu razliku kada se porede rezultati iz uzoraka sa Med(i)rom u prisustvu TBH i
troloksa bez prisustva TBH. Treba ista¢i da od svih rezultata koji su pokazali statisti¢ki
znaCajnu razliku (TAS, PAB, SHG, TOS), rezultat za TOS se statisticki znacajno
razlikovao u korist troloksa tj. bio je nizi kada je u serum dodat troloks, dok su se TAS,
PAB i SHG statisticki znacajno razlikovali u korist Med(i)re, odnosno TAS i SHG su
pokazali znaCajno viSe koncentracije u uzorcima u koje je dodata Med(i)ra, dok su
koncentracije za PAB bile znacajno nize u uzorcima u koje je dodata Med(i)ra.

Kako bi se bolje predstavio odnos antioksidativne zastite organizma i oksidativnog
stresa, na slici 13 predstavljen je odnos TAS/TOS, koji predstavlja kvantitativnu meru
odnosa antioksidativnih redukuju¢ih supstanci i oksiduju¢ih supstanci u serumu, za sve
Ispitivane grupe.

p=0,423 TAS/TOS

14 13,1 ab

12,6 od

12

10
p=a 121

p'=1 000

[ ] |
4 ! |
2 ! |
o}

Med(i)ra EMed(i)ra+ TBH BSerum #BSerum+TBH BTroloks B Troloks + TBH

*p vrednosti izmedu istih grupa bez i sa dodatkom TBH prikazane su na samom grafiku; a -
Med(i)ra vs serum; b - Med(i)ra vs troloks; c-Med(i)ra sa dodatkom TBH vs serum sa dodatkom
TBH; d - Med(i)ra sa dodatkom TBH vs troloks sa dodatkom TBH; a,b,c,d -za nivo znacajnosti
p<0,05; p vrednosti su dobijene poredenjem medijana neparametarskim Mann-Whitney U testom

Slika 13. Grafik odnosa rezultata TAS/TOS za sve ispitivane grupe

Ako se porede rezultati odnosa TAS/TOS dobijeni iz istih uzoraka bez i sa
dodatkom TBH, moze se zakljuciti da ne postoje znacajne razlike u istim uzorcima nakon
dodatka TBH. Medutim, iz rezultata prikazanih na grafiku, jasno je uo¢ljivo da je odnos
TAS/TOS znacajno veéi u uzorcima sa Med(i)rom, bez obzira da li je u uzorke dodat TBH
ili nije, $to pokazuje i dobijena p vrednost koja pokazuje statisticku znacajnost (p<0,05) u
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poredenju uzoraka Med(i)re, bez i sa dodatkom TBH, u odnosu na serum, serum sa
dodatkom TBH, kao i u odnosu na troloks, bez i sa dodatkom TBH.

Drugi parametar koji direktnim merenjem omogucéava odredivanje prooksidanasa 1
antioksidanasa u datom uzorku, a time i merenje postojece ravnoteze izmedu njih je PAB.
Na slici 14 prikazani su rezultati merenja PAB za sve ispitivane grupe uzoraka.

PAB

p=ﬁ,333

120 113 1 p=0,121

100 96,0
84,6

80

60

40

50 p=f.' 054

32 ﬂ=b 23 od
0

Med(ira »Med(ira+ TBH mSerum ®Serum+TBH mTroloks mTroloks + TBH

*p vrednosti izmedu istih grupa, bez i sa dodatkom TBH, prikazane su na samom grafiku; a -
Med(i)ra vs serum; b - Med(i)ra vs troloks; c-Med(i)ra sa dodatkom TBH vs serum sa dodatkom
TBH; d - Med(i)ra sa dodatkom TBH vs troloks sa dodatkom TBH; a,b,c,d -za nivo znacajnosti
p<0,05; p vrednosti su dobijene poredenjem medijana neparametarskim Mann-Whitney U testom

