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SAZETAK

Poliklorirani bifenili (engl. polychlorinated biphenyls, PCB) pripadaju skupini
perzistentnih organskih zagadivaca (engl. persistent organic pollutants, POPs), koji zbog
velike otpornosti na biolosku, kemijsku i fotoliticku razgradnju imaju tendenciju
perzistiranja u okoliSu. Izrazito su lipofilni $to doprinosi njihovoj bioakumulaciji u
masnome tkivu i biomagnifikaciji kroz hranidbeni lanac. Brojnim istrazivanjima
dokazano je da PCB izazivaju kroni¢ni oksidacijski stres i upalne reakcije te da iskazuju
toksi¢no djelovanje na imunoloski, reproduktivni i ziv¢ani sustav. Kemijsku strukturu
PCB-a ¢ine dva povezana benzenska prstena, a s obzirom na broj (1 — 10) i polozaj
(ortho-, meta-, para-) atoma klora na bifenilnom prstenu, teoretski je moguca sinteza 209
razli¢itih kongenera. Zbog izuzetne stabilnosti 1 svojstva biomagnifikacije u okolisu, jo§
uvijek predstavljaju veliku opasnost za okoli$ 1 zdravlje ljudi i Zivotinja. lako se radi na
njihovom uklanjanju, Stetni ucinci se i dalje uocavaju, a podaci o njihovim toksi¢nim
ucincima jo§ su relativno malobrojni.

Polifenolnim spojevima poput resveratrola (RSV) i kurkumina (CRC) pripisuju se
brojna blagotvorna svojstva (primarno protuupalna, antioksidacijska, antikancerogena), a
za PCB-¢ su utvrdena Stetna djelovanja poput izazivanja oksidacijskog stresa i upalnih
reakcija, te Stetnog djelovanja na reproduktivni sustav. Stoga su u okviru istrazivanja
ovog rada ispitani moguéi zastitni ucinci dva odabrana polifenolna spoja — RSV i CRC
na citotoksi¢nost induciranu razli¢itim PCB kongenerima — PCB 77 (,,dioksinu slican®,
non-ortho-supstituiran, planarni tetraklorobifenil) i PCB 153 (,,ne-dioksinu slican®,
ortho-supstituiran, neplanarni heksaklorobifenil). S obzirom da je bioorganometalna
kemija rastu¢e multidisciplinarno znanstveno polje, a da se bioorganometalnim
spojevima pripisuju svojstva poboljsane apsorpcije i aktivnosti u odnosu na ishodni
polifenolni spoj, dodatno su ispitani i moguéi zastitni ucinci ferocenskog triacilnog
derivata resveratrola (RF) i ferocenskog analoga kurkumina (u kojemu je benzilidenska
skupina zamijenjena ferocenom; CF). Kao in vitro test sustavi koriStene su stani¢na linija
ovarija kineskog hrc¢ka (engl. chinese hamster ovary, CHO-K1) i kancerozna
hepatocelularna stani¢na linija (engl. murine hepatoma, Hepal-6), a kao in vitro metode
za odredivanje stani¢ne vijabilnosti i proliferacije koriStene su Cetiri validirane metode —
Neutral Red (NR), Kenacid Blue (KB), MTT ((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolijev bromid) i Trypan Blue (TB).



U prvom dijelu studije provedena su sveobuhvatna in vitro ispitivanja ucinaka
polifenola (RSV 1 CRC) i njihovih ferocenskih analoga (RF i CF) na stani¢nu vijabilnost,
proliferaciju, razinu intracelularnog ROS-a (antioksidacijsko/prooksidacijsko djelovanje)
te na procese stani¢énog odumiranja. RSV (2,5 — 100 uM) i RF (2,5 — 100 uM) pokazali
su razli¢itu bioloSku aktivnost na vijabilnost CHO-K1 stanica (utvrdeno NR, KB, MTT i
TB metodama) u vremenskom intervalu inkubacije od 48 sati. RSV je pri dozama > 20
uM djelovao inhibitorno na rast stanica, dok RF pri istim dozama nije ispoljio
antiproliferacijski ucinak, ve¢ je u pojedinim koncentracijama djelovao stimulatorno.
CRC (1- 100 uM) i njegov analog CF (1 — 100 uM) pokazali su o dozi ovisan inhibitoran
ucinak na stani¢nu vijabilnost, a izraZeniji u¢inak uocen je za CRC. Iz odredenih ICsg
vrijednosti (doza pri kojoj je postignuta 50%-tna inhibicija stani¢nog rasta i vijabilnosti)
za polifenole i njihove analoge nakon 48 sati inkubacije CHO-K1 stanica, kao
IC20, ICs 1 ICgo vrijednosti za RSV i CRC nizZe su u odnosu na one dobivene za RF i CF
Sto ukazuje na znacajno izmjenjenu bioloSku aktivnost uvodenjem ferocena u strukturu
molekule.

Citotoksicnost RSV-a na Hepal-6 stani¢noj liniji izrazenija je u odnosu na CHO-K1,
dok je CRC u obje stani¢ne linije pokazao podjednak ucinak (temeljem ICsg vrijednosti
nakon 72 sata inkubacije). Ferocenski analozi polifenola ispoljili su znatno nizi
inhibitorni u¢inak na vijabilnost i proliferaciju Hepal-6 stanica u odnosu na RSV i CRC,
Sto je u skladu i s istrazivanjima provedenima na CHO-K1 stani¢noj liniji. RF je u odnosu
na CF pokazao manje izraZen inhibitorni uc¢inak na vijabilnost i proliferaciju Hepal-6
stanica. Polifenoli i njihovi ferocenski analozi pokazali su antioksidacijski i
antiapoptotski u¢inak na CHO-K1 stanicama, pri ¢emu su RSV i RF, u odnosu na CRC 1
CF, bili u tome ucinkovitiji.

U drugom dijelu istrazivanja odredeni su ucinci polifenola 1 ferocenskih analoga
polifenola na citotoksi¢no djelovanje PCB kongenera (PCB 77 i PCB 153). Za oba PCB
kongenera (75 uM) utvrden je statisticki znacajan inhibitorni u¢inak na vijabilnost CHO-
K1 stanica metodama NR, KB, MTT i TB, a izrazeniji citotoksi¢ni u¢inak odreden je za
»dioksinu slican® PCB 77. Oba kongenera, i PCB 77 i PCB 153 statisticki znacajno su
uzrokovala povecanje razine ROS-a u stanicama. PCB kongeneri uzrokuju smrt CHO-K1

stanica primarno putem apoptoze, a takoder je jaci u¢inak uoc¢en za PCB 77.



RSV u koncentraciji 2,5 uM pokazao je blagi zastitni u¢inak na stanice tretirane PCB-
em 153 (utvrdeno metodama NR, KB, MTT i TB), a kod NR i TB metoda taj u¢inak je i
statisticki znac¢ajan. Pri viS§im koncentracijama RSV-a (101 20 uM) dolazi do sinergisticki
inhibitornog ucinka na proliferaciju stanica tretiranih PCB-em 153. Pri tretmanu stanica
PCB-em 77, RSV nije pokazao zastitni u¢inak, Stovise utvrden je inhibitorni uc¢inak na
proliferaciju stanica tretiranih PCB-em 77, a predinkubiranih s RSV-om u dozama > 2,5
uM, u odnosu na stanice kojima RSV nije dodan. Neovisno o PCB kongeneru, CRC (10
120 uM) nije pokazao zastitni uc¢inak na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica. Nize
koncentracije CRC-a (1 — 5 uM) pokazale su blagi zastitni ucinak na stanice tretirane
PCB-em 77 ili PCB-em 153 §to je odredeno metodama MTT i TB.

IzraZen zastitni ucinak na citotoksi¢nost induciranu ortho-supstituiranim kongenerom,
pokazao je RF u dozama> 35 uM (dokazano svim in vitro metodama). Vijabilnost stanica
predinkubiranih s najviSom dozom RF-a (100 uM), a potom tretiranih 75 uM PCB-em
153 bila je priblizno ista onoj u kontrolnom uzorku (stanice tretirane s DMSO-om), Sto
RF izdvaja kao potencijalnu bioaktivhu tvar zastitnog djelovanja pri toksicnom
djelovanju perzistentnih organoklornih spojeva. Zastitni u¢inak RF-a ipak nije uocen pri
tretiranju stanica PCB-em 77. Predinkubacija stanica CF-om (1 — 20 uM) nije utjecala na
vijabilnost i proliferaciju stanica tretiranih PCB-em 77 ili PCB-em 153, osim statistic¢ki
znac¢ajnog inhibitornog u¢inka CF-a pri koncentracijama > 5 uM na vijabilnost stanica
tretiranih PCB-em 153 uoc¢eno metodom TB.

Pozitivni zdravstveni ulinci polifenola rezultat su, izmedu ostalog, njihovog
protuupalnog i antioksidacijskog djelovanja, stoga su u istraZivanju moguceg zastitnog
djelovanja na ROS induciran PCB-ima koristeni RSV i CRC te njihovi analozi RF i CF.
Smanjenje razine ROS-a u CHO-K1 stanicama tretiranim PCB-em 77, a predinkubiranim
RSV-om uoceno je pri nizim koncentracijama RSV-a od 1 uM i 2,5 uM. Pri tretmanu
stanica PCB-em 153 uocen je statisticki znacajan antioksidacijski u¢inak primijenom 20
uM RSV-a. Istrazivanjem ucinka predinkubacije CHO-K1 stanica s CRC-om na razinu
ROS-a nastalih djelovanjem PCB kongenera utvrdeno je smanjenje razine ROS-a u
odnosu na stanice tretirane samo PCB kongenerima pri dozama CRC-a < 2,5 uM.
Medutim, porastom koncentracije CRC-a uocava se prooksidacijski ucinak, koji je i
statisticki znacajan pri koncentraciji CRC-a od 5 uM kod tretmana PCB-em 153.

Predinkubacija stanica s RF-om koje su tretirane PCB-em 77 uzrokovala je statisticki

znacajno smanjenje razine ROS-a pri 1 — 20 pM RF-u (u odnosu na stanice tretirane samo



PCB kongenerom). Medutim, RF nije djelovao antioksidacijski prilikom tretmana stanica
PCB-em 153, ve¢ je pri viSim dozama (5 i 20 pM) uocen statistiCcki znaCajan
prooksidacijski uc¢inak. CF (1 — 2,5 uM) uzrokovao je smanjenje razine ROS-a nakon
tretmana stanica PCB kongenerima, s tim da je taj pad statisticki znacajan pri 2,5 uM CF-
u nakon tretmana PCB-em 77 i 1 uM CF-u nakon tretmana PCB-em 153. Medutim,
prooksidacijski u¢inak vidljiv je pri viSim primijenjenim koncentracijama CF-a (5 i 20
uM), s tim da je taj porast izrazeniji nakon tretmana stanica planarnim PCB-em 77.
Analiza stani¢ne smrti metodom proto¢ne citometrije pokazala je da RSV i RF nemaju
zastitni u¢inak na CHO-K1 stanice tretirane PCB-em 77. Primijeen je sinergisti¢ki
stimulatorni u¢inak RSV-a i PCB-a 77 te RF-a i PCB-a 77 na indukciju stani¢ne smrti
primarno apoptozom. Prilikom tretmana stanica ortho-supstituiranim PCB kongenerom,
zastitni u¢inak pokazali su1 RSV 1 RF, pri ¢emu je RF u svim ispitanim koncentracijama
(2,5—100 uM) poboljsao stani¢nu vijabilnost te smanjio udio stanica u apoptozi i nekrozi.
CRC nije pokazao zastitni ucinak na odumiranje stanica inducirano PCB-em 77.
Proapoptotska aktivnost izrazena je pri 20 uM CRC-u u stanica tretiranih 75 uM PCB-
em 77. Od svih ispitanih polifenola i njihovih ferocenskih analoga jedino je CF pokazao
antiapoptotski uc¢inak na indukciju stani¢ne smrti PCB-em 77. Takoder, uo¢en je zastitni
u¢inak CRC-a i CF-a na toksi¢nost PCB-a 153, pri ¢emu se kao ucinkovitiji pokazao CF.
Dosadasnje spoznaje vezane uz in vitro pracenje mogu¢ih mehanizama zastite stanica
pojedinim bioloski aktivnim, antioksidacijskim tvarima su ograni¢ene. Stoga, pozitivni
rezultati protektivnog ucinka, primarno ferocenskog triacilnog derivata resveratrola (koji
se pokazao ucinkovitim pri citotoksi¢nosti induciranoj neplanarnim PCB kongenerom),
dobiveni ovom studijom predstavlju snazan doprinos istraZivanjima na ovom podrucju.
Na temelju provedenih istrazivanja omogucena je selekcija bioloski aktivnih tvari (i onih
doza) koje mogu ublaziti citotoksi¢ne ucinke PCB-a te pridonijeti razvoju novih

ferocenskih analoga polifenola poboljsane aktivnosti.

KLJUCNE RIJECT: resveratrol, kurkumin, ferocenski analozi polifenola, PCB 77, PCB

153, in vitro test sustavi, citotoksi¢nost, stani¢na smrt, oksidacijski stres



SUMMARY

Polychlorinated biphenyls (PCBs) belong to the group of persistent organic pollutants
(POPs), that tend to persist in the environment due to their high resistance to biological,
chemical and photolytic degradation. They are extremely lipophilic, which contributes to
their bioaccumulation in adipose tissue and biomagnification in the food chain. Numerous
studies have shown that PCBs cause chronic oxidative stress and inflammatory responses
and have toxic effects on the immune, reproductive and nervous systems. The chemical
structure of PCBs consists of two benzene rings, and given the number (1 — 10) and
position (ortho-, meta-, para-) of chlorine atoms on the biphenyl ring, the synthesis of
209 different congeners is theoretically possible. Due to their exceptional stability and
biomagnification properties in the environment, they remain a major threat to the
environment and human and animal health. Although efforts have been made to eliminate
them, adverse effects are still observed and little data is available on their toxic effects.

Polyphenolic compounds such as resveratrol (RSV) and curcumin (CRC) have been
shown to possess a number of beneficial properties (mainly anti-inflammatory,
antioxidant, anticancer) whereas for PCBs, numerous adverse effects have been noted
(oxidative stress, inflammatory responses, neurotoxicity, carcinogenicity, reproductive
toxicity, immunotoxicity). Therefore, this study determined the possible protective effects
of two selected polyphenolic compounds — RSV and CRC on cytotoxicity induced by
different PCB congeners — PCB 77 (“dioxin-like", non-ortho-substituted, planar
tetrachlorobiphenyl) and PCB 153 "non-dioxin-like", ortho-substituted, non-planar
hexachlorobiphenyl). Considering that bioorganometallic chemistry is a growing
multidisciplinary scientific field and that bioorganometallic compounds are attributed to
enhance absorption and activity properties compared to the parent polyphenolic
compound, the possible protective effects of the ferrocene triacyl derivative of resveratrol
(RF) and the ferrocene analogue of curcumin (CF) were further tested. The Chinese
hamster ovary cell line (CHO-K1) and the liver cancer cell line (Hepal-6) were used as
in vitro test systems and four validated methods were used as in vitro methods to
determine the viability and proliferation of the cells — Neutral Red (NR), Kenacid Blue
(KB), MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide), and Trypan
Blue (TB).



In the first part of the study, comprehensive in vitro methods were performed with the
aim to determine the effects of polyphenols (RSV and CRC) and their ferrocene analogs
(RF and CF) on cell viability, proliferation, intracellular ROS (antioxidant/prooxidant
activity) and cell death processes. RSV (2.5 — 100 uM) and RF (2.5 — 100 uM) showed
different biological activity on the viability of CHO-K1 cells (determined by NR, KB,
MTT and TB methods). RSV had an inhibitory effect on cell growth at doses > 20 uM,
while RF showed no antiproliferative effect at the same doses. CRC (1 — 100 uM) and its
analog CF (1 — 100 uM) showed a dose-dependent inhibitory effect on cell viability, and
a more pronounced effect was observed for CRC. From the determined ICso values (dose
at which 50% inhibition of cell growth and viability is achieved) for the polyphenols and
their analogs after 48 h incubation of CHO-K1 cells, CRC emerged as the most toxic
compound, while no cytotoxic effect was observed for RF. The ICz, ICso, and 1Cgo values
for RSV and CRC were lower than those obtained for RF and CF, indicating a marked
change in biological activity due to the introduction on ferrocene into the molecular
structure.

The cytotoxicity of RSV on Hepal-6 cell culture was more pronounced compared with
CHO-K1, whereas CRC showed the same effetc in both cell lines (based on ICsp values
after 72 hours of incubation). The ferrocene analogs of polyphenols showed a
significantly lower inhibitory effect on the viability and proliferation of Hepal-6 cells
compared to RSV and CRC, which is consistent with the studies performed on the CHO-
K1 cell line. RF showed a less pronounced inhibitory effect on Hepal-6 cell viability and
proliferation compared with CF. Polyphenols and their ferrocene analogs showed
antioxidant and antiapoptotic effects on CHO-K1 cells, with RSV and RF being more
effective than CRC and CF.

In the second part of the study, the effects of polyphenols and ferrocene analogs of
polyphenols on the cytotoxic activity of PCB congeners (PCB 77 and PCB 153) were
determined. For both PCB congeners (75 uM), a statistically significant inhibitory effect
on the viability of CHO-K1 cells was detected by the methods NR, KB, MTT and TB,
and more pronounced cytotoxic effect was determined for the "dioxin-like” PCB 77. Both
PCB 77 and PCB 153 caused statistically significant increase in ROS levels. The PCB
congeners cause CHO-K1 cell death primarily by apoptosis, although a stronger effect

was also observed for PCB 77.



RSV at a concentration of 2.5 uM showed a slight protective effect on cells treated
with PCB 153 (determined by methods NR, KB, MTT, and TB), and for the methods NR
and TB this effect was statistically significant. At higher RSV concentrations (10 and 20
uM), a synergistic inhibitory effect on proliferation of cells treated with PCB 153 was
observed. After treatment of cells with PCB 77, RSV showed no protective effect.
Moreover, an inhibitory effect on cell proliferation was observed after cotreatment with
PCB 77 and RSV at doses > 2.5 uM (compared to cells not preincubated with RSV).
Regardless of the PCB congener, CRC (10 and 20 uM) showed no protective effect on
the viability and proliferation of CHO-K1 cells. Lower concentrations of CRC (1 -5 uM)
showed a slight protective effect on cells treated with PCB 77 or PCB 153, as determined
by MTT and TB methods.

A pronounced protective effect on cytotoxicity induced by ortho-substituted congener
was demonstrated by RF at doses > 35 uM (observed by all in vitro methods). The
viability of cells pre-incubated with the highest dose of RF (100 uM) and then treated
with 75 uM PCB 153 was approximately the same as in the control sample (cells treated
with DMSO), pointing out RF as a potential bioactive compound in reducing the toxic
effect of persistent organochlorine compounds. However, the benefit of RF was not
observed in cells treated with PCB 77. Pre-incubation of cells with CF (1 — 20 uM) did
not affect the viability and proliferation of cells treated with PCB 77 or PCB 153, except
for a statistically significant inhibitory effect of CF at concentrations > 5 uM on cells
treated with PCB 153 observed by the TB method.

The beneficial health effects of polyphenols are due in part to their anti-inflammatory
and antioxidant actions. Therefore, RSV and CRC and their ferrocene analogs (RF and
CF) were used in the study of possible protective effects on PCB-induced ROS. At lower
RSV concentrations (1 uM and 2.5 uM), a reduction in ROS was observed in CHO-K1
cells treated with PCB 77. A statistically significant antioxidant effect using 20 uM RSV
was observed when cells were treated with PCB 153. A decrease in ROS levels in CHO-
K1 cells preincubated with CRC (< 2.5 uM) and treated with PCB was observed
compared to cells treated with PCB congeners alone. However, an increase in CRC
concentration showed a prooxidant effect regardles PCB used.

Preincubation with RF of cells treated with PCB 77 resulted with a statistically

significant decrease in ROS levels at 1 — 20 uM RF (compared with cells treated with the



PCB congener alone). However, when cells were treated with PCB 153, RF had no
antioxidant effect, but a statistically significant increase in ROS was observed at higher
doses (5 and 20 uM). CF (1 — 2.5 uM) caused a decrease in ROS levels after treatment of
cells with PCB congeners, and this decrease was statistically significant at 2.5 uM CF
after treatment with PCB 77 and at 1 uM CF after treatment with PCB 153. However, the
prooxidant effect was determined at higher applied concentrations of CF (5 and 20 uM),
and this increase was more pronounced after treatment of cells with planar PCB (PCB
77).

Analysis of cell death by flow cytometry showed that RSV and RF had no protective
effect on CHO-K1 cells treated with PCB 77. A synergistic stimulatory effect of both
RSV and PCB 77 and of RF and PCB 77 on the induction of cell death primarily by
apoptosis was observed. When cells were treated with ortho-substituted PCB congener,
both RSV and RF showed a protective effect, with RF improving cell viability and
reducing the proportion of cells in apoptosis and necrosis at all concentrations applied
(2.5 — 100 uM). CRC showed no protective effect on cell death induced by PCB 77.
Proapoptotic activity was remarkable at 20 uM CRC in cells treated with 75 uM PCB 77.
Of all the polyphenols and their ferrocene analogs tested, only CF showed an
antiapoptotic effect on cell death induced by PCB 77. In addition, a protective effect of
CRC and CF on PCB 153 toxicity was observed, with CF being more effective.

Current knowledge on in vitro monitoring of possible cell protection mechanisms with
certain biologically active antioxidant substances is limited. Therefore, the results of the
protective effect, especially of the ferrocene triacyl derivative of resveratrol (shown to be
effective in cytotoxicity induced by non-planar PCB congener), obtained in this study
represent an important contribution to research in this scientific field. Based on the
research conducted, it is possible to select biologically active compounds (and dosages)
that can attenuate the cytotoxic effects of PCBs and contribute to the development of new

ferrocene analogs of polyphenols with improved activity.

KEY WORDS: resveratrol, curcumin, ferrocene analogues of polyphenols, PCB 77, PCB

153, in vitro test systems, cytotoxicity, cell death, oxidative stress
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1. UvOD

Bioloska aktivnost je specifi¢na sposobnost odredenog molekularnog entiteta da postigne
definirani bioloski u¢inak (Jackson i sur., 2007). Od pocetka 19. stoljeca veliki broj bioloski
aktivnih sekundarnih metabolita biljnog podrijetla ima komercijalnu primjenu kao lijekovi,
arome ili kao druge vrste posebnih kemikalija. Prirodni proizvodi dobiveni kao biljni izolati
mogu se Koristiti izravno ili mogu posluziti kao pocetni materijal za sintezu novih aktivnih tvari.
Uz to, prirodni proizvodi su prikladni kao ishodni spojevi za naknadno oblikovanje strukturno
srodnih molekula koje su aktivnije ili manje toksi¢ne (Kinghorn, 1987). Vazne bioloski aktivne
tvari koje imaju zdravstvene ucinke ukljucuju fitosterole, tokoferole, karotenoide, koenzim
Q10, kurkumin, ekstrakte ¢e$njaka, resveratrol (Sharif i sur., 2018; Zlabur i sur., 2018).

Ekosustav je kontinuirano kontaminiran razli¢itim zagadivac¢ima od kojih su brojni otporni
na kemijske, bioloske i fotolitic¢ke reakcije razgradnje. Zagadivaci koji ve¢ dugo postoje u
nasem okoliSu nazivaju se perzistentnim organskim zagadiva¢ima (engl. persistent organic
pollutants, POPs), a c¢ine ih pesticidi, industrijske kemikalije te nusproizvodi industrijskih
procesa (Alharbi i sur., 2018). POPs spojevi bioakumuliraju se u ljudskom i zivotinjskom tkivu
i biomagnificiraju u hranidbenom lancu te imaju potencijalno zna¢ajne $tetne ucinke na ljudsko
zdravlje i okolis. Izlozenost POPs spojevima moze uzrokovati ozbiljne zdravstvene probleme,
ukljucujuéi odredene karcinome, urodene mane, nefunkcionalni imunolosSki 1 reproduktivni
sustav, vecu osjetljivost na bolesti, pa ¢ak i smanjenu inteligenciju. Zbog postojanosti u okolisu,
bioakumulacije, biomagnifikacije te ufincima opasnima za biotu, najveca paznja pridaje se
organoklornim POPs spojevima poput polikloriranih dibenzo-p-dioksina (engl. polychlorinated
dibenzo-p-dioxins, PCDD), polikloriranih dibenzofurana (engl. polychlorinated dibenzofurans,
PCDF) i polikloriranih bifenila (engl. polychlorinated biphenyls, PCB) (Zacharia, 2019).
Poliklorirani bifenili (PCB) su skupina aromatskih kemijskih spojeva u kojima su neki ili svi
atomi vodika vezani na bifenilni prsten supstituirani atomima klora (WHO/IARC, 2015).
Njihova upotreba ograni¢ena je 1970-ih, a svjetska zabrana je na snazi tek od 2001. godine
(Stockholmska konvencija) (Totland i sur., 2016). Ovisno o broju (1 — 10) i polozaju (ortho-,
meta-, para-) atoma klora na molekuli bifenila, postoji 209 razli¢itih PCB kongenera (Vergani
isur., 2017), a broj 1 poloZaj atoma klora na bifenilnim prstenima utjecu na svojstva pojedinog
kongenera (Tan i sur., 2004). Medunarodna agencija za istrazivanje raka (engl. International
Agency for Research on Cancer, IARC) 2013. godine kategorizirala je PCB-e kao kancerogene
skupine | na temelju dokaza o kancerogenosti za ljude i pokusne Zivotinje (Pathiraja, 2018).

Prema ATSDR-u (engl. The Agency for Toxic Substances and Disease Registry) konstantno su



.....

Stockholmskoj konvenciji, PCB moraju biti uklonjeni iz okolisa do 2025. godine (Sharma i
sur., 2018). Unato¢ usvajanju restriktivnih pravila, do danas se jo$ uvijek otkrivaju odredene
koncentracije PCB-a u zraku, morskoj vodi i sedimentima plovnih puteva, iako su koncentracije
u odnosu na one iz kasnih 70-ih pale na ¢etvrtinu ili manje (Abella i sur., 2016). Buduc¢i da se
PCB mogu bioakumulirati i biomagnificirati kroz hranidbeni lanac, opéa populacija izloZena je
prvenstveno putem kontaminirane hrane (masna riba, meso i mlije¢ni proizvodi) (Meeker i
Hauser, 2010).

Bioorganometalna kemija je rastu¢e multidisciplinarno polje koje obuhvaca sintezu i
proucavanje organometalnih kompleksa od bioloske vaznosti (Heilmann i sur., 2008), a u
posljednjih dvadeset godina uloga ferocena privlaci veliku pozornost. Modificiranjem prirodnih
proizvoda i lijekova uvodenjem ferocena u njihovu strukturu uoceni su znacajni ucinci na
biolosku aktivnost takvih molekula (Tiwari i sur., 2011). Lipofilna svojstva ferocena
omogucuju ucinkovito prodiranje kroz stani¢ne membrane, $to ga Cini vrlo atraktivnim za
biolosku primjenu (Navarro i sur., 2012) te se ferocenski spojevi intenzivno istrazuju u
antikancerogenim i antimikrobnim studijama (Cakié¢ Semenéi¢ i Barigi¢, 2017).

Ispitivanje toksicnosti provodi se kako bi se okarakterizirali potencijalno Stetni ucinci
kemikalija na zdravlje ljudi, zdravlje Zivotinja ili na okoli$ te s ciljem osiguravanja najsigurnije
moguce upotrebe kemikalija 1 proizvoda koji sadrze kemikalije (Worth, 2019). Tehnologija
stani¢ne 1 tkivne kulture zauzima sredi$nje mjesto u modernim biomedicinskim istrazivanjima,
a stanice u kulturi su koristan modelni sustav za proucavanje normalnih fizioloskih i
biokemijskih procesa u stanicama te se mogu koristiti 1 u dijagnosti¢ke svrhe. Glavna prednost
koriStenja sustava stani¢ne kulture je konzistentnost i reproducibilnost (Verhoeckx i sur., 2015),
a upotreba kultura stanica kao testnog modela sastavni je dio znanstvenog istrazivanja (ATCC,
2020a).

U okviru istrazivanja ovog doktorskog rada, primjenom in vitro modela — stani¢ne linije
ovarija kineskoga hréka (engl. Chinese Hamster Ovary, CHO-K1) i kancerozne
hepatocelularne stani¢ne linije (engl. murine hepatoma, Hepal-6), ispitat ¢e se bioloska
aktivnost polifenola resveratrola (RSV) i kurkumina (CRC) te njihovih ferocenskih analoga
(ferocenski triacilni derivat resveratrola — RF, ferocenski analog kurkumina — CF). Cilj rada je
1 odrediti moguce zaStitne ucinke navedenih spojeva na citotoksi¢nost induciranu PCB
kongenerima — PCB 77 (planarni, ,,dioksinu slican*) te PCB 153 (neplanarni ,,ne-dioksinu

slican®) te izdvojiti one spojeve (i odrediti one doze) koji su se pri tome pokazali najucinkovitiji.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. BIOLOSKI AKTIVNE TVARI

Bioloski aktivne tvari dogovorom se definiraju kao ,, esencijalni i neesencijalni spojevi koji
se pojavljuju u prirodi, dio su hranidbenog lanca i mogu imati utjecaja na ljudsko zdravlje .
Takvi se kemijski spojevi u literaturi Klasificiraju kao fitokemikalije, koje se ¢esto svrstavaju u
nekoliko skupina: polifenolni spojevi, karotenoidi, glukozinolati, dijetalna vlakna, alkaloidi
(Zlabur i sur., 2018).

