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1. UVOD

Poliklorirani bifenili (eng. polychlorinated biphenyls, PCB-i) pripadaju razredu Siroko
rasprostranjenih i perzistentnih zagadivaca okolisa (Sanchez-Alonso i sur., 2003) koji se
nenamjerno otpustaju iz razli¢itih antropogenih izvora i Siroko su rasprostranjeni u okolisu. S
obzirom na njihovu termicku stabilnost, elektricni otpor i kemijsku inerciju, u Sirokoj su
upotrebi (Borja i sur., 2005; Correa i sur., 2010; Mlynarczuk i sur., 2010). Glavni izvori
emisije PCB-a su upotreba mjesavina PCB-a kao sastojaka elektriénih kondenzatora,
hidrauli¢nih ulja i lubrikanata u brojnim tehnoloskim procesima. Takoder, PCB-i nastaju
tijekom spaljivanja organskih materijala u prisutnosti spojeva koji sadrze klor (Sanchez-
Alonso i sur., 2003).

PCB-i pripadaju velikoj skupini organokloriranih spojeva koji se medusobno razlikuju u
fizikalno-kemijskim i toksikoloSkim svojstvima te imaju tendenciju bioakumulacije i
biomagnifikacije u okoliSu 1 unutar hranidbenih lanaca. Uslijed toga, ljudi mogu biti izlozeni
PCB-ima preko kontaminirane vode i hrane. Proizvodnja i uporaba PCB-a je odredenim
zakonskim propisima ograni¢ena u vecini zemalja Europske unije, dok je u nekim u
potpunosti zabranjena. Medutim, u Republici Hrvatskoj rizik je jo$ uvijek prisutan zbog
vojnih razaranja tijekom Domovinskog rata (1991.-1995.) u kojem su osteceni ili uniSteni
mnogi elektroenergetski, industrijski i drugi objekti iz kojih je doslo do istjecanja PCB-a
(Kmetic€ i sur., 2012).

Toksi¢nost pojedinih polikloriranih bifenila ovisi o njihovoj strukturi (Sanchez-Alonso i
sur., 2003). Glavni strukturni faktor, koji odreduje toksi¢na svojstva i potencijal PCB
kongenera, je prisutnost atoma klora u ortho-polozaju na bifenilnom prstenu (Murati i sur.,
2015). Kongeneri s jednim atomom ili bez atoma klora kao substituenta u ortho-polozaju
mogu poprimiti planarnu konformaciju, vezati se na Ah receptor i na taj nacin djelovati
toksi¢no poput dioksina. S poveéanjem broja atoma klora u ortho-poloZaju dolazi do gubitka

svojstava sli¢nih dioksinu (Sanchez-Alonso i sur., 2003).

Dosadasnja znanstvena istrazivanja ukazuju na razne negativne uc¢inke PCB-a na ljudsko
zdravlje. Dokazano je da PCB-i mogu izazvati reprodukcijsku toksi¢nost te djelovati
imunotoksi¢no, neurotoksi¢no i genotoksi¢no (Kmetic i sur., 2012). Planarni PCB-i pokazuju
svoje toksi¢ne ucinke vezanjem na Ah receptor, dok se neplanarni PCB-i ne vezu za Ah
receptor, no mogu biti ligandi za pripadnike obitelji proteina koji se nazivaju nuklearni
receptori (Al-Salman i Plant, 2012).



Jako brzo se apsorbiraju u gastrointestinalnom traktu te distribuiraju i akumuliraju u jetri i
adipoznom tkivu. Lako prolaze kroz posteljicu, izlucuju se u mlijeko i akumuliraju u fetusu/
dojencetu. PCB-i se metaboliziraju reakcijama hidroksilacije i potom reakcijama konjugacije.
Stope metabolizma i posljedi¢no ekskrecije se razlikuju izmedu razli¢itih kongenera (WHO,
2003).

U ovom istrazivanju odredit ¢e se i usporediti citotoksicno djelovanje dvaju kongenera
PCB-a razli¢itog stupnja klorinacije i planarnosti (PCB 77; PCB 153) na CHO (Chinese
Hamster Ovary) — K1 stanice, a zatim ¢e se pokuSati umanjiti citotoksi¢ne u¢inke PCB-a
predinkubacijom stanica s resveratrolom. Sli¢no kao vecina polifenola, resveratrol ima
intrinzi¢nu antioksidacijsku aktivnost zbog direktnog utjecaja na reaktivne kisikove/dusikove
vrste (ROS/RNS, eng. Reactive Oxygen Species/Reactive Nitrogen Species) (Holthoff i sur.,
2010) i protuupalnu aktivnost te se smatra da bi trebao imati protektivno djelovanje na

stanice.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KULTURE STANICA

Kultiviranje stanica je tehnika kojom se stanice izdvajaju (uklanjaju) iz organizma, bilo
biljnog ili zivotinjskog, i prenose u medij (Lynn, 2009) gdje rastu u pogodnim umjetnim
zivotnim uvjetima (Thermo Fisher Scientific, 2016). Tehnike kultivacije stani¢nih kultura su
nuzne za prouCavanje interakcija izmedu domacina 1 patogena (Bergmann 1 Steinert, 2015).
UspjeSnost uzgoja stani¢ne kulture ovisi o uspjesnoj formulaciji odgovarajueg medija za
stani¢nu kulturu i uvjeta rasta (Echalier, 2018). Stanice se mogu izolirati direktno iz tkiva i
medusobno se razdvojiti enzimskim ili mehani¢kim nacCinima prije same kultivacije ili mogu
potjecati od stanicne linije ili stani¢nog soja koji je ve¢ uspostavljen. Uvjeti u kojima ce
stani¢ne kulture rasti ovise 0 pojedinim tipovima stanica. Umjetno okruzenje u kojima stanice
rastu se sastoji od odgovaraju¢e posude za uzgoj stanica (npr. T-boca) u kojoj se nalaze
supstrat ili medij koji stanicama osigurava esencijalne nutrijente (aminokiseline,
ugljikohidrate, vitamine, minerale), faktore rasta, hormone te se in vitro regulira fizikalno —
kemijsko okruzenje (pH, tlak, temperatura). Rast vecine stanica ovisi 0 vezanju stanica za
podlogu pa tada govorimo o adherentnim stanicama ili kulturama u monosloju, dok druge
kulture mogu rasti slobodno plutaju¢i u mediju pa tada govorimo o kulturama u suspenziji.
Ako se viSak stanica ne koristi, onda se moraju tretirati odgovaraju¢im protektivnim
sredstvom (DMSO ili glicerol) 1 skladistiti na temperaturama nizim od -130 °C
(krioprezervacija) do sljede¢e upotrebe. Stani¢ne kulture mozemo podijeliti na primarne

stani¢ne kulture, stani¢ne linije i stani¢ne sojeve (Thermo Fisher Scientific, 2016).

2.1.1. CHO (Chinese Hamster Ovary) — K1 stani¢na linija

CHO (eng. Chinese Hamster Ovary) stanice (Slika 1) su izolirane iz jajnika kineskog
hréka. Cesto se koriste u biologkim i medicinskim istrazivanjima te komercijalno za
proizvodnju terapeutskih proteina. CHO stanice su najceSce koriStene stanice sisavaca u
industrijskoj proizvodnji rekombinantnih terapeutskih proteina (Wurm, 2004). 1957. godine
Theodore T. Puck je prvi put izolirao CHO-K1 stani¢nu liniju subkloniranjem roditeljske
CHO stanic¢ne linije koja je dobivena biopsijom ovarija odraslog kineskog hrc¢ka (Puck 1 sur.,
1958). CHO-K1 stanice zahtijevaju dodavanje aminokiseline prolin u medij zbog odsutnosti

gena koji kodira za sintezu prolina (Gamper i sur., 2005).



Slika 1. CHO-K1 stanice 15 sati nakon nacijepljivanja (ECACC, 2017)

Tijekom 2012. godine prikazani su podaci za genomsku sekvencu CHO-KI1 stani¢ne
linije, koja sadrzi 2.45 Gb genomske sekvence s 24 383 predvidenih gena. Zanimljivo je da su
identificirani mnogi geni koji su ukljuc¢eni u glikozilaciju. To je glavni ¢imbenik koji utjece na
terapeutsku kvalitetu proteina i osjetljivost virusa. Mnogi virusni geni prisutni u genomu
CHO-K1 stanica nisu eksprimirani, §to moze objasniti zaSto mnoge stani¢ne linije CHO

pokazuju otpornost na viruse (Xu isur., 2011).

CHO-K1 stani¢na linija se danas uzgaja pri 37 °C i 5% CO» u Ham-ovom F-12 mediju uz
dodatak 5-20% fetalnog govedeg seruma. CHO-KI1 stani¢na linija raste u monosloju pa je
tijekom subkultivacije potrebno provoditi tripsinizaciju (ATCC, 2019; ECACC, 2017). S
obzirom na nizak broj kromosoma za sisavce (n=22), CHO stanice predstavljaju dobar model

za istrazivanja kultura tkiva i radijacijske citogenetike (Tjio i Puck, 1958).

CHO stani¢ne linije i1 njthovi subklonovi imaju Siroku primjenu budu¢i da mogu biti
geneticki manipulirani da rastu kao adherentne ili suspenzijske stanice te se mogu Kkoristiti u
proizvodniji terapeutskih rekombinantnih proteina (Kang i sur., 2016). To je rezultiralo da ove
stani¢ne linije igraju dominantnu ulogu kao sustavi ekspresije domacina za Siroki raspon
proizvoda kao §to su faktori rasta, hormoni, monoklonska antitijela, interferoni i enzimi (Puck
i sur., 1958). One su takoder §iroko koristene u in vitro studijama koje se bave istrazivanjima

vezanim uz rak jajnika (Jacob i sur., 2014).



2.2. TESTOVI CITOTOKSICNOSTI

Odredivanje bioloske aktivnosti prirodnih spojeva i novosintetiziranih kemikalija provodi
se izvodenjem niza testova na razli¢itim organizmima (in vivo) ili u Kkulturama
zivotinjskih/humanih stanica (in vitro) kako bi se na temelju toga mogao procijeniti njihov
ucinak na ljude. In vitro testovi citotoksi¢nosti razvijeni su kao alternativa klasi¢énim in vivo
testovima na pokusnim zivotinjama i ukljucuju ispitivanja na stani¢nim frakcijama, primarnim
stani¢nim kulturama, stani¢nim linijama, dijelovima tkiva, kulturama organa, itd. (Kniewald i
sur., 2005). Razvoj in vitro testova potaknut je zbog znanstvenih, ekonomskih i eti¢kih
razloga. Ve¢ desetlje¢ima, u laboratorijima koji provode in vivo ispitivanja na pokusnim
laboratorijskim zivotinjama, nastoji se primjenjivati takozvani 3R pristup (eng. Reduce,
Refine, Replace), kojim se Zeli smanjiti broj zivotinja koje se koriste, a uznemirenost, bol i
patnju zivotinja tijekom izvodenja testova svesti na minimum te u konacnici, gdje god je
moguce zamijeniti in vivo testove alternativnim in vitro metodama (Radoj¢i¢ Redovnikovic i
sur., 2016).

2.2.1. Neutral Red metoda

Metoda Neutral Red daje kvantitativhu procjenu broja vijabilnih stanica, a jedan je od
najceS¢e koristenih testova citotoksi¢nosti. Temelji se na sposobnosti Vvijabilnih stanica da
inkorporiraju i vezu boju Neutral Red u lizosomima. Stanice se nacijepe na ploce i tretiraju se
radnom otopinom Neutral Red nakon ¢ega slijedi inkubacija pri 37 °C u sterilnim uvjetima
tijekom 2-3 sata. Nakon toga slijedi ispiranje boje i ocCitavanje apsorbancije pomocu
spektrofotometra pri valnoj duljini od 540 nm. Ova metoda je jeftinija i osjetljivija od ostalih

testova citotoksi¢nosti (Repetto i sur., 2008).

Test je razvijen na Rockfeller Sveucilistu kao kemosenzitivni test stani¢ne vijabilnosti.
Slaba kationska boja prolazi kroz stanicnu membranu neionskom pasivnom difuzijom 1i
koncentrira se u lizosomima, gdje se elektrostatskim hidrofobnim vezama veZe na anionske
i/ili fosfatne skupine matriksa u lizosomima. Nakon toga se boja ekstrahira iz vijabilnih
stanica koriStenjem zakiseljene otopine alkohola 1 mjeri apsorbancija koriStenjem
spektrofotometra (Repetto i sur., 2008). Pri fizioloSkom pH Neutral Red boja ima naboj
priblizan nuli $to joj omogucava prolazak kroz stanicnu membranu. Unutar lizosoma je
protonski gradijent koji odrzava nizi pH nego §to je u citoplazmi. Zbog toga boja postaje

nabijena 1 zadrzava se unutar lizosoma. Nakon §to stanica umre ili se smanji pH gradijent,
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boja se ne moze zadrzati. Stoga je koli¢ina boje koja je zadrZana u lizosomima proporcionalna
broju vijabilnih stanica. Unos Neutral Red boje u stanicama se moze mijenjati ovisno o
promjenama u stanici ili na membranama lizosoma. Iz tog razloga je moguce razlikovati
vijabilne, oStecene ili mrtve stanice zbog specificnog kapaciteta lizosoma za vezanje boje.
Lizosomski integritet, s istodobnim vezanjem Neutral Red boje, je snazan senzitivni indikator
stani¢ne vijabilnosti. Ovaj test odreduje stani¢nu vijabilnost i moze se koristiti za mjerenje

stani¢ne replikacije, citostatickih efekata ili stani¢ne smrti (Repetto i sur., 2008).

Kao i kod svake metode, postoje prednosti i nedostatci. Prednosti ove metode su §to je
osjetljiva 1 moze se odmah kvantificirati, odnosno odrediti broj vijabilnih, Zivih stanica.
Najmanje je dva puta jeftinija od ostalih testova citotoksi¢nosti te ne koristi nestabilne
reagense koji su potrebni u drugim testovima vijabilnosti stanica koji koriste tetrazolijeve soli
(MTT, MTS, XTS,...) koji procjenjuju, odnosno kvantificiraju aktivnost dehidrogenaze
kemijskom redukcijom soli do formazana. Isto tako, ova metoda zahtijeva manje opreme za
procjenu vijabilnosti. Karakterizira ju jednostavnost, jeftinija je i detektira samo vijabilne
stanice. Jednom kad se zapocne test, mora se odmah zavrSiti jer stanice nije moguce
zamrznuti. Neutral Red metoda je kompatibilna s odredivanjem ukupnog sadrzaja proteina, jer
je moguce izvesti odredivanje ukupnog sadrzaja proteina i test Neutral Red na istoj kulturi, §to
znaCi da se test moze provesti 1 nakon toga odrediti sadrzaj stanicnih proteina. Naravno,
postoje i neka ograni¢enja metode, a ona ovise 0 karakteristikama spojeva koji se testiraju:
spojevima koji su hlapljivi, nestabilni ili eksplozivni u vodi i/ili slabe, niske topljivosti

(Repetto i sur., 2008). Tesko je provedbom ove metode odrediti mogucu toksi¢nost.

2.2.2. Kenacid Blue metoda

Citotoksi¢ni ucinak kemikalija na stani¢ne kulture se moze pratiti promjenom koli¢ine
ukupnih proteina u stanici (Kenacid Blue metoda). Osnova ove metode je da citotoksi¢ne
kemikalije (bez obzira na mjesto ili mehanizam djelovanja) interferiraju s ovim procesom i iz
tog razloga dolazi do redukcije stope rasta Sto se reflektira na broj stanica. Stupanj inhibicije
rasta, povezan s koncentracijom spoja koji se ispituje, ukazuje na indikaciju trovanja
(toksi¢nosti) (Clothier, 1995). Stani¢ne kulture se tretiraju odredenim spojevima koji se
ispituju 1 to u razli¢itom rasponu koncentracija te se broj vijabilnih stanica /ili ukupnih
stani¢nih proteina odreduje nakon odredenog vremena izlozenosti metodom Kenacid Blue.

