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1. UVOD 

Od antičkih vremena, poznato je da začinsko bilje i začini, kao i njihova eterična ulja 

imaju različiti stupanj antimikrobne aktivnosti. Biljni ekstrakti imaju široki spektar bioloških 

aktivnosti, kao što su: antibakterijska, antifungalna, antivirusna i antitumorska zbog čega su 

privukli značajnu pažnju među stručnjacima i potrošačima hrane radi  pretpostavljene 

sigurnosti i potencijalne terapeutske vrijednosti (Dorman i Deans, 2000). Među biljkama i 

začinima, od posebnog interesa je ružmarin (Rosmarinus officinalis L.), terapeutski značajna 

ljekovita biljka koja se uzgaja u mnogim dijelovima svijeta. 

Ružmarin se tradicionalno koristi u mediteranskoj prehrani uglavnom kao začin, a zbog svojih 

antibakterijskih, protuupalnih i zaštitnih svojstava sve se više upotrebljava i kao napitak za 

prevenciju različitih bolesti i ublažavanja simptoma već postojećih bolesti. Prilikom pripreme 

čaja, postoji preporučena količina lista ružmarina koja bi trebala biti dovoljna za jednu dozu i 

šalicu, no same koncentracije ekstrakta ružmarina nisu bile definirane da bi se postigao željeni 

zaštitni učinak. 

Čovjek je prvenstveno ekstraktu ružmarina izložen na početku svog gastrointestinalnog puta, 

u ustima, a zbog samih svojstava ružmarina, antibakterijska, antiupalna i zaštitna svojstva se 

uočavaju već u ustima. Bukalne stanice tj. stanice usne šupljine tvore prvu barijeru za dišni i 

probavni sustav te mogu metabolizirati potencijalne kancerogene na reaktivne produkte. 

Većina ljudskih karcinoma je epitelne prirode pa se može tvrditi da su oralne epitelne stanice 

poželjne ciljne lokacije za rane genotoksične učinke uzrokovane kancerogenim sredstvima 

koja ulaze u tijelo putem udisanja i gutanja (Kashyap i Reddy, 2012). 

Zbog toga je korištenje humanih staničnih linija čije je podrijetlo iz usne šupljine pogodno za 

proučavanje samog učinka ekstrakta ružmarina. Humana stanična linija skvamoznog epitela 

jezika za tu svrhu bi bila idealna, a s obzirom da ju nije teško uzgojiti i da joj je vrijeme 

udvostručavanja relativno kratko, pouzdani i reproducibilni rezultati mogu se dobiti u kraćem 

eksperimentalnom periodu.  

Cilj ovog istraživanja je ispitati utjecaj različitih koncentracija ekstrakta lista ružmarina na 

vijabilnost, primarna i trajna genomska oštećenja humane stanične linije skvamoznog epitela 

jezika CAL27 metodama alkalnog komet testa i mikronukleus cytome testa te utvrditi 

antioksidacijsko djelovanje ekstrakta ružmarina u stanicama u kojima je izazvan oksidacijski 

stres nakon 5-minutnog izlaganja stanica vodikovom  peroksidu u koncentracijama od 0,25 
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µM i 0,50 µM. Za navedene je koncentracije dokazano da uzrokuju velika primarna oštećenja, 

koja su na granici apoptotičnog učinka. 

Koncentracije ekstrakta lista ružmarina koje će se koristiti u eksperimentu odgovaraju 

koncentracijama koje se koriste u napicima pripravljenim od listova navedene biljke.
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2. TEORIJSKI DIO 

2.1 RUŽMARIN (Rosmarinus officinalis L.) 

2.1.1. Opće karakteristike ružmarina 

Ružmarin (Rosmarinus officinalis L., obitelj Lamiaceae) (Slika 1.) je vazdazelena razgranata 

biljka koja prirodno raste duž obala Mediterana, sa sjedećim, nasuprotnim, čvrstim, kožastim i 

vrlo uskim listovima (2-3 cm) svinutima prema dolje koji su s gornje strane tamnozeleni goli i 

sjajni, a s donje strane sivo bijeli i dlakavi (Al-Sereiti i sur., 1999). Sama biljka najčešće ima 

grmolik oblik iako može biti i puzeća, te imati cvjetove različitih boja-svijetloplave, 

intenzivno plave, ljubičaste, ružičaste te bijele. Ružmarin cvate od ožujka do svibnja, a vrlo 

često cvate ponovno u rujnu. Iako postoji više vrsta ružmarina, većina ih pripada vrsti 

Rosmarinus officinalis. Zbog svoje raznovrsne primjene, ova biljka se uzgaja od doba 

Egipćana (nađena u grobnicama), Rimljani su je nazivali i morska rosa, te su je kao svetu 

biljku koja tjera zle duhove posvetili božici ljepote i ljubavi – Afroditi. U današnje vrijeme 

može se iskoristiti cijela biljka, cvijet i list ružmarina (svježi ili sušeni) te eterično ulje koje se 

može naći u listu, cvijetu ili u stabljici (Napoli i sur., 2010).  

Zbog svog ugodnog i intenzivnog mirisa te pikantno ljutog, oporog i gorkog okusa, najčešću 

primjenu od pamtivijeka ružmarin ima kao neizostavan začin mediteranske kuhinje. Eterično 

ulje ružmarina upotrebljava se u kozmetičkoj industriji u proizvodnji kolonjskih voda, 

parfema, sapuna, kupki i šampona za kosu (Al-Sereiti i sur., 1999). Zbog svoje inherentne 

visoke antioksidacijske aktivnosti, ekstrakt lišća često se koristi u prehrambenoj industriji kao 

konzervans odnosno antioksidans (Angioni i sur., 2004; Santoyo i sur., 2005). Europska unija 

je odobrila ekstrakt ružmarina (E392) kao siguran i učinkovit prirodni antioksidans za 

očuvanje hrane (EFSA, 2015). Ekstrakt lista ružmarina koristi se za opuštanje mišića, 

poboljšanje rada i čišćenja žučnog mjehura i jetre, te u ublažavanju ili sprječavanju pojave 

simptoma kašlja te astme (Khan i Mukhtar, 2013). 
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Slika 1. Prikaz prirodnog izgleda grančice ružmarina (lat.Rosmarinus officinalis  s listovima u 

cvjetnoj fazi (Anonymus., 1) 

 

Osim u prehrambene i kozmetičke svrhe, ružmarin se često koristi i u terapijske i preventivne 

svrhe protiv mnogih bolesti zbog dokazanih bioloških svojstava kao što su: hepatoprotektivna 

(Rašković i sur., 2014), antimikrobna (Bozin i sur., 2007), antitrombotička (Yamamoto i sur., 

2005), diuretička (Haloui i sur., 2000),antidijabetička (Bakırel i sur., 2008), protuupalna 

(Juhás i sur., 2009), antioksidativna (Haloui i sur., 2000;Wang i sur., 2008) i antikancerogena 

(Cheng i sur., 2011; Huang i sur., 1994; Offord i sur., 1997; Salih i sur., 2015). Posljednjih 

godina, u pojedinim radovima je dokazan antiproliferativan učinak ekstrakta ružmarina i 

njegovih izoliranih komponenti na rast stanica raka dojke, jetre, kože, prostate, pluća, 

intestinalnog trakta (Bakırel i sur., 2008; Cattaneo i sur., 2015; Petiwala i Johnson, 2015; 

Valdés i sur., 2013; Yesil-Celiktas i sur., 2010). Ljekoviti pripravci ružmarina mogu se 

koristiti kao napitak, tinktura, tonik, ulje, vino, mast, kupelj, prašak ili krema. 
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2.1.2. Kemijski sastav i biološki aktivne komponente ružmarina 

U Tablici 1. prikazane su bioaktivne komponente ružmarina. 

Tablica 1. Bioaktivni sastav ružmarina 

POLIFENOLNI SPOJEVI 
AROMATSKI 

SPOJEVI 

TERPENOIDI FENOLNE KISELINE FLAVONOIDI ETERIČNA ULJA 

Karnozol Ružmarinska Homoplantaginin 1,8-cineol 

Karnozinska kiselina Kafeinska Genkvanin £-terpineol 

Rozmanol Klorogenična Hesperidin Kamfen 

Epirozmanol Neoklorogenična Cirsimaritin Borneol 

Izorozmanol Labiatska Galokatehin £-pinen 

  Derivati luteolina  

  Nepterin  

 

Biljke proizvode veliku, raznoliku paletu organskih spojeva koji nemaju izravnu funkciju u 

rastu i razvoju biljaka. Te tvari poznate su pod nazivom sekundarni metaboliti te imaju 

različite funkcije u biljci. Uključeni su u obranu biljaka kroz citotoksičnost prema 

mikrobiološkim patogenima, a mogu se pokazati korisnima i kao antimikrobni lijekovi u 

ljudskoj i veterinarskoj medicini (Briskin, 2000). 

 

Jedno od najistraženijih svojstava ekstrakta ružmarina je njegov antioksidacijski kapacitet koji 

je povezan s prisutnošću antioksidativnih fenolnih tvari - terpenoida, fenolnih kiselina, 

flavonoida te  eteričnih ulja. Antioksidacijska svojstva se manifestiraju kroz svojstvo keliranja 

sa željezom, uklanjanja slobodnih radikala i inhibicije lipidne peroksidacije (Petiwala i sur., 

2013). Postoje mnoga izvješća o antioksidativnoj aktivnosti ekstrakata ružmarina i njegovih 

spojeva koja je određena raznim metodama u različitim lipidnim i vodenim sustavima. U 

lipidnim sustavima, ekstrakti s višim sadržajem fenolnih diterpena su učinkovitiji dok u 

vodenim sustavima ružmarinska kiselina pokazuje najveću antioksidacijsku aktivnost 

(Bourgaud i sur., 2001). 
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Pojam fenolnih spojeva obuhvaća širok raspon biljnih spojeva koje zajednički imaju 

aromatski prsten koji nosi jedan ili više hidroksilni supstituent. Većina fenolnih tvari je 

topljiva u vodi, neki su topljivi samo u organskim otapalima, a nekolicina spojeva nije 

topljiva niti u vodi niti u organskim otapalima (Harborne, 1984). 

Fenolni metaboliti štite biljke od biološkog i okolišnog stresa te su stoga sintetizirani kao 

odgovor na patogeni napad, poput gljivične ili bakterijske infekcije ili kao rezultat visoke 

izloženostizračenju (Briskin, 2000). 

List ružmarina sadrži 2-3% fenolnih kiselina kao što su kafeinska, klorogenična, 

neoklorogenična, labiatska i ružmarinska kiselina. 

Ružmarinska kiselina (Slika 2.) difenolni je spoj tj. ester kafeinske kiseline i 3,4-

dihidroksifenilne mliječne kiseline. Obično se nalazi u vrstama obitelji Lamiaceae. Mnogo je 

radova posvećeno ružmarinskoj kiselini upravo zbog njenih antioksidacijskih svojstava, pa se 

u novije vrijeme piše o njenoj ulozi u sprječavanju lipidne peroksidacije (Fadel i sur., 2011), o 

povezanosti njene koncentracije i antioksidacijske i antimikrobne aktivnosti u ružmarinu te o 

njenim antitumorskim svojstvima (Jordán i sur., 2012). 

 

 

Slika 2. Prikaz kemijske strukture ružmarinske kiseline (Almela i sur., 2006) 

 

Terpenoidi ili terpeni prepoznati su zbog svojih različitih učinaka na zdravlje, posebice u 

sprječavanju i liječenju različitih vrsta raka. Trenutno se najviše pažnje pridaje fenolnim 

diterpenima kao što su karnozol, karnozinska kiselina, rosmanol, epirosmanol i izorosmanol. 

Karnozinska kiselina i karnozol pridonose antioksidativnoj aktivnosti ružmarina više od 90%, 

za koje se navodi da ima široka antikancerogena svojstva u nekoliko modela stanične linije, 

uključujući staničnu liniju karcinoma prostate, dojke, leukemiju i druge (Proestos i Komaitis, 

2008; Yesil-Celiktas i sur., 2010).Također, dokazano je da ovi spojevi sudjeluju u inhibiciji 
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rasta tumorskih stanica te induciraju apoptozu u određenim tipovima tumorskih stanica 

(Petiwala i Johnson, 2015). 

Flavonoidi u ružmarinu uključuju homoplantaginin, genkvanin, hesperidin, cirsimaritin, 

galokatehin, derivate luteolina te nepetrin. Uloga ove skupine polifenolnih spojeva je  da 

djeluju kao antioksidansi, fotoreceptori te učinkoviti antimikrobni lijekovi (Pietta, 2000). 

Aromatski spojevi ružmarina tj. njegova eterična ulja također pripadaju grupi sekundarnih 

metabolita. Najznačajniji spojevi ove skupine su 1, 8-cineol, £-terpineol, kamfen, borneol te 

£-pinen. Osim svojih mirisnih svojstava, ova grupa spojeva se također odlikuje svojim 

antioksidacijskim i antimikrobnim svojstvima (Bozin i sur., 2007). 