Posljednjih desetljeca, zbog otkri¢a antioksidacijskih uc¢inaka te uloge u prevenciji kroni¢nih
bolesti, poput kardiovaskularnih bolesti, nekih vrsta karcinoma ili dijabetesa tipa 2, zanimanje
za polifenolne spojeve znatno je poraslo (Neveu i sur., 2010). Polifenoli ¢ine jednu od
najopseznijih i sveprisutnih skupina sekundarnih metabolita u biljnom carstvu. Predstavljaju
izrazito diferenciranu skupinu, ne samo s obzirom na kemijsku strukturu, ve¢ i s obzirom na
njihovu biolosku aktivnost. Pojavljuju se konjugirani sa Secerima, karboksilnim i organskim
kiselinama, aminima, lipidima i drugim fenolima (Figueira i sur., 2017). Uglavhom nastaju
prirodno kao proizvodi biljnog sekundarnog metabolizma koji potjeCu iz puta
Sikimata/fenilpropanoida ili puta poliketida, ali takoder se mogu kemijski sintetizirati ili
polusintetizirati (Hanhineva, 2010; Souto i sur., 2019). Strukturna raznolikost proteze se od
jednostavnih monofenolnih spojeva (npr. p-hidroksicinaminske kiseline) do velikih polimernih
makromolekula poput proantocijanidina i elagitanina (Hanhineva, 2010).

In vitro i in vivo studije pokazuju da polifenoli zahvaljuju¢i raznolikoj bioaktivnosti
posjeduju antiinflamatorno, antioksidacijsko, antikancerogeno i neuroprotektivno djelovanje
(Hanhineva, 2010; Xiao i Hogger, 2015). Medutim, iako se polifenoli i druge fitokemikalije od
davnina koriste u tretmanu mnogih bolesti, njihov nacin djelovanja jo§ uvijek nije potpuno
jasan. U pocetku su ih povezivali s uklanjanjem slobodnih radikala i1 antioksidacijskim
djelovanjem, no trenutna istrazivanja ukazuju na to da polifenoli pokre¢u sloZenije zastitne
mehanizme na stani¢noj 1 molekularnoj razini, §to moze biti najvaznije za sprjecavanje

kancerogeneze izazvane toksikantima iz okolisa (Lagoa i sur., 2020).

2.1.1. Klasifikacija polifenola

Polifenoli su strukturno okarakterizirani prisutnos¢u jedne ili vise fenolnih jedinica, tj.
aromatskog prstena s jednom ili viSe hidroksilnih (-OH) skupina, koje se mogu povezati s
razli¢itim organskim kiselinama i/ili ugljikohidratima te im struktura moZe varirati od
jednostavne molekule do slozenog polimera (Durazzo i sur., 2019; Souto i sur., 2019). Opce

prihvacena klasifikacija podrazumijeva podjelu polifenola u dvije glavne skupine — flavonoide
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i neflavonoide, a u obzir se uzima broj fenolnih prstena u strukturi, strukturni elementi koji se
vezu na te prstene te vrsta supstituenata koji su vezani na prstene (Souto i sur., 2019). Okosnicu
strukture flavonoida ¢ine dva benzenska prstena (A 1 B) povezana s tri atoma ugljika, koji se
spajaju u heterocikli¢ki prsten s kisikom (C) (Slika 1). Kao rezultat hidroksilacije i razlika u
prstenu C, flavonoidi se mogu dalje razdijeliti u posebne podskupine (flavonoli, flavoni, flavan-

3-oli, antocijanidi, flavanoni i izoflavoni) (Souto i sur., 2019).

Slika 1. Osnovna struktura flavonoida (Souto i sur., 2019)

Neflavonoidi imaju nesto varijabilniju strukturu te uklju¢uju C6-C1 i C6-C3 fenolne kiseline
koje su razvrstane u dvije glavne skupine — benzojeve i cimetne kiseline te C6-C2-C6 stilbene
(Piccolella i Pacifico, 2015).

2.1.1.1. Stilbeni

Stilbene strukturno karakterizira prisustvo 1,2-difeniletilenske jezgre sa supstituiranim
hidroksilima na aromatskim prstenima, a postoje u obliku monomera ili oligomera (Vasantha
Rupasinghe i sur., 2014). Takoder, postoje dva izomerna oblika 1,2-difeniletilena: (E)-stilben
(trans-stilben), koji nije stericki ometan i (Z)-stilben (cis-stilben), koji je stericki ometan i zbog
toga je manje stabilan (Slika 2) (Likhtenshtein, 2012; Zeka i sur., 2018).

D : X0,
1) (2)
Slika 2. Kemijska struktura stilbena (1) trans-stilben, (2) cis-stilben (Likhtenshtein, 2012)

Najvise proucavani stilben je resveratrol (Vasantha Rupasinghe i sur., 2014), a prvi ga je
izolirao Michio Takaoka 1939. godine iz korijena biljke Veratrum grandiflorum (Gerszon i sur.,
2014). Resveratrol (3,4',5-trihidroksistilben; C14H1203) je prirodni polifenolni fitoaleksin, koji
nastaje biosintezom u biljkama djelovanjem enzima stilben sintaze kao odgovor na stres iz
okolisa (klimatske promjene te izlozenost ozonu, suncevoj svjetlosti 1 teSkim metalima), ali i
kao odgovor na infekcije uzrokovane patogenim mikroorganizmima (Athar i sur., 2009; Luca i
sur., 2019). Molekulu resveratrola ¢ine dva aromatska prstena povezana etilenskim mostom.

Prsten A ima dvije -OH skupine na polozajima C3 i C5, a prsten B ima jednu -OH skupinu na

4



C4'. Zbog dvostruke C-C veze (etilenska jedinica u strukturi), resveratrol se pojavljuje u dva
stereoizomera — trans i cis (Slika 3), koji se u odgovaraju¢im uvjetima mogu transformirati
jedan u drugi (Tian i Liu, 2019; Ahmadi i Ebrahimzadeh, 2020). Trans-resveratrol je stabilan
na sobnoj i tjelesnoj temperaturi u kiselim uvjetima, a kada pH postane alkalan, resveratrol se
brzo razgraduje. Izlozenost toplini i ultraljubi¢astom zracenju moze uzrokovati izomerizaciju

trans-resveratrola u cis-resveratrol (Athar i sur., 2009; Tian i Liu, 2019).
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Slika 3. Konfiguracije molekule resveratrola (a) trans, (b) cis (Tian i Liu, 2019)

Iako su crno grozde i crno vino glavni prehrambeni izvori, resveratrol je izoliran iz vise od
70 biljnih vrsta (npr. bobicasto voce, kikiriki, $ljive, mahunarke). Takoder, prisutan je i u
namirnicama poput Itadori ¢aja i soje, ali i razli¢itom cvijecu i drvecu (npr. stablo orhideje,
Cemerika, eukaliptus i smreka) (Ahmadi i Ebrahimzadeh, 2020). Zbog svojih bioloskih i
farmakoloskih aktivnosti resveratrol od svojeg otkrica izaziva zanimanje znanstvene zajednice.
Ima snazna antioksidacijska, antikancerogena, protuupalna, kardioprotektivna i
neuroprotektivna svojstva (Luca i sur., 2019), a zbog utjecaja na rast stanica, apoptozu,
angiogenezu i metastazu kancerogenih stanica, potencijalna upotreba pronasla se u
kemoprevenciji i kemoterapiji razli¢itih karcinoma (npr. dojke, debelog crijeva, pluca, jajnika,
gusterace, prostate) (Ahmadi i Ebrahimzadeh, 2020). Mnostvo bioloskih ucinaka resveratrola
uglavnom je uzrokovano obiljem i raznoliko$¢éu molekulskih ciljeva ovog spoja (npr.
ciklooksigenaze/lipooksigenaze, kinaze, sirtuin, faktori transkripcije, citokini, DNA polimeraza
i dr.). Pretpostavlja se da resveratrol ima slozeno fiziolosko djelovanje zbog svoje sposobnosti
moduliranja razlicitih biokemijskih puteva u mikromolarnom rasponu doza (Luca i sur., 2019).
Sve viSe istrazivanja pokazuje snazno citoprotektivno djelovanje resveratrola. Tako je
inkubacija uzgojenih neurona hipokampusa s resveratrolom zastitila od neurotoksi¢nosti
inducirane dusikovim monoksidom. Tretman stanica hipokampusa Stakora resveratrolom (15 —
40 uM) doveo je do aktivacije protein kinaze C, ¢ime je umanjena toksi¢nost inducirana 3-
amiloidima (Bisht i sur., 2010). Prema istrazivanjima, inkubacija stanica glatkih miSi¢a aorte
Stakora (engl. aortic smooth muscle cells, ASMC) s 25, 50 i 100 uM resveratrola tijekom 24,
48 1 72 sata znaCajno je povecala stani¢ne antioksidanse i enzime faze Il (npr. superoksid
dismutaza (SOD), katalaza (CAT), glutation (GSH), glutation reduktaza (GR), glutation



peroksidaza (GPx), glutation S-trasferaza (GST)) u ovisnosti o koncentraciji i/ili vremenu
(Bisht i sur., 2010). Istrazivanja Chen i sur. (2009) ukazuju na to da tretman resveratrolom
embrionalnih kardiomiocita S$takora izlozenih ishemiji sprjeCava apoptozu. Izlaganje
kardiomiocita resveratrolu (20 uM) u ishemijskim uvjetima, povisilo je ekspresiju sirtuina 1,
koji je odgovoran za stani¢nu obranu i preZivljavanje kao odgovor na oksidacijski stres, ali je
smanjilo ekspresiju transkripcijskih faktora FOXOL1 (engl. forkhead box protein O1), koji
posreduju u transkripciji gena prilikom oksidacijskog stresa, popravljanju DNA, zaustavljanju
stani¢nog ciklusa i apoptozi (Chen i sur., 2009).

Nakon oralnoga unosa, apsorpcija resveratrola u ljudi je oko 75%. Pretpostavka je da se
uglavnom odvija transepitelijalnom difuzijom, ali metabolizam u crijevima i jetri dovodi do
oralne bioraspolozivosti manje od 1% (Francioso i sur., 2014). Kako bi se poboljsala
bioraspolozivost, moguca je sinteza strukturnih analoga resveratrola s poboljSanim ucincima.
Takvi analozi mogu biti korisni u prevenciji i lijeCenju razli¢itih bolesti, ukljucujuci
kardiovaskularne bolesti, karcinom, pretilost i neurodegenerativne bolesti (KurSvietiené i sur.,
2016). Brojni analozi resveratrola razlikuju se od izvorne molekule u pogledu broja, polozaja
ili identiteta funkcionalnih skupina. Unapredenje bioloske aktivnosti resveratrola postize se
modifikacijom broja i polozaja aromatskih skupina, umetanjem dugih alkilnih ili
funkcionaliziranih lanaca kao i adicijom acilnih lanaca na hidroksilne skupine. Provedene su
opsezne studije u kojima se pokazalo kako sintetizirani analozi pokazuju bolju biolosku

aktivnost od resveratrola (Tian i Liu, 2019).

2.1.1.2. Kurkuminoidi

Kurkuminoidi (Slika 4) su polifenolni spojevi diarilheptanoidi (C6-C7-C6), koji se
sintetiziraju u biljkama djelovanjem poliketidnih sintaza tipa Ill. Biosinteza se temelji na
kondenzaciji fenilpropanoida i malonil-koenzima A (Rodrigues i sur., 2015). Izolirani su iz
biljke Curcuma longa i daju joj karakteristicnu zutu pigmentaciju (Jayaprakasha i sur., 2005).
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Slika 4. Strukture kurkuminoida: a) kurkumin, b) demetoksikurkumin, c)
bisdemetoksikurkumin, d) ciklokurkumin (Jayaprakasha i sur., 2005)



Medu kurkuminoidima, kurkumin se smatra najznacajnijim u doprinosu razliitim
farmakoloskim aktivnostima biljke C. longa (Ngo i sur., 2019). Kurkumin (diferuilolmetan,
[1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksi-fenil)hepta-1,6-dien-3,5-dion],  C21H200s),  hidrofobni je
polifenol karakteristicne zute boje. U kemijskom smislu to je bis-a, B-nezasi¢eni B-diketon,
linearni diarilheptanoid, gdje su dva oksi-supstituirana arilna prstena povezana preko lanca od
sedam ugljikovih atoma. Arilni prsteni mogu se supstituirati razli¢itim brojem -OH ili metoksi
(-OCHas) skupina na simetrican ili asimetri¢an nacin da bi se dobili analozi kurkumina ili
kurkuminoida (Epstein i sur., 2010). Aktivnost kurkumina odreduju tri reaktivne funkcionalne
skupine — diketonska skupina i dvije fenolne skupine, a u fizioloskim uvjetima moze postojati
u keto i u enolnom obliku, koji koegzistiraju u ravnotezi (keto-enolni tautomerizam) (Slika 5)
(Jankun i sur., 2016).
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Slika 5. Keto-enolni tautomerizam kurkumina (Jankun i sur., 2016)

Ravnoteza keto i enolnog oblika ovisi o polarnosti i pH vrijednosti otapala. Enolni oblik
dominira u alkalnom pH, vodenim otopinama i organskim polarnim otapalima, dok keto oblik
dominira u kiselim ili neutralnim otapalima i prevladava u krutoj fazi i nepolarnim otapalima.
Metabolizam keto oblika usmjeren je na redukciju i konjugaciju, koja je posredovana -OH
skupinama (Luca i sur., 2019).

Pretpostavka je da se snazna antineoplasticna svojstva kurkumina protiv Sirokog spektra
karcinoma (kolorektalni, gusterace, dojke, prostate, pluc¢a) ostvaruju proapoptotskim,
antiproliferativnim, antioksidacijskim i protuupalnim mehanizmima (Devassy i sur., 2015;
Luca 1 sur., 2019). Takoder, kurkumin 1 njegovi analozi smanjuju citotoksi¢nost izazvanu
raznim vrstama toksina. Prema istrazivanju Sood i sur. (2001), nakon $to su humane stanice
proksimalnih tubula (engl. human proximal tubule cells, HK-2) tretirane kurkuminom doslo je
do smanjenja Stetnih ucinaka Siga toksina (Stx 1 ili 2), povecala se vijabilnost stanica, smanjila
populacija nekroti¢nih stanica i fragmentacija DNA (Sood i sur., 2001). Scapagnini i sur. (2006)
su svojim istrazivanjima utvrdili da je kurkumin (5 — 25 uM) znacajno povecao ekspresiju
hemoksigenaze-1 (engl. hemeoxygenase-1, HO-1) u astrocitima i neuronima S$takora
aktivacijom Nrf2 transkripcijskog faktora (engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2)

Stite¢i tako stanice od oksidacijskog stresa (Scapagnini i sur., 2006).



Medutim, studije apsorpcije, distribucije, metabolizma i izlu¢ivanja kurkumina sugeriraju da
kurkumin prolazi kroz brzi metabolizam, §to se navodi kao osnovni uzrok niske
bioraspolozivosti u sistemskoj cirkulaciji (Basnet i Skalko-Basnet, 2011). Zbog nedovoljne
apsorpcije u tijelu, velike brzine metabolizma i brze eliminacije iz tijela, bioraspolozivost
kurkumina je ograni¢ena $to znaajno ograniCava njegove terapeutske ucinke (Kocaadam i
Sanlier, 2015). Oralno primijenjeni kurkumin ograni¢eno se apsorbira u tankom crijevu, nakon
cega slijedi metabolizam u crijevima i jetri, te brzo izlu¢ivanje fecesom i urinom. Nakon per 0S
primijene kurkumina u laboratorijskih $takora, utvrdena je oralna bioraspolozivost polifenola
niza od 1% (Luca i sur., 2019).

Recentne znanstvene studije usmjerene su prema poboljSanju bioraspolozivosti kurkumina i
drugih kurkuminoida (Rodrigues i sur., 2015). Za poboljsanje farmakokinetickog profila i
bioraspolozivosti kurkumina neki autori navode Cetiri strategije koje bi se mogle koristiti: (1)
liposomi, micele i fosfolipidni kompleksi; (2) glukuronidacija/ometanje metabolizma
istodobnom primjenom kurkumina s pomo¢nim sredstvima poput piperina; (3) nanocestice i (4)
emulgirajuca ili disperzijska sredstva (Mirzaei i sur., 2016). Istrazivanja su usmjerena i na
keliranje metala na kurkumin kako bi se povecala citotoksi¢nost mati¢éne molekule (Arezeki i
sur., 2011). Kurkumin tvori snazne komplekse s ve¢inom poznatih metalnih iona te je a, -
nezasiceni PB-diketonski dio kurkumina izvrsno kelirajuée sredstvo (Priyadarsini, 2014).
Istrazivanja s ferocenil kurkuminoidima, sintetiziranih kovalentnim sidrenjem tri razlicita
ferocenil liganda u organske kurkuminoide supstituiranih -OCHs i -OH skupinama na
aromatskim prstenima pokazala su da je prisutnost ferocenilne jedinice poboljSala biolosku

aktivnost vec¢ine novih ferocenilnih kurkuminoida (Arezeki 1 sur., 2011).

2.2. BIOORGANOMETALNA KEMIJA

Bioorganometalna kemija je rastu¢e multidisciplinarno polje koje obuhvaca sintezu i
proucavanje organometalnih kompleksa bioloske vaZnosti, a jedna od najperspektivnijih
primjena bioorganometalne kemije je u podrucju razvoja lijekova (Heilmann 1 sur., 2008).

Pojam ,.bioorganometalna kemija* prvi je puta primijenjen 1985. godine za sintezu i
proucavanje organometalnih vrsta od bioloskog 1 medicinskog znacaja. Istrazivanjima se doslo
do brojnih novih rezultata koji su zahtijevali objedinjuju¢i pojam za identificiranje ove vrste
istrazivanja kao cjeline. Pojam je zapravo obuhvacao komplekse formirane pomocu klasi¢nih
organometalnih liganada (npr. CO, alkila, m-vezanih wvrsta) ili biomolekula (steroidi,

aminokiseline, Seceri, peptidi, DNA, vitamini, enzimi, antitijela) vezanih izravnim vezama



metal-ugljik, a svima je zajedni¢ka bitna ulogu koju imaju u raznim bioloskim procesima

(Jaouen i sur., 2006).

2.2.1.Ferocen

Od 1951. godine kada su Kealy, Pauson i Miller otkrili ferocen, te 1952. kada je strukturno
okarakteriziran, razvijaju se nova podru¢ja kemije te je omoguéeno bolje razumijevanje
strukture, vezivanja i reaktivnosti (Heinze i Lang, 2013). Ferocen (Fc; Fe(n®-CsHs)2) je
organometalni spoj kod kojeg je zeljezo smjeSteno izmedu dva ciklopentadienilna prstena, a
pripada skupini metalocena (Slika 6) (Bhatt, 2016). lzuzetna stabilnost ferocena pripisuje se
ciklopentadienilnoj skupini koja stjecanjem negativnog naboja postaje ,,aromatska“ (Kealy i
Pauson, 1951), a jednaka nezasiCenost svakog atoma ugljika ciklopentadienilnog aniona
sugerira da dvije takve jedinice mogu simetriéno formirati kovalentne veze sa Fe?* (Wilkinson

i sur., 1952).
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Slika 6. Prijedlog strukture ferocena Woodwarda i Wilkinsona (Werner, 2012)

Supstitucija benzena ferocenskom jezgrom u bioaktivnom spoju dovodi do znacajnih
promjena u molekularnim svojstvima poput topljivosti, hidrofobnosti i lipofilnosti (Larik i sur.,
2016). Zbog svojih izuzetnih karakteristika (stabilnost u bioloSkom mediju, redoks aktivnost,
lako prodiranje kroz stanicnu membranu (zbog lipofilnosti), niska toksi¢nost, sklonost
kemijskim modifikacijama), feroceni su privukli mnogo paznje na podruéju bioorganometalne
kemije (Caki¢ Semenci¢ i Barigi¢, 2017). Integracija ferocenskih dijelova u aktivne spojeve i
lijekove rezultira poboljsanjem bioloske aktivnosti spojeva (Larik i sur., 2016). Redoks
aktivnost ferocenilne skupine moze dodati vrijedne sinergisticke ucinke na citotoksic¢nost
(Astruc, 2007), a povezivanjem reaktivnog metalnog dijela s organskom molekulom
komplementarne funkcije u biomolekularni spoj, moze dovesti do poboljsanja antikancerogenih
svojstava (Hartinger i sur., 2012).

Sintetski derivati ferocena (Slika 7) se mogu podijeliti na nekonjugirane i konjugirane. Kod
nekonjugiranih derivata ferocenila, ugljikov lanac ili jednostavna skupina pri¢vrséena je na
jedan ili dva ciklopentadienilna prstena u ferocenu. S druge strane, kod sinteze konjugiranih

derivata uvodi se druga funkcionalna skupina koja tvori konjugirani sustav s



ciklopentadienilnim prstenom u ferocenu. Budu¢i da je ferocen inertan prema oksidaciji u
atmosferi, zakljuceno je da sintetski derivati ferocena mogu biti nova vrsta antioksidanasa, u
kojima ostale organske skupine mogu poboljsati bioraspolozivost ferocena ili veliki konjugirani
sustavi formirani izmedu ferocenila i drugih organskih skupina mogu imati povecanu
antioksidacijsku ucinkovitost (Liu, 2011). Modificiranjem prirodnih proizvoda i lijekova
uvodenjem ferocena u njihovu strukturu, uoceni su znac¢ajni ucinci na biolosku aktivnost takvih
molekula. U skupini ferocenilnih spojeva, ¢ija se struktura temelji na kosturu molekule
resveratrola antikancerogena aktivnost (u nanomolarnim dozama) pripisuje se redoks
djelovanju ferocena (Tiwari i sur., 2011). U seriji ferocenskih kurkuminoida, nekoliko spojeva
pokazalo je bolji antitumorski uc¢inak od ishodnih kurkuminoida, s nizim vrijednostima ICso/agn
i/ili veom selektivno$éu prema misjim Bl6 stanicama melanoma (u usporedbi s

citotoksi¢nos¢u prema zdravim NIH 3T3 stanicama) (Braga i Silva, 2013).
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Slika 7. Primjeri struktura ferocenskih analoga (prema Braga i Silva, 2013)

2.3. POLIKLORIRANI BIFENILI (PCB)

Poliklorirani bifenili pripadaju skupini perzistentnih organskih zagadivaca (POPS), koji zbog
velike otpornosti na biolosku, kemijsku i fotoliticku razgradnju imaju tendenciju perzistiranja
u okolisu (Mostafalou, 2015; Chi i sur., 2018). Skupina su aromatskih kemijskih spojeva u
kojima su neki ili svi atomi vodika vezani na bifenilni prsten supstituirani atomima klora
(WHO/IARC, 2015). Zbog visoke toplinske vodljivosti i kemijske inertnosti izvorno su
koriSteni kao dielektri¢ne tekucine i tekuc¢ine za prijenos topline, rashladna sredstva, maziva,
usporivaci gorenja (retardanti) i plastifikatori (Perkins i sur., 2016). ATSDR ih je rangirao kao
petu najopasniju tvar 2011. i 2013. godine (Tilley i Fry, 2015). Prema IARC-u su do 2013.
godine bili klasificirani kao ,,vjerojatno kancerogeni za ljude* (grupa 2A), a od 2013. godine
klasifikacija je promijenjena u ,.kancerogeni za ljude* (grupa 1) (WHO/IARC, 2015). Mjesto i
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broj supstituiranih atoma klora i prostorna struktura molekule odreduju ne samo fizikalna 1
kemijska svojstva PCB-a, ve¢ i njihovu raspodjelu i brzinu razgradnje u okoliSu, te njihovu

biotransformaciju i toksiénost (ZwiereHto i sur., 2020).

2.3.1. Klasifikacija PCB-a

Obzirom na broj (1 — 10) i polozaj (ortho-, meta-, para-) atoma klora na bifenilnom prstenu,
poliklorirane bifenile ¢ini 209 razlicitih kongenera (Yilmaz i sur., 2006). Kemijska formula je
C12H10-nCln, gdje n oznacava broj atoma klora vezanih na bifenilnom prstenu (Herceg Romanic,
2002), a polozaji ugljika na prstenima su oznaceni brojevima od 1 (1') do 6 (6") (ortho — 2, 2',
6, 6', meta— 3, 3', 5, 5', para — 4, 4" (Slika 8) (WHO, 2000; WHO/IARC, 2015).

meta ortho ortho meta
3 2 2’ 3
Cly
1 1 )
parad 4’ para
Cl,
5 6 6’ 5’
meta ortho ortho meta

Slika 8. Osnovna kemijska struktura polikloriranih bifenila (prema Horwat i sur., 2015)

PCB se klasificiraju prema stereokemijskim razlikama temeljenim na vezanju atoma klora
na molekulu bifenila. Budu¢i da je atom klora ve¢i od atoma vodika, stvara vise sterickih
smetnji, $to utjeCe na planarnost molekule (WHO/IARC, 2015; Perkins i sur., 2016). Non-
ortho- ili mono-ortho- supstituirani PCB poprimaju planarnu konfiguraciju te se nazivaju
planarni ili koplanarni kongeneri. Kod ostalih kongenera se zbog zamjene atoma vodika ve¢im
atomima klora u ortho- polozajima, aromatski prsteni rotiraju te se gubi planarna konfiguracija
pa se nazivaju neplanarnim ili nekoplanarnim kongenerima (WHO/IARC, 2015; Perkins i sur.,
2016). Planarnim PCB-ima nedostaje supstitucija klorom u ortho- poloZaju i nazivaju se
wdioksinima slicnim* zbog djelovanja na aril ugljikovodi¢ni receptor (engl. aryl hydrocarbon
receptor, AhR) koje je sli¢no djelovanju dioksina. Neplanarne PCB-¢, s dva ili vi$e atoma klora
u ortho- polozaju, smatra se ,,nedioksinima slicnim* jer imaju malu ili nikakvu aktivnost prema
AhR-u (Fritsch i Pessah, 2013). Nomenklatura PCB kongenera temelji se na strukturi PCB-a
koju su izvorno numerirali Ballschmiter i Zell 1980. godine. Svakom kongeneru pripisuje se
broj (engl. BZ number), pocevsi od monokloriranih PCB kongenera (PCB 1), a zavrSavajuéi s
jedinim dekakloriranim kongenerom (PCB 209). Fizikalna i kemijska svojstva PCB-a razlikuju
se kako se stupanj kloriranja povecava — §to je viSe atoma klora vezano za molekulu, to je veca
lipofilnost 1 taliSte, a niZa je topljivost u vodi. Zbog lipofilnih 1 hidrofobnih svojstava, PCB su

visoko topljivi u vecini organskih otapala, ulja i masti (Hens i Hens, 2018). Bezbojne su do
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svijetloZute boje, nemaju miris i okus i mogu biti ili uljna tekuéina ili kruta tvar, ne Kristaliziraju,
¢ak ni na niskim temperaturama (medutim, pretvaraju se u ¢vrste smole), a neki PCB kongeneri
su hlapljivi (Kodavanti, 2014).

lako mehanizmi djelovanja i neplanarnih i planarnih PCB-a mogu rezultirati upalom,
oksidacijskim stresom i toksi¢no$¢u, neplanarni PCB iskazuju toksi¢na svojstva primarno kroz
endokrine poremecaje, neurotoksicnost i mehanizme povezane s imunotoksi¢nos$¢u, dok
planarni PCB pokazuju toksi¢nost putem mehanizama ovisnih o AhR-u (Gupta i sur., 2018).
Neplanarni PCB mogu djelovati kao ligandi nekih nuklearnih receptora poput pregnan-X
receptora (engl. pregnane-X receptor, PXR), konstitutivnog androstan receptora (engl.
constitutive androstane receptor, CAR), receptora rijanodina (engl. ryanodine receptor, RyR)
te receptora estrogena (engl. estrogen receptor, ER). Zbog navedenih aktivnosti, ovu skupinu
PCB-a Cesto nazivaju ,,fenobarbitalima slicnim PCB-ima ‘. Mnogo neplanarnih PCB-a moze
aktivirati CAR 1 PXR, §to mozZe rezultirati razli¢itim stanicnim odgovorima, poput povisene
transkripcije CYP2B i CYP3A gena, kao i do pojacane proliferacije stanica, potisnute apoptoze
i inhibirane intercelularne komunikacije (Al-Salman i Plant, 2012; Chen i Liu, 2019). Povisena
toksi¢nost planarnith PCB-a u odnosu na druge kongenere pripisuje se ¢injenici da imaju
strukturu i obrazac klorinacije sli¢ne visokotoksi¢nom 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksinu
(TCDD) (Slika 9).