Potonja metoda se moze provesti i nakon prethodno provedene Neutral Red metode (Clothier,



1995). Broj stanica tretiranih s odredenim spojevima koji se testiraju se usporeduje s brojem
stanica u kontroli i po tom se ra¢una postotak inhibicije rasta. ICz0, ICso 1 ICs0 koncentracije
(koncentracije koje uzrokuju 20, 50 i 80%-tnu inhibiciju rasta) se odreduju i izrazavaju u pg
mL™" ili kao mM (Clothier, 1995).

Kenacid Blue metoda je relativno jednostavna tehnika koja nije skupa. Postoje i odredena
ograni¢enja ove metode. Hlapljivi spojevi imaju tendenciju isparavanja u uvjetima u kojima
se metoda primjenjuje, pa ICso vrijednosti mogu varirati, osobito ako je toksi¢nost spoja koji
se ispituje prilicno niska. Da bi se smanjio stupanj isparavanja, mogu se koristiti mineralna
ulja. Druge kemikalije koje je tesko ispitati uklju¢uju one koje su nestabilne ili eksplozivne u
vodi. Isto tako, netopljivi spojevi nisu prikladni za ovu metodu. Druge poteskoce se povezuju
s prirodom stani¢nih linija koje se koriste, npr. ubrzani rast stanica, nediferencirajuce stanice s
vrlo niskom metaboliCkom aktivnoscu, problemi direktne ekstrapolacije rezultata kad se

metoda provodi in vivo. Spojevi koji specifi¢no ,,napadaju‘ stanice koje se dijele mogu biti

.....

Jedan od nedostataka spomenute metode je da se ponekad Kenacid Blue boja moze
taloziti. Vjerojatnost da ¢e se to dogoditi se povecava s produljenjem vremena rada. Drugi
problem koji se moze dogoditi je taloZenje prstena obojenih proteina oko stijenke jazice, na
granici zrak/medij za kultivaciju stanica. Ova pojava se povecava prilikom povecane
evaporacije ili ako stani¢ni medij nije primjereno uklonjen pa ¢e istalozeni proteini dati

netocnu procjenu ukupnih stani¢nih proteina (Clothier, 1995).

Prednosti ove metode su da se moze ponoviti viSe puta na istim stanicama, stanice se
mogu fiksirati pa se bojanje moze provesti kasnije, distribucija stanica se moze jasno vidjeti
golim okom kad se obojaju Kenacid Blue bojom prije desorpcije te na taj nacin brzo ukazati
na uspjesnost metode. Unato¢ nedostatCima i ograni¢enjima, ova metoda omoguéava brzu
procjenu toksi¢nosti spojeva i daje rezultate za veliki broj spojeva te u odredenim uvjetima
direktno usporedivanje Kenacid Blue i Neutral Red metode moze biti od velike vaznosti, jer

moZe pruZiti, u slucaju nekih spojeva, dodatne informacije (Clothier, 1995).



2.2.3. Alternativni testovi toksi¢nosti

Alternativni testovi toksi¢nosti su metode koje omogucuju smanjenje broja zivotinja koje
se koriste u testiranjima, oplemenjuju toksikoloske procedure tako da budu $to manje bolne i
stresne za laboratorijske zivotinje te zamijenjuju Zivotinjske s ne-zivotinjskim sustavima (in

vitro, ex-vivo ili in silico sustavi) (Kandarova i Letasiova, 2011).

Prednosti in vitro testova su to Sto se provode u kontroliranim uvjetima, omogucéuju
visoku razinu standardizacije, smanjenje varijabilnosti izmedu eksperimenata, brzinu u
provodenju testova 1 niske troskove testiranja. Potrebna je mala koli¢ina materijala koji se
testira, proizvodi se ograni¢ena koli¢ina toksi¢nog otpada, mogu se koristiti ljudska tkiva i
stanice, mogu se koristiti transgeni¢ne stanice koje nose ljudske gene i sveukupno se smanjuje
testiranje na Zzivotinjama. Neka od ogranienja vecine in vitro testova su: nemogucénost
testiranja interakcija izmedu tkiva i organa, nemogucnost koriStenja in vivo doze-odgovora za
procjenu rizika za ¢ovjeka u veéini in vitro test sustava, nemoguc¢nost procjene sistemskih
ucinaka, nemogucénost procjene farmakokinetike, nemogucnost testiranja kroni¢nih ucinaka te

tehnoloska ogranic¢enja (Kandarova i LetaSiova, 2011).

Postoji nekoliko validiranin metoda koje se mogu koristiti kao djelomi¢ne ili potpune
zamjene za eksperimente na Zivotinjama (npr. testiranje genotoksi¢nosti, ispitivanje lokalne
toksi¢nosti, ucinci kao §to su iritacija, ispitivanje sigurnosti kozmetickih proizvoda). Kao §to
je dokazano u nekoliko medunarodnih validacijskih studija, alternativne metode imaju
potencijal smanjiti broj eksperimentalnih Zivotinja potrebnih za pokuse ili ¢ak u potpunosti
zamijeniti zivotinje u testiranjima. Strategije testiranja koje kombiniraju metode in vitro, ex
vivo i in silico mogu biti uspjesne u podrucjima u kojima samo jedna alternativna metoda

trenutno moze biti nedovoljna (Kandarova i Letasiova, 2011).

2.3. STILBENI

Stilbeni se ubrajaju u skupinu neflavonoidnih polifenola (Crozier i sur., 2006).
Predstavljaju malu skupinu biljnih sekundarnih metabolita nastalih fenilpropanoidnim putem,
a proizvode ih brojne medusobno nepovezane biljne vrste (Chong i sur., 2009).
Fenilpropanoidi su velika skupina biljnih sekundarnih metabolita koji su uklju¢eni u odgovore
na razli¢ite bioticke (bakterije, gljivice, virusi, paraziti) i abioticke (temperatura, susa, sol,

teski metali) stresove. Mnogi fenilpropanoidi su antimikrobni spojevi koji se sintetiziraju kao



odgovor na napad patogena ili biljojeda te se klasificiraju kao fitoaleksini (Chong i sur.,
2009), odnosno spojevi koje proizvode biljke kao odgovor na napad gljivica, bakterija i
virusnih patogena (Crozier i sur., 2006). Ostale vazne uloge fenilpropanoida su signalizacija
obrambenih odgovora, zastita od oSteCenja nastalih pod utjecajem UV svjetla i porast
biodostupnosti nutrijenata koji sadrze molekule koje vezu fosfor i/ili dusik (Chong i sur.,
2009). Ime za stilbene (1,2-difeniletilen) dolazi od grcke rijeci stilbos, Sto znaci isijavanje
(Likhtenshtein, 2009). Ovi spojevi imaju vrlo vazan utjecaj u rezistenciji biljaka na bolesti te
na ljudsko zdravlje. Postoje brojni dokazi kako stilbeni sudjeluju u obrambenim
mehanizmima biljaka (Chong i sur., 2009). Najces¢i i najpoznatiji spoj medu stilbenima je
resveratrol. Postoji u obliku cis- i trans-izomera te je u biljkama najces¢e prisutan u obliku
trans-resveratrol-3-O-glukozida koji je poznat kao piceid i polidatin (Crozier i sur., 2006). Uz
resveratrol, reprezentativni spoj je i kombrestatin A-4 fosfat. Zajedno s resveratrolom se
koristi u klinickim istraZzivanjima lijekova za lije€enje Alzheimerove bolesti i tumora te su
pokazali zadovoljavaju¢e rezultate. Nove molekule stilbena koje su nedavno izolirane i
otkrivene, pokazuju razliite bioaktivnosti, ukljucuju¢i antioksidativnu, antimikrobnu,
citotoksi¢nu, hepatoprotektivnu, aktivnost protiv malarije te protuupalna svojstva i na temelju
toga se smatra da bi mogli biti potencijalni kandidati za razvoj lijekova (Shen i sur., 2009).
Najveci prehrambeni izvori stilbena su grozde, vino, soja i proizvodi od kikirikija (Crozier i

sur., 2006).

2.3.1. Struktura i fizikalno — kemijska svojstva stilbena

Osnovu strukture stilbena ¢ini jedinica 1,2-difeniletilena. Stilbeni se mogu podijeliti u
dvije kategorije: na monomerne i oligomerne stilbene koji se medusobno razlikuju s obzirom
na prisutnost razli¢itih jedinica, stupanj polimerizacije i strukturu oligomera. Oligomerni
stilbeni se medusobno razlikuju s obzirom na ,.kostur”, kompleksnost konformacije i stupanj
oligomerizacije te nastaju sparivanjem, odnosno povezivanjem homogenih i heterogenih
monomernih stilbena pa se mogu podijeliti u nekoliko skupina. Postoji nekoliko prijedloga za
njihovu podjelu, a jedan od njih je predlozio Sotheeswaran 1993. godine i to na dvije grupe,
grupu A 1 grupu B. S obzirom da je ova podjela ograni¢ena samo na oligomere resveratrola,
Lin i sur. (2001) su predlozili da se oligomerni stilbeni prvo podjele u pet skupina na osnovu
gradevnih jedinica, a onda da se svaka skupina podijeli u dvije podskupine prema shemi koju
je predloZio Sotheeswaran. Kako se otkriva sve viSe novih oligomera, tako se u podjelu
uvrstavaju nove skupine pa je klasifikacija koju su predlozili Lin i suradnici prosirena za jo$
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jednu skupinu, a to su oligomeri na osnovi resveratrola (izorhapontigenin, piceatanol,
oksiresveratrol, resveratrol i oksiresveratrol (spareni heterogeni) i miscelarni (razliCiti)

oligomeri) (Shen i sur., 2009).

Stilbeni postoje u obliku cis- i trans- izomera (Slika 2). Cis-izomer je manje stabilan od
trans-izomera zbog sterickih smetnji izmedu aromatskih prstenova (Chong i sur., 2009).
Tocka taljenja trans-stilbena se krece oko 125 °C, dok se tocka taljenja cis-stilbena krece oko
6°C. Stilbeni su relativno nereaktivni, neobojeni spojevi, gotovo netopljivi u vodi. Posjeduju
svojstva apsorpcije i fluorescencije. U Sirokoj su primjeni u proizvodnji industrijskih boja,
lasera za bojanje, optickih osvjetljivaca, fosfora i drugih materijala te imaju vrlo vaznu ulogu
u fotofizikalnim, fotokemijskim, biofizikalnim i1 biomedicinskim istrazivanjima. Derivati
stilbena se sintetiziraju relativno lako i obi¢no su kemijski stabilni i termostabilni. Zbog
kemijske stabilnosti fenilne skupine 1,2-difeniletilena, stilbeni nisu odgovaraju¢a skupina
spojeva za pocetak sinteze derivata stilbena. Da bi formirali kompleksnije molekule, potrebno

je sintetizirati stilbene koji ¢e imati viSe reaktivnih funkcionalnih skupina (Likhtenshtein,

2009).
L : VXY,
trans-stilben cis-stilben

Slika 2. Strukturna formula trans- i cis-stilbena (Likhtenshtein, 2009)

Monomeri i oligomeri resveratrola su osim u egzokarpu i perikarpu bobica grozda,
pronadeni i u odrvenjelim organima vinove loze kao $to su stabljika i korijenje. Zdravo
korijenje vinove loze sadrzi visoki sadrzaj oligostilbena te tetrameri resveratrola predstavljaju
glavne fenolne spojeve u korijenju vinove loze (Chong i sur., 2009). Prirodni stilbeni su
skupina vaznih polifenola s dvije osnovne karakteristike; imaju snazna antioksidacijska
svojstva i lako se polimeriziraju pri ¢emu formiraju oligomere. Izmedu 1995. i 2008. godine
otkriveno je 125 novih monomernih i 275 novih oligomernih stilbena. Bitno je naglasiti da je
njihova distribucija ograniCena i svodi se na svega nekoliko biljnih obitelji i rodova.
Pronadeni su u samo 30 obitelji biljaka (Shen i sur., 2009). Veliki broj prirodnih stilbena su
oligomeri, $to ukljucuje dimere, trimere i tetramere, koji proizlaze iz spajanja resveratrola ili

derivata resveratrola. Za oligomere resveratrola se koristi termin viniferin. Viniferini se

10



akumuliraju u listovima vinove loze uslijed gljivicne infekcije ili djelovanja UV zracenja

(Chong i sur., 2009).

2.3.2. Biosinteza stilbena

Biljni stilbeni uglavnom nastaju u fenilpropanoidnom putu. Sve vise biljke imaju
sposobnost sintetizirati malonil-CoA i CoA-estere derivata cimetne kiseline, ali samo neke
biljke imaju sposobnost sinteze stilbena. Stilben sintaza katalizira sintezu stilbena u jednoj
reakciji iz tri malonil-CoA i jednog CoA-estera derivata cimetne kiseline (Chong i sur., 2009).
Trans-resveratrol se sintetizira kondenzacijom p-kumaroil-CoA s tri jedinice malonil-CoA, od
kojih svaka donira dva atoma ugljika, u reakciji koju katalizira stilben sintaza koju aktiviraju

razli¢iti stresni uvjeti kao §to su UV zracenje, trauma i infekcija (Crozier i sur., 2006).

2.3.3. Resveratrol

Resveratrol (3,4',5-trihidroksistilben) je polifenolni spoj koji se ubraja u razred stilbena.
1976. godine su Langcake i Pryce prvi put detektirali resveratrol u vinovoj lozi (Vitis vinifera)
koji je sintetiziran od strane tkiva na listovima kao odgovor na gljivicnu infekciju (Botrytis
cinerea) ili izloZzenost UV svjetlu, a 1992. godine Siemann i Creasy su dokazali prisutnost
resveratrola u vinu za koji su tvrdili da je potencijalni bioloski aktivni sastojak crvenog vina
(Fremont, 1999). Prvi put je izoliran iz Veratrum grandiflorum O. Loes, a pronaden je u
japanskoj Itadori biljci Polygonum cuspidatum syn. Fallopia japonica (Donnez i sur., 2009) u
kojoj su trans-resveratrol i njegovi glukozidi pronadeni u visokim koli¢inama (Burns i sur.
2002), a rasirena je na podru¢ju Europe i Sjeverne Amerike (Crozier i sur., 2006). U nativnoj
Aziji, korijenje Itadori biljke se susi i koristi u proizvodnji ¢aja. Itadori na japanskom znaci
,blagostanje 1 stolje¢ima se koristila u Japanu i Kini kao prirodni lijek za brojne bolesti,
ukljucujuéi sréane bolesti (Kimura i sur., 1985). Vjeruje se da su aktivni sastojci trans-
resveratrol 1 njegovi glukozidi te da pridonose kardioprotektivhom ucinku crvenog vina, s
obzirom da je dokazano da trans-resveratrol moze inhibirati oksidaciju LDL-a, odnosno

pocetni korak u patogenezi ateroskleroze (Crozier i sur., 2006).

Resveratrol je pronaden u drvecu, nekoliko cvjetaju¢ih biljaka, kikirikiju i vinovoj lozi.
Glavni prehrambeni izvori su grozde, crveno vino, kikiriki i proizvodi od kikirikija (Wenzel i

Somoza, 2005). Resveratrol je fitoaleksin koji se u visokim koncentracijama nalazi u kozici
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grozda te u umjerenim koncentracijama u kikirikiju 1 razli¢itom bobicastom vocu.
Koncentracije trans-resveratrola se u grozdu, kikirikiju i crvenom vinu kre¢u redom od 50-
100 mg g', 0,02-1,79 mg g i 13,4 mg L' (Kimura i sur., 2008). Koncentracija resveratrola u
vinima ovisi 0 kultivaru grozda, geografskom podrijetlu, tipu vina, infekciji uzrokovanom
gljivicom Botrytis i enoloskim praksama (Fremont, 1999). Danas se trans-resveratrol
razli¢itih stupnjeva Cistoe uglavnom proizvodi iz biljke Polygonum cuspidatum (F.
japonica), i to iz ekstrakta korijena, a glavni proizvodac je Kina. U §irokoj je primjeni u
proizvodnji kozmetike, a vinova loza je odgovaraju¢i sirovi materijal kao izvor trans-
reveratrola i njegovih derivata za proizvode poput krema za lice. Upotreba biotehnologije u
proizvodnji trans-resveratrola ima vaznu ulogu zbog upotrebe mikroorganizama ili biljaka,
Sto snizava troSkove i omogucava brzu proizvodnju bioloski aktivnih molekula u velikim

koli¢inama (Donnez i sur., 2009).

