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SAZETAK

Cilj. Prooksidansi i antioksidansi uticu na oksidativnu
ravnotezu na intracelularnom nivou. Oksidativni stres je
posledica prekomerne produkcije prooksidanasa i nastaje
usled poremecaja u ravnotezi oksido-redukcionih procesa.
Neenzimski antioksidansi male molekulske mase mogu se uneti
u organizam preko hrane. Cordyceps sinensis (C. sinensis)
lekovita je gljiva koja se koristi u tradicionalnoj kineskoj
medicini, ima bogat sadrzaj vitamina, raznih polisaharida,
kao i mnogih nukleozida. Cilj istrazivanja ove studije bila je
evaluacija antioksidativnog kapaciteta dijetetskog suplementa
C. sinensis.

Metode. Mereni su kapacitet ,,skevindzer aktivnosti
hidroksil radikala, ukupna antioksidativna aktivnost
primenom FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) metode
i DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) — skevindzer aktivnost.

Rezultati. C. sinensis je u ispitivanim koncentracijama
0,0078-2,00 mg/mL imao izrazenu sposobnost uklanjanja
hidroskil radikala, cija je ICso iznosila 0,5 mg/mL, dok je u
koncentracijama 0,0078-10,00 mg/mL pokazao umerenu
redukcionu sposobnost. C. sinensis nije pokazao sposobnost
uklanjanja DPPH radikala.

Zakljucak. C. sinensis efikasno neutralise hidroksilne
radikale, za koje organizam nema adekvatnu antioksidativnu
zastitu pa ga mozemo uvrstiti u grupu potencijalnih protektora
od slobodnih radikala.

Kljucne reci: gljive; Cordyceps, antioksidansi

UvOoD

Pozitivni uticaj konzumiranja prirodnih proizvoda na
zdravlje ljudi odavno je poznat. Rasprostranjeno je
misljenje da ishrana ima znacajnu ulogu u odrzavanju
dobrog zdravlja, ali da takode moze da doprinese razvoju
mnogih hroni¢nih bolesti (1). Gljive se od davnina cene
zbog specificnog ukusa i arome, ali i zbog farmakoloskih
svojstava (2, 3). Cordyceps sinensis (C. sinensis) dobro je
poznata kineska lekovita gljiva, ¢ije je prirodno staniSte na
Tibetanskoj visoravni, na visinama iznad 3.600 m. C.

ABSTRACT

Objective. Prooxidants and antioxidants affect the
oxidative balance at the intracellular level. Oxidative stress is
a consequence of the overproduction of prooxidants and is
caused by disturbances in the balance of oxidative reduction
processes. Non-enzymatic low molecular weight antioxidants
can be introduced into the body through food. Cordyceps
sinensis (C. sinensis) is a medicinal fungus used in traditional
Chinese medicine, with rich content of vitamins, various
polysaccharides, and many nucleosides. The aim of this study
is to evaluate the antioxidant capacity of the dietary
supplement C. sinensis.

Methods. The capacity of the hydroxyl radical scavenger
activity, the total antioxidant activity of FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) and the DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) scavenger activity were measured.

Results. C. sinensis at the tested concentrations of
0.0078-2.00 mg/mL had a pronounced ability to remove
hydroxyl radicals with ICs0 of 0.5 mg/mL, while at
concentrations (0.0078—10.00 mg / mL) it showed a moderate
reducing ability. C sinensis showed no ability to remove DPPH
radicals.

Conclusion. C. sinensis effectively removes hydroxyl
radicals, for which the body does not have adequate
antioxidant protection, so we can include it in the group of free
radical scavengers.

Key words: fungi; Cordyceps; antioxidants

sinensis je parazitska gljiva koja raste na larvama leptira
reda lepidoptera, potpuno uniStavajuéi domacina,
pretvarajuéi ga u plodonosno telo same gljive (4, 5).

U tradicionalnoj kineskoj medicini, C. sinensis se
koristi kao deo medicinskog tretmana za otklanjanje
slabog apetita, tuberkuloze, hroni¢nog bronhitisa i muske
impotencije (6). Takode, dugi niz godina C. sinensis se
primenjuje za pojacavanje vitalnosti i usporavanje procesa
starenja, leCenje bolesti respiratornog trakta i bubrezne
disfunkcije; lecenje zdravstvenih stanja koja se odnose na
kardiovaskularni, imunski, endokrini i nervni sistem (7).
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C. sinensis 1 ostale gljive iz roda Cordiceps, iako se
obi¢no ne smatraju hranom (uglavnom zbog malih
dimenzija, endemskog karaktera i zilave strukture), sadrze
Sirok spektar hranljivih jedinjenja. Ova jedinjenja
ukljucuju esencijalne aminokiseline, vitamine E i K, kao i
vitamine B1, B2 i B12. Osim toga, sadrze veliku
koncentraciju ugljenih hidrata, ukljucujuc¢i monosaharide,
disaharide i oligosaharide i mnogo slozenih polisaharida,
proteine, sterole, nukleozide i elemente u tragovima (8).
Cen i sar. (9) identifikovali su u ekstraktu C. sinensisa
kordicepin i ciklosporin i dodatne komponente kao $to su
uridin, adenozin, guanozin, deoksiguanozin. Treba istaci
da ciklosporin (9) i kordicepinske kiseline (10, 11) imaju
znacajno imunosupresivno dejstvo. IstraZivanja su
pokazala da su polisaharidi efikasni u regulisanju nivoa
Secera u krvi, pre svega CSP1 (12), a imaju i
antimetastatsko i antitumorsko svojstvo (13).