Bioaktivni spojevi kao što su flavonoidi, fenolni diterpeni i triterpeni iz biljnih izvora 

tradicionalno su ekstrahirani uobičajenom ekstrakcijom kruto-tekuće (SLE). Ipak, ova tehnika 

ekstrakcije ima nekoliko nedostataka, uglavnom zbog toga što taj proces zahtijeva mnogo 

vremena te veliku potrošnju otapala. Iz tog razloga, posljednjih godina se uvode nove 

obećavajuće metode ekstrakcije kojima se omogućuje brži postupak i smanjena potrošnja 

otapala (Bourgaud i sur., 2001).U tom smislu mikrovalno zračenje (MAE) predstavlja 

alternativu konvencionalnom SLE, a istodobno poboljšava brzinu i učinkovitost procesa 

ekstrakcije i smanjuje potrošnju otapala (Taamalli i sur., 2012). MAE se uspješno koristi za 

ekstrakciju fenolnih spojeva iz različitih biljnih materijala, a u slučaju ružmarinskih fenolnih 

spojeva, mikrovalovi se  također  koriste za dobivanje eteričnog ulja u destilaciji parom 

(Proestos i Komaitis, 2008). 

Slika 3. prikazuje udio najbitnijih bioaktivnih sastojaka u ružmarinu. 
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Slika 3. Prikaz udjela (u postocima) najbitnijih bioaktivnih sastojaka u ružmarinu 

 

2.2. PROCJENA GENOMSKE STABILNOSTI TESTOVIMA GENOTOKSIČNOSTI I 

MUTAGENOSTI 

Genotoksičnost je pojam u genetici definiran kao destruktivno djelovanje na genetički 

materijal stanice izravno ili neizravno (DNK, RNK, topoizomeraze, utjecaj na diobeno 

vreteno, enzime DNK popravka) koji utječu na njezin integritet. Tvar koja ima svojstvo 

genotoksičnosti poznata je kao genotoksin (Shah, 2012).  

Svrha testiranja genotoksičnosti je identificirati tvari koje mogu uzrokovati genetičke 

promjene u somatskim i / ili zametnim stanicama i koristiti te informacije u različitim 

regulatornim odlukama. U usporedbi s većinom drugih vrsta toksičnosti, genetičke promjene 

mogu rezultirati učincima koji se javljaju nakon dugog razdoblja od izlaganja. Nadalje, 

krajnja točka bolesti može biti uzrokovana oštećenjem DNK koja se pojavljuje u jednoj ili 

više stanica (u tkivu ili organu) pri niskim izlaganjima različitim fizikalnim ili kemijskim 

agensima. Umjesto uništavanja te stanice programiranom staničnom smrću (apoptozom) ili 

staničnim starenjem (nekrozom), genetička promjena može rezultirati promijenjenim 

fenotipom koja svojim opstankom može utjecati na disfunkcionalnost  ostalih okolnih stanica 

unutar tkiva ili organa (OECD, 2015). 
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Genetičke promjene u somatskim stanicama mogu uzrokovati nastanak tumora ako se pojave 

u genima kao što su: protoonkogeni, geni za suzbijanje tumora i / ili geni odgovorni za 

popravak oštećene DNK; alternativno, oni mogu biti odgovorni za niz drugih 

genetičkihbolesti (bez pojave karcinoma) (Erickson, 2010). Akumulacija oštećenja DNK u 

somatskim stanicama također je povezana s degenerativnim uvjetima kao što su ubrzano 

starenje, imunološka disfunkcija, kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti (Cortopassi i 

sur., 1992; Slatter i Gennery, 2018). 

U zametnim stanicama, oštećenje DNK povezano je s spontanim pobačajima, neplodnošću ili 

nasljednim oštećenjem u potomstvu i / ili naknadnim generacijama, što rezultira genetičkim 

oboljenjima. 

Dvije vrste istraživanja genetičke toksikologije smatraju se važnima: 1) one koje mjere 

izravnu, nepovratnu štetu DNK koja je prenosiva na sljedeću generaciju stanica (mutagenost); 

i 2) one koji mjere rane (potencijalno reverzibilne) učinke na DNK ili na mehanizme koji su 

uključeni u očuvanje cjelovitosti genoma (genotoksičnost) (Brusick, 1980). 

 

Mutagenost je sastavni dio genotoksičnosti. Mutagenost rezultira događajima koji mijenjaju 

DNK  i / ili kromosomsku strukturu i koji se prenose na sljedeće generacije (trajne promjene). 

Tako mutacije uključuju sljedeće: promjene u pojedinačnim parovima baza, djelomičnim, 

jednostrukim ili višestrukim genima ili kromosomima; prekide u kromosomima koji 

rezultiraju stabilnim (prenosivim) delecijama, dupliciranjem ili preuređivanjem segmenata 

kromosoma; promjena (dobitak ili gubitak) u broju kromosoma (tj. aneuploidija) što rezultira 

nastankom stanicama koje nemaju točan višekratnik haploidnog broja; mitotičku 

rekombinaciju (Vanparys i sur., 1996).  

Genotoksičnost je širi pojam nego mutagenost. Uključuje i mutagenost, a i oštećenja DNK, 

koja mogu ili ne moraju rezultirati stalnim promjenama u strukturi ili sadržaju informacija u 

stanici ili njenom potomstvu. Stoga, testovi za genotoksičnost također uključuju one testove 

koji procjenjuju induciranu štetu na DNK (ali ne izravni dokaz mutacije) putem učinaka kao 

što su neplanirana sinteza DNK (engl. Unscheduled DNA Synthesis-UDS), prekid jednog ili 

oba DNK lanca i stvaranje DNK adukata. 

Istraživanje utjecaja ružmarina na stanice može se ispitati na više razina. Prva je sama 

vijabilnost, a zatim i mogući utjecaj na stabilnost genoma stanica. U propisanim odrednicama 

OECD (engl. Organisation for Economic Co-operation and Development) objašnjene su 

metode koje se mogu koristiti za procjenu nastajanja primarnih tj. popravljivih oštećenja a 
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zatim i trajnijih oštećenja kao što su komet test (prvi slučaj) i mikronukleus test (trajna 

oštećenja). Osim komet testa i mikronukleus testa, najčešće korišteni testovi genotoksičnosti u 

in vitro uvjetima su analiza strukturnih aberacija te izmjena sestrinskih kromatida (SCE). 

2.2.1. Alkalni komet test – primarna oštećenja DNK 

Alkalni komet test ili gel elektroforeza pojedinačnih stanica (engl. single cell gel 

electrophoresis assay - SCGE) je tehnika kojom se analiziraju primarna oštećenja u DNK 

molekuli. Ovom se tehnikom detektira nastajanje jednolančanih i dvolančanih lomova DNK, 

alkalna labilna mjesta koja mogu prijeći u lomove te mjesta na kojima je odgođen popravak 

DNK. Uz  navedeno, ovim testom se može pratiti popravak DNK, te se mogu identificirati 

stanice u stanju apoptoze odnosno stanične smrti. 

Tehnika je dobila naziv prema obliku kometa kojeg poprima oštećena fluorescirajuća DNK 

uronjena u elekroforezni agarozni gel. Činilo se da je ta izvorna neutralna metoda bila 

osjetljiva za mjerenje promjena u superzavijenoj DNK nastaloj iz jednolančanih lomova, ali 

uvjeti za lizu (pri neutralnom pH) su bili nedjelotvorni u uklanjanju svih proteina, pa su 1988. 

godine Singh i suradnici prilagodili ovaj postupak alkalnim uvjetima (liza pH 10, denaturacija 

i elektroforeza u akalnim uvjetima pH>13) kako bi omogućili detekciju dvostrukih lomova, 

ali i jednolančanih lomova (Singh i sur., 1988). 

Danas, sustavi za analizu slike mogu mjeriti denzitometrijske i geometrijske parametre. 

Komet test je u stanju detektirati oštećenje DNK inducirana alkilirajućim sredstvima, 

interkalirajućim sredstvima i oksidativnim oštećenjima. Unatoč činjenici da ova tehnika 

zahtijeva izolirane stanice istog tipa, u posljednjih je godina sve veći interes za ovaj test, 

uglavnom zbog glavnih prednosti, osjetljivosti metode i brzine (Collins i sur., 1997), ali i 

jednostavnosti(Neri i sur., 2015).  

Komet test se teoretski može primijeniti na svaki tip eukariotske stanice (Tice i sur., 2000) 

uključujući i biljne stanice. To su pokazali Cerda i suradnici detektiranjem DNK fragmenata u 

ozračenoj hrani, uključujući povrće (Cerda i sur., 1997). Sama metoda (Slika 4.) započinje 

pripremom stanične suspenzije koja se zatim miješa sa agarozom i zajedno se nanose na na 

mikroskopska stakalca otprije prevučena agaroznim slojem. Stakalca sa staničnom 

suspenzijom u agaroznom geliranom sloju izlažu se otopini za liziranje staničnih membrana 

pri čemu se oslobađa DNK. Zatim se izlažu denaturacijskoj otopini kako bi se dobila 

relaksirana DNK bez histona, topoizomeraza te oslobođenih fragmenata oštećene DNK. 

Metoda se nastavlja elektroforezom u alkalnim uvjetima (pH>13) gdje se fragmenti oštećenja 

odvajaju od jezgre stanice. Oštećeni fragmenti mogu putovati kroz gel zbog svoje nabijenosti 



11 

 

dok sama neoštećena DNK ne može putovati zbog veličine pora gela, te oštećena DNK nakon 

elektoforeze dobiva oblik kometa, po čemu je sama metoda dobila ime. Kako bi se zaustavila 

daljnja alkalna reakcija, nakon elektroforeze slijedi neutralizacija pomoću 0,4M Tris pufera 

(pH~7,5). Nakon toga slijedi bojanje koje nam omogućuje da vizualiziramo i analiziramo 

nastale fragmente. Neoštećena DNK zadržava svoj okruglasti oblik. DNK lomovi su prikazani 

na Slikama 5. i 6. Kao priznati test genotoksičnosti, komet test je dobio svoj službeni OECD 

(engl.  Organisation for Economic Co-operation and Development) broj 489 kao službeni test 

za određivanje genotoksičnosti u procjeni izlaganja kemikalijama (OECD, 2016b). 

 

 

Slika 4. Shematski prikaz protokola za Komet test 

 

     

Slika 5. i 6. Slike lomova DNK pod komet testom 
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Korištenjem softverskih programa kao što je Comet IV (Perceptive Instruments-Instem, 

Velika Britanija), genetički materijal tj.“kometi“ nastali djelovanjem istosmjerne struje se 

mogu analizirati za više parametara. Najčešće upotrebljavani parametri su: dužina repa (engl. 

tail length-TL) kometa koja se izražava u mikrometrima i mjeri od početka glave pa do kraja 

kometa odnosno oštećene DNK; intenzitet DNK u repu kometa ili postotak DNK u repu 

kometa koji se izračunava u postocima (engl. tail DNA) te repni moment koji je kombinacija 

ova dva prethodna parametra i čini njihov umnožak (engl. tail moment-TM) (TM=tail length 

x tail DNA). Među njima najviše zastupljen i prihvaćen je postotak DNK u repu kometa jer 

kometi stanica u apoptozi imaju male glave dok im je većina DNK raspršena u obliku repa 

(Choucroun i sur., 2001). 

2.2.2. Mikronukleus cytome test – trajna oštećenja DNK 

Mikronukleus test spada u kategoriju testova genotoksičnosti za detekciju mikronukleusa u 

citoplazmi stanica tijekom interfaze stanične diobe. Mikronukleusom se smatraju samostalne 

kromatinske strukture koje su potpuno odvojene od jezgre. Mogu  potjecati iz acentričnih 

fragmenata kromosoma (tj. bez centromera) ili cijelih kromosoma koji ne mogu migrirati na 

polove stanice tijekom anafaze stanične diobe. Stoga ova metoda omogućuje opsežnu osnovu 

za ispitivanje potencijala oštećenja kromosoma in vitro jer se njome mogu detektirati 

klastogeni i  aneugeni učinci u stanicama koje su podvrgnute diobi tijekom ili nakon izlaganja 

kemijskoj tvari (Luzhna i sur., 2013). Pošto se učinak analizira nakon prve diobe od izlaganja 

kemikaliji, koristi se i kemikalija citohalazin B koja zaustavlja citokinezu i omogućava da se 

nepodijeljeni genetički materijal između dvije stanice kćeri detektira u zajedničkoj citoplazmi. 

Oštećenja se najčešće gledaju u takvim binuklearnim stanicama, a vrijeme zaustavljanja 

staničnog ciklusa ovisi o vrsti stanice u staničnoj kulturi i njenom ciklusu dijeljenja. 

Fragmenti kromosoma bez centromera, koji mogu nastati iz lomova kromosoma, nalaze se 

izvan jezgara stanica kćeri budući da ti fragmenti nemaju mjesto vezivanja za mikrotubule. 