Resveratrol postoji u obliku cis- i trans- izomera (Slika 3). Trans-izomeri su zastupljeniji
od cis-izomera te u vinu, kao jednom od glavnih prehrambenih izvora resveratrola, prevliadava
trans-izomer, dok cis-izomeri nisu detektirani u vinovoj lozi, odnosno u ekstraktu grozda.
Cis-i trans-izomeri resveratrola se uglavnom akumuliraju u egzokarpu (kozici) tijekom svih
stadija razvoja i gotovo ih nema u perikarpu. Ta akumulacija u egzokarpu je prisutna zbog
imunolokalizacije enzima stilben sintaze koji je pronaden u egzokarpu bobica tijekom razvoja
(Chong i sur., 2009). Cis-izomeri su dosta nestabilni zbog sterickih smetnji i mogu nastati pod
utjecajem UV zracenja, dok su trans-izomeri stabilni kroz nekoliko mjeseci, osim kod pufera
visokog pH, ako je u potpunosti zasticen od svjetla (Fremont, 1999). Trans-resveratrol se
povezuje s takozvanim ,francuskim paradoksom® zato S§to se pokazalo da dnevna
konzumacija resveratrola, u obliku crvenog vina, ima pozitivne uc¢inke na ljudsko zdravlje te
da S§titi od koronarnih bolesti. Ulazi u interakcije s lipoproteinima plazme i sprjeava
oksidaciju LDL-a. Kardioprotektivni uinak resveratrola ukljucuje inhibiciju agregacije
trombocita i supresiju proizvodnje reaktivnih spojeva kisika (ROS) (Kimura i sur., 2008).
Osim crvenog vina, postoje i druge vrste hrane koji su dobri izvori trans-resveratrola, poput

Itadori ¢aja, kikirikija i proizvoda od kikirikija te ¢okolada (Donnez i sur., 2009).
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Slika 3. Strukturna formula trans- i cis-resveratrola (Fremont, 1999)

Razli¢ita in vitro istrazivanja su pokazala razliite potencijalne bioloske ucinke
resveratrola, kao S§to su antioksidativni, protuupalni, estrogeni, antikancerogeni,
kemoprotektivni (Wenzel i Somoza, 2005), pozitivni ucinci na kardiovaskularni sustav,
neuroprotektivni ucinci i u¢inak protiv starenja (Kimura i sur., 2008). Pokazalo se da se 75%
polifenola iz organizma izluCuje putem urina i fecesa. Oralna biodostupnost resveratrola je
priblizna nuli zbog brzog 1 opseZnog metabolizma 1 posljediénih formacija razliitih
metabolita u obliku glukuronida i sulfata (Wenzel i Somoza, 2005). Cak su i neke biljke
genetski modificirane kako bi mogle proizvesti trans-resveratrol u svrhu procjene njegove
potencijalne uloge u promociji zdravlja i kontrole biljnih bolesti kao, na primjer, duhan i
rajéica. Istrazivanja su pokazala da trans-resveratrol ima i antioksidacijsku aktivnost te da iz
tog razloga ima vaznu ulogu u prevenciji kardiovaskularnih bolesti 1 zastiti od odredenih vrsta
raka, kao i u sprjecavanju dijabetesa i neurodegenerativnih bolesti (Donnez i sur., 2009). U
ljudskom organizmu se resveratrol, bilo u obliku aglikona ili glikozidne forme, jako brzo
apsorbira nakon oralne konzumacije. U razliitim organizmima, ukljucujuéi i ljudski,
resveratrol se dobro apsorbira, raspodjeljuje u razli¢itim organima i metabolizira do
glukuronid i sulfat konjugata. Istrazivanja provedena na glodavcima su pokazala da je jetra
jedno od kljuénih mjesta akumulacije resveratrola i njegovih metabolita Sto je vrlo vjerojatno
posljedica metabolizma resveratrola u tankom crijevu i nakon toga apsorpcije i metabolizma u

samoj jetri (Wenzel i Somoza, 2005).

Istrazivanja provedena na Stakorima su pokazala nisku koncentraciju resveratrola u
bubrezima nakon nekog vremenskog perioda Sto ukazuje na to da je bubrezno izlucivanje
jedan od glavnih puteva eliminacije tog stilbena ¢ime je povecana koncentracija resveratrola,

glukuronida i sulfata u urinu, kako kod Stakora, tako i kod ¢ovjeka (Wenzel i Somoza, 2005).

Istrazivanja su pokazala da ovisno o dozi, resveratrol moze inhibirati rast kanceroznih
stanica, a taj antiproliferativni uc¢inak se pripisuje sposobnosti zaustavljanja stani¢ne diobe u

S-fazi stani¢nog ciklusa i izazivanju apoptoze. Zbog strukturne sli¢nosti s estrogenom,
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resveratrol pokazuje i estrogeni u¢inak te se smatra fitoestrogenom, na $to treba posebno
obratiti pozornost kod terapije i prevencije raka dojke (Joe i sur., 2002) jer se moze vezati i na
a 1 na B estrogen receptore te aktivirati estrogen receptor-ovisnu transkripciju u ljudskim
kanceroznim stanicama dojke (Athar i sur., 2007). Izaziva apoptozu u kanceroznim stanicama
dojke 1 koze te u stani¢nim linijama leukemije. Ovisno o dozi, resveratrol inhibira stani¢nu
proliferaciju, zaustavlja stani¢ni ciklus i izaziva apoptozu. Zbog svoje polifenolne prirode,
resveratrol se moze akumulirati u tumorskom tkivu u koncentracijama koje nadmasuju
njegovu koncentraciju u serumu. U istrazivanjima farmakokinetike resveratrola pokazalo se
da se 50-75% primjenjene doze apsorbira nakon oralne primjene. Visoko je topljiv u mastima
pa su neki autori utvrdili da se skladiSti u adipoznom 1 drugim tkivima s visokim sadrzajem

masti (Joe i sur., 2002).

Sto se tice biodostupnosti resveratrola, nije §iroko rasprostranjen u biljnom svijetu.
Prisutan je u nekoliko vrsta voca i povréa koji su namijenjeni prehrani ljudi. Jedan od
najbogatijih izvora je, ve¢ spomenti, Polygonum cuspidatum, ekstrakt korijenja koji je imao
vrlo vaznu ulogu u japanskoj i kineskoj narodnoj medicini. Takoder, prisutan je u nekoliko
vrsta drveca, kao $to su eukaliptus, tropsko listopadno drvo Bauhinia racemosa te nekim
vrstama cvjetaju¢ih biljaka kao Sto su dvije vrste ljubi¢ice — Veratrum grandiflorum i
Veratrum formosanum, koje imaju sposobnost sinteze ovog spoja. Visoka koncentracija
resveratrola je prisutna u listovima kad je biljka oSteena djelovanjem nekih kemijskih
sredstava. Kotiledoni kikirikija (Arachis hypogaea) sintetiziraju mnostvo fitoaleksina stilbena,
zraCenje ultraljubi¢astim (ali ne i vidljivim) svjetlom (Soleas i sur., 1997). Apsorpcija i
metabolizam resveratrola su naizgled sli¢ni onima kao 1 drugih polifenola, kao $to su to
kvercetin i katehin, iako brojni faktori mogu utjecati na farmakokinetiku svakog od njih
(Smoliga i sur., 2011).

2.4. POLIKLORIRANI BIFENILI (PCB-i)

Poliklorirani bifenili (PCB-i) su sintetski, klorirani ugljikovodi¢ni spojevi koji se sastoje
od dva povezana benzenska prstena u kojima su pojedini ili svi vodikovi atomi supstituirani
atomima klora (WHO, 2003). Pripadaju velikoj skupini sintetskih organoklornih spojeva koji
se medusobno razlikuju u fizikalno—kemijskim i toksikoloskim svojstvima te imaju tendenciju

bioakumulacije i biomagnifikacije u okoliSu i unutar hranidbenih lanaca. Uslijed toga, ljudi

14



mogu biti izlozeni PCB-ima preko kontaminirane vode i hrane (riba, meso i mlije¢ni
proizvodi) (Kmeti€ i sur., 2012). PCB-i se proizvode od 1929. godine, a prodavali su se kao
smjese pod razli¢itim imenima, ukljuc¢ujuci Arochlor, Pyranol, Pyrochlor (SAD), Phenochlor,
Pyralene (Francuska), Clopehn, Elaol (Njemacka), Kanechlor, Santotherm (Japan), Fenchlor,
Apirolio (Italija) 1 Sovol (WHO, 2003). Koriste se u proizvodnji plastifikatora, povrSinskih
premaza, boja, ljepila, usporivaca plamena, punila za pesticide i kod mikrokapsuliranja boja.
Zbog rezistencije koju pokazuju prema kiselinama i luzinama te relativne stabilnosti na
visokim temperaturama, PCB-i se koriste u dielektri¢nim tekué¢inama u transformatorima i
kondenzatorima. Do zagadenja okoliSa dolazi dodatno zbog odlaganja stare elektri¢ne opreme
koja sadrzi poliklorirane bifenile. Pirolizom smjesa polikloriranih bifenila nastaju klorovodik i
poliklorirani dibenzofurani (eng. polychlorinated dibenzofurans, PCDF), a pirolizom smjesa
koje sadrze klorobenzene nastaju poliklorirani dibenzodioksini (eng. polychlorinated
dibenzodioxins, PCDD). Mnoge drzave su strogo ogranicile ili zabranile proizvodnju PCB-a
(WHO, 2003). Dosadasnja znanstvena istrazivanja ukazuju na razliite negativne ucinke
PCB-a na ljudsko zdravlje. Dokazano je da PCB-i mogu poremetiti endokrinu homeostazu
organizma i izazvati reprodukcijsku toksi¢nost te da djeluju imunotoksi¢no, neurotoksi¢no i
genotoksi¢no. Stupanj toksi¢nosti pojedinog PCB kongenera uvelike ovisi o polozaju i broju
supstituiranih atoma klora, pri ¢emu se planarni PCB-i koji u ortho- polozaju ne sadrze atome
planarnih kongenera 1 dioksina objasnjava njithov mehanizam djelovanja posredovan aril
ugljikovodi¢nim receptorom (eng. aryl hydrocarbon receptor, AhR), dok su neplanarni PCB-i
slabi antagonisti AhR-a (Kmeti¢ i sur., 2012).

PCB-i se jako brzo apsorbiraju u gastrointestinalnom traktu te distribuiraju i akumuliraju u
jetri i adipoznom tkivu. Lako prolaze kroz placentu (posteljicu), izlucuju se u mlijeko i
akumuliraju u fetusu/dojencetu. PCB-i se metaboliziraju reakcijama hidroksilacije i potom
reakcijama konjugacije. Stope metabolizma i posljedi¢no ekskrecije (izlu¢ivanja) se razlikuju
izmedu razli¢itih kongenera. Ljudi mogu biti izloZzeni PCB-ima udisanjem kontaminiranog
zraka 1 konzumacijom kontaminirane vode 1 hrane. IstraZivanja provedena na ljudima
izlozenima PCB-ima su pokazala u¢inke na pokretljivost spermija, stopu fetalnog rasta (niza
porodajna masa, manji opseg glave) i razvoj (kraca gestacijska dob, neuromuskularna
nezrelost) te neuroloske funkcije potomka (poremecéaj autonomne funkcije, povecan broj
abnormalno slabih refleksa, smanjen kapacitet pamcenja, nizi IQ i nedostatak paznje). Neki

neuroloski nedostaci u mladoj dobi mogu nestati kasnije u djetinjstvu (WHO, 2003).
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2.4.1. Struktura i fizikalno — kemijska svojstva PCB-a

Poliklorirani bifenili (PCB-i) su kemijski spojevi s dva medusobno povezana benzenska
prstena u kojima atomi klora zamjenjuju pojedine ili sve vodikove atome (Slika 4) (WHO,
2003). Kemijska formula PCB-a glasi Ci2H10.nCly, gdje n predstavlja broj atoma klora
(ATSDR, 2000). Supstituirani atomi klora u molekuli PCB-a se mogu nalaziti u tri polozaja:
ortho- (2, 2, 6, 6), meta- (3, 3', 5, 5') i para- (4, 4') polozaju te je, s obzirom na stupan]
kloriranja na moguc¢ih deset razli¢itih poloZaja bifenilnih prstena, moguce razlikovati 209
PCB kongenera, od kojih je 135 detektirano u okolisu (Sanchez-Alonso i sur., 2003).
Benzenski prstenovi mogu se rotirati oko veze koja ih povezuje pri ¢emu se formiraju razli¢ite
konfiguracije. S obzirom na polozaj benzenskih prstenova u ravnini, konfiguracija moze biti
planarna (kada se dva benzenska prstena nalaze u istoj ravnini) i neplanarna (u kojoj se
benzenski prstenovi nalaze pod kutem od 90°) (IARC, 2016). Stupanj planarnosti ovisi 0
broju supstituiranih atoma klora u ortho- polozaju. Supstitucija atoma vodika s veéim
atomima klora u ortho-polozaju uzrokuje stericke smetnje koje oteZavaju rotaciju benzenskih
prstenova i dovode do gubitka planarne konfiguracije i svojstava sli¢nih dioksinu (Sanchez-
Alonso i sur., 2003).

4 4

(€ y—/ —, (b

Slika 4. Strukturna formula polikloriranih bifenila (ATSDR, 2000)

Cisti kongeneri PCB-a bez primjesa su bezbojni i ¢esto u kristalnom obliku. Komercijalne
mjeSavine PCB-a imaju konzistenciju ulja ili smole te najceS¢e ne kristaliziraju, ¢ak ni na
nizim temperaturama (WHO, 2000). Jedino ortho-supstituirani kongeneri mogu biti polarne
molekule sa sposobno$¢u formiranja vodikovih veza $to ih onda ¢ini viSe topljivima u vodi
(WHO, 2003). Cinjenica je da su PCB kongeneri hidrofobni, imaju ograni¢enu topljivost u
vodi 1 moZe se ocekivati da komponente seruma, kao S§to su proteini i lipidi, imaju znacajan
utjecaj na biodostupnost PCB-a za unos u stanicu (Sanchez-Alonso i sur., 2003). Meta- i

para- kongeneri su ¢esc¢e ne-planarni i vise topljivi u lipidima. Planarni kongeneri se smatraju

.....
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Vrlo vazno svojstvo PCB-a je njihova inertnost. Odolijevaju kiselinama i luzinama te su
termostabilni, Sto ih ¢ini korisnima za razlicite primjene, ukljucujuci dielektricne tekucine u
transformatorima i kondenzatorima, teku¢inama za prijenos topline i lubrikantima (Oliver i
sur., 1989). Na visokim temperaturama su zapaljivi i produkti koji posljedi¢no nastaju mogu
biti Stetniji za okoli§ nego ishodni spojevi. Formiraju pare koje su teze od zraka, ali nisu
eksplozivne. Imaju nisku elektricnu vodljivost, visoku toplinsku provodljivost i visoku
otpornost prema toplinskoj razgradnji. Kao i mnogi organoklorni spojevi, razliciti kongeneri
su visoko postojani te se koncentriraju u hranidbenom lancu (WHO, 2000). Produkti izgaranja
uklju¢uju klorovodik i PCDF (WHO, 2003).

2.4.2. Toksikokinetika i izlozenost PCB-ima

S obzirom da su PCB-i lipofilni spojevi i imaju visoki afinitet za masti, prvenstveno se
akumuliraju u adipoznom tkivu i u tkivima bogatim mastima, iako su detektirani i u nekim
drugim tkivima. Vecina istrazivanja na eksperimentalnim zivotinjama je pokazala da su
inicijalna mjesta akumulacije PCB-a jetra i misici, $to je vrlo vjerojatno posljedica visoke
prokrvljenosti jetre i relativno velikog volumena misi¢nog tkiva (US EPA, 1990). Takoder,
postoje istrazivanja provedena na misevima i Stakorima koja su pokazala da se odredeni PCB
kongeneri zadrzavaju u pojedinim organima, kao Sto su to pluca i slezena (IARC, 2016).
Kongeneri s ve¢im stupnjem klorinacije se uglavnom preraspodijeljuju u masno tkivo 1 kozu,
dok PCB-i bez supstituiranog klora na ortho-poloZaju pokazuju visi afinitet za jetru nego za
masno tkivo u usporedbi s PCB kongenerima koji imaju atom klora u ortho-polozaju
(Yoshimura i sur., 1985; Van Birgelen i sur., 1994a; Van Birgelen i sur., 1994b).

