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KRATICE
AFB1 – aflatoksin B1
CDNB - 1-kloro-2,4-dinitrobenzen
DNA – deoksiribonukleinska kiselina 
FLAP - aktivirajući protein 5-lipoksigenaze (engl. 5-lipoxygenase-activating protein)
GSH – glutation
GST – glutation-S-transferaza
GSTA – alfa glutation-S-transferaza
GSTK – kappa glutation-S-transferaza
GSTM – mi glutation-S-transferaza
GSTO – omega glutation-S-transferaza
GSTP – pi glutation-S-transferaza
GSTS – sigma glutation-S-transferaza
GSTT – theta glutation-S-transferaza 
GSTZ – zeta glutation-S-transferaza
JNK – c-Jun N-terminalna-kinaza
LTC4S – leukotrien-C4-sintaza
MAPEG – membranski proteini u metabolizmu eikozanoida i glutationa (engl. membrane-associated proteins in eicosanoid and glutathione metabolism)
MAPK – proteinska kinaza aktivirana mitogenom
MEM – kompletni hranjivi medij (engl. Minimum Essential Medium)
mGST1 – mikrosomalna glutation-S-transferaza 1
mGST2 – mikrosomalna glutation-S-transferaza 2
mGST3 – mikrosomalna glutation-S-transferaza 3
MPGES-1 – mikrosomalna prostaglandin-E2-sintaza-1 (engl. microsomal prostaglandin E2 synthase-1)
NBDHEX – 6-(7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol-4-iltio) heksanol (engl. 6-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-ylthio)hexanol)
PAH – policiklički ugljikovodici (engl. polycyclic aromatic hydrocarbon)
PGE2 – prostaglandin E2
PGES – prostaglandin-E-sintaza 
PGH2 – prostaglandin H2
ROS – reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)
TLK-286 – kanfosfamid
TRAF2 – protein povezan s receptorom 2 za tumorski faktor nekroze (engl. tumor necrosis factor (TNF) receptor associated factor-2)
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[bookmark: _Toc175788363]UVOD
[bookmark: _Toc175788364] Invazivne biljne vrste
Invazivne biljne vrste jesu biljke unesene u novo područje izvan svoga prirodnog staništa, bilo namjerno ili nenamjerno, koje pokazuju brzu prilagodbu uvjetima u novom okolišu, iznimnu sposobnost brzoga samostalnog razmnožavanja te veliku brojnost i gustoću (Novak i Kravarščan, 2011). Nekontrolirano se  šire, često na štetu lokalnih ekosustava, ekonomije i ljudskoga zdravlja te zauzimaju prostore koje bi inače zauzele domaće vrste, narušavajući u procesu prirodnu ravnotežu ekosistema. 
Upravo zbog brze stope razmnožavanja i dobre prilagodljivosti novom okolišu invazivne biljne vrste predstavljaju lako dostupnu sirovinu za različite aspekte uporabe i primjene uključujući i istraživanja. Četiri invazivne vrste na području Republike Hrvatske - žljezdasti pajasen, čičoka, običan bagrem i kanadska zlatošipka, odabrane su zbog svojih svojstava za daljnja istraživanja čiji je cilj utvrditi mogu li se ove četiri vrste koje rastu na području Istre koristiti kao izvor korisnih spojeva s fitofarmaceutskim potencijalom. 
[bookmark: _Toc175788365]Žljezdasti pajasen (Ailanthus altissima)
Žljezdasti pajasen ili jednostavnije pajasen je listopadno stablo podrijetlom iz središnje i sjeveroistočne Kine, a u Europu je donesen u 18. stoljeću (civ.iptpo.hr/ailanthus/).  Pripada porodici Simaroubaceae (pajaseni), a može narasti do 35 metara u visinu i 1 metar u promjeru. Glatka siva kora s bijelim prugama puca sa starenjem, dok su listovi dužine do 90 centimetara, sastavljeni od 10 do 40 naizmjeničnih lisaka dugih 5 - 18 centimetara. Kora i listovi sadržavaju otrovne sastojke koji kod ljudi i životinja mogu izazvati kontaktni dermatitis (Novak i Kravarščan, 2011). Cvjetovi su sitni, zelenkasto-žuti, jakog neugodnog mirisa, a skupljeni u karakteristične cvatove s ekstrafloralnim nektarijima duge do 40 centimetara koji se razvijaju od svibnja do srpnja. Pajasen je dvodomna biljka, a muški su cvatovi uočljiviji jer sadrže više cvjetova od ženskih. Plodovi su crvenkasti oraščići s jednom sjemenkom, zadržavaju se na stablu do proljeća kada se odvoje i budu odneseni vjetrom.
Pajasen je iznimno agresivna i oportunistička biljka koja se smatra jednom od najinvazivnijih vrsta stabala na svijetu. Raste na širokom opsegu različitih staništa i raširen je u cijeloj Hrvatskoj, a posebice je agresivan u području Istarske županije. U Hrvatskoj se u prošlom stoljeću, zbog svojih karakteristika, sadio ciljano kao vrsta koja sanira klizišta ili pojedinačno kao ukrasna vrsta (Novak i Kravarščan, 2014). Pajasen je heliofilna vrsta koja opstaje na svim staništima, sa sjemenkama koje mogu niknuti „iz kamena“. Otporan je na visoke temperature i suše.
[bookmark: _Toc175788366]Čičoka (Helianthus tuberosus)
Čičoka je višegodišnja biljka iz porodice glavočika (Asteraceae) koja potječe iz Sjeverne Amerike, a u Europu je unesena u 17. stoljeću namjerno, za potrebe hortikulture. Prepoznatljiva je po velikim žutim cvjetovima nalik suncokretu, s kojim je u bliskom srodstvu. Može narasti do 2 metra u visinu, s uspravnom, dlakavom i u gornjem dijelu razgranjenom stabljikom i jajastim, na vrhu ušiljenim listovima koji imaju pilasto nazubljene rubove. Raste na osunčanim staništima i dobar je pokazatelj staništa bogatih dušikom.
Čičoka se prvenstveno uzgaja zbog gomolja koji ima višestruku upotrebu. Koristi se kao ljekovita biljka i dobar izvor hrane za dijabetičare, kao sirovina za dobivanje alkohola, u proizvodnji bioplina i fruktoze, a stabljika i listovi bogati mastima, bjelančevinama i pektinom odlična su stočna hrana (Gadžo i sur., 2017). Osim što kao invazivna biljna vrsta istiskuje nativne vrste, potiče eroziju riječnog tla i smanjuje bioraznolikost, čičoka se pokazala korisnom za ljudsko zdravlje, između ostalog u liječenju i prevenciji alergija, jačanju imuniteta te s obzirom na svoja kardioprotektivna i antidijabetička svojstva (civ.iptpo.hr/heilanthus/). U gomolju čičoke skladišten je inulin, polisaharid koji sadrži fruktozu i čijom razgradnjom ne dolazi do porasta šećera i inzulina u krvi što ga čini odličnom namirnicom u prehrani dijabetičara. Također, dobar je izvor kalija i fosfora, kao i kalcija, magnezija i željeza u nešto manjim količinama. Sadrži i vitamine grupe B, vitamin C i provitamin A (beta-karoten) (Gadžo i sur., 2017). 
[bookmark: _Toc175788367]Obični bagrem (Robinia pseudoacacia)
Obični bagrem listopadno je drvo porijeklom iz Sjeverne Amerike uneseno u Europu početkom 17. stoljeća prvotno kao ukrasna biljka, a kasnije za obnovu raskrčenog tla, proizvodnju meda i uporabu u drvnoj industriji. Bagrem može narasti do 30 metara u visinu i do 90 centimetara u širinu, s razgranatim sustavom korijenja koji sadrži do 20 metara duge bočne žile. Listovi su neparno perasto sastavljeni od 9 do 25 liski, a cvatovi po kojima je bagrem prepoznatljiv, su bijeli, viseći i grozdasti, a sastoje se od 15 do 20 pojedinačnih dvospolnih cvjetova. Bagrem je heliofilna vrsta koja najbolje uspijeva na rastresitom, rahlom, dubokom i plodnom tlu (civ.iptpo.hr/bagrem/). 
Iako je invazivan i potiskuje autohtone vrste, ima i brojna pozitivna svojstva. Prilikom istraživanja sastava ekstrakata cvjetova i listova bagrema identificirana su 64 različita fenolna spoja, 60 u ekstraktima lista i 55 u ekstraktima cvijeta (Uzelac i sur., 2023). Pokazalo se da u ovim ekstraktima prevladavaju flavanoli  poput katehina, veskalagina, spoja s dokazanim antibaterijskim djelovanjem na Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa, te hiperozida, spoja poznatoga po antitumorskom djelovanju. Isto tako ekstrakti su se pokazali kao učinkoviti antioksidansi koji mogu poslužiti u borbi organizma protiv štetnog djelovanja slobodnih radikala.
[bookmark: _Toc175788368]Kanadska zlatošipka (Solidago canadensis) 
Kanadska zlatošipka ili zlatnica zeljasta je višegodišnja biljka iz porodice glavočika (Asteraceae) originalno iz Sjeverne Amerike koja je u Europu prvotno pristigla 1645. godine kao ukrasna biljka na engleskom dvoru. Može narasti do 2,5 metra u visinu, a prepoznatljiva je po gustim žutim cvjetovima skupljenim u cvat-metlice. Listovi su sjedeći i veličinom se smanjuju od dna prema vrhu, dok je plod roška duljine 0,5 - 1,2 milimetra (civ.iptpo.hr/kanadska-zlatosipka/). 
Kanadska zlatošipka široko je rasprostranjena biljka koja uspijeva na osunčanim područjima, pokraj rijeka i zapuštenih staništa, dobar je indikator za umjereno kisela i tla bogata dušikom. Razmnožava se sjemenom i vegetativno podankom, a može proizvesti na tisuće sjemenki koje se vrlo brzo prenose vjetrom, što ju čini jednom od najagresivnijih korova na našim područjima. Ipak, analizom ekstrakata listova i cvatova pronađeni su korisni kemijski spojevi, od kojih se ističu terpenoidi svojim antimikrobnim i antifungalnim svojstvima, te piretini poznati po svom insekticidnom djelovanju. Analizom je utvrđeno ukupno 39 polifenola (15 fenolnih kiselina i 24 flavonoida) s antioksidacijskim i antimikrobnim svojstvima (Poljuha i sur., 2024). Kanadska zlatošipka već se stoljećima koristi u narodnoj medicini kao čajni pripravak kod urinarnih tegoba. Cvat vrste Solidago danas je odobren u nekoliko europskih zemalja kao proizvod za liječenje reumatskih i urinarnih tegoba te za prevenciju cistitisa i nefrolitijaze (www.ema.europa.eu). Osim u medicinske svrhe kanadska zlatošipka kao medonosna biljka služi kao izvor nektara za pčele i druge oprašivače. Eterična ulja zlatnice korisni su insekticidi i fungicidi, a pokazuju i obećavajuće antibakterijsko djelovanje prema vrstama Pseudomonas fluorescens i Clavibacter michiganensis (Elshafie i sur., 2019). Također, postoji potencijal za iskoristivost u energetskom sektoru, kao biogorivo.
.
[bookmark: _Toc175788369] Glutation-S-transferaza
Glutation-S-transferaze (GST) jest obitelj enzima koji sudjeluju u reakcijama detoksikacije i antioksidacijskoj obrani organizma. Oni kataliziraju nukleofilni napad reduciranoga glutationa (GSH) na nepolarne spojeve koji sadržavaju elektrofilni atom ugljika, dušika ili sumpora (Hayes i sur. 2005). Supstrati mogu biti brojni ksenobiotici poput raznih lijekova, pesticida, karcinogena i polutanata, te endogeni spojevi poput α,β-nezasićenih aldehida, kinona, epoksida i hidroperoksida koji nastaju kao sekundarni metaboliti tijekom oksidacijskoga stresa. U procesu konjugacije s GSH-om dolazi do inaktivacije supstrata i najčešće se ti spojevi transformiraju u hidrofilne derivate koji se zatim mogu lakše eliminirati iz organizma putem urina ili žuči. 
[bookmark: _Toc175788370] Struktura glutation-S-transferaza
Glutation-S-transferaze (GST-i) su na temelju svojih imunoloških i biokemijskih svojstava te sličnostima u sekvenciji podijeljene u 14 klasa, nazvanih po slovima grčkog alfabeta (α, δ, ε, κ, μ, ν, ω, π, ρ, σ, τ, χ, ϑ i ζ) (www.proteopedia.org). U ljudi su prisutna četiri različita izoenzima: alfa (α), mi (μ), pi (π) i theta (ϑ) (Lan i sur., 2022). Iako među klasama postoje složene strukturne razlike, većina GST-a su građene u obliku dimera. Svaka podjedinica sadrži dvije domene: visoko konzerviranu N-terminalnu domenu nalik tioreduksinu, koja sadržava βαβαββα motiv, i C-domenu sastavljenu od alfa-uzvojnica (Yang i sur., 2023). 
N-terminalna domena sadrži konzervirane polarne aminokiselinske ostatke koji čine G-mjesto, vezno mjesto za GSH, gdje dolazi do vezanja reduciranoga GSH-a i posljedično aktivacije njegove tiolne skupine. C-domena, s druge strane, formira tzv. H-mjesto, džepno mjesto, na koje se vežu različiti hidrofobni supstrati. Da bi enzim bio funkcionalan mora doći do vezanja reduciranoga GSH-a u G-mjestu i vezanja toksičnih hidrofobnih supstrata u H-mjestu, dakle mora se formirati dimer.
[bookmark: _Toc175788371]Tipovi GST-a prema lokaliziranosti u stanicama
GST-i se ubrajaju u enzime koji sudjeluju u reakcijama II. faze biotranformacije endogenih i egzogenih supstancija. Široko su rasprostranjeni u različitim tkivima gdje igraju ključnu ulogu u detoksikaciji i zaštiti tkiva od oksidacijskoga stresa, između ostaloga u jetri, bubrezima, plućima, adipoznom i mnogim drugim tkivima. Na temelju njihovoga rasporeda u stanici razlikuju se citosolni, mitohondrijski i mikrosomalni, također poznati kao MAPEG, GST-i (Mazari i sur., 2023). 
 Citosolna GST
Najpoznatija i najbolje proučena od GST-a jest citosolna GST građena u obliku dimera, gdje svaku podjedinicu čine aminokiselinski lanci duljine 199 - 244 aminokiselina (Hayes i sur. 2005). Prema fizikalnim, kemijskim i strukturnim obilježjima citosolni GST-i podijeljeni su u 8 podtipova: mi (GSTM), alfa (GSTA), pi (GSTP), theta (GSTT), zeta (GSTZ), sigma (GSTS) i omega (GSTO) (Burrati i sur. 2021), od kojih alfa (GSTA) i mi (GSTM) jedini mogu formirati heterodimere. 
Osim što kataliziraju reakcije konjugacije, redukcije i izomerizacije citosolne GST na sebe mogu vezati kovalentnim i nekovalentnim vezama razne hidrofobne nesupstratne ligande poput azo-boja, hema, bilirubina i tiroidnih hormona, te tako dodatno pridonose intracelularnom transportu i metabolizmu ksenobiotika i hormona. Upravo zbog svoje sposobnosti vezanja nesupstratnih liganada alfa-GST se još naziva i ligandin (Hayes i Pulford, 1995).
Od podtipova citosolnih GST-a posebno se ističe prvi otkriven GSTP1 enzim, koji je važan regulator u nastanku i razvoju karcinoma. Između ostaloga, GST ima ulogu u katalizi i deoksidaciji elektrofilnih spojeva, sudjeluje u regulaciji oksidacijskoga stresa, stanične signalizacije i karcionogeneze. GSTP1 je uključen u mehanizam otpornosti stanica na apoptozu i metabolizam nekoliko kemoterapijskih sredstava, a pokazuje potencijal kao biljeg u dijagnostici različitih tumora i praćenju antitumorske terapije (Jian Cui i sur. 2020). 
 Mitohondrijska GST
Respiracijski lanac koji se odvija u mitohondriju mjesto je proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS) i jedan od načina na koji se mitohondrij štiti od štete uzrokovane radikalima jest upravo reakcija konjugacije GSH-a na 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) katalizirana mitohondrijskom GST (Cardwell i sur. 2024).
Mitohondrijska ili kappa-GST (GSTK) dimer je građen od podjedinica duljine 226 aminokiselina. Tehnikama molekularnog kloniranja i kristalografije utvrđeno je da GSTK ima trodimenzionalnu strukturu sličniju bakterijskoj 2-hidroksikrom-2-karboksilat-izomerazi i prokariotskoj DsbA-oksidoreduktazi nego citosolnoj GST (Hayes i sur. 2005).
GSTK ima visok afinitet prema aril-halogenidma poput CDNB, te može reducirati CuOOH i (S)-15-hidroperoksi-5,8,11,13-eikozatetraensku kiselinu, a osim u mitohondriju detektirana je u peroksisomima, što ukazuje na njezinu ulogu u β-oksidaciji masnih kiselina, bilo kroz svoju katalitičku aktivnost, u procesima transporta ili u interakciji s porama membrane (Hayes i sur. 2005).
Povišene vrijednosti ROS-a u mitohondrijima karakteristične su za brojne tumorske stanice i ukazuju na pojačanu aktivnost mitohondrijske GST. Potrebna su dodatna istraživanja inhibitora GSTK kao potencijalnih lijekova u antitumorskoj terapiji (Cardwell i sur. 2024).
 Mikrosomalna GST (MAPEG)
Mikrosomalne GST poznate su pod imenom MAPEG (engl. membrane-associated proteins in eicosanoid and glutathione metabolism, tj. membranski proteini u metabolizmu eikozanoida i GSH-a). Čine posebnu skupinu enzima poznatih po tome što sudjeluju u proizvodnji eikozanoida. Otkriveno je šest humanih MAPEG-a: mikrosomalna GST 1 (mGST1), 2 (mGST2) i 3 (mGST3), zatim aktivirajući protein 5-lipoksigenaze (engl. 5-lipoxygenase-activating protein, FLAP), prostaglandin-E-sintaza (PGES) i leukotrien-C4-sintaza (LTC4S); koji se mogu kategorizirati u 2 skupine: MAPEG1 (mGST1 i PGES) i MAPEG2 (mGST2, mGST3, FLAP, i LTC4S) (Kammerscheit i sur. 2019). 
mGST1 prva je otkrivena u nizu kao mikrosomalni enzim koji metabolizira CDNB, a za razliku od citosolne GST može biti aktivirana dodatkom N-etilmaleimida. LTC4S katalizira konjugaciju leukotriena A4 s GSH-om, FLAP katalizira reakciju vezanja arahidonske kiseline na 5-lipoksigenazu i aktivira sintezu leukotriena, dok PGES katalizira o GSH-u ovisnu izomerizaciju prostaglandina H2 (PGH2) u PGE2 (Hayes i sur. 2005).
MAPEG-i koriste aktivnost izomeraze ovisne o GSH-u za djelovanje u biosintezi leukotriena (FLAP i LTC4-sintaza) ili prostaglandina E (PGES) koji su ključni u  alergijskom i upalnom odgovoru. MAPEG-i također imaju ulogu u reakcijama detoksikacije koristeći GSH-transferaznu aktivnost, kao i GSH-ovisnu redukciju organskih masnih kiselina i lipidnih hidroperoksida kroz njihovu peroksidaznu aktivnost (Kammerscheit i sur. 2019). 
[bookmark: _Toc175788372]Uloge GST-a
GST-i su multispecifični enzimi koji kataliziraju nekoliko značajnih biokemijskih reakcija. Glavna uloga GST-a je da štite stanicu od toksičnosti uzrokovane elektrofilima poput raznih ksenobiotika i reaktivnih metabolita nastalih procesima oksidacijskoga stresa, a to postižu tako što kataliziraju reakciju konjugacije GSH-a na elektrofil i stvaranjem njegovog manje reaktivnog konjugata koji se onda može izlučiti iz stanice (Cardwell i sur. 2024). Osim u reakcijama konjugacije s GSH-om, GST-i sudjeluju i u biosintezi leukotriena, prostaglandina, određenih steroidnih hormona, te kao modulatori MAPK signalnih putova.
 Konjugacija s GSH-om
GST-i konjugiraju GSH na širok spektar hidrofobnih i elektrofilnih molekula poput različitih kancerogena, lijekova i sekundarnih metabolita, formiranih u procesima oksidacijskoga stresa, čineći ih u procesu manje toksičnima.
Velik broj epoksida detoksiciran je u procesu konjugacije s GSH-om. Jedan od njih je i epoksid formiran iz aflatoksina B1 (AFB1). Aflatoksini  su toksični produkti plijesni Aspergillus flavus koji se prirodno nalaze u velikom broju namirnica i zbog svoga toksičnog učinka na jetru jedan su od vodećih rizičnih faktora za razvoj hepatocelularnog karcinoma. Za toksičnost aflatoksina B1 odgovoran je njegov AFB1-8,9-epoksid, koji nastaje u reakcijama I. faze kataliziranim citokromima P450 i zatim se veže na gvaninske ostatke na DNA i ostvaruje svoje mutageno djelovanje (Allocati i sur. 2018). GST koja sudjeluje u prvoj od četiri reakcije u putu nastanka merkapturne kiseline katalizira vezanje toksičnoga AFB1-8,9-epoksida na endogeni GSH, a produkt reakcije eliminira se kroz metabolički put nastanka merkapturne kiseline. Primjeri drugih epoksida koji se detoksiciraju djelovanjem GST-a uključuju epokside nastale iz 1-nitropirena, 4-nitrokinolina, policikličkih aromatskih ugljikovodika (engl. polycyclic aromatic hydrocarbon, PAH) i stirena djelovanjem citokroma P450 u jetri, plućima, gastrointestinalnom traktu i drugim organima (Hayes i sur. 2005).
Iako konjugacijom ksenobiotika i GSH-a najčešće nastaju manje reaktivni metaboliti koji se lakše izlučuju iz stanice, može se dogoditi da je nastali konjugat reaktivniji od početnoga supstrata. Primjer takvoga supstrata je diklorometan, organsko otapalo koje se koristi u mnogim industrijama, između ostalog kao moćno sredstvo za uklanjanje boje i razrjeđivač boja. Konjugacija diklormetana na GSH rezultira nastankom dva reaktivna međuprodukta, S-klorometilglutationa i formaldehida, za koje se pretpostavlja da imaju ulogu u toksičnosti diklormetana (Schlosser i sur. 2015). Ostali primjeri molekula čiji su konjugati s GST-om reaktivniji od početnih spojeva uključuju 1,2-dihaloetane i druge halogenoalkane kratkog lanca s dvije funkcionalne skupine. Svojstvo GST-a da konjugacijom s GSH-om aktivira određene metabolite predmet je istraživanja antitumorskih lijekova, pa se tako prolijek kanfosfamid (TLK-286) aktivira djelovanjem GSTP1 i inducira apoptozu tumorskih stanica, te inhibira katalitičku aktivnost DNA-ovisne proteinske kinaze (Hayes i sur. 2005, www.medchemexpress.com).
 Detoksikacija produkata oksidacijskoga stresa
Nastanak ROS-a kao što su vodikov peroksid (H2O2), superoksidni anion (O2-) i hidroksilni radikal (•HO) neizbježan je u procesima oksidacijske fosforilacije. Denham Harman je postavio hipotezu da se radikali kisika stvaraju kao nusproizvodi enzimske aktivnosti u tijelu te ih opisao kao moguće uzročnike staničnih oštećenja, mutageneze, raka i kao dio degenerativnog procesa starenja organizma (Pham-Huy i sur. 2008). ROS oštećuju lipidnu membranu, proteine i ugljikohidrate, te mogu direktno i indirektno uzrokovati oštećenja DNA. 
Poseban problem predstavlja peroksidacija višestruko nezasićenih masnih kiselina u membranama pokrenuta slobodnim radikalima jer rezultira lančanim reakcijama koje dodatno nanose štetu lipidima. U navedenom procesu nastaju nestabilni i vrlo reaktivni elektrofilni metaboliti poput epoksialdehida, 2-alkenala, 4-hidroksi-2-alkenala i ketoaldehida. GST katalizira konjugaciju ovih spojeva s GSH-om i na taj način pruža stanici zaštitu od niza štetnih elektrofila nastalih tijekom oksidacijskoga oštećenja membrane (Hayes i sur. 2005, Kammerscheit i sur. 2019). 
 Ne-enzimske funkcije GST-a
Osim svoje katalitičke aktivnosti konjugacije elektrofilnih metabolita na GSH, GST-i također djeluju kao modulatori signalnih puteva koji su uključeni u preživljavanje stanica i apoptozu, gdje kontroliraju aktivnost proteina iz porodice proteinskih kinaza aktiviranih mitogenom (MAPK) (Singh, S. 2015). GSTP1-1 konkretno štiti tumorske stanice od apoptoze tako što se nekatalitički, izravno veže na protein c-Jun N-terminalnu kinazu (JNK) i formira heterotrimerni kompleks koji onemogućuje fosforilaciju JNK-a i nastavak kaskade koja vodi do oštećenja DNA i apoptoze stanice (Allocati i sur. 2018). 
GSTP1-1 također se može vezati na i inhibirati protein povezan s receptorom 2 za tumorski faktor nekroze (engl. tumor necrosis factor (TNF) receptor associated factor-2, TRAF2), aktivator JNK-a koji se nalazi uzvodno u MAPK/JNK signalnoj kaskadi, na taj način blokirajući signalnu kaskadu na više mjesta istovremeno. Istraživanja su pokazala da je ipak samo jedan monomer GSTP1-1 uključen u vezanje na TRAF2, što sugerira da GSTP1-1 potencijalno zadržava svoju katalitičku aktivnost i nakon vezanja na TRAF2 (Allocati i sur. 2018, Niitsu i sur. 2022).