Ranija istrazivanja su pokazala imunomodulatorno,
antikancerogeno, antioksidativno i antiinflamatorno
delovanje C. sinensisa (14—16). NaSa prethodna studija
ukazala je na antigenotoksican potencijal C. sinensisa u
odnosu na DNK ostecenja izazvana vodonik-peroksidom
in vitro (17).

Cilj istrazivanja ove studije bila je evaluacija
antioksidativnog kapaciteta C. sinensisa primenom
slede¢ih merenja: kapaciteta skevindzer aktivnosti
hidroksil radikala, ukupne antioksidativne aktivnosti
primenom FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
metode i DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) testom —
skevindzer aktivnosti.

MATERIJAL I METODE

U ovoj studiji koris¢en je komercijalni proizvod C.
sinensis u obliku praha u kapsulama (Pure Cordiceps
Super, Aloha Medicinals, Inc, Carson City, NV, SAD /
Santa Cruz, CA, SAD). C. sinensis prah je rastvoren u
fizioloskom rastvoru sa fosfatnim puferom (PBS) i meSan
tokom 30 min na 37°C.

Odredivanje aktivnosti uklanjanja hidroksilnih
radikala

Odredivanje neutralisanja hidroksil radikala testirano
je koris¢enjem metode oksidacije 2-deoksiriboze koju su
opisali Cung i sar. (18). Oksidacija 2-deoksiriboze
hidroksilnim radikalom koji nastaje Fentonovom
reakcijom i razgradnjom do malondialdehida. Reakciona
smesa sadrzi 0,45 mL 0,2 M natrijum-fosfatnog pufera
(pH 7,6), 0,15 mL 10 mM 2-deoksiriboze, 0,15 mL 10 mM
FeS04-EDTA, 0,15 mL 10 mM vodonik-peroksida, 0,525
mL destilovane vode, i 0,075 mL C. sinensis rastvora u
opsegu koncentracija (0,0078-2,00 mg/mL). Reakcija je
zapoCeta dodavanjem  vodonik-peroksida. Posle
inkubacije na 37°C tokom 1 h, reakcija je zaustavljena
dodavanjem 0,75 mL 2,8% (m/v) trihlorsircetne kiseline i

0,75 mL 1,0% (m/v) tiobarbiturne kiseline. Smesa je
kljucala 10 min, potom je ohladena na ledu, a zatim
merena na spektrofotometru na talasnoj duzini od 535 nm.
Kao kontrola koris¢ena je reakciona smesa koja ne sadrzi
test uzorak. Troloks (0,0078-2,00 mg/mL), poznati
sinteti¢ki antioksidans, koris¢en je kao standard. Aktivnost
skevindzera hidroksilnih radikala izrazena je na sledeci
nacin:
Sposobnost skevnidzera (%) = [(A535 kontrole — A535
uzorka) / A535 kontrole] x 100

IC vrednost (mg/mL) — efektivna koncentraciji kojom
se 50% 2-deoksiriboze razgraduje. IC je dobijena
interpolacijom linearnom regresionom analizom.

FRAP metoda (odredivanje Fe’'/Fe**redoks
kapaciteta)

Mo¢ redukcije jona gvozda (Fe*") odredena je
metodom po Oyaizu (19). Svaka koncentracija C.
sinensisa (0,0078—10,00 mg/mL) pomesana je sa 2,5 mL
200 mM pufera natrijum-fosfata (pH 6,6) i 2,5 mL 10
mg/mL kalijjum-heksacijanoferata (III), nakon cega je
smesSa inkubirana na 50°C tokom 20 min. Nakon toga je
2,5 mL 100 mg/mL trihlorsiréetne kiseline dodato u smesu
i zatim centrifugirano na 2.000 g tokom 10 min. Gornji
sloj je pomesSan sa 5 mL dejonizovane vode i 1 mL (1
mg/mL) gvozde(I1l)-hlorida; apsorbancija je zatim merena
na 700 nm. Vec¢a vrednost apsorbance ukazuje na veéu
redukcionu sposobnost. Butilovani hidroksitoluen (BHT),
poznati sinteticki antioksidans, koris¢en je kao standard.
Koncentracije C. sinensisa i BHT kori$¢ene za analizu bile
su u rasponu 0,0078-10,00 mg/mL.