Zahvaljujuéi svojoj strukturi i fizikalno-kemijskim svojstvima, PCB-i mogu prolaziti kroz
stanicne membrane, posteljicu (placentu), krvno-mozdanu barijeru te se apsorbirati
udisanjem, oralnim i dermalnim putem (Arnold i Feeley, 2003; WHO, 2003; IARC, 2016).
Neka istrazivanja su pokazala da se 50 — 100% koli¢ine unesene oralnim putem apsorbira u
gastrointestinalnom traktu. Eksperimentalne studije na Zivotinjama su pokazale da je
apsorpcija PCB-a vecéa udisanjem nego prilikom unosa putem hrane, dok se od 20 — 40%
PCB-a apsorbira putem koze (IARC, 2016). Coviek je PCB-ima najvise izloZzen putem
kontaminirane hrane koju konzumira u svakodnevnoj prehrani, a posebno putem masne hrane
zivotinjskog podrijetla (meso, odredene vrste ribe i mlijecni proizvodi) zbog lipofilnosti PCB-

a 1 visokog afiniteta za masti i masna tkiva. Procjenjuje se da odrasle osobe putem hrane u
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prosjeku dnevno unesu od 10 — 45 ng kg tjelesne mase neplanarnih PCB-a (EFSA, 2005),
odnosno da odrasle osobe u zapadnim zemljama putem hrane u prosjeku dnevno unesu oko 50
ng kg tjelesne mase ukupnih PCB-a (WHO, 2003). Dostupni podaci o izlozenosti djece u
dobi do Sest godina su ograniceni i ne ukljucuju unos dojenjem, ali se procjenjuje da je
prosjecan dnevni unos ortho-PCB-a djece u toj dobi 27-50 ng kg tjelesne mase (EFSA,
2005).

2.4.3. Metabolizam PCB-a

Glavni put eliminacije PCB-a iz tijela je metabolizam koji se prvenstveno odvija
djelovanjem enzima citokrom P-450 monooksigenaznog sustava u jetri i ovisi o kloriranoj
strukturi kongenera (Slika 5). Stupanj i brzina biotransformacije odredenog PCB kongenera
ovisi o mjestu klorinacije, broju supstituenata klora, vrsti, dobi, ponekad i o spolu zivotinje 1,
u nekim slu€ajevima, o duljini izloZenosti (ekspoziciji) (je li ona kontinuirana ili se jednom
dogodila) (Matthews i Dedrick, 1984). Generalno, kongeneri s viSe od Cetiri supstituenta klora
se sporije metaboliziraju od onih koji sadrze cetiri ili manje (IARC, 2016). PCB-i se
metaboliziraju reakcijama hidroksilacije i konjugacije. Hidroksilacija se primarno odvija na
para- ili meta-polozaju ukoliko ta mjesta nisu susptituirana te se nastali hidroksilirani
produkti mogu naknadno konjugirati s aktiviranom glukuronskom kiselinom ili sulfatom.
Oksidacijom nekih PCB-a kao meduprodukti mogu nastati arenoksidi, reaktivni spojevi koji
se mogu bilo spontano ili enzimatskim putem pregraditi u produkte koji se mogu ili izlu¢iti iz
organizma (fenoli, dihidrodioli, konjugati glutationa) ili mogu formirati potencijalno toksi¢ne
(citotoksi¢ne, mutagene, karcinogene) makromolekularne spojeve. Medu metaboli¢im
produktima su takoder identificirani i parcijalno deklorirani metaboliti te metaboliti koji
sadrze sumpor (Kato i sur., 2000; LUBW, 1995). Izlu¢ivanje kongenera najvise ovisi 0 brzini
njihova metabolizma i nastanku polarnijih spojeva. Metaboliti ve¢ine do sada ispitanih
kongenera se primarno eliminiraju putem zuci i fecesa, iako neki kongeneri s nizim stupnjem

Kloriranja se u vecoj mjeri izluCuju putem urina u odnosu na one kongenere s vis§im stupnjem

kloriranja (US EPA, 1990).
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Slika 5. Reakcije biotransformacija PCB-a (LUBW, 1995)

2.4.4. PCB 77 (3,3,4,4'-tetraklorbifenil)

PCB 77 je non-ortho-kongener planarne konfiguracije. Njegova strukturna formula
prikazana je na Slici 6, a molekularna formula je C12HeCls. Na oba benzenska prstena, na
polozajima 3 i 4 vodikovi atomi su zamijenjeni atomima klora (RSC, 2019a). PCB 77 je
planarni kongener koji se veze na Ah receptor s visokim afinitetom. Nakon vezanja
ksenobiotika, Ah receptor se premjesta u jezgru gdje aktivira transkripciju odgovarajuc¢ih
gena. Planarni kongeneri mogu potaknuti apoptozu mehanizmom ovisnim o aktivaciji Ah
receptora. Postoje znanstveni radovi koji potvrduju aktivaciju apoptotskog puta odumiranja

stanica nakon izlozenosti planarnim PCB-ima, no postoje i radovi kod kojih je pokazano
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suprotno. Ovi kontradiktorni rezultati mogu biti posljedica koristenja razlicitih tkiva/kultura
stanica u istrazivanjima. PCB 77 inicira apoptozu u endotelnim stanicama krvnih Zzila,
tubularnim stanicama korteksa bubrega i neuralnim stani¢nim kulturama, ali ne potice
apoptozu u monocitima (Sanchez-Alonso i sur., 2003). PCB 77 je prepoznat i kao endokrino
modulirajuca tvar koja povecava rizik za poremecaje reproduktivnog sustava i poremecaje u

razvoju (Murati i sur., 2015).

Slika 6. Strukturna formula PCB-a 77 (Al-Salman i Plant, 2012)

2.4.5. PCB 153 (2,2',4,4'5,5-heksaklorbifenil)

PCB 153 je kongener neplanarne konfiguracije. Njegova strukturna formula je prikazana
na Slici 7, a molekularna formula je C12H4Cls (RSC, 2019b). 1z njegove strukture je vidljivo
da su na polozajima 2, 4 i 5 na oba benzenska prstena vodikovi atomi zamijenjeni atomima
klora. PCB 153 je ne-dioksinu slican PCB kongener za kojeg je poznato da djeluje kao
promotor tumora jetre glodavaca (Buchmann i sur., 1986). Mnogi uéinci ne-dioksinu sli¢nih
PCB-a, kao $to je PCB 153, pretpostavlja se da su posredovani aktivacijom nuklearnog
receptora CAR (eng. Constitutive Androstane Receptor) (Waxman, 1999; Sanders i sur.,
2005,). Aktivacija CAR-a moze biti uklju¢ena u promociju tumora djelovanjem PCB 153 i
ostalih ne-dioksinu sli¢nih PCB kongenera. Za razliku od ne-dioksinu sli¢nih PCB-a, dioksinu
sliéni PCB-i prvenstveno djeluju vezanjem na AhR, sliéno dioksinima i furanima, i stoga
aktiviraju razli¢iti set stani¢nih odgovora. Nedavne studije su pokazale da smjese PCB-a
mogu pokazati dodatne, sinergisticke ili ¢ak antagonisticke uéinke na razvoj tumora u
usporedbi s individualnim kongenerima. Na primjer, PCB 153 je pokazao aditivni ili
sinergisti¢ki uc¢inak u kombinaciji s PCB-em 126 (Bager i sur., 1995), dok su druge studije
pokazale antagonisti¢ki u¢inak te kombinacije (Haag- Gronlund i sur., 1998; Dean i sur.,
2002;) i PCB-a 153 u kombinaciji s PCB-em 77 (Berberian i sur., 1995; Tharappel i sur.,
2002). Jedna studija je pokazala da je, pri tretmanu jetrenih stanica Stakora kombinacijom
PCB-a 77 i PCB-a 153, PCB 77 povecao postotak stanica u apoptozi, dok je PCB 153 smanjio
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postotak apoptotickih stanica za 50% (Tharappel i sur., 2002). Druga studija je provedena na
Stakorima koji su bili na prehrani s niskim ili visokim koncentracijama vitamina A, odnosno
retinoil palmitata. Do smanjenja koncentracije retinoil estera u jetri pri tretmanu s PCB-em 77
je doslo kod stakora koji su bili I na prehrani siromasnoj i na prehrani bogatoj vitaminom A. S
druge strane, tretman s PCB-em 153 rezultirao je smanjenjem koncentracije retinoil estera

samo kod stakora koji su bili na prehrani siromasnoj vitaminom A (Berberian i sur., 1995).

ol

Slika 7. Strukturna formula PCB-a 153 (Al-Salman i Plant,
2012)

2.5. STANICNA SMRT

Stanica bi se trebala smatrati mrtvom kad se zadovolji bilo koji od sljede¢ih molekularnih
ili morfoloskih kriterija: 1) stanica je izgubila integritet svoje plazma membrane, $to je
definirano ugradnjom vitalnih boja in vitro, 2) stanica, ukljuuju¢i i njezinu jezgru, je
dozivjela potpunu fragmentaciju u zasebna tijela (,,apoptoticka tjelesca®) i/ili 3) ,,apoptoti¢ko
tjeleSce® ili njegovi fragmenti su zahvaceni susjednom stanicom in vivo (Kroemer i sur.,
2009). Stani¢na smrt je visoko organizirana, a regulacija je jednako kompleksna kao i u
stani¢ne diobe i/ili diferencijacije (Danial i Hockenbery, 2018). U fizioloSkom kontekstu
embrionalnog razvoja i obnove tkiva, ili kao patoloskog odgovora na ozljedu stanice i
infekciju patogenima, razliite vrste stani¢ne smrti imaju brojne svrhe koje imaju pozitivne
ucinke na organizam. To ukljuCuje odrZavanje funkcije epitelnog tkiva, uniStavanje mikroba,
izazivanje imunoloskog odgovora, obnavljanje, odnosno ,recikliranje* bioloskih
makromolekula, unutarstani¢nu signalizaciju i oCuvanje genomskog integriteta. Vecina oblika
stani¢ne smrti kod sisavaca ima morfoloske i biokemijske znacajke apoptoze, programirane
stani¢ne smrti kodirane u genetickom materijalu svih stanica (Danial i Hockenbery, 2018).
Nekroza, alternativni mehanizam stani¢ne smrti, dogada se kao posljedica ekstremne stani¢ne

ozljede (djelovanje toksina i toksikanata, mehanic¢ke traume, topline ili infekcije) i moze se
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smatrati naruSavanjem stani¢ne homeostaze (Danial i Hockenbery, 2018; Niemann i
Rohrbach, 2016). Stani¢na smrt je usko povezana s ostalim esencijalnim stani¢nim putovima
(Danial i Hockenbery, 2018).

2.5.1. Apoptoza

Termin apoptoza dolazi od grcke rijeCi amomrwaorg, €iji se prefiks ,,apo* (édmd) moze
prevesti kao ,razdvajanje (Navarro-Beltran, 1999), a sufiks ,ptosis“ (wrwoig) kao
,otpadanje“ (Gerschenson i Rotello, 1992; Barlow, 2000). U neuroznanosti, odnosi se na
promjene koje, izmedu ostalog, ukljucuju i oslobadanje malih tijela (Ferrari i sur., 1998;
Frohlich i Madeo, 2000; Mattson, 2000; Oppenheim i von Bartheld, 2008), nastalih kao
rezultat fragmentacije stanice koja umire (Kandel i sur., 2001). Termin apoptoza (a-po-toe-
sis) je prvi put koriSten u radu Kerr, Wyllie i Currie 1972. godine kako bi se opisali razli¢iti
morfoloski tipovi stani¢nih smrti, iako su odredene komponente apoptoze eksplicitno opisane
mnogo godina prije (Kerr i sur., 1972; Paweletz, 2001; Kerr, 2002). Apoptoza ili
programirana smrt stanice je kompliciran proces. Okarakterizirana je kao osnovna aktivnost
stanice koja se dogada u razli¢itim fizioloSkim 1 patoloSkim stanjima. Aktivnost velikog broja
gena je ukljuCena u aktivaciju samo-uniStenja. ViSestani¢ni organizmi ¢esto se moraju
,rijesiti stanica koje su viSak ili predstavljaju potencijalnu opasnost. Regulirana ili
programirana smrt stanice omogucava organizmu da kontrolira broj stanica 1 veliCinu tkiva te

da se §titi od ,,loSih* stanica koje predstavljaju prijetnju homeostazi (Hengartner, 2000).

Proces programirane smrti stanice, ili apoptoza, generalno je okarakterizirana posebnim
morfoloskim karakteristikama i 0 energiji ovisnim biokemijskim mehanizmima. Apoptoza
rezultira raspadom na apoptoticka tjeleSca koja prepoznaju i fagocitiraju fagociti te se ne
pokrece upalni odgovor, ve¢ on ovisi 0 aktivaciji obitelji cistein proteaza, takozvanih kapaza.
Kapaze su visoko konzervirane tijekom evolucije i mogu se pronaci u razli¢itim zivim
organizmima, od covjeka pa do insekata, nematoda 1 hidra (Hengartner, 2000). Apoptoticke
kapaze se mogu podijeliti na inicijatore (pokretace) apoptoze (kapaza -2, -8, -9, -10) i njene
izvrsitelje (egzekutore) (kapaza -3, -6, -7). Apoptoza se moZe odvijati dvama razli¢itim
biokemijskim putevima: unutarnji (intrinzi¢ni) ili vanjski, sporedni (ekstrinzi¢ni), koji
rezultira aktivacijom specificnih kapaza (Niemann i Rohrbach, 2016). Glavna uloga apoptoze
je protektivni uc€inak, odnosno mehanizam protiv neoplastiénog razvoja u organizmima

eliminacijom geneticki oStecenih stanica ili viSka stanica koje se nepravilno dijele mitotickom
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diobom. In vitro i in vivo istraZivanja su pokazala da zaustavljanje apoptoze dovodi do
promocije tumora djelovanjem razli¢itih agensa (Huang i sur., 1999). Apoptoza se smatra
vitalnim fizioloSkim procesom vaznim za kontrolu proliferacije stanica, pravilnog razvoja i
funkcioniranje imunoloskog sustava, hormon ovisne atrofije, embrionalnog razvoja i
kemijskim tvarima potaknutu stani¢nu smrt. Nepravilna apoptoza je faktor brojnih ljudskih
patoloskih stanja poput neurodegenerativnih bolesti, ishemijskih o$tecenja, autoimunih

poremecaja 1 razli€itih vrsta raka (Elmore, 2007).

2.5.2. Nekroza

Termin nekroza dolazi od grcke rijeci necros, sto znaci smrt, a odnosi se na smrt stanice
izloZzene ekstremnim vanjskim (okoliSnim) ili genetskim utjecajima (Walker i sur., 1988).
Nekroza se dugo smatrala neprogramiranim oblikom stani¢nom smrti koja ne ovisi 0 visoko
reguliranim unutarstani¢énim signalnim putovima te se, za razliku od apoptoze, smatra
pasivnim oblikom stani¢ne smrti (Edinger i Thompson, 2004) jer ne zahtijeva sintezu novih
proteina, ima minimalne enegretske potrebe i nije regulirana niti jednim homeostatskim
mehanizmom (Syntichaki i Tavernarakis, 2002) te je posljedica ispreplitanja razli¢itih
molekularnih dogadanja (Niemann i Rohrbach, 2016). Nekroza uzrokuje smanjenje
bioenergetskog potencijala mitohondrija sto posljedi¢no dovodi do smanjivanja razine ATP-a
do razine na kojoj stanica nije sposobna za prezivljavanje. Smatra se da nekrozu uzrokuju
toksicni uvjeti ili fizicka oStecenja stanice. Nekroza rezultira gubitkom integriteta stanicne
membrane i nekontroliranim otpustanjem stani¢nog sadrzaja u izvanstani¢ni prostor $to
dovodi do upalnog odgovora. Tipi¢ne morfoloske promjene nekroti¢ne smrti stanice koje se
dogadaju u vecini, ali ne i u svim eukariotskim stanicama, uklju¢uju nabreknu¢e mitohondrija

te rupturu (puknuce) lizosoma i plazmatske membrane (Niemann i Rohrbach, 2016).