Slika 14. Grafik rezultata merenja PAB za sve ispitivane grupe uzoraka

Jasno je da su vrednosti dobijene za PAB iz uzoraka sa Med(i)rom u poredenju sa
serumom i troloksom, kao i sa serumom i troloksom u prisustvu TBH, pokazali znac¢ajnu
statisticku razliku (p<0,05), tj. bile su znacajno nize. lako je na grafiku uocljiva razlika u
vrednostima PAB izmedu seruma (seruma sa TBH) i troloksa (troloksa sa TBH), ne postoji
znacajna statistiCka razlika u poredenju ovih grupa uzoraka. Takode, ne postoji ni znacajna
razlika u vrednostima dobijenim iz istih uzoraka bez i sa dodatkom TBH.

U prilogu (prilog 5) su date vrednosti medijana sa interkvartalnim rasponom (25. i
75. percentil) za sve grupe uzoraka i sve merene parametre, kao i tabele p-vrednosti
dobijene poredenjem svih grupa za svaki od merenih parametara (prilog 6).
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3.4. Diskusija

Kako je oksidativni stres uklju¢en u patogenezu mnogih oboljenja, i kako su se
sintetski antioksidansi, poput butil hidroksitoluena (BHT) i butil hidroksianizola (BHA),
pokazali kao potencijalno Stetni po zdravlje ljudi, istrazivanja se sve viSe usmeravaju ka
pronalazenju efikasnih antioksidanasa koji poticu iz biljaka i drugih prirodnih izvora, kao
Sto je med. BHT i BHA su sintetski antioksidansi, koji se i dalje koriste u industriji hrane,
kao aditivi u proizvodnji jestivih rafinisanih biljnih ulja u odredenim dozvoljenim
koncentracijama, ali su povuceni iz farmakoloSke upotrebe zbog kancerogenog potencijala,
koji se ispoljavao pri visokim dozama i dugotrajnoj upotrebi. Sa druge strane, prirodni
antioksidansi (vitamin C, E, karotenoidi, koenzim Q i dr.) pokazuju manje Stetnih efekata,
dok njihov antioksidativni efekat moze biti i veéi u odnosu na navedene sintetske
antioksidanse. Iz tih razloga sve je veca teznja ka uvodenju prirodnih antioksidansa, i kao
aditiva u hrani, i kao dijetetskih suplemenata, koji imaju za cilj da smanje oksidativno
oStecenje Celija i umanje rizik od nastanka hroni¢nih bolesti izazvanih okisidativnim
stresom. [16], [46] Osim biljaka, bogati izvor prirodnih antioksidanasa predstavlja i med,
koji je bogat flavonoidima i fenolnim kiselinama, vitaminom C, vitaminom E, enzimima,
kao Sto su katalaza i peroksidaza, i elementima u tragu. [6]

Cilj rada je bio da se ispita antioksidativno delovanje preparata koji se sastoji iz
biljnih kompleksa (hidrolata) razliCitog aromaticnog bilja, ¢ije glavne komponente
uglavnom ¢ine terpeni i terpenoidi, dodatka ruzmarinske kiseline, kao fenolne kiseline koja
poseduje antioksidativne osobine i meda, kao prirodnog proizvoda koji je takode bogat
polifenolnim jedinjenjima, koja poseduju antioksidativne osobine.