 Uloga GST-a u biosintezi steroidnih hormona, prostaglandina i leukotriena
Unutar skupine GST-a postoje i GST-i koji su uključeni u biosintezu steroidnih hormona poput testosterona i estrogena, prostaglandina i leukotriena.
GST alfa 3 (GSTA3) koja djeluje kao ketosteroid-izomeraza ima značajnu ulogu u biosintezi steroidnih hormona. Ekspresija GSTA3-3 u steroidogenim tkivima sugerira da je enzim evoluirao na način da podržava aktivnost 3β-hidroksisteroid-dehidrogenaze, enzima koji katalizira stvaranje 5-androsten-3,17-diona i 5-pregnen-3,20-diona, prekursora u daljnoj sintezi steroidnih hormona. GSTA3-3 također katalizira izomerizaciju dvostuke veze 5-androsten-3,17-diona i 5-pregnen-3,20-diona, ali ova je reakcija manje zastupljena (Mannervik i sur. 2021). 
Primjer enzima iz porodice GST-a koji sudjeluje u sintezi prostaglandina pripada MAPEG skupini enzima, a radi se o mikrosomalnoj prostaglandin-E2-sintazi-1 (engl. microsomal prostaglandin E2 synthase-1, MPGES-1). MPGES-1 katalizira reakciju izomerizacije prostaglandina H2 (PGH2) u prostaglandin E2 (PGE2) (Kudo i Murakami, 2005). MPGES1 ima ključnu ulogu u upalnim bolestima. Primijećene su povišene vrijednosti u tkivima tijekom upale i prekomjerna ekspresija u tumorima (Allocati i sur. 2018).
Leukotrien-C4-sintaza (LTC4S) je specifična GST koja se nalazi na membranama stanica (Tsikas, D. 2020). Nije uključena u reakcije detoksikacije već sudjeluje u sintezi leukotriena, spojeva koji su u pozadini stanja poput anafilaktičkoga šoka i medijatori upalnih stanja, a nalazi se u eozinofilima, monocitima, neutrofilima, makrofagima i MAST stanicama (Cooper i sur. 2018). LTC4S katalizira reakciju konjugacije GSH-a i leukotriena A4 (LTA4), pri čemu nastaje leukotrien C4 (LTC4) koji se dalje metabolizira do metabolita koji se izlučuju urinom, leukotriena D4 i E4 (Tsikas, D. 2020). 
[bookmark: _Toc175788373]Značaj i primjena GST-a
GST-i su multispecifični enzimi prisutni u mnoštvu različitih tkiva koji sudjeluju u brojnim antioksidacijskim, detoksikacijskim te reakcijama sinteze biomolekula u stanicama. S obzirom na njihovu raširenost u organizmu promijenjena ekspresija GST-a primijećena je u brojnim patološkim stanjima.
Van de Wetering i sur. (2021) uočili su povezanost polimorfizama GST-a s povećanim rizikom razvoja astme i kronične opstrukcijske plućne bolesti. Dai i sur. (2022) u preglednom radu navode dosadašnje informacije o etiologiji astme i predlažu da promjena u ekspresiji gena za GSTM1, GSTT1 i GSTP1 s promjenom u okolišnim čimbenicima izravno utječe na razvoj bolesti dišnog sustava. Ćorić i sur. (2021) istražili su kako alelne varijante GSTP1 i GSTM3 utječu na vjerojatnost zaraze i težinu respiratorne infekcije uzrokovane virusom COVID-19. 
Središnji živčani sustav iznimno je osjetljiv na toksine i oksidacijski stres zbog niske razine antioksidacijskih enzima, a visokoga sadržaja prooksidacijskih vrsta i nakupljanja ROS-a. Stoga GST kao antioksidacijski enzim ima važnu ulogu u neuroupalnim bolestima. GST-i djeluju na način da uklanjaju toksične ROS-e i sprječavaju njihovo nakupljanje u stanici, generalno se smatra da djeluju protektivno (Piaggi i sur. 2023). Ipak, nije do kraja razjašnjen njihov protektivni mehanizam u neurodegenerativnim bolestima, iako Allocati i sur. (2018) predlažu da određene promjene u GSTP1-1 mogu ukazivati na moguć razvoj neurodegenerativnih bolesti, poput Parkinsonove i Alzheimerove bolesti.
Posebno su zanimljivi GST-i prisutni u tumorskim stanicama, koje iskorištavaju detoksikacijske i protektivne učinke GST-a za svoj razvoj i opstanak tako što, između ostaloga, GST-i vežu lijekove korištene u terapiji tumora i pretvaraju ih u manje aktivne oblike, onemogućujući im da pravilno djeluju (Šimić i sur. 2022). Povišene vrijednosti GST-a primijećene su u brojnim karcinomima, poput karcinoma prostate (Ye i sur. 2023), karcinoma i bolesti jetre (Tamber i sur. 2023), karcinoma želuca (Qi i sur. 2022), i brojnim drugim. Sukladno tome kao novo područje interesa u antitumorskoj terapiji javljaju se inhibitori GST-a, koji pojačavaju osjetljivost tumorskih stanica na antitumorske lijekove. Od potencijalnih lijekova na animalnim modelima obećavajuće rezultate pokazuju etakrinska kiselina i njeni analozi, etakraplatin, auranofin, piperlongumin, derivati GSH-a i 6-(7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol-4-iltio) heksanol (engl. 6-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-ylthio)hexanol, NBDHEX) (Allocati i sur. 2018). U procesu istraživanja na animalnim modelima, kao potencijalni inhibitori GST-a predlažu se i antibiotici poput gentamicina i klindamicina (Ayna i sur., 2021), ali područje je još nedovoljno istraženo i potrebno je provesti dodatna ispitivanja.