Nekrozu mogu izazvati ozljede, infekcije, toplina, karcinom, infarkt, toksini i upalne
reakcije. Neke studije su pokazale da neki neurodegenerativni poremecaji i bolesti, poput
Alzheimerove, Huntingtonove, Parkinosonove bolesti, amiotrofijske lateralne skleroze (Price i
sur., 1998) i epilepsije, ukljucuju nekrozu. Nekroza je popracena otpustanjem specifi¢nih
enzima Kkoji su pohranjeni u lizosomima i imaju sposobnost razgradnje stani¢nih komponenata
(Niemann i Rohrbach, 2016). Stanice koje ¢esto umiru nekrozom mogu pokazati promjene u
nuklearnoj morfologiji, ali ne i u kondenzaciji i fragmentaciji DNK u fragmenete od 200 bp

koji su karatkteristi¢ni za stanice koje umiru apoptozom (Edinger i Thompson, 2004). Postoje
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i dokazi da znacajke koje su dodijeljene apoptozi, ali ne i nekrozi, poput odsutnosti upalnog
procesa, geneticke kontrole, metode stanicne delecije ovisne o energiji, koja slijedi
koordinirani, predvideni i predodredeni put te kondenzacija kromatina, ne moraju biti
iskljuc¢ivo karakteristike apoptoze. Apoptoza i nekroza su zapravo dvije krajnosti. Mnogi
ksenobiotici/toksikanti mogu izazvati apoptozu u nizim i nekrozu u vi§im dozama (Niemann i

Rohrbach, 2016).

2.6. PROTEKTIVNI UCINCI RESVERATROLA NA TOKSICNOST
INDUCIRANU PCB-ima

Poliklorirani bifenili su perzistentni organski zagadivaci ¢ija je uporaba zabranjena 1970-
th u Sjedinjenim Americkim DrZzavama, no nedavne studije procjenjuju da je prosjecan
Amerikanac i dalje izloZen, u prosjeku, 33 ng PCB-a na dan kroz prehranu (Schecter i sur.
2010). Nekoliko epidemioloskih studija tvrdi da izlozenost niskim koncentracijama PCB-a
poti¢e razvoj dijabetesa tipa 2 kod ljudi (Lee i sur., 2010; Lee i sur., 2011). Nedavne studije
su pokazale da planarni PCB-i koji su ligandi AhR uzrokuju poremecaje homeostaze glukoze
kod misa (Baker i sur., 2013a). Ovi uéinci se povezuju s upalnim procesima U adipoznom

tkivu, mjestu na kojem se PCB-i akumuliraju (Baker i sur., 2013a).

Biljni polifenol resveratrol pokazuje protektivni uc¢inak u adipocitima. U 3T3-L1
adipocitima (preadipociti miSa), resveratrol inhibira stimulaciju upalnih adipokina (Ahn i sur.,
2007; Zhu i sur., 2008; Szkudelska i sur., 2009; Kang i sur., 2010; Olholm i sur., 2010; Yen i
sur., 2011; Rosenow i sur., 2012). Resveratrol je pokazao protektivni ucinak prema
inzulinskoj rezistenciji u kultiviranim adipocitima (Kang i sur., 2012). Primjena resveratrola
poboljsava toleranciju na glukozu i smanjuje inzulinsku rezistenciju kod miSeva s izazvanom
pretilos¢u (Baur i sur., 2006; Lagouge i sur., 2006; Jeon i sur., 2012)., kod genetski
uvjetovano-pretilih glodavaca (Milne i sur., 2007; Rivera i sur., 2009; Chen i sur., 2012) i
ljudi s dijabetesom tipa 2 (Bhatt i sur., 2012). Resveratrol ulazi u interakcije s AhR
rezultirajuci translokacijom receptora u jezgru, a te interakcije ne rezultiraju aktivacijom
(Casper i sur., 1999; Beedanagari i sur., 2009). Prema tome, resveratrol smanjuje toksi¢ne
uc¢inke liganada koji se vezu za AhR in vitro i in vivo (Casper i sur., 1999; Chen i sur., 2004;
Lu i sur., 2008; Ishida i sur., 2009; Singh i sur., 2011). Jos uvijek nije poznato ima li
resveratrol protektivne uc¢inke na toksi¢nost potaknutu PCB ligandima AhR-a te ukljucuje li ta

zastita obnavljanje mjera inzulinske osjetljivosti u adipocitima, primarnom mjestu za PCB-
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ima izazvanu aktivaciju upalnih citokina koji su povezani s razvojem inzulinske rezistencije
(Arsenescu i sur., 2008; Baker i sur., 2013a).

Rezultati studije (Baker i sur., 2013b) su pokazali da suplementacija s resveratrolom u
prehrani u potpunosti sprjecava PCB-em 77 izazvan poremecaj glukoze i inzulinsku
rezistenciju kod miSa. PCB rezultira supresijom inzulin stimuliraju¢ih razina pAkt
(fosforilirani Akt — protutijelo) u adipoznom tkivu te je taj ucinak sprijecio resveratrol. U
kultiviranim adipocitima, PCB 77 povecava oksidacijski stres i smanjuje inzulin stimulirane
razine p-Akt i unos glukoze, a ovi uéinci mogu biti ublazeni ovisno o dozi resveratrola.
Mehanizmi kojima resveratrol stiti od PCB izazvanog oksidacijskog stresa i poremecaja unosa
glukoze u 3T3-L1 adipocitima mogu ukljucivati aktivaciju antioksidacijskog Nrf2
signaliziraju¢eg puta S obzirom da se pokazalo da resveratrol stimulira Nrf2 i/ili NQO1
ekspresiju u adipocitima i povecava ekspresiju NQOI1 u adipoznom tkivu miSa. Na tkivne
razine PCB-a 77 i metabolita nije utjecala istodobna izloZenost resveratrolu u miseva, §to
upucuje na to da protektivni u¢inci na PCB-ima naruSenu homeostazu glukoze nisu rezultat
promjena u distribuciji ili metabolizmu PCB-a 77. Studija (Baker i sur., 2013b) je pokazala da
suplementacija s resveratrolom uc¢inkovito stiti od dijabetoloskih u¢inaka PCB-a 77 in vitro i
in vivo. Nedavna klini¢ka studija provedena na pacijentima s dijabetesom tipa 2, koji su
uzimali oralne suplemente resveratrola tri mjeseca, pokazala je znacajno poboljSanje svih
biomarkera povezanih s boles¢u (Bhatt i sur., 2012). Zanimljivo je da su neki biljni izvori
hrane bogati s resveratrolom, a siromasni s PCB-ima uslijed akumulacije iz okolisa, s obzirom
da je ukupna koncentracija PCB-a u hrani Zivotinjskog podrijetla (meso i riba) veca nego u
drugim prehrambenim izvorima (Schecter i sur., 2010). To znaci da bi prehrana s vise povréa
i manje mesa istodobno pruzila antioksidacijsku zastitu te smanjila ukupno opterecenje

organizma sa zagadiva¢ima okoliSa (Baker i sur., 2013b).

Rezultati ove studije (Baker i sur., 2013b) upuéuju na to da resveratrol smanjuje
oksidacijski stres u adipoznom tkivu izazvan s PCB-em 77 dok istovremeno poveéava Nrf2
signalizaciju. Mogucée je da ta resveratrolom posredovana stimulacija Nrf2 signalizacije
doprinosi zastiti od PCB-em 77 izazvanog poremecaja glukoze i tolerancije na inzulin. Ovi
rezultati dovode do zakljucka da bi suplementacija s resveratrolom mogla biti potencijalna
terapija kod populacije s poznatom izlozenos¢u PCB-ima kako bi se smanjio rizik od razvoja
dijabetesa (Baker i sur., 2013b).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijal
3.1.1. Bioloski materijal

U radu je koriStena stani¢na linija ovarija kineskog hrcka CHO (Chinese hamster ovary) -
K1 koja raste u monosloju. Stanice su subklonovi roditeljske stani¢ne linije CHO izolirane iz
ovarija odraslog kineskog hr¢ka (ATCC, 2019). Stanice su uzgajane pri 37 °C i 5% COz u
Dulbecco’'s MEM/F-12 mediju uz dodatak 5-20% fetalnog govedeg seruma.

3.1.2. Kemikalije
U radu su koristene sljedece kemikalije:

e apsolutni etanol, Alkaloid, Skoplje, Makedonija

e Dboja tripan plavo (Trypan Blue), Sigma — Aldrich Co., St. Louis, SAD

e destilirana voda (dH-0)

e DMSO (dimetilsulfoksid), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Dulbecco's MEM/F-12, Sigma — Aldrich Co., St. Louis, MO, SAD

e Fetal Bovine Serum (FBS — fetalni govedi serum), GIBCO, Paisley, Ujedinjeno
Kraljevstvo

e KCI, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e KH:PO. x H20, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e ledena octena kiselina, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Muse annexin V & dead cell assay kit, kat. broj MCH 100105, Millipore, Merck,
Darmstadt, Njemacka

e Na.HPO. x 7 H20, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e NaCl, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Neutralrot, E. Merck Ag — Darmstadt, Njemacka

e PCB 153 (2,2'4,4'5,5-heksaklorbifenil), Sigma — Aldrich Co., St. Louis, SAD

e PCB 77 (3,3',4,4'-tetraklorbifenil), Sigma — Aldrich Co., St. Louis, SAD

e Resveratrol, Sigma — Aldrich Co., St. Louis, SAD

e tripsin— EDTA, GIBCO, Paisley, Ujedinjeno Kraljevstvo

e Coomassie brilliant blue R-250, LKB, Bromma, Svedska
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3.1.3. Otopine i puferi

Dulbecco's MEM/F12 (GIBCO)

Sastav Dulbecco medija:

Sastojci:
aminokiseline:
L —Alanin
L -Arginin hidroklorid
L -Asparagin x H.O
L -Asparaginska kiselina
L -Cistein hidroklorid xH-O
L -Cistein 2 HCI
L -Glutaminska kiselina
L —Glutamin
L -Histidin hidroklorid x H-O
L —Izoleucin
L —Leucin
L -Lizin hidroklorid
L —Metionin
L —Fenilalanin
L —Prolin
L —Serin
L —Treonin
L —Triptofan
L —Tirozin

L —Valin
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Koncentracija (mg L)

4,45
147,50
7,50
6,65
17,56
31,29
7,35
365,00
31,48
54,47
59,05
91,35
17,24
35,48
17,25
26,25
53,45
9,02
55,79
25,85



vitamini:

Biotin

Kolin Klorid

D -Ca pantotenska kiselina
Folna kiselina

Niacinamid (nikotinamid)
Piridoksin hidroklorid
Riboflavin

Tiamin hidroklorid
Vitamin Biz

| —inozitol

anorganske soli:
CaClz

CuSOs4 x 5 H20
Fe(NOs)s x 9 H:0
FeSO4 x 7 H20
MgCL x 6 H:O
MgSO4 x 7 H20
KCI

NaHCOs

NaCl

Na:HPO4x 7 H20
NaH2PO4 x H20
ZnS04 x 7 H20

ostali sastojci:

D —Glukoza
HEPES
Hipoksantin Na
Linolna kiselina
Lipoi¢na kiselina

Fenol crvenilo

0,0035
8,98
2,24
2,65
2,02
2,00

0,219
2,17
0,68
12,61

116,60
0,0013
0,050
0,417
61,00
100,00
311,80
1200,00
6995,50
134,00
62,50
0,432

3151,00
3075,40
2,39
0,042
0,105
8,100
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Putrescin 2 HCI
Natrij piruvat

Timidin

PBS (Phosphate Buffer Saline) pufer

pH=7,4
NaCl
KCI
NaHPO.
KH2PO4
dH2=0

0,4%-tna otopina Trypan Blue

Trypan Blue
PBS pufer

Profiltrirati.

4%-tna ishodna otopina Neutral Red

Neutral Red
dH-.O

Sterilno profiltrirati.

Radna otopina Neutral Red
ishodna otopina Neutral Red

medij za uzgoj

Otopina za odbojavanje
apsolutni etanol

ledena octena kiselina
dH-0

0,081
55,00
0,365

8,00 g
0,209
144 ¢
0,24 ¢
do 1000 mL

0,08 g
20 mL

4,00 g
100 mL

125 uL
100 mL

50 %
1%
49 %
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Kenacid Blue R stock otopina

Coomassie Brilliant Blue R-250 0,449
Apsolutni etanol 250 mL
dH-0 630 mL

Radna otopina Kenacid Blue
Kenacid Blue R stock otopina 88 mL

Ledena octena kiselina 12 mL

Otopina za fiksiranje Kenacid Blue boje

Apsolutni etanol 50 %
Ledena octena kiselina 1%
dH-O 49 %

Otopina za ispiranje Kenacid Blue boje

Apsolutni etanol 10 %
Ledena octena kiselina 5%
dH-0O 85 %

Otopina za desorpciju

Kalijev acetat 98,15¢
Apsolutni etanol 700 mL
dH-0 300 mL

Ishodna otopina PCB 77
PCB 77 10,00 mg
DMSO 3,42 mL

- pripremljena je otopina PCB 77 tako da se u mediju za uzgoj postigne koncentracija od 75

uM PCB 77.
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Ishodna otopina PCB 153

PCB 153 10,00 mg

DMSO 2,77 mL

- pripremljena je otopina PCB 153 tako da se u mediju za uzgoj postigne koncentracija od 75

uM PCB 153.

Ishodna otopina resveratrola

Resveratrol 100 mg
Etanol 1mL
- pripremljene su otopine resveratrola tako da se u mediju za uzgoj postignu koncentracije od

2,5, 5,10, 15120 uM resveratrola.

3.1.4. Oprema i uredaji
U radu je koristena sljede¢a oprema:

analiticka vaga, Mettler, Ziirich, Svicarska

e centrifuga, Centric 322A, Tehnica Zelezniki, Slovenija

e Fuchs-Rosenthalova komorica za brojanje stanica; Assistant, Bright-Line, Njemacka

e inkubator s kontroliranom atmosferom; IR 1500, Automatic CO 2 , Flow Laboratories,
Velika Britanija

¢ inverzni mikroskop; Carl Zeiss, Jena, Njemacka

e komora za sterilan rad (laminar); Twin 30, Gelaire Flow Laboratories, Velika Britanija

e precizna vaga, Mettler P1210, Ziirich, Svicarska

e spektrofotometar, Helios-y, Thermo Electron Corporation, Velika Britanija
e svjetlosni mikroskop; LABOVAL 4, Carl Zeiss, Jena, Njemacka

e vibracijska mjesalica, Tehnica Zelezniki, Slovenija

e MUSE (Muse Cell Analyzer), Millipore, Merck, Darmstadt, Njemacka
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3.2. Metode rada
3.2.1. Odrzavanje CHO-K1 stanica u kulturi

CHO-K1 stanice se ¢uvaju na -80 °C u mediju za zamrzavanje koji se sastoji od 80%
Dulbecco's MEM/F-12 medija, 10% FBS-a i 10% DMSO-a. Uzgoj i odrZavanje stanica
zapocinje naglim odmrzavanjem na 37 °C, u atmosferi od 95% zraka i 5% CO.. Nakon
odmrzavanja stanica slijedi centrifugiranje pri 1000 okretaja min™' u trajanju od 5 minuta te
uklanjanje supernatanta. Talog stanica se resuspendira u 90% Dulbecco's MEM/F-12 medija i
10% FBS-a te prenese u T-bocu radi daljnje kultivacije. Uvjeti kontrolirane atmosfere (37 °C,
95% zraka i 5% CQO) potrebni su za optimalni rast i razvoj stanica, a osiguravaju se uzgojem
stanica u inkubatoru u kojem vladaju navedeni uvjeti. Uz to potrebno je redovito mijenjanje
medija za uzgoj. Monoslojne stanice u T-boci je prvo potrebno isprati od ostatka iskoristenog
seruma i1 medija, a zatim odvojiti od povrSine T-boce dodavanjem 1-2 mL tripsina
(proteoliti¢ki enzim). Tripsiniziranim stanicama Se dodaje medij za uzgoj (90% Dulbecco's
MEM/F-12 medija i 10% FBS-a) te se stanice resuspendiraju u mediju za uzgoj. Uzima se
uzorak stani¢ne suspenzije za odredivanje broja stanica metodom Trypan Blue. Nakon
izraCunavanja broja stanica u uzorku, stanice se razrijeduju na koncentraciju 2x10° stanica

mL™' medija za uzgoj dodatkom novog medija.

