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1. UVOD

Od antickih vremena, poznato je da zacinsko bilje 1 zacini, kao i njihova eteri¢na ulja
imaju razli¢iti stupanj antimikrobne aktivnosti. Biljni ekstrakti imaju Siroki spektar bioloskih
aktivnosti, kao $to su: antibakterijska, antifungalna, antivirusna i antitumorska zbog ¢ega su
privukli znacajnu paznju medu stru¢njacima i potroSaima hrane radi pretpostavljene
sigurnosti i potencijalne terapeutske vrijednosti (Dorman i Deans, 2000). Medu biljkama i
zaCinima, od posebnog interesa je ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.), terapeutski zna¢ajna

ljekovita biljka koja se uzgaja u mnogim dijelovima svijeta.

RuZmarin se tradicionalno koristi u mediteranskoj prehrani uglavnom kao zaéin, a zbog svojih
antibakterijskih, protuupalnih i zastitnih svojstava sve se viSe upotrebljava i kao napitak za
prevenciju razlicitih bolesti i ublazavanja simptoma ve¢ postojecih bolesti. Prilikom pripreme
¢aja, postoji preporucena koli¢ina lista ruzmarina koja bi trebala biti dovoljna za jednu dozu i
Salicu, no same koncentracije ekstrakta ruzmarina nisu bile definirane da bi se postigao zeljeni

zastitni ucéinak.

Covjek je prvenstveno ekstraktu ruzmarina izloZen na poéetku svog gastrointestinalnog puta,
u ustima, a zbog samih svojstava ruzmarina, antibakterijska, antiupalna i zastitna svojstva se
uocavaju vec¢ U ustima. Bukalne stanice tj. stanice usne Supljine tvore prvu barijeru za di$ni i
probavni sustav te mogu metabolizirati potencijalne kancerogene na reaktivne produkte.
Vecina ljudskih karcinoma je epitelne prirode pa se moze tvrditi da su oralne epitelne stanice
poZeljne ciljne lokacije za rane genotoksi¢ne ucinke uzrokovane kancerogenim sredstvima
koja ulaze u tijelo putem udisanja i gutanja (Kashyap i Reddy, 2012).

Zbog toga je koriStenje humanih stanicnih linija ¢ije je podrijetlo iz usne Supljine pogodno za
proucavanje samog ucinka ekstrakta ruzmarina. Humana stani¢na linija skvamoznog epitela
jezika za tu svrhu bi bila idealna, a s obzirom da ju nije teSko uzgojiti i da joj je vrijeme
udvostruc¢avanja relativno kratko, pouzdani i reproducibilni rezultati mogu se dobiti u kracem

eksperimentalnom periodu.

Cilj ovog istrazivanja je ispitati utjecaj razli¢itih koncentracija ekstrakta lista ruzmarina na
vijabilnost, primarna i trajna genomska oStecenja humane stani¢ne linije skvamoznog epitela
jezika CAL27 metodama alkalnog komet testa i mikronukleus cytome testa te utvrditi
antioksidacijsko djelovanje ekstrakta ruzmarina u stanicama u kojima je izazvan oksidacijski

stres nakon 5-minutnog izlaganja stanica vodikovom peroksidu u koncentracijama od 0,25



uM i 0,50 uM. Za navedene je koncentracije dokazano da uzrokuju velika primarna oStecenja,

koja su na granici apoptoticnog ucinka.

Koncentracije ekstrakta lista ruzmarina koje ¢e se koristiti u eksperimentu odgovaraju

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



2. TEORIJSKI DIO

2.1 RUZMARIN (Rosmarinus officinalis L.)

2.1.1. Op¢e karakteristike ruzmarina

Ruzmarin (Rosmarinus officinalis L., obitelj Lamiaceae) (Slika 1.) je vazdazelena razgranata
biljka koja prirodno raste duz obala Mediterana, sa sjede¢im, nasuprotnim, ¢vrstim, kozastim 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 naj¢esce ima
grmolik oblik iako moze biti i puzeéa, te imati cvjetove razli¢itih boja-svijetloplave,
intenzivno plave, ljubiCaste, ruzicaste te bijele. Ruzmarin cvate od ozujka do svibnja, a vrlo
Cesto cvate ponovno u rujnu. lako postoji viSe vrsta ruzmarina, vec¢ina ih pripada vrsti
Rosmarinus officinalis. Zbog svoje raznovrsne primjene, ova biljka se uzgaja od doba
Egipc¢ana (nadena u grobnicama), Rimljani su je nazivali i morska rosa, te su je kao svetu
biljku koja tjera zle duhove posvetili bozici ljepote i ljubavi — Afroditi. U danasnje vrijeme
moze se iskoristiti cijela biljka, cvijet i list ruzmarina (svjezi ili suseni) te eteri¢no ulje koje se
moze naci u listu, cvijetu ili u stabljici (Napoli i sur., 2010).

Zbog svog ugodnog i intenzivnog mirisa te pikantno ljutog, oporog i gorkog okusa, najcescu
primjenu od pamtivijeka ruzmarin ima kao neizostavan zac¢in mediteranske kuhinje. Eteri¢no
ulje ruzmarina upotrebljava se u kozmeti¢koj industriji u proizvodnji kolonjskih voda,
parfema, sapuna, kupki i Sampona za kosu (Al-Sereiti i sur., 1999). Zbog svoje inherentne
visoke antioksidacijske aktivnosti, ekstrakt liS¢a Cesto se koristi u prehrambenoj industriji kao
konzervans odnosno antioksidans (Angioni i sur., 2004; Santoyo i sur., 2005). Europska unija
je odobrila ekstrakt ruzmarina (E392) kao siguran i ucinkovit prirodni antioksidans za
ocuvanje hrane (EFSA, 2015). Ekstrakt lista ruzmarina koristi se za opusStanje miSica,
poboljsanje rada i ¢iS€enja Zu€nog mjehura i jetre, te u ublazavanju ili sprjeCavanju pojave

simptoma kaslja te astme (Khan i Mukhtar, 2013).



Slika 1. Prikaz prirodnog izgleda grancice ruzmarina (lat.Rosmarinus officinalis s listovima u

cvjetnoj fazi (Anonymus., 1)

Osim u prehrambene i kozmeticke svrhe, ruzmarin se Cesto koristi i u terapijske i preventivne
svrhe protiv mnogih bolesti zbog dokazanih bioloskih svojstava kao $to su: hepatoprotektivna
(Raskovic¢ i sur., 2014), antimikrobna (Bozin i sur., 2007), antitromboti¢ka (Yamamoto i sur.,
2005), diureticka (Haloui i sur., 2000),antidijabeti¢cka (Bakirel i sur., 2008), protuupalna
(Juhas 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 ucinak ekstrakta ruZzmarina i
njegovih izoliranth komponenti na rast stanica raka dojke, jetre, koZe, prostate, pluca,
intestinalnog trakta (Bakirel i sur., 2008; Cattaneo i sur., 2015; Petiwala i Johnson, 2015;
Valdés 1 sur., 2013; Yesil-Celiktas i1 sur., 2010). Ljekoviti pripravci ruzmarina mogu se

koristiti kao napitak, tinktura, tonik, ulje, vino, mast, kupelj, prasak ili krema.



2.1.2. Kemijski sastav i bioloski aktivne komponente ruzmarina

U Tablici 1. prikazane su bioaktivne komponente ruzmarina.

Tablica 1. Bioaktivni sastav ruzmarina

POLIFENOLNI SPOJEVI AROMATSKI
SPOJEVI
TERPENOIDI FENOLNE KISELINE FLAVONOIDI ETERICNA ULJA

Karnozol Ruzmarinska Homoplantaginin 1,8-cineol

Karnozinska kiselina Kafeinska Genkvanin £-terpineol
Rozmanol Klorogeni¢na Hesperidin Kamfen
Epirozmanol Neoklorogenicna 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
razli¢ite funkcije u biljei. Uklju€eni su u obranu biljaka kroz citotoksi¢nost prema
mikrobioloSkim patogenima, a mogu se pokazati korisnima i1 kao antimikrobni lijekovi u

ljudskoj i veterinarskoj medicini (Briskin, 2000).

Jedno od najistrazenijih svojstava ekstrakta ruzmarina je njegov antioksidacijski kapacitet koji
je povezan s prisutno$¢u antioksidativnih fenolnih tvari - terpenoida, fenolnih Kkiselina,
flavonoida te eteri¢nih ulja. Antioksidacijska svojstva se manifestiraju kroz svojstvo keliranja
sa zeljezom, uklanjanja slobodnih radikala i inhibicije lipidne peroksidacije (Petiwala i sur.,
2013). Postoje mnoga izvjeS¢a o antioksidativnoj aktivnosti ekstrakata ruzmarina i njegovih
spojeva koja je odredena raznim metodama u razli¢itim lipidnim i vodenim sustavima. U
lipidnim sustavima, ekstrakti s viS§im sadrZajem fenolnih diterpena su ucinkovitiji dok u
vodenim sustavima ruzmarinska kiselina pokazuje najvecu antioksidacijsku aktivnost

(Bourgaud i sur., 2001).



Pojam fenolnih spojeva obuhvaca Sirok raspon biljnih spojeva koje zajednicki imaju
aromatski prsten koji nosi jedan ili viSe hidroksilni supstituent. Veéina 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 Stite biljke od bioloSkog i1 okoliSnog stresa te su stoga sintetizirani kao
odgovor na patogeni napad, poput gljivicne ili bakterijske infekcije ili kao rezultat visoke

izlozenostizrac¢enju (Briskin, 2000).

List ruzmarina sadrzi 2-3% fenolnih kiselina kao S$to su kafeinska, klorogenic¢na,

neoklorogenicna, labiatska 1 ruzmarinska kiselina.

Ruzmarinska kiselina (Slika 2.) difenolni je spoj tj. ester kafeinske Kkiseline i 3,4-
dihidroksifenilne mlije¢ne kiseline. Obi¢no se nalazi u vrstama obitelji Lamiaceae. Mnogo je
radova posveceno ruzmarinskoj kiselini upravo zbog njenih antioksidacijskih svojstava, pa se
u novije vrijeme pise o njenoj ulozi u sprjecavanju lipidne peroksidacije (Fadel i sur., 2011), o
povezanosti njene koncentracije i antioksidacijske i antimikrobne aktivnosti u ruzmarinu te o

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

OH

o O OH OH

HO
OH

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

Terpenoidi ili terpeni prepoznati su zbog svojih razli¢itih ucinaka na zdravlje, posebice u
sprjecavanju 1 lijeenju razli€itih vrsta raka. Trenutno se najviSe paznje pridaje fenolnim
diterpenima kao $to su karnozol, karnozinska kiselina, rosmanol, epirosmanol i izorosmanol.
Karnozinska kiselina 1 karnozol pridonose antioksidativnoj aktivnosti ruZzmarina vise od 90%,
za koje se navodi da ima Siroka antikancerogena svojstva u nekoliko modela stani¢ne linije,
ukljucujuéi stani¢nu liniju karcinoma prostate, dojke, leukemiju i druge (Proestos i Komaitis,

2008; Yesil-Celiktas i sur., 2010).Takoder, dokazano je da ovi spojevi sudjeluju u inhibiciji



rasta tumorskih stanica te induciraju apoptozu u odredenim tipovima tumorskih stanica

(Petiwala i Johnson, 2015).

