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1. UvoD

Biljke su jedan od najbogatijih izvora bioloski aktivnih tvari, novih spojeva potencijalnog
terapeutskog djelovanja. Imela Viscum album se od davnina koristi za ublazavanje simptoma
raznih bolesti, a viSestruka istraZivanja potvrduju njeno antioksidacijsko i protuupalno
djelovanje. Primjenu je nasla i u lijecenju zlo¢udnih tumora, a danas je najcescée koristeni
biljni preparat kao dopuna klasi¢nim terapijama poput kemo- i radioterapije. Obzirom na
njenu hemiparazitnu prirodu i odabir domacina, iz njenih se listova mogu dobiti pripravci
razliCitog sadrzaja fitokemikalija.

Postupci dobivanja biljnih ekstrakata su raznoliki, a u novije se vrijeme tezi ekoloski
prihvatljivim i visoko ucinkovitim metodama. Zato je klasi¢nu primjenu raznih organskih
otapala zamijenila subkriticna ekstrakcija vodom. Voda je jeftino, dostupno i ekoloski
prihvatljivo otapalo Cija se svojstva mogu znacajno mijenjati manipulacijama temperature i

tlaka, Sto rezultira otapanjem organskih spojeva razlicite polarnosti.

Primjena kultura Zivotinjskih stanica ima niz prednosti. Neki od njih su visoka
reproducibilnost rezultata, ucinkovitija kontrola stanicnog okolisa te manji broj pokusnih
Zivotinja. Posebno su zanimljive humane tumorske stanicne linije koje se nerijetko koriste u
in vitro testovima citotoksi¢nosti. Ova su ispitivanja brza i jeftina, a predstavljaju prvi korak u
ispitivanju bioloske aktivnosti novih spojeva. Iako su /n vivo testovi neizbjezni, in vitro
eksperimenti omogucuju odabir spojeva potencijalnog bioloskog djelovanja i odgovarajucih

koncentracija istih.

U ovom je radu ispitan utjecaj subkriticnog vodenog ekstrakta iz listova imele na rast i
proliferaciju dvije tumorske stani¢ne linije, HelLa i HepG2. Kulture su tretirane razlicitim
koncentracijama ekstrakta te je vijabilnost stanica odredena MTS metodom. Pracene su i

morfoloSke promjene stanica kojima su potkrijepljeni dobiveni rezultati.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. KULTURA ZIVOTINJSKIH STANICA

Kultura zZivotinjskih stanica definirana je kao laboratorijska tehnika u kojoj stanice, prethodno
izolirane iz viSestanicnih Zivotinjskih organizama ili tkiva, rastu u kontroliranim /n vitro
uvjetima. Tehnike kulture stanica su po mnogocemu slicne tehnikama mikrobnih procesa.
Ipak, u odnosu na bakterije i kvasce, Zivotinjske su stanice mnogo osjetljivije i podloznije
mehanickim osStecenjima i kontaminaciji te zahtijevaju kompleksniji medij za uzgoj i

odgovarajuée hranjive tvari za rast.

Primarne stanice su izolirane direktno iz Zivotinjskih organa ili tkiva, obi¢no su heterogene,
imaju ogranicen Zivotni vijek odnosno ograni¢en broj generacija i nize vrijednosti specificne
brzine rasta (Castilho i sur., 2008.). Primarnu kulturu, dakle, Cine diferencirane stanice koje
zadrzavaju visokospecijalizirane funkcije tkiva iz kojeg su potekle te u /in vitro uvjetima
najbolje odrazavaju svojstva /in vivo. Subkultivacijom primarne kulture se uspostavlja
konacna stanicna linija, a ve¢ nakon nekoliko subkultivacija kultura postaje homogena ili
barem uniformna. Nakon odredenog broja generacija, konacna stani¢na linija odumire ili
postaje kontinuirana (besmrtna) kao rezultat genotipskih promjena koje se postizu
postupcima imortalizacije stanica. U tu svrhu se najcesce primjenjuje transfekcija viralnim
genima ili transdukcija virusima. Bitna svojstva kontinuirane stanicne linije su: promijenjena
morfologija stanica, moguc¢nost adherentnog ili rasta u suspenziji, povecana brzina rasta,
povecana ucinkovitost kloniranja i neogranicen Zivotni vijek (Freshney, 2010.). Najveci
nedostatak kontinuiranih stanicnih linija je kromosomska nestabilnost i fenotipske promjene

u odnosu na izvorno tkivo — stanice podlijezu dediferencijaciji, degeneraciji ili transformaciji.

Prednosti kulture stanica u odnosu na mikrobne procese su: bolja kontrola fizikalno-kemijskih
uvjeta okoline poput pH, temperature, osmolalnosti i koncentracije otopljenih plinova,
regulacija fizioloSkog stanja stanica kontrolom koncentracije hormona i hranjivih tvari,
homogenost kulture odnosno moguénost koristenja istog tipa stanica Sto rezultira
reproducibilnim i konzistentnim rezultatima, bolje razumijevanje stanicnih procesa, manja
koli¢ina reagensa i smanjenje broja pokusnih Zivotinja (jeftinije i eticki opravdano). S druge
strane, pocetni troskovi ulaganja su visoki te tehnika zahtjeva iskusno i visokoobrazovano
osoblje. Ostali nedostaci primjene kulture stanica su: promjene svojstava stanica tijekom
dugotrajnog /n vitro uzgoja, promjene biokemijskih mehanizama i enzimske aktivnosti kao
posljedica promjene sastava hranjivog medija (nedostatak nutrijenata) ili nakupljanja

odredenih proizvoda metabolizma.



2.1.1. Medij za uzgoj Zivotinjskih stanica

Stanice se uzgajaju u kemijski definiranom, vrlo slozenom teku¢em mediju cija je funkcija
osiguravanje optimalnih uvjeta (pH i osmolalnosti) i dovoljne kolic¢ine svih nutrijenata

potrebnih za normalan rast, umnozavanje i odrzavanje stanica tijekom viSe generacija.

U pocetku se medij za uzgoj Zivotinjskih stanica dobivao iz tkivnih ekstrakata i tjelesnih
tekucina poput ekstrakta pileceg embrija, plazme, seruma i limfe. Ovakvi su mediji bili
iznimno skupi zbog kompleksnosti dobivanja i ogranicenih izvora pojedinih komponenti, a
tocan sastav joS uvijek nije bio poznat. Razvojem tehnologije porasla je potreba za
kvalitetnijim i dostupnijim medijima za uzgoj. Zato se pristupilo analizi bioloskih tekucina te
su ubrzo razvijeni kemijski definirani hranjivi mediji koji su danas dostupni u raznim
formulacijama. NajceSce koristeni mediji za uzgoj zivotinjskih stanica su BME (Eagle’s Basal
Medium, originalno oblikovan za rast misjih L i HeLa stanica), EMEM (£agle’s Minimum
Essential Medium, poboljSani BME s vecom koli¢inom aminokiselina) te DMEM (Dulbecco’s
Modlification of Eagle's Medium, modificirani BME koji ima Cetiri puta vecu koncentraciju
aminokiselina i vitamina). Razvijeni su i optimizirani mediji za uzgoj specifi¢nih stanicnih linija
kao Sto je RPMI-1640 koji se koristi za uzgoj stanicnih kultura limfocita i hibridoma stanica,
ali i oni koji omogucavaju manipulaciju pojedinih uvjeta uzgoja poput Leibovitz medija koji
omogucava uzgoj fibroblasta bez potrebe za atmosferom obogacenom CO, (Freshney,
2010.). Cesto se koristi mje3avina hranjivih medija poput kombinacije Ham's S-12 i DMEM.
Rezultat je iznimno ucinkovit i univerzalan medij za primarne kulture, kao i za propagaciju

stanicnih linija.

Osnovne komponente hranjivog medija su voda, ugljikohidrati, aminokiseline, anorganske
soli, vitamini, hormoni i faktori rasta te elementi u tragovima. Ponekad se dodaju i tzv.
organski suplementi koji sadrze lipide (izvor i zaliha energije), organske kiseline, proteine i
peptide, nukleozide i intermedijere TCA ciklusa.