1 enzimi i transporteri
| metabolizirajucih lijekova

I A lipogeneza, glukoneogeneza,
| oksidacija lipida preko drugih
| endobiotskih receptora
|

|

|
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,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
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i Karcinom i upalne bolesti ‘
; (ateroskleroza) 3 | i (pretilost, dijabetes, NAFLD) |
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Slika 9. Mehanizmi toksi¢nosti razli¢itih PCB kongenera (prema Gupta i sur., 2018)
[kratice: AhR: aril ugljikovodi¢ni receptor; CAR: Konstitutivni androstan receptor; CYP1A:
citokrom P450 1A; NAFLD: nealkoholna masna bolest jetre; NF-«xB: nuklearni faktor kB; Nrf2:
nuklearni faktor eritroid 2 povezan s faktorom 2; PXR: pregnan-X receptor]

Opsezni in vivo i in vitro testovi pokazali su da planarni PCB dijele mnoga toksi¢na svojstva
s polikloriranim dioksinima i dibenzofuranima, ukljucuju¢i sposobnost indukcije

imunotoksi¢nosti, teratogenosti, embriotoksi¢nosti, hepatotoksi¢nosti, reproduktivne
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toksi¢nosti i aktivnosti MFO (engl. mixed function oxidase) jetrenih enzima (Metcalfe i Haffner,
1995). Dio toksi¢nosti planarnih PCB-a odvija se putem odgovora posredovanog receptorima,
a ukljucuje vezanje na citosolni AhR, nakon ¢ega slijede promjene u ekspresiji gena (Danis i
sur., 2006). Izlaganjem PCB-ima i njihovim ulaskom u stanicu (Slika 10), u citoplazmi dolazi
do vezanja za AhR, koji je prisutan u kompleksu s Hsp90 (engl. heat shock protein 90) te
onemogucuju ulazak AhR-a u jezgru. Zbog vezanja liganda na AhR dolazi do otpustanja Hsp90
i translokacije kompleksa s visokim afinitetom za DNA u jezgru (Kmeti¢ i sur., 2012). U
stani¢noj jezgri se ligand-AhR kompleks povezuje s ARNT-om (engl. AhR nuclear
translocator), koji se veze na specifiénu regulatornu sekvencu gena XRE (engl. xenobiotic-
responsive element) te potom moduliraju transkripciju gena, sintezu i metabolizam hormona i
razinu receptora (Endo i sur., 2003; Fritsch i Pessah, 2013). Poznato je da planarni PCB
induciraju CYP1A, koji je glavni enzim odgovoran za metabolicku aktivaciju promutagena i
prokancerogena (Danis i sur., 2006), te je jedan od najbolje istraZzenih biokemijskih u¢inaka
planarnih kongenera indukcija odredenih enzima citokroma P450 (CYP), posebno CYP1Al
buduc¢i da je ekspresija gena CYP1A1 posredovana AhR-om (Endo i sur., 2003; Fritsch i
Pessah, 2013).

citosol

dimerizacija

e
| S
N o DA RE D
m na DNA
. _
Oslobadanje 1 transkripcija

translokacija

Slika 10. Aktivacija Ah receptora (prema Kmetic i sur., 2012)
[kratice: AhR: aril ugljikovodicni receptor; ARNT: AhR nuklearni translokator; Hsp90: protein
toplinskog Soka 90; XRE: element odgovora na ksenobiotik]

Medutim, nisu svi negativni bioloski u¢inci PCB-a pripisani ovom mehanizmu. Mnogi PCB
mogu iskazati toksi¢nost kao endokrini modulatori ili imunosupresivi na razli¢ite nacine kao
$to su promjena enzimskih aktivnosti (kinaze i fosfolipaze), poremeéaj homeostaze Ca?" ili

modulacija ekspresije gena (Danis i sur., 2006).

Prototipovi ortho- i non-ortho-supstituiranih PCB-a su PCB 77 (3,3',4,4'-tetraklorobifenil) i
PCB 153 (2,2',4,4',5,5'-heksaklorobifenil) (Fadhel i sur., 2002).
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2.3.1.1. PCB 77 (3,3',4,4'-tetraklorobifenil)

PCB 77 (C12HeCls) (Slika 11) je non-ortho-, ,dioksinu slican* kongener s planarnom
kongenera i zbog prisutnosti u brojnim komercijalnim mjesavinama (npr. Aroclor) obiluje u
hranidbenom lancu. PCB 77 je od posebnog regulatornog interesa zbog toksi¢nosti za sisavce i
ljude, za koju se ¢ini da je primarno posredovana putem masnog tkiva (Dai 1 sur., 2018).
Takoder, identificiran je i kao potencijalni endokrini modulator koji moze povecati rizik od
reproduktivnog i razvojnog oste¢enja (Murati i sur., 2015).

Cl

Cl
Slika 11. Struktura planarnog PCB-a 77 (Merck KGaA, 2019a)

Brojnim in vitro i in vivo istrazivanjima utvrdeno je teratogeno, mutageno, kancerogeno,
hepatotoksi¢no i neurotoksi¢no djelovanje ovog kongenera (ATSDR, 2000). In vivo istrazivanje
Faqi i sur. (1998) pokazalo je maksimalnu koncentraciju PCB-a 77 u jetri i testisima jedan
tjedan nakon tretmana Stakora. Koncentracija je pala Cetiri tjedna nakon tretmana u oba organa,
ali je i dalje znacajna koli¢ina bila uocljiva u jetri, kao i u testisima osam tjedana nakon
tretmana. MuZjaci $takora tretirani PCB-em 77 imali su zna¢ajno smanjen broj spermija jedan
i Cetiri tjedna nakon tretmana (Faqi i sur., 1998). Rezultati istraZivanja Arsenescu i sur. (2008)
na miSevima pokazala su da PCB 77 dovodi do povecanja mase jetre i sistolickog tlaka,
poviSene koncentracije kolesterola u serumu te do razvoja ateroskleroze (Arsenescu i sur.,
2008), dok su rezultati istrazivanja Ghosh i sur. (2010) pokazala da izlaganje humanih stanica
karcinoma jetre (HepG2) i normalnih stanica bubrega (HK2) kongeneru PCB 77 izaziva
ubrzano odumiranje stanica procesom apoptoze (Ghosh i sur., 2010). Neposredno nakon
izlaganja mladih Zenki riba zebrica (lat. Danio rerio) PCB-u 77, doslo je do smanjenja proteina
nalik vitelogeninu (prekursor Zumanjka koji transportira proteine i lipide iz jetre kroz krv do
rastu¢ih oocita gdje postaje dio Zumanjka). Ovi rezultati sugeriraju da je izlozenost PCB-u 77
tijekom kriticnog razdoblja diferencijacije spolnih zlijezda smanjila vitelogenezu kod mladih
zebrica, koja je trajala do odrasle dobi, utjecu¢i na normalan razvoj Zenske spolne Zlijezde

(Quintaneiro i sur., 2019).
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2.3.1.2. PCB 153 (2,2',4,4',5,5'-heksaklorobifenil)

PCB 153 (C12H4Cle) (Slika 12) je di-ortho-, ,,ne-dioksinu slican® kongener Koji je
perzistentan i u okolini i u ljudskom tijelu. Jedan je od tri dominantna PCB kongenera u
ljudskom masnom tkivu i kongener je s najve¢om koncentracijom u maj¢inom mlijeku (Hussain
i sur., 2000). Pretpostavlja se da ovaj kongener inducira neurobihevioralni deficit putem
gestacijskog i laktacijskog prijenosa, a poznat je i kao promotor kancerogeneze. Cesto se smatra
predstavnikom svih ostalih kongenera, ¢ine¢i gotovo 10% ukupne koli¢ine PCB-a i oko 33%
ukupnih ,,ne-dioksinu slicnih* PCB-a izmjerenih u razli¢itim proizvodima od ribe i morskih
plodova (Grilo i sur., 2014).

Cl Cl

Cl Cl
Slika 12. Struktura neplanarnog PCB-a 153 (Merck KGaA, 2019b)

PCB 153 je kongener za kojeg se zna da djeluje kao promotor tumora u jetri glodavaca i
uzrokuje indukcije enzima sli¢ne prototipskomu promotoru tumora fenobarbitalu (Strathmann
1 sur., 2006). U humanoj stani¢noj liniji jetre (Huh7) PCB 153 je imao znacajan utjecaj na
ekspresiju gena posredovanih PXR/CAR, znacajno povecavajuci ekspresiju CYP3A gena za
priblizno 7,6 puta u odnosu na kontrolu (Al-Salman i Plant, 2012). IstraZivanja na stanicama
karcinoma dojke (MCF-7) pokazuju da PCB 153 (0,1 — 1 uM) povecava proliferaciju MCF-7
u vec¢oj mjeri od 17 B-estradiola (Ptak i sur., 2010). PCB 153 stimulirao je proliferaciju stanica
adenokarcinoma prostate osjetljive na androgen (LNCaP) induciranu androgenom pri niskim
koncentracijama, dok je pri visokim koncentracijama inhibirao proliferaciju induciranu

testosteronom (Endo i sur., 2003).

2.3.2. Izvori i izloZenost PCB-ima

PCB su prvi puta sintetizirani u Njemackoj 1881. godine, komercijalna proizvodnja zapocela
je 1929., a masovna 1945. godine (Bursian i sur., 2011; Gupta i sur., 2018). Njihova upotreba
je ograni¢ena 1970-ih, a svjetska zabrana je na snazi od 2001. godine (Stockholmska
konvencija) (Totland i sur., 2016). Izmedu 1920-ih i ranih 1980-ih godina proizvedeno je
priblizno 1,5 milijuna tona PCB-a §irom svijeta, §to je rezultiralo ispuStanjem njihove znacajne
koli¢ine u okoli§ (Sharma i sur., 2018). Smjese PCB-a proizvodile su se pod razli¢itim
nazivima, ukljucujuci Aroclor (SAD), Clophen (Njemacka), Phenoclor i Pyralene (Francuska),

Fenclor (ltalija), Fenochlor (Spanjolska), Kanechlor (Japan) i Sovol (bivsi SSSR) (Gupta i sur.,
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2018). Ovisno o stupnju klorinacije i njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima, PCB su se
koristili kao stabilni izolatori fluida u visokonaponskim elektricnim transformatorima, u
kondenzatorima velikog kapaciteta, kao izmjenjivaci topline te kao ljepila, sredstva za
uklanjanje praSine, usporivaci gorenja, hidrauli¢na maziva i plastifikatori u bojama, tintama,
tonerima i tiskarskim bojama (Beyer i Biziuk, 2009). Kroz okoli§ se kre¢u u skladu s efektom
skakavca, hlapeci iz tla u zrak za toplog vremena i padajuci na tlo na mjestima gdje su
temperature nize (Gomes i sur., 2013). Vise klorirani PCB povezani su sa ¢esticama u atmosferi,
tlu i sedimentu, dok manje klorirani kongeneri postoje u plinovitoj fazi i mogu se transportirati
na vece udaljenosti. Kao posljedica toga, tla uglavnom sadrze veci udio vise kloriranih
kongenera, dok zrakom dominiraju manje klorirane frakcije (Van Aken i sur., 2010).

Unatoc¢ zabrani proizvodnje prije nekoliko desetljec¢a, PCB su i dalje vrlo prisutni u urbanim
sredinama i kontinuirano se oslobadaju u malim koncentracijama putem urbanih i industrijskih
aktivnosti (Horwat i sur., 2015). Prijetnja su za okoli§ zbog visoke adsorpcijske sposobnosti u
tlu, niske topljivosti u vodi, znacajne stabilnosti u okolisu i u ljudskim tkivima te toksi¢nosti.
Kao rezultat atmosferskog transporta, postali su sveprisutni zagadivaci okolisa, koji se nalaze i
na mjestima gdje se nikada nisu koristili, poput polarnih podrucja i dubokih oceana. PCB se
mogu bioakumulirati i biomagnificirati kroz hranidbeni lanac, te je op¢a populacija izloZena
prvenstveno putem kontaminirane hrane (Meeker i Hauser, 2010), ali i udisanjem i dermalnom
apsorpcijom (WHO/IARC, 2015). Prisutni su u cijelom hranidbenom lancu te su otkriveni u
gotovo svim uzorcima hrane (uzorci zivotinjskog podrijetla poput jaja, mlijeka, ribljeg ulja
pokazali su najvece koncentracije, dok su u uzorcima biljnog podrijetla bili u zna¢ajno nizim
koncentracijama) (Passatore i sur., 2014). Epidemioloske studije pokazale su da izlozenost
PCB-ima moze uzrokovati endokrine i razvojne poremecaje, disfunkcije reproduktivnih
procesa 1 imunoloSkog sustava, razvoj odredenih vrsta karcinoma, alergija i bolesti
kardiovaskularnog i Ziv€anog sustava. Smatra se da su PCB (kao 1 dioksini i bisfenoli) ukljuceni
u razvoj metabolickih poremecaja, poput dijabetesa melitusa tipa 2, inzulinske rezistencije i
pretilosti, jer djeluju putem AhR i NF-xB signalnih puteva i na taj nac¢in mijenjaju ekspresiju
vaznih gena povezanih s upalnim ¢imbenicima, antioksidacijskim sustavom, metabolizmom
lipida i hormonskim sustavom (Zwiereto i sur., 2020). Takoder, izlozenost PCB-ima mijenja
normalnu endokrinu signalizaciju oponasanjem djelovanja endogenog hormona vezanjem na
receptore hormona, blokiranjem receptora ili interferiranjem u metabolizam steroida. Postojece
studije o izlozenosti PCB-u i reproduktivnoj funkciji kod ljudi pokazale su razli¢ite zdravstvene
ucinke, ukljucujuéi smanjenu pokretljivost spermija, smanjenje plodnosti te raniju menarhu
(Warner i sur., 2012)

16



2.3.3. Toksikokinetika i toksi¢nost PCB-a

Distribucija PCB-a u tijelu ovisi o strukturi i fizikalno-kemijskim karakteristikama pojedinih
kongenera, a takoder ovisi i 0 dozi. U vecini zivotinjskih vrsta zamijecen je visoki Unos u jetru
(zbog velike perfuzije krvi) i miSic¢e (zbog relativno velikog volumena). Nakon toga, osobito
viSe klorirani kongeneri se redistribuiraju u masno tkivo i kozu, Sto odrazava njihov visoki
afinitet prema tkivima s visokim sadrzajem lipida (WHO, 2000). PCB se u polarne metabolite
metaboliziraju mikrosomskim monooksigenaznim sustavom kataliziranim citokromom P450.
Kongeneri koji pokazuju visoki afinitet za AhR, poput non-ortho-supstituiranin PCB
kongenera, mogu biti snazni induktori CYP1 obitelji, ukljuc¢uju¢i CYPI1AL, CYP1A2 i
CYP1BL1. Suprotno tome, kongeneri koji imaju ortho- supstitucijski obrazac induciraju enzime
iz porodica CYP2 i CYP3, §to sli¢i indukciji fenobarbitalom (WHO, 2003).

Metabolizam PCB-a moze se podijeliti u dvije faze. U fazi [ molekula moze uéi u reakcije
oksidacije, redukcije ili hidrolize pri ¢emu se naj¢e$¢e metabolizira u reaktivnije i/ili polarnije
spojeve (Quinete i sur., 2017). Nesupstituirani meta- i para- ugljikovi atomi su poZeljno mjesto
za oksidaciju, dok hidroksilacija planarnih PCB-a obi¢no prevladava u para- polozaju u
najmanje kloriranom fenilnom prstenu, a brzina metabolizma opéenito opada s porastom
supstitucije klorom. Neplanarni PCB se obi¢no hidroksiliraju u meta- polozaju (ATSDR, 2000).
U fazi Il spojevi se mogu konjugirati s glukuronskom kiselinom, sulfatom ili glutationom, a za
nastale konjugate se oc¢ekuje laka eliminacija mokrac¢om ili fecesom. Metabolizmom PCB-a
takoder mogu nastati 1 reaktivni meduprodukti poput arenskih oksida, §to dovodi do stvaranja
kinona i semikinona, za koje se pokazalo da reagiraju s DNA (Quinete i sur., 2017).

Koncept ekvivalenata toksic¢nosti (engl. toxic equivalents, TEQ) uveden je za procjenu i
regulaciju rizika, zbog ¢injenice da TCDD-u sli¢ni spojevi normalno postoje u okolisnim 1
bioloskim uzorcima. Primjenjuju¢i ovaj koncept, 1997. godine PCB kongenerima dodijeljeni
su faktori ekvivalentne toksi¢nosti (engl. toxicity equivalent factors, TEF) od strane Svjetske
zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization, WHO). TEF kongenera ,,slicnih
dioksinu“ u odnosu na TCDD utvrduju se iz in vitro i in vivo ispitivanja te se usporeduje
relativna toksi¢nost pojedinih kongenera s onom TCDD-a (TEFrcop=1) (ATSDR, 2000; WHO,
2000; EFSA, 2005). Koncentracija ili doza svake aktivne komponente (PCB kongener) mnozi
se s pripadaju¢im TEF-om da bi se dobio TEQ (ATSDR, 2000). Toksi¢nost PCB-a ovisi 0 kutu
nagiba izmedu prstena i broju supstituiranih atoma klora. Planarni PCB kongeneri ,, pakiraju
se urednije jer su dva benzenska prstena u istoj ravnini, dok su kod neplanarnih PCB kongenera

benzenski prsteni pod odredenim kutem (zamjena atoma vodika u ortho- pozicijama s veéim
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atomima klora prisiljava aromatske prstenove na rotaciju iz planarne konfiguracije), sto
rezultira razli¢itim hidrofobnim ucincima i razli¢itim potencijalom akumulacije u adipocitima
I masnom tkivu (Manzetti i sur., 2014; WHO/IARC, 2015). Najtoksi¢niji PCB kongeneri,
3,3',4,4'-tetra (PCB 77) te 3,3',4,4'5-penta (PCB 126) i 3,3',4,4',5,5'-heksaklorobifenil (PCB
169) su izostereomeri TCDD-a i izazivaju mnoge toksi¢ne ucinke Kkarakteristicne za
halogenirane aromatske tvari. Ova tri spoja imaju nekoliko zajednickih strukturnih svojstava:
(1) supstituente klora u oba para- polozaja, (2) supstituciju klorom u najmanje jednom meta-
poloZaju na oba fenilna prstena i (3) ne sadrze supstituente u ortho- polozaju (Safe i Hutzinger,
1984).

Akutni poremecaji nastaju kao posljedica slucajnih ili profesionalnih izlozenosti koje su
povezane s visokim dozama i odvijaju se u kratkom vremenskom razdoblju. Akutni poremecaji
zabiljezeni su kod slu¢ajnih trovanja PCB-ima poput Yusho bolesti 1968. godine koja je
zahvatila oko 14 000 ljudi (Japan) i Yu-Cheng bolesti 1979. godine koja je zahvatila priblizno
2000 ljudi (Tajvan). Tijekom tih slu¢ajeva doslo je do masovnog trovanja PCB-ima kod ljudi
koji su konzumirali rizino ulje, koje je prethodno tijekom proizvodnje kontaminirano PCB-ima
i polikloriranim dibenzofuranima. Uobicajeni simptomi ukljuc¢ivali su dermalna i ocna
oSte¢enja poput klorakni, koZznih osipa 1 o¢nih lezija, nepravilan menstrualni ciklus i
kancerogenezu (Gupta i sur., 2018). PCB iskazuju i neurotoksi¢ne ucinke. Istrazivanja Shain i
sur. (1991) pokazala su da neki ortho-supstituirani kongeneri inhibiraju tirozin hidroksilazu,
enzim koji ograni¢ava brzinu u sintezi dopamina (Shain i sur., 1991). Brojni ortho-supstituirani
kongeneri uzrokuju akutnu smrt cerebelarnih stanica, mozda interferencijom s homeostazom
kalcija. Prema istrazivanjima, ortho-supstituirani kongeneri mijenjaju transport kalcija kroz
mikrosomalne membrane djelovanjem na RyR, $to sugerira da je to uobiCajeni mehanizam
toksi¢nog djelovanja ortho-supstituiranih PCB-a (Hussain i sur., 2000). S obzirom na ulogu
jetre u metaboli¢koj regulaciji, poremecaji funkcije jetre uzrokovani izlozenos¢u PCB-ima
mogu eskalirati u povezane metabolicke poremecaje kao §to su inzulinska rezistencija i
dijabetes, pretilost, dislipidemija i metaboli¢ki sindrom. Ucinci PCB-a na jetru ukljucuju
karcinom jetre, bezalkoholnu bolest masne jetre i bezalkoholni steatohepatitis, koje su u
korelaciji s poviSenjem jetrenih enzima, ukljucujuéi y-glutamiltransferazu, alanin transaminazu
I aspartat transaminazu (Gupta i sur., 2018). Longitudinalne studije, u kojima su se razine PCB-
au serumu pratile nekoliko godina, pokazale su povezanost izmedu sistemske izlozenosti PCB-
ima 1 neuroloskih, imunoloskih, limforetikularnih, genetskih i endokrinih uc¢inaka. 1zloZenost
PCB-ima izravno je povezana s razli¢itim vrstama karcinoma, poput karcinoma dojke, prostate

i testisa (Hens i Hens, 2018).
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Izlu¢ivanje PCB kongenera ovisi o njihovoj brzini metaboliziranja u polarnije spojeve (Chen
I sur., 1982; WHO, 2000). Kod vecine kongenera vidljivo je dvofazno uklanjanje, gdje je
pocetni poluzivot relativno kratak za sve kongenere, ali kasniji poluzivot je mnogo duZi i ovisi
o strukturi. Velika je varijacija poluzivota izmedu razli¢itih PCB kongenera ovisno o broju i
polozaju atoma klora (ovisno o kongeneru raspon je od nekoliko do 450 dana). Metaboliti svih
do sada proucenih kongenera eliminiraju se prvenstveno putem zuci i fecesa. Medutim, manje
klorirani kongeneri izlu¢uju se u veéoj mjeri mokracom (iako manje od 5%) od onih vise

kloriranih kongenera (WHO, 2000).

2.4. OKSIDACIJSKI STRES | SLOBODNI RADIKALI

Oksidacijski stres je neuravnotezeno stanje u kojem prekomjerne razine reaktivnih kisikovih
vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS) i reaktivnih dusikovih vrsta (engl. reactive nitrogen
species, RNS), ukljucuju¢i superoksidne radikale, vodikov peroksid, hidroksilne radikale,
singlenti kisik, peroksilni radikal, peroksinitrit i duSi¢ni oksid, premaSuju endogeni
antioksidacijski kapacitet, $to dovodi do oksidacije razli¢itih makromolekula, poput enzima,
proteina, DNA i lipida (Vasantha Rupasinghe i sur., 2014). Oksidacijski stres moze utjecati na
mnoge bioloske procese poput apoptoze, proliferacije stanica te upalne reakcije (Yoshikawa i
Naito, 2002). U klini¢kim studijama oksidacijski stres povezan je s mnogim degenerativnim
bolestima kao $to su ateroskleroza, karcinom, mozdani udar, astma, hiperoksija, artritis,
dermatitis, kataraktogeneza, ostecenje mreznice i hepatitis (Pandey i Rizvi, 2011).

Slobodni radikali su skupina visoko reaktivnih molekula s jednim ili viSe nesparenih
elektrona (Ozcan i Ogun, 2015), a izvori nastanka ROS-a mogu biti i endogeni i egzogeni.
Potencijalni endogeni izvori ukljuéuju mitohondrije, metabolizam citokroma P-450 i
peroksisome te aktivaciju upalnih stanica. Medutim i niz egzogenih procesa dovodi do nastanka
ROS-a (Valko i sur., 2006). Egzogena proizvodnja slobodnih radikala moZze nastati kao rezultat
izloZzenosti zagadiva¢ima okoliSa, teSkim metalima, odredenim lijekovima (ciklosporin,
gentamicin 1 bleomicin), kemijskim otapalima, dimu cigareta, alkoholu i zrafenju. Kad
egzogeni spojevi prodru u tijelo, oni se razgraduju ili metaboliziraju, a slobodni radikali nastaju
kao nusproizvodi. Proizvodnja ROS-a u osnovi se oslanja na enzimske i neenzimske reakcije.
Enzimske reakcije koje mogu generirati ROS su one ukljucene u respiratorni lanac, sintezu
prostaglandina, fagocitozu i sustav citokroma P-450 (Pizzino i sur., 2017). ROS induciraju
aktivnost antioksidacijskih enzima, kao sto su SOD, CAT, GR, GST i GPx te oni zajedno
djeluju ili na uklanjanju ROS-a ili na reaktiviranju enzima preko visestrukih regulatornih
puteva, ukljucujuc¢i AhR 1 Nrf2 (Vasantha Rupasinghe i sur., 2014; Chen i sur., 2017).
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Prirodni antioksidacijski obrambeni mehanizmi uz navedene enzime uklju¢uju i neenzimske
molekule poput GSH-a, askorbinske kiseline i a-tokoferola (Vasantha Rupasinghe i sur., 2014).
Antioksidansi reagiraju sa slobodnim radikalima te na taj nacin ublazavaju stani¢no oStecenje
prekidajuci inace Stetne lancane reakcije slobodnih radikala (Obrenovich i sur., 2010). Buduci
da su ROS po svojoj prirodi oksidansi direktno utjeGu na redoks status stanice. Visoke
koncentracije ROS-a uzrokuju stani¢nu smrt, niske koncentracije superoksidnog radikala i
vodikovog peroksida zapravo poticu proliferaciju u Sirokom rasponu stani¢nih linija. ROS tako

mogu imati vrlo vaznu fizioloSku ulogu kao sekundarni glasnici (Valko i sur., 2006).

2.4.1. Polifenoli i oksidacijski stres

Bioaktivni spojevi u biosustavima (poput humanih stanica) mogu imati antioksidacijsku
ulogu, a antioksidacijski spojevi su inhibitori procesa oksidacije zbog svoje sposobnosti
neutralizacije slobodnih radikala. Antioksidacijsko djelovanje biljnih vrsta izravno je u
korelaciji sa sadrzajem vitamina i raznih fenolnih fitokemikalija poput flavonoida, glikozida i
alkaloida. Kemijski spojevi koji pokazuju najsnaznije antioksidacijske uéinke su polifenolni
spojevi. U ljudskom tijelu polifenolni spojevi pokazuju pozitivan ucinak kroz nekoliko
mehanizama: (1) uklanjanje slobodnih radikala (antioksidacijski ucinak), (2) zaStita i
regeneracija ostalih antioksidanasa (npr. vitamina E), (3) kelatna svojstva oksidiraju¢ih
metalnih iona (vezu se za metalne ione i na taj nacin inhibiraju njihovu apsorpciju i ucinak).
Antioksidacijsko djelovanje polifenolnih spojeva prvenstveno ovisi o broju -OH skupina,
njithovom poloZaju u molekuli, ali i o vrsti supstitucije na aromatskom prstenu. Toc¢nije, energija
veze izmedu atoma vodika i atoma kisika u -OH skupini koja je vezana na aromatski prsten u
molekuli fenola manja je nego u alifatskim spojevima (alkani, aldehidi, alifatski alkoholi i
masti), stoga takvi polifenolni spojevi lakse doniraju (oslobadaju) atom vodika koji se veze na
slobodni radikal (nespareni elektron) (Zlabur i sur., 2018). Sposobnost polifenola da sprijece ili
znacajno uspore bolesti povezane s oksidacijskim stresom (npr. karcinom), u velikoj se mjeri
pripisuje njihovoj intrinzi¢noj sposobnosti neutralizacije, deaktivacije ili suzbijanja ROS-a.
Ispitivanja antioksidanasa na stani¢nim kulturama otkrila su da polifenoli povoljno djeluju na
antioksidacijske enzime ili citoprotektivne proteine, koji imaju vaznu ulogu u stani¢noj zastiti
ili, naprotiv, smanjuju proliferaciju stanica te pokazuju u¢inke koji induciraju apoptozu. Podaci
dobiveni procjenom ucinaka nekih Cistih polifenola ili njihovih kompleksa na unutarstani¢no
redoks stanje podupiru njihovo anti- i prooksidacijsko djelovanje, koje u velikoj mjeri ovisi o

koncentraciji polifenola i o tipu stanica (Piccolella i Pacifico, 2015).

20



Resveratrol se navodi kao jedan od najmoc¢nijih antioksidanasa (Pandey i Rizvi, 2011).
Antioksidacijsko djelovanje resveratrola ovisi o rasporedu funkcionalnih skupina u strukturi
molekule. Stoga, konfiguracija, supstitucija i ukupni broj -OH skupina znacajno utjecu na
nekoliko mehanizama antioksidacijske aktivnosti, poput uklanjanja slobodnih radikala i
sposobnosti keliranja metalnih iona (Salehi i sur., 2018). Studije strukture pokazale su da
antioksidacijska svojstva resveratrola ovise o prisutnosti tri -OH skupine u polozajima 3,4'1 5
pri¢vr§éene na aromatske prstene koje resveratrolu omogucuju uklanjanje slobodnih radikala.
Antioksidacijska svojstva resveratrola povezana su i S njegovom sposobnos¢u poticanja
ekspresije endogenih antioksidacijskih enzima. U zdravih Stakora, primjena resveratrola
povecala je aktivnost nekih detoksikacijskih enzima, istovremeno smanjujuéi ucinak
prooksidacijskog malondialdehida u mozgu miSeva (Libro i sur., 2016). Medutim, resveratrol
pokazuje bifazne ucinke ovisno o dozi te njegov ucinak ovisi o njegovom redoks statusu, t;.
hoce li djelovati kao antioksidans ili prooksidans. U niskim koncentracijama djeluje kao
antioksidans koji moze zastititi od oSteCenja DNA i oksidacijskog stresa, a s druge strane, u
visokoj koncentraciji, djeluje kao prooksidans promicuéi oste¢enje DNA i povecavajuéi
oksidacijski stres. Niske i visoke koncentracije nude korisne ucinke u prevenciji nastanka
karcinoma (kemopreventivno) i u lije¢enju raka (citotoksi¢no) (KurSvietiené i sur., 2016; Shaito
i sur., 2020).

Kurkumin se opsezno proucava kao mocan antioksidans zbog svoje sposobnosti izravnog
uklanjanja ROS-a. Smatra se da kurkumin posjeduje snazna antioksidacijska svojstva zbog -
OH i -OCHs skupina u strukturi, koje zajedno poboljsavaju uklanjanje slobodnih radikala
(Devassy 1 sur., 2015; Kocaadam 1 Sanlier, 2015). Prisutnost dva strukturalna elementa, [3-
diketonske strukture i -OH skupine u aromatskom prstenu, vode¢i su ¢imbenici
antioksidacijskog potencijala kurkumina (Malik i Mukherjee, 2014). U in vitro istraZivanjima
pokazalo se da kurkumin moze ukloniti hidroksilne i superoksidne radikale, a smatra se da je
njegovo antioksidacijsko djelovanje priblizno Cetverostruko vece od djelovanja a-tokoferola
(Libro 1 sur., 2016). Uc¢inak kurkumina na slobodne radikale provodi se pomocu nekoliko
razli¢itth mehanizama: (i) moZze ukloniti razliCite oblike slobodnih radikala, (ii)) moze
modulirati aktivnost enzima koji sudjeluju u neutralizaciji slobodnih radikala, (iii) moze
inhibirati enzime koji stvaraju ROS (Hewlings i Kalman, 2017). Prooksidacijska aktivnost
kurkumina posebno je izrazena u prisutnosti prijelaznih metala, tj. njithovih iona, poput iona
zeljeza 1 bakra (Malik 1 Mukherjee, 2014). Nekoliko izvjestaja u kojima se kurkumin prikazuje
kao prooksidans pokazala su da prooksidacijski i antioksidacijski u¢inci kurkumina ovise o dozi

i kemijskom okruzenju (npr. dostupnost slobodnih Cu?* iona) (Basnet i Skalko-Basnet, 2011).
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Snazno antikancerogeno svojstvo kurkumina pripisuje se njegovom antioksidacijskom u¢inku
koji sprjecava lipidnu peroksidaciju i osteCenja DNA posredovanih slobodnim radikalima.
Medutim, sve vec¢i broj istrazivanja pokazuje da je antikancerogeni ucinak kurkumina
posljedica njegove prooksidacijske aktivnosti zbog indukcije nastanka ROS-a (Khan i sur.,
2012).