Flavonoidi u ruzmarinu uklju¢uju homoplantaginin, genkvanin, hesperidin, cirsimaritin,
galokatehin, derivate luteolina te nepetrin. Uloga ove skupine polifenolnih spojeva je da

djeluju kao antioksidansi, fotoreceptori te u¢inkoviti antimikrobni lijekovi (Pietta, 2000).

Aromatski spojevi ruzmarina tj. njegova eteri¢na ulja takoder pripadaju grupi sekundarnih
metabolita. Najznacajniji spojevi ove skupine su 1, 8-cineol, £-terpineol, kamfen, borneol te
£-pinen. Osim svojih mirisnih svojstava, ova grupa spojeva se takoder odlikuje svojim

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

Bioaktivni spojevi kao Sto su flavonoidi, fenolni diterpeni i triterpeni iz biljnih izvora
tradicionalno su ekstrahirani uobi¢ajenom ekstrakcijom kruto-tekuée (SLE). Ipak, ova tehnika
ekstrakcije ima nekoliko nedostataka, uglavnom zbog toga $to taj proces zahtijeva mnogo
vremena te veliku potro$nju otapala. Iz tog razloga, posljednjih godina se uvode nove
obecavajuce metode ekstrakcije kojima se omogucuje brzi postupak i smanjena potro$nja
otapala (Bourgaud i sur., 2001).U tom smislu mikrovalno zracenje (MAE) predstavlja
alternativu konvencionalnom SLE, a istodobno poboljSava brzinu i ucinkovitost procesa
ekstrakcije i smanjuje potro$nju otapala (Taamalli i sur., 2012). MAE se uspjesno koristi za
ekstrakciju fenolnih spojeva iz razlicitih biljnih materijala, a u slu¢aju ruzmarinskih fenolnih
spojeva, mikrovalovi se takoder koriste za dobivanje etericnog ulja u destilaciji parom
(Proestos i Komaitis, 2008).

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

2.2. PROCJENA GENOMSKE STABILNOSTI TESTOVIMA GENOTOKSICNOSTI I
MUTAGENOSTI

Genotoksi¢nost je pojam u genetici definiran kao destruktivno djelovanje na geneticki
materijal stanice izravno ili neizravno (DNK, RNK, topoizomeraze, utjecaj na diobeno
vreteno, enzime DNK popravka) koji utjeCu na njezin integritet. Tvar koja ima svojstvo
genotoksi¢nosti poznata je kao genotoksin (Shah, 2012).

Svrha testiranja genotoksicnosti je identificirati tvari koje mogu uzrokovati geneticke
promjene u somatskim i / ili zametnim stanicama i koristiti te informacije u razliitim
regulatornim odlukama. U usporedbi s ve¢inom drugih vrsta toksi¢nosti, geneticke promjene
mogu rezultirati u¢incima koji se javljaju nakon dugog razdoblja od izlaganja. Nadalje,
krajnja tocka bolesti moze biti uzrokovana ostecenjem DNK koja se pojavljuje u jednoj ili
viSe stanica (u tkivu ili organu) pri niskim izlaganjima razli¢itim fizikalnim ili kemijskim
agensima. Umjesto uniStavanja te stanice programiranom stanicnom smréu (apoptozom) ili
staninim starenjem (nekrozom), geneticka promjena moze rezultirati promijenjenim
fenotipom koja svojim opstankom moze utjecati na disfunkcionalnost ostalih okolnih stanica
unutar tkiva ili organa (OECD, 2015).



Geneticke promjene u somatskim stanicama mogu uzrokovati nastanak tumora ako se pojave
u genima kao $to su: protoonkogeni, geni za suzbijanje tumora i / ili geni odgovorni za
popravak oSte¢ene DNK; alternativno, oni mogu biti odgovorni za niz drugih
geneti¢kihbolesti (bez pojave karcinoma) (Erickson, 2010). Akumulacija oSte¢enja DNK u
somatskim stanicama takoder je povezana s degenerativnim uvjetima kao $to su ubrzano
starenje, imunoloska disfunkcija, kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti (Cortopassi i
sur., 1992; Slatter i Gennery, 2018).

U zametnim stanicama, oSte¢enje DNK povezano je s spontanim pobacajima, neplodnoscu ili
nasljednim oStecenjem u potomstvu i / ili naknadnim generacijama, Sto rezultira genetickim
oboljenjima.

Dvije vrste istrazivanja geneticke toksikologije smatraju se vaznima: 1) one koje myjere
izravnu, nepovratnu Stetu DNK koja je prenosiva na sljedec¢u generaciju stanica (mutagenost);
i 2) one koji mjere rane (potencijalno reverzibilne) u¢inke na DNK ili na mehanizme koji su

ukljuceni u oCuvanje cjelovitosti genoma (genotoksi¢nost) (Brusick, 1980).

Mutagenost je sastavni dio genotoksicnosti. Mutagenost rezultira dogadajima koji mijenjaju
DNK i/ ili kromosomsku strukturu i koji se prenose na sljedece generacije (trajne promjene).
Tako mutacije ukljucuju sljedece: promjene u pojedina¢nim parovima baza, djelomicnim,
jednostrukim ili viSestrukim genima ili kromosomima; prekide u kromosomima koji
rezultiraju stabilnim (prenosivim) delecijama, dupliciranjem ili preuredivanjem segmenata
kromosoma; promjena (dobitak ili gubitak) u broju kromosoma (tj. aneuploidija) $to rezultira
nastankom stanicama koje nemaju toCan viSekratnik haploidnog broja; mitoticku

rekombinaciju (Vanparys i sur., 1996).

Genotoksi¢nost je Siri pojam nego mutagenost. Ukljucuje 1 mutagenost, a 1 oStecenja DNK,
koja mogu ili ne moraju rezultirati stalnim promjenama u strukturi ili sadrZaju informacija u
stanici ili njenom potomstvu. Stoga, testovi za genotoksi¢nost takoder ukljucuju one testove
koji procjenjuju induciranu stetu na DNK (ali ne izravni dokaz mutacije) putem uc¢inaka kao
§to su neplanirana sinteza DNK (engl. Unscheduled DNA Synthesis-UDS), prekid jednog ili
oba DNK lanca i stvaranje DNK adukata.

Istrazivanje utjecaja ruzmarina na stanice moze se ispitati na viSe razina. Prva je sama
vijabilnost, a zatim i mogu¢i utjecaj na stabilnost genoma stanica. U propisanim odrednicama
OECD (engl. Organisation for Economic Co-operation and Development) objasnjene su

metode koje se mogu Koristiti za procjenu nastajanja primarnih tj. popravljivih oSte¢enja a
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zatim i trajnijih oSteCenja kao $to su komet test (prvi slucaj) i mikronukleus test (trajna
oSte¢enja). Osim komet testa i mikronukleus testa, naj¢eSce koristeni testovi genotoksicnosti u

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

2.2.1. Alkalni komet test — primarna o$te¢enja DNK

Alkalni komet test ili gel elektroforeza pojedina¢nih stanica (engl. single cell gel
electrophoresis assay - SCGE) je tehnika kojom se analiziraju primarna oStecenja u DNK
molekuli. Ovom se tehnikom detektira nastajanje jednolancanih i dvolan¢anih lomova DNK,
alkalna labilna mjesta koja mogu prije¢i u lomove te mjesta na kojima je odgoden popravak
DNK. Uz navedeno, ovim testom se moze pratiti popravak DNK, te se mogu identificirati
stanice u stanju apoptoze odnosno stani¢ne smrti.

Tehnika je dobila naziv prema obliku kometa kojeg poprima oStecena fluoresciraju¢éa DNK
uronjena u elekroforezni agarozni gel. Cinilo se da je ta izvorna neutralna metoda bila
osjetljiva za mjerenje promjena u superzavijenoj DNK nastaloj iz jednolan¢anih 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 omogucili detekciju dvostrukih lomova,
ali i jednolanc¢anih lomova (Singh i sur., 1988).

Danas, sustavi za analizu slike mogu mijeriti denzitometrijske i geometrijske parametre.
Komet test je u stanju detektirati oSteCenje DNK inducirana alkiliraju¢im sredstvima,
interkaliraju¢im sredstvima i oksidativnim oSteCenjima. Unato¢ cCinjenici da ova tehnika
zahtijeva izolirane stanice istog tipa, u posljednjih je godina sve veci 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 moze primijeniti na svaki tip eukariotske stanice (Tice i sur., 2000)
ukljucujuéi i biljne stanice. To su pokazali Cerda i suradnici detektiranjem DNK fragmenata u
ozrac¢enoj hrani, ukljucuju¢i povrée (Cerda i sur., 1997). Sama metoda (Slika 4.) zapocinje
pripremom stani¢ne suspenzije kKoja se zatim mijeSa sa agarozom i zajedno Se nanose na na
mikroskopska stakalca otprije prevucena agaroznim slojem. Stakalca sa stanicnom
suspenzijom u agaroznom geliranom sloju izlazu se otopini za liziranje stani¢nih membrana
pri cemu se oslobada DNK. Zatim se izlazu denaturacijskoj otopini kako bi se dobila
relaksirana DNK bez histona, topoizomeraza te oslobodenih fragmenata oSte¢ene DNK.
Metoda se nastavlja elektroforezom u alkalnim uvjetima (pH>13) gdje se fragmenti oStecenja

odvajaju od jezgre stanice. Osteceni fragmenti mogu putovati kroz gel zbog svoje nabijenosti
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dok sama neoStecena DNK ne moze putovati zbog veliCine pora gela, te oSteCena DNK nakon
elektoforeze dobiva oblik kometa, po ¢emu je sama metoda dobila ime. Kako bi se zaustavila
daljnja alkalna reakcija, nakon elektroforeze slijedi neutralizacija pomocu 0,4M Tris pufera
(pH~7,5). Nakon toga slijedi bojanje koje nam omogucuje da vizualiziramo i analiziramo
nastale fragmente. Neostecena DNK zadrZzava svoj okruglasti oblik. DNK lomovi su prikazani
na Slikama 5. i 6. Kao priznati test genotoksi¢nosti, komet test je dobio svoj sluzbeni OECD
(engl. Organisation for Economic Co-operation and Development) broj 489 kao sluzbeni test

za odredivanje genotoksi¢nosti u procjeni izlaganja kemikalijama (OECD, 2016b).

suspenzija
pojedina¢nih

stanica

: ...:'.;;.‘ %
Zh -:.‘.~ “- =-

neutralizacija analiziranje S0 g
0.4 M Tris
pufer, pH7.5

elektroforeza

- - -

FAT. LD Ven, MNes)

Slika 4. Shematski prikaz protokola za Komet test

Slika 5. i 6. Slike lomova DNK pod komet testom
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Koristenjem softverskih programa kao $to je Comet IV (Perceptive Instruments-Instem,
Velika Britanija), geneticki materijal tj.“kometi” nastali djelovanjem istosmjerne struje Se
mogu analizirati za viSe parametara. Najcesce upotrebljavani parametri su: duzina repa (engl.
tail length-TL) kometa koja se izrazava u mikrometrima i mjeri od pocetka glave pa do kraja
kometa odnosno oste¢ene DNK; intenzitet DNK u repu kometa ili postotak DNK u repu
kometa koji se izracunava u postocima (engl. tail DNA) te repni moment koji je kombinacija
ova dva prethodna parametra i ¢ini njihov umnozak (engl. tail moment-TM) (TM=tail length
x tail DNA). Medu njima najviSe zastupljen i prihvacéen je postotak DNK u repu kometa jer
kometi stanica u apoptozi imaju male glave dok im je ve¢ina DNK raspr$ena u obliku repa
(Choucroun i sur., 2001).