Voda koja se koristi u pripremi medija za uzgoj zivotinjskih stanica ima vrlo visoke zahtjeve
za Cisto¢u. Mikroorganizmi, anorganski (teski metali, zeljezo, kloridi) i organski (detergenti)
spojevi potencijalni su kontaminanti koji utjecu na kvalitetu medija. Najc¢esce faze
prociS¢avanja koje se koriste za pripremu vode su deionizacija, mikrofiltracija i reverzna
osmoza.

Od ugljikohidrata se najcesce dodaje glukoza koja stanicama sluzi kao izvor energije i ugljika.
Uobicajeno se dodaje u koncentracijama 5-25 mM. Stanice glukozu uglavnom metaboliziraju

u procesu glikolize uz formiranje piruvata. Piruvat ima dvije sudbine — pri anaerobnim



uvjetima se metabolizira do laktata, a pri aerobnim do acetil-CoA koji ulazi u ciklus limunske
kiseline i podlijeze potpunoj oksidaciji do CO, i H,0. U kulturi Zivotinjskih stanica je opazena
povecana koncentracija laktata u mediju Sto upucuje na to da TCA ciklus ne funkcionira
jednako u /n vivoi in vitro uvjetima. Visoke koncentracije laktata uzrokuju zakiseljavanje
medija te inhibiraju rast stanica.

U hranjivi se medij uvijek dodaju esencijalne (arginin, cistein, glutamin, histidin, izoleucin,
leucin, lizin, metionin, fenilalanin, treonin, triptofan, tirozin i valin), a ovisno o potrebama
stanicne linije, i neesencijalne aminokiseline. One su u mediju prisutne u koncentracijama
0,1-0,2 mM i prekursori su u sintezi proteina. Dodaju se u obliku smjese to¢no definiranog
sastava, a Cesto i kao proteinski hidrolizati sirutke, soje ili pSenice. Glutamin se u medij
dodaje u visSim koncentracijama (2-4 mM) u odnosu na ostale aminokiseline jer, osim u
sintezi proteina, ima funkciju kao preteca za intermedijere TCA ciklusa. No, metabolickom i/ili
toplinskom razgradnjom glutamina nastaje amonijak koji ima jako inhibitorno djelovanje
(Butler i Christie, 1994.). Zato se kao alternativa dodaje Glutamax — L-alanil-L-glutamin
dipeptid u otopini NaCl. Glutamax je stabilan u Sirokom temperaturnom rasponu, a u stanici
ne dolazi do njegovog spontanog raspada i formiranja amonijaka. Umjesto toga, stanica ga
koristi po potrebi, cijepanjem peptidne veze (djelovanjem peptidaza) ¢ime se oslobada L-
glutamin.

U medij se uobitajeno dodaju ioni anorganskih soli: Na*, K*, Mg**, Ca**, CI', SO,*, PO, i
HCO5, ¢ija je funkcija odrzavanje ionske ravnoteze i osmotskog tlaka u mediju za uzgoj, a
neizostavna je i njihova uloga kao koenzima u enzimskim reakcijama. Na*, K*, CI" imaju
ulogu u regulaciji membranskog potencijala, dok SO4>, PO,> i HCO5™ sudjeluju u sintezi
makromolekula i reguliraju unutarstanicni naboj. Bikarbonat ima glavnu ulogu u puferiranju
medija zajedno s plinovitim CO, koji se nalazi u atmosferi inkubatora. Iako potrebni, Mg*i
Ca®* se dodaju u manjim koncentracijama kako bi se sprijeila agregacija stanica (Freshney,
2010.).

Vitamini, hormoni i faktori rasta su esencijalni za normalno funkcioniranje organizma i
odrzavanje homeostaze. Od vitamina se mediju za uzgoj najcesce dodaju vitamini B skupine
poput biotina i folne kiseline, dok su ostali osigurani dodatkom seruma. Potrebni su u vrlo
malim koncentracijama (pumol), a koriste se kao metabolicki kofaktori. Od hormona se dodaju
inzulin, hidrokortizon, trijodtironin te steroidni hormoni. Opéenito je sadrzaj vitamina i
hormona definiran vrstom medija odnosno potrebama stanicne linije, a povecan je kod nizih
koncentracija seruma. Faktori rasta su obi¢no male proteinske molekule, visoko specificne s
obzirom na vrstu stanica, koje stimuliraju specificne stani¢ne funkcije, povecavaju

proliferaciju i poticu diferencijaciju stanica. Dodaju se u malim kolicinama, a najbitniji su EGF
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(epidermal growth factor), FGF (fibroblast growth factor), TGF (transforming growth factor),
IGF-1 i IGF-2 (insulin-like growth factors) te PDGF (platelet-derived growth factor) kojima je
zajednicko mitogeno djelovanie.

Od elemenata u tragovima (Mn, Cu, Fe, Zn, Si, Ni,...), treba istaknuti vaznu strukturnu,
kataliticku i antioksidacijsku ulogu selena. Vedina je elemenata u tragovima vazna za

aktivnost enzima i preZivljavanje stanica, a potrebni su u vrlo malim koncentracijama.

2.1.2. Dodaci mediju za uzgoj: serum

Serum je bezstani¢na krvna komponenta koja se dobiva zgrusavanjem krvi zivotinjskog
podrijetla, a Cija je glavna funkcija u kulturi stanica stimulacija rasta i drugih stani¢nih
aktivnosti. Obi¢no se mediju dodaje u rasponu koncentracija 5-10% (vol/vol), a izvor je
aminokiselina, peptida i proteina, faktora rasta, hormona, vitamina, minerala, lipida i mnogih
drugih komponenti nuznih za proliferaciju stanica. Serum moze sadrzavati i sastojke koji
mogu usporiti ili inhibirati rast stanica. Najcescée koristeni su fetalni govedi serum, govedi,
konjski i teleci serum.

Fetalni govedi serum (FBS — Fetal Bovine Serum ili FCS — Fetal Calf Serum) karakterizira
visok udio embrionalnih faktora rasta i nizak udio imunoglobulina, sto ga ¢esto Cini prvim
izborom u radu s kulturama Zivotinjskih stanica. KoriStenje seruma je kontroverzno jer
njegova proizvodnja uzrokuje nepotrebnu patnju zivotinja. Proizvodni proces ima vrlo nizak
prinos pa je konacna cijena proizvoda iznimno visoka. Osim toga, kemijski sastav seruma nije
u potpunosti definiran pa je nepoznat utjecaj pojedinih komponenti na kulturu stanica. Vrlo
Cesta su i odstupanja od kemijskog sastava izmedu Sarzi Sto moze rezultirati nedosljednoscu
rezultata uslijed fenotipskih promjena stanica. Serum je nerijetko izvor kontaminanata
(poseban problem su virusi, prioni i mikoplazme) i razli¢itih endotoksina pa je potrebno
provesti metode inaktivacije istih, Sto naravno povecéava (vec visoku) cijenu pripravka.
Navedeni se problemi mogu izbjedi upotrebom tzv. serum-free medija. Postoji viSe nacina
priprave takvog tipa medija, a svi se temelje na karakterizaciji komponenti (seruma) kljucnih
za adheziju, rast i proliferaciju stanica. Serum-free mediji su selektivni za odredeni tip stanica
te se sastav medija moZe standardizirati. Na taj se nacin osigurava dosljednost rezultata
istrazivanja te se promjenom koncentracije pojedinih sastojaka moZe utjecati na stani¢ne
funkcije. Mediji bez seruma su vrlo kompleksni — primjer je M199 koji sadrzi ¢ak 61
komponentu — te joS uvijek postoje problemi vezani uz njihovo koriStenje poput sporije

proliferacije, nize maksimalne koncentracije i nizeg broja generacija stanica.