Nakon završetka staničnog ciklusa, ekstranuklearni DNK fragment se dekondenzira i tvori 

takozvani mikronukleus. Broj mikronukleusa na 1000 pregledanih binuklearnih interfaznih 

stanica je mjera za inducirano genotoksično oštećenje (Vanparys i sur., 1996), iako je za 

cytome test prema Fenech i suradnicima i Bonassi i suradnicima (Bonassi i sur., 2006; Fenech, 

2007) potrebno izbrojati 2000 binuklearnih stanica te izraziti potom frekvenciju na 1000 

binuklearnih stanica. 

Test mikronukleusa sa blokiranjem citokineze je sveobuhvatni sustav za mjerenje oštećenja 

DNK, inhibicije rasta stanice i citotoksičnosti. Oštećenja DNK boduju se specifično u 



13 

 

binuklearnim stanicama (nastalima nakon prve diobe od izlaganja kemikaliji čija je citokineza 

zaustavljena citohalazinom B) i uključuju mikronukleus (biomarker lomova kromosoma i / ili 

gubitak cijelog kromosoma), nastanak nukleoplazmatskih mostova (pokazatelj postojanja 

bicentričnih kromosoma između stanica kćeri), nuklearnih pupova (čije podrijetlo također 

može biti kao i od mikronukleusa samo što se tvorevina još nije odvojila od jedne stanice 

kćeri ili može biti biomarker za uklanjanje umnoženog suvišnog DNK materijala u 

slučajevima kada je jedna stanica kćer dobila obje kopije gena i dodatni dupli genetički 

materijal). Citostatički učinci određuju se udjelom mono-, bi- i multinuklearnih stanica i 

citotoksičnosti putem omjera pojavnosti nekrotičkih i / ili apoptotičkih stanica izbrojanih u 

1000 stanica. 

Pojam "cytome" podrazumijeva da je svaka stanica u istraživanom sustavu citološki 

ocijenjena s obzirom na  vijabilnost (nekroza, apoptoza), mitotički status (mononuklearna, 

binuklearna, multinuklearna) i stupanj kromosomskog oštećenja odnosno status nestabilnosti 

(prisutnost mikronukleusa, nukleoplazmatskih mostova, nuklearnih pupova) (Slika 7.) 

(Thomas i Fenech, 2011). 

Test se uspješno primjenjuje za biomonitoring in vivo genotoksičnosti, in vitro testiranja 

genotoksičnosti i na različitim područjima istraživanja kao što su nutrigenomika i 

farmakogenomika. 

Kao priznati test genotoksičnosti, mikronukleus test in vitro dobio je svoj službeni OECD 

(engl.  Organisation for Economic Co-operation and Development) broj 487 kao službeni test 

za određivanje genotoksičnosti u procjeni izlaganja kemikalijama (OECD, 2016). 
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Slika 7. Shema mikronukleus cytome testa (Thomas i Fenech, 2011) 

2.2.3. MTT test – vijabilnost 

Testovi vijabilnosti stanica često se koriste za „screening“ spojeva kako bi se utvrdilo da li 

određeni spoj ima učinak na proliferaciju stanica ili izazivaju citotoksični učinak koji na kraju 

dovodi do smrti stanice odnosno apoptoze. Postoje različite metode koje se mogu koristiti za 

određivanje broja živih eukariotskih stanica. 

Za određivanje citotoksičnog učinka ekstrakta ružmarina, u ovom je radu korišten MTT test 

vijabilnosti. To je kolorimetrijska metoda koja se koristi za mjerenje in vitro citotoksičnosti i 

stanične proliferacije uz korištenje (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol bromid) boje, 

a temelji se na mjerenju metaboličke aktivnosti stanica. Uz prisustvo staničnih dehidrogenaza, 

u živim stanicama dolazi do reakcije redukcije, pri kojoj se tetrazolijeva sol (MTT) (Slika 8.) 

reducira u ljubičasto obojeni oblik kristala formazana. Kada dođe do smrti stanice, stanice ne 

mogu metabolizirati MTT u formazan, stoga nastanak ljubičasto obojenog formazana služi 

kao koristan i prikladan marker samo za žive stanice. Na Slici 9. je prikazana 96-mikrotitarska 

ploča gdje se jasno vidi razlika u obojenju što ukazuje na različitu metaboličku aktivnost 

stanica; što je ljubičasta boja izraženija, metabolička aktivnost stanica je veća dok neobojane 

jažice predstavljaju stanice u kojima je došlo do smrti. Formazanski produkt se akumulira kao 

netopljivi talog unutar stanica, kao i u blizini površine stanice i u mediju za kulturu pa se 

mora u potpunosti otopiti prije određivanja apsorbancije. Koriste se različite metode za 

otapanje formazanskog produkta a koje uključuju upotrebu zakiseljenog izopropanola, 
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DMSO, dimetilformamida, SDS i kombinacija deterdženta i organskog otapala (Mosmann, 

1983). 

Rezultati se kvantificiraju spektrofotometrijski očitavanjem apsorbancije pri 570 nm na 

automatskom čitaču za mikrotitarske ploče koji nudi velike prednosti kao što su brzina, 

jednostavnost, ekonomičnost i sigurnost (Wan i sur., 1994). 

 

 

 

 

Slika 8. Kemijska struktura MTT-a te obojanog produkta formazana 

 

 

Slika 9. Prikaz mikrotitarske pločice s obojanim produktom formazanom 
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3. EKSPERIMENTALNI DIO 

3.1. MATERIJALI 

3.1.1. Biološki testni sustav-stanična linija CAL27 

Staničnu liniju CAL27 1982.godine (ATCC broj CRL-2095) izolirao je J. Gioanni sa 

suradnicima (Center Antoine Lacassagne, Nice Cedex, Francuska) iz tkiva uzetog od 56-

godišnjeg bijelca, s lezijom sredine jezika, prije bilo kakve terapije. Fragment je uklonjen 

kirurški i kultiviran u  laboratorijskim uvjetima u sterilnoj tikvici za kulturu u obliku 

adherentne stanične linije tj. u monosloju. Stanice ne rastu dobro u polukrutom mediju. 

Stanična linija raste eksponencijalno sve do 8. dana, dok ne započne stacionarna faza rasta. 

Vrijeme udvostručenja mjereno je tijekom faze eksponencijalnog rasta, te iznosi 35 sati. 

Kako bi se omogućilo kvalitetnije skladištenje, stanice su zamrznute u tekućem dušiku. Medij 

za zamrzavanje sadrži 95% kompletnog medija za rast, 5% DMSO, a temperatura pohrane je 

temperatura pare tekućeg dušika (-195,8°C). 

Za ove epitelne, poligonalne stanice, s vrlo granuliranom citoplazmom, imunocitokemijske 

studije pokazuju snažno pozitivno bojenje s anti-keratin antitijelima koja su inače vrlo korisna 

u dijagnozi epitelnih tumora. Označena inhibicija inkorporacije timidina uočena je u prisustvu 

VP16 (etopozida), CCNU (1- [2-kloretil] -3-cikloheksil-1-nitrozouree), VM26 (tenipozid), 

ADM (adriamicin), CPA (ciklofosfamid) i MTX (metotreksat). 

Stanice CAL 27 bile su otporne na liječenje VDS-om (vindesin sulfat), CDP (cisplatinom) ili 

ACTD (aktinomicin D). 

Bazni medij za ovu staničnu liniju je prema preporuci  ATCC (engl. American Type Culture 

Collection, Manassas, VA, SAD)  formulirani Dulbecco modificirani Eagle medij, kataloški 

broj 30-2002. Medij sadrži 4 mM L-glutamina, 4500 mg L
-1

 glukoze, 1 mM natrij piruvata i 

1500 mg L
-1

natrijevog bikarbonata. Da bi se postigli uvjeti za rast, u osnovni medij se dodaje 

fetalni goveđi serum do konačne koncentracije od 10%.  Stanice također mogu rasti i u RPMI 

1640 mediju s dodatkom glutamina (Chen i sur., 2017). 

Klasifikacija biološke sigurnosti temelji se na smjernicama Ureda za javno zdravstvo u SAD-

u (U.S. Public Health Service Guidelines), prema kojem ova kultura ima nivo sigurnosti 1, što 

bi značilo da je izrazito sigurna za manipulaciju i rad u laboratorijskim uvjetima (Gioanni i 

sur., 1988). 
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Da bi se stanice odvojile od podloge, koriste se mehanički ili kemijski postupak. Mehanički 

podrazumijeva struganje pri čemu se može oštetiti i sama stanica, a kemijskim postupkom, 

koji se koristio u ovom eksperimentu, stanice se odvajaju djelovanjem enzima tripsina. 

3.1.2. Opis pripreme stanica CAL 27 za eksperimente 

U ovom eksperimentu  korištene su ljudske stanice karcinoma epitela jezika CAL27 (Slika 

10.) koje su kupljene od ATCC-a i primarno uzgajane na Institutu Ruđer Bošković te 

Prehrambeno-biotehnološkom fakultetu. Stanična kultura uzgajana je u RPMI 1640 mediju uz 

dodatak fetalnog telećeg seruma do konačne koncentracije od 10% u monosloju u CO2 

inkubatoru pri temperaturi od 37°C koristeći sterilnu T-bocu. Praćenjem promjene broja 

stanica tijekom rasta, određeno je da se stanice udvostruče tijekom 30-36 sati. Nakon što su 

stanice prekrile površinu velike T boce površine 75 cm
2
,
 
uklonjen je medij te je površina 

adherentnih stanica isprana s 10 mL čistog RPMI 1640 medija bez seruma radi uklanjanja 

ostatka seruma iz T boce koji bi blokirao djelovanje tripsina. Nakon uklanjanja i ovog medija, 

u T-bocu je dodano 1 mL 0,25%-tne EDTA otopine tripsina.  

T-boca je vraćena u CO2 inkubator na 37°C na 5 minuta tijekom kojih je tripsin uzrokovao 

odvajanje stanica od podloge pri čemu je došlo do morfološke promjene samih stanica koje su 

poprimile sferični oblik. Nakon provjere pod invertnim mikroskopom, stanice su nakon 10 

minuta djelovanja tripsina bile zaokružene i odvojene od podloge. Nakon toga dodan je 1 mL 

fetalnog telećeg seruma i 5 mililitara RPMI 1640 medija te je napravljena stanična suspenzija 

i sadržaj T boce je prenesen u 14 mililitarsku tubu za centrifugiranje te je ona uz taru 

centrifugirana na 800 rpm 6 minuta. Nakon toga je uklonjen supernatant sve do 1 mL, uzeto je 

20 µL preostale stanične suspenzije, po 10 µL je nanijeto na svaku stranu Burker-Turk 

komorice koja je bila prekrivena pokrovnicom, te su stanice izbrojane pod električnim 

mikroskopom na povećanju od 20x.   Na taj način se odredio broj stanica u volumenu od 0,1 

mm
3
 te se iz toga konačno izračunao broj stanica u 1 cm

3
 odnosno u 1 mL. 
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Slika 10. Prikaz humane stanične linije skvamoznog epitela jezika CAL27 pod konfokalnim 

mikroskopom 

3.1.3. Priprema ekstrakta lišća ružmarina 

10 g lista ružmarina preliveno je s 200 mL vruće vode. Nakon pola sata ekstrakcije, dobiveni 

ekstrakti su upareni i liofilizirani. Pripremljeni liofilizati korišteni su za pripremu ishodišnih i 

radnih otopina korištenih u eksperimentima. Ekstrakti su izrađeni u Laboratoriju za 

tehnologiju ugljikohidrata i konditorskih proizvoda na Prehrambeno-biotehnološkom 

fakultetu u Zagrebu.  