Parametri TAS i SHG ukazuju na potencijal antioksidativne zastite u odnosu na
prisustvo oksidanasa u uzorku, dok PAB ukazuje na ravnotezu prooksidanasa i
antioksidanasa u organizmu. Iz dobijenih rezultata, uocava se da se rezultati merenja za
TAS, SHG i PAB u uzorcima u koje je dodata Med(i)ra znacajno statisticki razlikuju u
odnosu na merenja iz uzoraka seruma i uzoraka u koji je dodat troloks, koji takode ima
antioksidativno delovanje, pri ¢emu su vrednosti za TAS i SHG bili znacajno visi u
uzorcima sa Med(i)rom, dok je PAB u tim uzorcima bio zna€ajno nizZi. Znacajna statisticka
razlika postojala je i za merenja za iste parametre ¢ak i kada je u uzorke sa Med(i)rom dodat
TBH, kao oksidans, odnosno, TAS i SHG su i dalje bili u znacajno viS$im koncentracijama,
dok je PAB i dalje bio znacajno nizi u odnosu na uzroke seruma i troloksa u prisustvu
TBH. Ovo ukazuje da je Med(i)ra i pored dodatka oksidansa zadrzala antioksidativnu
zaStitu na visokom nivou. In vitro istrazivanje u kome je ispitivana antioksidativna
aktivnost hidrolata osam biljnih vrsta, bez i sa dodatkom TBH, kao oksidansa, medu kojima
su se ispitivali i hidrolati koji ulaze u sastav Med(i)re (ruzmarin, primorska kleka, komorac
I lavanda), pokazalo je da sami hidrolati nisu znacajno promenili koncentraciju
antioksidativnog parametra TAS bez dodatka TBH, ali su hidrolat ruzmarina i primorske
kleke znacajno snizili koncentracije TOS. Dodatkom TBH hidrolat lavande je pokazao
znacajno visu koncentraciju TAS, i u odnosu na hidrolat komoraca, i u odnosu na hidrolat
primorske kleke. Prilikom dodatka TBH vrednosti TOS bile su znac¢ajno nize u odnosu na
serum u uzorcima u koje je dodat hidrolat lavande, zbog ¢ega je i odnos TAS/TOS bio visi
u ovim uzorcima. Takode, antioksidativni parametar, odnos TAS/TOS bio je znacajno visi
u uzorcima sa hidrolatom lavande u odnosu na uzorke sa dodatkom primorske kleke.
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Hidrolat ruzmarina osim $to je doveo do znacajnog pada u koncentraciji TOS, znacajno je
snizio i koncentraciju AOPP u odnosu na serum. Iz svega navedenog doslo se do zakljuc¢ka
da hidrolati ruzmarina, primorske kleke, lavande i komoraca imaju znacajan antioksidativni
potencijal. [47] Druga studija je pokazala sposobnost hidrolata ruzmarina kao ,hvatac¢a“
hidroksil radikala, dok se hidrolat lavande pokazao kao dobar ,hvata¢“ superoksidnog
anjona. [26] Ovo ukazuje da uticaj Med(i)re na navedene parametre ve¢im delom potice od
ruzmarinske kiseline, koja je pokazala svoje antioksidativne sposobnosti u vise sprovedenih
studija, ukljucujudi i studiju koja je ispitivala antiapoptoticko i antioksidativno delovanje
RA na astrocitima [48], kao i studiju koja se bavila delovanjem RA na vodonik-peroksid
indukovanoj apoptozi nervnih ¢elija. [49] Istrazivanje koje je sprovedeno na poredenju
antioksidativne aktivnosti hidrolata i hidrolata u koje je dodata RA pokazalo je statisticki
znacajne viSe vrednosti dobijene za antioksidativni parmetar, TAS/TOS odnos, §to ukazuje
na to da RA znacajno poboljsava antioksidativni efekat hidrolata. [50]

Osim $to je dodatak Med(i)re u uzorke bez TBH znacajno povisio koncentracije za
parametre TAS i SHG, i snizio koncentraciju PAB, takode je i znacajno povisio
koncentraciju PONL1 i doveo do znacajnog pada koncentracije AOPP u odnosu na vrednosti
ovih parametara dobijenih iz merenja uzoraka u koje je dodat troloks ili uzoraka seruma. U
in vivo istrazivanju sprovedenim na estrogen deficijentnim pacovima, RA je takode
pokazala statisticki znacajan pad koncentracije AOPP. Pretpostavlja se da RA dovodi do
pada AOPP delovanjem na mijeloperoksidazu, koja katalizuje reakciju izmedu hloridnog
jona i vodonik-prekosida, u kojoj dolazi do stvaranja hipohloraste kiseline. Hipohlorasta
kiselina je jedan od faktora koji vodi ka produkciji AOPP.[51] Medutim, dodatkom TBH,
vrednosti za AOPP 1 PONI1 su i dalje bile niZze u odnosu na vrednosti ovih parametara iz
uzoraka seruma i uzoraka sa troloksom u koje je takode dodat TBH, ali bez statisticki
znacajne razlike (tabela 4). Sve ovo ukazuje na to da Med(i)ra moze povecati aktivnost
antioksidativnog enzima PON1, kao 1 da smanji oksidaciju proteina u odredenim uslovima.
Studija koja se bavila efektom peroksinitrita na oSte¢enje memorije indukovane amiloidnim
beta proteinom (Ap) je pokazala RA deluje kao ,,hvata¢* na peroksinitrit i time dovodi do
smanjenjog oSteCenja proteina izazvanih nitrizacijom proteina. [52]