2.2.2. Mikronukleus cytome test — trajna oStecenja DNK

Mikronukleus test spada u kategoriju testova genotoksi¢nosti za detekciju mikronukleusa u
citoplazmi stanica tijekom interfaze stani¢ne diobe. Mikronukleusom se smatraju samostalne
kromatinske strukture koje su potpuno odvojene od jezgre. Mogu potjecati iz acentri¢nih
fragmenata kromosoma (tj. bez centromera) ili cijelih kromosoma koji ne mogu migrirati na
polove stanice tijekom anafaze stani¢ne diobe. Stoga ova metoda omogucuje opseZnu osnovu
za ispitivanje potencijala oste¢enja kromosoma in vitro jer se njome mogu detektirati
klastogeni 1 aneugeni ucinci u stanicama koje su podvrgnute diobi tijekom ili nakon izlaganja
kemijskoj tvari (Luzhna i sur., 2013). Posto se uc¢inak analizira nakon prve diobe od izlaganja
kemikaliji, koristi se i kemikalija citohalazin B koja zaustavlja citokinezu i omogucava da se
nepodijeljeni geneti¢ki materijal izmedu dvije stanice kéeri detektira u zajednickoj citoplazmi.
OstecCenja se najéeSce gledaju u takvim binuklearnim stanicama, a vrijeme zaustavljanja
stani¢nog ciklusa ovisi o vrsti stanice u stani¢noj kulturi i njenom ciklusu dijeljenja.

Fragmenti kromosoma bez centromera, koji mogu nastati iz lomova kromosoma, nalaze se
izvan jezgara stanica kéeri buduci da ti fragmenti nemaju mjesto vezivanja za mikrotubule.
Nakon zavrSetka stanicnog ciklusa, ekstranuklearni DNK fragment se dekondenzira i tvori
takozvani mikronukleus. Broj mikronukleusa na 1000 pregledanih binuklearnih interfaznih
stanica je mjera za inducirano genotoksi¢no oStec¢enje (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 oStecenja

DNK, inhibicije rasta stanice i citotoksi¢nosti. OSte¢enja DNK boduju se specificno u
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zaustavljena citohalazinom B) i uklju¢uju mikronukleus (biomarker lomova kromosoma 1 / ili
gubitak cijelog kromosoma), nastanak nukleoplazmatskih mostova (pokazatelj postojanja
bicentricnih kromosoma izmedu stanica kceri), nuklearnih pupova (Cije podrijetlo takoder
moze biti kao 1 od mikronukleusa samo §to se tvorevina jo$ nije odvojila od jedne stanice
kéeri ili moze biti biomarker za uklanjanje umnozenog suvisnog DNK materijala u
slu¢ajevima kada je jedna stanica kéer dobila obje kopije gena i dodatni dupli geneticki
materijal). Citostati¢ki uéinci odreduju se udjelom mono-, bi- i multinuklearnih stanica i
citotoksi¢nosti putem omjera pojavnosti nekroti¢kih i / ili apoptoti¢kih stanica izbrojanih u
1000 stanica.

Pojam "cytome" podrazumijeva da je svaka stanica u istrazivanom sustavu citoloski
ocijenjena s obzirom na vijabilnost (nekroza, apoptoza), mitoti¢ki status (mononuklearna,
binuklearna, multinuklearna) i stupanj kromosomskog oste¢enja odnosno status nestabilnosti
(prisutnost mikronukleusa, nukleoplazmatskih mostova, nuklearnih pupova) (Slika 7.)
(Thomas i Fenech, 2011).

Test se uspjeSno primjenjuje za biomonitoring in Vivo genotoksi¢nosti, in vitro testiranja
genotoksi¢nosti 1 na razli¢itim podru¢jima istraZivanja kao S$to su nutrigenomika i
farmakogenomika.

Kao priznati test genotoksi¢nosti, mikronukleus test in vitro dobio je svoj sluzbeni OECD
(engl. Organisation for Economic Co-operation and Development) broj 487 kao sluzbeni test

za odredivanje genotoksi¢nosti 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 ¢esto se koriste za ,,screening® spojeva kako bi se utvrdilo da i
odredeni spoj ima uc¢inak na proliferaciju stanica ili izazivaju citotoksi¢ni u¢inak koji na kraju
dovodi do smrti stanice odnosno apoptoze. Postoje razli¢ite metode koje se mogu koristiti za
odredivanje broja zivih eukariotskih stanica.

Za odredivanje citotoksi¢nog ucinka ekstrakta ruzmarina, u ovom je radu koriSten MTT test
vijabilnosti. To je kolorimetrijska metoda koja se koristi za mjerenje in vitro citotoksi¢nosti i
stani¢ne proliferacije uz koristenje (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol bromid) boje,
a temelji se na mjerenju metaboli¢ke aktivnosti stanica. Uz prisustvo stani¢nih dehidrogenaza,
u zivim stanicama dolazi do reakcije redukcije, pri kojoj se tetrazolijeva sol (MTT) (Slika 8.)
reducira u ljubicasto obojeni oblik kristala formazana. Kada dode do smrti stanice, Stanice ne
mogu metabolizirati MTT u formazan, stoga nastanak ljubi¢asto obojenog formazana sluzi
kao koristan i prikladan marker samo za zive stanice. Na Slici 9. je prikazana 96-mikrotitarska
ploc¢a gdje se jasno vidi razlika u obojenju Sto ukazuje na razli¢itu metabolicku aktivnost
stanica; Sto je ljubicasta boja izraZenija, metabolicka aktivnost stanica je ve¢a dok neobojane
jazice predstavljaju stanice u kojima je doslo do smrti. Formazanski produkt se akumulira kao
netopljivi talog unutar stanica, kao i u blizini povrSine stanice i u mediju za kulturu pa se
mora u potpunosti otopiti prije odredivanja apsorbancije. Koriste se razli¢ite metode za

otapanje formazanskog produkta a koje ukljuuju upotrebu zakiseljenog izopropanola,
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DMSO, dimetilformamida, SDS i kombinacija deterdzenta i organskog otapala (Mosmann,
1983).

Rezultati se kvantificiraju spektrofotometrijski ocitavanjem apsorbancije pri 570 nm na
automatskom ¢itaCu za mikrotitarske ploce koji nudi velike prednosti kao Sto su brzina,

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

NADH NAD*
Br < > < )
N-N L 2 3 ~NH
Nt__S
N\k

Slika 9. Prikaz mikrotitarske plocice s obojanim produktom formazanom
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

3.1.1. Bioloski testni sustav-stani¢na linija CAL27

Stani¢nu linijju CAL27 1982.godine (ATCC broj CRL-2095) izolirao je J. Gioanni sa
suradnicima (Center Antoine Lacassagne, Nice Cedex, Francuska) iz tkiva uzetog od 56-
godi$njeg bijelca, s lezijom sredine jezika, prije bilo kakve terapije. Fragment je uklonjen
kirurski i kultiviran u laboratorijskim uvjetima u sterilnoj tikvici za kulturu u obliku
adherentne stani¢ne linije tj. u monosloju. Stanice ne rastu dobro u polukrutom mediju.
Stani¢na linija raste eksponencijalno sve do 8. dana, dok ne zapo¢ne stacionarna faza rasta.
Vrijeme udvostrucenja mjereno je tijekom faze eksponencijalnog rasta, te iznosi 35 sati.

Kako bi se omogucilo kvalitetnije skladiStenje, stanice su zamrznute u teku¢em dusiku. Medjij
za zamrzavanje sadrzi 95% kompletnog medija za rast, 5% DMSO, a temperatura pohrane je
temperatura pare tekuceg dusika (-195,8°C).

Za ove epitelne, poligonalne stanice, s vrlo granuliranom citoplazmom, imunocitokemijske
studije pokazuju snazno pozitivno bojenje s anti-keratin antitijelima koja su inace vrlo korisna
u dijagnozi epitelnih tumora. Oznacena inhibicija inkorporacije timidina uocena 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 lije¢enje VDS-om (vindesin sulfat), CDP (cisplatinom) ili
ACTD (aktinomicin D).

Bazni medij za ovu stani¢nu liniju je prema preporuci ATCC (engl. American Type Culture
Collection, Manassas, VA, SAD) formulirani Dulbecco modificirani Eagle medij, kataloski
broj 30-2002. Medij sadrzi 4 mM L-glutamina, 4500 mg L™ glukoze, 1 mM natrij piruvata i
1500 mg L natrijevog bikarbonata. Da bi se postigli uvjeti za rast, u osnovni medij se dodaje
fetalni govedi serum do kona¢ne koncentracije od 10%. Stanice takoder mogu rasti i u RPMI

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

Klasifikacija bioloske 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, §to
bi znacilo 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 mehanicki ili kemijski postupak. Mehanicki
podrazumijeva struganje pri ¢emu se moze ostetiti 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 koriStene su ljudske stanice karcinoma epitela jezika CAL27 (Slika
10.) koje su kupljene od ATCC-a i primarno uzgajane na Institutu Ruder Boskovié¢ te
Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu. Stani¢na kultura uzgajana je u RPMI 1640 mediju uz
dodatak fetalnog teleCeg seruma do konacne koncentracije od 10% u monosloju u CO;
inkubatoru pri temperaturi od 37°C koristec¢i sterilnu T-bocu. Prac¢enjem promjene broja
stanica tijekom rasta, odredeno je da se stanice udvostruce tijekom 30-36 sati. Nakon $to su
stanice prekrile povriinu velike T boce povriine 75 cm?, uklonjen je medij te je povrsina
adherentnih stanica isprana s 10 mL c¢istog 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 vracena u CO; inkubator na 37°C na 5 minuta tijekom kojih je tripsin uzrokovao
odvajanje stanica od podloge pri c¢emu je doSlo do morfoloske promjene samih stanica koje su
poprimile sferi¢ni oblik. Nakon provjere pod invertnim mikroskopom, stanice su nakon 10
minuta djelovanja tripsina bile zaokruzene 1 odvojene od podloge. Nakon toga dodan je 1 mL
fetalnog tele¢eg seruma 1 5 mililitara RPMI 1640 medija te je napravljena stani¢na suspenzija
i sadrzaj 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 uL preostale stani¢ne suspenzije, po 10 pL je nanijeto na svaku stranu Burker-Turk
komorice koja je bila prekrivena pokrovnicom, te su stanice izbrojane pod elektri¢nim
mikroskopom na povecanju od 20x. Na taj nacin se odredio broj stanica u volumenu od 0,1

mm? te se iz toga konacno izracunao broj stanica u 1 cm?® odnosno u 1 mL.
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Slika 10. Prikaz humane stani¢ne linije skvamoznog epitela jezika CAL27 pod konfokalnim

mikroskopom

3.1.3. Priprema ekstrakta lis¢a ruzmarina

10 g lista ruzmarina preliveno je s 200 mL vruée vode. Nakon pola sata ekstrakcije, dobiveni
ekstrakti su upareni 1 liofilizirani. Pripremljeni liofilizati koriSteni su za pripremu ishodiSnih 1
radnih otopina koriStenih u eksperimentima. Ekstrakti su izradeni u Laboratoriju za
tehnologiju ugljikohidrata i konditorskih proizvoda na Prehrambeno-biotehnoloskom
fakultetu u Zagrebu.