[bookmark: _Toc175788374]OPĆI I SPECIFIČNI CILJEVI RADA
Žljezdasti pajasen (Ailanthus altissima), čičoka (Helianthus tuberosus), obični bagrem (Robinia pseudoacacia) i kanadska zlatošipka (Solidago canadensis) četiri su invazivne biljne vrste koje predstavljaju prijetnju domaćim vrstama  i narušavaju ravnotežu u ekosustavu. Međutim, osim negativnih učinaka, ove invazivne vrste pokazuju potencijal za doprinos bioraznolikosti i formiranje nove ravnoteže u ekosustavu.  
Ove četiri invazivne biljne vrste nalaze se na prostorima Republike Hrvatske već nekoliko stoljeća, te su ljudi za njih pronašli različite korisne primjene. Općenito se želi bolje upoznati kemijski sastav ovih biljnih vrsta i ispitati područja u kojima bi njihova svojstva mogla biti od koristi. Jedno od svojstava invazivnih biljnih vrsta je i brzi rast i razmnožavanje (Sladonja, Poljuha i Uzelac, 2018) što ih čini lako dostupnim i obilnim materijalom za daljnja istraživanja. Kroz istraživanja na alkoholnim ekstraktima žele se ispitati antioksidacijska, antimikrobna, antiproliferacijska, citotoksična i genotoksična svojstva stranih invazivnih biljnih vrsta te istražiti fitofarmaceutski potencijal prirodnih ekstrakata ove četiri invazivne biljne vrste. 
GST jest jedan od najvažnijih detoksicirajućih enzima, esencijalan za održavanje stanične homeostaze i zaštitu organizma od štetnih tvari. Njegova disfunkcija može imati ozbiljne posljedice na zdravlje. U ovom radu specifično se želi istražiti utjecaj alkoholnih ekstrakata listova i cvjetova četiriju invazivnih biljnih vrsta na aktivnost enzima GST-a lokaliziranoga u stanicama (stanični lizat) i izvanstanično (u mediju iznad stanica). Postavljena je hipoteza da će alkoholni ekstrakti četiriju biljnih vrsta različitih koncentracija utjecati na katalitičku aktivnost GST-a.