U ovom istrazivanju, Med(i)ra je pokazala znacajno viSe vrednosti za parametre
antioksidativne zastite TAS i SHG i znacajno niZe za PAB u odnosnu na troloks, ¢ak i kada
se porede rezultati uzoraka u koje je uz Med(i)ru dodat i TBH u odnosu na rezultate
uzoraka sa troloksom bez dodatka TBH, dok je troloks pokazao bolji efekat na pad
koncentracije TOS (tabela 5). U razli¢itim studijama, RA je takode pokazala bolju
antioksidativnu efikasnost u odnosu na troloks i druge oblike vitamina E, kao $to je y-
tokoferol. Ipak, najbolji antioksidativni efektat je postignut sinergistickim delovanjem
ruzmarinske kiseline i vitamina E, koji se najverovatnije postize tako §to ruzmarinska
kiselina smanjuje njegovu oksidaciju, a ne dovodi do njegove regeneracije, za razliku od
drugih antioksidanasa koji deluju sinergisticki sa vitaminom E. [53], [54] Kada se poredi
efekat same Med(i)re bez dodatka i sa dodatkom TBH, uocava se da dodavanjem TBH nije
doslo do statisticki znacajnih promena u koncentracijama TAS, TOS i1 PAB, kao ni u
odnosu TAS/TOS, sto ukazuje na to da je i uz dodatak TBH Med(i)ra zadrzala svoj
antioksidativni potencijal. Dodatkom TBH u uzorke sa Med(i)rom u odnosu na uzorke bez
TBH, jedino je koncentracija SHG znacajno opala, dok se koncentracija AOPP znacajno
povecala. Medutim, i pored znacajnog pada koncentracije SHG nakon dodatka TBH, ta
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koncentracija je i dalje bila znacajno visa u odnosu na koncentracije SHG u uzorcima
seruma i troloksa sa dodatkom TBH. Osim studija koje su pokazale antioksidativno
delovanje hidrolata i ruzmarinske kiseline, i med je u studiji izvedenoj na endotelnim
¢elijama pokazao znaCajnu antioksidativnu aktivnost u prisustvu razlicitih prooksidanasa,
posebno delujuéi protektivno na GSH, kao i vrSe¢i regeneraciju GSH iz GSSG, Sto je
najverovatnije posledica delovanja lipofilnih komponenata meda. [55]

3.5. Zakljucak

Kako oksidativni stres moze biti jedan od glavnih uzro¢nika mnogih oboljenja,
jasno je da je povecanje antioksidativne zastite organizma jedan od prvih i klju¢nih koraka
u borbi protiv razvoja tih oboljenja. Novija istraZzivanja su pokazala da prirodni
antioksidansi mnogo povoljnije uti¢u na zdravlje ljudi usled veée -efikasnosti
antioksidativnog delovanja, a posebno usled smanjenog toksi¢nog delovanja na ljudski
organizam, zbog Cega sve viSe nalaze primenu u svakodnevoj ishrani kao funkcionalna
hrana ili napici.