Iz dobivenih liofilizata pripremljene su ishodiSne otopine deset puta veé¢e koncentracije. 1z 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 sadrzaj bioaktivnih tvari prisutnih u uobicajeno

pripremljenim napitcima namijenjenim za konzumaciju.
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Tablica 2. Prikaz razrjedenja radnih koncentracija ekstrakta lis¢a ruzmarina

koncentracija | Suha tvar (mg mL™)

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, Imunoloski zavod, Hrvatska

= Etanol 96%, Kemika, Hrvatska

»  FBS serum telec¢i (engl. Fetal bovine serum), Gibco-ThermoFisher, SAD

» Giemsa boja, Merck, Njemacka

» Kalijev klorid, Kemika, Hrvatska

= Kalijev dihidrogenfosfat, Kemika, Hrvatska

» LMP agaroza niskog talista (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 taliSta (engl.normal melting point agarose) agaroza, Sigma
Aldrich, SAD

= Qctena kiselina, Kemika, Hrvatska
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» 30% vodikov peroksid, Kemika, Hrvatska

» RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute stani¢ni medij s L-glutaminom i 25mM
HEPES-om, Sigma, Gibco, ThermoFisher, SAD

= Triton X100, Sigma Aldrich, SAD

» Trizma baza (Tris-HCI), 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 uM H,0, te su pripremljene od ishodis$ne
otopine 200 mM H;,0; razrjedivanjem u destiliranoj H,O.

= 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 pe¢nici. LMP 0,5%
otopina (engl. low melting point) pripremi se otapanjem LMP agaroze u fosfatnom puferu

PBS bez kalcija i magnezija.
= Otopinazalizu

Otopina je pripremljena od 2,5M NaCl, 100mM Na;EDTA,10mM Trizma baze, 1% natrij-
laurilsarkozinata. pH je pode$en na 10, a zatim je jo§ u radnu otopinu na licu mjesta dodan 1%
Triton X-100 te 10% DMSO.

= Otopina za denaturaciju
Otopina je pripremljena tako da sadrzi ImM Na;EDTA i 300mM NaOH, te je imala pH 13.
= Otopina za neutralizaciju

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

u mraku.
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= Otopina fiksativa

Otopina je pripremljena tako da se pomijesaju octena kiselina: metanol u omjeru 1:3 te se drzi

4 sata u frizideru da bi bila hladna.

3.1.6. Laboratorijska oprema

Autoklav, Sutjeska, Jugoslavija

Automatske pipete za 10 mL, 1 mL, 200 puL, 100 uL, 10 uL, 5 uL, Eppendorf, Njemacka
Burker turk komorica, Optik labor, Njemacka

CCD kamera, kompjuter sa softverom Instem, Engleska

CO; inkubator Hera cell 240, Heraeus, Njemacka

Digestor, INAKO,Hrvatska

Digitalni brojac stanica, Assistent Counter, Njemacka

Elektriéni mikroskop s povecanjem do 1000X, Olympus, Njemacka
Grijaci stakala na 50°C, INAKO, Hrvatska

Invertni mikroskop, Zeiss, Njemacka

Kadice za elektroforezu s napajanjem, Whatmann Horizon 11.4, SAD
Laminar s UV lampom, Iskra P10, Hrvatska

Mikrovalna peénica, Gorenje, Hrvatska

Olympus BX 51 fluorescencijski mikroskop sa UV lampom, Njemacka
pH metar, Mettler Toledo, Svicarska

Spektrofotometar Victor3 TM, Perkin Elmer, SAD

Vakuum sisaljka, INAKO, Hrvatska

Vodena kupelj, INAKO, Hrvatska

3.1.7. Posude i pribor

Flaskovi ili T boce od 75 i 25 cm?, TPP, Njemacka

Mikrotitarske plocice s 96 ili 24 jazica, TPP, Njemacka

Ocis¢ena histoloska stakla za komet test Vitrognost,Plus ultra 26x76 mm, Biognost,
Hrvatska

Okrugla stakalca (pokrovnice) promjera 18 mm za nasadivanje stanica, TLOS, Hrvatska
Plasti¢ni nastavci za automatske pipete za 10 mL, 1 mL, 200 puL, 100 pL, 10 pL 1 5 pL,
Eppendorf, Njemacka

Staklene casice za ph-metriranje, TLOS, Hrvatska
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= Staklene pokrovnice Vitrognost 24x40, Biognost, Hrvatska
» 14 mL-tarske tube za centrifugiranje stanica, TPP, Njemacka

» tubice od 1,51 2 mL, Eppendorf, Njemacka

3.2. METODE

3.2.1. Odredivanje 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, drzani 1 h na 37°C.

Koristena su dva standarda za kalibriranje za pH 7 i pH 9,21. Nakon svakog o¢itavanja, pH
metar je ispran destiliranom vodom i obrisan ¢istom stani¢evinom. Sva mjerenja su o€itana

dva puta i provjerena je temperatura ocitanja.

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

3.2.2. MTT test — Tretman i protokol

3.2.2.1. Nasadivanje stanica

Od koncentrirane stani¢ne suspenzije nakon brojanja stanica, napravljena su razrjedenja
stani¢ne suspenzije da bi u svakoj jazici za MTT test u koju ¢e i¢i 100 uL medija (RPMI 1640
s 10% serumom) bila koncentracija od 10° st mL™ (stanica po mililitru). Stanice su nasadene
na jednu mikrotitarsku plo¢icu sa 96 jazica. Za svaku mjerenu koncentraciju te kontrolni
uzorak nasadeno je 5 ponavljanja, te je 5 jazica bilo jo$ predvideno za slijepu probu (pozadina
boja u MTT testu). Stanice su u sterilnim uvjetima pregledavane pod invertnim mikroskopom,

povecanje 20x, 1 gledalo se kada ¢e dosegnuti 70% pokrivenost podloge (povrsine).
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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
Na;HPO,4, 2mM KH,PO,4, 2,7mM KCI, 137mM NaCl), a zatim tretirane sa 100 uL medija s
ekstraktom kroz 1 h na 37°C u CO, inkubatoru.

3.2.2.3.Priprema mikrotitarske plocice za MTT i mjerenje apsorbancije
Medij je ponovno uklonjen i ispran s novim sterilnim 1xPBS-om sobne temperature.

Koncentrirani MTT reagens (tok je imao koncentraciju 5mg mL™, radna koncentracija je 10
puta manja) je stavljen u novi RPMI 1640 medij sa 10%-tnim tele¢im serumom. U svaku
jazicu sa stanicama dodano je po 10 pL MTT reagensa ve¢ pomijeSanog s medijem i
serumom 1 mikrotitarska plocica je stavljena u CO; inkubator na 37°C na inkubaciju od 4 sata.
Nakon toga je u digestoru dodano 100 pL koncentriranog DMSO-a, te je mikrotitarska
plocica inkubirana 30-35 min kako bi se otopili formirani kristali formazana i pritom drzana
na blagoj tresilici radi ravnomjernijeg rasporedivanja boje te nestanka potencijalnih mjehuri¢a
zraka koji mogu uzrokovati pogreske u mjerenju apsorbancije. Apsorbancija je mjerena na
570 nm, od dobivenih vrijednosti se prvo oduzimaju vrijednosti slijepe probe, te zatim
izraCunava 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 takoder izrazene srednje vrijednosti i standardne devijacije od svih 5

mjerenja.

N—

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 utvrdeno da
0,25uM vodikov peroksid uzrokuje oStecenja stanica CAL27, no postotak genomskog
oStecenja ne spada u apoptoti¢ni ucinak (jos je uvijek 60% DNK stanica u jezgri, rezultati
nisu prikazani), dok 0,50 uM vodikov peroksid uzrokuje oStecenje genoma stanica CAL27 s
izrazenim apoptotiénim uéinkom. Ove dvije radne koncentracije dobivene su slijedom
razrjedenja od mati¢ne otopine i tijekom tog postupka razrjedivanja s destiliranom vodom, sve
su otopine drzane na ledu, jer brzo dolazi do gubitka same oksidativne aktivnosti vodikovog
peroksida. Mati¢na otopina je bila 30%-tni vodikov peroksid odnosno 9,79M vodikov

peroksid.

3.3. ALKALNI KOMET TEST

3.3.1. Nasadivanje stanica

U svaku jaZicu na 24-jazi¢noj mikrotitarskoj plo¢i je nasadeno10® st mL™ otopljenih u 500 pL
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 vise od 70% povrSine, medij je uklonjen, ispran 1xPBS-om
na sobnoj temperaturi, te su stanice u jazicama tretirane sa ekstraktima. U svaku jazicu je
stavljeno 500 puL medija s ekstraktom bez seruma te su stanice tretirane 1 h na 37°C u
inkubatoru sa CO,.

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 peé¢nici do tocke vreliSta, otopina je drzana u
vodenoj kupelji na 37°C. Na svako staklo za komet test naneseno je 300uL 1% NMP agaroze,
poklopljeno pokrovnicom, drzano 10 minuta u na hladnom, zatim je pokrovnica uklonjena te
su gelovi na stakalcima postavljeni horizontalno na grijace stakalaca na 50 °C gdje su se
gelovi osusili. Ovaj sloj sluzi kao podloga drugom sloju gela sa stanicama a takoder pomaze

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

Na dan eksperimenta, 0,5% LMP (engl. low melting point) agaroza je zagrijana u mikrovalnoj
peénici do tocke vrelista (talista) te je ohladena u vodenoj kupelji na 37°C. Ovaj korak je

bitan jer bi veca temperatura mogla prouzrociti dodatna ostecenja tretiranih stanica.

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

peroksidom

Nakon $to su stanice prekrile vise od 70% povrSine podloge, u svakoj jaZici 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 jazicu stavljeno je 100 uL 0,25% EDTA-otopine tripsina. Tripsiniziranje stanica
trajalo je 5-10 minuta na 37°C u CO; inkubatoru. Nakon §to je invertnim mikroskopom
utvrdeno odvajanje stanica od podloge i njihovo zaokruzivanje, na tripsinizirane stanice
stavljena je kap (30 uL) fetalnog seruma radi inaktivacije djelovanja tripsina i naneseno je u
svaku jazicu po 1 mL RPMI medija. Stani¢na suspenzija je prenesena u 2 tubice volumena 1
mL te su stanice istalozene centrifugiranjem 1 minutu na 2000 rpm min™. Supernatant je
odsisan vodenom sisaljkom, a na talog u svaku tubicu je dodano 200 uL 0,5% LMP agaroze,
te je zatim po 100 pL agarozne suspenzije stanica naneseno na stakla za komet od prije
presvucena sa osusenim slojem 1% NMP. Agarozna suspenzija je pokrivena pokrovnicom
24x40 mm.