[bookmark: _Toc175788375]MATERIJALI I METODE 
[bookmark: _Toc175788376] Kultivacija stanica 
Istraživanje je provedeno na tumorskim staničnim linijama. Za potrebe ovog rada korištene su humane hepatoblastoma stanice HepG2.
HepG2 stanice korištene u ovom radu kultivirane su u kompletnom hranjivom MEM mediju (engl. Minimum Essential Medium, MEM), uz dodatak natrijevog piruvata (1 mM/lt). Mediju je zatim dodan fetalni goveđi serum (engl. Fetal Bovine Serum, FBS) 10 %-tne koncentracije, u inkubatoru na 37 °C u struji zraka s 5 %-tnim CO2 i relativnom vlažnosti od 98 %.  Nakon što su stanice narasle do određene konfluentnosti (80 %) rasađene su na ploče sa šest jažica. Stanice u prethodno opisanim uvjetima rastu do 80 %-tne konfluentnosti nakon čega je odsisan medij iznad stanica i stanice su isprane fosfatnim puferom (engl. phosphate buffer saline, PBS), koji je zatim uklonjen na isti način kao i medij.
[bookmark: _Toc175788377] Tretiranje stanica ekstraktima invazivnih biljnih vrsta
U ovom je radu ispitan utjecaj alkoholnih ekstrakata lista i cvijeta invazivnih biljnih vrsta različitih koncentracija na katalitičku aktivnost GST-a. Ekstrakti listova i cvjetova pajasena, čičoke, bagrema i kanadske zlatošipke primijenjeni su u koncentracijama od 0,0 mg/mL (referentni uzorak), 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL, i 1,0 mg/mL, a HepG2 stanice bile su izložene djelovanju ekstrakata tijekom 24 sata. 
HepG2 stanice rasađuju se na pločice sa šest jažica i inkubiraju se 24 sata na 37 °C u struji zraka s 5 %-tnim CO2 i relativnom vlažnosti od 98 %. Nakon inkubacije medij se odsiše vakuum sisaljkom i  stanice se isperu PBS-om, koji se zatim uklanja na isti način kao i medij. 
Stanice su tretirane na sljedeći način:
1) Kontrolni uzorci (0,0) - HepG2 nisu tretirane ekstraktima invazivnih biljnih vrsta
2) Testni uzorci (0,1) - HepG2 stanice tretirane su alkoholnim ekstraktima invazivnih biljnih vrsta koncentracije 0,1 mg/mL u MEM mediju
3) Testni uzorci (0,5) - HepG2 stanice tretirane su alkoholnim ekstraktima invazivnih biljnih vrsta koncentracije 0,5 mg/mL u MEM mediju
4) Testni uzorci (1,0) - HepG2 stanice tretirane su alkoholnim ekstraktima invazivnih biljnih vrsta koncentracije 1,0 mg/mL u MEM mediju
Nakon inkubacije na 37 °C, odsiše se medij i pohrani za kasnije mjerenje katalitičke aktivnosti GST-a, a stanice isperu PBS-om. Na stanice u jažicama zatim je dodano 500 µL  smjese PBS-a i inhibitora proteaza i fosfataza Tween. Stanice su zatim postrugane scraper-om i pipetom prenesene u Eppendorf epruvetu koja je bila pohranjena na ledu. U istu jažicu ponovno je dodano 500 µL smjese PBS + Tween, nakon čega su stanice ponovno bile postrugane. Pipetom je pokupljen ostatak stanica i prebačen u istu Eppendorf epruvetu, nakon čega je uslijedilo soniciranje po 15 sekundi na ledu (+4 °C) na podešenoj jačini ultrazvučnog homogenizatora 9 W. Nakon soniciranja, uzorci su centrifugirani 20 minuta na 14 000 rpm i +4 °C. Supernatant je odvojen i  premješten u nove ependorfice te pohranjen na -80 °C do mjerenja katalitičke aktivnosti GST-a.
[bookmark: _Toc175788378] Određivanje katalitičke aktivnosti GST-a 
GST-i su skupina enzima važnih za detoksikaciju mnogobrojnih različitih ksenobiotika. Oni štite stanicu od toksikanata tako što kataliziraju konjugaciju tiolne skupine GSH-a na elektrofilne ksenobiotike i pretvaraju ih u manje reaktivne hidrofilne derivate, koji se zatim mogu lakše eliminirati iz organizma putem urina ili žuči. GST-i su prisutni u većini tkiva sisavaca, posebno u jetri, najvažnijem organu za detoksifikaciju.
Za određivanje katalitičke aktivnosti GST-a korišten je GST Assay Kit tvrtke Sigma (Catalog Number CS0410).
Metoda se temelji na reakciji konjugacije L-GSH-a na 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) preko nukleofilne tiolne skupine GSH-a.
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Mjerenje je vršeno spektrofotometrijski na poluautomatskom biokemijskom analizatoru Trace 300 (Trace Scientific Ltd, Australija) na valnoj duljini 340 nm jer produkt reakcije, GSH-dinitrobenzen-konjugat, apsorbira na 340 nm. Brzina porasta apsorbancije izravno je proporcionalna aktivnosti GST-a u uzorku. 
[bookmark: _Toc175788379]Protokol
Prije početka mjerenja potrebno je pripraviti „master mix“, otopinu koja sadržava PBS, 200 mM reducirani L-GSH i 100 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB). Za pojedinačno mjerenje potrebno je 1 mL otopine, koja se pripravlja dodatkom 980 µL PBS-a, 10 µL reduciranog L-GSH i 10 µL CDNB-a. GSH i CDNB do same uporabe ne smiju biti izloženi svjetlosti. 
Uzorci (lizata ili medija) se nakon odmrzavanja drže na ledu ili hladnom bloku (+4 °C). 
Spektrofotometrijsko mjerenje vrši se na biokemijskom analizatoru Trace 300. Na analizatoru se odabire program za mjerenje aktivnosti GST-a koji mjeri katalitičku aktivnost u periodu od 5 minuta. Prije mjerenja same katalitičke aktivnosti pušta se slijepa proba, koja se priprema dodatkom 50 µL smjese PBS + Tween u Eppendorf epruvetu s 1 mL „master mix“ reakcijske smjese. 
Enzimska reakcija započinje u trenutku dodavanja uzorka (lizat, medij) u reakcijsku smjesu. Mjerene su enzimske aktivnosti alikvota medija i lizata tretiranih različitim koncentracijama alkoholnih ekstrakata listova i cvjetova pajasena, čičoke, bagrema i kanadske zlatošipke. Neposredno prije mjerenja u reakcijsku se smjesu doda 50 µL uzorka lizata ili medija, smjesa se kratko promiješa i stavi na analizu. 
Prilikom analize uzoraka i medija i lizata, enzimske aktivnosti mjerene su sljedećim redoslijedom: 
1. Kontrolni uzorak (oznaka 0,0)
2. Testni uzorak s koncentracijom ekstrakta 0,1 mg/mL (oznaka 0,1)
3. Testni uzorak s koncentracijom ekstrakta 0,5 mg/mL (oznaka 0,5)
4. Testni uzorak s koncentracijom ekstrakta 1,0 mg/mL (oznaka 1,0)
Mjerenja svih uzoraka vršena su u triplikatu. 
[bookmark: _Toc175788380]Izračunavanje aktivnosti enzima
Promjena u apsorbanciji izravno je proporcionalna aktivnosti GST-a. Vrijednost apsorbancije bilježi se na samom početku reakcije i nakon završenog ciklusa od 5 minuta. Odredi se razlika apsorbancija Akon. i Apoč (ΔA340/5min), dobivena vrijednost dijeli se s 5 da se dobije informacija o prosječnoj promjeni apsorbancije u 1 min (ΔA340/min). Katalitička aktivnost enzima računa se prema sljedećoj formuli:
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dil – dilucijski faktor početnog uzorka (1)
εmM – ekstincijski koeficijent za CDNB konjugat na 340 nm (9,6 mM-1)
V (mL) –reakcijski volumen (1 mL)
V enz – volumen uzorka (50 x 103 nL)
Za određivanje specifične katalitičke aktivnost enzima izmjerena katalitička aktivnost podijeljena je s koncentracijom proteina. Koncentracije ukupnih proteina izmjerene su na spektrofluorometru i iskazane u mg/mL. 
Prikazane katalitičke aktivnosti enzima u mediju iznad tretiranih stanica predstavljaju normalizaciju izmjerenih katalitičkih aktivnosti u mediju na jediničnu koncentraciju ukupnih proteina u relevantnim odgovarajućim uzorcima staničnoga lizata.
 Statistička obrada podataka napravljena je u programu Microsoft Office Excel 2016.