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je preparat Medi(i)ra znacajno povecao
koncentracije parametara, pre svega antioksidativne zastite TAS i SHG, kao i smanjio
koncentraciju parametra prooksidativnog-antioksidativnog balansa (PAB), dok je doveo do
znacajnog povecanja odnosa TAS/TOS, ¢ak i u prisustvu oksidansa TBH. Takode, efikasno
je delovao 1 na parametre PON1 i AOPP, ¢ime se pokazao kao efikasno sredstvo u
antioksidativnoj zastiti u ovom in vitro ispitivanju.

Kako je ruzmarinska Kkiselina, fenolna kiselina sa jakim antioksidativnim
delovanjem, mozZe se zakljuciti da antioksidativne sposobnosti preparata u najvecoj meri
poticu upravo od razli¢itih antioksidativnih mehanizama same ruzmarinske kiseline.
Medutim, ne treba zanemariti ni antioksidativno delovanje razlicitih terpenoidnih jedinjenja
koji poticu iz Cetiri razliita hidrolata (ruzmarina, lavande, komoraca 1 primorske kleke),
kao ni antioksidativnu aktivnost meda, koji je bogat razli¢itim polifenolnim jedinjenjima i
koji je u ovoj kombinaciji sastojaka preparata posebno znacajan zbog svojih lipofilnih
komponenti, ¢iji se antioksidativni mehanizmi delovanja mogu razlikovati od
antioksidativnih mehanizama delovanja hidrofilnih komponenti. 1z svega navedenog, jasno
je da je sinergisticko delovanje svih antioksidativnih komponenti preparata (hidrolata,
ruzmarinske kiseline 1 meda), klju¢no u postizanju antioksidativnog efekta.

Iako je preparat pokazao znacajni antioksidativni efekat u in vitro ispitivanju,
potrebno je sprovesti i dalja ispitivanja, posebno in vivo, pre svega zbog same
kompleksnosti u sastavu preparata, kao i metaboli¢kih promena komponenti do kojih dolazi
in vivo primenom preparata.
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5. Prilozi

Prilog 1. Rezultati analize dietil-eterskog ekstrakta destilacione vode

Juniperus

oxycedrus - ISTRA " spregnutim sistemom gasna hromatografija-masena spektrometrija (GC-
MS) na kapilarnoj koloni HP-5MS.

Redni broj Komponente Povrsina ispod pika %
1 (2)-3-Hexen-1-ol 0.7
2 Methoxybenzene 0.4
3 (E)-3-Hexenoic acid 0.5
4 trans-2-Hexenoic acid 1.2
5 1,8-Cineole 0.3
6 Fenchone 0.4
7 Linalool 14
8 2-Phenylethanol 0.9
9 Chrysanthenone 0.6
10 trans-p-2,8-Menthadien-1-ol 04
11 Isopinocarveol 15
12 (E,E)-2,4-Decadienal 1.2
13 p-Mentha-1,5-dien-8-ol 1.2
14 4-1sopropylcyclohexanone 0.4
15 Borneol 1.9
16 Terpinene-4-ol 25
17 4-(1-Methylethyl)-benzyl alcohol 14
18 p-Cymen-8-ol 34
19 a-Terpineol 7.6
20 Myrtenol 13
21 Nopol 11
22 Verbenone 34
23 trans-Carveol 3.6
24 cis-Carveol 14
25 Carvone 12
26 a-Campholenic acid 0.3
27 Carvacrol 21
28 Piperitenone 0.8
29 1 -Methyl-4 -(1-m ethyl ethenyl) -1, 2-cyclohexanediol 2.2
30 Eugenol 1.3
31 Buthoxyethoxy acetate 0.3
32 Methyleugenol 4.3
33 4-1sopropylbenzoic acid 0.5
34 2,6-di-ierf-Buthyl-p-benzoquinone 0.7
35 4-Methyl-2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-phenol 14.8
36 Elemicin 0.6
37 T-Muurolol 0.5
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4-1sopropyl-6-methyl-1,2,3,4-tetrahydronaphtalen-1 -

38 one 0.5
39 Caryophyllene oxide 1.7
40 Diisobuthyl phtalate 0.7
41 (2) -9-octadecen-1 -ol 2.8
42 Hexadecanamide 15
43 Octadecanamide 1
Ukupno 76.5%

identifikovano
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Prilog 2. Rezultati analize dietil-eterskog ekstrakta destilacione vode ' Lavandula
angustifolia - ISTRA ™" spregnutim sistemom gasna hromatografija-masena spektrometrija (GC-
MS) na kapilarnoj koloni HP-5MS.