2.4.2. PCB i oksidacijski stres

Produkcija ROS-a tijekom izloZenosti ili metabolizma PCB-a otkriveno je u sustavima bez
stanica (engl. cell-free systems), u stanicama u kulturi i u studijama na laboratorijskim
Zivotinjama, a primarna mjesta uc¢inka oksidacijskog stresa izazvanog PCB-ima su lipidi,
proteini i DNA (Twaroski i sur., 2001). U fizioloskim okolnostima u kojima je glavni put
metabolizma PCB-a putem citokroma P-450, primarni fenolni metaboliti PCB-a mogu proci
drugu hidroksilaciju i dalje se oksidirati daju¢i reaktivne hidrokinone i kinone, koji mogu
generirati semikvinone. Pretpostavlja se da bi ovaj put metabolizma PCB-a mogao stvoriti
radikale koji bi mogli posredovati u citotoksi¢nosti dovode¢i do povecéanja razine ROS-a (Zhu
i sur., 2009). Metabolizam PCB-a povecava koli¢inu ROS-a u stanicama, pa rezultiraju¢a upala
moze uzrokovati oStecenje endotelnih stanica. Podaci iz literature pokazuju da planarni PCB
(npr. PCB 77 i PCB 126), izazivaju upalu ovisnu o aktivaciji AhR-a, §to rezultira pove¢anom
proizvodnjom ROS-a i ekspresijom proupalnih gena (Zwiereto i sur., 2020). Aktivacijom AhR-
a PCB utje¢u na regulaciju upalnih citokina, uklju¢ujuci interleukine (IL-6, 1L-2) i TNFa. (engl.
tumor necrosis factor alpha), stvaranje ROS-a i indukciju antioksidacijskih enzima.
Neravnoteza koja nastaje zbog kolic¢ine proizvedenog ROS-a i nemoguénosti eliminacije takvih
reaktivnih meduprodukata, rezultira oksidacijskim stresom i oste¢enjem tkiva (Gupta i sur.,
2018). Invitro i in vivo studije potvrduju vezu izmedu oksidacijskog stresa izazvanog PCB-ima
i neuroloskih poremecaja. Zbog visokog sadrzaja lipida u zivéanim stanicama i njihovim
intenzivnim metabolizmom kisika, pokazuju izuzetnu osjetljivost na velike koli¢ine ROS-a
generirane toksi¢nim uéincima PCB-a (ZwiereHo i sur., 2020).

Poznato je da stvaranje ROS-a dovodi do oksidacijskog stresa koji potom dovodi do
oStecenja stanica, mutageneze, kancerogeneze i stanicne smrti. Stoga, metabolicki oksidacijski
stres izazvan PCB-ima i njihovim metabolitima moze igrati vaznu ulogu u citotoksi¢nosti
stanica sisavaca. lako postoji sve viSe dokaza da PCB uzrokuju oksidacijski stres, precizna
identifikacija ROS-a te unutarstani¢ni izvori ROS-a odgovorni za toksi¢nost PCB-a ostaju jos

uvijek nerazumljivi (Zhu i sur., 2009).
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2.5. STANICNA SMRT

Mnostvo eksperimentalnih dokaza otkrivaju i sve detaljnije opisuju skup genetski kodiranih
mehanizama za ciljano uklanjanje suvis$nih, nepovratno oste¢enih i/ili potencijalno Stetnih
stanica (Galluzzi i sur., 2018). Visestani¢ni organizmi koriste fizioloSke mehanizme stanicne
smrti za razvoj i morfogenezu, za kontrolu broja stanica i kao obrambenu strategiju za
uklanjanje zarazenih, mutiranih ili o$tecenih stanica (Vaux i Korsmeyer, 1999).

Stani¢na smrt je izrazito organizirana temeljna aktivnost koja je jednako sloZzena u regulaciji
kao $to su dioba i diferencijacija stanica. U fizioloSkom kontekstu embrionalnog razvoja i
obnove tkiva, te kao patoloski odgovor na ozljedu stanica i infekciju patogenima, stani¢na smrt
je uklju¢ena u mehanizme koji kontroliraju razvoj, homeostazu i imunolosku regulaciju
viSestani¢nih organizama. To ukljucuje odrzavanje funkcije epitelne barijere, unistavanje
mikroba, adaptivni imunoloski odgovor, recikliranje bioloskih makromolekula, unutarstani¢no
signaliziranje 1 ocuvanje genomskog integriteta (Giampietri i sur., 2014; Tait 1 sur., 2014;
Danial i Hockenbery, 2018). Stani¢na smrt moze se pojaviti u visestrukim oblicima kao
odgovor na razlicite stresove, posebno oksidacijski stres. Gubitak kontrole u regulaciji stani¢ne
smrti pridonosi pojavi karcinoma, neurodegenerativnih poremecaja, autoimunih i zaraznih
bolesti te ozljeda (Tait i sur., 2014; Tang i sur., 2019).

Rana klasifikacija oblika stani¢ne smrti ovisila je o morfoloskim i strukturnim obiljezjima
pojedinih tkiva i1 stanica. Shweichel i Merker su 1973. godine objavili morfoloski sustav
znakova za klasificiranje stani¢ne smrti u tipove I (apoptoza), II (autofagija) i Il (nekroza). Sva
tri tipa stanicne smrti mogu biti izvrSena kroz razlicite, a ponekad i preklapajuce signalne puteve
ukljucene kao odgovor na specifi¢ne podrazaje (Green 1 Llambi, 2015; Tang 1 sur., 2019).
Odbor za nomenklaturu stani¢ne smrti (engl. The Nomenclature Committee on Cell Death,
NCCD) je 2005. godine formulirao preporuke i smjernice za klasifikaciju stani¢ne smrti
(Kroemer 1 sur., 2005). NCCD predlaze novu klasifikaciju signalnih puteva temeljenih na
biokemijskim i funkcionalnim razmatranjima te ukazuje da se tipovi stani¢ne smrti mogu
svrstati u dvije Siroke, medusobno isklju¢ive kategorije — slucajne (engl. accidental cell death
— ACD) i regulirane (engl. regulated cell death — RCD) stani¢ne smrti. ACD su uzrokovane
teSkim oStec¢enjima, ukljucujuci fizicke, kemijske i mehanicke podrazaje te nisu osjetljive na
farmakoloske ili genetske intervencije bilo koje vrste. RCD uklju¢uju genetski kodirane
molekularne sustave, stoga se tijek RCD-a moze mijenjati pomoc¢u farmakoloskih i/ili genetskih
intervencija usmjerenih na klju¢ne komponente takvih sustava (Galluzzi i sur., 2018). U

posljednjem desetljecu opisani su brojni novi oblici stani¢ne smrti (Tablica 1) i pojavilo se
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mnostvo novih in vitro i in vivo studija koje su okarakterizirale nove oblike RCD-a s

pripadajuc¢im regulatornim signalnim putevima (Feoktistova i Leverkus, 2015).

Tablica 1. Novi oblici regulirane stani¢ne smrti (RCD) (Tang i sur., 2019)

Piroptoza (engl. pyroptosis)

Nekroptoza (engl. necroptosis)

Partanatos (engl. parthanatos)

Okseiptoza (engl. oxeiptosis)

2.5.1. Apoptoza

Apoptoza (gré. andmtmois, apoptosis) je prvi identificiran genetski programiran proces
stani¢ne smrti (Eisenberg-Lerner i sur., 2009). Evolucijski je oCuvan i strogo reguliran, a bitan
je u fiziologiji jer oblikuje slozena tkiva tijekom embriogeneze te uklanja stanice koje su
dosegle odredenu starosnu dob ili ¢iji su genomi nepopravljivo osteéeni (Birge i sur., 2016).

Apoptoza je latentni mehanizam svojstven vecini stanica, a aktivira se kada je stanica liSena
bitnih faktora za prezivljavanje. Alternativno, apoptoza se moze izazvati namjerno, bilo
pomocu odredenih tipova teskih stani¢nih ostecenja ili kao odgovor na ekstracelularne signale
koji se prenose specificnim ligandima koji induciraju stani¢nu smrt (Ashkenazi i Salvesen,
2014). Apoptozu karakterizira sakupljanje stanica (piknoza), ispupenje membrane (protruzija),
formiranje apoptotskih tjeleSaca, fragmentacija DNA te kondenzacija kromatina (Slika 13)
(Tang i sur., 2019).

zaokruzivanje stanice protruzija membrane

¢ o

prije apoptoze

stvaranje mjehuric¢a

na povisini stanice formiranje apoptotskih

tjelesaca

Slika 13. Faze procesa apoptoze (prema Tixeira i sur., 2017)

Apoptoza se javlja normalno tijekom razvoja i starenja te kao homeostatski mehanizam za

odrzavanje stani¢ne populacije u tkivima. Takoder se pojavljuje i kao obrambeni mehanizam u
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obliku imunoloske reakcije tijekom bolesti i kada toksi¢ni agensi oSte¢uju stanice. Iako postoji
Siroki raspon podrazaja i stanja (fizioloskih i1 patoloskih) koji mogu potaknuti apoptozu, sve
stanice ne¢e nuzno umrijeti kao odgovor na isti podrazaj. Zracenje ili lijekovi koji se koriste za
kemoterapiju dovode do oste¢enja DNA u nekim stanicama, $to moze dovesti do apoptotske
smrti putem p53 ovisnog puta. Hormoni, kao $to su kortikosteroidi, mogu dovesti do apoptotske
smrti u nekim stanicama (npr. timociti) (Elmore, 2007).

Sredi$nji apoptotski enzimski aparat sastoji se od proteolitickih enzima kaspaza —
citoplazmatskih cisteinil-aspartatno-specifi¢nih endoproteaza (Zlender, 2003; Ashkenazi i
Salvesen, 2014), koje se dijele u dvije kategorije — (1) inicijatorske kaspaze (npr. kaspaza-8, -
9), koje se nalaze samo kod ljudi i njihova aktivacija je potrebna za aktiviranje drugog seta
kaspaza, (2) izvrsiteljskih ili efektorskih kaspaza (npr. kaspaza-3, -7) (Ashkenazi i Salvesen,
2014). Apoptotski podrazaji poticu aktivaciju jedne ili viSe inicijatorskih kaspaza preko
specificnih oligomerizacijskih platformi. Inicijatori zatim pokre¢u kaskadnu proteoliti¢ku
stimulaciju efektorskih kaspaznih zimogena. Aktivirani enzimi poti¢u apoptotsku smrt stanice
cijepanjem stotina ili Cak tisuca strukturno i funkcionalno kriticnih proteina unutar stanice
(Ashkenazi i Salvesen, 2014).

Stani¢nu smrt kontroliraju proteini Bcl-2 (engl. B cell lymphoma 2) i to primarno izravnim
veznim interakcijama koje reguliraju permeabilizaciju vanjske membrane mitohondrija (engl.
mitochondrial outer membrane permeabilization, MOMP), §to dovodi do nepovratnog
oslobadanja intermembranskih proteina, otpustanja citokroma c iz mitohondrija te kasnije do
aktivacije kaspaza i apoptoze. Bcl-2 proteini dijele jednu ili vise od Cetiri visoko ouvane
homologne domene Bcl-2 (BH1 — BH4) te se na temelju njihovih struktura i unutarstani¢nih
funkcija, ali i po stupnju homologije dijele u 3 skupine: (1) sub-obitelj koja ukljucuje Bel-2,
Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, Bfl-1/al (anti-apoptotski proteini; dijele homologiju unutar sve Cetiri
regije; BH1 — BH4), (2) sub-obitelj koja ukljucuje Bax, Bak, Bok (pro-apoptotski proteini;
sadrze tri homologne domene; BH1 — BH3, iako je u nekih uoc¢ena homologija i unutar BH4
domene) i (3) sub-obitelj koja uklju¢uje Bad, Bid, Bik, Bim, Bmf, Hrk, Noxa, Puma (pro-
apoptotski; dijele homologiju unutar BH3 domene) (Mileti¢ i sur., 2021).

Razlikujemo vanjski (ekstrinzi¢ni) put apoptoze, koji ukljucuje receptore smrti ili direktno
djelovanje enzima citotoksi¢nih T-limfocita (perforin, granzim B) te unutrasnji (intrinzi¢ni)
mitohondrijski put apoptoze (Zlender, 2003). Vanjski put ili put posredovan receptorima smrti
prima i obraduje izvanstani¢ne signale koji induciraju smrt 1 koji djeluju preko tih receptora na
povrsini stanica (Derakhshan i sur., 2016; Dasgupta i sur., 2017). Nasuprot tome, unutarnji put

prima i integrira unutarstani¢ne signale i funkcije kroz mitohondrije (Dasgupta i sur., 2017).
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Aktivacija unutarnjeg ili mitohondrijskog puta inducirana je citogenetskim oSte¢enjima
uzrokovanima zracenjem ili kemoterapijom. Takav stres uzrokuje permeabilizaciju
mitohondrija i oslobadanje apoptogenih proteina, ukljucujuci citokrom ¢ (Cyt C) i SMAC (engl.
second mitochondria-derived activator of caspases) iz mitohondrija u citosol. Citosolni Cyt ¢
stupa u interakciju s Apaf-1 (engl. apoptotic protease activating factor 1), stvarajuc¢i multimerni

kompleks apoptosom, koji aktivira kaspazu-9 i -3 (Slika 14) (Derakhshan i sur., 2016).

UNUTARNII PUT VANIJSKI PUT

citogenetska
oslecenja

4

receptori smrti

anti-apoptotski
Bel-2 proteini

:
O
Cam1 )
Slika 14. Unutarnji vs. vanjski putevi apoptoze (prema Dai i sur., 2016)
[kratice: Apaf-1: faktor aktivacije apoptotske proteaze 1; Bad, Bax: pro-apoptotski Bcl-2

proteini; Cyt C: citokrom C; SMAC: drugi mitohondrijski aktivator kaspaza; XIAP: X-vezan
inhibitor apoptoze]
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2.5.2. Nekroza

Za razliku od apoptoze, nekroza (gré. vékpwoig, nékrosis) se smatra nereguliranom i
neprogramiranom stani¢nom smrti (Feoktistova i Leverkus, 2015). Tradicionalno se nekroza
opisuje kao pasivni i nekontrolirani proces, iniciran vanjskim ¢imbenicima kao S$to su
ishemijsko-reperfuzijska ozljeda, toksini, virusne i bakterijske infekcije. Obi¢no se ne povezuje
s aktivacijom kaspaza, te se smatra da posreduje u smrti stanica kao odgovor na ostecenje ili u
patologiji, a ne tijekom normalnog razvoja (Nikoletopoulou i sur., 2013). Karakterizirana je
nabreknu¢em organela i stanica, gubitkom integriteta plazmine membrane te njenim brzim
raspadom, §to rezultira lizom stanica i nekontroliranim oslobadanjem unutarstani¢nog sadrzaja
unutar nekrotiénog organa u izvanstani¢ni prostor te oSteCenjem susjednih stanica Sto
posljedi¢no dovodi do aktivacije imunoloskog sustava (Slika 15) (Jha i Kitsis, 2011; Negroni i
sur., 2015). Takoder, izlaganje stanica nepovoljnim uvjetima (mehanicka sila, toplina, hladnoc¢a

i toksini) uzrokuje nekrozu (Hotchkiss i sur., 2009).
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Slika 15. Morfoloske karakteristike procesa nekroze (prema Escobar i sur., 2015)

Brojni organeli i stani¢ni procesi uklju¢eni su u nekroti¢nu smrt stanice, ali jo§ uvijek nije
jasno kako su medusobno povezani. Uobicajeni posrednici procesa nekroze su kalcijevi ioni
(Ca?"), koji uzrokuju preoptereéenje mitohondrija kalcijem, razli¢ite bioenergetske uéinke te
aktivaciju proteaza i fosfolipaza. Nekrozu izmedu ostalog poti¢u i ROS time $to uzrokuju
disfunkciju mitohondrija, deregulaciju homeostaze iona i gubitak integriteta membrane.
Disfunkciju mitohondrija odrazava niska razina ATP-a i podudara se s poremecajem
metabolizma §to potom dovodi do pojave nekroze. Poli-ADP-riboza polimeraza (engl. poly
(ADP-ribose) polymerase, PARP) je enzim koji tijekom popravka visestrukih lomova lanaca
DNA moze iscrpiti stani¢ne spremnike ATP-a, a njegovom inhibicijom ublazit ¢e se nekroza u

ishemijsko-reperfuzijskim ozljedama i u drugim vrstama ostecenja (Mileti¢ i sur., 2021).

2.5.3. Polifenoli i stani¢na smrt

Prirodni polifenolni spojevi koji su prisutni u nasoj prehrani, poput genisteina, kvercetina,
kurkumina, resveratrola mogu izmijeniti signalne puteve i inducirati stani¢énu smrt (Hasima i
Ozpolat, 2014; Feitelson i sur., 2015). Veéina mehanizama djelovanja antikancerogenih biljnih
derivata inducira apoptotsku stani¢nu smrt koja moze biti intrinzi¢na ili ekstrinzi¢na, a ovisna
je o kaspazi 1/ili p53 putu ili su to neovisni mehanizmi. IstraZivanjima je otkriveno da polifenoli
inhibicijom nuklearnog faktora kB (engl. nuclear faktor kB, NF-xB), fosfatidilinozitol 3-kinaze
i hipoksijom induciranog faktora 1 inhibiraju klju¢ne signalne puteve koji doprinose
proliferaciji stanica karcinoma (Gali-Muhtasib i sur., 2015). Tretman stani¢nih linija jajnika
(A2780, CaOV3, ES-2, TOV112D, A1947) resveratrolom rezultirao je inhibicijom rasta i
stani¢énom smrti apoptotskim i neapoptotskim mehanizmima. Visoke koncentracije resveratrola
(150 uM) povezane su s povecanjem udjela apoptotskih stanica u kulturi $to je dokazano
prisutnosc¢u hipodiploidnih stanica, te kondenzacijom kromatina i nuklearnom fragmentacijom
(Gali-Muhtasib i sur., 2015). Istrazivanjima je otkriveno da kurkumin inducira apoptozu u
razliitim tumorskim stanicama, ukljucujuci stanice leukemije, karcinoma debelog crijeva,
prostate i dojke. Kurkumin regulira aktivnost NF-kB, potiskujuci tako transformaciju stanica.

Utvrdeno je da kurkumin smanjuje aktivnost NF-xB i i razine proteina ciklin D1 te povecava
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ekspresiju negativnog regulatora stanicnog ciklusa (p21) Sto rezultira aktivacijom apoptotskih
puteva u stanicama karcinoma (Gali-Muhtasib i sur., 2015; Haveri¢ i sur., 2018). Kurkumin u
koncentracijama 20 — 25 uM inducira apoptozu u tumorskim stanicama, dok vise koncentracije

povecéavaju udio nekroti¢nih stanica (Haveri¢ i sur., 2018).

2.5.4. PCB i stani¢na smrt

In vitro studije pokazale su da PCB mogu potaknuti apoptozu u neuronima i sugeriraju da je
ovaj uinak djelomi¢no posredovan povecanom razinom ROS-a, a podaci in vivo studija
potvrduju da PCB moduliraju apoptozu u mozgu u razvoju (Jang i Lein, 2010). Neplanarni PCB
(PCB 52, PCB 153 i PCB 180) i planarni PCB (PCB 77 i PCB 118) induciraju stani¢nu smrt
(apoptozu) u stanicama humanog karcinoma dojke (MDA-MB-231 i MCF-7) i stanicama
humanog bubrega (HK2) aktivacijom kaspaza (Hashmi i sur., 2017). Studija Ghosh i sur. (2010)
pokazuje da PCB 153 i PCB 77 u eksperimentalnim uvjetima znacajno induciraju gubitak
vijabilnosti stanica u humanim kulturama jetre i bubrega. U jetri se inducira mitohondrijski
(intrinzi¢ni) put apoptoze potaknut PCB-em 153, u usporedbi s nuklearnim apoptotskim putem
induciranim PCB-em 77 (Ghosh i sur., 2010).

2.6. UCINCI POLIFENOLA NA CITOTOKSICNOST INDUCIRANU

POLIKLORIRANIM BIFENILIMA

PCB zbog svoje toksi¢nosti 1 svojstva biomagnifikacije 1 bioakumulacije predstavljaju
znacajan rizik i za okoli§ i za ljude. Istrazivanja utjecaja prehrane na zdravlje pokazala su da
prehrana obogacena polifenolima i antioksidansima smanjuje oksidacijski stres i upale izazvane
PCB-ima (Gupta i sur., 2018). lako se polifenoli i druge fitokemikalije od davnina koriste u
tretmanu mnogih bolesti, njihov nacin djelovanja jos$ uvijek nije potpuno razjasnjen. U pocetku
su ih povezivali s uklanjanjem slobodnih radikala i antioksidacijskim djelovanjem, medutim,
trenutna istrazivanja ukazuju na to da polifenoli pokre¢u slozenije zaStitne mehanizme na
stani¢noj 1 molekularnoj razini, §to moze biti najvaznije za sprjeCavanje kancerogeneze
izazvane toksikantima iz okoliSa (Lagoa i sur., 2020). Metabolicke transformacije PCB-a
povecavaju razinu ROS-a i znacajno smanjuju koli¢inu GSH-a, Sto inducira oksidacijski stres.
Poremecaj u oksido-redukcijskom sustavu dovodi do osteéenja DNA, apoptoze, upale i
disfunkcije unutar kaveola te do o$teéenja u sinapsama i krvno-mozdanoj barijeri (Zwieretto i
sur., 2020). Zastitni ucinci polifenola proizlaze iz njihovog utjecaja na razinu i aktivnost
antioksidacijskih enzima. Polifenoli suzbijaju toksi¢ne u¢inke PCB-a inducirajuéi ekspresiju
gena koji kodiraju antioksidacijske enzime i koji posreduju u uklanjanju ROS-a, ¢ime
uspostavljaju oksido-redukcijsku ravnotezu te inhibiraju kaskadu proapoptotskih i proupalnih
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signala (Slika 16) (ZwiereHo i sur., 2020). Istrazivanjima na polifenolima otkriveno je da uz to
Sto Stite od oksidacijskog stresa, upale i toksi¢nosti posredovanih PCB-ima, takoder vezu te

spojeve te tako doprinose smanjenju tjelesnog opterecenja PCB-ima (Petriello i sur., 2014).
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Slika 16. Utjecaj polifenola na toksi¢nost PCB-a (prema ZwiereHo i sur., 2020)
[kratice: AChE: acetilkolinesteraza; AhR: aril ugljikovodi¢ni receptor; ARE: element
antioksidacijskog odgovora; Bcl-2: B-cell lymphoma 2 protein; Bad, Bax, Bid: pro-apoptotski
Bcl-2 proteini; CAT: katalaza; CK: kreatin kinaza; CYP: citokrom P450; D1 — D5: receptori
dopamina; EH: epoksid hidrolaza; Fas: FS7-povrSinski antigen; FasL: Fas ligand; GPx:
glutation peroksidaza; GSH: glutation; GST: glutation S-transferaza; Hsp90: protein toplinskog
Soka 90; ICAM: molekula intercelularne adhezije; Il: interleukin; JAM: spojna adhezijska
molekula; MDA: malondialdehid; NF-kB: nuklearni faktor kB; Nrf-2: nuklearni faktor eritroid
2 povezan s faktorom 2; P: polifenoli; PCB: poliklorirani bifenili; p23: protein 23; p53: protein
53; ROS: reaktivne kisikove vrste; SOD: superoksid dismutaza; TNF: faktor nekroze tumora;
VCAM: adhezijski protein vaskularnih stanica; XRE: element odgovora na ksenobiotik; ZO1-
Z02: zonula occludens proteini]

Postoje in vitro dokazi koji pokazuju zastitni u¢inak antioksidanasa poput kvercetina i
epigalokatehin-3-galata (EGCG) protiv upale izazvane PCB-em 77, a za vitamine C i E
pokazano je da Stite od oksidacijskog stresa uzrokovanoga PCB-ima (Gupta i sur., 2018).
Istrazivanje Murati i sur. (2017) pokazalo je da predinkubacija vitaminom E CHO-K1 stanica
tretiranih PCB-em 77 i PCB-em 153 dovodi do smanjenja razine nastalog ROS-a (Murati i sur.,
2017).

Polifenoli mogu djelovati i putem AhR i Nrf2 posredovanih mehanizama kako bi se
sprijecila upala izazvana PCB-ima (Chen i sur., 2017). EGCG i kvercetin inhibiraju stani¢ni
oksidacijski stres izazvan dioksinom i PCB-ima smanjenjem stvaranja ROS-a, modulacijom
mehanizama AhR i NF-«B te regulacijom Nrf2-povezanih antioksidacijskih gena (Lagoa i sur.,
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2020). Prema istrazivanjima Hoffmana i Henninga (2017), konzumacija zelenog Caja moze
smanjiti oksidacijske i upalne reakcije povezane s izlozenosti PCB-u 126 kroz regulaciju
antioksidacijskin enzima. EGCG pokazuje epigenetsku regulaciju NF-xB ciljnih gena,
smanjuju¢i mehanizme upale endotelnih stanica izazvane PCB-em 126. Pokazano je da
resveratrol djeluje na primarni receptor planarnih PCB-a, AhR, ograni¢ava njegovu aktivaciju
I naknadnu proupalnu signalnu kaskadu. EGCG moze sprijeciti crijevnu apsorpciju lipida i
visoko lipofilnih organskih spojeva i potaknuti direktno izluc¢ivanje PCB-a (Petriello i sur.,
2014). Rezultati studije Baker i sur. (2013) pokazuju da suplementacija resveratrolom u
potpunosti sprjecava PCB-em 77 uzrokovano smanjenje inzulinske tolerancije. PCB 77 dovodi
do izrazitog pada razine fosforilirane protein kinaze B (engl. phosphorylated protein kinase B,
pAkt) enzima stimuliranog inzulinom u masnom tkivu, a taj je u¢inak inhibiran resveratrolom.
U uzgojenim adipocitima PCB 77 povecao je oksidacijski stres i smanjio inzulinom stimulirane
omjere pAkt/Akt te unos glukoze, a ovisno o koncentraciji resveratrola ti u¢inci PCB-a 77 su
smanjeni. Rezultati takoder pokazuju da resveratrol smanjuje oksidacijski stres izazvan PCB-

em 77 u masnom tkivu i istovremeno poboljsava signalizaciju Nrf2 (Baker i sur., 2013).

2.7. TESTOVI TOKSICNOSTI

Ispitivanja toksi¢nosti provode se u okviru sigurnosnih procjena za razlicite vrste kemikalija
i proizvoda (Worth, 2019). Preklini¢ka ispitivanja toksi¢nosti U razli¢itim bioloskim sustavima
otkrivaju specifi¢ne toksi¢ne ucinke ovisno o vrsti organizma, organu i dozi. Toksi¢nost tvari
moze se promatrati (i) proucavanjem slucajnih izloZzenosti odredenoj tvari, (ii) in vitro
testovima upotrebom stanica/stani¢nih linija, (iii) in vivo upotrebom pokusnih zivotinja
(Parasuraman, 2011). Toksikoloska ispitivanja mjere ucinke ograniene izloZenosti
laboratorijske zivotinje jednokratnim dozama toksi¢ne tvari — akutna toksic¢nost (iritacija koze
i oka, akutna sistemska toksi¢nost), kao i ponavljanim, dugotrajnim dozama — kroni¢na
toksi¢nost. Takoder ispituje se moguca citotoksi¢nost, genotoksicnost 1 mutagenost,
kancerogenost, reproduktivna i razvojna toksi¢nost te teratogenost, toksikokinetika i alergenost
(Zurlo i sur., 1994; Worth, 2019).

Testovi toksi¢nosti dijele se na klasi¢ne (in vivo) i alternativne (in vitro) testove
(Parasuraman, 2011). Zamjena klasi¢nih testova na laboratorijskim zivotinjama s alternativnim
testovima (lokalna toksi¢nost za kozu i oko, osjetljivost koze, genotoksi¢nost) postignuta je
obzirom da metode u kojima se ne koriste Zivotinje U velikoj mjeri pruzaju informacije
istovjetne onima dobivenim upotrebom klasi¢nih testova. Medutim, izravna zamjena testova na

zivotinjama nece biti moguca i ne bi imala smisla za slozenije krajnje tocke, ukljucujuci akutnu
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sistemsku toksi¢nost, toksi¢nost ponovljenim dozama, kancerogenost te reprodukcijsku i

razvojnu toksi¢nost (Worth, 2019).

2.7.1. Klasi¢ni (in vivo) testovi toksi¢nosti

Upotreba zivotinja u studijama toksi¢nosti zapocela je 1920-ih, kad je J. W. Trevan predlozio
upotrebu LDsg testa (engl. lethal dose) za odredivanje smrtonosne doze pojedinih kemikalija
(Parasuraman, 2011). Ispitivanje toksi¢nosti tradicionalno se provodi na velikom broju
zivotinjskih vrsta, a odreduje se doza ispitivane tvari pri kojoj 50% tretiranih zivotinja umire.
U provedbi testova toksi¢nosti najéesée se koriste glodavei, ali i vece zivotinje, poput zeCeva,
pasa 1 primata. U svrhu zaStite okoliSa, s ciljem odredivanja u¢inaka na razli¢itim razinama u
ekosustavu, ispitivanja se provode na algama, bakterijama, biljkama, beskraljeSnjacima i
ribama, ali 1 na insektima, crvima, vodozemcima i pticama. Samo su kraljeznjaci zaSti¢eni
zakonodavstvom o koriStenju zivotinja u znanstvene svrhe te je za njihovo ukljucivanje u
toksikoloska istrazivanja potrebno ishoditi dozvole etickih povjerenstava (Worth, 2019).