2.1.3. Uvjeti uzgoja Zivotinjskih stanica

Uspjesnost rasta zivotinjskih stanica u /in vitro uvjetima ovisi o nekoliko faktora kao Sto su
pH, temperatura, osmolalnost, koncentracija plinova (O, i CO,), dostupnost supstrata i
fizioloSko stanje stanica u inokulumu. Cilj uzgoja /n vitro je postiéi uvjete okoline kakvima su
stanice bile izloZzene u organizmu odnosno tkivu, tj. imitirati /7 vivo uvjete (Castilho i sur.,
2008.).

Temperatura vodenja procesa ovisi o vrsti i porijeklu stanica, ali i o Zeljenom proizvodu
procesa. Optimalna temperatura za uzgoj kulture stanica sisavaca je 35-37°C. Nize
temperature ¢e usporiti rast kulture, ali ne bi trebalo doci do ostecenja stanica. S druge
strane, poviSenje temperature na 39-40°C je za vecinu kultura letalno. Upravo zbog
opasnosti od pregrijavanja kulture, inkubator se podeSava na malo nizu temperaturu od
optimalne. Potrebno je osigurati uniformnost temperature te slobodnu cirkulaciju zraka u
inkubatoru. Temperatura utjece i na topljivost komponenti hranjivog medija, posebice
plinova CO; i O,.

Kisik je Cesto limitirajuci faktor procesa zbog slabe topljivosti u vodi i vodenim otopinama, a
mnogi sastojci podloge, poput soli i glukoze, dodatno smanjuju njegovu topljivost u mediju
za uzgoj. Na topljivost kisika bitno utjecu i temperatura te parcijalni tlak kisika u plinskoj fazi.
Povecanjem temperature se smanjuje, a povecanjem parcijalnog tlaka kisika se povecava
njegova topljivost. OdrZavanje kisika u dovoljnim koli¢inama za normalan rast i proliferaciju
stanicne kulture iznimno je bitan i zahtjevan zadatak, kako u laboratoriju tako i u velikom
mijerilu, bioreaktoru. Za vedinu je kultura stanica dovoljan atmosferski kisik, dok je za kulture
tkiva potrebno osigurati kontroliranu atmosferu 95% O,.

pH vrijednost pri kojoj vedina stanicnih linija sisavaca raste i uspjesSno se razmnozava je 7,4.
Kao indikator se najéescée koristi fenol crveno koji je osjetljiv na vrlo male promjene pH pa je
tako pri pH 7,8 — 7,4 karakteristi¢ne crvenkaste (ruziaste) boje, dok je pri nizim pH
vrijednostima narancaste (7,0) ili zute (6,5) boje Sto ukazuje na kontaminaciju. Problem
predstavljaju necistoce prisutne u samom indikatoru koje mogu utjecati na ponasanje
stanica. pH kulture se odrzava puferskim sustavom hidrogenkarbonat-CO, te se na ovaj
nacin imitira regulacija pH /n vivo. U inkubatorima se najceSc¢e odrzava atmosfera od 5% CO,
(parcijalni tlak CO, = 40 mmHqg) koja je u ravnotezi s koncentracijom hidrogenkarbonata u
mediju (obicno 24 mM).

Stanicni metabolizam proizvodnjom laktata i amonijaka takoder utjece na pH kulture.



U nekim je sluajevima potreban sustav s vecim puferskim kapacitetom te se u tu svrhu
koriste organski puferi. Jedan od najcesce koristenih je Hepes (N-(2-hidroksietil)piperazin-N'-
2-(etansulfonska kiselina)) uz ¢iju primjenu nema potrebe za kontroliranom atmosferom CO,
(Castilho i sur., 2008.).

Osmolalnost je koncentracija otopine izrazena kao ukupni broj otopljenih ¢estica odnosno
osmotski aktivnih Cestica po kilogramu otapala. Vecina stanicnih linija dobro tolerira
promjene osmotskog tlaka. Optimalna osmolalnost medija za uzgoj vecine stanica sisavaca je
260-320 mOsm/kg, ali tijekom uzgoja ne bi trebala odstupati vise od £10 mOsm/kg.

Kao problem se moze javiti blago isparavanje otapala (vode) tijekom inkubacije kultura
uzgajanih u Petrijevim zdjelicama ili muitiwell plo¢ama. Posljedica je povecana osmolalnost
medija koja negativno utjeCe na rast i proliferaciju stanica pa je pozeljno kulturu odrzavati u

blago hipotoni¢nom mediju.

Kod rada s kulturom stanica nuzno je odrzavati aseptiCne uvjete zbog visoke osjetljivosti
stanica na kontaminante poput bakterija, kvasaca i plijesni. Kontaminacija se ocituje u
naglom padu pH vrijednosti ili zamucenju medija. Mogu¢nost kontaminacije
mikroorganizmima je vrlo visoka zbog njihovih kratkih generacijskih vremena i mogu¢nosti
koristenja raznih supstrata za rast i razmnozavanje. Tako je na primjer generacijsko vrijeme
bakterija otprilike 30 minuta, dok je ono u vedine stanica sisavaca oko 24 sata. Zato prilikom

rada s kulturom stanica treba primijeniti sljedece korake:

e pranje ruku antiseptickim sapunom prije i nakon rukovanja stanicama; pozeljno je
koristiti jednokratne gumene rukavice

e ograniciti pristup laboratoriju tijekom izvodenja eksperimenata

e dekontaminirati radnu povrsinu prije i nakon svakog postupka sa stanicama;
prebrisati 70% alkoholom i ukljuciti UV svjetlo

e sve manipulacije stanicama izvoditi u sterilnom prostoru (laminaru) i koristiti iskljucivo
sterilno posude i pribor

e hranjivi medij i serum dobavljati od provjerenog dobavljaca

U cilju prevencije razvoja bakterija u hranjivi se medij mogu dodati i antibiotici (penicilin i
streptomicin). Problem se javlja ako se kontaminacija samo maskira, a ne ukloni. Dobre
asepticne tehnike rada eliminiraju potrebu za dodatkom antibiotika (Butler, 2004.). Osim
toga, na mnoge kontaminante antibiotici ne djeluju. Primjer su mikoplazme, jednostavni

prokarioti prisutni u stanicama sisavaca koji se mogu naci u animalnom serumu.



2.1.4. Primjena kulture Zivotinjskih stanica u testovima citotoksicnosti

Kultura Zivotinjskih stanica je osnova tzv. crvene biotehnologije Cija uloga u domeni ljudskog
zdravlja konstantno raste. Osim proizvoda stanica poput virusnih cjepiva i rekombinantnih
terapeutskih proteina, same stanice su vrlo bitan proizvod tehnologije, posebno u podrucju

regenerativne medicine (tkivno inzenjerstvo) i in vitro testovima toksic¢nosti novih spojeva.

In vitro testovi citotoksi¢nosti ukljucuju ispitivanja na stani¢nim frakcijama, primarnim
stani¢nim kulturama, stani¢nim linijama, dijelovima tkiva ili kulturama organa (Kniewald i sur.
2005.). Primjenjuju se u procjeni sigurnosti proizvoda prije odobrenja za uporabu i stavljanja
na trziste, poput farmaceutika, kozmetike, prehrambenih aditiva i pesticida. Primjenu
pronalaze i u ispitivanjima potencijalnog citostatskog odnosno antineoplasti¢cnog djelovanja
novih spojeva tj. lijekova u razvojnoj, pretklinickoj fazi. U tu svrhu se najceSce koriste
humane tumorske stani¢ne linije (Radojci¢ Redovnikovi¢ i sur., 2016.) koje su dostupne
putem banka stanica kao Sto su American Type Cell Culture (ATCC) i European Collection of
Animal Cell Culture (ECACC). Primarni in vitro test Nacionalnog instituta za rak (NCI, National/
Cancer Institute) iz 1990. ukljucuje listu 60 najvaznijih humanih tumorskih stanicnih linija za
testiranje djelovanja raznih komponenti u definiranim rasponima koncentracija, kako bi se
utvrdio stupanj inhibicije rasta ili tzv. bazalne citotoksi¢nosti spoja za svaku stani¢nu liniju
(Boyd i Paul, 1995.).