3.2.2. Odredivanje broja stanica metodom Trypan Blue

Iz suspenzije prethodno tripsiniziranih stanica izdvoji se 20 pL stanica te im se dodaje 20
uL 0,4%-tne boje Trypan Blue. Dobivena suspenzija se resuspendira te se nanosi 20 pL te
suspenzije na Fuchs-Rosenthalovu komoricu te se broje stanice pod svjetlosnim
mikroskopom. Zive stanice ostaju neobojane, dok su mrtve plavo obojane zbog osteéenja
stani¢éne membrane. Fuchs-Rosenthalova komorica je podijeljena na 16 kvadrata, a broje se
stanice na unutarnja Cetiri i to tako da se uvijek broje sve stanice unutar kvadrata te one u
donjem i desnom rubu kako bi se izbjeglo brojanje istih stanica vise puta. Komorica je dubine
0,2 mm i povrsine 0,0625 mm? (Slika 8). Broj stanica po mililitru medija za uzgoj se odreduje
na nain da se izraCuna srednja vrijednost broja Zivih stanica izbrojanih u Cetiri sredi$nja

kvadrata i pomnozi s 10*.
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Slika 8. Fuchs-Rosenthalova komorica (FAO, 1996)

3.2.3. Odredivanje ucinka resveratrola pri citotoksicnom djelovanju PCB kongenera na

vijabilnost CHO-K1 stanica Neutral Red metodom

U bunari¢e na mikrotitarskoj plo¢i nacijepljuje se po 2 mL suspenzije CHO-K1 stanica u
koncentraciji 2x10* stanica mL™! medija za uzgoj te se nakon sat vremena dodaje pripremljena
otopina resveratrola u apsolutnom etanolu, tako da se dodatkom 10 pL otopine resveratrola po
bunari¢u u mediju za uzgoj postignu koncentracije resveratrola od 2,5, 5, 10 i 20 uM (prema
Tablici 1). Predinkubacija resveratrolom trajala je 24 sata, nakon ¢ega su stanice tretirane s 20
uL 75 uM PCB-a 77, odnosno s 20 uL 75 uM PCB-a 153 bez prethodnog uklanjanja medija s
resveratrolom. Inkubacija s PCB kongenerima trajala je 24 sata. Istovremeno s pracenjem
ucinka resveratrola i PCB kongenera na stanice, pracen je i kontrolni uzorak stanica tretiran s
istim volumenom (10 pL) apsolutnog etanola u kojem je dodavan resveratrol i istim
volumenom (20 pL) DMSO-a u kojem su dodavani PCB kongeneri (20 uL) s ciljem
odredivanja moguceg toksi¢nog djelovanja samih otapala. U jednom od 6 bunariCa na
mikrotitarskoj ploc¢i stanice su tretirane sa 75 uM PCB-em 77 ili PCB-em 153 bez prethodne
predinkubacije resveratrolom dok jedan bunari¢ sluzi kao kontrolni uzorak (10 uL DMSO
mL™ medija za uzgoj i 5 puL apsolutnog EtOH mL' medija za uzgoj). Nakon inkubacije se

vijabilnost stanica provjerava metodom Neutral Red.

Postupak odredivanja vijabilnosti stanica Neutral Red metodom zapoc€inje uklanjanjem
medija za uzgoj iz jazica multiwell ploca te ispiranjem stanica s 1mL sterilnog PBS pufera
kako bi se uklonili tragovi medija za uzgoj koji mogu utjecati na rezultate mjerenja. Potom se
u svaku jazicu doda 1 mL radne otopine Neutral Red. Nakon toga slijedi inkubacija pri 37 °C

u sterilnim uvjetima. Nakon 3 sata inkubacije iz jazica multiwell ploca se uklanja otopina boje

33



te se stanice ispiru PBS puferom. U jazice se potom dodaje 2 mL otopine za odbojavanje koje
se provodi na tresilici u trajanju od 20 minuta. Intenzitet nastalog obojenja odreduje se

spektorfotometrijski pri valnoj duljini od 540 nm u odnosu na slijepu probu.

3.2.4. Odredivanje ucinka resveratrola pri citotoksi¢cnom djelovanju PCB kongenera na

vijabilnost CHO-K1 stanica Kenacid Blue metodom

Na istim stanicama je nakon provedene metode Neutral Red, provedena metoda Kenacid
Blue. Postupak odredivanja vijabilnosti stanica Kenacid Blue metodom zapocinje uklanjanjem
otopine za odbojavanje i u svaku jaZicu na plo¢i doda se 1 mL radne otopine Kenacid Blue
boje pripremljene neposredno prije eksperimenta. Bojanje se provodi 20 minuta na tresilici,
nakon Cega se uklanja boja. Jazice se ispiru po dva puta s 1 mL otopine za ispiranje te se
nakon drugog ispiranja ponovno stavljaju na tresilicu. Nakon 20 minuta ukloni se otopina za
ispiranje, u svaku jazicu multiwell plo¢e se dodaje 2 mL otopine za desorpciju i ploce se
ostave 20 minuta na tresilici. Intenzitet nastalog obojenja odreduje se spektrofotometrijski pri

valnoj duljini od 577 nm u odnosu na slijepu probu.

Tablica 1. Plan pokusa pracenja u¢inka resveratrola pri tretmanu stanica s PCB 77 i PCB 153

Apsolutni PCB | PCB
DMSO Resveratrol
etanol 77 153
kontrolni uzorci + +
pracenje proliferacije stanica uz PCB 77 + +
praéenje proliferacije stanica uz PCB 153 + +
praéenje proliferacije stanica prethodno + +
inkubiranih resveratrolom, a potom tretiranih s
PCB 77
praéenje proliferacije stanica prethodno + +
inkubiranih resveratrolom, a potom tretiranih s
PCB 153
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3.2.5. Odredivanje ucinka resveratrola pri citotoksicnom djelovanju PCB kongenera

proto¢nim citometrom Muse-0m

Muse je novi instrument koji omoguéava multidimenzionalnu analizu zdravlja stanice.
Karakterizira ga brzo dobivanje rezultata, odnosno koncentracije stanica, stani¢ne vijabilnosti,
apoptoti¢kog statusa i distribucije stanica unutar stani¢nog ciklusa (Gillis i sur., 2011). Bazira
se na detekciji fosfatidil serina na povrsini apoptoti¢kih stanica te koristi reagens koji sadrzi
fluorescentno oznaceni Aneksin V (eng. Annexin V) u kombinaciji s markerom stani¢ne smrti,
7-amino aktinomicin D (eng. 7-amino actinomycin D, 7-AAD). Aneksin V je Ca*"-ovisni
fosfolipid-vezuju¢i protein koji ima visoki afinitet za fosfatidil serin koji se nalazi na

unutarnjoj povrsini stanicne membrane (Khan 1 sur., 2012).

U ovom radu koristen je jedan od dostupnih kitova za odredivanje apoptoze, kit kat. br.
MCH100105 (Muse annexin V & dead cell assay kit) koji se skladisti zastien od svjetla na
temperaturi od 2 do 8°C, a sadrzi dvije boje: 7-aktinomicin D i fikoeritrin (PE). Fluorescentna
boja 7-AAD izlucuje se iz zivih i zdravih stanica dok se zadrzava u mrtvim stanicama kao i u
stanicama u kasnoj apoptozi (Merck Millipore, 2019). Uz argon-ion laser 7-AAD moze biti u
pobudenom stanju kod 488 nm i emitira kod maksimalne valne duljine 647 nm. Stoga je
pogodan za koriStenje s drugim fluorokromima koji emitiraju kod 488 nm kao §to su FITC i
PE (R&D Systems, 2019). U fazi rane apoptoze fosfatidil serin se premjesta na vanjsku
povrsinu stanicne membrane gdje ga Aneksin V-PE (anneksin V oznacen fluorescentnim
fikoeritrinom) uoc¢ava te se veze na njega (Slika 9). U fazi kasne apoptoze stanice pokazuju
gubitak membranskog integriteta (Khan i sur., 2012). Uz pomo¢ ovog kita moze se odrediti

udio zivih i mrtvih stanica te udio stanica u ranoj i kasnoj apoptozi (Merck Millipore, 2019).

Na multiwell plo¢i sa 6 jaZica nacijepi se 2 mL CHO-K1 stanica u koncentraciji 2x10*
stanica mL? medija za uzgoj. Sat vremena nakon nacijepljivanja stanice su tretirane
resveratrolom, a zatim se, nakon 24 sata, stanice tretiraju s PCB-em 77 ili PCB-em 153.
Nakon inkubacije od 48 sati metodom proto¢ne citometrije odreduje se udio Zivih, nekrotiénih
i apoptoti¢nih stanica u populaciji. Postupak zapoc¢inje tripsinizacijom i sakupljanjem stanica.
1z jazica se ukloni medij te se na stanice dodaje 500 pL tripsina i kada se sve stanice odvoje
od podloge u jazice se vraca 500 pL prethodno izvadenog medija. Dobiva se suspenzija
stanica u mediju iz koje se izdvaja 100 pL za daljnju analizu. Test se provodi tako da se
pomijesa 100 pL Kit-a kat. br. MCH100105 i 100 pL uzorka. Slijedi inkubacija 20 minuta na
sobnoj temperaturi u mraku, a zatim nanosenje uzorka na protoCni citometar i oCitavanje
rezultata mjerenja.
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Slika 9. Kombinirana upotreba Aneksina V i 7-AAD omogucava
razlikovanje zivih stanica te stanica u ranoj i kasnoj apoptozi (Khan i sur.,
2012)
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3.3. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (X ) uzoraka u skupini:

S pripadaju¢im standardnim pogreskama S, :

|20 — %)?
% = /m

N = ukupni broj uzoraka u skupini
Xi = pojedinacne vrijednosti uzoraka

Statisticka analiza provedena je Studentovim t-testom izraCunavajuci t vrijednost prema

izrazu:

X1 — X

/S,%i +S2

Statisticki znaCajnim smatrane su razlike izmedu skupina za koje je stupanj vjerojatnosti

p<0,05.

t =
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je ispitati u¢inak resveratrola pri citotoksi¢nom djelovanju PCB-a 77 i
PCB-a 153. Prethodnim istrazivanjima provedenim u Laboratoriju za toksikologiju utvrden je
izrazen inhibitorni u¢inak PCB-a na stani¢nu proliferaciju pri dozama > 50 uM te je stoga
odabrana doza od 75 uM PCB-a 77, odnosno PCB-a 153 za istraZivanja obuhvaéena ovim
radom (Murati i sur., 2015). U tu svrhu koriStena je CHO (Chinese Hamster Ovary) — K1
stani¢na linija. Nakon postavljanja pokusa, odnosno nacjepljivanja 2 mL stanica pripremljenih
prema protokolu u jazice multiwell ploca, uslijedila je inkubacija u trajanju od jednog sata.
Stanice su potom tretirane resveratrolom tako da su u mediju za uzgoj postignute
koncentracije od 2,5, 5, 10 i 20 uM (pri dozama vi§im od 50 uM resveratrol djeluje
citotoksi¢no na CHO-K1 stanice, Mardetko, 2015) te inkubirane tijekom 24 sata, nakon ¢ega
su tretirane sa 75 uM PCB-em 77 ili PCB-em 153 i ponovno inkubirane tijekom 24 sata.
Moguc¢i protektivni u€inak resveratrola na CHO-K1 stanice pri citotoksicnom djelovanju
PCB-kongenera ispitan je metodama Neutral Red i Kenacid Blue te metodom protocne

citometrije. Dobiveni rezultati su statisticki obradeni te prikazani u obliku grafova.

Metode Neutral Red i Kenacid Blue su jedne od najcesce koriStenih testova citotoksi¢nosti
zbog jednostavnosti izvodenja te mogucnosti brzog dobivanja rezultata. Neutral Red se
temelji na sposobnosti zivih (vijabilnih) stanica da inkorporiraju i vezu boju Neutral Red u
lizosomima (Repetto i sur., 2008), dok se Kenacid Blue metoda temelji na vezanju boje na

ukupne stani¢ne proteine (Clothier, 1995).

Protoc¢na citometrija je metoda koja se zasniva na laserskoj tehnologiji, a koristi se za
analizu stanice ili njezinih dijelova. Njome se mogu utvrditi proteini na povrsini stanice, kao i
molekule unutar stanice, veliCina 1 volumen stanice, razli¢ite stanice u heterogenoj stani¢noj
populaciji te &istoca izoliranih subpopulacija. Cesto se koristi za odredivanje proteina na koje
se vezu fluorescentno oznaceni ligandi ili antitijela mjerenjem fluorescencije (Abcam, 2019).
U ovom radu ucinak resveratrola pri citotoksicnom djelovanju PCB kongenera odreden je
pomocu proto¢nog citometra Muse i kita za odredivanje apoptoze (Muse annexin V & dead
cell assay kit), koji se bazira na detekciji fosfatidil serina na povrsini apoptotickih stanica.
Ova metoda omogucava kvantitativnu analizu Zivih, apoptotickih (u ranoj 1 kasnoj apoptozi) 1
mrtvih (nekroti¢nih) stanica te daje tofne 1 precizne rezultate koji su izrazeni kao

koncentracija (stanice mL™) i postotak prethodno navedenih stanica (Merck Millipore, 2019).

38



4.1. UCINAK RESVERATROLA PRI CITOTOKSICNOM DJELOVANJU PCB-a
77 NA CHO-K1 STANICNOJ LINIJI ODREPEN METODAMA NEUTRAL
RED | KENACID BLUE

Resveratrol (3,4',5-trihidroksistilben) je prirodni antioksidans, polifenolni spoj Kkoji
pripada razredu stilbena, odnosno podskupini ne-flavonoidnih fenolnih spojeva (Bastin i
Djouadi, 2016; Waterhouse, 2002). Pripisuju mu se brojni bioloski uc¢inci na zdravlje:
antioksidacijska aktivnost, modulacija metabolizma lipida i lipoproteina, antitrombocitno
djelovanje, vazodilatacijski u¢inak, antikancerogeni ucinak, estrogena aktivnost (Fremont,
1999), protuupalni i kemopreventivni ucinci (Wenzel i Somoza, 2005) te zastita od razvoja
dijabetesa (Sharma i sur., 2007) i neurodegenerativnih bolesti (Anekonda, 2006). Neka in
vitro, ali i in vivo istrazivanja su pokazala da resveratrol ima sposobnost inhibicije rasta
nekoliko vrsta ljudskih kancerogenih stanica, ovisno o dozi u kojoj se primjenjuje, a taj
antiproliferativni u¢inak se pripisuje sposobnosti zaustavljanja stanica u S-fazi stani¢nog

ciklusa i indukciji apoptoze (Joe i sur., 2002).

Moguce protektivno djelovanje resveratrola na PCB-em 77 (75 uM) inducirano smanjenje
vijabilnosti CHO-K1 stanica odredeno je 24 sata nakon tretmana stanica s tim ,,dioksinu‘

slicnim PCB kongenerom metodom Neutral Red, a potom i metodom Kenacid Blue.
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Slika 10. Uc¢inak resveratrola (2,5 — 20 uM) na vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih sa 75
uM PCB-em 77 odreden metodom Neutral Red (Ki — intaktne stanice; Ke/Kd — stanice
tretirane s etanolom u koncentraciji od 5 pL mL™" 1 DMSO u koncentraciji od 10 pL. mL™;
PCB 77 — stanice tretirane s PCB 77 1 etanolom u koncentraciji od 5 uL mL™"; RSV 2,5/PCB
77 — RSV 20/PCB 77 — stanice predinkubirane s resveratrolom u koncentracijama od 2,5 —
20 uM te zatim tretirane sa 75 uM PCB 77. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost +

standardna pogreska.