Redni broj Komponenta Povrsina ispod pika %
1 3-Methyl-2-butenoic acid 0.1
2 Methoxybenzene 0.1
3 1-Octen-3-ol 0.4
4 Hexanoic acid 0.1
5 6-Methyl-5-hepten-2-one 0.1
6 3-Octanol 0.1
7 3-Hexenoic acid 0.1
8 1,8-Cineole 0.2
9 Benzyl alcohol 0.2
10 4-Methyl-4-vinyl-butyrolactone 0.7
11 cis-Linalool oxide 3.8
12 trans-Linalool oxide 35
13 Linalool 19.6
14 Camphor 0.7
15 4-1sopropylcyclohexanone 0.8
16 Borneol 5.8
17 Epoxylinalool 15
18 Terpinen-4-ol 17.0
19 p-Cymen-8-ol 2.2
20 a-Terpineol 13.6
21 Lavandulol oxide 0.2
22 Myrtenol 0.2
23 Verbenon 0.4
24 trans-Carveol 0.2
25 3,7-Dimethyloct-1-en-3,7-diol 4.0
26 Carvone 0.1
27 Piperitone 0.2
28 3,7-Dimethyl-1,7-octadiene-3,6-diol 1.0
29 p-Cymen-7-ol 0.7
30 Eucarvone 0.7
31 Neric acid 0.8
32 Eugenol 0.2
33 Geranic acid 3.2
34 Methyleugenol 0.6
35 Cuminic acid 0.5
36 Coumarin 3.1
37 4-Methyl-2,6-bis(1,1-dimethylethyl)phenol 1.9
38 Elemicin 0.1
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39 a-Cadinol 0.4

40 7-Methoxycoumarin 0.8

41 (2)-9-Octadecen-1 -ol 0.3
Ukupno 90.2%%

identifikovano
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Prilog 3. Rezultati analize dietil-eterskog ekstrakta destilacione vode ** Rosmarinus
officinalis - ISTRA" spregnutim sistemom gasna hromatografija-masena spektrometrija (GC-
MS) na kapilarnoj koloni HP-5MS.

Redni broj Komponenta Povrsina ispod pika %
1 Methoxybenzene 0.1
2 3-Methylpentanoic acid 0.1
3 1-Octen-3-ol 0.1
4 3-Octanone 0.2
5 3-Octanol 0.1
6 1,8-Cineole 6.4
7 cis-Linalool oxide 0.1
8 Linalool 24
9 Chrysanthenone 11
10 trans-Pinocarveol 0.2
11 Camphor 7.6
12 Pinocamphone 0.1
13 Pinocarvone 0.1
14 Borneol 10.9
15 Isopinocamphone 0.5
16 Terpinen-4-ol 3.4
17 p-Cymen-8-ol 0.3
18 a-Terpineol 8.3
19 Myrtenol 0.9
20 Verbenone 41.8
21 trans-Carveol 0.2
22 3,7-Dimethyloct-1-en-3,7-diol 0.2
23 Geraniol 0.3
24 Thymol 0.1
25 2,3,5,6-Tetramethylphenol 0.2
26 Neric acid 0.3
27 Piperitenone 0.4
28 Eugenol 0.6
29 Geranic acid 0.6
30 Methyleugenol 1.2
31 4-Methyl-2,6,-bis(1,1-dimethylethyl)phenol 2.0
32 Elemicin 0.2
33 (2) -9-Octadecen-1 -ol 0.3

Ukupno 91.3%

identifikovano
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Prilog 4. Rezultati analize dietil-eterskog ekstrakta destilacione vode ** Foeniculum
vulgare - ISTRA™ spregnutim sistemom gasna hromatografija-masena spektrometrija (GC-MS)
na kapilarnoj koloni HP-5MS.