Vrlo je bitno da se svako in vitro mjerenje moze interpretirati na razini /n vivo odgovora u
istim ili slicnim stanicama, a minimalni zahtjev je razumijevanje i objasnjenje mogudéih razlika
izmedu rezultata dobivenih dvama testovima. Mjerenje toksicnosti /in vitro je stanicni
dogadaj. Sustavom koji je jednostavniji od ¢itavog organizma postize se dobra
reproducibilnost rezultata, ali je vrlo tesko, na stani¢noj razini, opisati farmakokinetiku
ispitivane tvari odnosno njeno kretanje kroz organizam, od apsorpcije do eliminacije. Osim
toga, razumijevanje metabolizma ispitivanog spoja je bitno i zbog moguce promjene njegova
djelovanja. Mora se utvrditi da ispitivani spoj do /in vitroi in vivo stanica dolazi u istom
aktivhom obliku (Freshney, 2010.). Zato su u mnogo slucajeva testovi na zZivotinjama
neizbjezni. Ipak, znacajan je doprinos /n vitro testova citotoksi¢nosti u planiranju /n vivo
eksperimenata, u smislu odabira vrste spoja i odgovarajuce doze za testiranje na

Zivotinjama.



2.2. FITOKEMIKALIJE

Kemijski vrlo raznolike, bioloski aktivne tvari su prirodno prisutne u hrani, a karakteriziraju ih
razni bioloski ucinci na organizam, kako povoljni tako i nepovoljni. Jedan od najvecih izvora
bioloski aktivnih tvari su upravo biljke koje sintetiziraju brojne fitokemikalije. Fitokemikalije
su nehranjive biljne komponente (neesencijalni nutrijenti) koje imaju ulogu u prevenciji
bolesti i/ili zastiti biljke od predatora i patogena. FizioloSki gledano to su produkti
sekundarnog metabolizma te biljkama nisu potrebni za rast i razmnoZzavanje. Posebno su
zanimljivi polifenolni spojevi. Po strukturi su to aromatski spojevi s vise hidroksilnih
supstituenata, a dijele se u skupinu flavonoida (flavonoli, flavoni, izoflavoni, antocijanidini,...)
i ne-flavonoida (fenolna kiselina, stilbeni, lignani) (Pandey i Rizvi, 2009.). Flavonoidi imaju
znacajan bioloski uc¢inak u ljudskom tijelu. U tom smislu im se pripisuju protuupalna,
antimikrobna i antivirusna svojstva, a utvrdena je kardio- i neuro- protektivna uloga
(Radojci¢ Redovnikovi¢ i sur., 2016.).

Posebno je vazna antioksidacijska aktivnost polifenolnih spojeva koja rezultira smanjenjem
oksidativnog stresa. Oksidativni stres je stanje organizma u kojem dolazi do poveéanog
stvaranja izuzetno reaktivnih, slobodnih kisikovih Cestica (O-), koje nazivamo ,reaktivne
kisikove vrste" ili skraéeno ROS (eng. Reactive Oxygen Species). ROS su prirodni nusprodukti
metabolizma kisika koji imaju ulogu u stani¢noj signalizaciji i odrzavanju homeostaze, no u
povecanim koncentracijama doprinose mutagenezi putem destabilizacije membrana i
ostecenja DNA, Sto posljedicno moze rezultirati formiranjem tumora (Radojci¢ Redovnikovic i
sur., 2016.). Fenolne grupe u polifenolima mogu akceptirati elektrone te formirati relativno
stabilne fenoksil radikale. Rezultat je prekid lan¢ane reakcije oksidacije i smanjenje
oksidativnog stresa (Pandey i Rizvi, 2009.).

Od fitokemikalija nepovoljnog odnosno potencijalno toksi¢nog djelovanja, treba istaknuti
biljne lektine. Lektini su glikoproteini, a karakterizira ih sposobnost aglutiniranja stanica.
Sadrze minimalno jednu ne-kataliticku domenu koja im omogucuje reverzibilno i visoko
specificno vezanje na mono- i oligosaharide (Lam i Ng, 2011.). Lektini su strukturno vrlo
raznoliki — variraju u molekulskoj masi, aminokiselinskom sastavu, metalnim kofaktorima i
trodimenzionalnoj strukturi. Predstavljaju i modelni sustav za proucavanje interakcija
proteina i ugljikohidrata. Osim toga, njihova im priroda omogucava lako izdvajanije i
procis¢avanje upotrebom afinitetne kromatografije s odgovarajuc¢im imobiliziranim
ugljikohidratima (Liener, 1986.). Mnogi biljni lektini imaju citotoksicni i imunomodulatorni
ucinak u Zivotinjskim stanicama. Upravo u toj dvojakoj funkciji leZi njihovo potencijalno

antitumorsko djelovanje.



2.2.1. Imela Viscum album i njen utjecaj na ljudsko zdravlje

Imela Viscum album je visegodisnja, zimzelena, grmolika biljka iz porodice Viscaceae. Postoje
mnoge vrste imele, ali samo je Viscum album karakteristicna za europsko podneblje. Imela
raste kao poluparazit na listopadnom drvecu poput hrasta, brijesta i jabuke i crnogori¢nim
vrstama poput bora, gdje pomocu haustorija (posebnih sisaljki) crpi hranjive tvari. Grm moze
narasti do promjera 150 cm. Listovi su nasuprotni, sjededi, duguljasti i objajasti, vostani
(koznati) i zelene boje te duljine 2-10 cm. Cvjetovi su sjedeci, neugledni, mali (do 2 mm u
promjeru) i Zuto-zelene boje te je prisutan pastitasti ili cimozni cvat. Plod je boba bijele boje

te sadrzi samo jednu sjemenku koju uglavnom rasprostranjuju ptice (Zuber, 2004.).

Slika 1. Bilijka Viscum album ili bijela imela

Imela se kao farmaceutik koristi ve¢ dugi niz godina, kako u tradicionalnoj tako i u modernoj
medicini. Neki od prvih zapisa o terapeutskom djelovanju imele potjecu iz antickog doba.
Tako je na primjer Pedanius Dioscorides, grcki ljekar i botanicar, opisao Ixos (pripravak imele
V. album) i njegovu uporabu u lijecenju Cira na zelucu, uklanjanju gnoja te ublazavanju
oteklina (Lev i sur., 2011.).
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Imela sadrzi brojne fitokemikalije koje su se pokazale efikasne u lije¢enju humanih tumora.
Osim antitumorskog djelovanja, uoceni su i antidijabeticki, vazodilatacijski, protuupalni,
antiepilepticki, antipsihoticki i mnogi drugi ucinci imele. Njeni se ekstrakti nerijetko koriste u
kombinaciji s kemoterapijom.

Polifenolni spojevi prisutni u ekstraktima imele mogu inhibirati oksidativno osteéenje,
mutagenezu i karcinogenezu uzrokovanu uporabom antineoplasticnih lijekova pri lije¢enju
karcinoma. Pojedini flavonoidi poput kvercetina pojacavaju citotoksi¢ni ucinak
kemoterapeutskih lijekova tako Sto povecavaju osjetljivost tumorskih i otpornost normalnih,
zdravih stanica susjednog tkiva (Brito i sur., 2015.).

Fitokemikalije, specificne za imelu, koje imaju jako bioloSko djelovanje su, osim polifenolnih
spojeva, lektini i viskotoksini. Poseban se znacaj pripisuje kvantitativno najzastupljenijem
lektinu imele, VAA-1 (Viscum album aglutinin 1). VAA-1 je tzv. galaktozidno-specificni lektin,
proteinska molekula koja se sastoji od 2 polipeptidna lanca medusobno povezana disulfidnim
mostom. A-lanac je zasluzan za citotoksi¢no djelovanje odnosno za inaktivaciju ribosoma.
B-lancu se pripisuje funkcija specificnog vezanja ugljikohidrata (na stani¢noj membrani) i
unoSenje molekule lektina u stanicu od interesa odnosno imunomodulatorno djelovanje
lektina (Hajto i sur., 2005.). Lektini imele (VAA-1, VAA-2, VAA-3) imaju dvojako djelovanije,
direktno i indirektno. Direktno se djelovanje odnosi na inhibiciju sinteze proteina i posljedi¢no
apoptozu stanize u koju se unesu, dok je indirektno djelovanje vezano uz stimulaciju
imunoloskih procesa Sto se ocituje u pove¢anom broju NK (natural killer) i TH (T helper)
stanica (Bar-Sela, 2011.).