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

je pokrovnica uklonjena s gelova.

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

Nakon polimerizacije, 0,5% LMP agaroznog sloja sa stanicama, na stakalca koja ¢e biti
tretirana vodikovim peroksidom naneseno je 100 uL otopine vodikovog peroksida. Za svako
razrjedenje 1 koncentraciju vodikovog peroksida tretirana su dva stakla na isti nacin. Radi
podjednakog tretmana cijelog stakla, gel je pokriven pokrovnicom. Nakon 5 minutnog
tretmana tijekom kojega su stakalca bila cijelo vrijeme drzana 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 drzana u posebnim otopinama i nisu

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

Otopina za liziranje stanicnih membrana i uklanjanje histona napravljena je svjeza isti dan
kada je bila i izrada preparata, i drzana barem 4 sata na 4°C da bi bila dovoljno hladna.
Pripremljena stakalca stavljaju se u staklene vertikalne kosi¢e (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 takoder bila pripremljena svjeza, 1 drzana barem 4 sata na 4°C da
bi bila dovoljno hladna, a destilirana voda koja je koristena je drzana ve¢ od dana prije u

frizideru na 4°C.

Temeljito isprana destiliranom vodom, stakalca su uronjena u hladne vertikalne kosice s
hladnom svjezom otopinu za denaturaciju i tamo su drzana 20 minuta.

Nakon toga stakalca su prenesena u horizontalnu kadicu za elektroforezu u kojoj se nalazila
nova, svjeza 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 reSetkama, polozena horizontalno 1
tretirana tri puta po 5 minuta s 0,4M Tris-HCI otopinom s pH 7,5 na sobnoj temperaturi u
mraku. Poslije toga su stakalca postavljena horizontalno u vlazne komorice i drZzana na 4°C i

pregledana isti dan.

3.3.9. Bojanje i analiziranje gelova

Svako staklo je bojano 10 minuta s 50 puL radne otopine etidij-bromida koncentracije 20ug
mL™.Stakla su analizirana fluorescencijskim mikroskopom poveéanja 200x spojenim crno-
bijelom CCD kamerom na softverski sustav Comet Assay (Perceptive Instruments-Instem,
Engleska). Na svakom staklu se izbrojalo po 100 stanica-kometa. Buduc¢i da je sve radeno u
duplikatu, ukupno po jednom razrjedenju analizirano je 200 kometa. Parametri odredeni za
analiziranje bili su duZina 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. Nasadivanje stanica

Okrugla stakalca promjera 18 mm prethodno su oprana etanolom te autoklavirana i
postavljena na dno sterilnih 24-jazi¢énih mikroplo¢a u sterilnim uvjetima. Stanice u
koncentraciji od 10° stanica po mililitru su dodane u volumenu od 500 pL u potpunom mediju
(RPMI 1640, 10% FBS). Konfluentnost stanica je pracena invertnim mikroskopom u

sterlinim uvjetima do trenutka popunjenja 50% povrsine jazica.

3.4.2. Tretman stanica

Nakon 48 sati stanice su prekrile vise od 50% povrSine, medij je odsisan, adherirane stanice
su bile isprane sterilnim 1x PBS-om sobne temperature, te su stanice tretirane s 500 uL
ekstrakata odgovarajuéih 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 stani¢nim linijama treba biti 4 sata) na 37°C i 5% CO,, 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 (3ug mL™). Negativna kontrola je pripremljena na
na isti na¢in, samo bez dodavanja ekstrakata u medij.

Kao pozitivna kontrola u mikronukleus cytome testu koristen je mitomicin C koncentracije 3,5
mg mL™, a tretman je takoder trajao 4 h, u istim uvjetima. Mitomicin C je klastogen (uzrokuje

oStecenja genoma, ali ne utjece na citokinezu stanica) i ne treba metabolicku aktivaciju.

3.4.3. Izrada preparata

Isti dan fizioloska otopina je stavljena na 4°C na barem 4 sata, a takoder je pripremljena i

svjeza 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 pL hladne fizioloske otopine.
Nakon 10 minuta tretmana, fizioloSka otopina je uklonjena, a na stakalca u jazicama
stavljeno je 100 uL hladnog fiksira (1:3 octena kiselina: metanol). Tretman je trajao 10
minuta na sobnoj temperaturi. Nakon §to je fiksir uklonjen vakuumskom sisaljkom, stakalca
su sesusila na sobnoj temperaturi 2 sata. Nakon toga na stanice je nanijeto 200 puL 3% vodene
otopine Giemse-boje za histoloske preparate koja se jako veze za DNK a malo manje za
citoplazmu. Nakon 10 minuta, stakalca su isprana destiliranom vodom. Nakon susenja,

stakalca su vadena iz bunari¢a iglicama i pincetom vodeci racuna da je strana sa stanicama
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uvijek okrenuta prema gore. Na tu stranu je naneseno stani¢no 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.

Mitoticki indeks ili indeks proliferacije odreden je prema autorima Eastmond i Tucker 1989

(Eastmond i Tucker, 1989)prema formuli:

M1+2+«M2+3+M3+4x*M4
N

U formuli za NDI (mitoti¢ki indeks), M1-M4 je broj mononuklearnih, binuklearnih,
trinuklearnih i tetranuklearnih stanica na ukupnom broju izbrojanih stanica na preparatu (N),

koji je bio odreden kao 1000 stanica.

3.5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Dobiveni podaci obradeni su u statistickom programu Statistica 13.2 (DELL, StatSoft, SAD).
U deskriptivnoj analizi za svaku to¢ku i metodu odredena je srednja vrijednost, standardna
devijacija, standardna pogrjeska, minimum i maksimum, medijan, CI vrijednosti. Za komet
test su se rezultati za duzinu repa i intenzitet repa logaritmirali dekadskim logaritmom s
bazom 10 1 vrijednoS¢u v1+1 radi normalizacije rezultata koji svi imaju pozitivnu vrijednost
zbog prirode samog testa. KoriStenjem Analize Varijance ustanovilo se da li postoje razlike
medu samim promatranim to¢kama, i nakon toga se upotrijebila analiza Break down one way
ANOVA test sa Posthoc Scheffe modifikacijom za usporedbu uzoraka u duplikatu, i ako nije
nadena razlika onda su se uzorci uzimali zajedno kao 200 mjerenja, te je napravljena jos
jednom Break down one way ANOVA test sa Posthoc Scheffe modifikacijom. Posthoc testovi
se koriste ukoliko se rezultati statisticki znacajno razlikuju jer ova vrsta testova uz postavljenu
razinu znacajnosti 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 znacajnosti je postavljena na
p<0,05. U istom programu su napravljeni i grafi¢ki prikazi rezultata sa srednjim vrijednostima

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

Ruzmarin je biljka koja se uzgaja u mnogim predjelima svijeta i koja se koristi u brojnim
kuc¢anstvima, prvenstveno zbog upotrebe u kulinarstvu, ali 1 u razli¢ite medicinske svrhe zbog
dokazanih bioloskih svojstava etericnog ruzmarinskog ulja kao $to 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
(Bakarel 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 zacin, sve vise i kao ¢ajna
mjesavina. No unato¢ dokazanim pozitivnim svojstvima, ruzmarin je pokazao i moguca
druga nezeljena svojstva koja se odnose na citotoksi¢nost ruzmarina. Pri veéim
koncentracijama, ruzmarin moze imati citotoksiCan ucinak na zdrave stanice, a sastav
eteri¢nog ulja ruzmarina varira o njegovom geografskom podrijetlu, o ¢emu i ovise njegova

ljekovita svojstva (Maistro i sur.,2010).

Cilj ovog istrazivanja bio je testirati utjecaj razli¢itih koncentracija ekstrakta dobivenog od
listova ruzmarina na vijabilnost i primarna te trajna genomska oSte¢enja humane stani¢ne
kulture skvamoznog epitela jezika CAL27 te istraziti postojanje zastitnog ucinka prilikom
izlaganja tretiranih stanica oksidativnom stresu. Primarna oSte¢enja analizirana su alkalnim
komet testom nakon 1-satnog tretmana stanica netoksi¢nim koncentracijama ekstrakata
(0,05x, 0,1x, 0,2x, 0,5x, 1x, 2,5x i 5x), a zastitni ucinak ispitan je nakon 5-minutnog izlaganja
0,25 i 0,50 uM vodikovom peroksidu. Nakon 4-satnog izlaganja ekstraktima i oporavka u
trajanju od 36 sati trajna oSteCenja te utjecaj na proliferaciju analizirani su mikronukleus
cytome testom. Posto komponente etericnog ulja (lipofilne, hidrofobne, hidrofilne
komponente) ponekad mogu vezati i komponente iz medija te promijeniti pH otopine (Frankel
I sur., 1996), te tako ne/uzrokovati oSteCenja, 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 odredivanja pH vrijednosti radnih ekstrakata. 1z rezultata je
vidljivo da temperatura nije utjecala na pH vrijednost samih uzoraka i da uzorci medusobno
nisu imali prevelike razlike u pH vrijednostima te da se takve promjene mogu iskljuciti iz
daljnjeg tumacenja rezultata. Ovaj eksperiment je bio raden na temelju iskustva drugih
znanstvenika koji su pokazali da pH moze znatno utjecati na aktivnost antioksidativnog

ucinka samog ekstrakta ruzmarina, kao i medij u kojem se ekstrakt otapa.
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Tablica 3. Prikaz vrijednosti pH radnih ekstrakata liS¢a ruzmarina pri sobnoj temperaturi i pri

37°C

Koncentracija sobna temperatura 37°C
(mg mL™)