Odredivanje sposobnosti uklanjanja DPPH radikala

Sposobnost uklanjanja 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) radikala odredena je po metodi Simade i sar. (20).
Svaka koncentracija C. sinensisa (0,001-10,00 mg/mL)
pomesana je sa 1 mL metanolnog rastvora, koji sadrzi
DPPH (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) radikale, Sto
rezultira kona¢nom koncentracijom od 0,2 mM DPPH.
Smesa je snazno promesana i ostavljena 30 min u mraku.
Apsorbancija je zatim merena na spektrofotometru na
talasnoj duzini od 517 nm. Sposobnost skevindzera
izracunata je na sledeci nacin:

Sposobnost skevnidZera (%) = [(A517 kontrole —
AS517 uzorka) / A517 kontrole] x 100

ICso vrednost (mg/mL) pokazuje efektivnu
koncentraciju kod koje je inhibirano 50% radikala DPPH
i dobijena je interpolacijom linearnom regresionom
analizom. Za uporedivanje je koris¢en troloks (2,5,7,8-
tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina) kao standard.
Koncentracije troloksa koris¢enog za analizu bile su u
rasponu 0,0078-2,00 mg/mL.
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STATISTICKA ANALIZA

Za utvrdivanje statisticki znacajnih razlika u
koncentracijama C. sinensisa 1 odgovarajuc¢ih standarda
koris¢ena je jednofaktorijalna analiza varijanse (one way
ANOVA) primenom Tukey posthok testa. Signifikantnost
razlika utvrdena je na nivou znacajnosti p < 0,05.
Statisticka analiza dobijenih rezultata izvrSena je
koris¢enjem statistickog programa GraphPad Prism 7,00
(San Diego, CA, USA).

REZULTATI

Odredivanje aktivnosti uklanjanja hidroksilnih radikala

Rezultati  analize  odredivanja  neutralisanja
hidroskilnih radikala prikazani su na slici 1. Dobijeni
rezultati pokazali su da je C. sinensis u ispitivanim
koncentracijama 0,0078-2,00 mg/mL imao izrazenu
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sposobnost neutralisanja hidroskil radikala, ¢ija je 1Cso
iznosila 0,50 mg/mL. Pri ovoj koncentraciji i troloks je
pokazao maksimalnu vrednost za uklanjanje hidroksil
radikala. Medusobnim poredenjem svih ispitivanih
koncentracija C. sinensisa ustanovljena je statisticki
znacajna razlika izmedu njih (p < 0,001) u sposobnosti
uklanjanja hidroksil radikala. Izmedu ispitivanih
koncentracija troloksa 0,0078-0,50 mg/mL utvrdena je
statisticki znacajna razlika na nivou p < 0,001, dok izmedu
ispitivanih koncentracija 0,50-2,00 mg/mL nije utvrdena
statisticki znacajna razlika u stepenu uklanjanja hidroksil
radikala. Medusobnim poredenjem svih ispitivanih
koncentracija troloksa i C. sinensisa utvrdena je statisticki
znacajna razlika na nivou znacajnosti p < 0,001.

Odredivanje redukcionog potencijala FRAP metodom

Rezultati FRAP analize prikazani su na slici 2.
Rezultati analize ukazuju na to da je C. sinensis u
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Slika 2. FRAP C. sinensisa u poredenju sa butilovanim
hidroksitoluenom (BHT), poznatim sintetickim
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Slika 3. DPPH skevindzer aktivnost C. sinensisa u poredenju sa troloksom, poznatim sintetickim antioksidansom
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ispitivanim koncentracijama 0,0078—10,00 mg/mL imao
umerenu redukcionu sposobnost u poredenju sa BHT kao
standardom. S povecanjem koncentracije C. sinensisa,
redukciona sposobnost je rasla linearno do koncentracije
od 5,00 mg/mL i iznosila je 0,18 absorbance na 700 nm.
Izmedu koncentracija C. sinensisa 0,3125-10,00 mg/mL
utvrdena je razlika u redukcionom potencijalu na nivou p
< 0,01. Kod ispitivanih koncentracija manjih od 0,3125
mg/mL nije dokazana znacajna razlika u redukcionoj
modi. Sinteticki standard BHT pokazao je izrazitu
redukcionu mo¢ u koncentracijama 0,3125-5,00 mg/mL
na nivou statisticke znacajnosti p < 0,001. Izmedu nizih
ispitivanih koncentracija, kao i koncentracija od 5,00 i
10,00 mg/mL nije utvrdena statisticki znacajna razlika.
Medusobnim poredenjem C. sinensisa i BHT u svim
ispitivanim koncentracijama utvrdena je statisticki
znacajna razlika na nivou od p < 0,001 u intervalu
koncentracija 0,3125-10,00 mg/mL.