Koristenje rezultata ispitivanja na zivotinjama za predvidanje utjecaja na zdravlje ljudi
ukljucuje niz pretpostavki i ekstrapolacija koje su i danas predmetom rasprave. U konacnici,
upotreba testnih zivotinja je skupa i dugotrajna, a postavljaju se i brojna eticka pitanja (NRC,
2007). Iako se procjena toksi¢nosti na zivotinjskim modelima i dalje smatra zlatnim
standardom, sve su vec¢i zahtjevi za primjenom alternativnih modela procjene toksi¢nosti
(Gosslau, 2017). Povecani interes i svakodnevni napredak u znanstvenoj zajednici doveli su do

razvoja alternativnih metoda (Luck de Aratjo i sur., 2014).

2.7.2. Alternativni (in vitro) testovi toksi¢nosti

Da bi se poboljSala znanstvena osnova trenutnih postupaka procjene rizika, potrebno je bolje
razumijevanje mehanizama toksicnosti izazvanih kemikalijama. Stoga je odgovor na to
upotreba in vitro modela ispitivanja, koji istrazivacu pruzaju znatno vecu kontrolu nad
varijablama, a relativno je jednostavno, jeftino i ué¢inkovito (Jain i sur., 2018). In vitro stani¢na
kultura obec¢avajuca je 1 trenutno najuspjesnija alternativa upotrebi zivotinja. Izolirane stanice,
tkiva i organi mogu se pripremiti i odrzavati u kulturi metodama koje Cuvaju svojstva i
karakteristike tih stanica, tkiva i organa (Krishna i sur., 2014).

Zacetnici ,,3R koncepta* (engl. reduction, refinement, replacement), objavljenog 1959.
godine u knjizi The Principles of Humane Experimental Technique, su W. M. S. Russell i R. L.
Burch (Luck de Aragjo i sur., 2014; Tannenbaum i Bennett, 2015). ,, 3R koncept“ vodece je
nacelo za upotrebu Zivotinja u istrazivanjima Sirom svijeta: (i) Smanjenje (engl. reduction) se
odnosi na strategije koje omogucuju istrazivacima usporedivu razinu informacija dobivenih od
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manjeg broja Zivotinja ili viSe informacija od istog broja zivotinja, (ii) poboljsanje (engl.
refinement) se odnosi na strategije koje ublazavaju ili minimiziraju potencijalnu bol, patnju ili
stres i poboljsavaju dobrobit Zivotinja, (iii) zamjena (engl. replacement) se odnosi na upotrebu
alternativnih metoda kad god je to moguce (Krishna i sur., 2014). Kao dodatak postoje¢im ,, R “-
ovima, CPCSEA (engl. The Committee for the Purpose of Control and Supervision of
Experiments on Animals) dodao je jos jedan ,, R ““ za rehabilitaciju (engl. rehabilitation). Cetvrti
,,R ““ jasno odrazava moralnu odgovornost istrazivaca prema zivotinjama nakon eksperimenata.
Troskove rehabilitacije i naknadne njege pokusnih Zivotinja trebalo bi uzeti u obzir pri izradi
proracuna za istrazivacki projekt (Singh 1 sur., 2018).

In vitro toksikologija proucava toksikoloske ucinke na modelima poput dijelova tkiva,
izoliranih organa, izoliranih primarnih kultura stanica, kulture eksplantata, stani¢nih linija, pa
¢ak 1 na subcelularnim frakcijama poput mitohondrija, mikrosoma i membrana (Singh 1 sur.,
2018). Stanice, kulture tkiva 1 organi koriste se u visoko kontroliranim testovima toksi¢nosti
koji su Cesto jeftiniji od klasi¢nih testova (Gallagher, 2003).

Tehnika kulture stanica zapocela je u 20. stolje¢u kako bi se proucavalo ponaSanje
zivotinjskih stanica u laboratorijskim (in vitro) uvjetima. Tehnologija ukljucuje izolaciju
stanica iz prirodnog okolisa te prijenos u in vitro okruzje u prikladnom mediju za uzgoj (Gupta
i sur., 2016). U sustavima stani¢ne kulture cilj je stanice, koje su u tkivima u trodimenzionalnom
okruzenju, kultivirati in vitro u odgovaraju¢im uvjetima (Uysal i sur., 2017). Kulture stanica
izolirane iz svjezih tkiva ¢ine primarnu kulturu stanica (Singh i sur., 2018). Primarna kultura
moze se smatrati takvom dok se uspjesno ne subkultivira, kad postaje stani¢na linija (Ekwall i
sur., 1990). Potreba subkultivacije javlja se kad je primarna kultura iskoristile sve hranjive tvari
prisutne u mediju za uzgoj stanica 1/ili (u slu¢aju monoslojnih kultura stanica) ukoliko stanice
prerastu povrSinu posude za kultivaciju. Iz vrlo heterogene primarne kulture, koja sadrzi mnoge
vrste stanica prisutnih u izvornom tkivu, razvija se stanicna linija (Freshney, 2011).

Stani¢ne linije osiguravaju ,,cistu* populaciju stanica, $to je bitno jer se dobivaju dosljedni
uzorci i ponovljivi rezultati. Serijsko pasaziranje moze uzrokovati genotipske i fenotipske
varijacije pa stani¢ne linije mozda adekvatno ne predstavljaju primarne stanice i mogu dati
razli¢ite rezultate. Drugi problem povezan sa stanicnim linijama je oneciS¢enje drugim
stani¢nim linijama i mikoplazmama (Kaur i Dufour, 2012). Stani¢ne linije dijele se na konac¢ne
i kontinuirane stani¢ne linije te linije mati¢nih stanica (Coecke i sur., 2005). Konacna stani¢na
linija raste kroz ogranic¢en broj stani¢nih dioba, obi¢no izmedu 20 i 80 udvostrucenja stani¢ne
populacije prije faze senescencije. Stvarni broj udvostrucenja ovisi o razlikama u vrsti, stani¢noj

liniji te o uvjetima uzgoja (Freshney, 2011). Kontinuirana stani¢na linija potjece iz primarnih
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kultura stanica koje su transformirane spontano ili je transformacija izazvana virusima,
kemijskim ili fizickim agensima (Ekwall i sur., 1990). Prvu kontinuiranu stani¢nu liniju, tzv.
,,L* stani¢nu liniju (L929), iz potkoznog misjeg tkiva uspostavio je W. R. Earle 1948. godine,
au 1950-ima i 60-ima uspostavljene su prve humane stani¢ne linije (Jedrzejczak-Silicka, 2017).

Uvjeti uzgoja stani¢nih i tkivnih kultura u mnogo¢emu se razlikuju od onih in vivo. Klju¢ni
elementi in vitro uzgoja ukljuc¢uju medij, suplemente odgovarajuce uvjete inkubacije (Coecke
i sur., 2005). Tijekom razvoja stani¢nih linija u obzir se uzimaju razli¢iti unutarnji (genetski) I
vanjski (okolis$ni) faktori koji promicu i poticu rast stanica, produzuju odrzivost kulture i
poboljsavaju specifiénu produktivnost (Kelly i sur., 2018). Postoje dva razli¢ita nacina uzgoja
stanica u kulturi — stanice koje se pri¢vrS¢uju na povrSinu posude za uzgoj (adherentne,
monoslojne) stanice i stanice koje rastu u suspenziji. Vecina stanica kraljeznjaka, bilo u obliku
primarnih kultura ili stani¢nih linija, pri¢vr$éuje se za povrsinu posude za uzgoj. Stanice i
stani¢ne linije hematopoetskog podrijetla (najées¢e limfociti) vec¢inom rastu slobodno u
suspenziji (Verhoeckx i sur., 2015).

Medij za uzgoj najvaznija je komponenta uzgoja jer osigurava potrebne hranjive tvari,
faktore rasta i hormone za rast stanica, kao i faktore za regulaciju pH i osmotskog tlaka u kulturi.
Tri osnovne skupine medija su bazalni medij (engl. basal media) koji se sastoji od
ugljikohidrata, aminokiselina, soli, bikarbonata, vitamina i hormona, medij sa smanjenim
udjelom seruma (engl. reduced-serum media) i medij bez seruma (engl. serum-free media)
(Uysal i sur., 2017). Kako bi se osigurali optimalni uvjeti za rast i razmnozavanje stanica u
mediju za uzgoj potrebna je i prisutnost seruma, u koli¢ini od 5-20 %. Sadrzaj seruma ovisi o
tipu stanica, a sadrzi faktore rasta, proteine (albumin, transferin, fibronektin, globulini),
hormone (hidrokortizon, inzulin, tiroksin, trijodotironin), vitamine, razliite hranjive tvari
(glukoza, aminokiseline, poliamini), lipide (kolesterol, masne kiseline, fosfolipidi, linolenska
kiselina), minerale (kalcij, Zeljezo, kalij, kloridi, selen, natrij, cink, fosfat) i inhibitore pojedinih
enzima (npr. proteaza). Serumi koji se koriste u kultivaciji stani¢nih linija su teleéi, fetalni
govedi, konjski i ljudski, a najcesce se koriste tele¢i (engl. calf serum, CS) i fetalni govedi
serum (engl. fetal bovine serum, FBS) (Coecke i sur., 2005; Freshney, 2011). Neke od
komponenata koje se mogu naéi u serumu su imunoglobulini, endotoksini i hemoglobin
(Coecke 1 sur., 2005). Serum sadrzi i faktore adhezije te ispoljava antitripsinsku aktivnost
(Freshney, 2011).

Osim zadovoljenja nutritivnih potreba, uzgoj stani¢nih linija zahtjeva strogo kontrolirane
uvjete i asepticke tehnike rada koji se osiguravaju primjenom laminara, a kultivacija stanica

odvija se u inkubatoru s kontroliranom atmosferom. Vecina stanica sisavca zahtijeva
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temperaturu uzgoja od 37°C, CO2 u rasponu od 5 — 10% i relativnu vlaznost od 95%
(Jedrzejczak-Silicka, 2017). Iako optimalni pH za stani¢ni rast varira relativno malo izmedu

razliCitih stani¢nih linija, vecina stani¢nih linija dobro raste pri pH 7,4 (Freshney, 2011).
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3. MATERIJALI | METODE
3.1.MATERIJALI

3.1.1. Bioloski materijali
U radu su koriStene dvije adherentne stani¢ne linije. Stani¢na linija ovarija kineskog hrcka
(engl. Chinese Hamster Ovary, CHO-K1) i stani¢na linija hepatocelularnog karcinoma (engl.

Murine Hepatoma, Hepal-6).

3.1.1.1. CHO-K stanicna linija

Originalnu CHO stani¢nu liniju generirao je dr. Theodore T. Puck 1956. godine kad je
izolirao spontano imortalizirane fibroblaste iz kulture ovarija kineskog hr¢ka. CHO-K 1 stani¢na
linija (Slika 17) je izvedena iz subklona originalne stani¢ne linije 1957. godine Ova stani¢na

linija uzgaja se u Dulbecco's DMEM/F-12 mediju za uzgoj uz dodatak 5 — 20% FBS-a.

Vi

Slika 17. CHO-K1 (ATCC CCL-61) stani¢na linija (ATCC, 2020b)

3.1.1.2. Hepal-6 stanicna linija

Klon Hepal-6 (Slika 18) izoliran je iz BW7756 tumora koji je nastao spontano u misjem
soju C57L/J. Ima Siroku primjenu u in Vvitro istrazivanjima, okarakterizirane su zadrzavanjem
specifi¢nih svojstava jetre poput aktivnosti specifi¢nih jetrenih enzima (Darlington i sur., 1980).

Uzgaja se u Dulbecco's DMEM mediju za uzgoj uz dodatak 5 - 20% FBS-a.

Slika 18. Hepal-6 stani¢na linija (Imanis Life Sciences, 2020)

Stani¢ne linije rastu u monosloju pa se za vrijeme subkultivacije podvrgavaju tretmanu

tripsinom kako bi se odvojile od povrsine na kojoj rastu.
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3.1.2. Kemikalije
U radu su koristene sljedec¢e kemikalije:

Dulbecco's Modified Eagle's Medium Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12) (minimalni
esencijalni medij s 15 mM HEPES-om, NaHCOs i piridoksinom), Sigma-Aldrich, St.
Louis, SAD

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (minimalni esencijalni medij s L-
glutaminom, CsHsNaOs, NaHCOs i 4500 mg L glukoze), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Fetal Bovine Serum (FBS — fetalni govedi serum), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
0,25 % Trypsin-EDTA 1X (tripsin — EDTA), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

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

PCB 153 (2,2',4,4',5,5'-heksaklorbifenil), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Resveratrol (RSV), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Ferocenski triacilni derivat resveratrola (RF), Laboratorij za organsku kemiju, PBF, Zagreb,
RH
Kurkumin (CRC), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Ferocenski analog kurkumina (CF), Laboratorij za organsku kemiju, PBF, Zagreb, RH
Trypan Blue, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

DMSO (dimetilsulfoksid), Carlo Erba Reagents, Val de Reuil, Francuska

Coomassie Brilliant Blue R-250, LKB, Bromma, Svedska

Kalijev klorid (KCI), Kemika, Zagreb, RH

Kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO.), Kemika, Zagreb, RH

Dinatrijev hidrogenfosfat, bezvodni (Na2HPO,), Kemika, Zagreb, RH

Natrijev klorid (NaCl), Kemika, Zagreb, RH
Ledena octena kiselina (CHsCOOH), Kemika, Zagreb, RH

Apsolutni etanol (EtOH, C2HsOH), Alkaloid, Skoplje
Destilirana voda (dH20)

Neutralrot, E. Merck Ag — Darmstadt, Njemacka

DCFDA/H2DCFDA — Cellular ROS Assay Kit (ab113851, kit za detekciju ROS-a), Abcam,
Cambridge, UK

Muse® Annexin V & Dead Cell Assay kit, kat. broj MCH 100105, Millipore, Merck,
Darmstadt, Njemacka

3.1.3. Otopine i puferi

Dulbecco's MEM/F-12
SASTOJCI KONCENTRACIJA (mg LY)
AMINOKISELINE
glicin 18,75
L-alanin 4,45
L-arginin hidroklorid 147,50
L-asparagin x H20 7,50
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L-asparaginska kiselina 6,65
L-cistein hidroklorid x H20 17,56
L-cistein x 2HCI 31,29
L-glutaminska kiselina 7,35
L-glutamin 365,00
L-histidin hidroklorid x H20 31,48
L-izoleucin 54,47
L-leucin 59,05
L-lizin hidroklorid 91,25
L-metionin 17,24
L-fenilalanin 35,48
L-prolin 17,25
L-serin 26,25
L-treonin 53,45
L-triptofan 9,02
L-tirozin x 2Na x 2H,0 55,79
L-valin 25,85
VITAMINI
biotin 0,0035
kolin klorid 8,98
D-Ca pantotenska kiselina 2,24
folna kiselina 2,65
nikotinamid 2,02
piridoksin hidroklorid 2,00
riboflavin 0,219
tiamin hidroklorid 2,17
vitamin Bi2 0,68
i-inozitol 12,60
ANORGANSKE SOLI
CaCl; 116,60
CuS0O4 x 5H,0 0,0013
Fe(NO3)3 x 9H.0 0,05
FeSO4 x 7TH20 0,417
MgCl; x 6H.0 61,00
MgSQO4 x 7H20 100,00
KCI 311,80
NaHCOs3 1200,00
NaCl 6995,50
NazHPO4 x 7H,0 134,00
NaH2PO4 x H20 62,50
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ZnS04 x 7TH20 0,432
OSTALI SASTOJCI

D-glukoza 3151,00

HEPES 3075,40
hipoksantin x Na 2,39
linolna kiselina 0,042
lipoi¢na kiselina 0,105
fenol crveno 8,10
putrescin x 2HCI 0,081
Na piruvat 55,00
timidin 0,365

Dulbecco’'s MEM
SASTOJCI KONCENTRACIJA (mg L?)

AMINOKISELINE

L-arginin hidroklorid 84,00
L-cistein x 2HCI 62,60
L-glutamin 584,00

glicin 30,00
L-histidin hidroklorid x H2O 42,00
L-izoleucin 105,00
L-leucin 105,00
L-lizin hidroklorid 146,00
L-metionin 30,00
L-fenilalanin 66,00
L-serin 42,00
L-treonin 95,00
L-triptofan 16,00
L-tirozin x 2Na x 2H20 103,79
L-valin 94,00

VITAMINI

kolin klorid 4,00

folna kiselina 4,00

myo-inozitol 7,20

nikotinamid 4,00

D-Ca pantotenska kiselina 4,00

piridoksin hidroklorid 4,00

riboflavin 0,40

tiamin hidroklorid 4,00

ANORGANSKE SOLI

CaCl 200,00
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Fe(NOs)s x 9H20 0,10

MgSOs4 x 7TH20 97,70
KCI 400,00
NaHCOs 1500,00
NaCl 6400,00
NaH2PO4 x H.0 125,00

OSTALI SASTOJCI

D-glukoza 4500,00

fenol crveno 15,00
Na piruvat 110,00

PBS (Phosphate-Buffered Saline) pufer pH=7.4

NaCl 8¢

KClI 029
Na,HPO,  144g

KH2PO4 0,24 ¢
dH20 do 1000 mL

0,4 %-tna otopina Trypan Blue MTT stock otopina
Trypan Blue | 0,08 g MTT 25 mg
PBS pufer | 20 mL PBS pufer | 5mL
- Profiltrirati - Sterilno profiltrirati
4 %-tna stock otopina Neutral Red Radna otopina Neutral Red

Neutral Red 49 stock otopina Neutral Red | 125 uL

- Sterilno profiltrirati
Otopina za odbojavanje Neutral Red boje

apsolutni etanol 50% (v/v)

dH20 49% (v/v)

Otopina za fiksiranje stanica (Kenacid Blue metoda)

apsolutni etanol 50% (v/v)
ledena octena kiselina = 1% (v/v)
dH20 49% (v/v)




Kenacid Blue R stock otopina

radna otopina Kenacid Blue boje

Coomassie Brilliant Blue R-250 | 0,4 g Kenacid Blue R stock otopina A 88 mL
apsolutni etanol 250 mL ledena octena kiselina 12 mL
dH20 630 mL

Otopina za ispiranje Kenacid Blue boje

Otopina za desorpciju

apsolutni etanol 10% kalijev acetat | 98,15¢
ledena octena kiselina = 5% apsolutni etanol | 700 mL
dH20 85% dH.0 300 mL

Ishodna otopina PCB 77

Ishodna otopina PCB 153

PCB77 10mg PCB 153 10 mg

DMSO 3,425 mL DMSO 2,77 mL

- Pripremljena je otopina PCB 77/PCB 153 tako da je u mediju za uzgoj postignuta
koncentracija 75 uM

Ishodna otopina resveratrola (RSV)

resveratrol (RSV) | 13,6944 mg
DMSO 3mL

- Pripremljene su otopine resveratrola (RSV) tako da je u mediju za uzgoj postignuta
koncentracija 1 - 100 uM

Ishodna otopina ferocenskoq triacilnog derivata resveratrola (RF)

ferocenski triacilni derivat resveratrola (RF) | 59,4348 mg
DMSO 3mL

- Pripremljene su otopine ferocenskog triacilnog derivata resveratrola (RF) tako da je u mediju
za uzgoj postignuta koncentracija od 1 — 100 uM

Ishodna otopina kurkumina (CRC)

kurkumin (CRC) | 22,1028 mg
DMSO 3mL

- Pripremljene su otopine kurkumina (CRC) tako da je u mediju za uzgoj postignuta
koncentracijaod 1 — 100 uM

Ishodna otopina ferocenskog analoga kurkumina (CF)

ferocenski analog kurkumina (CF) | 24,2544 mg
DMSO 3mL
- Pripremljene su otopine ferocenskog analoga kurkumina (CF) tako da je u mediju za uzgoj
postignuta koncentracijaod 1 — 100 uM

40



3.1.4. Oprema i uredaji
U radu su koriSteni:

Inkubator s kontroliranom atmosferom IR 1500, Automatic CO., Flow Laboratories, UK
Komora za sterilan rad (laminar) Twin 30, Gelaire Flow Laboratories, UK

Inverzni mikroskop Motic AE2000 s kamerom Moticam S6, MOTIC Deutschland GmbH,
Njemacka

Svjetlosni mikroskop LABOVAL 4, Carl Zeiss, Jena, Njemacka

Fuchs-Rosenthalova komorica za brojanje stanica Assistant, Bright-Line, Njemacka
Spektrofotometar Helios- y, Thermo Electron Corporation, UK

Spektrofluorimetar Varian, Cary Eclipse, SAD

Analiticka vaga, Mettler, Ziirich, Svicarska

Precizna vaga, Mettler P1210, Ziirich, Svicarska

Centrifuga Centric 322A, Tehnica Zelezniki, Slovenija

Guava® Muse® Cell Analyzer, Luminex, SAD

Hladnjak za ¢uvanje stanica na -80°C, New Brunswick Scientific, UK

Vibracijska mjesalica, Tehnica Zelezniki, Slovenija

3.2. METODE RADA
3.2.1. Uzgoj i odrzavanje CHO-K1 i Hepal-6 stani¢nih linija

Rad s kulturama stanica zahtijeva asepticke uvjete, koje osigurava rad u komori za sterilan
rad (laminar). Stani¢ne linije pohranjene su u ampulama (CHO-K1 — 5x10° stanica mL* medija
za uzgoj; Hepal-6 — 1x10° stanica mL™ medija za uzgoj) u hladnjaku na -80°C u mediju za
smrzavanje (za CHO-K1 80% DMEM/F12; Hepal-6 80% DMEM) uz dodatak 10% FBS-a i
10% DMSO-a. Uzgoj i odrzavanje stani¢nih linija zapo€inje naglim odmrzavanjem ampula na
37°C, nakon Cega slijedi resuspenzija u mediju za uzgoj (90% odgovaraju¢eg medija i 10%
FBS-a) u T-25 ili T-75 bocama (povrsine 25 i 75 cm?) te se smjestaju u inkubator s
kontroliranom atmosferom (37°C, 95% zraka i 5% COy).

Kako bi se stanicama osigurale potrebne hranjive tvari i mjesto za rast, nakon uspostave
logaritamske faze rasta, potrebno je redovito mijenjati medij za uzgoj i precjepljivati stanice.
Koristene stani¢ne linije su monoslojne i rastu pri¢vrs¢ene za podlogu te ih je pri precjepljivanju
potrebno odvojiti od povrsine na kojoj rastu. Prvi korak je ispiranje T-boce od ostatka
iskoriStenog medija za uzgoj primjenom PBS-a ili proteolitickog enzima tripsina, potom se na
stanice dodaje 1 mL tripsina i stavlja na kratku inkubaciju. Nakon §to se stanice odvoje od
povrsine T-boce, resuspendiraju se u novom mediju za uzgoj te se uzima uzorak stani¢ne
suspenzije za odredivanje broja stanica metodom Trypan Blue (TB). Dodatkom svjezeg medija

za uzgoj, stanice se razrjeduju na koncentraciju 1x10° stanica mL* medija za uzgoj.
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Smrzavanjem stanica u eksponencijalnoj fazi rasta osigurava se mogucénost njihovog
koriStenja kroz duzi vremenski period. Smrzavanje se vr$i na nacin da se stani¢na suspenzija
centrifugira 1 potom resuspendira u mediju za smrzavanje u odgovarajucoj koncentraciji. U
ampule za smrzavanje stavlja se po 1 mL staniCne suspenzije i postupnim snizavanjem

temperature od 1°C/min smrzavaju na temperaturu od -80°C.

3.2.2. Metode za odredivanje vijabilnosti i proliferacije stanica
3.2.2.1. Odredivanje proliferacije stanica metodom Neutral Red (NR)

Neutral Red boja (C1sH17CIN4) je slaba kationska boja koja neionskom pasivnom difuzijom
prodire kroz stani¢énu membranu i akumulira se intracelularno u lizosomima vijabilnih stanica,
gdje se elektrostatskim hidrofobnim vezama veze za anionske i/ili fosfatne grupe lizosomalnog
matriksa. Promjenom stani¢ne povrsine ili umiranjem stanice, sposobnost zadrzavanja boje se
smanjuje (Repetto i sur., 2008; Jain i sur., 2018). Ova kemosenzibilna metoda za odredivanje
stani¢ne vijabilnosti (Jain 1 sur., 2018) razvijena je 1985. godine od strane Borenfreuda i
Puernera kao alternativni test za utvrdivanje toksi¢nosti potencijalnih ksenobiotika (Borenfreud
i Puerner, 1985). Metoda je jednostavna i to¢na te daje reproducibilne rezultate. Metoda
zapoc€inje uklanjanjem medija za uzgoj iz jazica multiwell ploca te ispiranjem stanica s 1 mL
sterilnog PBS pufera (uklanjanje ostataka medija za uzgoj koji moZe utjecati na rezultate
mjerenja). Potom se u svaku jazicu dodaje 1 mL radne otopine Neutral Red boje i stavlja 3 sata
na inkubaciju pri 37°C u sterilnim uvjetima. Nakon inkubacije iz jazica multiwell plo¢a uklanja
se otopina boje te se stanice ispiru s 1 mL PBS pufera. Na isprane stanice dodaju se 2 mL
otopine za odbojavanje te se ploce stavljaju na tresilicu u trajanju od 20 minuta. Intenzitet
nastalog obojenja odreduje se spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 540 nm u odnosu na

slijepu probu.

3.2.2.2. Odredivanje proliferacije stanica metodom Kenacid Blue (KB)

Coomassie Brilliant Blue R-250 boja (C4sH44N3NaO7S») prolazi kroz stani¢nu membranu i
veze se na stani¢ne proteine. Kenacid Blue metodom odreduju se ukupni stani¢ni proteini
mjerenjem obojenja stanica bojom Coomassie Brilliant Blue R-250. Metodu je 1976. godine
opisao Bradford kao alternativni test za pracenje potencijalnih toksikanata u ispitivanju
toksi¢nosti (Bradford, 1976). Koli¢ina boje koja se veze na stani¢ne proteine odreduje stupanj
citotoksi¢nosti uzrokovane ispitivanim agensom (Putnam i sur., 2002). Metoda je toc¢na i
jednostavna te daje reproducibilne rezultate. Metoda zapoc€inje uklanjanjem medija za uzgoj iz

jazica multiwell ploca te ispiranjem stanica dva puta s 1 mL PBS pufera (uklanjanje ostataka
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medija za uzgoj koji moze utjecati na rezultate mjerenja). Nakon ispiranja stanica, dodaje se 1
mL otopine za fiksiranje kako bi se stanice fiksirale za dno jazice tijekom 20 minuta na tresilici
pri nizim brzinama. Nakon uklanjanja otopine za fiksiranje, u jazice se dodaje 1 mL radne
otopine Kenacid Blue boje pripremljene neposredno prije eksperimenta. Bojanje se provodi 20
minuta na tresilici. Nakon bojanja, stanice se ispiru dva puta s po 1 mL otopine za ispiranje i
opet stavljaju na tresilicu. Nakon 20 minuta, uklanja se otopina za ispiranje i u jazice se dodaje
po 2 mL otopine za desorpciju i ploce se ostave 20 minuta na tresilici. Intenzitet nastalog
obojenja odreduje se spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 577 nm u odnosu na slijepu

probu.

3.2.2.3. Odredivanje proliferacije stanica metodom MTT

Tetrazolijeva sol MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil  tetrazolijev  bromid,
C18H16BrNsS) je u vodi topljiva sol zute boje (Patravale i sur., 2012). MTT endocitozom ulazi
u zive, metaboli¢ki aktivne stanice gdje se djelovanjem mitohondrijskih dehidrogenaza,
prvenstveno sukcinat dehidrogenaze, reducira u ljubicaste kristale formazana koji nisu topljivi
u vodi (Kuete i sur., 2017; Rai i sur., 2018). Za otapanje kristala formazana koristi se organsko
otapalo (najcesce DMSO) (Jain i sur., 2018). Tetrazolijev prsten se cijepa u aktivnom
mitohondriju. Stoga, kad stanica umre, gubi sposobnost pretvorbe MTT-a u formazan, pa je
nastalo obojenje koristan alat u detekciji broja zivih stanica (Mosmann, 1983; Riss i sur., 2013).
Metoda zapocinje sterilnim dodavanjem ishodne otopine MTT-a u jazice multiwell ploce u
kojima je nacijepljena stanicna kultura (na 1 mL stani¢ne suspenzije dodaje se 100 puL ishodne
otopine MTT-a). Ploce se potom stavljaju na inkubaciju pri 37°C u sterilnim uvjetima. Nakon
3 sata inkubacije iz jazica multiwell plo¢a uklanja se medij kako bi u jazicama ostali formirani
kristali formazana. Nastali kristali otapaju se dodatkom DMSO-a (volumen istovjetan
volumenu u kojem su stanice bile nacijepljene u jazice). Intenzitet nastalog obojenja odreduje

se spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 570 nm u odnosu na slijepu probu.