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 | MITOTICKI INDEKS

Na Slici 13. prikazani su rezultati MTT testa (u postocima) sa standardnim devijacijama. Kao
Sto se moze vidjeti 1 iz slike, prevelikih razlika u vijabilnosti stanica nakon tretmana od
jednog sata nije bilo, iako su u nekim koncentracijama vrijednosti bile i vise od kontrolnih.
Pad prezivljenja od 8 posto uocen je pri izlaganju najvecoj koncentraciji ruzmarina 5x. Ono
Sto se mjeri MTT-testom je zapravo koli¢ina metabolicke aktivacije 1 mitohondrijske
toksi¢nosti, te je ovim testom dokazano da stanice zbog izlaganja ruzmarinu ne gube svoju

metabolicku aktivaciju, po ¢emu zaklju¢ujemo da su i vijabilne.
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Slika 13. Prikaz rezultata MTT testa nakon 1 sata tretmana s ekstraktima lis¢a ruzmarina (R)

sa srednjim vrijednostima i standardnom devijacijom

Razli¢ite stani¢ne linije mogu pokazivati razliitu osjetljivost na izlaganje ekstraktima
ruzmarina. Rezultati dobiveni u ovom radu su usporedivi s rezultatima drugih autora koji su
slican ucinak pokazali i na drugim vrstama stanica. Stani¢na linija karcinoma vrata maternice
HelLa pokazala je povecanu vijabilnost tretiranih stanica u MTT testu te nepromijenjenu
vijabilnost u Neutral crvenom testu (vijabilnost provjerom lizosomalne toksi¢nosti) u odnosu
na kontrolu nakon 24-satnog tretmana u koncentracijama od 31,12—-1192 pg mL™ (Santos i
ur., 2016). Niske koncentracije ruzmarina <1,40 mg mL™ nisu uzrokovale citotoksiéne
ucinke na stani¢noj liniji Vero (normalne epitelne stanice bubrega majmuna), stani¢noj liniji
ljudskih epitelnih stanica karcinoma jajnika A2780 (Kingston, 2009) niti na stani¢noj liniji
hepatocelularnog karcinoma HepG2 (koncentracije ispod koncentracije od 500 mg mL™)
(Haza i Morales, 2013; Haza i sur., 2010). U neutralnom crvenom testu, u CHO stani¢noj
liniji, ICs je iznosio167 g mL™, a niZe koncentracije (5-50 g mL™) nisu pokazale citotoksiéni
u¢inak (Taner i sur., 2016). Cuckovié¢ (Cuckovi¢, 2017) je nakon jedno- i dvo-satnog tretmana
stani¢ne linije humanih epitelnih stanica CALB1 ustanovila da 0,5x smanjuje postotak
prezivljenja za 50%, Usporedba dviju stani¢nih linija adenokarcinoma pokazala je razlike u
osjetljivosti. Na stani¢noj liniji AGS doslo je do smanjenja vijabilnosti u MTT i Neutral
crvenom testu pri koncentracijama 4,1, 1,8 i1,3 mg mL™ (ICso) poslije 24, 48 i 72 sata

izlaganja, a na drugoj stanicnoj liniji KYSE30 doslo je do sli¢nog ucinka tek nakon izlaganja
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puno veéim koncentracijama od 600, 180 i 150 mg mL™za MTT test i 860, 270 i 200 mg mL™
za Neutral crveni test (Karimi i sur., 2017).

Naravno, na ovakve rezultate osim stani¢ne linije utjece i koliCina aktivnih tvari u ruzmarinu,
s obzirom da svaka biljka nema isti sastav. U studiji Santosa i suradnika (Santos i sur., 2016),
ruzmarin je imao najviSe monoterpena (1,8-cineol i £-pinen) koji su pokazali u njihovoj, ali i
u studiji Wanga i suradnika nisko citotoksi¢no djelovanje u tumorskim stanicama (Wang i
sur., 2012). Frankel i suradnici (Frankel i sur., 1996) su takoder dokazali da u uljno-vodenim
otopinama, sastojci ruzmarina kao §to su karnozinska kiselina, karnozol i alfa-tokoferol imaju
vecu aktivnost nego ruzmarinska Kiselina. Salih i suradnici 2015 (Salih i sur., 2015) testirajuéi
koncentracije ruzmarina od 50, 100, 250, 500 i 1000 ug mL™ pokazali su da 1000 pg mLi
vodenog i metanolnog ekstrakta ruzmarina koji odgovara koncentraciji 0,5x koristenoj u
ovom radu kod stani¢ne linije skeletnih miSiénih tumorskih stanica rabdomiosarkoma RD
nakon izlaganja 24 sata pokazao postotak prezivljenja od 18 1 16 posto; dok je stanic¢na linija
normalnih fibroblasta miSjeg embrija MEF pokazala postotak preZivljenja od 86 i 85%.
Cardile i suradnici (Cardile i sur., 2009) pokazali su da je ekstrakt ruzmarina sa 31,7%
karnozinske kiseline u koncentracijama od 10-80 pg mL™ znagajno smanjio proliferaciju u

MTT testu od dvije melanomske stanicne linije M14 1 A375.

Postoje naravno 1 tvari koje ne utjeCu na vijabilnost stanica, ali mijenjaju stani¢nu
proliferaciju i genomsku osjetljivost bez citotoksi¢nog ucinka. Kao §to se vidi u Tablici 4.,
odredivanjem mitotickog indeksa u mikronukleus cytome testu, pokazano je da u manjim

koncentracijama, do 1x, ruzmarin utjeCe na ubrzavanje stani¢ne proliferacije.

Tablica 4. Mitoti¢ki indeks nakon 4 sata tretmana ekstraktom ruzmarina 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 mitotickog indeksa dobiveni u ovom radu koriStenjem mikronukleus
cytome testa su u skladu s rezultatima od Karimi i suradnika (Karimi i sur., 2017) koji su
pokazali da postoji dozna ovisnost koja ¢e ili dovesti do proliferacije ili do inhibicije, s
u¢inkom zaustavljanja stanica u odredenoj fazi stani¢nog 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 mitoti¢ki se indeks viSe nije mogao
pratiti od koncentracija 1x do 5x. Koncentracije 1x i 2x dovele su do vidljivog zaustavljanja u
proliferaciji, fragmentiranja samih jezgara i pojave apoptoti¢nih tjeleSaca, a koncentracija 5x

je izazvala pojavu nekroze.

Izlaganje stanica korijena crvenog luka Allium cepa vodenom ekstraktu ruzmarina u
koncentracijama od 0,02, 0,04, 0,06 i 0,08 mg mL™* 24 ili 48 sati pokazale su
antiproliferativno djelovanje (Cardoso i sur., 2014). Vodeni i alkoholni ekstrakti lis¢a
ruzmarina u koncentracijama od 12,50 do 47,55 mg mL™ inhibirali su podjelu stanica u
humanim staniénim linijama NCI-H82 (karcinom pluca), DU-145 (karcinom prostate), Hep-
3B (hepatocelularni karcinom), K-562 (kroni¢na mijelogena leukemija) i MCF-7
(adenokarcinom dojke) (Yesil-Celiktas i sur., 2010), sli¢na znacajna redukcija u mitotickom
indeksu nadena je i kod tretmana stani¢ne linije A2780 (ljudski karcinom ovarija) (Tai i sur.,
2012; Cheng i sur., 2011), ali i u razli¢itim stani¢nim linijama karcinoma kolona Stakora
tretiranih visokim koncentracijama samo karnozola, jednog od glavnih sastojaka ekstrakta

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

Mehanizam citotoksi¢nog djelovanja spojeva iz ruzmarina na stanice objasnili su Visanji i
suradnici (Visanji i sur., 2006). Prema njihovim rezultatima, visoke koncentracije diterpen
karnozola iz ruZzmarina utjecu na dijeljenje stanica, tj. diterpen karnozol djeluje na B1 cikline
tijekom procesa diobe i tako onemogucava pravilno formiranje diobenog vretena.
Antiproliferativni u¢inak ruzmarina se takoder pripisuje aktivnosti ruzmarinskih difenola,
kinona i rozmanola (Yesil-Celiktas i sur., 2010). Visoka koncentracija tih terpena utjeCe na
diobeni ciklus i prekida stanice najvise u G2 fazi interfaze, utje¢uéi na replikaciju citoplazme i
kondenzaciju kromosoma. Ovi u¢inci se mogu primjetiti ¢ak i pri koncentracijama od 0,02mg

mL™.
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4.3. UTJECAJ NA GENOMSKI MATERIJAL, APOPTOZA | NEKROZA

Kao §to je ve¢ 1 receno, genotoksi¢ni uCinak moze postojati i bez citotoksi¢nog ucinka.
Tretman od 1x, 2,5x te 5X u oba testa za primarna oStecenja (komet test) i trajna oStecenja
(mikronukleus test) je pokazao znacajna oSte¢enja genomskog materijala. U komet testu je
nakon 1-satnog izlaganja kod duzine repa uzrokovao fragmentaciju i vec¢i 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 stani¢ne smrti pocevsi od 0,5x pa do
najvisih koncentracija (Tablica 4., Slika 14.a i1 14. b i Tablica 5.). Mikronukleus test je dao i
uvid u nacin na koji ekstrakt ruzmarina utje¢e na genomski materijal. lako je kratkotrajno
izlaganje pokazalo oSteCenja pri ve¢im koncentracijama ruzmarina (od 1x do 5x) (Slika 15.), 4
satno izlaganje i pracenje popravka DNK nakon prve diobe u kojoj je stanica imala
mogucnost popraviti nastala oSteéenja, primjecuje se od najmanje koncentracije do 1x
koncentracije znacajni porast frekvencije mikronukleusa, dok ostala oste¢enja 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 osteéenja stanica.
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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 ruzmarina prema

parametru duzine 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 ruZzmarina

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*genotoksi¢ni u¢inak (pojava apoptoze u vecini stanica tretiranih koncentracijom

1x)**genotoksi¢ni u¢inak (pojava nekroze u vecini stanica tretiranih koncentracijama 2,5 i
5x).

1x 2,5x 5x

Slika 15. Prikaz stani¢ne linije CAL27 nakon 1h izlaganja ekstraktima ruzmarina od
1-5x
U usporedbi s rezultatima drugih autora, iako ruzmarin ima dokazani citotoksi¢ni ucinak, on
uvelike ovisi o koncentraciji, periodu izlaganja, ali 1 vrsti stanica koje su izlozene ekstraktu.
Santos i suradnici (Santos i sur., 2016) su pokazali da tretman HelLa stanica u koncentraciji od

322,45 ng mL™ nije pokazao znakove apoptoze, dapace, svi organeli su bili netaknuti u
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stanicama, citoplazma nije izgubila svoju organizaciju, te je stanicna membrana zadrzala svoj

integritet kao i kontrolne netretirane stanice.

Stani¢na linija CALB1 pokazala je vecu osjetljivost pri istim koncentracijama i vremenu
izlaganja nego S$to su to pokazale stanice CAL27, a posto su CALBI bile izlozene takoder i 2
sata ekstraktima istih koncentracija, taj citotoksi¢ni ucinak je bio jos izrazeniji a takoder 1 jaci
s poraséu koncentracije ekstrakta (Cuc¢kovi¢, 2017). U tom radu je pokazano da tijekom
tretmana od jednog sata CCs iznosi 15,21 mg mL™, a tijekom dva sata tretmana iznosi 8,83
mg mL™. Karimi i suradnici (Karimi i sur., 2017) su pokazali da tretman od 24 sata stani¢ne
linije skvamoznih stanica karcinoma jednjaka KYSE30 u koncentracijama ekstrakta
ruzmarina od 2-250 mg mL™ uzrokuje morfoloske promjene na stanicama, ukljuéujuéi
fragmentaciju 1 kondenzaciju nukleusa i kromatina, kao i formiranje apoptoti¢nih tjeleSaca.
Apoptoza je bila potaknuta i kod HepG2 stanica s etericnim ruzmarinskim 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™ je
uzrokovalo oSteCenje DNK stanica i stvaranje mikronukleusa. Fragmentacija DNK je
pokazana pri tretmanu ekstraktom ruZmarina u dvije stanicne linije melanoma m14 i A375
(Cardile i sur., 2009). Slamenova i suradnici (Slamenova i sur., 2002) su pokazali da 24-satna
preinkubacija V79 stani¢ne linije hréka sa 30 pg mL™ ruzmarinskog ekstrakta uzrokovala

znacajno osStecenje DNK.