Viskotoksini su nisko molekularni, jako bazi¢ni polipeptidi gradeni od 46 aminokiselinskih
ostataka, imaju visok sadrzaj cisteina te tri disulfidna mosta. Viskotoksini takoder imaju jako
imunogeno, ali i citotoksi¢no djelovanje. Tijekom citotoksi¢nog djelovanja viskotoksina dolazi
do ubrzane lize stanine membrane (ne inducira se apoptoza stanice) (Bar-Sela, 2011.).
Opisano je 6 izoformi (A1, A2, A3, B, 1-PS i U-PS), a najzastupljeniji je viskotoksin A3 koji
pokazuje i najvecu citotoksicnost (Schaller i sur., 1996.).
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2.2.2. Subkriticna ekstrakcija vodom

Biljni lijekovi, koji se pretezno temelje na ekstrakciji bioloski aktivnih spojeva iz biljaka,
trenutno ¢ine 30-40% trzisno prisutnih farmaceutskih proizvoda. Prvi korak u razvoju takvog
pripravka je ekstrakcija i separacija bioloski aktivnih spojeva — potencijalnih farmaceutika — iz
biljnog materijala. U tu svrhu su razvijene i standardizirane metode poput destilacije
vodenom parom, ekstrakcije otapalom i sublimacije. Cesta je primjena jednog ili vise
organskih otapala (ekstrakcija) u kombinaciji s daljnjim procesima prociS¢avanja. Tocnije,
ovako dobiveni pripravci se moraju dodatno obraditi u cilju uklanjanja ostataka otapala i
zaostalih necistoéa, a tek onda slijedi separacija i prociS¢avanje pojedinih fitokemikalija
(Liang i Fan, 2013.).

Osnovni problemi primjene ovakvih konvencionalnih metoda su nedovoljna Cistoca
kemikalija, tesko uklanjanje ostataka otapala koristenih za ekstrakciju te skupoéa proizvodnje
vecih koli¢ina. Osim toga, za ekstrakciju je potrebno odabrati tip i koncentraciju otapala tako
da se izbjegnu strukturalne promjene tvari od interesa te da se osigura dovoljna ucinkovitost
procesa uz minimalne koli¢ine otpadnih kemikalija.

Posljednjih su godina u razvoju nove tehnologije i metode za pripravu biljnih ekstrakata kao
Sto su ultrazvucna ekstrakcija, membranske tehnologije izdvajanja, mikrovalna ekstrakcija,
ekstrakcija superkriticnim CO, te subkriti¢na ekstrakcija vodom.

Voda je jeftino i ekoloski prihvatljivo otapalo Cija se svojstva mogu znacajno mijenjati
promjenama tlaka i temperature (Rovio i sur., 1999.). Tako voda ostaje u teku¢em stanju,
Cak i pri temperaturama znatno visim od njenog vrelista (100°C pri atmosferskom tlaku).
Polarnost, viskoznost, povrsSinska napetost i konstanta disocijacije su snizeni u odnosu na
vodu pri sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku, Sto znacajno priblizava kemijska svojstva
vode onima koja imaju organska otapala. Stlatena voda niske polarnosti pri subkriti¢nim
uvjetima efikasno otapa polarne (pri nizim temperaturama) i nepolarne (pri viSim
temperaturama) organske molekule. Subkriticna voda se moze odrzavati u tekuéem obliku do
temperature 374°C pri tlaku 221 bar te se ovi uvjeti mogu mijenjati u ovisnosti o organskom
spoju kojeg Zelimo izdvoijiti. Osim toga, pri ovako visokim vrijednostima temperature i tlaka
povecana je i brzina difuzije pa je ekstrakcija subkriticnom vodom istovremeno selektivna i
brza (Liang i Fan, 2013.).

Subkritina voda je ekoloski prihvatljiva kao otapalo i lakSe ju je odlagati i skladistiti nego
uobicajeno koriStena organska otapala za ekstrakciju. Vremenski je ekstrakcija subkriticnom
vodom brza i manje opasna po korisnika od koristenja uobicajenih, potencijalno toksicnih,
organskih otapala. Pogodna je za izdvajanje polarnih i nepolarnih bioloski aktivnih spojeva
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(poput fitokemikalija), manije ili veCe molekulske mase. Trenutno se ovakva ekstrakcija
primjenjuje za prociS¢avanje esencijalnih ulja, tanina, flavonoida, glikozida, proteina, pektina,
laktona i organskih kiselina. Ipak, ako je cilj razdijeliti i procistiti pojedine aktivne sastojke iz
biljaka, koji mogu biti i Cesto jesu medusobno vrlo sli¢ni, sama ekstrakcija subkriticnom
vodom nece biti dovoljna za postizanje zahtjeva Cistoce. Zato je potrebno primijeniti tehnike
prociS¢avanja poput membranske separacije, molekularne destilacije ili adsorpcije (Liang i
Fan, 2013.).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI
3.1.1. HeLa i HepG2 stanicne linije

U ovom su istrazivanju koristene humane stanicne linije HeLa i HepG2, dobivene iz American
Type Culture Collection (ATCC) radne banke stanica. Morfoloski su to epitelne, a prema
nacinu uzgoja adherentne stanice. Uzgoj stanicnih linija se provodi u T-bocama ravnih
stijenki te u plo¢ama s jazicama, u inkubatoru s 95% zraka i 5% CO, pri temperaturi 37°C.

Za uzgoj je koristen DMEM hranjivi medij uz dodatak 10% FBS.
3.1.1.1. Hela stanicna linija

Hela je prva humana stanicna linija uspostavljena u kulturi i do danas najcesce koristena u
brojnim istrazivanjima. Kulturu je 1951. godine uspostavio stanicni biolog George Gey u
bolnici Johns Hopkins (Baltimore) u cilju istraZivanja i efikasnijeg lijeCenja tumora. Stanice su
uzete iz raka vrata maternice tridesetjednogodisnje pacijentice Henriette Lacks, koja je umrla
kasnije te godine. Uzrok tumora bio je humani papiloma virus 18 (HPV 18), sto je dokazano
metodom /n situ hibridizacije kromosoma pri ¢emu je utvrdeno viSe mjesta integracije
virusne DNA (Popescu i sur., 1987.).

HelLa stanice su besmrtne i dijele se otprilike svaka 23 sata. Karakterizira ih i visoka
stabilnost genoma odnosno ne pokazuju znacajnije geneticke modifikacije tijekom rasta kroz
veci broj generacija. Od drugih ih humanih stanicnih linija razlikuje iznimna izdrzljivost i
prilagodljivost razli¢itim uvjetima, ali su osjetljive na promjene temperature. Zbog
nepravilnog su odrzavanja Cesti kontaminanti ostalih laboratorijskih kultura (Gartler, 1968.).
Kariotip HelLa stanicne linije (soj CCL2) odreden je kombinacijom metoda komparativne
genomske hibridizacije (CGH), fluorescentne /n situ hibridizacije (FISH) i spektralne
kariotipizacije (SKY) (Macville i sur., 1999.), pri ¢emu je utvrdena hipertriploidija kulture (76-
80 kromosoma).

Jedna od najranijih primjena HelLa stanica bila je u razvoju cjepiva protiv polio virusa
(Scherer i sur., 1953.), a s vr.emenom su postale i 'modelni sustav' u istrazivanjima
mehanizama virusnih infekcija. One su takoder prve stanice uspjesno klonirane te je pomocu
njih usavrsen uzgoj kultura stanica i tkiva.