Poliklorirani bifenili su sveprisutni zagadivaci okoliSa, visoko stabilni spojevi pa se
koriste u proizvodnji brojnih industrijskih proizvoda. Fizikalno — kemijska svojstva pojedinih
PCB kongenera se razlikuju, $to utje¢e na njihovu apsorpciju u organizmu, kumulaciju i
metabolizam (Bonefeld-Jergensen i sur., 2001). Dokazano je da PCB-i mogu poremetiti
endokrinu homeostazu organizma 1 izazvati reprodukcijsku toksi¢nost te da djeluju
imunotoksi¢no, neurotoksi¢no 1 genotoksi¢no. Stupanj toksi¢nosti pojedinog PCB kongenera
uvelike ovisi o poziciji i broju supstituiranih atoma klora na bifenilnom prstenu (Kmeti¢ i sur.,
2012).

PCB kongeneri su hidrofobni te irnaju ograniéenu topljivost u vodi pa se moze ocekivati

unos u stanicu. Od moguéih 209 PCB kongenera, u ovom radu koristena su dva, PCB 77 i
PCB 153. PCB 77 je kongener planarne konformacije s visokim, a PCB 153 je kongener

neplanarne konformacije s niskim afinitetom za Ah receptor. Pri tretmanu CHO-K1 stanica sa
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75 uM PCB-em 77 vidljivo je da je doslo do smanjenja broja vijabilnih stanica u odnosu na
kontrolne uzorke (Ki — intaktne stanice; Ke/Kd — stanice tretirane s etanolom i DMSO) (Slika
10). Istrazivanja drugih znanstvenika su pokazala da tretman i s planarnim (PCB 77) i s
neplanarnim (PCB 153) PCB kongenerima dovodi do gubitka stani¢ne vijabilnosti i ubrzava
proces apoptoze (Sanchez-Alonso i sur., 2003). Medutim, postoje neki autori koji su dokazali
da PCB kongeneri planarne konfiguracije i s visokim afinitetom za Ah receptor ne iniciraju
apoptozu i ne utje¢u na vijabilnost stanica (Shin i sur., 2000). Takvi kontradiktorni rezultati
mogu biti posljedica koriStenja razli¢itih modela u istrazivanjima (Sanchez-Alonso i sur.,
2003). Vecina istrazivanja o mehanizmima toksi¢nosti PCB-a su fokusirana na planarne,
dioksinu sli¢ne kongenere s pretpostavkom da je Ah receptor ukljucen u toksi¢ne u¢inke ovih
spojeva (Sanchez-Alonso i sur., 2003), ali je bitno napomenuti da i PCB kongeneri neplanarne
konfiguracije mogu izazvati toksi¢ne uéinke nekim drugim mehanizmima (Kmeti¢ i sur.,

2012).

Ucinak razli¢itih koncentracija resveratrola (2,5 - 20 uM) na stani¢nu vijabilnost, na Slici
11 prikazan je kao postotak prezivljenja stanica tretiranih sa 75 uM PCB-em 77 uz

predtretman s resveratrolom u odnosu na kontrolni uzorak (Ke/Kd).
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Slika 11. U¢inak resveratrola (2,5 -20 uM) na vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih sa 75
uM PCB-em 77 u odnosu na kontrolni uzorak (Ke/Kd - stanice tretirane s etanolom i
DMSO) odreden metodom Neutral Red. Podaci su izrazeni izraZeni kao srednja vrijednost +

standardna pogreska. Statisticki znac¢ajna razlika (Student t-test): ®p<0,001.
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Iz Slike 11 je vidljiv statisti¢ki znacajan citotoksi¢ni u¢inak PCB 77 u odnosu na kontrolni
uzorak (Ke/Kd) odreden metodom Neutral Red. Predtretman stanica s resveratrolom nije
doveo do zeljenog protektivnog ucinka na vijabilnost stanica tretiranih s PCB-em 77. Bez
obzira na predtretman s resveratrolom, prezivljenje s PCB-em 77 tretiranih stanica i dalje je

statisti¢ki znac¢ajno nize u odnosu na kontrolu.

Ucinak resveratrola na vijabilnost PCB-em tretiranih stanica na Slici 12 prikazan je kao
postotak prezivljenja stanica tretiranih sa 75 uM PCB-em 77 uz predtretman s resveratrolom u

odnosu na stanice tretirane samo s PCB-em 77.
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Slika 12. U¢inak resveratrola (2,5 -20 uM) na vijabilnost CHO-K1 stanica 24 sata nakon
tretmana sa 75 uM PCB-em 77 u odnosu na stanice tretirane sa PCB 77 bez prethodnog
tretmana s resveratrolom (PCB 77) odreden metodom Neutral Red. Podaci su izrazeni kao
srednja vrijednost + standardna pogreska. StatistiCki znacajna razlika (Student t-test):

n<0,05; Pp<0,001.

Kod stanica predtretiranih s resveratrolom, a zatim inkubiranih s PCB-em 77 u odnosu na
one tretirane samo s PCB-em 77 ne samo da nije doslo do poboljsanja vijabilnosti §to je bila
hipoteza istraZivanja, ve¢ je obrnuto — primije¢eno je sinergistiCko inhibitorno djelovanje

resveratrola pri koncentracijama od 5 uM i vi§im (p<0,05; p<0,001) (Slika 12).
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Moguce protektivno djelovanje resveratrola u razli¢itim koncentracijama (2,5 — 20 uM) na
smanjenu vijabilnost stanica 24 sata nakon tretmana s PCB-em 77 odredeno je i metodom

Kenacid Blue, nakon provedene Neutral Red metode.
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Slika 13. U¢inak resveratrola (2,5 — 20 uM) na vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih sa 75
uM PCB-em 77 odreden metodom Kenacid Blue (Ki — intaktne stanice; Ke/Kd — stanice
tretirane s etanolom u koncentraciji od 5 uL mL™" i DMSO u koncentraciji od 10 pL mL™;
PCB 77 — stanice tretirane s PCB 77 1 etanolom u koncentraciji od 5 pL mL™"; RSV 2,5/PCB
77 — RSV 20/PCB 77 — stanice predinkubirane s resveratrolom u koncentracijama od 2,5 — 20
UM te zatim tretirane sa 75 uM PCB 77. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost +

standardna pogreska.

Nakon tretmana CHO-K1 stanica sa 75 uM PCB-em 77 uz prethodnu inkubaciju s
razli¢itim koncentracijama resveratrola (2,5 — 20 uM), metodom Kenacid Blue je utvrdeno da
je doslo do smanjenja vijabilnosti stanica zbog citotoksi¢nog djelovanja PCB-a 77 u odnosu
na kontrolne uzorke (Ki i Ke/Kd) te da nijedna koncentracija resveratrola nije pokazala

protektivni u¢inak na smanjenje vijabilnosti stanica nakon tretmana s PCB-em 77 (Slika 13).
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U¢inak razlicitih koncentracija resveratrola (2,5 - 20 pM) na stani¢nu vijabilnost prikazan
je kao postotak prezivljenja stanica tretiranih sa 75 uM PCB-em 77, uz predtretman s
resveratrolom u odnosu na kontrolni uzorak (Ke/Kd) (Slika 14).
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Slika 14. Uc¢inak resveratrola na vijabilnost (2,5 -20 uM) CHO-K1 stanica tretiranih sa 75
uM PCB-em 77 u odnosu na kontrolni uzorak (Ke/Kd - stanice tretirane s etanolom i DMSO)
odreden metodom Kenacid Blue. Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna

pogreska. Statisti¢ki zna¢ajna razlika (Student t-test): 3p<0,025; ®p<0,005; p<0,001.

Metodom Kenacid Blue uoc¢eno je da je 75 uM PCB 77 citotoksi¢no djelovao na CHO-K1
stanice i uzrokovao statisticki znac¢ajno smanjenje vijabilnosti stanica (PCB 77) u odnosu na
kontrolni uzorak stanica (Ke/Kd) (p<0,025). Stanice koje su bile predinkubirane s
resveratrolom u koncentracijama od 5, 10 i 20 uM (p<0,005; <0,001), a zatim tretirane s
PCB-em 77 nisu pokazale poboljSanu vijabilnost, S$to zna¢i da nijedna koncentracija
resveratrola nije imala protektivni u¢inak na stanice. Blagi porast vijabilnosti uocen je kod
stanica koje su prethodno bile inkubirane s resveratrolom u koncentraciji od 2,5 uM, ali nije

statisti¢ki znacajan (Slika 14).
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Ucinak resveratrola na vijabilnost stanica odreden metodom Kenacid Blue prikazan je kao
postotak prezivljenja stanica tretiranih sa 75 uM PCB-em 77 uz predtretman s resveratrolom u
odnosu na stanice tretirane samo s PCB-em 77 (Slika 15).
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Slika 15. U¢inak resveratrola (2,5 -20 uM) na vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih sa 75
uM PCB-em 77 u odnosu na stanice tretirane s PCB-em 77 bez prethodnog tretmana s
resveratrolom odreden metodom Kenacid Blue. Podaci su izraZeni kao srednja vrijednost +

standardna pogreska. Statisti¢ki znacajna razlika (Student t-test): ®p<0,025.

Ispitivanjem ucinka resveratrola primjenjenog u razli¢itim koncentracijama (2,5 — 20 uM)
pri citotoksi¢nom djelovanju PCB-a 77 u odnosu na stanice tretirane samo s PCB-em 77
Kenacid Blue metodom, uoceno je statisticki zna¢ajno smanjenje vijabilnosti kod stanica
prethodno inkubiranih s resveratrolom u koncentraciji 20 uM (p<0,025). Niti jedna
koncentracija resveratrola nije pokazala statisticki znacajan protektivni u¢inak na vijabilnost
stanica tretiranih s PCB-em. Do blagog, ali ne i statisticki znac¢ajnog porasta vijabilnosti
stanica doslo je kod stanica predinkubiranih s resveratrolom u koncentraciji od 2,5 uM, u

odnosu na stanice tretrirane samo s PCB-em 77 (Slika 15).
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4.2. UCINAK RESVERATROLA PRI CITOTOKSICNOM DJELOVANJU PCB-a
153 NA CHO-K1 STANICNOJ LINIJI ODREDEN METODAMA NEUTRAL RED |

KENACID BLUE

Moguce protektivno djelovanje resveratrola na PCB-em 153 (75 pM) inducirano
smanjenje vijabilnosti CHO-K1 stanica odredeno je 24 sata nakon tretmana s PCB

kongenerom metodom Neutral Red, a potom i Kenacid Blue metodom.
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Slika 16. U¢inak resveratrola (2,5 — 20 uM) na vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih sa 75
uM PCB-em 153 odreden metodom Neutral Red (Ki — intaktne stanice; Ke/Kd — stanice
tretirane s etanolom u koncentraciji od 5 pL mL™' i DMSO u koncentraciji od 10 pL mL™;
PCB 153 — stanice tretirane s PCB-em 153 i etanolom u koncentraciji od 5 pL mL™" ; RSV
2,5/PCB 153 — RSV 20/PCB 153 — stanice predinkubirane s resveratrolom u koncentracijama
od 2,5 — 20 uM te zatim tretirane sa 75 uM PCB-em 153). Podaci su prikazani kao srednja

vrijednost + standardna pogreska.
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Na Slici 16 moze se uociti citotoksi¢an u¢inak PCB-a 153 na CHO-K1 stanice —
vijabilnost stanica tretiranih s PCB-em 153 znacajno je niza u odnosu na kontrolni uzorak
stanica (Ke/Kd) odreden metodom Neutral Red. Predtretman stanica s resveratrolom (2,5 — 20
uM) pokazao je blagi protektivni uc¢inak na vijabilnost stanica tretiranih s PCB-em 153, no

prezivljenje je i dalje bilo znacajno nize u odnosu na kontrolu.

U¢inak razlicitih koncentracija resveratrola (2,5 - 20 pM) na stani¢nu vijabilnost prikazan
je kao postotak prezivljenja stanica tretiranih sa 75 uM PCB-em 153, uz predtretman s

resveratrolom u odnosu na kontrolni uzorak (Ke/Kd) (Slika 17).

120
100 -
a
80 b b
C I I b
2 I
T 60
~
N
40
20
0
Ke/Kd PCB 153 (75uM) RSV 2,5/PCB 153 RSV 5/PCB 153 RSV 10 /PCB 153 RSV 20/PCB 153
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Slika 17. Uc¢inak resveratrola (2,5 -20 uM) na vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih sa 75
uM PCB-em 153 u odnosu na kontrolni uzorak (Ke/Kd - stanice tretirane s etanolom i
DMSQO) odreden metodom Neutral Red. Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost =+

standardna pogreska. StatistiCki znaCajna razlika (Student t-test): 2p<0,01; bp<0,005;

Iz Slike 17 vidljiv je statistiCki znacajan citotoksi¢ni u¢inak PCB-a 153 u odnosu na
kontrolne stanice (Ke/Kd) (p<0,001) odreden metodom Neutral Red. Predtretman s
resveratrolom u koncentracijama 2,5, 5 1 10 uM je doveo do blagog protektivnog uc¢inka na
vijabilnost stanica tretiranih s PCB-em 153, dok taj isti u¢inak nije primije¢en kod stanica

prethodno tretiranih s resveratrolom u koncentraciji 20 uM. Bez obzira na predtretman s
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resveratrolom, prezivljenje PCB-em 153 tretiranih stanica i dalje je statisticki znac¢ajno nize U

odnosu na kontrolu.

Ucinak resveratrola na vijabilnost PCB-em tretiranih stanica prikazan je kao postotak
prezivljenja stanica tretiranih sa 75 uM PCB-em 153, uz predtretman s resveratrolom u

odnosu na stanice tretirane samo s PCB-em 153 (Slika 18).
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Slika 18. Ucinak resveratrola (2,5 -20 uM) na vijabilnost CHO-K1 stanica 24 sata nakon
tretmana sa 75 uM PCB-em 153 u odnosu na stanice tretirane sa PCB-em 153 bez prethodnog
tretmana s resveratrolom (PCB 153) odreden metodom Neutral Red. Podaci su izrazeni kao

srednja vrijednost + standardna pogreska.

Kod stanica inkubiranih s resveratrolom, a potom tretiranih s PCB-em 153 u odnosu na
one tretirane samo s PCB-em 153, doslo je do blagog poboljSanja vijabilnosti stanica pri
koncentracijama 2,5, 51 10 uM $to ukazuje na to da je predtretman s resveratrolom pokazao
blagi protektivni u¢inak. Kod stanica predtretiranih s resveratrolom u koncentraciji 20 uM, a
potom inkubiranih s PCB-em 153, resveratrol nije pokazao protektivni uéinak na stanice
(Slika 18).
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Moguce protektivno djelovanje resveratrola u razli¢itim koncentracijama (2,5 — 20 uM) na
smanjenu vijabilnost stanica 24 sata nakon tretmana s PCB-em 153 odredeno je i metodom

Kenacid Blue, nakon provedene Neutral Red metode.
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Slika 19. Uc¢inak resveratrola (2,5 — 20 uM) na vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih sa 75
uM PCB-em 153 odreden metodom Kenacid Blue (Ki — intaktne stanice; Ke/Kd — stanice
tretirane s etanolom u koncentraciji od 5 pL mL™' 1 DMSO u koncentraciji od 10 pL mL™;
PCB 153 — stanice tretirane s PCB-em 153 i etanolom u koncentraciji od 5 uL mL™ ; RSV
2,5/PCB 153 — RSV 20/PCB 153 — stanice predinkubirane s resveratrolom u koncentracijama
od 2,5 — 20 uM te zatim tretirane sa 75 uM PCB-em 153). Podaci su prikazani kao srednja

vrijednost + standardna pogreska.

Nakon tretmana CHO-K1 stanica sa 75 uM PCB-em 153 uz prethodnu inkubaciju s
razli¢itim koncentracijama resveratrola (2,5 — 20 uM), metodom Kenacid Blue je utvrdeno da
je doslo do smanjenja vijabilnosti stanica zbog citotoksi¢nog djelovanja PCB-a 153 u odnosu
na kontrolne uzorke (Ki i Ke/Kd) te da nijedna koncentracija resveratrola nije pokazala

protektivni u¢inak na smanjenje vijabilnosti stanica nakon tretmana s PCB-em 153 (Slika 19).
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Ucinak razlicitih koncentracija resveratrola (2,5 - 20 uM) na stani¢nu vijabilnost prikazan
je kao postotak prezivljenja stanica tretiranih sa 75 uM PCB-em 153, uz predtretman s

resveratrolom u odnosu na kontrolni uzorak (Ke/Kd) (Slika 20).
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Slika 20. U¢inak resveratrola (2,5 -20 pM) na vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih sa 75 uM
PCB-em 153 u odnosu na kontrolni uzorak (Ke/Kd — stanice tretirane s etanolom i DMSO)
odreden metodom Kenacid Blue. Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna

pogreska. Statisticki znacajna razlika (Student t-test): ®p<0,001.