Eteri¢no ulje ruzmarina sadrzi razlicite spojeve u razli¢itim koncentracijama, koji mogu
djelovati na sinergisticki nacin ili regulirati jedan drugoga. Mnogi monoterpeni i seskviterpeni
utjeCu na citotoksi¢nost jer kao lipofilne tvari mogu proé¢i kroz stani¢nu i citoplazmatsku
membranu 1 unistiti strukture koje povezujemo s oSte¢enjem 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 veca koncentracija fenolnih sastojaka inducira ili
povecava apoptoticni ucinak u tumorskim stanicama (ljudske stanice periferne krvi od
promijelocitne leukemije-HL-60), ali i da u normalnim stani¢nim linijama $titi DNK stanice

(HepG2-(Haza i Morales, 2012)), te da med ruzmarina naspram drugih vrsta meda ima manju
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koncentraciju fenolskih spojeva, potvrdujuci da sa velikim povec¢anjem koncentracije, kao Sto

je npr. 5 puta vise se moze vidjeti vise taj u¢inak kod ruzmarina.

Cardile i suradnici 2009. (Cardile i sur., 2009) pokazali su da je ekstrakt ruzmarina sa 31,7%
karnozinske kiseline u koncentracijama od 10-80 pg mL™ potaknuo apoptoti¢ni odgovor dvije

melanomske stani¢ne linije M14 1 A375.

Zegura i suradnici (Zegura i sur., 2011) su pokazali da preparat ruzmarina VIVOX bogat
karnozinskom kiselinom (50,27%) i karnozolom (5,65%) u HepG2 stani¢noj liniji na komet

testu uzrokuje veca oSte¢enja nego ruzmarin u slicnim koncentracijama.

Horvathova i suradnici (Horvathova i sur., 2010) su pokazali smanjenje DNK ostecenja i
protektivni u¢inak 14-dnevnog tretmana Stakora koji je bio mjeren na Stanicama jetre tih
Stakora komet testom nakon $to su stanice bile izloZzene oksidativnom stresu, a sli¢ni ucinak
su pokazali i na HepG2 stanicama koje su izlozili karcinogenima BaP (benzo(a)piren) i
PhIP(2-Amino-1-metil-6-fenilimidazo(4,5-b)piridin).  Ekstrakt ruzmarina je inhibirao
genotoksi¢ni u¢inak 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 ruzmarinska kiselina je takoder pokazala zastitni u¢inak od
citotoksi¢nosti, oksidativnog stresa i stvaranju apoptoza od izlaganja okratoksinu A i
aflatoksinu B1 (Renzulli i sur., 2004). Ovi rezultati ukazuju da zastitni u¢inak ekstrakata od
pro-karcinogena moze biti povezan s moduliranjem enzima koji sudjeluju u metabolizmu i
aktivaciji karcinogena i detoksifikaciji, $to takoder potvrduje i Manoharan i suradnici
(Manoharan i sur., 2010) na karnozinskoj kiselini u istrazivanju antiklastogenog u¢inka na
hrécima gdje je pokazano da nakon 5 dana tretmana klastogenima, ruzmarin, tj. karnozinska
kiselina je pokazala zaStitni u€inak vjerojatno utjeCuci na antioksidativni potencijal 1 na
modulaciju detoksifikacijskih enzima faze 1 i 2. Maurin i suradnici (Maurin i sur., 2007) su
pokazali da karnozinska kiselina ima zaStitni u€inak od zracenja i mutacija od gama zracenja
na ljuske limfocite, foto-protektivni ucinak na ljudske fibroblaste izlozene UVA zrafenju
(Offord i sur., 1997), smanjenje metabolicke aktivacije i povecanje detoksifikacije
karcinogena kao $to (Offord i sur., 1995) je benzopiren, citotoksi¢nu 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 i1 sur., 2010)su pokazali da ruzmarin kada je dan oralno u

tretmanu moze uzrokovati genotoksi¢ni i mutageni u¢inak. Oni su tretirali Swiss miSeve 1
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Wistar $takore sa 300, 1000 ili 2000 mg kg™ ulja ruZmarina. Komet test na jetrenim i
perifernim stanicama krvi je pokazao oSte¢enja DNK u sve tri koncentracije, dok su
mikronukleus test i test kromosomskih aberacija pokazali oSte¢enja u samo zadnje dvije

najvece doze.

Maistro i suradnici (Maistro i sur., 2010) te Gaiani i suradnici (Gaiani i sur., 2006) su
istrazivali genotoksi¢ni potencijal vodeno-alkoholnih ekstrakata ruzmarina in vivo u $takorima
soja Wistar u stanicama koStane srzi mikronukleus testom i testom kromosomskih aberacija i
pokazali da 6,43, 100 i 200 mg kg™, ekstrakt nije mutagen. Papachristos i Stamopoulos
(Papachristos i Stamopoulos, 2002) su pokazali fumigantnu toksi¢nost ruzmarinskog ulja na
larve i li¢inke Acanthoscelides obtectus, ovocidnu, repelentnu i fumigantnu aktivnost naspram
i drugih insekata (Hori, 1998; Shaaya i sur., 1997; Tun¢ i sur., 2000), veliki postotak
abnormalnih $takorskih embrija je zamijeéen u tretmanu sa 260 mg kg ruzmarinskog
ekstrakta koji je davan od prvog do 4.gestacijskog dana (Damasco i Lemonica, 1999), a visa
doza od 1040 mg kg™ u istom periodu je uzrokovala reducirani broj blastocista u uterusu.
Maistro i suradnici (Maistro i sur., 2010) su pokazali da u svim tretmanima stani¢nih linija s
etericnim uljem ruzmarina, najce$¢a kromosomska oSte¢enja su bila ,,gapovi®, zatim
kromatidni lomovi, izokromatidni lomovi 1 delecije, te da u jednoj stanici nije bilo vise od
jedne vrste oSte¢enja. Mehanizam genotoksicnog ucinka stvaranja kromosomskih lomova 1
delecija bi mogao biti odgovoran za abortuse i u ljudima i u Zivotinjama zbog izlaganja

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

4.4. ZASTITNI UCINAK RUZMARINA
No, iako je ruzmarin pokazao svoj genotoksi¢ni potencijal, ipak je u 1 satnom pre-tretmanu
stanica pokazao zaStitni ucinak prilikom izlaganja 5 minuta dvjema razli¢itim

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

Prilikom izlaganja vecoj dozi peroksida koja inace uzrokuje apoptoti¢ne stanice, smanjena je i
fragmentacija DNK, ali i koli¢ina DNK u repu kometa, ¢ime je pokazano da je postignut
zastitni u¢inak u smanjenju broja stanica u apoptozi, ali ne i onih sa velikih preostalim

oStecenjima.

Prilikom izlaganja slabijoj dozi peroksida koja uzrokuje oStec¢ene stanice, ali ne i apoptoze,

pokazano je znaCajno manje oSte¢enja osim za dvije najvece koncentracije.
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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 ruzmarina i 5
minutnog izlaganja 0,25 i 0,50 uM peroksidu prema parametru duzine repa i postotka DNK u

repu, SV-srednja vrijednost; SD-standardna devijacija
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Uc¢inak ruzmarina odnosno njegovih komponenata kao §to je ruzmarinska kiselina pokazao je
zastitni ucinak od stvaranja oksidativnog stresa prilikom izlaganja razli¢itih stani¢nih linija
razli¢itim koncentracijama peroksida: tretman od 1-500 uM ruzmarinske kiseline i 100uM
peroksida kojima su tretirane stanice N2A misjeg neuroblastoma smanjila je koli¢ine laktat-
dehidrogenaze, reducirao membranski mitohondrijski potencijal, povecao koli¢inu unutarnjih
ROS-ova, smanjio genotoksi¢nost za 3,7 puta (komet test, ali repni moment, konc 1-25 uM),
promovirao povecanu regulaciju tirozin hidroksilaze za 4,5 puta te ekspresiju neurotrofskog
faktora karaktersitiénog za mozak (BDNF- engl. brain-derived neurotrophic factor) za 5,4

puta.

Iz Ghaffari (Ghaffari i sur., 2014) vodikov peroksid tj. H,O, s lako¢om prolazi stani¢nu
membranu te stvara visoko reaktivne hidroksilne radikale koji jako uspjeSno napadaju
stani¢ne komponente kao Sto su lipidi, proteini i DNK stvaraju¢i tako oksidativna osStecenja
(Denisova i sur., 2001). Tretman sa ruzmarinskom kiselinom je sprijeCio Stvaranje

oksidativnih o$tecenja nakon izlaganja N2A stanica mi§jeg neuroblastoma vodikovom

Taner i suradnici (Taner i sur., 2016) su pokazali da je u visokim koncentracijama (100 i vise
g mL'l) u CHO stanicama ruzmarin je takoder smanjio genotoksi¢ni u¢inak prilikom izlaganja

peroksidu.

Horvathova i suradnici (Horvathova i sur., 2014) su pokazali na stani¢noj liniji HepG2 da je
eteri¢no ulje ruzmarina nakon 24h imalo zastitni efekt od izlaganja peroksidu koncentracije
250 pM, iako u njihovom slu€aju ruZzmarin nije pokazao antioksidativni u¢inak, nego samo

antiradikalni u¢inak.

Antibakterijski u¢inak eteri¢nih ulja na mikroorganizme javlja se zbog njihove hidrofobnosti
koja im omogucuje integriranje u lipide staniéne membrane mitohondrija, koje postaju
propusne te tako dolazi do curenja stani¢nog sadrzaja (Ait-Ouazzou i sur., 2011; Burt, 2004).
Horvathova i suradnici (Horvathova i sur., 2014) su pokazali sli¢an u¢inak kao i u rezultatima
komet testa koji su prikazani u ovom radu, da nize koncentracije pokazuju nize oStecenje
DNK, dok od 0,063 promila o$te¢enja poc¢inju opet rasti, a takoder nam se slazu i vrijednosti
oStecenja Sto se tiCe postotka DNK u repu kometa, jer nisu radili niti jedan drugi parametar.

Sami tretman sa ruzmarinom nije uzrokovao ostecenja uHepG2 stanicama.
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Zegura i suradnici (Zegura i sur., 2011) su pokazali zastitni u¢inak ruzmarina od oksidativnog
stresa u HepG2 stanicama, a Horvathova (Horvathova i sur., 2010) takoder i u primarnim
hepatocitima. Isti protektivni u¢inak nasli su i Posadas 1 suradnici (Posadas i sur., 2009) i Ngo

i suradnici (Ngo i sur., 2011).