[bookmark: _Toc175788381]REZULTATI I RASPRAVA
Analizirana je katalitička aktivnost GST-a u ukupno 192 uzorka; 48 uzoraka lizata stanica koje su bile izložene alkoholnom ekstraktu (kontrola i tri različite koncentracije alkoholnoga ekstrakta) listova četiri invazivne vrste (pajasen, čičoka, bagrem i kanadska zlatošipka; svaki lizat u triplikatu), 48 uzoraka lizata stanica koje su bile izložene alkoholnom ekstraktu (kontrola i četiri koncentracije alkoholnoga ekstrakta) cvjetova četiri invazivne vrste (pajasen, čičoka, bagrem i kanadska zlatošipka) te u svim uzorcima medija u kojem su stanice kultivirane tijekom izlaganja ekstraktima. Sva su mjerenja vršena su u triplikatu, a rezultati su izraženi kao srednje vrijednosti specifične katalitičke aktivnosti GST-a u lizatu (nmol/min/mg prot.) i srednje vrijednosti normalizirane katalitičke aktivnosti GST-a u mediju (nmol/ml/min). Rezultati su prikazani u tablicama 1-16.
[bookmark: _Toc175788382]Enzimska aktivnost GST-a nakon dodatka ekstrakta žljezdastog pajasena (Ailanthus altissima)
[bookmark: _Toc175788383]U lizatu stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista pajasena 
Tablica 1. Rezultati mjerenja specifične enzimske aktivnosti GST-a u lizatu stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista pajasena 
	Oznaka uzorka lizata
	
Specifična aktivnost GST-a (nmol/min/mg prot.)

	SD

	0,0
	21,124
	0,175

	0,1
	23,816
	0,568

	0,5
	22,561
	0,590

	1,0
	22,438
	0,921







0,0 – referentni uzorak
0,1 – uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista pajasena koncentracije 0,1 mg/mL 
0,5 - uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista pajasena koncentracije 0,5 mg/mL 
1,0 – uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista pajasena koncentracije 1,0 mg/mL
Specifična aktivnost GST-a (nmol/min/mg prot.) – srednja vrijednost enzimskih aktivnosti GST-a podijeljena sa srednjom vrijednosti koncentracije proteina u pojedinim uzorcima
SD – standardna devijacija
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Slika 1. Stupčasti dijagram raspodjele srednjih vrijednosti specifičnih aktivnosti GST-a u lizatu HepG2 stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista pajasena
Najveća enzimska aktivnost prisutna je u uzorku lizata stanica tretiranih ekstraktom lista pajasena koncentracije 0,1 mg/mL, a smanjuje se u uzorcima tretiranim ekstraktima viših koncentracija.



[bookmark: _Toc175788384]U mediju iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista pajasena
Tablica 2. Rezultati mjerenja enzimske aktivnosti GST-a u mediju iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista pajasena
	Oznaka uzorka medija
	
Katalitička aktivnost GST-a (nmol/ml/min)

	SD

	0,0
	28,280
	1,317

	0,1
	29,891
	1,031

	0,5
	26,267
	0,981

	1,0
	26,093
	1,227



0,0 – referentni uzorak
0,1 – uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista pajasena koncentracije 0,1 mg/mL 
0,5 - uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista pajasena koncentracije 0,5 mg/mL 
1,0 – uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista pajasena koncentracije 1,0 mg/mL
Katalitička aktivnost GST-a (nmol/mL/min) – srednja vrijednost normaliziranih enzimskih aktivnosti GST-a 
SD – standardna devijacija 
  
Slika 2. Stupčasti dijagram raspodjele srednjih vrijednosti katalitičke aktivnosti GST-a u mediju iznad HepG2 stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista pajasena
Najveća enzimska aktivnost prisutna je u uzorku medija iznad stanica tretiranih ekstraktom lista pajasena koncentracije 0,1 mg/mL, a smanjuje se u uzorcima tretiranim ekstraktima viših koncentracija.

[bookmark: _Toc175788385]U lizatu stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta pajasena
Tablica 3. Rezultati mjerenja specifične enzimske aktivnosti GST-a u lizatu stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta pajasena
	Oznaka uzorka
lizata
	
Specifična aktivnost GST-a (nmol/min/mg prot.)