Cesto su prvi izbor u ispitivanjima toksi¢nosti, ali i potencijalnog antitumorskog djelovanja
novih spojeva.
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3.1.1.2. HepG2 stanicna linija

HepG2 je humana besmrtna stanicna linija uspostavljena iz stanica epitelnog tkiva
hepatocelularnog karcinoma (tumora jetre) petnaestogodisnjeg djec¢aka. Broj kromosoma u
stanici se kre¢e od 50 do 60 (uglavnom 55). HepG2 stanice luce brojne proteine plazme
poput transferina, fibrinogena, plazminogena i albumina, Sto je svojstvo zdravih hepatocita.
Stanice su adherentne, rastu u monosloju i nakupljaju se u manje agregate, a rast se moze

stimulirati humanim hormonom rasta. Uspjesno su uzgajane i u /arge-scale sustavima.

HepG2 stanicna linija se redovito primjenjuje kao in vitro model hepatocita te sluzi u
ispitivanjima toksicnosti spojeva (Dehn i sur., 2004.). Jetra je klju¢ni metabolicki organ pa se
HepG2 stanice koriste za proucavanje metabolizma brojnih tvari, posebno lijekova. HepG2 je
prva humana, tumorska stanicna linija jetre koja je zamijenila 'zlatni standard' modela za
ispitivanja metabolizma ksenobiotika i citotoksi¢nosti tvari — humane hepatocite. Iako
primarne kulture humanih hepatocita najbolje odrazavaju /n vivo sustav (jetru), njihova je
primjena problemati¢na zbog oskudnih koli¢ina odnosno nedostupnosti materijala (svjeZi
uzorci jetre), komplicirane izolacije, ogranienog Zivotnog vijeka te varijabilnosti jedinki

unutar kulture (Gerets i sur., 2012.).

Slicno kao i Hela, HepG2 stani¢na linija je svoju primjenu nasla kao prvi korak u ispitivanjima
spojeva potencijalnog antitumorskog djelovanja, a jedan od brojnih primjera su flavonoidi

koji uzrokuju apoptozu u stani¢noj liniji (Batra i Sharma, 2013.).
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3.1.2. Kemikalije

0,25% Tripsin-EDTA, GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, UK

Dinatrijev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH

Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM), GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, UK
Etanol, p.a., Kemika, Zagreb, RH

Fetalni tele¢i serum (FBS), GIBCO Invitrogen Corporation, Auckland, Novi Zeland
Kalijev dihidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH

Kalijev klorid, Kemika, Zagreb, RH

Kristal violet, Kemika, Zagreb, RH

MTS reagens ((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolijevasol)), Promega, SAD

Natrijev klorid, Kemika, Zagreb, RH

Tripan-plavo, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Subkriticni vodeni ekstrakt iz listova imele, Tehnoloski fakultet, SveuciliSte Novi Sad

3.1.3. Otopine i puferi

PBS pufer (pH= 7,4):

Natrijev klorid 8,0g
Kalijev klorid 0,29
Dinatrijev hidrogenfosfat 144¢
Kalijev dihidrogenfosfat 0,249

Destilirana voda do 100 mL

0,4% otopina tripan-plavo:

Boja tripan-plavo 0,08 g
PBS pufer 20,00 mL

0,2% otopina kristal violet:

Boja kristal violet 0,29
2% etanol 10,00 mL
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3.1.4. Uredaji i oprema

Dyno — Eye digital camera, ANMO Electronics Corporation, Taiwan
Hladnjak (4°C i -20°C), Gorenje, Slovenija

Inkubator s kontroliranom atmosferom CO,, Kambic, Slovenija
Inverzni mikroskop, Carl Zeiss, Njemacka

Neubauerova komorica za brojanje stanica, Buffalo, NY, SAD
Svjetlosni mikroskop, Zeiss, Njemacka

Spektrofotometar, Thermo Scientific Genesys 10S UV/VIS, SAD
Komora za sterilni rad, Iskra PIO, Slovenija

Laboratorijsko posude (laboratorijske CasSe, lijevci, pipete, odmjerne tikvice, menzure, kivete)
Ploce s 6 jaZica, Corning, SAD

Ploce s 96 jazica, Corning, SAD

T-boce od 25cm?, Corning, SAD

3.2. METODE RADA
3.2.1. Uzgoj Hela i HepG2 stanica

Stanice se ¢uvaju u mediju za zamrzavanje pri -70°C, u ampulama u koncentraciji oko 1x10’
st/mL. Odmrzavanje stanica se provodi naglim uranjanjem ampule u vodenu kupelj. Slijedi
centrifugiranje suspenzije 3 minute pri 1000 o/min. Nakon centrifugiranja se supernatant
ukloni pipetom, a talog se resuspendira u DMEM hranjivom mediju s dodatkom 10% FBS, u
odgovarajuéim T-bocama. Slijedi uzgoj stanica u inkubatoru pri odgovarajuc¢im uvjetima
atmosfere (95% zraka i 5% CO,) i temperature (37°C). Fiziolosko stanje, brojnost i
morfologija stanica se provjeravaju pod inverznim mikroskopom. Nakon Sto pokrivenost
povrsine prijede 80%, stanice je potrebno precijepiti kako ne bi doslo do kontaktne inhibicije

rasta. Postupak je relativno stresan za adherentne stanice zbog nuzne tripsinizacije.
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3.2.2. Odredivanje broja stanica metodom tripan-plavo

U cilju pripreme uzorka za brojanje stanica, stanice je potrebno tripsinizirati kako bi se
odvojile od podloge i izdvojile iz nakupina. Hranjivi medij se iz T-boce ukloni pipetom te se
doda 1 mL otopine tripsina. Tripsinizacija se brze provodi na viSoj temperaturi pa se T-boca
stavi u inkubator 3-5 minuta. UcCinak tripsinizacije se prati pod inverznim mikroskopom.

Odvajanje stanica od podloge je zavrSeno kada se stanice 'zaokruze'.

Djelovanje tripsina se zaustavlja dodatkom 2 mL medija sa serumom (sadrZi tripsin inhibitor)
Cime se stanice resuspendiraju. 20 pL suspenzije stanica se pomijeSa sa 20 L boje tripan-
plavo. Alikvot od 20 pL pripremljene otopine se nanosi u Neubauerovu komoricu za brojanje.
Komorica je podijeljena na 16 kvadrati¢a ukupne povrsine 1mm?. Broj stanica se racuna tako
da se srednja vrijednost stanica iz 4 kvadrati¢a pomnoZi s 5x10°. Princip metode je
razlikovanje mrtvih od zivih stanica. Velike polarne molekule reagensa djeluju tako Sto se
vezu na unutarstanic¢ne proteine. Rezultat je bojenje samo mrtvih stanica zbog ostecenja
njihove membrane i posljedicnog propustanja molekula reagensa. Broj stanica po mL

suspenzije odreduje se iz izraza:

broj stanica/mL suspenzije = srednja vrijednost broja stanica u 4 kvadratica x (5 x 103)

3.2.3. Ispitivanje bioloske aktivnosti subkriticnog vodenog ekstrakta iz listova

imele na HelLa i HepG2 stanicnim linijama

Prethodno uzgojene Hela i HepG2 stanice nacijepljene su u ploce sa 96 jazica u pocetnoj
koncentraciji od 2,5x10* st/mL (HeLa) odnosno 5x10* st/mL (HepG2). Svaka je jaZica
nacijepljena sa 100 pL suspenzije stanica. Ploce su stavljene u inkubator s reguliranom
atmosferom na temperaturu 37°C. Prihvacanje stanica za podlogu, njihova morfologija,
brojnost i opcée stanje praceni su i kontrolirani inverznim mikroskopom. Nakon 24 sata (od
nacjepljivanja) stanice su tretirane subkriticnim vodenim ekstraktom imele u volumnim
udjelima 1-20% (v/v). U kontrolne jaZice Hela i HepG2 stanica se ne dodaju ekstrakti. Za
svaku su koncentraciju uzorka postavljene minimalno tri paralele, a pokus je ponovljen tri
puta. Nakon 48 sati od dodatka ekstrakata, odredena je vijabilnost stanica MTS metodom te

je izrazena kao postotak Zivih u odnosu na kontrolne stanice.
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3.2.4. Odredivanje vijabilnosti stanica MTS metodom