Razavi-Azarkhiavi i suradnici (Razavi-Azarkhiavi i sur., 2014) su pratili izlozenost limfocita
H,O, (100 uM) 1 1 ili 2,5 mg mLoba ekstrakta (vodeni i etanolski) na 4°C kroz 30 min. U
limfocitima sli¢ni u¢inak na DNK oS$tecenja su izazvana koncentracijam peroksida od 50 i 100

uM. Etanolni ekstrakt je uzrokovao zna¢ajno smanjenje ostecenja, 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 uéi u
jezgru, a u prisustvu metalnih iona kao Sto su Zeljezo i bakar kroz fenton reakciju mogu
generirati visoko reaktivne hidroksilne radikale koji napadaju DNK i rezultiraju u lomovima i
DNK fragmentaciji. Vodikov peroksid (H,0,), ion kisika (10;) i hidroksilni radikali (OH-) su
reaktivni oksidativni spojevi (ROS) koji su ponajviSe odgovorni za stvaranje oksidativnog
stresa u stanicama i organizmu. H,O, stvara primarno DNK lomove kroz stvaranje OH-
radikala (Halliwell i Aruoma, 1991) Haber—Weiss reakcijom kataliziranom Zeljeznim ionom
(Starke i Faber, 1985). Izmedu svih ROS-ova, OH- ima visoku reaktivnost sa DNK, lipidima i
proteinima, vodec¢i tako do oStecenja stanica (Droge, 2002). DNK lezije uzrokovane ionom
kisika su prvenstveno oksidativne DNK baze (Pflaum i sur., 1994; Pflaum i sur., 1998), na
guaninskim ostacima najvise (predominantni oblik ostecenja je 8-0x0-7,8-dihydroguanine)
(DeFedericis i sur., 2006) koji su osjetljivi na djelovanje specificnih DNK glikozilaza
(bakterijski Fpg ili ljudski Oggl protein) (Boiteux i sur., 1992). Slobodni radikali mogu
promijeniti strukturu biomakromolekula i uzrokovati ostecenja stanica, tkiva i degeneraciju i

imati ulogu u patogenezi raznih bolesti i ubrzavanju uc¢inka starenja.

Slamenova i suradnici (Slamenova i sur., 2002) su pokazali da etanolni ekstrakt ruzmarina u
koncentracijama od 1 i 2,5 mg mL™? pokazuje zastitni uginak smanjujué¢i kromosomska
oste¢enja nakon izlaganja vodikovom peroksidu. Slican uc¢inak utvrden je i kod CaCO,-
stanica raka debelog crijeva i V79 hr¢kovih stanica raka pluc¢a (Slamenova i sur., 2002), te
kod tretmana ljudskih limfocita. Cardile i suradnici (Cardile i sur., 2009) pokazali su da je
ekstrakt ruzmarina sa 31,7% karnozinske kiseline zastitio i DNK jezgre, ali i plazmidnu DNK

od hidroksilnih radikala nastalih nakon izlaganja UV-A zraenju, te u koncentracijama od 10-
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80 umg mL™* potaknuo apoptoti¢ni odgovor dvije melanomske stani¢ne linije M14 1 A375, te
takoderMelusova i suradnici (Melusova i sur., 2014) su pokazali zastitni ucinak i eteri¢nog
ruzmarinskog ulja i karvakrola u tretmanu HepG2 stanica s peroksidom. Horvathova i
suradnici; Slamenova i suradnici, 2008.; i Horvathova i suradnici 2009. (Horvathova i sur.,
2010; Slamenova i sur., 2008; Horvathova i sur., 2009) su pokazali da komponente
ruzmarinskog ulja kao $to su karvakrol ili borneol davani u vodu za pijenje Stakorima 14 dana

mogu zastiti DNK od oksidativnog stresa uzrokovanog izlaganjem peroksidu.

Labaj i suradnici i Lazarova i suradnici (Labaj i sur., 2007; Lazarova i sur., 2006) su
proucavali utjecaj peroksida na primarne Stakorske hepatocite te zakljucili da ruzmarin
predstavlja esencijalnu biljku u borbi organizma protiv bolesti ¢ovjeanstva te da pomaze u
stvaranju ucinkovite alternative ili dodataka u industriji hrane u zamjeni za dodavanje

sinteti¢kih konzervansa.

Aherne i suradnici (Aherne i sur., 2007) su pokazali da je u njihovom slu¢aju 1Csq bio 123 mg
mL™, da je ruZmarin zastitio od DNK oSteéenja prouzrokovanih vodikovim peroksidom
(,Olive tail moment* i postotak DNK), ali ne i protiv citotoksi¢nosti uzrokovane izlaganju
vodikovom peroksidu. Takvo je svojstvo u njihovom ekperimentu pokazala samo kadulja koja
je ujedno bila i jedina koja je kao antioksidans povecavala GSH (glutation) koncentraciju u

stanicama.

Slamenova i suradnici (Slamenova i sur., 2002) su pokazali da je koli¢ina DNK oste¢enja
(lomova DNK) znacajno smanjena kao 1 koli¢ina oksidativnog stresa kada su stanice izlozene
pre-tretmanu  etanolskom ekstraktu ruzmarina u kraéem (2 h; 30 mg mL™) i duljem

vremenskom periodu pre-tretmana (24 h; 0,3 mg mL™).

Benhusein i suradnici (Benhusein i sur., 2010) su pokazali da 5 minutno izlaganje 0,25 i 0,50
uM vodikovom peroksidu uzrokuje znacajno veca oStecenja od kontrolnih uzoraka, te da
oSte¢enja rastus porastom koncentracije vodikovog peroksida, mjereno komet testom.
Rezultati se nisu mogli usporediti jer su u tom radu koristene OTM (engl. Olive tail moment)

vrijednosti.
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4.5. MEHANIZAM DJELOVANJA

Slamenova i suradnici (Slamenova i sur., 2002) su predlozili kao moguéi mehanizam
djelovanja ekstrakta ruzmarina od oksidativnhog oSte¢enja kao posljedicu hvatanja OH
radikala 1 O, radikala. Antioksidativni mehanizam ruzmarina 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 i1 prihvacanju na stani¢ne biomolekule

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

Horvathova i suradnici i Joyeux i suradnici (Horvathova i sur., 2010; Joyeux i sur., 1990) su
pokazali da vodeni ekstrakti mlade biljke ruzmarina pokazuju antilipoperoksidaznu aktivnost
jer su u izlaganju stanica (izoliranih Stakorskih hepatocita) organskom hidroperoksidu
znacajno smanjili stvaranje malondialdehida u dozno ovisnoj vezi (viSe ruzmarina, vece
smanjenje), i znacajno smanjili otpusStanje laktat-dehidrogenaze i aspartat aminotransferaze i

time pokazali da ruzmarin ima antihepatotoksi¢ni ucinak.

Debersac i suradnici te Hiroi i suradnici (Debersac i sur., 2001; Hiroi i sur., 1995) su pokazali
da je ruzmarinsko ulje bogato 1,8-cineolom (36,1%), snazno induciralo CYP 450, enzim iz
faze | metabolizacije, tj. pogotovo CYP2B1/2 i malo povisilo UDP-glukoziltransferaznu
aktivnost- enzim iz faze Il. Indukcija CYP2B bi mogla kompenzirati disbalans tijekom

reduciranja radikala povezanih sa oksidativnim stresom.

Maistro i suradnici (Maistro i sur., 2010) zaklju¢ili su da ulje ruzmarina izaziva
genotoksicnost u perifernoj krvi 1 u stanicama jetre miSeva, S§to ukazuje na sastav ulja koji

moze varirati ovisno 0 geografskom podrijetlu ovog materijala.

Kao prvo istrazivanje na ovoj vrsti stani¢nog modela CAL27 stani¢ne linije skvamoznog
epitela humanog jezika i utjecaja razli¢itih koncentracija ekstrakta Caja liS¢a ruZmarina na
genomsku stabilnost, vijabilnost, proliferaciju 1 protektivni ucinak na izlaganje
koncentracijama peroksida koji uzrokuje genomska oStecenja, ovaj rad doprinosi u otkrivanju
mehanizama djelovanja ruzmarina, te jo§ jednom potvrduje da su stanice tumora osjetljivije
izlaganju nego normalne zdrave humane stani¢ne linije, 1 da se ruZmarin kao takvo jedno
moc¢no i prirodno sredstvo treba naci u razlicitim terapeutskim tretmanima i svrhama, da treba
biti pazljiv u doziranju, buduéi da je ve¢ i koncentracija u normalnoj Salici ¢aja pokazala
apoptoti¢ni ucinak, te da je ruzmarin potvrdio protektivni u¢inak u kratkotrajnom izlaganju

peroksidima i potvrdio svoju primjenu i pomo¢ u smanjenju oksidativnog oStecenja 1 pri
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kratkim pred-tretmanima, u koje bi se moglo svrstati i svakodnevno lagano ispijanje Salice

caja.
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. ZAKLJUCCI

Ekstrakt lista ruzmarina ne mijenja pH vrijednosti na sobnoj temperaturi i na 37°C pri
radnim koncentracijama od 0,05x (0,06925 mg mL™); 0,1x (0,1385 mg mL™); 0, 2x
(0,277 mg mL™); 0,5x (0,6925 mg mL™); 1x (1,385 mg mL™); 2,5x (3,4625 mg mL™) i 5x
(6,925 mg mL™).

Ekstrakt lista ruzmarina ne pokazuje citotoksicni ucinak na stani¢nu liniju CAL27
humanog skvamoznog epitela karcinoma jezika, osim §to u koncentraciji od 5x smanjuje
vijabilnost u MTT testu za 8%.

Ekstrakt lista ruzmarina u navedenim koncentracijama poti¢e fragmentaciju DNK, koja je
zajedno sa znacajno vec¢im postotkom oSte¢ene DNK u odnosu na kontrolne uzorke
vidljiva kod primarnih oSte¢enja mjerenih alkalnim komet testom pri koncentracijama od
1x; 2,5X% i 5X.

Ekstrakt lista ruzmarina je pokazao zastitno djelovanje prilikom izlaganja koncentracijama
peroksida od 0,50uM, te je smanjio apoptoti¢ni ucinak i fragmentaciju DNK, no nije
pokazao statisticki znacajni u¢inak u smanjenju ostecene DNK.

Ekstrakt lista ruZzmarina je pokazao statisticki znaCajno zaStitno djelovanje prilikom
izlaganja koncentracijama peroksida od 0,25 uM smanjujuéi i fragmentaciju i postotak
oste¢ene DNK s viSe-manje sli¢énim u€inkom pri svim radnim koncentracijama ekstrakta.

. U mikronukleus testu, ruZmarin je utjecao na ubrzavanje stani¢ne proliferacije i znacajnog
genomskog ostecenja u obliku mikronukleusa do 0,5x, a nakon toga zapocinje znacajan
utjecaj programirane stanicne smrti koji je izraZeniji sa ve¢om koncentracijom, a prilikom
2,5x 1 5x znacajan je viSe utjecaj nekroze nego apoptoze.

Ovaj eksperiment je pokazao zastitno djelovanje ekstrakata lis¢a ruzmarina te je potvrdio
da koncentracije koje se nalaze u normalnoj Salici ¢aja ne treba pojacavati zbog
nezeljenog suprotnog ucinka, ve¢ suprotno, dosad prihvac¢ena koncentracija ekstrakta lis¢a
ruzmarina u jednoj Salici €aja bi se trebala smanjiti za pola.

Potvrden je toksi¢ni u¢inak na tumorsku stani¢nu epitelnu liniju skvamoznog karcinoma

ljudskog jezika.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja, IVANA LEDENKO, izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da

se u njegovoj izradi nisam Koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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