3.2.2.4. Odredivanje proliferacije stanica metodom Trypan Blue (TB)

Prvi puta sintetizirana 1904. godine (Paul Ehrlich), Trypan Blue boja (CzsH2sNeO14S4) je
molekula koja prolazi samo kroz oste¢enu stani¢nu membranu. Trypan Blue metodom stani¢na
vijabilnost odreduje se indirektno detekcijom integriteta stani¢ne membrane. Ulaskom u
stanice, boja se veze na intracelularne proteine mrtvih stanica te se pod svjetlosnim
mikroskopom one uocavaju kao plave, dok su Zive stanice neobojane (Piccinini i sur., 2017).
Uzorak (20 pL) uzima se iz suspenzije prethodno tripsiniziranih stanica te mu se dodaje 20 pLL

0,4%-tne otopine Trypan Blue boje. Takav uzorak resuspendiramo i 20 uL nanosimo na Fuchs-
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Rosenthalovu komoricu za brojanje stanica. Fuchs-Rosenthalova komorica podijeljena je na 16
kvadrata, a broje se stanice unutar Cetiri srediSnja kvadrata i to na na¢in da se u svakom kvadratu
uz stanice unutar kvadrata broje i stanice da desnom i donjem rubu. PovrSina komorice iznosi
0,0625 mm?, a dubina 0,2 mm. Za odredivanje ukupnoga broja zivih stanica u uzorku koristi se

formula: srednja vrijednost broja izbrojanih stanica x 2 x 5 x 10% [stanica mL™]

3.2.3. Odredivanje u¢inka resveratrola i kurkumina na vijabilnost i proliferaciju CHO-
K1 i Hepal-6 stanica

U svaku od 6 jazica na multiwell plo¢i nacijepljeno je po 2 mL stani¢ne suspenzije CHO-K1
stanica u DMEM/F12 uz dodatak 10% FBS-a u koncentraciji 2x10* stanica mL™* medija za
uzgoj, te Hepal-6 stanica u DMEM uz dodatak 10 % FBS-a u koncentraciji 5x10* stanica mL"
! medija za uzgoj. Tretman stanica s 10 pL otopine RSV-a ili CRC-a, kako bi se u mediju za
uzgoj postigle koncentracije od 1; 2,5; 5; 10; 15; 20; 35; 50; 75 i 100 uM spoja, uslijedio je 24
sata nakon nacjepljivanja. Kontrolni uzorak su stanice (CHO-K1, Hepal-6) tretirane s 10 puL
DMSO-a kako bi se u mediju za uzgoj postigla koncentracija od 10 pL DMSO mL* medija za
uzgoj. Vijabilnost stanica prati se svaka 24 sata metodama NR, KB, MTT i TB kroz 72 sata.
IzraCunom ICz, ICso i 1Cgo vrijednosti te usporedbom dinamike rasta tretiranih stanica i
kontrolnog uzorka, donose se zakljucci o utjecaju odabranih polifenolnih spojeva na CHO-K1
i Hepal-6 stani¢nu liniju.

3.2.4. Odredivanje udinka ferocenskog triacilnog derivata resveratrola i ferocenskog
analoga kurkumina na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 i Hepal-6 stanica

U svaku od 6 jazica na multiwell plo¢i nacijepljeno je po 2 mL stani¢ne suspenzije CHO-K1
stanica u DMEM/F12 uz dodatak 10% FBS-a u koncentraciji 2x10* stanica mL™* medija za
uzgoj, te Hepal-6 stanica u DMEM uz dodatak 10% FBS-a u koncentraciji 5x10* stanica mL*
medija za uzgoj. Tretman stanica s 10 uL otopine RF-a ili CF-a kako bi se u mediju za uzgoj
postigle koncentracije od 1; 2,5; 5; 10; 15; 20; 35; 50; 75 i 100 uM spoja, uslijedio je 24 sata
nakon nacjepljivanja. Kontrolni uzorak su stanice (CHO-K1, Hepal-6) tretirane s 10 uL
DMSO-a kako bi se u mediju za uzgoj postigla koncentracija od 10 pL DMSO mL? medija za
uzgoj. Vijabilnost stanica prati se 48 sati nakon tretmana metodama NR, KB, MTT i TB.
IzraCunom ICzo, ICso i1 1Cgo vrijednosti te usporedbom dinamike rasta tretiranih stanica i
kontrolnog uzorka, donose se zakljucci o utjecaju odabranih ferocenskog analoga polifenolnih

spojeva na CHO-K1 i Hepal-6 stani¢nu liniju.
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3.2.5. Odredivanje u¢inka resveratrola i kurkumina te ferocenskog triacilnog derivata
resveratrola i ferocenskog analoga kurkumina na formiranje reaktivnih kisikovih
vrsta u CHO-K1 stanicama

Brojne metode se koriste za procjenu oksidiraju¢eg okolisa unutar stanice. Jedna od najcesce
koriStenih metoda je DCFH-DA metoda (Shaaban, 2011). Mjerenje ROS-a provelo se
upotrebom DCFDA/H2DCFDA — Cellular ROS Assay Kit-a u kojemu se kao reagens Koristi
DCFH-DA (2', 7' — diklorodihidrofluorescein diacetat), fluorogena boja koja mjeri hidroksilne,
peroksilne i druge ROS unutar stanice. Test se temelji na difuziji DCFH-DA u stanicu, gdje se
deacetilira stani¢nim esterazama u nefluorescentni spoj, kojeg oksidiraju prisutni ROS spojevi

u intenzivno fluorescentni DCF (2', 7' — diklorofluorescin) (Slika 19) (Banella i sur., 2019).

2', 7' — diklorodihidrofluorescein diacetat (DCFH-DA)
(nefluorescentan, prodire kroz membranu)

2', 7' — diklorofluorescin (DCF)
(fluorescentan)

Slika 19. Formiranje fluorescentnog spoja DCF (prema Shaaban, 2011)

Na multiwell plo¢u tamnog dna s 96 jaZica nacijepi se po 100 uL stani¢ne suspenzije CHO-
K1 stanica u DMEM/F12 stanica uz dodatak 10% FBS-a u koncentraciji 2,5x10° stanica mL™
medija za uzgoj. Nakon 24 sata stanice se ispiru puferom, a u isprane jazice dodaje se 100 pL
DCFH-DA u koncentraciji od 25 uM. Inkubacija traje 45 minuta u inkubatoru pri 37°C. Slijedi
ispiranje puferom koji sadrzi 1% FBS-a i tretman pripremljenim otopinama polifenola (RSV ili
CRC) ili otopinama ferocenskog analoga polifenolnog spoja (RF ili CF) u DMSO-u tako da se
u mediju za uzgoj postignu koncentracije od 1; 2,5; 5; 20; 50 i 100 uM. Potom se provodi
inkubacija od 3 sata u inkubatoru pri 37°C nakon koje se na spektrofluorimetru izmjeri

intenzitet fluorescencije pri Aexem = 485/535 nm. Kontrolni uzorak su stanice tretirane istim
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volumenom DMSO-a u kojem je otopljen polifenol, a kao pozitivna kontrola koristi se 50 uM
TBHP (tert-butil hidroperoksid).

3.2.6. Analiza staniéne smrti nakon tretmana CHO-K1 stanica resveratrolom,
kurkuminom, ferocenskim triacilnim derivatom resveratrola ili ferocenskim
analogom kurkumina

Dobro utvrdena metoda za odredivanje apoptoze je kvantifikacija vezanja aneksina V na
fosfatidilserin (engl. phosphatidylserine, PS) (Lee i Lee, 2012). Aneksin V je Ca?*-ovisan
fosfolipid-vezuju¢i protein i ima visoki afinitet za PS, membransku komponentu koja je
normalno lokalizirana na unutarnjoj strani stani¢ne membrane (Luminex Corporation, 2020).
Medutim, kod stanica u ranoj apoptozi PS se premjeSta na vanjski sloj membrane te se aneksin

V veZe na njega oznacavajuci tako stanice u ranoj apoptozi (Slika 20) (Oh i sur., 2016).

n
] ;‘ />\
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zdrava stanica  apoptoticka stanica stanica u kasnoj
apoptozi

Slika 20. Kombinirana upotreba Aneksina V i 7-aminoaktinomicin D (7-AAD) omoguc¢ava
razlikovanje Zivih stanica te stanica u ranoj i kasnoj apoptozi (prema Luminex Corporation,
2020)

7- AAD je fluorescentna boja koja se izlucuje iz zZivih stanica s netaknutim membranama,
ali prodire u mrtve ili oSte¢ene stanice 1 veZe se za dvolancanu DNA s visokim afinitetom
interkalacije izmedu G-C parova baza. Cesto se koristi kao alternativa propidijevom jodidu za
razlikovanje i iskljuCivanje mrtvih stanica u analizama proto¢nim citometrom (Stemcell
Technologies, 2020). Budu¢i da prodire kroz membranu koja je izgubila integritet 1 veze se za
DNA, ova boja omogucuje identifikaciju tri odvojene populacije stanica - mrtvih, apoptotskih
i zivih (Anthony i sur., 1998; Oh i sur., 2016).

3.2.6.1. Priprema stanica za analizu MUSE® protocnim citometrom

Multiwell plo¢a sa 6 jaZica nacijepi se s po 4 mL stani¢ne suspenzije (CHO-K1 2x10* stanica
mL* medija za uzgoj, uz dodatak 10% FBS-a). Nakon inkubacije od 24 sata, stanice se tretiraju
s 20 uL otopine polifenolnog spoja (RSV ili CRC) ili ferocenskog analoga polifenolnog spoja
(RF ili CF), kako bi se u mediju za uzgoj postigle koncentracije od 5, 20, 50 i 100 uM spoja.
Kontrolni uzorak su stanice tretirane s 20 pL DMSO-a kako bi se u mediju za uzgoj postigla

koncentracija od 10 pL. DMSO mL™ medija za uzgoj. Nakon 6 odnosno 48 sati inkubacije s
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odabranim spojem, metodom protoc¢ne citometrije odreduje se udio zivih, nekroticnih i
apoptotskih stanica u populaciji.

1z jazica multiwell ploc¢e ukloni se medij za uzgoj te se na stanice dodaje 500 pL tripsina i
takve ploce vracaju se u inkubator na kratku inkubaciju kako bi se stanice odvojile od podloge.
Nakon $to se stanice odvoje od podloge, u jazice se vra¢a 500 pL uklonjenog medija za uzgoj.
Uzorak za analizu proto¢nim citometrom dobiva se mijeSanjem 100 pL dobivene stani¢ne
suspenzije sa 100 uL MUSE® Annexin V & Dead Cell reagensa. Slijedi inkubacija na sobnoj
temperaturi, zaSti¢eno od svjetla u trajanju od 20 minuta. Stavljanjem uzorka u uredaj, na

ekranu se o¢itavaju podaci o broju zivih, mrtvih te stanica u ranoj i kasnoj apoptozi (Slika 21).

Dodati 100pL
Muse® Annexin V
& Dead Cell
reagensa u ependorficu

Inkubirati 20 ——
) " . = i jil_ minuta na sobnoj =

. e ripremiti uzorke za = ;
uzgojiti stanice, ukljuéujuéi P pinkubaci'us — — temperaturi

one za pozitivnu i —> ® gus. —>

negativnu kontrolu Muse® Annexin V

= & Dead Cell reagensom '
CTr—mp

\J

L]

Dodati 100uL
stani¢ne suspenzije
u svaku ependorficu

Slika 21. Muse® Annexin V & Dead Cell Kit (prema Luminex Corporation, 2020)

3.2.7. Odredivanje uc¢inka resveratrola i kurkumina te ferocenskog triacilnog derivata
resveratrola i ferocenskog analoga kurkumina na citotoksi¢nost induciranu
polikloriranim bifenilima kongenerima u CHO-K1 stanicama

U svaku od 6 jazica na multiwell plo¢i nacijepljeno je po 2 mL stani¢ne suspenzije CHO-K1
stanica u DMEM/F12 uz dodatak 10% FBS-a u koncentraciji 2x10* stanica mL™* medija za
uzgoj uz dodatak 10% FBS-a. Tretman stanica s 10 puL otopine polifenola (RSV ili CRC) ili
otopine ferocenskog analoga polifenolnog spoja (RF ili CF), tako da se u mediju za uzgoj
postignu koncentracije od 2,5; 10 i 20 uM (RSV), 1; 2,5; 5; 101 20 uM (CRC), 2,5; 5; 10; 20;
35,50, 751100 uM (RF), te 1; 2,5; 5; 101 20 uM (CF), uslijedio je 1 sat nakon nacjepljivanja.
Nakon 24 sata predinkubacije s odabranim spojem, uslijedio je tretman s 20 uL. odabranog PCB
kongenera (PCB 77 ili PCB 153) u koncentraciji od 75 uM (Shema 1). Kontrolni uzorak su
stanice tretirane istim volumenom DMSO-a u kojem je otopljen polifenol, tj. ferocenski analog
polifenolnog spoja te stanice tretirane istim volumenom DMSO-a u kojem je otopljen PCB
kongener. Tako tretirane stanice vracene su na dodatnu 24-satnu inkubaciju. Vijabilnost stanica
prati se 24 sata nakon tretmana PCB kongenerom, tj. 48 sati nakon predinkubacije polifenolom,

tj. ferocenskim analogom metodama NR, KB, MTT i TB.
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Shema 1. Pracenje ucinka odabranih polifenolnih spojeva i ferocenskih analoga pri
citotoksicnom djelovanju PCB kongenera na vijabilnost CHO-K1 stani¢ne linije (*otopine PCB
77/PCB 153 pripremljene u DMSO-u; po jazici dodano 20 pL pri ¢emu je u mediju za uzgoj
postignuta koncentracija 75 uM PCB 77/PCB 153; **otopine polifenola, tj. ferocenskog
analoga polifenolnog spoja pripremljene u DMSO-u; po jazici dodano 10 pL pri ¢emu je u
mediju za uzgoj postignuta koncentracija RSV2,5 — 20 uM, CRC1 — 20 uM, RF2,5 — 100 uM,
CF1-20 uM)

3.2.8. Odredivanje uc¢inka resveratrola i kurkumina te ferocenskog triacilnog derivata
resveratrola i ferocenskog analoga kurkumina na razinu reaktivnih kisikovih vrsta
u CHO-K1 stanicama tretiranih PCB kongenerima

Na multiwell plo¢u tamnog dna s 96 jazica nacijepi se po 100 pL stani¢ne suspenzije CHO-
K1 stanica u koncentraciji 2,5x10° stanica mL™* medija za uzgoj u DMEM/F12 uz dodatak 10%
FBS-a i polifenola, tj. ferocenskog analoga polifenolnog spoja tako da se u mediju za uzgoj
postignu koncentracije od 1; 2,5; 51 20 uM odabranog spoja. Nakon 24 sata stanice se ispiru
puferom, a u isprane jazice dodaje se 100 pnL DCFH-DA u koncentraciji od 25 uM. Inkubacija
traje 45 minuta u inkubatoru pri 37°C. Slijedi ispiranje puferom koji sadrzi 1% FBS-a i tretman
pripremljenim otopinama PCB kongenera tako da se u mediju za uzgoj postigne koncentracija
od 75 uM odabranog PCB kongenera (Shema 2). Potom se provodi inkubacija od 3 sata u
inkubatoru pri 37°C nakon koje se na spektrofluorimetru izmjeri intenzitet fluorescencije pri
Xexrem = 485/535 nm. Kontrolni uzorak su stanice tretirane istim volumenom DMSO-a u kojem
je otopljen polifenol, tj. ferocenski analog polifenolnog spoja te stanice tretirane samo PCB
kongenerom, kao pozitivna kontrola koristi se 50 uM TBHP.
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Shema 2. Pracenje uc¢inka odabranog polifenola/ferocenskog analoga polifenolnog spoja na
razinu ROS-a u CHO-K1 stani¢noj liniji pri tretmanu odabranim PCB kongenerima

A-1. dan:

Kp — stanice u mediju za uzgoj + DMSO (5 uL mL?)

PCB - stanice u mediju za uzgoj + DMSO (5 uL mL™)

TBHP — stanice u mediju za uzgoj

P/A1 —P/A20 — stanice u mediju za uzgoj + odgovarajuca koncentracija polifenola/ferocenskog
analoga polifenolnog spoja (1; 2,5; 5; 20 uM — 5 uL mL?)

P/A1/PCB — P/A20/PCB - stanice u mediju za uzgoj + odgovaraju¢a koncentracija
polifenola/ferocenskog analoga polifenolnog spoja (1; 2,5; 5; 20 uM — uL mL™?)

P/AL/TBHP — P/A20/TBHP — stanice u mediju za uzgoj + odgovaraju¢a koncentracija
polifenola/ferocenskog analoga polifenolnog spoja (1; 2,5; 5; 20 uM — uL mL™?)

B - 2. dan:

DMSO — medij za uzgoj + DMSO (10 pL mL™?)

PCB — medij za uzgoj + 75 uM PCB (77 ili 153) (10 uL mL™)

TBHP — 50 uM

3.2.9. Analiza stani¢ne smrti CHO-K1 stanica tretiranih PCB kongenerima uz
predinkubaciju s resveratrolom, kurkuminom, ferocenskim triacilnim derivatom
resveratrola ili ferocenskim analogom kurkumina

3.2.9.1. Priprema stanica za analizu MUSE®™ protocnim citometrom

Multiwell plo¢a sa 6 jaZica nacijepi se s po 4 mL staniéne suspenzije (CHO-K1 2x10* stanica
mL* medija za uzgoj uz dodatak 10% FBS-a). Nakon inkubacije od 1 sata, stanice se tretiraju
s 20 uL otopine polifenola, tj. ferocenskog analoga polifenolnog spoja, kako bi se u mediju za
uzgoj postigle koncentracije od 5, 20, 50 i 100 uM spoja. Nakon 24 sata predinkubacije
odabranim polifenolom, tj. ferocenskim analogom polifenolnog spoja, uslijedio je tretman s 20
uL odabranog PCB kongenera (PCB 77 ili PCB 153) u koncentraciji od 75 puM (Shema 1).
Kontrolni uzorak su stanice tretirane istim volumenom DMSO-a u kojem je otopljen polifenol,
tj. ferocenski analog polifenolnog spoja te stanice tretirane istim volumenom DMSO-a u kojem
je otopljen PCB kongener (Shema 1). Nakon 48 sati inkubacije s odabranim PCB kongenerom
(PCB 77 ili PCB 153), metodom proto¢ne citometrije odreduje se udio zivih, apoptotskih i
nekroti¢nih stanica u populaciji.

Postupak uzimanja uzorka i provodenja analize opisan je u poglavlju 3.2.5.1.
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4.3 STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti (x) uzoraka u skupini:

N

1

¥ =y ) % [1]
i=1

s pripadaju¢im standardnim pogreSskama S,

o = |- X)?
¥ ININ-1) [2]

izraCunate iz pojedinacne vrijednosti uzoraka (Xi) i ukupnog broja uzoraka (N) u skupini.

Statisticka analiza provedena je Studentovim t-testom, a t vrijednost izracunata je prema izrazu:

X1 — Xp
,/5221 + 5%, [3]

Statisticki znaCajnim su smatrane razlike izmedu skupina za koje je stupanj vrijednosti (p) bio
manji od 0,05 (p<0,05).

=

Studentov t-test proveden je samo na skupinama s vise od 2 uzorka, gdje je zna¢ajno odstupanje

odredivano u odnosu na vrijednosti kontrole uz dodatak otapala.
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4. REZULTATI

4.1. UCINAK RESVERATROLA 1 KURKUMINA NA VIJABILNOST |
PROLIFERACIJU CHO-K1 STANICA

U svrhu selekcije bioloski aktivnih tvari sa zastitnim uc¢incima na citotoksi¢nost induciranu
PCB kongenerima, CHO-K1 stanice nacijepljene su u jazice 6-well plo¢a u koncentraciji od
2x10* stanica mL™? medija za uzgoj (V=2 mL). Nakon 24 sata stanice su tretirane s 10 pL
otopine RSV-a ili CRC-a u DMSO-u tako da se u mediju za uzgoj postignu koncentracije od
2,5 - 100 uM (RSV) te 1 — 100 uM (CRC). Uz uéinak odabranih polifenola na vijabilnost
stanica, prati se 1 vijabilnost stanica u kontrolnim uzorcima kojima se dodaje 5 uLL DMSO-a
mL? medija za uzgoj. Uginci odabranih koncentracija RSV-a i CRC-a na proliferaciju i
vijabilnost CHO-K1 stanica praceni su upotrebom cetiri in vitro metode: NR, KB, MTT te TB
tijekom 72 sata. Svakom od metoda utvrdene su koncentracije RSV-a i CRC-a pri kojima dolazi
do 20, 50 i 80%-tne inhibicije stani¢ne vijabilnosti (IC20, ICsg, ICg0).

4.1.1. U¢inak resveratrola na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica odreden
metodom Neutral Red

U¢inak 2,5 — 100 uM RSV-a na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica pracen je
upotrebom NR metode 6, 24, 48 i 72 sata nakon tretmana stanica ovim polifenolnim spojem.
Rezultati su statisti¢ki obradeni i prikazani na Slici 22 kao srednja vrijednost apsorbancije pri
540 nm + standardna pogreska (3 — 8 mjerenja po uzorku).

Na Slici 22 vidljivo je da su 6 sati nakon tretmana sve ispitane koncentracije RSV-a dovele
do blagog porasta u stani¢noj vijabilnosti, dok je nakon 48 i 72 sata kod koncentracija > 50 uM
uocen statisticki znacajan pad vijabilnosti u odnosu na kontrolni uzorak (pri 50 uM nakon 48h
(p<0,05) i 72h (p<0,001), pri 100 uM nakon 48h (p<0,001) i 72h (p<0,001)). Nakon 6 sati
tretmana statisticki znacajan porast u stani¢noj vijabilnosti uo€ava se pri najve¢im ispitanim
koncentracijama RSV-a od 50 (p<0,05) i 100 uM (p<0,025) za 22,47%, odnosno 27,53% u

odnosu na kontrolu.
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Slika 22. U¢inak resveratrola (RSV2,5— 100 uM) na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica
6, 24, 48 i 72 sata nakon tretmana, odreden metodom Neutral Red. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm =+ standardna pogreska (K — stanice tretirane s 5 pLL
DMSO-a mL™* medija za uzgoj; 2,5 — 100 — stanice tretirane resveratrolom u koncentracijama
od 2,5— 100 uM). Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test): °p<0,05, ®p<0,025,
4p<0,001.

4.1.2. Ucinak resveratrola na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica odreden
metodom Kenacid Blue

Ucinak 2,5 — 100 uM RSV-a na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica pracen je pomocu
metode KB 6, 24, 48 i 72 sata nakon tretmana stanica ovim polifenolnim spojem. Rezultati su
statisticki obradeni i prikazani na Slici 23 kao srednja vrijednost apsorbancije pri 577 nm +
standardna pogreska (3 — 12 mjerenja po uzorku).

Iz Slike 23 vidljivo je da nakon 6 sati ispitane koncentracije RSV-a od 10 — 50 uM nisu
utjecale na vijabilnost stanica (osim blagog, no statisticki znac¢ajnog porasta pri 100 uM), dok
je nakon 24, 48 i 72 sata uocljiv trend pada u vijabilnosti u odnosu na kontrolni uzorak, a koji
je izraZeniji pri vi§im dozama. Do statisticki znac¢ajnog (p<0,01) porasta stanicne vijabilnosti
dolazi pri najvecoj ispitanoj koncentraciji RSV-a od 100 uM 6 sati nakon tretmana za 9,70% u
odnosu na kontrolni uzorak, dok do statisticki znacajnog pada stani¢ne vijabilnosti dolazi pri
koncentraciji RSV-a od 50 uM nakon 72 sata (p<0,025) te 100 uM nakon 24 (p<0,025), 48
(p<0,001) i 72 sata (p<0,001).
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Slika 23. U¢inak resveratrola (RSV2,5— 100 uM) na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica
6, 24, 48 i 72 sata nakon tretmana odreden metodom Kenacid Blue. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost apsorbancije pri 577 nm + standardna pogreska (K — stanice tretirane s 5 uL
DMSO-a mL™* medija za uzgoj; 2,5 — 100 — stanice tretirane resveratrolom u koncentracijama
od 2,5— 100 uM). Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test): °p<0,025, °p<0,01,
4p<0,001.

4.1.3. Ucinak resveratrola na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica odreden
metodom MTT

Ucinak 2,5 — 100 uM RSV-a na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica pracen je pomocu
metode MTT 6, 24, 48 i 72 sata nakon tretmana stanica ovim polifenolnim spojem. Rezultati su
statistiCki obradeni i prikazani na Slici 24 kao srednja vrijednost apsorbancije pri 570 nm =+
standardna pogreska (5 — 8 mjerenja po uzorku).

Iz prikaza na Slici 24 vidljivo je da su 6 sati nakon tretmana sve ispitane koncentracije RSV-
a dovele do porasta u stani¢noj vijabilnosti, dok se nakon 24, 48 i 72 sata uocava trend pada u
stani¢noj vijabilnosti u odnosu na kontrolni uzorak. Do statisticki znacajnog (p<0,001) porasta
dolazi pri koncentracijama RSV-a od 10 — 100 uM 6 sati nakon tretmana za 17,00 — 49,42% u
odnosu na kontrolu, dok do statisticki znacajnog pada stani¢ne vijabilnosti dolazi pri
koncentraciji RSV-a od 20 uM nakon 72 sata (p<0,01), 50 uM nakon 48 (p<0,025) i 72 sata
(p<0,001) te 100 uM nakon 24 (p<0,01), 48 (p<0,001) i 72 sata (p<0,001).
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Slika 24. U¢inak resveratrola (RSV2,5— 100 uM) na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica
6, 24, 48 1 72 sata nakon tretmana odreden metodom MTT. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost apsorbancije pri 570 nm =+ standardna pogreska (K — stanice tretirane s 5 uLL. DMSO-
a mL medija za uzgoj; 2,5 — 100 — stanice tretirane resveratrolom u koncentracijama od 2,5 —
100 uM). Statisticki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test): °p<0,025, bp<0,01,
4p<0,001.
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4.1.4. Ucinak resveratrola na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica odreden
metodom Trypan Blue

Ucinak 2,5 — 100 pM RSV-a na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica pracen je
metodom TB 6, 24, 48 i 72 sata nakon tretmana stanica ovim polifenolnim spojem. Rezultati su
statisticki obradeni i prikazani na Slici 25 kao srednja vrijednost broja zivih stanica + standardna
pogreska (5 — 13 mjerenja po uzorku).

Iz slike 25 vidljivo je da 6 sati nakon tretmana stanica nizim koncentracijama RSV-a (2,5 —
20 uM) ne dolazi do promjena u stani¢noj vijabilnosti. Medutim, pri vi§im koncentracijama (50
1 100 uM) vidljiv je blagi pad u stani¢noj vijabilnosti s tim da je pri 100 uM taj pad statisticki
znacajan (p<0,05). U odnosu na kontrolni uzorak, 24 sata nakon tretmana, koncentracije RSV-
aod 10 — 100 uM dovele su do pada vijabilnosti CHO-K1 stanica, a u¢inak je izrazeniji nakon
48 172 sata. Do statisticki znacajnog pada stani¢ne vijabilnosti dolazi pri koncentracijama RSV-
a od 20 uM (nakon 24h p<0,005, nakon 48h p<0,001), 50 uM (nakon 24, 48 i 72h p<0,001) i
100 uM (nakon 24, 48 i 72h p<0,001), dok se statisticki znacajan (p<0,001) pad stani¢ne
vijabilnosti uocava i pri koncentraciji od 10 uM nakon 24 (p<0,05) i 72 sata (p<0,005).
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Slika 25. Uc¢inak resveratrola (RSV2,5 — 100 uM) na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica
6, 24, 48 i 72 sata nakon tretmana odreden metodom Trypan Blue. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost broja Zivih stanica X 10* mL™? medija za uzgoj + standardna pogreska (K —
stanice tretirane s 5 uL DMSO-a mL? medija za uzgoj; 2,5 — 100 — stanice tretirane
resveratrolom u koncentracijama od 2,5 — 100 uM). Statisticki znacajna razlika u odnosu na K
(Student t-test): °p<0,05, °p<0,005, 2p<0,001.

4.1.5. IC vrijednosti za resveratrol na CHO-KI1 stani¢noj liniji odredene metodama
Neutral Red, Kenacid Blue, MTT i Trypan Blue

1z prikaza ovisnosti prezivljenja CHO-K1 stanica o koncentraciji RSV-a na Slici 26 vidljivo
je da se postotak vijabilnih stanica 72 sata nakon tretmana smanjuje s porastom koncentracije
RSV-a te da je postotak prezivljenja stanica obrnuto proporcionalan koncentraciji RSV-a, $to
je potvrdeno svim primijenjenim metodama pracenja stani¢ne vijabilnosti i proliferacije.
Vijabilnost stanica tretiranih RSV-om najvece koncentracije (100 uM) u trajanju od 72 sata, a
odredena metodom NR iznosi 61,22%, KB 60,35%, MTT 48,01%, dok je vijabilnost stanica

odredena metodom TB svega 8,81% u odnosu na stanice u kontrolnom uzorku.
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Slika 26. Vijabilnost CHO-K1 stanica 72 sata nakon tretmana 2,5 — 100 uM resveratrolom u
odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane s 5 pL. DMSO-a mL™ medija za uzgoj) praceno
metodama Neutral Red, Kenacid Blue, MTT i Trypan Blue. Podaci su izrazeni kao srednja
vrijednost + standardna pogreska (*jednadzbe interpoliranih polinomnih krivulja s
pripadajuéim R? vrijednostima nakon odredenog perioda inkubacije).

Iz jednadzbi interpoliranih polinomnih krivulja (trendline) koje najmanje odstupaju od
izmjerenih podataka izraCunate su pripadajue IC vrijednosti (nakon 72 sata). Odabir
interpolirane krivulje temeljio se na vrijednosti pripadajuceg koeficijenta determinacije (R?),
&ija vrijednost se nalazi u intervalu 0 < R? < 1 (§to je R?blizi 1, model je reprezentativniji). 1C
vrijednosti za RSV pri prezivljavanju 20, 50 i 80% CHO-K1 stanica odredene su primjenom
metoda NR, KB, MTT i TB iz jednadzbi interpoliranih polinomnih krivulja (Slika 34) i prikazane
u Tablici 2. 1Csp vrijednost za RSV nakon 72 sata tretmana odredene metodom NR iznosi 121,68
uM, KB 131,00 uM, MTT 58,65 uM 1 TB 42,55 pM.

Tablica 2. Koncentracije resveratrola (uM) koje inhibiraju vijabilnost CHO-K1 stanica za 20,
50 i 80 % odredene metodama Neutral Red, Kenacid Blue, MTT i Trypan Blue nakon 72 sata.