MTS test je kolorimetrijska metoda za kvantifikaciju Zivih stanica u ispitivanjima
citotoksicnosti tvari. Temelji se na sposobnosti Zivih stanica da reduciraju MTS ((3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolijeva sol)) u obojeni,
topljivi formazanski produkt, djelovanjem NAD(P)H-ovisne dehidrogenaze. Nakon tretiranja
stanica, u svaku je jazicu dodano 10 pL MTS reagensa bez prethodnog uklanjanja medija.
Stanice su inkubirane tijekom 3 sata pri temperaturi 37°C, 95% vlaznosti zraka i 5% CO,.
Apsorbancija se mjeri na ¢itacu mikrotitarskih ploca pri 490 nm. Ona je proporcionalna
intenzitetu boje koji je proporcionalan broju Zivih stanica. Vijabilnost se izraZzava kao
apsorbancija tretiranih stanica u odnosu na apsorbanciju kontrolnih (netretiranih) stanica.
Srednja vrijednost apsorbancija netretiranih stanica se definira kao 100% prezivljenja.

Dobiveni se rezultati izraze kao postotak kontrole prema izrazu:

o Aygp (tretirane stanice)
Prezivljenje (%) = — x 100
Augo (kontrolne stanice)

3.2.5. Bojenje stanica bojom kristal violet

Prethodno uzgojene Hela i HepG2 stanice, odrzavane u T-bocama, nacijepljene su u plocu
sa 6 jazica u pocetnoj koncentraciji 2,5x10* (HeLa) odnosno 5x10* st/mL (HepG2). U svaku
je jaZicu nacijepljeno 2 mL suspenzije stanica tako da su tri jazice nacijepljene Hela, a tri
HepG2 stanicama. Stanice su uzgajane 24 sata u inkubatoru pri kontroliranim uvjetima
atmosfere i temperaturi 37°C, nakon ¢ega su tretirane subkriticnim vodenim ekstraktom
imele. Dvije od Sest jazica su sluzile za kontrolu te u njih nisu dodani ekstrakti. U dvije jazice
je dodan ekstrakt imele koncentracije 5% (V=100 pL), dok su u ostale dvije dodani ekstrakti
koncentracija 15% (V=300 pL; HelLa) i 20% (V=400 uL; HepG2). 48 sati nakon tretmana,
uzorci su obojeni otopinom kristal violet i slikani digitalnom kamerom pri povec¢anju 100x.
Prije bojenja je iz jazice uklonjen medij, a stanice su isprane PBS puferom. Zatim je u svaku
jazicu dodano 0,5 mL pripremljene otopine boje kristal violet te su stanice inkubirane 10-15
minuta pri temperaturi 37°C. Slijedi uklanjanje boje ispiranjem jazica PBS puferom u
obrocima po 1 mL. U svaku se jaZicu, nakon ispiranja i prije slikanja stanica, doda 1 mL PBS

pufera.
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4. REZULTATI

4.1. Ucinak subkriticnog vodenog ekstrakta imele na vijabilnost HeLa i HepG2

stanica

Hela stanice su u mikrotitarsku plocu s 96 jazica nacijepljene u pocetnoj koncentraciji od
2,5x10" st/mL, dok je pocetna koncentracija HepG2 stanica bila 5x10* st/mL . Razlog tome je

brzi rast HeLa u odnosu na HepG2 stani¢nu liniju. Nakon 24-satne inkubacije stanice su

tretirane subkriticnim vodenim ekstraktima imele u rasponu koncentracija 0-20% (v/v).

Nakon 48 h odredena je vijabilnost stanica MTS metodom. Rezultati su izrazeni kao graf

ovisnosti postotka preZivljenja stanica o volumnom udjelu koristenog ekstrakta imele (slike 2

i 3).
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Slika 2.

Ucinak subkriticnog vodenog ekstrakta imele na vijabilnost Hela stanica
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Slika 3. Ucinak subkriticnog vodenog ekstrakta imele na vijabilnost HepG2 stanica

Iz dobivenih je rezultata vidljivo da subkriticni vodeni ekstrakt imele ima blago inhibitorno
djelovanje na rast obje stanicne linije. Inhibicija rasta odnosno smanjenje postotka

prezivljenja stanica je proporcionalna povecanju volumnog udjela ekstrakta.

Minimalna koncentracija ekstrakta kojim su tretirane Hela stanice iznosi 1% (v/v) te
uzrokuje inhibiciju 8,68% populacije. Maksimalna koncentracija ekstrakta kojim su tretirane

HelLa stanice iznosi 15% (v/v) te uzrokuje inhibiciju 26,24% populacije.

Minimalna koncentracija ekstrakta kojim su tretirane HepG2 stanice iznosi 1% (v/v) te
uzrokuje inhibiciju 20,56% populacije. Maksimalna koncentracija ekstrakta kojim su tretirane
HepG2 stanice iznosi 20% (v/v) te uzrokuje inhibiciju 34,62% populacije.

Usporedbom rezultata za dvije stanicne linije vidljivo je da subkriticni vodeni ekstrakt imele
ima jace inhibitorno djelovanje na HepG2 u odnosu na Hela stanicnu liniju pri svim

ispitivanim koncentracijama.
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4.2, Morfoloske promjene Hela i HepG2 stanica nakon tretmana subkriticnim
vodenim ekstraktom imele

Rezultati dobiveni MTS metodom potkrijepljeni su prouc¢avanjem morfologije stanica
svjetlosnom mikroskopijom nakon bojenja s kristal violet.

Pracene su promjene morfologije ispitivanih stanicnih linija tretiranih subkriticnim vodenim
ekstraktom imele koncentracije 5%(v/v) i 20 odnosno 15% (v/v), u odnosu na kontrolne,

netretirane stanice.

a) b) o)
d) e) f)

Slika 4. Morfoloski izgled Hela stanica obojenih otopinom kristal violet: a) kontrolne stanice,
b) stanice tretirane 5% ekstraktom imele, c) stanice tretirane 15% ekstraktom imele;
Morfoloski izgled HepG2 stanica obojenih otopinom kristal violet: d) kontrolne stanice, €)
stanice tretirane 5% ekstraktom imele, f) stanice tretirane 20% ekstraktom imele

22



Na slikama a-c vidljiva je promjena morfologije Hela stanica tijekom tretmana subkriti¢nim
vodenim ekstraktima imele koncentracija 5%(b) i 15%(c) (v/v). Kontrolne stanice, vidljive na
slici a, formiraju pravilni monosloj i karakteristicne su morfologije. Na slikama b i c se moze
opaziti pad gustoce kulture, slabije formiran monosloj te promjena izgleda stanica, sto
odgovara rezultatima ucinka ekstrakata imele na vijabilnost stanica (Slika 2).

Slike d-e prikazuju promjenu morfologije HepG2 stanicne linije tretirane subkriti¢nim
vodenim ekstraktima imele koncentracija 5% (e) i 20% (f) (v/v), u odnosu na kontrolne
stanice. UoCene su promjene vezane uz razrjedenje monosloja i smanjenje brojnosti stanica
te njihovu karakteristicnu morfologiju, a u korelaciji su s rezultatima dobivenim MTS
metodom (Slika 3).
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5. RASPRAVA

Imela (Viscum album) je bogat izvor bioloski aktivnih spojeva te ima vrlo Siroku terapeutsku
primjenu. Imelu su prvi put u klinickom lije¢enju karcinoma primijenili Steiner i Wegman,
20ih godina proslog stoljeca, a danas su njeni pripravci jedna od najcescéih dopuna klasi¢noj
terapiji karcinoma (kemo- i radioterapiji). Fitokemikalije kojima se pripisuje antitumorsko
djelovanje imele su njeni specificni flavonoidi (kvercetin i derivati), glikoproteini (lektini),

polipeptidi (viskotoksini) i peptidi te oligo- i polisaharidi (Bar-Sela, 2011.).