Metodom Kenacid Blue utvrdeno je da je 75 uM PCB 153 citotoksi¢no djelovao na CHO-
K1 stanice i uzrokovao statisticki znaCajno smanjenje vijabilnosti stanica (PCB 153)
(p<0,001) u odnosu na kontrolni uzorak stanica (Ke/Kd). Vijabilnost stanica predinkubiranih
s resveratrolom u koncentraciji od 2,5 puM, a zatim tretiranih s PCB-em 153 je sli¢na
vijabilnosti stanica tretiranih samo s PCB-em 153, dok je pri vi§im koncentracijama

resveratrola odreden daljnji pad stani¢ne vijabilnosti (Slika 20).
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Ucinak resveratrola na vijabilnost stanica odreden metodom Kenacid Blue prikazan je kao
postotak prezivljenja stanica tretiranih sa 75 uM PCB-em 153, uz predtretman s resveratrolom

u odnosu na stanice tretirane samo s PCB-em 153 (Slika 21).
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Slika 21. U¢inak resveratrola (2,5 -20 uM) na vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih sa 75 uM
PCB 153 u odnosu na stanice tretirane s PCB-em 153 bez prethodnog tretmana s

resveratrolom odreden metodom Kenacid Blue. Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost =+

standardna pogreska.

Ispitivanjem ucinka resveratrola primjenjenog u razlic¢itim koncentracijama (2,5 — 20 uM)
u odnosu na stanice tretirane samo s PCB-em 153 Kenacid Blue metodom, uoceno je da je
kod stanica predinkubiranih s resveratrolom u koncentracijama od 5, 10 i 20 uM doslo do
blagog smanjenja vijabilnosti stanica. Vijabilnost stanica predinkubiranih s resveratrolom u
koncentraciji 2,5 uM, a zatim tretiranih s PCB-em 153 je sli¢na vijabilnosti stanica tretiranih
samo s PCB-em 153 (Slika 21).
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4.3. UCINAK RESVERATROLA PRI CITOTOKSICNOM DJELOVANJU PCB-a
77 ILI PCB-a 153 ODREDEN METODOM PROTOCNE CITOMETRIJE

U ovom radu proto¢na citometrija je provedena Muse Cell Analyzer-om. Koristen je kit
kat. br. MCH100105 (Muse annexin V & dead cell assay kit) koji omogucuje odredivanje
udjela vijabilnih, apoptotskih (rana i kasna apoptoza) i nekroti¢nih stanica u ukupnoj stani¢noj
populaciji. Protein fosfatidil serin translocira na povrSinu membrane Stanice pri samom
pocetku apoptoze i zato je pogodan za detekciju apoptoze u ranoj fazi. Na fosfatidil serin se
veze aneksin V koji je oznaCen fluorescentnom bojom fikoeritrinom (PE). Druga
fluorescentna boja koju sadrzi kit kat. br. MCH100105 je 7-amino aktinomicin D (7-AAD), a
zadrzava se u mrtvim stanicama (Merck Millipore, 2019). Rezultati dobiveni iz paralelnih
uzoraka kojima se ispitivao ucinak resveratrola na PCB-em 77 odnosno PCB-em 153
inducirano toksi¢no djelovanje metodom protocne citometrije prikazani su na Slikama 22 123
te su izrazeni kao udjeli zivih, odnosno mrtvih stanica te stanica u ranoj odnosno kasnoj
apoptozi. Reprezentativni dot-plot-ovi dobiveni primjenom proto¢nog citometra Muse i Muse
annexin V & dead cell assay kita s cetiri razli¢ite populacije CHO-K1 stanica unutar
analiziranog uzorka: zive i zdrave stanice, mrtve, u ranoj i kasnoj apoptozi 48 sati nakon
inkubacije s resveratrolom, odnosno 24 h nakon tretmana s PCB-em 77 ili PCB-em 153
prikazani su na slikama 24 i 25. Donji lijevi kvadrant na svakom dijagramu prikazuje zive
stanice koje su negativne na aneksin V i 7-AAD. Donji desni kvadrant prikazuje udio stanica
u ranoj apoptozi, a pozitivne su na aneksin V (imaju vezani aneksin V-PE na membranski
protein fosfatidil serin). U gornjem desnom kvadrantu su stanice pozitivne na aneksin V i 7-
AAD, sto znaci da se stanice nalaze u kasnoj apoptozi ili su mrtve (kao posljedica apoptoze ili
nekroze). U gornjem lijevom kvadrantu su mrtve stanice koje nisu umrle procesom apoptoze

(pozitivne su na 7-AAD i negativne na aneksin V).
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Slika 22. Postotak zivih, stanica u ranoj apoptozi, kasno apoptoti¢nih te mrtvih stanica nakon
predtretmana stanica s resveratrolom (2,5 — 20 uM) i tretmana sa 75 uM PCB-em 77 odreden
metodom protocne citometrije (Ki — intaktne stanice; Ke/Kd — stanice tretirane s etanolom u
koncentraciji od 5 pL mL™' i DMSO u koncentraciji od 10 uL. mL™'; PCB 77 — stanice
tretirane s PCB-em 77 i etanolom u koncentraciji od 5 uL mL™ ; RSV 2,5/PCB 77 — RSV
20/PCB 77 — stanice predinkubirane s resveratrolom u koncentracijama od 2,5 — 20 uM te
zatim tretirane sa 75 uM PCB-em 77).

Na Slici 22 vidljivo je da je nakon tretmana CHO-K1 stanica s PCB-em 77 doslo do
smanjenja postotka zivih stanica. Povecanje udjela stanica u fazi rane apoptoze uoceno je kod
stanica prethodno inkubiranih s reveratrolom u koncentracijama 5, 10 i 20 pM, a zatim
tretiranih s PCB-em 77 u odnosu na one bez predinkubacije s resveratrolom, a samo tretirane
s PCB-em 77. Postotak kasno apoptoticnih 1 mrtvih stanica (zajedno) je bio podjednak bez
obzira da li su stanice bile ili ne predinkubirane s resveratrolom, osim §to je kod stanica
predinkubiranih s resveratrolom u koncentraciji 2,5 uM, a potom tretiranih s PCB-em 77,

uocen veci udio mrtvih stanica u odnosu na one u kasnoj apoptozi.
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Slika 23. Postotak zivih, stanica u ranoj apoptozi, kasno apoptoti¢nih te mrtvih stanica nakon
predtretmana stanica s resveratrolom (2,5 — 20 uM) i tretmana sa 75 uM PCB-em 153
odreden metodom proto¢ne citometrije (Ki — intaktne stanice; Ke/Kd — stanice tretirane s
etanolom u koncentraciji od 5 uLL mL™" i DMSO u koncentraciji od 10 uL mL™'; PCB 153 —
stanice tretirane s PCB 153 i etanolom u koncentraciji od 5 uLL mL! ; RSV 2,5/PCB 153 —
RSV 20/PCB 153 — stanice predinkubirane s resveratrolom u koncentracijama od 2,5 — 20
uM te zatim tretirane sa 75 pM PCB-em 153).

Iz prikaza na Slici 23 moze se uoditi blagi pad udjela zivih stanica u ukupnoj stani¢noj
populaciji nakon tretmana stanica s PCB-em 153 (75 puM) u odnosu na kontrolni uzorak
(Ke/Kd). Nadalje, populacija stanica inkubiranih s resveratrolom, a zatim tretiranih s PCB-em
153 u odnosu na one tretirane samo s PCB-em 153, nije pokazala znacajnije razlike u
distribuciji stanica po pojedinim frakcijama — udjeli zivih, mrtvih, rano i kasno apoptoti¢nih

stanica nisu se znacajnije promijenili s obzirom na dodani resveratrol.

Nakon ispitivanja u¢inaka resveratrola metodama Neutral Red, Kenacid Blue te metodom
proto¢ne citometrije, uoceno je izrazenije citotoksicno djelovanje PCB-a 77 na CHO-K1
stanice te znacajnije smanjenje stani¢ne vijabilnosti u odnosu na stanice tretirane s PCB-em
153. Ranije provedena istrazivanja na CHO-K1 stanicama su pokazala da izlozenost razli¢itim

koncentracijama planarnih PCB kongenera (npr. PCB 77) moze inducirati pad vijabilnosti
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stanica ovarija te uzrokovati poremecaje reproduktivnog sustava toksi¢nim i apoptotickim
djelovanjem (Murati i sur., 2015). U ovom radu oba PCB kongenera su inducirala apoptozu
pri ¢emu je PCB 77 pokazao znacajniji apoptoticki uc¢inak (Slika 24) za razliku od PCB-a 153
jer je u vec¢oj mjeri uzrokovao smanjenje udjela Zivih stanica te povecanje udjela stanica u fazi
apoptoze (Slika 25). Ovakve rezultate pokazuju i studije provedene na drugim tipovima
stanica poput neuralnih (Sanchez-Alonso i sur., 2003) i jetrenih stanica Stakora (Tharappel i
sur., 2002). Predtretman stanica s resveratrolom pri citotoksi¢cnom ucinku dioksinu sli¢nog
kongenera PCB-a 77, nije pokazao Zzeljeni — protektivni uéinak te se ispoljio dodatno
negativan u¢inak na vijabilnost stanica §to je potrebno dalje istraziti. Pri citotoksi¢nom u¢inku
ortho-supstituiranog PCB-a 153, resveratrol je pokazao blagi pozitivni ucinak na proliferaciju
i vijabilnost CHO-K1 stanica.
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. ZAKLJUCCI

Stani¢na linija ovarija kineskog hrcka (CHO-K1) pokazala se kao zadovoljavajuci
alternativni test sustav za pracenje ucinaka resveratrola pri toksi¢nom djelovanju PCB-
a 77 ili PCB-a 153.

Statisticki znacajno smanjenje vijabilnosti stanica utvrdeno je metodom Neutral Red
nakon tretmana stanica sa 75 uM PCB-em 77 (p< 0,001) u odnosu na kontrolni uzorak
(Ke/Kd). I nakon predinkubacije stanica s resveratrolom (2,5 — 20 uM), a potom
tretmana s PCB-em 77 (75uM) i dalje je odreden statisti¢ki znacajan pad vijabilnosti
stanica u odnosu na kontrolni uzorak (p<0,001).

Iz usporedbe stanica predinkubiranih s resveratrolom, a zatim tretiranih sa 75 uM
PCB-em 77 u odnosu na stanice tretirane samo s PCB-em 77, nakon provedene
metode Neutral Red, vidljiv je jo$ viSe izrazen, statisticki znacajan pad vijabilnosti
stanica (pri dozama resveratrola 5, 10 i 20 uM; p<0,05, p<0,001). Resveratrol pri
tretmanu stanica s PCB-em 77 nije pokazao protektivno djelovanje, ve¢ je uzrokovao
dodatno negativne ucinke na stani¢nu vijabilnost i proliferaciju.

Metodom Kenacid Blue takoder je utvrden statisti¢ki znacajan pad vijabilnosti stanica
nakon tretmana stanica sa 75 uM PCB-em 77 (p<0,025) u odnosu na kontrolni uzorak
(Ke/Kd). U odnosu na kontrolni uzorak i one stanice predinkubirane s resveratrolom, a
zatim tretirane s PCB-em 77 i dalje su pokazale statisti¢ki znacajno nizu vijabilnost
(p<0,005; p<0,001), osim pri dozi resveratrola od 2,5 uM.

Iz usporedbe stanica predinkubiranih s resveratrolom, a zatim tretiranih s PCB-em 77
u odnosu na stanice tretirane samo s PCB-em 77, nakon provedene metode Kenacid
Blue, vidljiv je statisticki znadajan pad vijabilnosti stanica pri koncentraciji
resveratrola 20 uM (p<0,025). Resveratrol pri tretmanu stanica s PCB-em 77 odreden
Kenacid Blue metodom je pokazao blago protektivno djelovanje pri koncentraciji od
2,5 uM, ali se taj protektivni ucinak ne smatra statisticki znacajnim.

Metodom Neutral Red utvrdeno je statisticki znac¢ajno smanjenje vijabilnosti stanica
nakon tretmana stanica sa 75 uM PCB-em 153 (p<0,001) u odnosu na kontrolni
uzorak (Ke/Kd).

Usporedbom stanica predinkubiranih s resveratrolom, a zatim tretiranih s PCB-em 153
u odnosu na stanice tretirane samo s PCB-em 153, nakon provedene Neutral Red
metode, uoCen je blagi protektivni ucinak resveratrola na vijabilnost stanica pri

dozama resveratrola 2,5, 5 1 10 uM. Kod stanica predinkubiranih s resveratrolom u
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koncentraciji od 20 uM, a potom tretiranih s PCB-em 153, resveratrol nije pokazao
protektivno djelovanje.

Metodom Kenacid Blue utvrden je statisti¢ki znacajan pad vijabilnosti stanica nakon
tretmana stanica sa 75 uM PCB-em 153 (p<0,001) u odnosu na kontrolni uzorak
(Ke/Kd). Vijabilnost stanica predinkubiranih s resveratrolom u koncentraciji 2,5 uM, a
zatim tretiranih s PCB-em 153, je sli¢na vijabilnosti stanica tretiranih samo s PCB-em
153, dok je pri viSim koncentracijama resveratrola odreden daljnji pad stanicne
vijabilnosti.

Iz usporedbe stanica predinkubiranih s resveratrolom, a zatim tretiranih sa 75 uM
PCB-em 153, u odnosu na stanice tretirane samo s PCB-em 153, nakon provedene
Kenacid Blue metode, vidljivo je blago smanjenje vijabilnosti stanica pri dozama
resveratrola 5, 10 i 20 uM. Vijabilnost stanica predinkubiranih s resveratrolom u
koncentraciji 2,5 uM, a zatim tretiranih s PCB-em 153, sli¢na je vijabilnosti stanica
tretiranih samo s PCB-em 153.

Nakon tretmana CHO-K1 stanica sa 75 uM PCB-em 77, metodom proto¢ne
citometrije utvrdeno je smanjenje udjela Zivih stanica. Povecanje udjela stanica u fazi
rane apoptoze uoceno je kod stanica prethodno inkubiranih s resveratrolom u
koncentracijama 5, 10 i 20 uM, a zatim tretiranih s PCB-em 77, u odnosu na one bez
predinkubacije s resveratrolom. Postotak kasno apoptoti¢nih i mrtvih stanica (zajedno)
je bio podjednak bez obzira da li su stanice bile predinkubirane s resveratrolom ili ne.
Metodom proto¢ne citometrije utvrden je blagi pad udjela Zivih stanica u ukupnoj
stani¢noj populaciji nakon tretmana stanica sa 75 uM PCB-em 153 u odnosu na
kontrolni uzorak. Kod stanica predinkubiranih s resveratrolom, a zatim tretiranih s
PCB-em 153, u odnosu na stanice tretirane samo s PCB-em 153, nije bilo znacéajnije
razlike u distribuciji stanica po pojedinim frakcijama. Udjeli zivih, mrtvih, rano i
kasno apoptoti¢nih stanica se nisu znacajnije promijenili s obzirom na dodani
resveratrol.

Nakon provedenih in vitro metoda, moze se zakljuciti da je dioksinu slican kongener
PCB 77, imao izrazenije citotoksiéno djelovanje na CHO-K1 stanice te da je
uzrokovao znacajniji pad vijabilnosti stanica u odnosu na PCB 153. Oba PCB
kongenera su inducirala apoptozu pri ¢emu je PCB 77 pokazao znacajniji apoptoticki
ucinak jer je u vecoj mjeri uzrokovao smanjenje udjela Zivih te povecanje udjela

stanica u fazi apoptoze.
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13. Predtretman stanica s resveratrolom pri citotoksi¢cnom uc¢inku PCB-a 77 nije pokazao
zeljeni — protektivni ucinak, ve¢ se ispoljio dodatno negativni ucinak. Pri
citotoksi¢nom djelovanju PCB-a 153, resveratrol je pokazao blagi protektivni u¢inak
na proliferaciju i vijabilnost CHO-K1 stanica.
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