	SD

	0,0
	23,888
	0,145

	0,1
	18,742
	1,537

	0,5
	16,985
	0,329

	1,0
	18,875
	0,624




0,0 – referentni uzorak
0,1 – uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta pajasena koncentracije 0,1 mg/mL 
0,5 - uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta pajasena koncentracije 0,5 mg/mL 
1,0 – uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta pajasena koncentracije 1,0 mg/mL
Specifična aktivnost GST-a (nmol/min/mg prot.) – srednja vrijednost enzimskih aktivnosti GST-a podijeljena sa srednjom vrijednosti koncentracije proteina u pojedinim uzorcima
SD – standardna devijacija
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Slika 3. Stupčasti dijagram raspodjele srednjih vrijednosti specifičnih aktivnosti GST-a u lizatu HepG2 stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta pajasena
Rezultati pokazuju pad enzimske aktivnosti GST-a u lizatima tretiranih stanica.





[bookmark: _Toc175788386]U mediju iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta pajasena
Tablica 4. Rezultati mjerenja enzimske aktivnosti GST-a u mediju iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta pajasena
	Oznaka uzorka
medija
	
Katalitička aktivnost GST-a (nmol/ml/min)

	SD

	0,0
	26,121
	1,842

	0,1
	22,701
	0,867

	0,5
	20,340
	0,185

	1,0
	22,857
	0,037



0,0 – referentni uzorak
0,1 – uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta pajasena koncentracije 0,1 mg/mL 
0,5 - uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta pajasena koncentracije 0,5 mg/mL 
1,0 – uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta pajasena koncentracije 1,0 mg/mL
Katalitička aktivnost GST-a (nmol/mL/min) – srednja vrijednost normaliziranih enzimskih aktivnosti GST-a 
SD – standardna devijacija 
 
Slika 4. Stupčasti dijagram raspodjele srednjih vrijednosti katalitičke aktivnosti GST-a u mediju iznad HepG2 stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta pajasena
Rezultati pokazuju pad enzimske aktivnosti GST-a u mediju iznad tretiranih stanica.













[bookmark: _Toc175788387] Enzimska aktivnost GST-a nakon dodatka ekstrakta čičoke (Helianthus tuberosus)
[bookmark: _Toc175788388]U lizatu stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista čičoke
Tablica 5. Rezultati mjerenja specifične enzimske aktivnosti GST-a u lizatu stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista čičoke
	Oznaka uzorka
lizata
	
Specifična aktivnost GST-a (nmol/min/mg prot.)

	SD

	0,0
	20,128
	4,706

	0,1
	18,329
	0,523

	0,5
	14,314
	0,389

	1,0
	19,863
	1,904



0,0 – referentni uzorak
0,1 – uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista čičoke koncentracije 0,1 mg/mL 
0,5 - uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista čičoke koncentracije 0,5 mg/mL 
1,0 – uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista čičoke koncentracije 1,0 mg/mL
Specifična aktivnost GST-a (nmol/min/mg prot.) – srednja vrijednost enzimskih aktivnosti GST-a podijeljena sa srednjom vrijednosti koncentracije proteina u pojedinim uzorcima
SD – standardna devijacija
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Slika 5. Stupčasti dijagram raspodjele srednjih vrijednosti specifičnih aktivnosti GST-a u lizatu HepG2 stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista čičoke
Rezultati pokazuju pad enzimske aktivnosti GST-a u lizatu stanica tretiranih ekstraktom lista čičoke.

[bookmark: _Toc175788389]U mediju iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista čičoke
Tablica 6. Rezultati mjerenja enzimske aktivnosti GST-a u mediju iznad stanica nakon njihovoga tretmana alkoholnim ekstraktom lista čičoke
	Oznaka uzorka medija
	
Katalitička aktivnost GST-a (nmol/ml/min)

	SD

	0,0
	21,515
	6,074

	0,1
	19,295
	1,555

	0,5
	18,075
	1,306

	1,0
	22,451
	0,561




0,0 – referentni uzorak
0,1 – uzorak /medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista čičoke koncentracije 0,1 mg/mL 
0,5 - uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista čičoke koncentracije 0,5 mg/mL 
1,0 – uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista čičoke koncentracije 1,0 mg/mL
Katalitička aktivnost GST-a (nmol/mL/min) – srednja vrijednost normaliziranih enzimskih aktivnosti GST-a 
SD – standardna devijacija 
  
Slika 6. Stupčasti dijagram raspodjele srednjih vrijednosti katalitičke aktivnosti GST-a u mediju iznad HepG2 stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista čičoke
Rezultati pokazuju pad enzimske aktivnosti GST-a s porastom koncentracije ekstrakata lista čičoke od 0,1 do 0,5 mg/mL, a potom dolazi do povećanja aktivnosti GST-a u  uzorku medija iznad stanica tretiranih ekstraktom lista čičoke koncentracije 1,0 mg/mL. 




[bookmark: _Toc175788390]U lizatu stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta čičoke
Tablica 7. Rezultati mjerenja specifične enzimske aktivnosti GST-a u lizatu nakon dodatka ekstrakta cvijeta čičoke
	Oznaka uzorka
lizata
	
Specifična aktivnost GST-a (nmol/min/mg prot.)

	SD

	0,0
	17,235
	0,124

	0,1
	15,547
	0,921

	0,5
	15,240
	0,188

	1,0
	14,872
	0,806



0,0 – referentni uzorak
0,1 – uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta čičoke koncentracije 0,1 mg/mL 
0,5 - uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta čičoke koncentracije 0,5 mg/mL 
1,0 – uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta čičoke koncentracije 1,0 mg/mL
Specifična aktivnost GST-a (nmol/min/mg prot.) – srednja vrijednost enzimskih aktivnosti GST-a podijeljena sa srednjom vrijednosti koncentracije proteina u pojedinim uzorcima
SD – standardna devijacija
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Slika 7. Stupčasti dijagram raspodjele srednjih vrijednosti specifičnih aktivnosti GST-a u lizatu HepG2 stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta čičoke
Rezultati pokazuju pad enzimske aktivnosti GST-a s porastom koncentracije ekstrakata cvijeta čičoke, što ukazuje na potencijalno inhibitorno djelovanje supstanci koje se nalaze u ekstraktu cvijeta čičoke.

[bookmark: _Toc175788391]U mediju iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta čičoke
Tablica 8. Rezultati mjerenja enzimske aktivnosti GST-a u medij iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta čičoke
	Oznaka uzorka medija
	
Katalitička aktivnost GST-a (nmol/ml/min)

	SD

	0,0
	23,138
	0,818

	0,1
	23,348
	0,768

	0,5
	22,165
	0,012

	1,0
	22,399
	0,327




0,0 – referentni uzorak
0,1 – uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta čičoke koncentracije 0,1 mg/mL 
0,5 - uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta čičoke koncentracije 0,5 mg/mL 
1,0 – uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta čičoke koncentracije 1,0 mg/mL
Katalitička aktivnost GST-a (nmol/mL/min) – srednja vrijednost normaliziranih enzimskih aktivnosti GST-a 
SD – standardna devijacija 
 
Slika 8. Stupčasti dijagram raspodjele srednjih vrijednosti katalitičke aktivnosti GST-a u mediju iznad HepG2 stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta čičoke
Najviša vrijednost enzimske aktivnosti GST-a prisutna je u uzorku medija iznad stanica tretiranih ekstraktom cvijeta čičoke koncentracije 0,1 mg/mL, a najniža vrijednost u uzorku medija iznad stanica tretiranih ekstraktom cvijeta čičoke koncentracije 0,5 mg/mL. 




[bookmark: _Toc175788392]Enzimska aktivnost GST-a nakon dodatka ekstrakta bagrema (Robinia pseudoacacia)
[bookmark: _Toc175788393]U lizatu stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista bagrema
Tablica 9. Rezultati mjerenja specifične enzimske aktivnosti GST-a u lizatu stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista bagrema
	Oznaka uzorka lizata
	
Specifična aktivnost GST-a (nmol/min/mg prot.)

	SD

	0,0
	25,309
	0,394

	0,1
	20,482
	0,670

	0,5
	16,874
	0,594

	1,0
	16,766
	1,032



0,0 – referentni uzorak
0,1 – uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista bagrema koncentracije 0,1 mg/mL 
0,5 - uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista bagrema koncentracije 0,5 mg/mL 
1,0 – uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista bagrema koncentracije 1,0 mg/mL
Specifična aktivnost GST-a (nmol/min/mg prot.) – srednja vrijednost enzimskih aktivnosti GST-a podijeljena sa srednjom vrijednosti koncentracije proteina u pojedinim uzorcima
SD – standardna devijacija
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Slika 9.  Stupčasti dijagram raspodjele srednjih vrijednosti specifičnih aktivnosti GST-a u lizatu HepG2 stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista bagrema
Rezultati pokazuju pad enzimske aktivnosti s porastom koncentracije ekstrakata lista bagrema, što sugerira potencijalno inhibitorno djelovanje supstanci koje se nalaze u ekstraktu lista bagrema na GST.