Cilj ovog rada bio je ispitati bioloski ucinak subkriticnog vodenog ekstrakta imele na rast i
proliferaciju HeLa i HepG2 tumorskih stanicnih linija. Prethodno uzgojene stanice su
nacijepljene u ploce s 96 jaZica te uzgajane u inkubatoru tijekom 24 sata, u uvjetima
kontrolirane atmosfere i pri temperaturi 37°C. Stanice su zatim tretirane subkriti¢nim
vodenim ekstraktom iz listova imele. HelLa stanice su tretirane ekstraktima imele volumnih
udjela 1, 2.5, 5, 10 i 15%, dok su HepG2 stanice tretirane ekstraktima imele volumnih udjela
1, 2,5, 10 i 20%. 48 sati nakon tretmana, odredena je vijabilnost stanica MTS metodom, a
dobiveni su rezultati iskazani kao graf ovisnosti vijabilnosti stanica o volumnom udjelu
ekstrakta (slike 2 i 3).

Iz dobivenih je rezultata vidljivo da ekstrakt imele inhibira rasti i proliferaciju obje stani¢ne
linije. Inhibicija rasta Hela stanica iznosi 8,68% za najnizu (1% (v/v)) i 26,24% za najvisSu
(15% (v/v)) ispitivanu koncentraciju ekstrakta imele. Osim toga, iz rezultata je vidljivo da se
vijabilnost (prezivljenje) stanica ne mijenja znacajno pri koncentracijama ekstrakta visim od
5% (v/v). Dakle, moze se zakljuciti da je upravo pri toj koncentraciji postignut maksimum
inhibitornog djelovanja ispitivanog ekstrakta imele na Hela stani¢nu liniju. Za maksimalnu
inhibiciju rasta i proliferacije stani¢ne linije moze se uzeti srednja vrijednost mjerenja pri 5,
101 15% (v/v) — 24,55%.

Inhibicija rasta HepG2 stanica iznosi 20,56% za najnizu (1% (v/v)) i 34,62% za najviSu
(20% (v/v)) ispitivanu koncentraciju ekstrakta imele. 1z rezultata je vidljivo da se maksimum
inhibitornog djelovanja ekstrakta postize pri koncentraciji 10% (v/v) odnosno da znacajna
promjena vijabilnosti stanica nije vidljiva pri viSim volumnim udjelima ekstrakta imele. Tako
se za maksimalnu inhibiciju rasta i proliferacije HepG2 stanicne linije moze uzeti srednja

vrijednost mjerenja pri 10 i 20% (v/v) — 35,48%.

24



U mnogim je prethodnim istraZivanjima ustanovljeno potencijalno antitumorsko djelovanije
pripravka Viscum album u in vitroi in vivo sustavima.

U istrazivanju utjecaja pripravka imele na cito- i genotoksi¢no djelovanje MTX-a, koristene su
stanice kostane srzi zdravih laboratorijskih miSeva. Metotreksat (MTX; eng. Methotrexate) je
antineoplasticni agens koji djeluje kao antimetabolit (anti-folna kiselina) i imunosupresiv.
Izaziva inhibiciju sinteze DNA, RNA i proteina pa se koristi u lije¢enju karcinoma. MTX
ogranicava sintezu timidilata i purinskih nukleotida Sto uzrokuje neravnotezu raspoloZzive
koli¢ine nukleotida te Cesto rezultira mutagenezom i/ili smréu (zdrave) stanice. Stanice
koStane srzi miSeva tretiranih s MTX su pokazale znatni pad vrijednosti mitotickog indeksa
(MI) i porast broja kromosomskih aberacija (CA), u odnosu na kontrolu. Stanice uzete iz
miSeva tretiranih ekstraktom imele nisu pokazale znacajne promjene MI i CA. No, stanice
uzete iz miSeva tretiranih kombinacijom MTX i ekstrakta imele, imale su znatno visi MI i nizi
CA u odnosu na grupu tretiranu samo s MTX (Sekeroglu i Sekeroglu, 2012.).

U drugom je istrazivanju ispitivana antitumorska aktivnost pripravka imele Zsore/ M (ekstrakt
Viscum album s drva jabuke) na laboratorijskim miSevima oboljelima od CMC-2 fibrosarkoma.
Ispitivanje djelovanja pripravka provedeno je samostalno i u kombinaciji s lokalnom
terapijom X-zrakama. U prvom slucaju — samostalno koristenje pripravka imele — nisu
zamijecene promjene u stanju laboratorijskih miSeva. No, kombinacija Zsore/ M pripravka i
klasi¢ne terapije X-zrakama, rezultirala je znacajnim porastom prezivljenja u odnosu na
miSeve tretirane samo X-zrakama (Zarkovic i sur., 2001.).

Ova ispitivanja pokazuju da se ne moze zakljuciti o antitumorskom djelovanju pripravaka
imele ako se oni koriste kao samostalna terapija. No, obzirom na sadrzaj fitokemikalija, moze
se pretpostaviti 0 mehanizmu njenog djelovanja kao komplementarne terapije. Tako bi na
primjer citotoksicni i imunomodulatorni utjecaj lektina i viskotoksina, mogao biti izrazeniji kod
tumorskih stanica prethodno oslabljenih odgovaraju¢om kemo- ili radioterapijom. S druge
strane, imelini flavonoidi smanjuju razinu oksidativnog stresa, Sto moze povecati proliferaciju

zdravih stanica i potencijalno sprijeciti Sirenje tumora.

U radu je promatran i utjecaj ekstrakta imele na morfologiju stanicnih linija. Stanice su
nacijepljene u ploce sa 6 jazica te uzgajane u inkubatoru tijekom 24 sata. Nakon uzgoja su
tretirane odabranim koncentracijama ekstrakta imele — 5 i 15% (v/v) za HelLa te 5i 20%
(v/v) za HepG2 stani¢nu liniju — tijekom 48 sati. Zatim je u jaZice dodana otopina boje kristal
violet pa su stanice slikane pod inverznim mikroskopom na poveéanju 100x. Kod kontrolnih

je stanica uocen pravilan monosloj te karakteristicna morfologija, dok je kod tretiranih
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stanica primijeCena smezuranost i manji broj stanica, sto je u korelaciji s rezultatima

dobivenim MTS metodom.

Iz provedenog se istrazivanja moze zakljuciti da subkriticni vodeni ekstrakt iz listova imele
ima blago inhibitorno djelovanje na rast i proliferaciju obje stanicne linije. Za utvrdivanje
potencijalnog antitumorskog djelovanja ekstrakta imele, potrebno je ovakvu vrstu
istrazivanja primijeniti i na druge stanicne linije, a pozeljno i u kombinaciji s klasi¢nim
metodama lijeenja karcinoma . Ipak, potpuna slika o u€inku ekstrakta imele moze se dobiti
tek nakon provedbe /in vivo testova, uz nuznu detaljnu usporedbu dobivenih rezultata s

prethodno provedenim istrazivanjima.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih pokusa i dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1.

3.

Dodatak subkriticnog vodenog ekstrakta imele u rasponu koncentracija 1-15% (v/v)
pokazuje inhibitorni u¢inak na rast i proliferaciju HelLa stanica, pri svim ispitivanim

koncentracijama. Minimum inhibicije je 8,68%, a maksimum 24,55%.

Dodatak subkriticnog vodenog ekstrakta imele u rasponu koncentracija 1-20% (v/v)
pokazuje inhibitorni ucinak na rast i proliferaciju HepG2 stanica, pri svim ispitivanim

koncentracijama. Minimum inhibicije je 20,56%, a maksimum 35,48%.

Subkriti¢ni vodeni ekstrakt imele je uzrokovao morfoloske promjene u obje stani¢ne

linije, Sto odgovara rezultatima dobivenim MTS metodom.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam
koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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