Odredivanje sposobnosti uklanjanja DPPH radikala

Rezultati analize uklanjanja DPPH prikazani su na
slici 3. C. sinensis nije pokazao sposobnost redukcije
DPPH radikala u ispitivanim koncentracijama za razliku
od troloksa koji svoju vrednost ICso dostize pri

koncentraciji od 0,150 mg/mL.

DISKUSIJA

Savremeni dijetetski suplement C. sinensis, koji smo
koristili u ovoj studiji, proizvodi se od uzgajanog ekstrakta
micelije i sluzi kao zamena za divlji kordiceps koji
preovladuje u tradicionalnoj isto¢njackoj medicini.
Eksperimentalne analize dokazale su prisustvo bioloski
aktivnih jedinjenja u C. sinensisu, kao $to su (1)
nukleozidi — kordicepin i adenozin; (2) polisaharidi —
CPS1, CPS2 i APC; (3) peptidi — ciklodipeptidi i kordin; i
(4) steroli — ergosterol i sitosterol. Ova jedinjenja imaju
pozitivne efekte na zdravlje ljudi (21-28).

Prooksidansi i antioksidansi uti¢u na oksidativnu
ravnotezu na intracelularnom nivou. Ukoliko se poremeti
ravnoteza, $to vodi oksidativnom disbalansu i povecanju
produkcije prooksidanasa, dolazi do oksidativnih
ostecenja celijskih biomolekula. U organizmu postoji
antioksidativni zastitni sistem za spreCavanje nastanka i
uklanjanje slobodnih radikala (29). Antioksidativnu
zastitu na Celijskom nivou ¢ine antioksidativni enzimi,
proteini koji vezuju metale (jone gvozda i jone bakra), kao
i neenzimski antioksidansi male molekulske mase koji se
sinteti$u u organizmu ili se unose preko hrane (30).

Prethodna istrazivanja su pokazala da C. sinensis ima
koristan efekat na zdravlje Coveka, ¢ime je dokazana
njegova farmakoloska aktivnost (31, 32). C. sinensis ima
snazna antioksidativna svojstva i omogucava zastitu od
slobodnih radikala (33-35), te deluje kao sredstvo koje
usporava proces starenja (36). Istrazivanja Lija i saradnika

(34) pokazala su da polisaharidi izolvani iz micele C.
sinensisa smanjuju aktivnost ksantin-oksidaze, stepena
hemolize i lipidne peroksidacije. Rezultati ove studije
tokom koje je izvrSena evaluacija uklanjanja hidroksil
radikala C. sinensisa (ICso = 0,5 mg/mL), idu u prilog
njegovoj snaznoj antioksidativnoj sposobnosti. S druge
strane, treba pomenuti da su nasa prethodna istrazivanja
pokazala da Agaricus blazei™ (37) i Immune assist' ™
(dijetetski proizvod sastavljen od Sest vrsta razlicitih
medicinskih gljiva medu kojima je 1 C. sinensis) (38)
imaju slicnu aktivnost uklanjanja hidroksil radikala (ICso
= 0,2 mg/mL). Takode, redukciona sposobnost C.
sinensisa umerena je u odnosu na BHT kao standard, ali u
istom opsegu kao kod Immune assista™, dok je Agaricus
blazei™ imao dva puta veéu redukcionu sposobnost.
DPPH aktivnost C. sinensisa je izostala, sli¢no kao i kod
Immune assista™ i Agaricus blazei™ (37, 38). S obzirom
na to da je kod C. sinensisa izostala antioksidativna
sposobnost uklanjanja DPPH radikala, treba izvrsiti dalju
analizu primene ove analiticke metode zbog sternih
smetnji i veli¢ine samog radikala, §to predstavlja jednu od
negativnih strana primene pomenutog testa. Mehanizme
koji leZze u osnovi ispitivanih svojstava trebalo bi dalje
proceniti u iz vivo sistemima.

Zakljucujemo, ova preliminarna studija pokazala je
antioksidativne efekate C. sinensisa. S obzirom na to da C.
sinensis efikasno uklanja hidroksilne radikale, za koje
organizam nema adekvatnu antioksidativnu zastitu, treba
je uvrstiti u grupu potencijalnih protektora od slobodnih
radikala.
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SKRACENICE

C. sinensis — Cordyceps sinensis

FRAP — redukciona sposobnost jona gvozda (Fe*")
DPPH-2,2 — difenil-1-pikrilhidrazil radikal

PBS - fosfatni pufer

troloks — 2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina
BHT — butilovani hidroksitoluen
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