Iz dobivenih liofilizata pripremljene su ishodišne otopine  deset puta veće koncentracije. Iz tih 

otopina pripremane su radne otopine u koncentracijama: 0, 0,05x, 0,1x, 0,2x, 0,5x, 1x, 2,5x i 

5x. Koncentracija 1x predstavlja sadržaj bioaktivnih tvari prisutnih u uobičajeno 

pripremljenim napitcima namijenjenim za konzumaciju. 
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Tablica 2. Prikaz razrjeđenja radnih koncentracija ekstrakta lišća ružmarina 

koncentracija Suha tvar (mg mL
-1

) 

5x 6,925 

2,5x 3,4625 

1x 1,385 

0,5x 0,6925 

0,2x 0,277 

0,1x 0,1385 

0,05x 0,06925 

 

3.1.4. Kemikalije 

 Destilirana voda, Kemika, Hrvatska 

 Dimetil-sulfoksid DMSO, Kemika, Hrvatska 

 DPX-otopina za uklapanje preparata, Sigma Aldrich, SAD 

 0,25%-EDTA-tripsin, Imunološki zavod, Hrvatska 

 Etanol 96%, Kemika, Hrvatska 

 FBS serum teleći (engl. Fetal bovine serum), Gibco-ThermoFisher, SAD 

 Giemsa boja, Merck, Njemačka 

 Kalijev klorid, Kemika, Hrvatska 

 Kalijev dihidrogenfosfat, Kemika, Hrvatska 

 LMP agaroza niskog tališta (engl. Low melting point agarose), Sigma Aldrich, SAD 

 Metanol, Kemika, Hrvatska 

 MMC-mitomicin C, Sigma Aldrich, SAD 

 MTT reagens, Sigma Aldrich, SAD 

 Natrijev klorid, Kemika, Hrvatska 

 0,9% otopina natrijevog klorida, Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Hrvatska 

 Natrijev hidrogenfosfat, Kemika, Hrvatska 

 Na-laurilsarkozin, Sigma Aldrich, SAD 

 NMP agaroza normalnog tališta (engl.normal melting point agarose) agaroza, Sigma 

Aldrich, SAD 

 Octena kiselina, Kemika, Hrvatska 
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 30% vodikov peroksid, Kemika, Hrvatska 

 RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute stanični medij s L-glutaminom i 25mM 

HEPES-om, Sigma, Gibco, ThermoFisher, SAD 

 Triton X100, Sigma Aldrich, SAD 

 Trizma baza (Tris-HCl),  Sigma Aldrich, SAD 

 Ulje za mikroskopiranje, Kemika, Hrvatska 

 Etidij bromid, Sigma Aldrich, SAD 

3.1.5. Priprema otopina za eksperimente 

 Otopina vodikovog  peroksida 

Koncentracija radnih otopina je bila 0,25 i 0,50 µM H2O2 te su pripremljene od ishodišne 

otopine 200 mM H2O2 razrjeđivanjem u destiliranoj H2O. 

 Otopina LMP i NMP 

NMP 1% otopina je pripremljena otapanjem NMP (engl. normal melting point) agaroze u 

destiliranoj vodi zagrijavanjem do potpunog otapanja u mikrovalnoj pećnici. LMP 0,5% 

otopina (engl. low melting point) pripremi se otapanjem LMP agaroze u fosfatnom puferu 

PBS bez kalcija i magnezija. 

 Otopina za lizu 

Otopina je pripremljena od 2,5M NaCl, 100mM Na2EDTA,10mM Trizma baze, 1% natrij-

laurilsarkozinata. pH je podešen na 10, a zatim je još u radnu otopinu na licu mjesta dodan 1% 

Triton X-100 te 10% DMSO. 

 Otopina za denaturaciju 

Otopina je pripremljena tako da sadrži 1mM Na2EDTA i 300mM NaOH, te je imala pH 13.  

 Otopina za neutralizaciju 

Otopina je pripremljena tako da sadrži 0,4M Tris-HCl otopinu s pH 7,5 na sobnoj temperaturi 

u mraku. 
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 Otopina fiksativa 

Otopina je pripremljena tako da se pomiješaju octena kiselina: metanol u omjeru 1:3 te se drži 

4 sata u frižideru da bi bila hladna. 

3.1.6. Laboratorijska oprema 

 Autoklav, Sutjeska, Jugoslavija 

 Automatske pipete za 10 mL, 1 mL, 200 µL, 100 µL, 10 µL, 5 µL, Eppendorf, Njemačka 

 Burker turk komorica, Optik labor, Njemačka 

 CCD kamera, kompjuter sa softverom Instem, Engleska 

 CO2 inkubator Hera cell 240, Heraeus, Njemačka 

 Digestor, INAKO,Hrvatska 

 Digitalni brojač stanica, Assistent Counter, Njemačka 

 Električni mikroskop s povećanjem do 1000X, Olympus, Njemačka 

 Grijači stakala na 50°C, INAKO, Hrvatska 

 Invertni mikroskop, Zeiss, Njemačka 

 Kadice za elektroforezu s napajanjem, Whatmann Horizon 11.4, SAD 

 Laminar s UV lampom, Iskra PIO, Hrvatska 

 Mikrovalna pećnica, Gorenje, Hrvatska 

 Olympus BX 51 fluorescencijski mikroskop sa UV lampom, Njemačka 

 pH metar, Mettler Toledo, Švicarska 

 Spektrofotometar Victor3 TM, Perkin Elmer, SAD 

 Vakuum sisaljka, INAKO, Hrvatska 

 Vodena kupelj, INAKO, Hrvatska 

3.1.7. Posuđe i pribor 

 Flaskovi ili T boce od 75 i 25 cm
2
, TPP, Njemačka 

 Mikrotitarske pločice s 96 ili 24 jažica, TPP, Njemačka 

 Očišćena histološka stakla za komet test Vitrognost,Plus ultra 26x76 mm, Biognost, 

Hrvatska 

 Okrugla stakalca (pokrovnice) promjera 18 mm za nasađivanje stanica, TLOS, Hrvatska 

 Plastični nastavci za automatske pipete za 10 mL, 1 mL, 200 µL, 100 µL, 10 µL i 5 µL, 

Eppendorf, Njemačka 

 Staklene čašice za ph-metriranje, TLOS, Hrvatska 
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 Staklene pokrovnice Vitrognost 24x40, Biognost, Hrvatska 

 14 mL-tarske tube za centrifugiranje stanica, TPP, Njemačka 

 tubice od 1,5 i  2 mL, Eppendorf, Njemačka 

3.2. METODE 

3.2.1. Određivanje pH vrijednosti radnih koncentracija na sobnoj temperaturi i na 37°C 

Neposredno nakon otapanja, kao i neposredno nakon tretmana stanica, provjeren je i pH 

svakog ekstrakta u koncentracijama od 5x do 0,05x (Slika 11.) . Ekstrakti su, kao i tretirane 

stanice sa ekstraktima, držani 1 h na 37°C. 

Korištena su dva standarda za kalibriranje za pH 7 i pH 9,21. Nakon svakog očitavanja, pH 

metar je ispran destiliranom vodom i obrisan čistom staničevinom. Sva mjerenja su očitana 

dva puta i provjerena je temperatura očitanja.  

 

 

Slika 11. Ekstrakti u koncentracijama od 5x do 0,05x 

3.2.2. MTT test – Tretman i protokol 

3.2.2.1. Nasađivanje stanica 

Od koncentrirane stanične suspenzije nakon brojanja stanica, napravljena su razrjeđenja 

stanične suspenzije da bi u svakoj jažici za MTT test u koju će ići 100 µL medija (RPMI 1640 

s 10% serumom) bila koncentracija od 10
5
 st mL

-1
 (stanica po mililitru). Stanice su nasađene 

na jednu mikrotitarsku pločicu sa 96 jažica. Za svaku mjerenu koncentraciju te kontrolni 

uzorak nasađeno je 5 ponavljanja, te je 5 jažica bilo još predviđeno za slijepu probu (pozadina 

boja u MTT testu). Stanice su u sterilnim uvjetima pregledavane pod invertnim mikroskopom, 

povećanje 20x, i gledalo se kada će dosegnuti 70% pokrivenost podloge (površine). 
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3.2.2.2.Tretman stanica za MTT test 

Stanice su nakon 24 h prekrile 70% podloge, potom je medij uklonjen a stanice su isprane 

autoklaviranom sterilnom vodenom otopinom 1xPBS-a pH 7,4 sobne temperature (10mM 

Na2HPO4, 2mM KH2PO4, 2,7mM KCl, 137mM NaCl),  a zatim tretirane sa 100 µL medija s 

ekstraktom kroz 1 h na 37°C u CO2 inkubatoru.  

3.2.2.3.Priprema mikrotitarske pločice za MTT i mjerenje apsorbancije 

Medij je ponovno uklonjen i ispran s novim sterilnim 1xPBS-om sobne temperature. 

Koncentrirani MTT reagens (štok je imao koncentraciju 5mg mL
-1

, radna koncentracija je 10 

puta manja) je stavljen u novi RPMI 1640 medij sa 10%-tnim telećim serumom. U svaku 

jažicu sa stanicama dodano je po 10 µL MTT reagensa već pomiješanog s medijem i 

serumom i mikrotitarska pločica je stavljena u CO2 inkubator na 37°C na inkubaciju od 4 sata. 

Nakon toga je u  digestoru dodano 100 µL koncentriranog DMSO-a, te je mikrotitarska 

pločica inkubirana 30-35 min kako bi se otopili formirani kristali formazana i pritom držana 

na blagoj tresilici radi ravnomjernijeg raspoređivanja boje te nestanka potencijalnih mjehurića 

zraka koji mogu uzrokovati pogreške u mjerenju apsorbancije. Apsorbancija je mjerena na 

570 nm, od dobivenih vrijednosti se prvo oduzimaju vrijednosti slijepe probe, te zatim 

izračunava relativan broj stanica u odnosu na kontrolu (u postocima). Prema Lambert-

Beerovom zakonu, vrijednosti apsorbancije moraju biti unutar raspona 0,20-

2,00.Apsorbancija je mjerena na spektrofotometru Victor3 TM, Perkin Elmer, SAD (Slika 

12.). U rezultatima su također izražene srednje vrijednosti i standardne devijacije od svih 5 

mjerenja. 

 

Slika 12. Spektrofotometar Victor3 TM, Perkin Elmer, SAD 
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3.2.3. Priprema radnih koncentracija vodenih otopina peroksida 

U prethodnim eksperimentima (alkalni komet test, rezultati nisu prikazani) je utvrđeno da 

0,25µM vodikov peroksid uzrokuje oštećenja stanica CAL27, no postotak genomskog 

oštećenja ne spada u apoptotični učinak (još je uvijek 60% DNK stanica u jezgri, rezultati 

nisu prikazani), dok 0,50 µM vodikov peroksid uzrokuje oštećenje genoma stanica CAL27 s 

izraženim apoptotičnim učinkom. Ove dvije radne koncentracije dobivene su slijedom 

razrjeđenja od matične otopine i tijekom tog postupka razrjeđivanja s destiliranom vodom, sve 

su otopine držane na ledu, jer brzo dolazi do gubitka same oksidativne aktivnosti vodikovog 

peroksida. Matična otopina je bila 30%-tni vodikov peroksid odnosno 9,79M vodikov 

peroksid.  

3.3. ALKALNI KOMET TEST 

3.3.1. Nasađivanje stanica 

U svaku jažicu na 24-jažičnoj mikrotitarskoj ploči je nasađeno10
5
 st mL

-1 
otopljenih u 500 µL 

medija i to u dvije replike. 

Stanice su kontrolirane u sterilnim uvjetima pod invertnim mikroskopom do trenutka 

prekrivanja podloge od 70%.  

3.3.2. Tretman stanica 

Nakon 48 sati, stanice su prekrile više od 70% površine, medij je uklonjen, ispran 1xPBS-om 

na sobnoj temperaturi, te su stanice u jažicama tretirane sa ekstraktima. U svaku jažicu je 

stavljeno 500 µL medija s ekstraktom bez seruma te su stanice tretirane 1 h na 37°C u 

inkubatoru sa CO2. 

3.3.3. Priprema stakla i gelova za komet test 

Vodena otopina 1% NMP (engl. normal melting point) agaroze pripremljena je dan prije 

eksperimenta. Nakon zagrijavanja u mikrovalnoj pećnici do točke vrelišta, otopina je držana u 

vodenoj kupelji na 37°C. Na svako staklo za komet test naneseno je 300µL 1% NMP agaroze, 

poklopljeno pokrovnicom, držano 10 minuta u na hladnom, zatim je pokrovnica uklonjena te 

su gelovi na stakalcima postavljeni horizontalno na grijače stakalaca na  50 °C  gdje su se 

gelovi osušili. Ovaj sloj služi kao podloga drugom sloju gela sa stanicama a također pomaže 

da sloj sa stanicama ne otklizi sa stakalca tijekom postupaka liziranja, denaturacije i 
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elektroforeze u komet testu. Osušena stakla spremljena su u suhu kutiju za držanje 

mikroskopskih stakla.  

Na dan eksperimenta, 0,5% LMP (engl. low melting point) agaroza je zagrijana u mikrovalnoj 

pećnici do točke vrelišta (tališta) te je ohlađena u vodenoj kupelji na 37°C. Ovaj korak je 

bitan jer bi veća temperatura mogla prouzročiti dodatna oštećenja tretiranih stanica. 

3.3.4. Priprema stanica za alkalni komet test sa i bez prethodnog tretmana vodikovim 

peroksidom 

Nakon što su stanice prekrile više od 70% površine podloge, u svakoj jažici uklonjen je medij, 

te su adherirane stanice isprane sa sterilnim 1x PBS-om sobne temperature radi uklanjanja 

tragova seruma prije postupka tripsinizacije. Nakon uklanjanja seruma, na adherirane stanice 

u svaku jažicu stavljeno je 100 µL 0,25% EDTA-otopine tripsina. Tripsiniziranje stanica 

trajalo je 5-10 minuta na 37°C u CO2 inkubatoru. Nakon što je invertnim mikroskopom 

utvrđeno odvajanje stanica od podloge i njihovo zaokruživanje, na tripsinizirane stanice 

stavljena je kap (30 µL) fetalnog seruma radi inaktivacije djelovanja tripsina i naneseno je u 

svaku jažicu po 1 mL RPMI medija. Stanična suspenzija je prenesena u 2 tubice volumena 1 

mL te su stanice istaložene centrifugiranjem 1 minutu na 2000 rpm min
-1

. Supernatant je 

odsisan vodenom sisaljkom, a na talog u svaku tubicu je dodano 200 µL 0,5% LMP agaroze, 

te je zatim po 100 µL agarozne suspenzije stanica naneseno na stakla za komet od prije 

presvučena sa osušenim slojem 1% NMP. Agarozna suspenzija je pokrivena pokrovnicom 

24x40 mm. 