[bookmark: _Toc175788394]U mediju iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista bagrema
Tablica 10. Rezultati mjerenja enzimske aktivnosti GST-a u mediju iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista bagrema
	Oznaka uzorka medija
	
Katalitička aktivnost GST-a (nmol/ml/min)

	SD

	C (0,0)
	25,548
	0,391

	0,1
	21,334
	0,235

	0,5
	17,715
	1,900

	1,0
	16,731
	1,308




0,0 – referentni uzorak
0,1 – uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista bagrema koncentracije 0,1 mg/mL 
0,5 - uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista bagrema koncentracije 0,5 mg/mL 
1,0 – uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista bagrema koncentracije 1,0 mg/mL
Katalitička aktivnost GST-a (nmol/mL/min) – srednja vrijednost normaliziranih enzimskih aktivnosti GST-a 
SD – standardna devijacija 
 
Slika 10. Stupčasti dijagram raspodjele srednjih vrijednosti katalitičke aktivnosti GST-a u mediju iznad HepG2 stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista bagrema
Rezultati pokazuju pad enzimske aktivnosti GST-a s porastom koncentracije ekstrakata lista bagrema, što sugerira inhibiciju oslobađanja GST-a iz stanica u medij.




[bookmark: _Toc175788395]U lizatu stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta bagrema
Tablica 11. Rezultati mjerenja specifične enzimske aktivnosti GST-a u lizatu stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta bagrema
	Oznaka uzorka lizata
	
Specifična aktivnost GST-a (nmol/min/mg prot.)

	SD

	0,0
	43,327
	0,124

	0,1
	32,121
	0,689

	0,5
	104,853
	9,006

	1,0
	70,766
	1,281



0,0 – referentni uzorak
0,1 – uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta bagrema koncentracije 0,1 mg/mL 
0,5 - uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta bagrema koncentracije 0,5 mg/mL 
1,0 – uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta bagrema koncentracije 1,0 mg/mL
Specifična aktivnost GST-a (nmol/min/mg prot.) – srednja vrijednost enzimskih aktivnosti GST-a podijeljena sa srednjom vrijednosti koncentracije proteina u pojedinim uzorcima
SD – standardna devijacija
[image: ]
Slika 11. Stupčasti dijagram raspodjele srednjih vrijednosti specifičnih aktivnosti GST-a u lizatu HepG2 stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta bagrema
Najviša vrijednost enzimske aktivnosti prisutna je u uzorku lizata stanica tretiranih ekstraktom cvijeta bagrema koncentracije 0,5 mg/mL, dok je najniža vrijednost enzimske aktivnosti izmjerena u uzorku lizata stanica tretiranih ekstraktom cvijeta bagrema koncentracije 0,1 mg/mL, Rezultati pokazuju vidljivo odstupanje u enzimskoj aktivnosti GST-a u uzorcima tretiranim ekstraktima cvijeta koncentracije 0,5 mg/mL i 1,0 mg/mL.

[bookmark: _Toc175788396]U mediju iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta bagrema
Tablica 12. Rezultati mjerenja enzimske aktivnosti GST-a u mediju iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta bagrema
	Oznaka uzorka medija
	
Katalitička aktivnost GST-a (nmol/ml/min)

	SD

	0,0
	32,800
	1,098

	0,1
	39,367
	0,164

	0,5
	11,669
	1,433

	1,0
	11,144
	0,409


0,0 – referentni uzorak
0,1 – uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta bagrema koncentracije 0,1 mg/mL 
0,5 - uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta bagrema koncentracije 0,5 mg/mL 
1,0 – uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta bagrema koncentracije 1,0 mg/mL
Katalitička aktivnost GST-a (nmol/mL/min) – srednja vrijednost normaliziranih enzimskih aktivnosti GST-a 
SD – standardna devijacija 

Slika 12. Stupčasti dijagram raspodjele srednjih vrijednosti katalitičke aktivnosti GST-a u mediju iznad HepG2 stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta bagrema
Najviša enzimska aktivnost GST-a izmjerena je u uzorku medija iznad stanica tretiranih ekstraktom cvijeta bagrema koncentracije 0,1 mg/mL. Enzimska aktivnost GST-a izrazito je smanjena u uzorcima medija iznad stanica tretiranih ekstrakatom lista bagrema u koncentracijama 0,5 i 1,0 mg/mL. Kod ovih se koncentracija alkoholnoga ekstrakta postiže izrazita inhibicija oslobađanja GST-a iz stanica u medij.


[bookmark: _Toc175788397]Enzimska aktivnost GST-a nakon dodatka ekstrakta kanadske zlatošipke (Solidago canadensis)
[bookmark: _Toc175788398]U lizatu stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista kanadske zlatošipke
Tablica 13. Rezultati mjerenja specifične enzimske aktivnosti GST-a u lizatu stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista kanadske zlatošipke
	Oznaka uzorka
lizata
	
Specifična aktivnost GST-a (nmol/min/mg prot.)

	SD

	0,0
	26,736
	1,296

	0,1
	23,102
	0,433

	0,5
	134,826
	2,525

	1,0
	96,069
	1,175



0,0 – referentni uzorak
0,1 – uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista kanadske zlatošipke koncentracije 0,1 mg/mL 
0,5 - uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista kanadske zlatošipke koncentracije 0,5 mg/mL 
1,0 – uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista kanadske zlatošipke koncentracije 1,0 mg/mL
Specifična aktivnost GST-a (nmol/min/mg prot.) – srednja vrijednost enzimskih aktivnosti GST-a podijeljena sa srednjom vrijednosti koncentracije proteina u pojedinim uzorcima
SD – standardna devijacija
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Slika 13. Stupčasti dijagram raspodjele srednjih vrijednosti specifičnih aktivnosti GST-a u lizatu HepG2 stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista kanadske zlatošipke
Najviša aktivnost GST-a izmjerena je u uzorku lizata stanica tretiranih ekstraktom lista kanadske zlatošipke koncentracije 0,5 mg/mL, a najniža aktivnost u u uzorku lizata stanica tretiranih ekstraktom lista kanadske zlatošipke koncentracije 0,1 mg/mL. Rezultati pokazuju da alkoholni ekstrakt lista kanadske zlatošipke u koncentracijama 0,5 i 1,0 mg/mL uzrokuje vidljivu indukciju enzimske aktivnosti GST-a.










[bookmark: _Toc175788399]U mediju iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista kanadske zlatošipke
Tablica 14. Rezultati mjerenja enzimske aktivnosti GST-a u mediju iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista kanadske zlatošipke
	Oznaka uzorka medija
	
Katalitička aktivnost GST-a (nmol/ml/min)

	SD

	0,0
	23,669
	2,319

	0,1
	21,798
	1,580

	0,5
	13,104
	3,753

	1,0
	10,024
	0,640



0,0 – referentni uzorak
0,1 – uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista kanadske zlatošipke koncentracije 0,1 mg/mL 
0,5 - uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista kanadske zlatošipke koncentracije 0,5 mg/mL 
1,0 – uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista kanadske zlatošipke koncentracije 1,0 mg/mL
Katalitička aktivnost GST-a (nmol/mL/min) – srednja vrijednost normaliziranih enzimskih aktivnosti GST-a 
SD – standardna devijacija 
 
Slika 14. Stupčasti dijagram raspodjele srednjih vrijednosti katalitičke aktivnosti GST-a u mediju iznad HepG2 stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom lista kanadske zlatošipke
Rezultati pokazuju pad enzimske aktivnosti GST-a s porastom koncentracije ekstrakata, što sugerira inhibitorno djelovanje supstancija koje se nalaze u ekstraktu na oslobađanje GST-a iz stanica u medij.
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Tablica 15. Rezultati mjerenja specifične enzimske aktivnosti GST-a u lizatu stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta kanadske zlatošipke
	Oznaka uzorka lizata
	
Specifična aktivnost GST-a (nmol/min/mg prot.)

	SD

	0,0
	21,402
	0,049

	0,1
	26,306
	0,617

	0,5
	24,673
	1,238

	1,0
	22,152
	0,382




0,0 – referentni uzorak
0,1 – uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta kanadske zlatošipke koncentracije 0,1 mg/mL 
0,5 - uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta kanadske zlatošipke koncentracije 0,5 mg/mL 
1,0 – uzorak lizata stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta kanadske zlatošipke koncentracije 1,0 mg/mL
Specifična aktivnost GST-a (nmol/min/mg prot.) – srednja vrijednost enzimskih aktivnosti GST-a podijeljena sa srednjom vrijednosti koncentracije proteina u pojedinim uzorcima
SD – standardna devijacija
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Slika 15. Stupčasti dijagram raspodjele srednjih vrijednosti specifičnih aktivnosti GST-a u lizatu HepG2 stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta kanadske zlatošipke
Najveća enzimska aktivnost prisutna je u uzorku lizata stanica tretiranih ekstraktom cvijeta kanadske zlatošipke koncentracije 0,1 mg/mL, i smanjuje se u uzorcima tretiranim ekstraktima viših koncentracija. Najmanja aktivnost zabilježena je u kontrolnom uzorku, koji nije tretiran ekstraktima cvijeta kanadske zlatošipke.
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Tablica 16. Rezultati mjerenja enzimske aktivnosti GST-a u mediju iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta kanadske zlatošipke
	Oznaka uzorka medija
	
Katalitička aktivnost GST-a (nmol/ml/min)