RSV (uM) NR KB MTT TB
IC,, 55,54 44,61 14,21 17,10
IC,, 121,68 131,00 58,65 42,55
IC,, 177,36" 222,89 " 77,79

*vrijednost odredena iz interpolirane polinomne krivulje visa od eksperimentalno primijenjene
najvise koncentracije RSV-a; **vrijednost nije bilo moguce odrediti iz interpolirane polinomne
krivulje
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4.1.6. U¢inak kurkumina na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica odreden
metodom Neutral Red

U¢inak 1 — 100 uM CRC-a na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica pracen je pomoc¢u
metode NR 6, 24, 48 i 72 sata nakon tretmana stanica ovim polifenolnim spojem. Rezultati su
statistiCki obradeni i prikazani na Slici 27 kao srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm =+
standardna pogreska u odnosu na kontrolni uzorak (4 — 12 mjerenja po uzorku).

Iz Slike 27 vidljivo je da su koncentracije CRC-a > 20 uM veé¢ nakon 6 sati dovele do
statisticki znacajnog pada u stani¢noj vijabilnosti u odnosu na kontrolni uzorak. Nakon 24 sata,
sve ispitane koncentracije, izuzev 2,5 uM, takoder dovode do pada u stanicnoj vijabilnosti.
Nakon 48 sati, koncentracije CRC-a od 5 — 100 uM dovode do statisticki znac¢ajnog (p<0,001)
i izrazenog pada stani¢ne vijabilnosti. Statisticki znacajno poboljSanje stani¢ne vijabilnosti
uoceno je nakon 72 sata pri nizim koncentracijama CRC-a od 2,5 uM (p<0,001) i 10 uM
(p<0,025), dok pri koncentracijama 15 — 100 uM dolazi do statisti¢ki znac¢ajnog (p<0,001) pada

stani¢ne vijabilnosti.
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Slika 27. U¢inak kurkumina (CRC1 — 100 pM) na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica
6, 24, 48 i 72 sata nakon tretmana odreden metodom Neutral Red. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm + standardna pogreSka (K — stanice tretirane s 5 pL
DMSO-a mL™* medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane kurkuminom u koncentracijama od
1 — 100 puM). Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test): °p<0,025, °p<0,005,
4p<0,001.

4.1.7. U¢inak kurkumina na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica odreden
metodom Kenacid Blue

Uc¢inak 1 — 100 uM CRC-a na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica pracen je

primjenom KB metode 6, 24, 48 i 72 sata nakon tretmana stanica ovim polifenolnim spojem.
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Rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 28 kao srednja vrijednost apsorbancije pri
577 nm + standardna pogreska (3 — 12 mjerenja po uzorku).

Na Slici 28 vidljivo je da sve ispitane koncentracije CRC-a nakon 6 sati dovode do smanjenja
stani¢ne vijabilnosti u rasponu od 0,60 — 17,27% u odnosu na kontrolni uzorak, pri ¢emu je
statistiCki znacajno (p<0,001) smanjenje vidljivo pri najvec¢im ispitanim koncentracijama (35,
50 1 100 uM). Nakon 24 sata, sve ispitane koncentracije (1 — 100 uM) dovode do statisticki
znacajnog pada u stani¢noj vijabilnosti u odnosu na kontrolni uzorak, izuzev 2,5 uM. Nakon 48
sati tretmana, sve koncentracije CRC-a dovode do pada stani¢ne vijabilnosti, pri ¢emu taj pad
nije statisticki znacajan kod koncentracija 2,5 1 10 uM, dok se pri ostalim koncentracijama
uocCava statisticki znacajna promjena (p<0,001). Tijekom dulje inkubacije stanica s CRC-om
(72h) i dalje se uocava inhibitorni u¢inak, pri ¢emu je vijabilnost stanica zna¢ajno reducirana

pri 5 uM (p<0,05) te 15 — 100 uM (p<0,001).
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Slika 28. U¢inak kurkumina (CRC1 — 100 pM) na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica
6, 24, 48 i 72 sata nakon tretmana odreden metodom Kenacid Blue. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost apsorbancije pri 577 nm =+ standardna pogreska (K — stanice tretirane s 5 uLL
DMSO-a mL* medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane CRC-om u koncentracijama od 1 —
100 pM). Statisticki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test): 9p<0,05, °p<0,01,
bp<0,005, 2p<0,001.

4.1.8. U¢inak kurkumina na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica odreden
metodom MTT
Ucinak 1 — 100 uM CRC-a na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica pracen je pomocu

metode MTT 6, 24, 48 i 72 sata nakon tretmana stanica ovim polifenolnim spojem. Rezultati su
statistiCki obradeni i prikazani na Slici 29 kao srednja vrijednost apsorbancije pri 570 nm =+

standardna pogreska (3 — 12 mjerenja po uzorku).
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Iz slike 29 vidljivo je da su koncentracije od 50 uM (p<0,005) i 100 uM (p<0,001) CRC-a
ve¢ nakon 6 sati dovele do statisticki znacajnog pada u stani¢noj vijabilnosti u odnosu na
kontrolni uzorak te je pri koncentraciji od 100 uM udio prezivjelih stanica svega 25,54% u
odnosu na kontrolni uzorak. Takoder, vidljivo je da su sve ispitane koncentracije CRC-a nakon
24 sata dovele do statisticki znacajnog (p<0,005 — p<0,001) pada u stani¢noj vijabilnosti. Manja
vijabilnost stanica uocava se i nakon 48 sati, pri ¢emu je odreden statisti¢ki znacajan (p<0,001)
pad u stani¢noj vijabilnosti i to pri koncentracijama od 15 — 100 uM. Nakon 72 sata znacajan
inhibitorni u¢inak odreden je pri 5 — 100 uM CRC-u (p<0,001).
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Slika 29. U¢inak kurkumina (CRC1 — 100 pM) na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica
6, 24, 48 1 72 sata nakon tretmana odreden metodom MTT. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost apsorbancije pri 570 nm + standardna pogreska (K — stanice tretirane s 5 phL. DMSO-
a mL* medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane kurkuminom u koncentracijama od 1 — 100
uM). Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test): ®p<0,005, 3p<0,001.

4.1.9. U¢inak kurkumina na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica odreden
metodom Trypan Blue

U¢inak 1 — 100 uM CRC-a na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica pra¢en je pomoc¢u
metode TB 6, 24, 48 i 72 sata nakon tretmana stanica ovim polifenolnim spojem. Rezultati su
statisticki obradeni i prikazani na Slici 30 kao srednja vrijednost broja zivih stanica = standardna
pogreska (3 — 8 mjerenja po uzorku).

Na Slici 30 vidljivo je da su sve ispitane koncentracije CRC-a ve¢ nakon 6 sati dovele do
statisticki znacajnog pada u stani¢noj vijabilnosti u odnosu na kontrolni uzorak (p<0,025 —
p<0,001). Nakon 24 sata statisti¢ki znacajan (p<0,05) pad uocljiv je pri koncentraciji od 5 uM,
dok je nakon 48 sati do statisticki znac¢ajnog (p<0,025) pada doslo ve¢ pri koncentraciji od 2,5
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uM. Koncentracije CRC-a > 10 uM dovele su do statisticki znacajnog pada u stani¢noj

vijabilnosti u sva Cetiri promatrana vremena u odnosu na kontrolni uzorak (p<0,005 — p<0,001).
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Slika 30. U¢inak kurkumina (CRC1 — 100 pM) na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica
6, 24, 48 i 72 sata nakon tretmana odreden metodom Trypan Blue. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost broja Zivih stanica X 10* mL? medija za uzgoj + standardna pogreska (K —
stanice tretirane s 5 pL DMSO-a mL* medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane kurkuminom
u koncentracijama od 1 — 100 uM). Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test):
9p<0,05, °p<0,025, °p<0,005, 3p<0,001.

4.1.10. IC vrijednosti za kurkumin na CHO-K1 stani¢noj liniji odredene metodama
Neutral Red, Kenacid Blue, MTT i Trypan Blue

Iz prikaza ovisnosti prezivljavanja CHO-K1 stanica o koncentraciji CRC-a na Slici 31
vidljivo je da se postotak vijabilnih stanica 72 sata nakon tretmana smanjuje s porastom
koncentracije CRC-a te da je postotak prezivljavanja stanica obrnuto proporcionalan
koncentraciji CRC-a. Vijabilnost stanica tretiranih CRC-om najvece koncentracije (100 uM) u
trajanju od 72 sata, a odredena metodom NR iznosi svega 3,43%, KB 3,47%, MTT 5,14%, dok
vijabilnost stanica odredena metodom TB iznosi minimalnih 0,52% u odnosu na stanice u

kontrolnom uzorku.
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Slika 31. Vijabilnost CHO-K1 stanica nakon tretmana 1 — 100 uM kurkuminom u odnosu na
kontrolni uzorak (stanice tretirane s 5 uL DMSO-a mL™ medija za uzgoj) u trajanju od 72 sata
praceno metodama Neutral Red, Kenacid Blue, MTT i Trypan Blue. Podaci su izraZeni kao
srednja vrijednost + standardna pogreska (*jednadzbe interpoliranih polinomnih krivulja s
pripadaju¢im R? vrijednostima nakon odredenog perioda inkubacije).

IC vrijednosti za CRC pri prezivljenju 20, 50 i 80% CHO-K1 stanica odredene su iz
jednadzbi interpoliranih polinomnih krivulja (Slika 31) i prikazane u Tablici 3. ICso vrijednost
za CRC nakon 72 sata tretmana odredene metodom NR iznosi 21,97 uM, KB 21,94 uM, MTT
22,21 uM 1 TB 18,06 pM.

Tablica 3. Koncentracije kurkumina (uM) koje inhibiraju vijabilnost CHO-K1 stanica za 20,
501 80% odredene metodama Neutral Red, Kenacid Blue, MTT i Trypan Blue nakon 72 sata.

CRC (uM) NR KB MTT TB
IC,, 10,76 10,12 9,13 7,86
IC,, 21,97 21,94 22,21 18,06
IC,, 36,37 37,27 39,62 30,78
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42. UCINAK RESVERATROLA 1 KURKUMINA NA VIJABILNOST |
PROLIFERACIJU Hepal-6 STANICA

U svrhu usporedbe uc¢inaka odabranih polifenola (RSV i CRC) na normalnim i kanceroznim
stanicama, uz CHO-K1 stanice odabrane su kancerozne stanice jetre miSa Hepal-6, koje
zadrzavaju specificna svojstva jetre te je u njima prisutna aktivnost specifi¢nih jetrenih enzima.

Hepal-6 stanice nacijepljene su u jazice 6-well plo¢a u koncentraciji od 5x10* stanica mL*
medija za uzgoj (V=2 mL). Nakon 24 sata stanice su tretirane s 10 puL otopine RSV-a ili CRC-
a u DMSO-u tako da se u mediju za uzgoj postignu koncentracije od 1 — 100 uM za oba
polifenolna spoja. Uz uc¢inak odabranih polifenola na vijabilnost stanica, prati se i vijabilnost
stanica u kontrolnim uzorcima kojima se dodaje 5 pL DMSO-a mL™ medija za uzgoj. U&inci
odabranih koncentracija RSV-a i CRC-a na proliferaciju i vijabilnost Hepal-6 stanica praceni
Su upotrebom ¢etiri in vitro metode: NR, KB, MTT te TB tijekom 72 sata. Svakom od metoda
utvrdene su koncentracije RSV-a i CRC-a pri kojima dolazi do 20, 50 i 80%-tne inhibicije

stani¢ne vijabilnosti (IC20, ICsp, ICag0).

4.2.1. U¢inak resveratrola na vijabilnost i proliferaciju Hepal-6 stanica odreden
metodom Neutral Red

U¢inak 1 — 100 uM RSV-a na proliferaciju Hepal-6 stanica pracen je upotrebom NR metode
24, 48 i 72 sata nakon tretmana stanica ovim polifenolnim spojem. Rezultati su statisticki
obradeni i prikazani na Slici 32 kao srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm + standardna
pogreska (3 — 8 mjerenja po uzorku).

Na Slici 32 vidljivo je da 24, 48 i 72 sata nakon tretmana pri svim ispitanim koncentracijama
RSV-a dolazi do statisticki znacajnog (p<0,005 — p<0,001) pada u stanicnoj vijabilnosti u
odnosu na kontrolni uzorak. Udio stanica pri najvi$oj primijenjenoj koncentraciji RSV-a (100

uM) nakon 24 sata je 57,86%, nakon 48 sati 25,47%, a nakon 72 sata svega 17,82%.
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Slika 32. Uc¢inak resveratrola (RSV1 — 100 uM) na vijabilnost Hepal-6 stanica 24, 48 i 72 sata
nakon tretmana, odreden metodom Neutral Red. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
apsorbancije pri 540 nm + standardna pogreska (K — stanice tretirane s 5 pL DMSO-a mL™*
medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane resveratrolom u koncentracijama od 1 — 100 uM).
Statisti¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na K (Student t-test): ’p<0,005, 4p<0,001.

4.2.2. U¢inak resveratrola na vijabilnost i proliferaciju Hepal-6 stanica odreden
metodom Kenacid Blue

U¢inak 1 — 100 uM RSV-a na proliferaciju Hepal-6 stanica pracen je pomocu metode KB
24, 48 i 72 sata nakon tretmana stanica ovim polifenolnim spojem. Rezultati su statisticki
obradeni i prikazani na Slici 33 kao srednja vrijednost apsorbancije pri 577 nm + standardna
pogreska (3 — 8 mjerenja po uzorku).

Iz Slike 33 vidljivo je da 24 i 48 sati nakon tretmana pri najnizoj primijenjenoj koncentraciji
RSV-a (1 uM) dolazi do blagog porasta u stani¢noj vijabilnosti, dok je pri ostalim primijenjenim
koncentracijama 24, 48 i 72 sata nakon tretmana vidljiv pad u stani¢noj vijabilnosti u odnosu
na kontrolni uzorak. Statisticki znacajan pad u stani¢noj vijabilnosti uo€ava se 24 sata nakon
tretmana (p<0,05 pri 15 uM, p<0,001 pri 20 — 100 uM), 48 sati nakon tretmana (p<0,025 pri
2,5 uM, p<0,05 pri 10 uM, p<0,005 pri 15 puM, p<0,001 pri 20 — 100 uM), 72 sata nakon
tretmana (p<0,01 pri 1 uM, p<0,005 pri 10 uM, p<0,001 pri 2,51 5 uM, te pri 15 — 100 uM).
Udio stanica pri najvi$oj primijenjenoj koncentraciji RSV-a (100 uM) nakon 24 sata je 69,63%,
nakon 48 sati 44,15%, a nakon 72 sata 37,56%.
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Slika 33. Uc¢inak resveratrola (RSV1 — 100 uM) na vijabilnost Hepal-6 stanica 24, 48 i 72 sata
nakon tretmana odreden metodom Kenacid Blue. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
apsorbancije pri 577 nm + standardna pogreska (K — stanice tretirane s 5 pL DMSO-a mL*
medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane resveratrolom u koncentracijama od 1 — 100 uM).
Statisti¢ki znadajna razlika u odnosu na K (Student t-test): ®p<0,05, 9p<0,025, °p<0,01,
bp<0,005, 2p<0,001.

4.2.3. Ucinak resveratrola na vijabilnost i proliferaciju Hepal-6 stanica odreden
metodom MTT

Ucinak 1 — 100 uM RSV-a na proliferaciju Hepal-6 stanica pracen je pomoc¢u metode MTT
24, 48 i 72 sata nakon tretmana stanica ovim polifenolnim spojem. Rezultati su statisticki
obradeni 1 prikazani na Slici 34 kao srednja vrijednost apsorbancije pri 570 nm =+ standardna
pogreska (3 — 8 mjerenja po uzorku).

Iz prikaza na Slici 34 vidljivo je da do statisticki znacajnog pada u stani¢noj vijabilnosti
dolazi pri svim primijenjenim koncentracijama RSV-a u sva tri promatrana vremena. Statisticki
znacajan pad u stanicnoj vijabilnosti uo€ava se 24 sata nakon tretmana (p<0,025 pri 1 pM,
p<0,001 pri 2,5 — 100 uM), 48 sati nakon tretmana (p<0,005 pri 1 uM, p<0,001 pri 2,5 — 100
uM) 1 72 sata nakon tretmana (p<0,001 pri 1 — 100 uM). Udio stanica pri najvisoj primijenjenoj
koncentraciji RSV-a (100 uM) nakon 24 sata je 53,62%, nakon 48 sati 32,21%, a nakon 72 sata
15,82%.
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Slika 34. Uc¢inak resveratrola (RSV1 — 100 uM) na vijabilnost Hepal-6 stanica 24, 48 i 72 sata
nakon tretmana odreden metodom MTT. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
apsorbancije pri 570 nm + standardna pogreska (K — stanice tretirane s 5 pL DMSO-a mL*
medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane resveratrolom u koncentracijama od 1 — 100 uM).
Statisti¢ki znadajna razlika u odnosu na K (Student t-test): °p<0,025, ®p<0,005, p<0,001.

4.2.4. U¢inak resveratrola na vijabilnost i proliferaciju Hepal-6 stanica odreden
metodom Trypan Blue

Ucinak 1 — 100 uM RSV-a na proliferaciju Hepal-6 stanica pracen je metodom TB 24, 48 i
72 sata nakon tretmana stanica ovim polifenolnim spojem. Rezultati su statisticki obradeni i
prikazani na Slici 35 kao srednja vrijednost broja Zivih stanica + standardna pogreska (3 — 8
mjerenja po uzorku).

Iz Slike 35 vidljivo je da pri najnizoj primijenjenoj koncentraciji RSV-a (1 uM) dolazi do
statisticki znacajnog (p<0,01) porasta u stani¢noj vijabilnosti nakon 48 sati za 9,41%, dok je pri
ostalim primijenjenim koncentracijama RSV-a 24, 48 i 72 sata nakon tretmana uo€ljiv pad
vijabilnosti stanica u odnosu na kontrolni uzorak. Statisti¢ki znacajan pad u stani¢noj
vijabilnosti uocava se 24 sata nakon tretmana (p<0,005 pri 2,5 pM, p<0,001 pri 5 — 100 uM),
48 sati nakon tretmana (p<0,01 pri 1 i 5 uM, p<0,005 pri 2,5 pM, p<0,001 pri 5 — 100 uM) i 72
sata nakon tretmana (p<0,001 pri 2,5 — 100 uM). Udio stanica pri najvi$oj primijenjenoj
koncentraciji RSV-a (100 uM) nakon 24 sata je 31,81%, nakon 48 sati 13,01% te nakon 72 sata
svega 5,08%.
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Slika 35. Ucinak resveratrola (RSV2,5 — 100 uM) na vijabilnost Hepal-6 stanica 24, 48 i 72
sata nakon tretmana odreden metodom Trypan Blue. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost broja zivih stanica x 10* mL* medija za uzgoj + standardna pogreska u odnosu na
kontrolni uzorak (K — stanice tretirane s 5 pL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; 2,5 — 100 — stanice
tretirane resveratrolom u koncentracijama od 2,5 — 100 uM). Statisticki znacajna razlika u
odnosu na K (Student t-test): °p<0,01, ®p<0,005, p<0,001.

4.2.5. IC vrijednosti za resveratrol na Hepal-6 stani¢noj liniji odredene metodama
Neutral Red, Kenacid Blue, MTT i Trypan Blue

Iz prikaza ovisnosti prezivljavanja Hepal-6 stanica o koncentraciji RSV-a na Slici 36
vidljivo je da se postotak vijabilnih stanica 72 sata nakon tretmana smanjuje s porastom
koncentracije RSV-a te da je postotak prezivljenja stanica obrnuto proporcionalan koncentraciji
RSV-a, §to je potvrdeno svim primijenjenim metodama pracenja stanicne vijabilnosti.
Vijabilnost stanica tretiranih RSV-om najvece koncentracije (100 uM) u trajanju od 72 sata, a
odredena metodom NR iznosi 17,21%, KB 37,69%, MTT 15,94%, dok je vijabilnost stanica

odredena metodom TB svega 5,17% u odnosu na stanice u kontrolnom uzorku.
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Slika 36. Vijabilnost Hepal-6 stanica 72 sata nakon tretmana 1 — 100 uM resveratrolom u
odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane s 5 pL. DMSO-a mL™ medija za uzgoj) praceno
metodama Neutral Red, Kenacid Blue, MTT i Trypan Blue. Podaci su izrazeni kao srednja
vrijednost =+ standardna pogreSka (*jednadzbe interpoliranih polinomnih krivulja s
pripadajuéim R? vrijednostima nakon odredenog perioda inkubacije).

IC vrijednosti za RSV pri prezivljavanju 20, 50 i 80% Hepal-6 stanica odredene su
primjenom metoda NR, KB, MTT i TB iz jednadzbi interpoliranih polinomnih krivulja (Slika
36) i prikazane u Tablici 4. ICso vrijednost za RSV nakon 72 sata tretmana odredene metodom
NR iznosi 35,13 uM, KB 74,19 uM, MTT 29,19 uM i TB 10,44 uM.

Tablica 4. Koncentracije resveratrola (uM) koje inhibiraju vijabilnost Hepal-6 stanica za 20,
501 80 % odredene metodama Neutral Red, Kenacid Blue, MTT i Trypan Blue nakon 72 sata.

RSV (uM) NR KB MTT TB
IC,, 10,95 30,05 2,63 0,43
IC,, 35,13 74,19 29,19 10,44
IC,, 78,29 119,53" 78,90 20,62

*vrijednost odredena iz interpolirane polinomne krivulje viSa od eksperimentalno primijenjene
najvise koncentracije RSV-a

4.2.6. Uc¢inak kurkumina na vijabilnost i proliferaciju Hepal-6 stanica odreden
metodom Neutral Red

Uc¢inak 1 — 100 uM CRC-a na proliferaciju Hepal-6 stanica pracen je pomocu metode NR
24, 48 i 72 sata nakon tretmana stanica ovim polifenolnim spojem. Rezultati su statisticki
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obradeni 1 prikazani na Slici 37 kao srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm + standardna
pogreska (3 — 12 mjerenja po uzorku).

Iz Slike 37 vidljivo je da su koncentracije RSV-a < 5 uM dovele do blagog porasta u
stani¢noj vijabilnosti 24 i 48 sati nakon tretmana, dok pri ostalim primijenjenim
koncentracijama dolazi do pada u stani¢noj vijabilnosti. Do statisticki znacajnog pada u
stani¢noj vijabilnosti u odnosu na kontrolni uzorak nakon 24 sata dolazi pri CRC-a > 20 uM
(p<0,001), nakon 48 sati pri CRC-a > 15 uM (p<0,05 pri 15 uM, p<0,001 pri 20 — 100 uM) te
nakon 72 sata pri CRC-a> 10 uM (p<0,025 pri 10 uM, p<0,001 pri 15— 100 uM). Udio stanica
pri najvisoj primijenjenoj koncentraciji CRC-a (100 uM) nakon 24 sata je 44,08%, nakon 48
sati 23,80% te nakon 72 sata 14,43%.
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Slika 37. U¢inak kurkumina (CRC1 — 100 uM) na vijabilnost Hepal-6 stanica 24, 48 i 72 sata
nakon tretmana odreden metodom Neutral Red. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
apsorbancije pri 540 nm + standardna pogreska u odnosu na kontrolni uzorak (K — stanice
tretirane s 5 pL DMSO-a mL™ medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane kurkuminom u
koncentracijama od 1 — 100 uM). Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test):
°p<0,05, °p<0,025, 2p<0,001.

4.2.7. Uc¢inak kurkumina na vijabilnost i proliferaciju Hepal-6 stanica odreden
metodom Kenacid Blue

U¢inak 1 — 100 uM CRC-a na proliferaciju Hepal-6 stanica pracen je primjenom KB metode
24, 48 i 72 sata nakon tretmana stanica ovim polifenolnim spojem. Rezultati su statisticki
obradeni 1 prikazani na Slici 38 kao srednja vrijednost apsorbancije pri 577 nm + standardna
pogreska (4 — 12 mjerenja po uzorku).

Na Slici 38 vidljivo je da su koncentracije CRC-a 1 — 10 uM dovele do blagog porasta u

stanicnoj vijabilnosti 24 sata nakon tretmana, dok se pri ostalim koncentracijama uocava pad u
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stani¢noj vijabilnosti, koji je pri koncentracijama CRC-a > 20 uM statisti¢ki znacajan
(p<0,001). Nakon 48 sati do blagog porasta u stani¢noj vijabilnosti dolazi pri koncentracijama
CRC-a1l-5 uM, dok se pri ostalim koncentracijama uo¢ava pad u stani¢noj vijabilnosti (CRC-
a> 15 uM — p<0,001). Do blagog porasta u stani¢noj vijabilnosti 72 sata nakon tretmana doslo
je pri najnizoj primijenjenoj koncentraciji CRC-a od 1 uM, dok pri ostalim primijenjenim
koncentracijama dolazi do statisticki znacajnog pada u stani¢noj vijabilnosti (p<0,005 pri 10
uM, p<0,001 pri 15 — 100 uM). Udio stanica pri najvisoj primijenjenoj koncentraciji CRC-a
(100 uM) nakon 24 sata je 39,62%, nakon 48 sati 17,03% te nakon 72 sata 11,36%.
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Slika 38. Ucinak kurkumina (CRC1 — 100 uM) na vijabilnost Hepal-6 stanica 24, 48 i 72 sata
nakon tretmana odreden metodom Kenacid Blue. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
apsorbancije pri 577 nm =+ standardna pogreska u odnosu na kontrolni uzorak (K — stanice
tretirane s 5 pL DMSO-a mL™ medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane kurkuminom u
koncentracijama od 1 — 100 uM). Statisticki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test):
bp<0,005, 2p<0,001.

4.2.8. Uc¢inak kurkumina na vijabilnost i proliferaciju Hepal-6 stanica odreden
metodom MTT

Ucinak 1 — 100 uM CRC-a na proliferaciju Hepal-6 stanica pracen je pomoc¢u metode MTT
24, 48 1 72 sata nakon tretmana stanica ovim polifenolnim spojem. Rezultati su statisticki
obradeni i prikazani na Slici 39 kao srednja vrijednost apsorbancije pri 570 nm =+ standardna
pogreska (3 — 8 mjerenja po uzorku).

Iz slike 39 vidljivo je da do pada u stani¢noj vijabilnosti dolazi ve¢ 24 sata nakon tretmana
pri koncentracijama > 2,5 uM CRC-a. Nakon 24 sata do blagog porasta u stani¢noj vijabilnosti
dolazi pri koncentraciji CRC-a od 1 uM, dok se pri ostalim koncentracijama uocava pad u

stani¢noj vijabilnosti, koji je statisticki znacajan pri koncentracijama CRC-a od 2,5 pM
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(p<0,05), 5 uM (p<0,005) te 10 — 100 uM (p<0,001). Nakon 48 sati do statisticki znacajnog
pada dolazi pri svim primijenjenim koncentracijama CRC-a i to pri 1 uM (p<0,01) te > 2,5 uM
(p<0,001). Isto se uocava i nakon 72 sata sa statistickim znacajem od p<0,001 pri svim ispitnim
koncentracijama. Udio stanica pri najvi$oj primijenjenoj koncentraciji CRC-a (100 uM) nakon
24 sata je 47,16%, nakon 48 sati 15,47% te nakon 72 sata 14,40%.
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Slika 39. Uc¢inak kurkumina (CRC1 — 100 uM) na vijabilnost Hepal-6 stanica 24, 48 i 72 sata
nakon tretmana odreden metodom MTT. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
apsorbancije pri 570 nm =+ standardna pogreska u odnosu na kontrolni uzorak (K — stanice
tretirane s 5 pL DMSO-a mL™ medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane kurkuminom u
koncentracijama od 1 — 100 uM). Statisticki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test):
4n<0,05, °p<0,01, Pp<0,005, 2p<0,001.

4.2.9. U¢inak kurkumina na vijabilnost i proliferaciju Hepal-6 stanica odreden
metodom Trypan Blue

U¢inak 1 — 100 uM CRC-a na proliferaciju Hepal-6 stanica pracen je pomoc¢u metode TB
24, 48 i 72 sata nakon tretmana stanica ovim polifenolnim spojem. Rezultati su statisticki
obradeni i prikazani na Slici 40 kao srednja vrijednost broja zivih stanica + standardna pogreska
(3 — 8 mjerenja po uzorku).

Na Slici 40 vidljivo je da su ispitane koncentracije CRC-a > 2,5 uM dovele su do statisticki
znacajnog pada u stani¢noj vijabilnosti u sva tri promatrana vremena u odnosu na kontrolni
uzorak. Nakon 24 sata pri koncentracijama od 2,5 1 5 uM (p<0,05), a pri koncentracijama > 10
uM (p<0,001). Nakon 48 sati pri koncentracijama od 1 uM (p<0,05), 2,5 uM (p<0,025), > 5
uM (p<0,001). Nakon 72 sata pri koncentracijama od 1 uM (p<0,025), 2,51 5 uM (p<0,005) te
pri koncentracijama > 10 uM (p<0,001). Udio stanica pri najvisoj primijenjenoj koncentraciji

CRC-a (100 uM) nakon 24 sata je 13,41%, nakon 48 sati 5,93% te nakon 72 sata svega 1,66%.
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Slika 40. U¢inak kurkumina (CRC1 — 100 uM) na vijabilnost Hepal-6 stanica 24, 48 i 72 sata
nakon tretmana odreden metodom Trypan Blue. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
broja zivih stanica X 10* mL? medija za uzgoj + standardna pogreska u odnosu na kontrolni
uzorak (K — stanice tretirane s 5 uL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane
kurkuminom u koncentracijama od 1 — 100 uM). Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K
(Student t-test): 9p<0,05, °p<0,025, °p<0,005, 2p<0,001.