Agarozni sloj sa stanicama je držan 10 minuta iznad leda radi polimerizacije gela. Nakon toga 

je pokrovnica uklonjena s gelova. 

3.3.5. Tretman 0,50 µM i 0,25 µM vodikovim peroksidom 

Nakon polimerizacije, 0,5% LMP agaroznog sloja sa stanicama, na stakalca koja će biti 

tretirana vodikovim peroksidom nanešeno je 100 µL otopine vodikovog peroksida. Za svako 

razrjeđenje i koncentraciju vodikovog peroksida tretirana su dva stakla na isti način. Radi 

podjednakog tretmana cijelog stakla, gel je pokriven pokrovnicom. Nakon 5 minutnog 

tretmana tijekom kojega su stakalca bila cijelo vrijeme držana iznad leda, pokrovnica je 

skinuta, a gel je temeljito i oprezno ispran destiliranom vodom. Daljnji tijek izrade pokusa za 

komet test je bio isti i za normalni alkalni komet test bez tretmana vodikovim peroksidom, s 

time da su ipak stakla tretirana s vodikovim peroksidom držana u posebnim otopinama i nisu 

bila miješana sa stakalcima na normalni alkalni komet test.  
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3.3.6. Priprema otopine za lizu 

Otopina za liziranje staničnih membrana i uklanjanje histona napravljena je svježa isti dan 

kada je bila i izrada preparata, i držana barem 4 sata na 4°C da bi bila dovoljno hladna. 

Pripremljena stakalca stavljaju se u staklene vertikalne košiće (engl. Coplin Jar) te se dodaje 

pufer za lizu. Liza se provodisat vremena  na temperaturi od 4°C. Stakalca se nakon lize 

temeljito ispiru destiliranom vodom.  

3.3.7. Priprema otopine za denaturaciju, denaturacija i elektroforeza stakalaca 

Otopina za denaturaciju je također bila pripremljena svježa, i držana barem 4 sata na 4°C da 

bi bila dovoljno hladna, a destilirana voda koja je korištena je držana već od dana prije u 

frižideru na 4°C.  

Temeljito isprana destiliranom vodom, stakalca su uronjena u hladne vertikalne košiće s 

hladnom svježom otopinu za denaturaciju i tamo su držana 20 minuta.  

Nakon toga stakalca su prenesena u horizontalnu kadicu za elektroforezu u kojoj se nalazila 

nova, svježa hladna otopina za denaturaciju za elektroforezu. Elektroforeza je provedena pri 

konstantnom naponu od 21 V, u vremenu od 15 minuta bez prisustva svjetla.  

3.3.8. Neutralizacija 

Nakon elektroforeze, stakalca su prenesena na kadicu sa rešetkama, položena horizontalno i 

tretirana tri puta po 5 minuta s 0,4M Tris-HCl otopinom s pH 7,5 na sobnoj temperaturi u 

mraku. Poslije toga su stakalca postavljena horizontalno u vlažne komorice i držana na 4°C i 

pregledana isti dan. 

3.3.9. Bojanje i analiziranje gelova 

Svako staklo je bojano 10 minuta s 50 µL radne otopine etidij-bromida koncentracije 20µg 

mL
-1

.Stakla su analizirana fluorescencijskim mikroskopom povećanja 200x spojenim crno-

bijelom CCD kamerom na softverski sustav Comet Assay  (Perceptive Instruments-Instem, 

Engleska). Na svakom staklu se izbrojalo po 100 stanica-kometa. Budući da je sve rađeno u 

duplikatu, ukupno po jednom razrjeđenju analizirano je 200 kometa. Parametri određeni za 

analiziranje bili su dužina repa kometa i postotak DNK u repu kometa. Uzete su u obzir 

srednje vrijednosti, medijani, minimumi i maksimumi, standardne devijacije. 
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3.4. MIKRONUKLEUS TEST 

3.4.1. Nasađivanje stanica 

Okrugla stakalca promjera 18 mm prethodno su oprana etanolom te autoklavirana i 

postavljena na dno sterilnih 24-jažičnih mikroploča u sterilnim uvjetima. Stanice u 

koncentraciji od 10
5
 stanica po mililitru su dodane u volumenu od 500 µL u potpunom mediju 

(RPMI 1640, 10% FBS). Konfluentnost stanica je praćena invertnim mikroskopom u 

sterlinim uvjetima do trenutka popunjenja 50% površine jažica.  

3.4.2. Tretman stanica 

Nakon 48 sati stanice su prekrile više od 50% površine, medij je odsisan, adherirane stanice 

su bile isprane sterilnim 1x PBS-om sobne temperature, te su stanice tretirane s 500 μL 

ekstrakata odgovarajućih koncentracija pripremljenih u kompletnom mediju. Nakon tretmana 

u trajanju od 4 sata (prema uputama OECD-a minimalno trajanje tretmana za mikronukleus in 

vitro test na staničnim linijama treba biti 4 sata) na 37°C i 5% CO2, medij je uklonjen, stanice 

su isprane od ostataka ekstrakta sterilnim 1x PBS-om sobne temperature te je dodan novi topli 

medij sa 10% FBS-om i citohalazinom B (3µg mL
-1

). Negativna kontrola je pripremljena na  

na isti način, samo bez dodavanja ekstrakata u medij.  

Kao pozitivna kontrola u mikronukleus cytome testu korišten je mitomicin C koncentracije 3,5 

mg mL
-1

, a tretman je također trajao 4 h, u istim uvjetima. Mitomicin C je klastogen (uzrokuje 

oštećenja genoma, ali ne utječe na citokinezu stanica) i ne treba metaboličku aktivaciju.   

3.4.3. Izrada preparata 

Isti dan fiziološka otopina je stavljena na 4°C na barem 4 sata, a također je pripremljena i 

svježa otopina fiksativa. 

Nakon tretmana s citohalazinom B koji je trajao 30 sati, stanice su dva puta isprane s 1xPBS-

om zagrijanim na sobnu temperaturu te su tretirana sa 100 µL hladne fiziološke otopine. 

Nakon 10 minuta tretmana, fiziološka otopina je uklonjena, a na  stakalca u jažicama 

stavljeno je 100 µL hladnog fiksira (1:3 octena kiselina: metanol). Tretman je trajao  10 

minuta na sobnoj temperaturi. Nakon što je fiksir uklonjen  vakuumskom sisaljkom, stakalca 

su sesušila na sobnoj temperaturi 2 sata. Nakon toga na stanice je nanijeto 200 µL 3% vodene 

otopine Giemse-boje za histološke preparate koja se jako veže za DNK a malo manje za 

citoplazmu. Nakon 10 minuta, stakalca su isprana destiliranom vodom. Nakon sušenja, 

stakalca su vađena iz bunarića iglicama i pincetom vodeći računa da je strana sa stanicama 
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uvijek okrenuta prema gore. Na tu stranu je naneseno stanično lijepilo DPX (medij za 

uklapljanje stanica) i ta je strana okrenuta prema dolje da bi se zalijepila za predmetno staklo. 

Na svako predmetno staklo postavljena su po tri stakalca.  

Mitotički indeks ili indeks proliferacije određen je prema autorima Eastmond i Tucker 1989 

(Eastmond i Tucker, 1989)prema formuli: 

 

𝑀1 + 2 ∗ 𝑀2 + 3 ∗ 𝑀3 + 4 ∗ 𝑀4

𝑁
 

 

U formuli za NDI (mitotički indeks), M1-M4 je broj mononuklearnih, binuklearnih, 

trinuklearnih i tetranuklearnih stanica na ukupnom broju izbrojanih stanica na preparatu (N), 

koji je bio određen kao 1000 stanica. 

3.5. STATISTIČKA OBRADA PODATAKA 

Dobiveni podaci obrađeni su u statističkom programu Statistica 13.2 (DELL, StatSoft, SAD). 

U deskriptivnoj analizi za svaku točku i metodu određena je srednja vrijednost, standardna 

devijacija, standardna pogrješka, minimum i maksimum, medijan, CI vrijednosti. Za komet 

test su se rezultati za dužinu repa i intenzitet repa logaritmirali dekadskim logaritmom s 

bazom 10 i vrijednošću v1+1 radi normalizacije rezultata koji svi imaju pozitivnu vrijednost 

zbog prirode samog testa. Korištenjem Analize Varijance ustanovilo se da li postoje razlike 

među samim promatranim točkama, i nakon toga se upotrijebila analiza Break down one way 

ANOVA test sa Posthoc Scheffe modifikacijom za usporedbu uzoraka u duplikatu, i ako nije 

nađena razlika onda su se uzorci uzimali zajedno kao 200 mjerenja, te je napravljena još 

jednom Break down one way ANOVA test sa Posthoc Scheffe modifikacijom. Posthoc testovi 

se koriste ukoliko se rezultati statistički značajno razlikuju jer ova vrsta testova uz postavljenu 

razinu značajnosti na p<0,05 uzima u obzir i broj komparacija (0,05/broj komparacija). Za 

mikronukleus test se koristio t-test i hi kvadrat testa. Razina značajnosti je postavljena na 

p<0,05. U istom programu su napravljeni i grafički prikazi rezultata sa srednjim vrijednostima 

(SV) i standardnim devijacijama (±2 SD).
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4. REZULTATI I RASPRAVA 

Ružmarin je biljka koja se uzgaja u mnogim predjelima svijeta i koja se koristi u brojnim 

kućanstvima, prvenstveno zbog upotrebe u kulinarstvu, ali i u različite medicinske svrhe zbog 

dokazanih bioloških svojstava eteričnog ružmarinskog ulja kao što su antimikrobno (Bozin i 

sur., 2007), antioksidacijsko (Haloui i sur., 2000), antikancerogeno (Cheng i sur., 2011; 

Huang i sur., 1994; Offord i sur., 1997a; Salih i sur., 2015) te antiproliferativno svojstvo 

(Bakırel i sur., 2008; Cattaneo i sur., 2015; Petiwala i Johnson, 2015; Valdés i sur., 2013; 

Yesil-Celiktas i sur., 2010). Zbog tih se svojstava koristi, osim kao začin, sve više i kao čajna 

mješavina. No unatoč  dokazanim pozitivnim svojstvima, ružmarin je pokazao i moguća 

druga neželjena svojstva koja se odnose na citotoksičnost ružmarina. Pri većim 

koncentracijama, ružmarin može imati citotoksičan učinak na zdrave stanice, a sastav 

eteričnog ulja ružmarina varira o njegovom geografskom podrijetlu, o čemu i ovise njegova 

ljekovita svojstva (Maistro i sur.,2010). 

Cilj ovog  istraživanja bio je testirati utjecaj različitih koncentracija ekstrakta  dobivenog od 

listova ružmarina na vijabilnost i primarna te trajna genomska oštećenja humane stanične 

kulture skvamoznog epitela jezika CAL27 te istražiti postojanje zaštitnog učinka prilikom 

izlaganja tretiranih stanica oksidativnom stresu. Primarna oštećenja analizirana su alkalnim 

komet testom nakon 1-satnog tretmana stanica netoksičnim koncentracijama ekstrakata 

(0,05x, 0,1x, 0,2x, 0,5x, 1x, 2,5x i 5x), a zaštitni učinak ispitan je nakon 5-minutnog izlaganja 

0,25 i 0,50 µM vodikovom peroksidu. Nakon 4-satnog izlaganja ekstraktima i oporavka u 

trajanju od 36 sati trajna oštećenja te utjecaj na proliferaciju analizirani su mikronukleus 

cytome testom. Pošto komponente eteričnog ulja (lipofilne, hidrofobne, hidrofilne 

komponente) ponekad mogu vezati i komponente iz medija te promijeniti pH otopine (Frankel 

i sur., 1996), te tako ne/uzrokovati oštećenja, provjerene su i pH vrijednosti ekstrakata u 

mediju na sobnoj temperaturi i na 37°C.  