Redni broj Komponenta Povrsina ispod pika %
1 Methoxybenzene 0.3
2 1-Octen-3-ol 0.1
3 3-Octanone 0.2
4 1,8-Cineole 53
5 1 -Phenylethanone 0.2
6 Fenchone 40
7 Linalool 4.6
8 2-Phenylethanol 0.3
9 Fenchol 0.8
10 trans-1 -Methyl-4- (1 -m etlhylethyl) -2-cyclohexen-1- 1

0

11 Camphor 1.7
12 4-1sopropylhexanone 0.1
13 2,4-Dimethylphenol 0.2
14 Terpinene-4-ol 3.2
15 p-Cymen-8-ol 0.3
16 a-Terpineol 2.9
17 Methyl Chavicol (Estragole) 44
18 Chrysanthenone 0.4
19 trans-Carveol 0.2
20 3,7-Dimethyl-2,6-octadien-1-ol 0.2
21 Geraniol 0.3
22 Anethole 1

23 Eugenol 0.8
24 Buthoxyethoxyethyl acetate 0.2
25 1- (4-Methoxyphenyl) -1 -propanol 0.2
26 Methyleugenol 2.3
27 Coumarin 0.2
28 p-Methoxypropiophenone 0.2
29 4-Methyl- 2,6-bis(1,1 -dimethylethyl) -phenol 8.8
30 Elemicin 0.3
31 a-Cedrol 0.2
32 Diisobuthyl phtalate 0.4
33 Hexadecanoic acid 1.2
34 (2)-9-Octadecen-1-ol 7.2

Ukupno 89.7%

identifikovano
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Prilog 5. Vrednosti medijana sa interkvartalnim rasponom (25. i 75. percentil) za sve grupe uzoraka i sve merene parametre

. Medi(r)a
Medi(r)a Serum sa dodatkom Troloks sa
_ (c=25%,50%,100%) sa Serum Troloks
=250, 0, 0,
(c=25%,50%,100%) dodatkom TBH TBH dodatkom TBH
TAS 1638.06 1604.86 661.99 733.78 809.78 751.74
(umol/L) (1597.80-1657.20) (1583.94-1642.47) (628.01-695.97) (711.68-755.87) (751.94-867.63) (732.69-770.80)
TOS 124.77 126.83 123.18 128.65 112.77 125.65
(umol/L) (123.20-130.00) (124.75-128.01) (110.64-135.73) (127.24-130,07) (109.66-115.68) (123.73-127.58)
PAB 3.23 2.30 97.80 113.10 84.57 96.03
(U/L) (2.77-4.23) (1.97-3.10) (94.63-100.97) (112.23-113.97) (81.63-87.50) (95.43-96.63)
AOPP 90.60* 109.30 118.45 121.95 117.60 119.90
(umol/L) (90.40-90.60) (90.80-129.00) (111.80-125.10) (120.70-123.20) (114.20-121.00) (115.30-124.50)
SHG 1.17* 0.77 0.55 0.47 0.51 0.48
(mmol/l) (0.84-1.73) (0.64-0.98) (0.53-0.58) (0.46-0.48) (0.50-0.51) (0.44-0.52)
PON1 208.50 195.00 170.00 217.50 183.50 196.50
(U/L) (198.00-216.00) (169.00-213.00) (164.00-176.00) (188.00-247.00) (182.00-185.00) (194.00-199.00)
TAS/TOS 13.13 12.64 5.46 5.70 7.20 5.98
(11.94-13.66) (11.24-13.04) (4.63-5.88) (5.59-5.76) (6.46-7.56) (5.74-6.11)