	SD

	0,0
	35,900
	6,363

	0,1
	37,779
	1,451

	0,5
	31,331
	2,734

	1,0
	29,719
	0,546



0,0 – referentni uzorak
0,1 – uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta kanadske zlatošipke koncentracije 0,1 mg/mL 
0,5 - uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta kanadske zlatošipke koncentracije 0,5 mg/mL 
1,0 – uzorak medija iznad stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta kanadske zlatošipke koncentracije 1,0 mg/mL
Katalitička aktivnost GST-a (nmol/mL/min) – srednja vrijednost normaliziranih enzimskih aktivnosti GST-a 
SD – standardna devijacija 
  
Slika 16. Stupčasti dijagram raspodjele srednjih vrijednosti katalitičke aktivnosti GST-a u mediju iznad HepG2 stanica tretiranih alkoholnim ekstraktom cvijeta kanadske zlatošipke
Najviša enzimska aktivnost GST-a izmjerena je u uzorku medija iznad stanica tretiranih ekstraktom cvijeta kanadske zlatošipke koncentracije 0,1 mg/mL. Rezultati pokazuju pad enzimske aktivnosti GST-a s porastom koncentracije ekstrakata cvijeta kanadske zlatošipke, što sugerira potencijalno inhibitorno djelovanje supstancija koje se nalaze u ekstraktu na oslobađanje GST-a iz stanica u medij.
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U ovom radu prikazani su rezultati mjerenja katalitičke aktivnost GST-a u staničnim lizatima i mediju iznad HepG2 stanica koje su 24 sata bile izložene djelovanju alkoholnoga ekstrakta lista i cvijeta četiri invazivne biljne vrste (pajasena, čičoke, bagrema i kanadske zlatošipke). Potvrđena je hipoteza da tretman stanica alkoholnim biljnim ekstraktom u različitim koncentracijama (0,0; 0,1; 0,5 i 1,0 mg/mL) utječe na katalitičku aktivnost glutation-S- transferaze u staničnom lizatu kao i u mediju iznad kultiviranih stanica. 
Spektrofotometrijska analiza na uređaju Trace 300 pokazala je da se katalitička aktivnost GST-a smanjuje u uzorcima lizata stanica tretiranih ekstraktima cvijeta čičoke i lista bagrema s povećanjem masene koncentracije alkoholnih ekstrakata, što ukazuje na njihov potencijalni inhibicijski učinak na aktivnost GST-a. Analizom je također utvrđeno da se enzimska aktivnost GST-a smanjuje s povećanjem koncentracije alkoholnih ekstrakata u uzorcima medija iznad stanica tretiranih ekstraktima lista bagrema i kanadske zlatošipke. S obzirom na male razlike u padu katalitičke aktivnosti GST-a između uzoraka valjalo bi ispitati utjecaj ekstrakata biljnih vrsta u širem koncentracijskom rasponu na aktivnost GST-a radi potvrde dobivenih rezultata. 
Zaključno, rezultati ovoga rada ukazuju na promjene katalitičke aktivnosti GST-a u mediju i staničnom lizatu kao posljedice tretmana stanica HepG2 alkoholnim ekstraktima lista i cvijeta invazivnih biljnih vrsta. To ujedno predstavlja nove izazove, primjerice potrebu za identifikacijom spojeva u alkoholnim ekstraktima invazivnih biljnih vrsta te za istraživanje mehanizama koji utječu na katalitičku aktivnost GST-a, a sve s ciljem razumijevanja eventualnoga fitofarmaceutskoga potencijala spojeva prisutnih u alkoholnim ekstraktima invazivnih biljnih vrsta. 
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Ana Čondić 
Utjecaj alkoholnih ekstrakata invazivnih biljnih vrsta na staničnu i izvanstaničnu aktivnost glutation-S-transferaze
Invazivne biljne vrste su u prirodni ekosustav unesene namjernim ili ne namjernim putem zbog ljudskog posredovanja, a predstavljaju veliku prijetnju bioraznolikosti. Invazivne biljne vrste uspijevaju u raznim uvjetima, brzo se razmnožavaju i istiskuju domaće biljne vrste, i u procesu utječu na funkcioniranje ekosustava, ometaju pružanje usluga ekosustava te mogu uzrokovati značajne ekonomske gubitke. Međutim, upravo zbog svojih karakteristika prilagodbe i brzog rasta i razmnožavanja predstavljaju izvrstan i lako dostupan biomaterijal za daljnja istraživanja. Cilj ovoga rada je ispitati utjecaj alkoholnih ekstrakata četiri  invazivne biljne vrste (žljezdastog pajasena, čičoke, običnog bagrema i kanadske zlatošipke) na aktivnost glutation-S-transferaze (GST), enzima koji je uključen u obranu stanica od oksidacijskoga stresa i toksičnih spojeva, kao i u metabolizam raznih ksenobiotika.
Kao uzorci su uzeti lizati stanične linije HepG2 i mediji iznad stanica koje su tretirane alkoholnim ekstraktima listova i cvjetova pajasena, čičoke, bagrema i kanadske zlatošipke, masenih koncentracija 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL i 1,0 mg/mL. Mjerenje enzimske aktivnosti vršeno je spektrofotometrijski na poluautomatskom biokemijskom analizatoru Trace 300 na 340 nm. Metoda se temelji na reakciji konjugacije L-glutationa na 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) preko nukleofilne tiolne skupine glutationa, a nastali konjugat apsorbira na 340 nm. Brzina porasta apsorbancije izravno je proporcionalna aktivnosti GST-a u uzorku.
Rezultati analize u mediju i lizatu pokazali su da tretman stanica HepG2 alkoholnim ekstraktima listova i cvjetova invazivnih biljnih vrsta utječe na promjenu katalitičke aktivnosti GST-a, što otvara nove mogućnosti u ispitivanju sastava alkoholnih ekstrakata invazivnih biljnih vrsta i istraživanja mehanizama koji utječu na katalitičku aktivnost GST-a, sve s ciljem razumijevanja potencijalnog fitofarmaceutskog učinka spojeva prisutnih u invazivnim biljnim vrstama.
Ključne riječi: invazivne biljne vrste, GST, katalitička aktivnost 
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[bookmark: _GoBack]Influence of alcoholic extracts of invasive plant species on the cellular and extracellular activity of glutathione-S-transferase
Invasive plant species have been introduced into the natural ecosystem via intentional or non-intentional means due to human interference and represent a major threat to biodiversity. Invasive plant species thrive in a variety of conditions, reproduce quickly and displace native plant species, and in the process affect ecosystem functioning, disrupt ecosystem service, and can cause significant economic losses. However, precisely because of their ability to adapt and their rapid growth and reproduction, they represent an excellent and easily accessible biomaterial for further research. The aim of this paper is to examine the influence of alcoholic extracts of four invasive plant species (tree of heaven, Jerusalem artichoke, black locust and Canadian goldenrod) on the activity of glutathione-S-transferase (GST), an enzyme that is involved in the defense of cells against oxidative stress and toxic compounds, as well as in the metabolism of various xenobiotics.
Lysates of the HepG2 cell line and medium above the cells, which were treated with extracts of the leaves and flowers of tree of heaven, Jerusalem artichoke, black locust and Canadian goldenrod, with mass concentrations of 0.1 mg/mL, 0.5 mg/mL and 1.0 mg/mL, were taken as samples. Measurement of enzymatic activity was performed spectrophotometrically on a semi-automatic biochemical analyser Trace 300 at 340 nm. The method is based on the reaction of conjugation between L-glutathione and 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) through the nucleophilic thiol group of glutathione, and the resulting conjugate is absorbed at 340 nm. The rate of increase in absorbance is directly proportional to the activity of GST in the sample.
The results of the analysis in medium and lysate samples shows that treatment of HepG2 cells with alcoholic extracts from leaves and flowers of invasive plant species affects the change of catalytic activity of GST, which opens up new possibilities in examining the composition of alcoholic extracts of invasive plant species and investigating the mechanisms affecting the catalytic activity of GST, all with the aim of understanding the potential phytopharmaceutical effect of compounds present in invasive plant species.
Keywords: invasive plant species, GST, catalytic activity
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0.39059010572732034	0.23464240934402636	1.8996732336750386	1.3084104354902204	0.39059010572732034	0.23464240934402636	1.8996732336750386	1.3084104354902204	0	0.1	0.5	1	25.547859369841397	21.334191622509582	17.714789995649518	16.730554392684667	OZNAKA uzorka


Katalitička aktivnost GST-a (nmol/ml/min)





1.09815727197736	0.16413758857976321	1.4327751153792527	0.40894342178622112	1.09815727197736	0.16413758857976321	1.4327751153792527	0.40894342178622112	0	0.1	0.5	1	32.799847787157837	39.367270531400948	11.669375000000006	11.144166666666678	oznaka uzorka


Katalitička aktivnost GST-a (nmol/ml/min)





2.3191504939152767	1.58028154820347	3.752969241147603	0.63953981031792939	2.3191504939152767	1.58028154820347	3.752969241147603	0.63953981031792939	0	0.1	0.5	1	23.669449292118763	21.798006855132215	13.103749999999994	10.024027777777777	oznaka uzorka


Katalitička aktivnost GST-a (nmol/ml/min





6.3627401119332658	1.4509413715299171	2.7337468079202982	0.54565073281565046	6.3627401119332658	1.4509413715299171	2.7337468079202982	0.54565073281565046	0	0.1	0.5	1	35.900102863650552	37.779297626212198	31.330699094072465	29.719166666666716	oznaka uzorka


Katalitička aktivnost GST-A (nmol/ml/min)
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