4.1. pH VRIJEDNOSTI EKSTRAKATA NA SOBNOJ TEMPERATURI I NA 37°C 

U Tablici 3. vidljivi su rezultati određivanja pH vrijednosti radnih ekstrakata. Iz rezultata je 

vidljivo da temperatura nije utjecala na pH vrijednost samih uzoraka i da uzorci međusobno 

nisu imali prevelike razlike u pH vrijednostima te da se takve promjene mogu isključiti iz 

daljnjeg tumačenja rezultata. Ovaj eksperiment je bio rađen na temelju iskustva drugih 

znanstvenika koji su pokazali da pH može znatno utjecati na aktivnost antioksidativnog 

učinka samog ekstrakta ružmarina, kao i medij u kojem se ekstrakt otapa. 
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Tablica 3. Prikaz vrijednosti pH radnih ekstrakata lišća ružmarina pri sobnoj temperaturi i pri 

37 °C 

Koncentracija 

(mg mL
-1

) 

sobna temperatura 37 °C 

0,06925 7,50 7,48 

0,1385 7,52 7,48 

0,277 7,52 7,47 

0,6925 7,55 7,42 

1,385 7,59 7,41 

3,4625 7,50 7,40 

6,925 7,47 7,38 

 

4.2. VIJABILNOST, PROLIFERACIJA I MITOTIČKI INDEKS 

Na Slici 13. prikazani su rezultati MTT testa (u postocima) sa standardnim devijacijama. Kao 

što se može vidjeti i iz slike, prevelikih razlika u vijabilnosti stanica nakon tretmana od 

jednog sata nije bilo, iako su u nekim koncentracijama vrijednosti bile i više od kontrolnih. 

Pad preživljenja od 8 posto uočen je pri izlaganju najvećoj koncentraciji ružmarina 5x. Ono 

što se mjeri MTT-testom je zapravo količina metaboličke aktivacije i mitohondrijske 

toksičnosti, te je ovim testom dokazano da stanice zbog izlaganja ružmarinu ne gube svoju 

metaboličku aktivaciju, po čemu zaključujemo da su i vijabilne.  
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Slika 13. Prikaz rezultata MTT testa nakon 1 sata tretmana s ekstraktima lišća ružmarina (R) 

sa srednjim vrijednostima i standardnom devijacijom 

Različite stanične linije mogu pokazivati različitu osjetljivost na izlaganje ekstraktima 

ružmarina. Rezultati dobiveni u ovom radu su usporedivi s rezultatima drugih autora koji su 

sličan učinak pokazali i na drugim vrstama stanica. Stanična linija karcinoma vrata maternice 

HeLa pokazala je povećanu vijabilnost tretiranih stanica u MTT testu te nepromijenjenu 

vijabilnost u Neutral crvenom testu (vijabilnost provjerom lizosomalne toksičnosti) u odnosu 

na kontrolu  nakon 24-satnog tretmana  u koncentracijama od 31,12–1192 μg mL
-1 

(Santos i 

sur., 2016). Niske koncentracije ružmarina <1,40 mg mL
-1 

nisu uzrokovale citotoksične 

učinke na staničnoj liniji Vero (normalne epitelne stanice bubrega majmuna), staničnoj liniji 

ljudskih epitelnih stanica karcinoma jajnika A2780 (Kingston, 2009) niti na staničnoj liniji 

hepatocelularnog karcinoma HepG2 (koncentracije ispod koncentracije od 500 mg mL
-1

) 

(Haza i Morales, 2013; Haza i sur., 2010). U neutralnom crvenom testu, u CHO staničnoj 

liniji, IC50 je iznosio167 g mL
-1

, a niže koncentracije (5–50 g mL
-1

) nisu pokazale citotoksični 

učinak (Taner i sur., 2016). Čučković (Čučković, 2017) je nakon jedno- i dvo-satnog tretmana 

stanične linije humanih epitelnih stanica CALB1 ustanovila da 0,5x smanjuje postotak 

preživljenja za 50%, Usporedba dviju staničnih linija adenokarcinoma pokazala je razlike u 

osjetljivosti. Na staničnoj liniji AGS došlo je do smanjenja vijabilnosti u MTT i Neutral 

crvenom testu pri koncentracijama 4,1, 1,8 i1,3 mg mL
-1 

(IC50) poslije 24, 48 i 72 sata 

izlaganja, a na drugoj staničnoj liniji KYSE30 došlo je do sličnog učinka tek nakon izlaganja 
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puno većim koncentracijama od 600, 180 i 150 mg mL
-1

za MTT test i 860, 270 i 200 mg mL
-1 

za Neutral crveni test (Karimi i sur., 2017). 

Naravno, na ovakve rezultate osim stanične linije utječe i količina aktivnih tvari u ružmarinu, 

s obzirom da svaka biljka nema isti sastav. U studiji Santosa i suradnika (Santos i sur., 2016), 

ružmarin je imao najviše monoterpena (1,8-cineol i £-pinen) koji su pokazali u njihovoj, ali i 

u studiji Wanga i suradnika nisko citotoksično djelovanje u tumorskim stanicama (Wang i 

sur., 2012). Frankel i suradnici (Frankel i sur., 1996) su također dokazali da u uljno-vodenim 

otopinama, sastojci ružmarina kao što su karnozinska kiselina, karnozol i alfa-tokoferol imaju 

veću aktivnost nego ružmarinska kiselina. Salih i suradnici 2015 (Salih i sur., 2015) testirajući 

koncentracije ružmarina od 50, 100, 250, 500 i 1000 μg mL
-1 

pokazali su da 1000 μg mL
-1

i 

vodenog i metanolnog ekstrakta ružmarina koji odgovara koncentraciji 0,5x korištenoj u 

ovom radu kod stanične linije skeletnih mišićnih tumorskih stanica rabdomiosarkoma RD  

nakon izlaganja 24 sata pokazao postotak preživljenja od 18 i 16 posto; dok je stanična linija 

normalnih fibroblasta mišjeg embrija MEF pokazala postotak preživljenja od 86 i 85%. 

Cardile i suradnici (Cardile i sur., 2009) pokazali su da je ekstrakt ružmarina sa 31,7% 

karnozinske kiseline u koncentracijama od 10-80 μg mL
-1 

značajno smanjio proliferaciju u 

MTT testu od dvije melanomske stanične linije M14 i A375.  

Postoje naravno i tvari koje ne utječu na vijabilnost stanica, ali mijenjaju staničnu 

proliferaciju i genomsku osjetljivost bez citotoksičnog učinka. Kao što se vidi u Tablici 4., 

određivanjem mitotičkog indeksa u mikronukleus cytome testu, pokazano je da u manjim 

koncentracijama, do 1x, ružmarin utječe na ubrzavanje stanične proliferacije. 

Tablica 4. Mitotički indeks nakon 4 sata tretmana ekstraktom ružmarina u mikronukleus testu 

do koncentracije ispod 1x 

 kontrola MMC 0,05 0,1 0,2 0,5 

M1 398 695 303 528 476 628 

M2 583 297 446 397 462 265 

M3 14 6 92 45 36 58 

M4 5 2 79 30 26 49 

NCPBI/NDI 1,626 1,315 1,787 1,577 1,612 1,528 

M1-mononuklearne, M2-binuklearne, M3-trinuklearne, 

M4-tetranuklearne stanice, MMC-mitomicin C (pozitivna kontrola) 
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Rezultati mjerenja mitotičkog indeksa dobiveni u ovom radu korištenjem mikronukleus 

cytome testa su u skladu s rezultatima od Karimi i suradnika (Karimi i sur., 2017) koji su 

pokazali da postoji dozna ovisnost koja će ili dovesti do proliferacije ili do inhibicije, s 

učinkom zaustavljanja stanica u određenoj fazi staničnog ciklusa, ali uvijek sa tendencijom 

smanjenja broja stanica u G1 fazi i porastom stanica u barem G2/M fazi. Kao potvrdu ove 

tvrdnje, u eksperimentima provedenim u ovom radu mitotički se indeks više nije mogao 

pratiti od koncentracija 1x do 5x. Koncentracije 1x i 2x dovele su do vidljivog zaustavljanja u 

proliferaciji, fragmentiranja samih jezgara i pojave apoptotičnih tjelešaca, a koncentracija 5x 

je izazvala pojavu nekroze. 

Izlaganje stanica korijena crvenog luka Allium cepa vodenom ekstraktu ružmarina u 

koncentracijama od 0,02, 0,04, 0,06 i 0,08 mg mL
-1 

24 ili 48 sati pokazale su 

antiproliferativno djelovanje (Cardoso i sur., 2014). Vodeni i alkoholni ekstrakti lišća 

ružmarina u koncentracijama od 12,50 do 47,55 mg mL
-1 

inhibirali su podjelu stanica u 

humanim staničnim linijama NCI-H82 (karcinom pluća), DU-145 (karcinom prostate), Hep-

3B (hepatocelularni karcinom), K-562 (kronična mijelogena leukemija) i MCF-7 

(adenokarcinom dojke) (Yesil-Celiktas i sur., 2010), slična značajna redukcija u mitotičkom 

indeksu nađena je i kod tretmana stanične linije A2780 (ljudski karcinom ovarija) (Tai i sur., 

2012; Cheng i sur., 2011), ali i u različitim staničnim linijama karcinoma kolona štakora 

tretiranih visokim koncentracijama samo karnozola, jednog od glavnih sastojaka ekstrakta 

ružmarina (Tai i sur., 2012; Cheng i sur., 2011). 

Mehanizam citotoksičnog djelovanja spojeva iz ružmarina na stanice objasnili su Visanji i 

suradnici (Visanji i sur., 2006). Prema njihovim rezultatima, visoke koncentracije diterpen 

karnozola iz ružmarina utječu na dijeljenje stanica, tj. diterpen karnozol djeluje na B1 cikline 

tijekom procesa diobe i tako onemogućava pravilno formiranje diobenog vretena. 

Antiproliferativni učinak ružmarina se također pripisuje aktivnosti ružmarinskih difenola, 

kinona i rozmanola (Yesil-Celiktas i sur., 2010). Visoka koncentracija tih terpena utječe na 

diobeni ciklus i prekida stanice najviše u G2 fazi interfaze, utječući na replikaciju citoplazme i 

kondenzaciju kromosoma. Ovi učinci se mogu primjetiti čak i pri koncentracijama od 0,02mg 

mL
-1

.  
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4.3. UTJECAJ NA GENOMSKI MATERIJAL, APOPTOZA I NEKROZA 

Kao što je već i rečeno, genotoksični učinak može postojati i bez citotoksičnog učinka. 

Tretman od 1x, 2,5x te 5x u oba testa za primarna oštećenja (komet test) i trajna oštećenja 

(mikronukleus test) je pokazao značajna oštećenja genomskog materijala. U komet testu je 

nakon 1-satnog izlaganja kod dužine repa uzrokovao fragmentaciju i veći postotak DNK 

materijala u repu kometa (Slika 14.a i 14.b) dok je kod 4 satnog izlaganja u mikronukleus 

testu uzrokovao pojavnost apoptoze tj. programirane stanične smrti počevši od 0,5x pa do 

najviših koncentracija (Tablica 4., Slika 14.a i 14. b  i Tablica 5.). Mikronukleus test je dao i 

uvid u način na koji ekstrakt ružmarina utječe na genomski materijal. Iako je kratkotrajno 

izlaganje pokazalo oštećenja pri većim koncentracijama ružmarina (od 1x do 5x) (Slika 15.), 4 

satno izlaganje i praćenje popravka DNK nakon prve diobe u kojoj je stanica imala 

mogućnost popraviti nastala oštećenja, primjećuje se od najmanje koncentracije do 1x 

koncentracije značajni porast frekvencije mikronukleusa, dok ostala oštećenja nisu prisutna, a 

poslije 1x, frekvencija mikronukleusa pada zbog pojavnosti prvo apoptoze (0,5 i 1x), a zatim i 

nekroze zbog masivnog i unutarnjeg i vanjskog oštećenja stanica.  
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14. a) Dužina repa kometa 

 

14. b) Postotak DNK u repu (%) ili intenzitet repa kometa 

Slika 14.a) i 14.b) Rezultati komet testa nakon 1 sata tretmana s ekstraktima ružmarina prema 

parametru dužine repa i postotka DNK u repu, SV-srednja vrijednost; SD-standardna 

devijacija  
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Tablica 5. Frekvencije MN, nuklearnih pupova i nukleoplazmatskih mostova nakon 4 sata 

tretmana s ekstraktima ružmarina 

 MN PUP MOST AP 

kontrola 2 - - - 

MMC 17 - - - 

0,05 8* - - - 

0,1 8* - - - 

0,2 10* - - - 

0,5 7* - - 59 

1 APOPTOZA* 

2,5 NEKROZA** 

5 

 

MN-mikronukleus; PUP-nuklearni pup;  MOST-Nukleoplazmatski most; AP-

apoptoza*genotoksični učinak (pojava apoptoze u većini stanica tretiranih koncentracijom 

1x)**genotoksični učinak (pojava nekroze u većini stanica tretiranih koncentracijama 2,5 i 

5x). 

   

1x 2,5x 5x 

Slika 15. Prikaz stanične linije CAL27 nakon 1h izlaganja ekstraktima ružmarina od 

1-5x 

U usporedbi s rezultatima drugih autora, iako ružmarin ima dokazani citotoksični učinak, on 

uvelike ovisi o koncentraciji, periodu izlaganja, ali i vrsti stanica koje su izložene ekstraktu. 