*-Uzorak bez TBH vs uzorak sa dodatkom TBH, nivo znacajnosti p<0,05; za nivoe znacajnosti p<0,01 i p<0,001 nije bilo statisticki znacajnih
razlika izmedu uzoraka bez i sa dodatkom TBH



Prilog 6. Tabele p-vrednosti dobijene poredenjem svih grupa uzoraka za svaki od merenih

parametara

TAS 1 2 3 4 5 6
1 - p=0,748 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
2 - - p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
3 - - - p=0,121 p=0,121 p=0,121
4 - - - - p=0,439 p=0,439
5 - - - - - p=0,439
6 - - - - -

1 - Medi(r)a (c=25%,50

dodatkom TBH; 5 - Troloks; 6 - Troloks sa dodatkom TBH

%,100%); 2 - Medi(r)a sa dodatkom TBH; 3 - serum; 4 - serum sa

TOS 1 2 3 4 5 6
1 - p=0,522 p=1,000 p=0,317 p<0,05 p=0,739
2 - - p=0,739 p=0,317 p<0,05 p=0,739
3 - - - p=1,000 p=0,439 p=1,000
4 - - - - p=0,121 p=0,439
5 - - - - - p=0,121
6 - - - - - -

1 - Medi(r)a (c=25%,50%,100%); 2 - Medi(r)a sa dodatkom TBH; 3 - serum; 4 - serum sa
dodatkom TBH; 5 - Troloks; 6 - Troloks sa dodatkom TBH

PAB 1 2 3 4 5 6
1 - p=0,054 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
2 - _ p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
3 - - - p=0,333 p=0,333 p=1,000
4 - - - - p=0,121 p=0,121
5 - - - - - p=0,121
6 - - - -

1 - Medi(r)a (c=25

dodatkom TBH; 5 - Troloks; 6 - Troloks sa dodatkom TBH

%,50%,100%); 2 - Medi(r)a sa dodatkom TBH; 3 - serum; 4 - serum sa

AOPP 1 2 3 4 5 6
1 - p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
2 - - p=1,000 p=1,000 p=1,000 p=1,000
3 - - - p=1,000 p=1,000 p=1,000
4 - - - - p=0,439 p=1,000
5 - - - - - p=0,439
6 - - - - - -

1 - Medi(r)a (c=25%,50%,100%); 2 - Medi(r)a sa dodatkom TBH; 3 - serum; 4 - serum sa
dodatkom TBH; 5 - Troloks; 6 - Troloks sa dodatkom TBH



SHG 2 3 4 5 6
1 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
2 - p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
3 - - p=0,121 p=0,121 p=0,121
4 - - - p=0,121 p=1,000
5 - - - - p=1,000
6 - - - - -

1 - Medi(r)a (c=25%,50%,100%); 2 - Medi(r)a sa dodatkom TBH; 3 - serum; 4 - serum sa
dodatkom TBH; 5 - Troloks; 6 - Troloks sa dodatkom TBH

PON1 1 2 3 4 5 6
1 - p=0,262 p<0,05 p=0,739 p=0,182 p=0,317
2 - - p=0,317 p=0,505 p=0,505 p=0,739
3 - - - p=0,121 p=0,121 p=0,121
4 - - - - p=0,121 p=1,000
5 - - - - - p=0,121
6 - - - - -

1 - Medi(r)a (c=25%,5

0%,100%); 2 - Medi(r)a sa dodatkom TBH; 3 - serum; 4 - serum sa
dodatkom TBH; 5 - Troloks; 6 - Troloks sa dodatkom TBH

TAS/TOS 1 2 3 4 5 6
1 - p=0,423 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
2 - - p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
3 - - - p=1,000 p=0,121 p=1,000
4 - - - - p=0,121 p=0,439
5 - - - - - p=0,121
6 - - - - - -

1 - Medi(r)a (c=25%,50%,100%); 2 - Medi(r)a sa dodatkom TBH; 3 - serum; 4 - serum sa
dodatkom TBH; 5 - Troloks; 6 - Troloks sa dodatkom TBH
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