Santos i suradnici (Santos i sur., 2016) su pokazali da tretman HeLa stanica u koncentraciji od 

322,45 µg mL
-1

 nije pokazao znakove apoptoze, dapače, svi organeli su bili netaknuti u 
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stanicama, citoplazma nije izgubila svoju organizaciju, te je stanična membrana zadržala svoj 

integritet kao i kontrolne netretirane stanice.  

Stanična linija CALB1 pokazala je veću osjetljivost pri istim koncentracijama i vremenu 

izlaganja nego što su to pokazale stanice CAL27, a pošto su CALB1 bile izložene također i 2 

sata ekstraktima istih koncentracija, taj citotoksični učinak je bio još izraženiji a također i jači 

s porašću koncentracije ekstrakta (Čučković, 2017). U tom radu je pokazano da tijekom 

tretmana od jednog sata CC50 iznosi 15,21 mg mL
-1

, a tijekom dva sata tretmana iznosi 8,83 

mg mL
-1

. Karimi i suradnici (Karimi i sur., 2017) su pokazali da tretman od 24 sata stanične 

linije skvamoznih stanica karcinoma jednjaka KYSE30 u koncentracijama ekstrakta 

ružmarina od 2-250 mg mL
-1

 uzrokuje morfološke promjene na stanicama, uključujući 

fragmentaciju i kondenzaciju nukleusa i kromatina, kao i formiranje apoptotičnih tjelešaca. 

Apoptoza je bila potaknuta i kod HepG2 stanica s eteričnim ružmarinskim uljem, ali i 

tretmanom sa karvakrolom kod Melusova i suradnici (Melusova i sur., 2014). 

Taner i suradnici (Taner i sur., 2016) su pokazali da tretman CHO stanica sa 100 g mL
-1

 je 

uzrokovalo oštećenje DNK stanica i stvaranje mikronukleusa. Fragmentacija DNK je 

pokazana pri tretmanu ekstraktom ružmarina u dvije stanične linije melanoma m14 i A375 

(Cardile i sur., 2009). Slamenova i suradnici (Slamenová i sur., 2002) su pokazali da 24-satna 

preinkubacija V79 stanične linije hrčka sa 30 µg mL
-1

 ružmarinskog ekstrakta  uzrokovala 

značajno oštećenje DNK. 

Eterično ulje ružmarina sadrži različite spojeve u različitim koncentracijama, koji mogu 

djelovati na sinergistički način ili regulirati jedan drugoga. Mnogi monoterpeni i seskviterpeni 

utječu na citotoksičnost jer kao lipofilne tvari mogu proći kroz staničnu i citoplazmatsku 

membranu i uništiti strukture koje povezujemo s oštećenjem membrane, gubitkom iona, 

redukcijom membranskog potencijala, kolaps protonske pumpe i izmjene ATP-a (Armstrong, 

2006; Richter i Schlegel, 1993; Vercesi i sur., 1997).  

Haza i Morales (Haza i Morales, 2012) i drugi autori (Andrade i sur., 1997; Jaganathan i sur., 

2011; Jaganathan i Mandal, 2009; Martos i sur., 1997; Morales i Haza, 2013) su pokazali na 

raznim vrstama biljnih vrsta meda da veća koncentracija fenolnih sastojaka inducira ili 

povećava apoptotični učinak u tumorskim stanicama (ljudske stanice periferne krvi od 

promijelocitne leukemije-HL-60), ali i da u normalnim staničnim linijama štiti DNK stanice 

(HepG2-(Haza i Morales, 2012)), te da med ružmarina naspram drugih vrsta meda ima manju 
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koncentraciju fenolskih spojeva, potvrđujući da sa velikim povećanjem koncentracije, kao što 

je npr. 5 puta više se može vidjeti više taj učinak kod ružmarina.  

Cardile i suradnici 2009. (Cardile i sur., 2009) pokazali su da je ekstrakt ružmarina sa 31,7% 

karnozinske kiseline u koncentracijama od 10-80 µg mL
-1

 potaknuo apoptotični odgovor dvije 

melanomske stanične linije M14 i A375. 

Zegura i suradnici (Zegura i sur., 2011) su pokazali da preparat ružmarina VIVOX bogat 

karnozinskom kiselinom (50,27%) i karnozolom (5,65%) u HepG2 staničnoj liniji na komet 

testu uzrokuje veća oštećenja nego ružmarin u sličnim koncentracijama.  

Horváthová i suradnici (Horváthová i sur., 2010) su pokazali smanjenje DNK oštećenja i 

protektivni učinak 14-dnevnog tretmana štakora koji je bio mjeren na stanicama jetre tih 

štakora komet testom nakon što su stanice bile izložene oksidativnom stresu, a slični učinak 

su pokazali i na HepG2 stanicama koje su izložili karcinogenima  BaP (benzo(a)piren) i 

PhIP(2-Amino-1-metil-6-fenilimidazo(4,5-b)piridin). Ekstrakt ružmarina je inhibirao 

genotoksični učinak BaP u ljudskim bronhijalnim epitelnim stanicama (Offord i sur., 1995) i 

aflatoksina B1 u ljudskim stanicama epitela jetre i humanim bronhijalnim stanicama (Offord i 

sur., 1997b). U HepG2 stanicama ružmarinska kiselina je također pokazala zaštitni učinak od 

citotoksičnosti, oksidativnog stresa i stvaranju apoptoza od izlaganja okratoksinu A i 

aflatoksinu B1 (Renzulli i sur., 2004). Ovi rezultati ukazuju da zaštitni učinak ekstrakata od 

pro-karcinogena može biti povezan s moduliranjem enzima koji sudjeluju u metabolizmu i 

aktivaciji karcinogena i detoksifikaciji, što također potvrđuje i Manoharan i suradnici 

(Manoharan i sur., 2010) na karnozinskoj kiselini  u istraživanju antiklastogenog učinka na 

hrčcima gdje je pokazano da nakon 5 dana tretmana klastogenima, ružmarin, tj. karnozinska 

kiselina je pokazala zaštitni učinak vjerojatno utječući na antioksidativni potencijal i na 

modulaciju detoksifikacijskih enzima faze 1 i 2.  Maurin i suradnici (Maurin i sur., 2007) su 

pokazali da karnozinska kiselina ima zaštitni učinak od zračenja i mutacija od gama zračenja 

na ljuske limfocite, foto-protektivni učinak na ljudske fibroblaste izložene UVA zračenju 

(Offord i sur., 1997), smanjenje metaboličke aktivacije i povećanje detoksifikacije 

karcinogena kao što (Offord i sur., 1995) je benzopiren, citotoksičnu aktivnost u tumorskim 

ljudskim stanicama (Steiner i sur., 2001), te inhibira lipidnu peroksidaciju za 88-100% kod 

oksidativnih stres uvjeta (Wijeratne i Cuppett, 2007). 

Maistro i suradnici (Maistro i sur., 2010)su pokazali da ružmarin kada je dan oralno u 

tretmanu može uzrokovati genotoksični i mutageni učinak. Oni su tretirali Swiss miševe i 
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Wistar štakore sa 300, 1000 ili 2000 mg kg
-1

 ulja ružmarina. Komet test na jetrenim i 

perifernim stanicama krvi je pokazao oštećenja DNK u sve tri koncentracije, dok su 

mikronukleus test i test kromosomskih aberacija pokazali oštećenja u samo zadnje dvije 

najveće doze.   

Maistro i suradnici (Maistro i sur., 2010) te Gaiani i suradnici (Gaiani i sur., 2006) su 

istraživali genotoksični potencijal vodeno-alkoholnih ekstrakata ružmarina in vivo u štakorima 

soja Wistar u stanicama koštane srži mikronukleus testom i testom kromosomskih aberacija i 

pokazali da 6,43, 100 i 200 mg kg
-1

, ekstrakt nije mutagen. Papachristos i Stamopoulos 

(Papachristos i Stamopoulos, 2002) su pokazali  fumigantnu toksičnost ružmarinskog ulja na 

larve i ličinke Acanthoscelides obtectus, ovocidnu, repelentnu i fumigantnu aktivnost naspram 

i drugih insekata (Hori, 1998; Shaaya i sur., 1997; Tunç i sur., 2000), veliki postotak 

abnormalnih štakorskih embrija je zamijećen u tretmanu sa 260 mg kg
-1

ružmarinskog 

ekstrakta koji je davan od prvog do 4.gestacijskog dana (Damasco i Lemonica, 1999), a viša 

doza od  1040 mg kg
-1

 u istom periodu je uzrokovala reducirani broj blastocista u uterusu. 

Maistro i suradnici (Maistro i sur., 2010) su pokazali da u svim tretmanima staničnih linija s 

eteričnim uljem ružmarina, najčešća kromosomska oštećenja su bila „gapovi“, zatim 

kromatidni lomovi, izokromatidni lomovi i delecije, te da u jednoj stanici nije bilo više od 

jedne vrste oštećenja. Mehanizam genotoksičnog učinka stvaranja kromosomskih lomova i 

delecija bi mogao biti odgovoran za abortuse i u ljudima i u životinjama zbog izlaganja 

velikim koncentracijama ružmarinskog ulja (Beckman i Brent, 1984). 

4.4. ZAŠTITNI UČINAK RUŽMARINA 

No, iako je ružmarin pokazao svoj genotoksični potencijal, ipak je u 1 satnom pre-tretmanu 

stanica pokazao zaštitni učinak prilikom izlaganja 5 minuta dvjema različitim 

koncentracijama peroksida (Slika 16.a i 16.b) 

Prilikom izlaganja većoj dozi peroksida koja inače uzrokuje apoptotične stanice, smanjena je i 

fragmentacija DNK, ali i količina DNK u repu kometa, čime je pokazano da je postignut 

zaštitni učinak u smanjenju broja stanica u apoptozi, ali ne i onih sa velikih preostalim 

oštećenjima. 

Prilikom izlaganja slabijoj dozi peroksida koja uzrokuje oštećene stanice, ali ne i apoptoze, 

pokazano je značajno manje oštećenja osim za dvije najveće koncentracije. 
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                                     16.a) Dužina repa kometa 

    

             16.b) Postotak DNK u repu (%) ili intenzitet repa kometa 

Slika 16.a) i 16.b) Rezultati komet testa nakon 1 sata pre-tretmana s ekstraktima ružmarina i 5 

minutnog izlaganja 0,25 i 0,50 µM peroksidu prema parametru dužine  repa i postotka DNK u 

repu, SV-srednja vrijednost; SD-standardna devijacija 
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Učinak ružmarina odnosno njegovih komponenata kao što je ružmarinska kiselina pokazao je 

zaštitni učinak od stvaranja oksidativnog stresa prilikom izlaganja različitih staničnih linija 

različitim koncentracijama peroksida: tretman od 1-500 µM ružmarinske kiseline i 100µM 

peroksida kojima su tretirane stanice N2A mišjeg neuroblastoma smanjila je količine laktat-

dehidrogenaze, reducirao membranski mitohondrijski potencijal, povećao količinu unutarnjih 

ROS-ova, smanjio genotoksičnost za 3,7 puta (komet test, ali repni moment, konc 1-25 µM), 

promovirao povećanu regulaciju tirozin hidroksilaze za 4,5 puta te ekspresiju neurotrofskog 

faktora karaktersitičnog za mozak (BDNF- engl. brain-derived neurotrophic factor) za 5,4 

puta.   

Iz Ghaffari (Ghaffari i sur., 2014) vodikov peroksid tj. H2O2 s lakoćom prolazi staničnu 

membranu te stvara visoko reaktivne hidroksilne radikale koji jako uspješno napadaju 

stanične komponente kao što su lipidi, proteini i DNK stvarajući tako oksidativna oštećenja 

(Denisova i sur., 2001). Tretman sa ružmarinskom kiselinom je spriječio stvaranje 

oksidativnih oštećenja nakon izlaganja N2A stanica mišjeg neuroblastoma vodikovom 

peroksidu kroz up-regulaciju gena koji sudjeluju u zaštiti i imaju antioksidativni mehanizam. 

Taner i suradnici (Taner i sur., 2016) su pokazali da je u visokim koncentracijama (100 i više 

g mL
-1

) u CHO stanicama ružmarin je također smanjio genotoksični učinak prilikom izlaganja 

peroksidu.  

Horvathova i suradnici (Horvathova i sur., 2014) su pokazali na staničnoj liniji HepG2 da je 

eterično ulje ružmarina nakon 24h imalo zaštitni efekt od izlaganja peroksidu koncentracije 

250 µM, iako u njihovom slučaju ružmarin nije pokazao antioksidativni učinak, nego samo 

antiradikalni učinak.   

Antibakterijski učinak eteričnih ulja na mikroorganizme javlja se zbog njihove hidrofobnosti 

koja im omogućuje integriranje u lipide stanične membrane mitohondrija, koje postaju 

propusne  te tako dolazi do curenja staničnog sadržaja (Ait-Ouazzou i sur., 2011; Burt, 2004). 

Horváthová i suradnici (Horváthová i sur., 2014) su pokazali sličan učinak kao i u  rezultatima 

komet testa koji su prikazani u ovom radu, da niže koncentracije pokazuju niže oštećenje 

DNK, dok od 0,063 promila oštećenja počinju opet rasti, a također nam se slažu i vrijednosti 

oštećenja što se tiče postotka DNK u repu kometa, jer nisu radili niti jedan drugi parametar. 

Sami tretman sa ružmarinom nije uzrokovao oštećenja uHepG2 stanicama. 
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Zegura i suradnici (Zegura i sur., 2011) su pokazali zaštitni učinak ružmarina od oksidativnog 

stresa u HepG2 stanicama, a Horváthová (Horváthová i sur., 2010) također i u primarnim 

hepatocitima. Isti protektivni učinak našli su i Posadas i suradnici (Posadas i sur., 2009) i Ngo 

i suradnici (Ngo i sur., 2011). 

Razavi-Azarkhiavi i suradnici (Razavi-Azarkhiavi i sur., 2014) su pratili izloženost limfocita 

H2O2 (100 µM) i 1 ili 2,5 mg mL
-1

oba ekstrakta (vodeni i etanolski) na 4°C kroz 30 min. U 

limfocitima slični učinak na DNK oštećenja su izazvana koncentracijam peroksida od 50 i 100 

µM. Etanolni ekstrakt je uzrokovao značajno smanjenje oštećenja, a vodeni ekstrakt nije. 

Halliwell i Aruoma; Rhaese i Freese; Yen i suradnici (Halliwell i Aruoma, 1991; Rhaese i 

Freese, 1968; Yen i sur., 2000) su pokazali daje vodikov peroksid  agens koji ne reagira 

direktno sa molekulom DNK. Slobodni radikali lako prolaze kroz membranu i mogu ući u 

jezgru, a u prisustvu metalnih iona kao što su željezo i bakar kroz fenton reakciju mogu 

generirati visoko reaktivne hidroksilne radikale koji napadaju DNK i rezultiraju u lomovima i 

DNK fragmentaciji. Vodikov peroksid (H2O2), ion kisika (1O2) i hidroksilni radikali (OH-) su 

reaktivni oksidativni spojevi (ROS) koji su ponajviše odgovorni za stvaranje oksidativnog 

stresa u stanicama i organizmu. H2O2 stvara primarno DNK lomove kroz stvaranje OH- 

radikala (Halliwell i Aruoma, 1991) Haber–Weiss reakcijom kataliziranom željeznim ionom 

(Starke i Faber, 1985). Između svih ROS-ova, OH- ima visoku reaktivnost sa DNK, lipidima i 

proteinima, vodeći tako do oštećenja stanica (Dröge, 2002). DNK lezije uzrokovane ionom 

kisika su prvenstveno oksidativne DNK baze (Pflaum i sur., 1994; Pflaum i sur., 1998), na 

guaninskim ostacima najviše (predominantni oblik oštećenja je 8-oxo-7,8-dihydroguanine) 

(DeFedericis i sur., 2006) koji su osjetljivi na djelovanje specifičnih DNK glikozilaza 

(bakterijski Fpg ili ljudski Ogg1 protein) (Boiteux i sur., 1992). Slobodni radikali mogu 

promijeniti strukturu biomakromolekula i uzrokovati oštećenja stanica, tkiva i degeneraciju i 

imati ulogu u patogenezi raznih bolesti i ubrzavanju učinka starenja.  

Slamenova i suradnici (Slamenová i sur., 2002) su pokazali da etanolni ekstrakt ružmarina u 

koncentracijama od 1 i 2,5 mg mL
-1

 pokazuje zaštitni učinak smanjujući kromosomska 

oštećenja nakon izlaganja vodikovom peroksidu. Sličan učinak utvrđen je i kod CaCO2-

stanica raka debelog crijeva i V79 hrčkovih stanica raka pluća (Slamenová i sur., 2002), te 

kod tretmana ljudskih limfocita. Cardile i suradnici (Cardile i sur., 2009) pokazali su da je 

ekstrakt ružmarina sa 31,7% karnozinske kiseline zaštitio i DNK jezgre, ali i plazmidnu DNK 

od hidroksilnih radikala nastalih nakon izlaganja UV-A zračenju, te u koncentracijama od 10-
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80 µmg mL
-1

 potaknuo apoptotični odgovor dvije melanomske stanične linije M14 i A375, te 

takođerMelusova i suradnici (Melusova i sur., 2014) su pokazali zaštitni učinak i eteričnog  

ružmarinskog ulja i karvakrola u tretmanu HepG2 stanica s peroksidom. Horváthová  i 

suradnici; Slamenova i suradnici, 2008.; i Horvathova i suradnici 2009. (Horváthová i sur., 

2010; Slamenova i sur., 2008; Horvathova i sur., 2009) su pokazali da komponente 

ružmarinskog ulja kao što su karvakrol ili borneol davani u vodu za pijenje štakorima 14 dana 

mogu zaštiti DNK od oksidativnog stresa uzrokovanog izlaganjem peroksidu. 

Lábaj i suradnici i Lazarova i suradnici (Lábaj i sur., 2007; Lazarová i sur., 2006) su 

proučavali utjecaj peroksida na primarne štakorske hepatocite te zaključili da ružmarin 

predstavlja esencijalnu biljku u borbi organizma protiv bolesti čovječanstva te da pomaže u 

stvaranju učinkovite alternative ili dodataka u industriji hrane u zamjeni za dodavanje 

sintetičkih konzervansa.  

Aherne i suradnici (Aherne i sur., 2007) su pokazali da je u njihovom slučaju IC50 bio 123 mg 

mL
-1

, da je ružmarin zaštitio od DNK oštećenja prouzrokovanih vodikovim peroksidom 

(„Olive tail moment“ i postotak DNK), ali ne i protiv citotoksičnosti uzrokovane izlaganju 

vodikovom peroksidu. Takvo je svojstvo u njihovom ekperimentu pokazala samo kadulja koja 

je ujedno bila i jedina koja je kao antioksidans povećavala GSH (glutation) koncentraciju u 

stanicama.  

Slamenová i suradnici (Slamenová i sur., 2002) su pokazali da je količina DNK oštećenja 

(lomova DNK) značajno smanjena kao i količina oksidativnog stresa kada su stanice izložene 

pre-tretmanu etanolskom ekstraktu ružmarina u kraćem (2 h; 30 mg mL
-1

) i duljem 

vremenskom periodu pre-tretmana (24 h; 0,3 mg mL
-1

).   

Benhusein i suradnici (Benhusein i sur., 2010) su pokazali da 5 minutno izlaganje 0,25 i 0,50 

µM vodikovom peroksidu uzrokuje značajno veća oštećenja od kontrolnih uzoraka, te da  

oštećenja rastus porastom koncentracije vodikovog peroksida, mjereno komet testom. 

Rezultati se nisu mogli usporediti jer su u tom radu korištene OTM (engl. Olive tail moment) 

vrijednosti.  
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4.5. MEHANIZAM DJELOVANJA 

Slamenová i suradnici (Slamenová i sur., 2002) su predložili kao mogući mehanizam 

djelovanja ekstrakta ružmarina od oksidativnog oštećenja kao posljedicu hvatanja OH 

radikala i O2 radikala. Antioksidativni mehanizam ružmarina se povezuje s njegovim 

svojstvom hvatanja i vezanja radikala kao i za donaciju elektrona slobodnim radikalima da bi 

se stvorile manje reaktivne tvari te inhibirale u napadu i prihvaćanju na stanične biomolekule 

kao što su proteini i DNK (Sakr i Lamfon, 2012).  

Horváthová i suradnici i Joyeux i suradnici (Horváthová i sur., 2010; Joyeux i sur., 1990) su 

pokazali da vodeni ekstrakti mlade biljke ružmarina pokazuju antilipoperoksidaznu aktivnost 

jer su u izlaganju stanica (izoliranih štakorskih hepatocita) organskom hidroperoksidu 

značajno smanjili stvaranje malondialdehida u dozno ovisnoj vezi (više ružmarina, veće 

smanjenje), i značajno smanjili otpuštanje laktat-dehidrogenaze i aspartat aminotransferaze i 

time pokazali da ružmarin ima antihepatotoksični učinak.  

Debersac i suradnici te Hiroi i suradnici (Debersac i sur., 2001; Hiroi i sur., 1995) su pokazali 

da je ružmarinsko ulje bogato 1,8-cineolom (36,1%), snažno induciralo CYP 450, enzim iz 

faze I metabolizacije, tj. pogotovo CYP2B1/2 i malo povisilo UDP-glukoziltransferaznu 

aktivnost- enzim iz faze II. Indukcija CYP2B bi mogla kompenzirati disbalans tijekom 

reduciranja radikala povezanih sa oksidativnim stresom.  

Maistro i suradnici (Maistro i sur., 2010) zaključili su da ulje ružmarina izaziva 

genotoksičnost u perifernoj krvi i u stanicama jetre miševa, što ukazuje na sastav ulja koji 

može varirati ovisno o geografskom podrijetlu ovog materijala. 

Kao prvo istraživanje na ovoj vrsti staničnog modela CAL27 stanične linije skvamoznog 

epitela humanog jezika i utjecaja različitih koncentracija ekstrakta čaja lišća ružmarina na 

genomsku stabilnost, vijabilnost, proliferaciju i protektivni učinak na izlaganje 

koncentracijama peroksida koji uzrokuje genomska oštećenja, ovaj rad doprinosi u otkrivanju 

mehanizama djelovanja ružmarina, te još jednom potvrđuje da su stanice tumora osjetljivije 

izlaganju nego normalne zdrave humane stanične linije, i da se ružmarin kao takvo jedno 

moćno i prirodno sredstvo treba naći u različitim terapeutskim tretmanima i svrhama, da treba 

biti pažljiv u doziranju, budući da je već i koncentracija  u normalnoj šalici čaja pokazala 

apoptotični učinak, te da je ružmarin potvrdio protektivni učinak u kratkotrajnom izlaganju 

peroksidima i potvrdio svoju primjenu i pomoć u smanjenju oksidativnog oštećenja i pri 
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kratkim pred-tretmanima, u koje bi se moglo svrstati i svakodnevno lagano ispijanje šalice 

čaja. 
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5. ZAKLJUČCI 

1. Ekstrakt lista ružmarina ne mijenja  pH vrijednosti na sobnoj temperaturi i na 37°C pri 

radnim koncentracijama od 0,05x (0,06925 mg mL
-1

); 0,1x (0,1385 mg mL
-1

); 0, 2x 

(0,277 mg mL
-1

); 0,5x (0,6925 mg mL
-1

); 1x (1,385 mg mL
-1

); 2,5x (3,4625 mg mL
-1

) i 5x 

(6,925 mg mL
-1

). 

2. Ekstrakt lista ružmarina ne pokazuje citotoksični učinak na staničnu liniju CAL27 

humanog skvamoznog epitela karcinoma jezika, osim što u koncentraciji od 5x  smanjuje 

vijabilnost u MTT testu za 8%. 

3. Ekstrakt lista ružmarina u navedenim koncentracijama potiče fragmentaciju DNK, koja je 

zajedno sa značajno većim postotkom oštećene DNK u odnosu na kontrolne uzorke 

vidljiva kod primarnih oštećenja mjerenih alkalnim komet testom pri koncentracijama od 

1x; 2,5x i 5x. 

4. Ekstrakt lista ružmarina je pokazao zaštitno djelovanje prilikom izlaganja koncentracijama 

peroksida od 0,50µM, te je smanjio apoptotični učinak i fragmentaciju DNK, no nije 

pokazao statistički značajni učinak u smanjenju oštećene DNK. 

5. Ekstrakt lista ružmarina je pokazao statistički značajno zaštitno djelovanje prilikom 

izlaganja koncentracijama peroksida od 0,25 µM smanjujući i fragmentaciju i postotak  

oštećene DNK s više-manje sličnim učinkom pri svim radnim koncentracijama ekstrakta. 

6. U mikronukleus testu, ružmarin je utjecao na ubrzavanje stanične proliferacije i značajnog 

genomskog oštećenja u obliku mikronukleusa do 0,5x, a nakon toga započinje značajan 

utjecaj programirane stanične smrti koji je izraženiji sa većom koncentracijom, a prilikom 

2,5x i 5x značajan je više utjecaj nekroze nego apoptoze. 

7. Ovaj eksperiment je pokazao zaštitno djelovanje ekstrakata lišća ružmarina te je potvrdio 

da koncentracije koje se nalaze u normalnoj šalici čaja ne treba pojačavati zbog 

neželjenog suprotnog učinka, već suprotno, dosad prihvaćena koncentracija ekstrakta lišća 

ružmarina u jednoj šalici čaja bi se trebala smanjiti za pola. 

8. Potvrđen je toksični učinak na tumorsku staničnu epitelnu liniju skvamoznog karcinoma 

ljudskog jezika. 
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