4.2.10. IC vrijednosti za kurkumin na Hepal-6 stani¢noj liniji odredene metodama
Neutral Red, Kenacid Blue, MTT i Trypan Blue

Iz prikaza ovisnosti prezivljavanja Hepal-6 stanica o koncentraciji CRC-a na Slici 41
vidljivo je da se postotak vijabilnih stanica 72 sata nakon tretmana smanjuje s porastom
koncentracije CRC-a te da je postotak prezivljavanja stanica obrnuto proporcionalan
koncentraciji CRC-a. Vijabilnost stanica tretiranih CRC-om najvece koncentracije (100 uM) u
trajanju od 72 sata, a odredena metodom NR iznosi 14,93%, KB 11,73%, MTT 14,62%, dok
vijabilnost stanica odredena metodom TB iznosi minimalnih 1,67% u odnosu na stanice u

kontrolnom uzorku.
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Slika 41. Vijabilnost Hepal-6 stanica nakon tretmana 1 — 100 uM kurkuminom u odnosu na
kontrolni uzorak (stanice tretirane s 5 pL. DMSO-a mL™ medija za uzgoj) u trajanju od 72 sata
praceno metodama Neutral Red, Kenacid Blue, MTT i Trypan Blue. Podaci su izraZeni kao
srednja vrijednost + standardna pogreska (*jednadzbe interpoliranih polinomnih krivulja s
pripadajuéim R? vrijednostima nakon odredenog perioda inkubacije).

IC vrijednosti za CRC pri prezivljavanju 20, 50 i 80% Hepal-6 stanica odredene su iz
jednadzbi interpoliranih polinomnih krivulja (Slika 41) i prikazane u Tablici 5. ICso vrijednost
za CRC nakon 72 sata tretmana odredene metodom NR iznosi 25,95 uM, KB 26,93 uM, MTT
20,51 uM 1 TB 15,59 uM.

Tablica 5. Koncentracije kurkumina (uM) koje inhibiraju vijabilnost Hepal-6 stanica za 20, 50
1 80% odredene metodama Neutral Red, Kenacid Blue, MTT i Trypan Blue nakon 72 sata.

CRC (uM) NR KB MTT TB
1C,, 10,32 10,97 5,00 3,33
IC,, 25,95 26,93 20,51 15,59
IC,, 49,65 51,30 43,62 31,58

4.3. UCINAK RESVERATROLA I KURKUMINA NA FORMIRANJE REAKTIVNIH
KISIKOVIH VRSTA U CHO-K1 STANICAMA

U svrhu odredivanja u¢inaka RSV-a i CRC-a na intracelularnu razinu ROS-a, CHO-K1
stanice nacijepljene su u jazice 96-well plo¢e tamnog dna u koncentraciji od 2,5x10° stanica

mL? medija za uzgoj (V=100 uL). Nakon 24 sata, stanice se ispiru puferom, a u isprane jaZice
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dodaje se 100 uL DCFH-DA u koncentraciji od 25 uM. Inkubacija traje 45 minuta u inkubatoru
pri 37°C. Slijedi ispiranje puferom koji sadrzi 1% FBS-a i tretman pripremljenim otopinama
polifenola u DMSO-u tako da se u mediju za uzgoj postignu koncentracije od 1 — 100 uM
odabranog polifenola. Uz u¢inak odabranih polifenola na intracelularnu razinu ROS-a, prati se
i intracelularna razina ROS-a u kontrolnim uzorcima — netretirane stanice (Kj), stanice tretirane
istim volumenom DMSO-a u kojem je otopljen polifenol (K), a kao pozitivna kontrola koristi
se 50 uM TBHP.

Ucinak 1 — 100 uM RSV-a/CRC-a na intracelularnu razinu ROS-a u stani¢noj liniji CHO-
K1 pracen je DCFH-DA metodom, koja ukljuc¢uje mjerenje intenziteta fluorescencije DCF-a 3
sata nakon inkubacije s ovim potencijalnim anti/prooksidansima.

Rezultati su prikazani na Slikama 42 i 43 kao ovisnost intenziteta fluorescencije o
koncentraciji primijenjenih koncentracija RSV-a/CRC-a. Uc¢inak svake od koncentracija

odreden je iz 4 — 14 mjerenja.

4.3.1. U¢inak resveratrola na formiranje reaktivnih Kkisikovih vrsta u CHO-K1
stanicama

Iz prikaza u¢inka RSV-a (1 — 100 uM) na stvaranje ROS-a u CHO-K1 stanicama na Slici
42, vidljivo je da RSV u svim ispitanim koncentracijama uzrokuje statisti¢ki znacajan (p<0,025

— p<0,001) pad razine ROS-a za 17,50 — 32,50% u odnosu na kontrolni uzorak (K).
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Slika 42. U¢inak resveratrola (RSV1 — 100 uM) na formiranje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS)
u CHO-K1 stanicama. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost intenziteta fluorescencije
(Aexem=485/535 nm) + standardna pogreSka. TBHP — stanice tretirane 50 uM tert-butil
hidroperoksidom; K — stanice tretirane s 5 uL. DMSO-a mL™* medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice
tretirane resveratrolom u koncentracijama od 1 — 100 uM. Statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu
na K (Student t-test): YV Y Yp<0,025, Y Y Yp<0,01, ¥ Yp<0,005, Yp<0,001.
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4.3.2. U¢inak kurkumina na formiranje reaktivnih kisikovih vrsta u CHO-K1 stanicama

1z prikaza uc¢inka CRC-a (1 — 100 uM) na stvaranje ROS-a u CHO-K1 stanicama na Slici
43, vidljivo je da u odnosu na stanice tretirane DMSO-om (K), CRC u svim ispitanim
koncentracijama uzrokuje pad razine ROS-a za 4,55 — 22,73%, s tim da je taj pad statisti¢ki

znacajan samo pri koncentraciji od 50 uM (p<0,05).
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Slika 43. U¢inak kurkumina (CRC1 — 100 uM) na formiranje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS)
u CHO-K1 stanicama. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost intenziteta fluorescencije
(Aexem=485/535 nm) + standardna pogreSka. TBHP — stanice tretirane 50 uM tert-butil
hidroperoksidom; K — stanice tretirane s 5 uL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice
tretirane kurkuminom u koncentracijama od 1 — 100 uM). Statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu
na K (Student t-test): " p<0,05.

4.4. STANICNA SMRT NAKON TRETMANA CHO-K1 STANICA

RESVERATROLOM ILI KURKUMINOM

U svrhu utvrdivanja tipa stani¢ne smrti (apoptoza/nekroza) nakon tretmana CHO-K1 stanica
RSV-om ili CRC-om stanice su nacijepljene u jazice 6-well plo¢a u koncentraciji od 2x10*
stanica mL™* medija za uzgoj (V=2 mL) te nakon 24 sata tretirane s 10 uL otopine RSV/CRC u
DMSO-u tako da se u mediju za uzgoj postignu koncentracije od 5 — 100 uM RSV/CRC. Uz
ucinak odabranih polifenola na tip stanicne smrti, prati se 1 rast stanica u kontroli kojima se
dodaje 5 uL DMSO-a mL™ medija za uzgoj. 6 i 48 sati nakon tretmana odabranim polifenolom,
primjenom MUSE® proto¢nog citometra provodi se kvantitativna analiza Zivih, apoptotskih
(rana i kasna apoptoza) i mrtvih (nekroti¢nih) stanica.

Rezultati dobiveni primjenom MUSE® proto¢nog citometra prikazani su u obliku dot-plot

dijagrama na kojima je subpopulacija zivih stanica prikazana u donjem lijevom kvadrantu (7-
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AAD (-)/aneksin V (-)), u donjem desnom kvadrantu prikazane su stanice koje ¢ine populaciju
stanica u ranoj apoptozi (7-AAD (-)/aneksin V (+)), gornji desni kvadrant prikazuje stanice u
kasnoj apoptozi (7-AAD (+)/aneksin V (+)), dok se u gornjem lijevom kvadrantu nalazi
subpopulacija mrtvih stanica (7-AAD (+)/aneksin V (-)).

Rezultati analize CHO-K1 stani¢ne smrti nakon tretmana stanica RSV/CRC prikazani su kao
udio zivih stanica, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te mrtvih stanica (slike 44 i 46) te kao
reprezentativni dot-plot dijagrami sa Cetiri razli¢ite populacije CHO-K1 stanica (Slike 45 i 47,
48 i 49) dobivenih primjenom metode proto¢ne citometrije 6 i 48 sati nakon tretmana RSV-
om/CRC-om. Uc¢inak razli¢itih koncentracija odabranog polifenola odreden je iz 3 — 15

mjerenja po koncentraciji.

4.4.1. Staniéna smrt nakon tretmana CHO-K1 stanica resveratrolom

.....

I kasnoj apoptozi, mrtve stanice) nakon tretmana RSV-om (5 — 100 uM) te je iz slike vidljivo
kako s povec¢anjem koncentracije RSV-a, nakon oba vremena tretmana (6 i 48 sati), dolazi do
smanjenja postotka zivih stanica. Nakon 6 sati tretmana, povecanjem koncentracije RSV-a
postotak zivih stanica se smanjuje sa 73,75% pri tretmanu s 5 uM na 40,89% pri tretmanu sa
100 uM (p<0,001), dok udio apoptotskih (rana i kasna apoptoza) raste s 18,49% na 27,25%
(p<0,001), a udio mrtvih sa 7,76% na 31,86% (p<0,001). Daljnjim vremenom inkubacije (48
sati) uocava se isti trend. Postotak zivih stanica s 90,57% pri tretmanu RSV-om koncentracije
5 uM pada na 71,41% pri koncentraciji od 100 uM (p<0,01), udio ukupno apoptotskih raste s
5,93% na 18,29%, a udio mrtvih s 3,50% na 10,31% (p<0,05). Takoder, uocava se da je, ukupno
gledajuci, postotak stanica u ranoj i kasnoj apoptozi ve¢i u odnosu na one u nekrozi. Na Slici
44 uocava se i znacajan pad u postotku zivih stanica pri porastu koncentracije RSV-a, narocito
pri koncentraciji od 100 uM nakon 6 sati tretmana. U¢inak nakon 6 sati tretmana je izrazeniji u
odnosu dulji period inkubacije (48h). Analiziraju¢i udjele subpopulacija stanica nakon 48 sati
tretmana, vidljivo je da je trend porasta udjela apoptotskih stanica u populaciji ve¢i od trenda

porasta udjela nekroti¢nih stanica i1 da je ovisan o dozi RSV-a.
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Slika 44. U¢inak resveratrola (RSV5 — 100 uM) na udio zivih, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi
te mrtvih stanica 6 i 48 sati nakon tretmana CHO-K1 stanica odreden metodom protoéne
citometrije (K — stanice tretirane s 5 uL DMSO-a mL* medija za uzgoj; 5 — 100 — stanice
tretirane resveratrolom u koncentracijama 5 — 100 uM). Statisticki znacajna razlika u odnosu
na K (Student t-test): °p<0,05, °p<0,01, p<0,001.

Na Slici 45 izdvojeni su reprezentativni dot-plot dijagrami 6 sati nakon tretmana stanica

RSV-om, dok su na Slici 46 prikazani dot-plot dijagrami 48 sati nakon tretmana.
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Slika 45. Reprezentativni dot-plot dijagrami nakon 6 sati tretmana CHO-K1 stanica resveratrolom dobiveni metodom proto¢ne citometrije
(KONTROLA — stanice tretirane DMSO-om, 5 uL mL™ medija za uzgoj; RSV5 — 100 — stanice tretirane resveratrolom u koncentracijama od 5 —
100 uM).
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Slika 46. Reprezentativni dot-plot dijagrami nakon 48 sati tretmana CHO-K1 stanica resveratrolom dobiveni metodom protocne citometrije
(KONTROLA — stanice tretirane DMSO-om, 5 uL mL™ medija za uzgoj; RSV5 — 100 — stanice tretirane resveratrolom u koncentracijama od 5 —

100 pM).
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4.4.2. Staniéna smrt nakon tretmana CHO-K1 stanica kurkuminom

.....

I kasnoj apoptozi, mrtve stanice) nakon tretmana CRC-om (5 — 100 uM) te je iz slike vidljivo
kako s povec¢anjem koncentracije CRC-a, nakon oba vremena tretmana (6 i 48 sati), dolazi do
smanjenja postotka zivih stanica. Nakon 6 sati tretmana, povecanjem koncentracije CRC-a
postotak zivih stanica se smanjuje s 85,64% pri tretmanu s 5 uM na 20,21% pri tretmanu sa 100
uM (p<0,001), dok udio apoptotskih (rana i kasna apoptoza) raste s 11,41% na 73,77%
(p<0,005 — rana apoptoza, p<0,001 — kasna apoptoza), a udio mrtvih s 2,71% na 6,03%.
Tijekom duljeg vremena inkubacije (48h) uocava se isti trend. Postotak Zivih stanica s 94,96%
pri tretmanu s CRC-om koncentracije 5 pM pada na svega 4,55% pri koncentraciji od 100 uM
(p<0,001), udio ukupno apoptotskih raste s 3,11% na 92,57% (p<0,001), a udio mrtvih s 1,93%
na 2,88%. Isto tako, uocava se da je ukupno gledajuci, postotak stanica u ranoj i kasnoj apoptozi
znacajno vec¢i u odnosu na one u nekrozi. Analizirajuéi udjele subpopulacija stanica, vidljivo je
da je trend porasta udjela apoptotskih stanica u populaciji ve¢i od trenda porasta udjela

nekroti¢nih stanica i da je ovisan o dozi CRC-a.

79



6 sati nakon tretmana kurkuminom

K H H
5 HH b+ HH Hi
=S in
3
o 20 arHH  a aH +
@
5 in
50 a aHi al
100 ar—+—ibti at
0 20 40 60 80 100
% stanica

Ozive Oranaapoptoza Okasnaapoptoza Omrtve

[ 48 sati nakon tretmana kurkuminom }

K

20

CRC (uM)

50

100 | a

0 20 40 ) 60 80 100
% stanica

Ozive Oranaapoptoza [©kasnaapoptoza BEmrtve

Slika 47. U¢inak kurkumina (CRC5 — 100 pM) na udio zivih, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi
te mrtvih stanica 6 i 48 sati nakon tretmana CHO-K1 stanica odreden metodom proto¢ne
citometrije (K — stanice tretirane s 5 pL DMSO-a mL* medija za uzgoj; 5 — 100 — stanice
tretirane kurkuminom u koncentracijama od 5 — 100 pM). Statisticki znacajna razlika u odnosu
na K (Student t-test): 9p<0,05, °p<0,01, p<0,005, 2p<0,001.

Na Slici 48 izdvojeni su reprezentativni dot-plot dijagrami 6 sati nakon tretmana stanica

CRC-om, dok su na Slici 49 prikazani dot-plot dijagrami 48 sati nakon tretmana.
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Slika 48. Reprezentativni dot-plot dijagrami nakon 6 sati tretmana CHO-K1 stanica kurkuminom dobiveni metodom proto¢ne citometrije
(KONTROLA — stanice tretirane DMSO-om, 5 uL mL™ medija za uzgoj; CRC5 — 100 — stanice tretirane kurkuminom u koncentracijama od 5 —

100 pM).
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Slika 49. Reprezentativni dot-plot dijagrami nakon 48 sati tretmana CHO-K1 stanica kurkuminom dobiveni metodom proto¢ne citometrije
(KONTROLA — stanice tretirane DMSO-om, 5 uL mL™* medija za uzgoj; CRC5 — 100 — stanice tretirane kurkuminom u koncentracijama od 5 —

100 pM).
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45. UCINAK FEROCENSKOG TRIACILNOG DERIVATA RESVERATROLA |
FEROCENSKOG ANALOGA KURKUMINA NA  VIJABILNOST |
PROLIFERACIJU CHO-K1 STANICA

S ciljem utvrdivanja u¢inaka novosintetiziranog ferocenskog triacilnog derivata resveratrola
(RF) 1 ferocenskog analoga kurkumina (u kojemu je benzilidenska skupina zamijenjena
ferocenom; CF) na proliferaciju i vijabilnost stanica, CHO-K1 stanice nacijepljene su u jaZice
6-well plo¢a u koncentraciji od 2x10* stanica mL™* medija za uzgoj (V=2 mL). Nakon 24 sata
stanice su tretirane s 10 pL otopine RF-a ili CF-a u DMSO-u tako da se u mediju za uzgoj
postignu koncentracije od 2,5 — 100 uM za RF te 1 — 100 uM za CF. Uz ucinak odabranog
ferocenskog derivata/analoga polifenola na rast stanica, prati se i rast stanica u kontroli kojima
se dodaje 5 pL DMSO-a mL™* medija za uzgoj. U¢inci odabranih koncentracija RF-a/CF-a na
proliferaciju i vijabilnost CHO-K1 stanica praceni su upotrebom ¢etiri in vitro metode: NR, KB,
MTT te TB 48 sati nakon inkubacije.

4.5.1. Uc¢inak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola na vijabilnost i proliferaciju
CHO-KI1 stanica odreden metodom Neutral Red

Ucinak 2,5 — 100 uM RF-a na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica pracen je pomo¢u
metode NR 48 sati nakon tretmana, a rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 50 kao
srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm =+ standardna pogreska (3 — 6 mjerenja po uzorku).

Iz Slike 50 vidljivo je da su sve ispitane koncentracije RF-a dovele do blagoga porasta (3,44
— 13,97%) u vijabilnosti i proliferaciji CHO-K1 stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice
tretirane s 5 pL DMSO-a mL™ medija za uzgoj). Do statisticki zna¢ajnog porasta u stani¢noj
vijabilnosti doslo je pri ve¢im ispitanim koncentracijama RF-a od 20 uM (p<0,05), 35 uM
(p<0,001), 50 uM (p<0,005), 75 uM (p<0,001) 1 100 uM (p<0,001).
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Slika 50. Uc¢inak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola (RF2,5 — 100 uM) na vijabilnost
i proliferaciju CHO-K1 stanica 48 sati nakon tretmana odreden metodom Neutral Red. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm =+ standardna pogreska (K — stanice
tretirane s 5 pL DMSO-a mL™? medija za uzgoj; 2,5 — 100 — stanice tretirane RF-om u
koncentracijama od 2,5 — 100 uM). Statisticki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test):
A44p<0,05, 44p<0,005, 4p<0,001.

Iz Slike 50 takoder je vidljivo povecanje vrijednosti apsorbancije ovisno o dozi RF-a.
Postotak stanica tretiranih RF-om najvece koncentracije (100 uM) u trajanju od 48 sati je za

13,97% veci u odnosu na stanice u kontrolnom uzorku.

4.5.2. Uc¢inak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola na vijabilnost i proliferaciju
CHO-K1 stanica odreden metodom Kenacid Blue

Ucinak 2,5 — 100 uM RF-a na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica pracen je pomocu
metode KB 48 sati nakon tretmana, a rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 51 kao
srednja vrijednost apsorbancije pri 577 nm + standardna pogreska (3 — 5 mjerenja po uzorku).

Iz Slike 51 vidljivo je da ispitane koncentracije RF-a ne uzrokuju statisticki znacajne
promjene u vijabilnosti i proliferaciji CHO-K1 stanica (oCitane vrijednosti apsorbancije

priblizno su jednake) u odnosu na kontrolni uzorak.
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Slika 51. U¢inak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola (RF2,5 — 100 uM) na vijabilnost
i proliferaciju CHO-K1 stanica 48 sati nakon tretmana odreden metodom Kenacid Blue.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost apsorbancije pri 577 nm + standardna pogreska
(K — stanice tretirane s 5 uL. DMSO-a mL™ medija za uzgoj; 2,5 — 100 — stanice tretirane RF-
om u koncentracijama od 2,5 — 100 uM).

4.5.3. U¢inak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola na vijabilnost i proliferaciju
CHO-KI1 stanica odreden metodom MTT

Ucinak 2,5 — 100 uM RF-a na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica pra¢en je pomocu
metode MTT 48 sati nakon tretmana, a rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 52
kao srednja vrijednost apsorbancije pri 570 nm + standardna pogreska (6 — 19 mjerenja po
uzorku).

Na Slici 52 vidljivo je da koncentracije RF-a 10 — 35 uM dovode do pada stani¢ne
vijabilnosti (p<0,05 — p<0,001) u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane s 5 uLL. DMSO-
a mL* medija za uzgoj), dok je pri visim dozama uocen statisticki znagajan (p<0,05) porast

proliferacije i vijabilnosti CHO-K1 stanica.
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Slika 52. Ucinak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola (RF2,5 — 100 uM) na vijabilnost
i proliferaciju CHO-K1 stanica 48 sati nakon tretmana odreden metodom MTT. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost apsorbancije pri 570 nm =+ standardna pogreska (K — stanice
tretirane s 5 pL DMSO-a mL™? medija za uzgoj; 2,5 — 100 — stanice tretirane RF-om u
koncentracijama od 2,5 — 100 uM). Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test):
VYV V/AAL1<0,05, Y Yp<0,025, Yp<0,001.

4.5.4. Ucinak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola na vijabilnost i proliferaciju
CHO-K1 stanica odreden metodom Trypan Blue

Ucinak 2,5 — 100 uM RF-a na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica praen je pomocu
metode TB 48 sati nakon tretmana, a rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 53 kao
srednja vrijednost broja zivih stanica + standardna pogreska (4 — 9 mjerenja po uzorku).

Iz Slike 53 vidljivo je da su sve ispitane koncentracije RF-a dovele do porasta (4,27 —
17,12%) u stani¢noj vijabilnosti CHO-K1 stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice
tretirane s 5 uL DMSO-a mL™ medija za uzgoj), pri ¢emu je taj porast statisticki znacajan pri

koncentracijama od 5 pM (p<0,05), 35 uM (p<0,05), 75 uM (p<0,01) 1 100 uM (p<0,025).
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Slika 53. Ucinak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola (RF2,5 — 100 uM) na vijabilnost
i proliferaciju CHO-K1 stanica 48 sati nakon tretmana odreden metodom Trypan Blue.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost broja zivih stanica x 10* mL™* medija za uzgoj +
standardna pogreska (K — stanice tretirane s 5 uL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; 2,5 — 100 —
stanice tretirane RF-om u koncentracijama od 2,5 — 100 uM). Statisticki znacajna razlika u
odnosu na K (Student t-test): * * #p<0,05, * #p<0,025, *p<0,01.

Iz Slike 53 takoder je vidljivo povecanje broja zivih stanica ovisno o koncentraciji RF-a.
Vijabilnost stanica tretiranih RF-om najveée koncentracije (100 pM) u trajanju od 48 sati veca

je za 17,12% u odnosu na stanice u kontrolnom uzorku.

45.5. Uc¢inak ferocenskog analoga kurkumina na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1
stanica odreden metodom Neutral Red

Ucinak 1 — 100 uM CF-a na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica pracen je pomocu
metode NR 48 sati nakon tretmana, a rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 54 kao
srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm + standardna pogreska (4 — 11 mjerenja po uzorku).

1z Slike 54 vidljivo je da nakon 48 sati tretmana, do statisti¢ki znacajnog porasta u stani¢noj
vijabilnosti dolazi pri koncentracijama CF-a od 1 uM (p<0,05) i 5 uM (p<0,005) u odnosu na
kontrolni uzorak (stanice tretirane s 5 pL DMSO-a mL™? medija za uzgoj). Medutim, pri
koncentracijama CF-a >15 uM dolazi do pada u stani¢noj vijabilnosti pri ¢emu je taj pad
statisticki znacajan (p<0,001) kod koncentracija od 35 — 100 uM.
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Slika 54. U¢inak ferocenskog analoga kurkumina (CF1 — 100 uM) na vijabilnost i proliferaciju
CHO-K1 stanica 48 sati nakon tretmana odreden metodom Neutral Red. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm =+ standardna pogreska (K — stanice tretirane s
5 uL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane CF-om u koncentracijama od
1 — 100 uM). Statisti¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na K (Student t-test): 444p<0,05,
4 4p<0,005, Yp<0,001.

Vidljivo smanjenje vrijednosti apsorbancije prikazano na Slici 54 upucuje na to da je
prezivljenje stanica obrnuto proporcionalno koncentraciji CF-a. Vijabilnost stanica tretiranih
CF-om najvece koncentracije (100 uM) u trajanju od 48 sati iznosi svega 6,83% u odnosu na

stanice u kontrolnom uzorku (stanice tretirane s 5 uL. DMSO-a mL™* medija za uzgoj).

45.6. U¢inak ferocenskog analoga kurkumina na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1
stanica odreden metodom Kenacid Blue

U¢inak 1 — 100 uM CF-a na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica pracen je pomoc¢u
metode KB 48 sati nakon tretmana, a rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 55 kao
srednja vrijednost apsorbancije pri 577 nm + standardna pogreska (4 — 11 mjerenja po uzorku).

Iz Slike 55 vidljivo je da 48 sati nakon tretmana, CF u koncentracijama od 1 — 10 uM ne
uzrokuje znacajne promjene u vijabilnosti CHO-K1 stanica (ocitane vrijednosti apsorbancija
priblizno su jednake) u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane s 5 pL DMSO-a mL™*
medija za uzgoj). Medutim, pri koncentracijama od 15 — 100 pM uocava se izraZen i statisticki

znacajan (p<0,005 — p<0,001) pad u stani¢noj vijabilnosti.
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Slika 55. U¢inak ferocenskog analoga kurkumina (CF1 — 100 uM) na vijabilnost i proliferaciju
CHO-K1 stanica 48 sati nakon tretmana odreden metodom Kenacid Blue. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost apsorbancije pri 577 nm =+ standardna pogreska (K — stanice tretirane s
5 uL DMSO-a mL* medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane CF-om u koncentracijama od
1100 uM). Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test): ¥ Yp<0,005, Yp<0,001.

Iz Slike 55 vidljivo je smanjenje vrijednosti apsorbancije, koje je obrnuto proporcionalno
koncentraciji CF-a. Vijabilnost stanica tretiranih CF-om najvec¢e koncentracije (100 uM) u
trajanju od 48 sati iznosi svega 8,23% u odnosu na stanice u kontrolnom uzorku (stanice

tretirane s 5 uL. DMSO-a mL™! medija za uzgoj).

45.7. U¢inak ferocenskog analoga kurkumina na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1
stanica odreden metodom MTT

Ucinak 1 — 100 uM CF-a na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica pracen je pomocu
metode MTT 48 sati nakon tretmana, a rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 56
kao srednja vrijednost apsorbancije pri 570 nm + standardna pogreska (5 — 12 mjerenja po
uzorku).

Iz Slike 56 vidljivo je da nakon 48 sati sve ispitane koncentracije CF-a dovode do pada u
staniénoj vijabilnosti u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane s 5 pL DMSO-a mL™*
medija za uzgoj), pri ¢emu je taj pad statisticki znacajan pri koncentracijama > 10 uM (p<0,01

~ p<0,001).
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Slika 56. U¢inak ferocenskog analoga kurkumina (CF1 — 100 uM) na vijabilnost i proliferaciju
CHO-K1 stanica 48 sati nakon tretmana odreden metodom MTT. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost apsorbancije pri 570 nm =+ standardna pogreska (K — stanice tretirane s 5 pLL
DMSO-a mL™ medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane CF-om u koncentracijama od 1 —
100 uM). Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test): ¥ ¥ Yp<0,01, ¥ Yp<0,005,
¥p<0,001.

Na Slici 56 vidljivo je smanjenje vrijednosti apsorbancije ovisno o koncentraciji CF-a, $to
je potvrdeno i metodama NR i KB. Vijabilnost stanica tretiranih CF-om najvece koncentracije

(100 uM) u trajanju od 48 sati iznosi 20,34% u odnosu na stanice u kontrolnom uzorku (stanice

tretirane s 5 uL. DMSO-a mL™! medija za uzgoj).

4.5.8. Uc¢inak ferocenskog analoga kurkumina na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1
stanica odreden metodom Trypan Blue

U¢inak 1 — 100 uM CF-a na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica pracen je pomoc¢u
metode TB 48 sati nakon tretmana, a rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 57 kao
srednja vrijednost broja zivih stanica + standardna pogreska (4 — 11 mjerenja po uzorku).

Iz Slike 57 vidljivo je da su koncentracije CF-aod 1 — 10 uM nakon 48 sati dovele do porasta
u stani¢noj vijabilnosti u odnosu na kontrolni uzorak za 2,86 — 14,51%, pri ¢emu je porast
statisticki znacajan pri 2,5 uM (p<0,025) i 5 uM (p<0,01). Medutim, do statisticki znacajnog
pada u stani¢noj vijabilnosti CHO-K1 stanica, dolazi pri koncentracijama > 15 pM (p<0,025 —
p<0,001).
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Slika 57. U¢inak ferocenskog analoga kurkumina (CF1 — 100 uM) na vijabilnost i proliferaciju
CHO-K1 stanica 48 sati nakon tretmana odreden metodom Trypan Blue. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost broja zivih stanica x 10* mL™ medija za uzgoj + standardna pogreska (K
— stanice tretirane s 5 pL DMSO-a mL? medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane CF-om u
koncentracijama od 1 — 100 uM). Statisticki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test):
VVV/AA Ap<0'025, VV/A Ap<0’01’ Vp<0’001.

Iz Slike 57 vidljivo je smanjenje broja zivih stanica ovisno o primijenjenoj koncentraciji CF-
a. Vijabilnost stanica tretiranih CF-om najvece koncentracije (100 uM) u trajanju od 48 sati
iznosi svega 7,20% u odnosu na vijabilnost stanica u kontrolnom uzorku (stanice tretirane s 5

puL DMSO-a mL™ medija za uzgoj).

4.6. UCINAK FEROCENSKOG TRIACILNOG DERIVATA RESVERATROLA |
FEROCENSKOG ANALOGA KURKUMINA NA  VIJABILNOST |
PROLIFERACIJU Hepal-6 STANICA

S ciljem utvrdivanja u¢inaka RF-a i CF-a na proliferaciju i vijabilnost Hepal-6 stanica te u
svrhu selekcije 1 usporedbe ucinaka odabranih bioloski aktivnih tvari na normalnim i
kanceroznim stanicama, Hepal-6 stanice nacijepljene su u jazice 6-well plo¢a u koncentraciji
od 5x10* stanica mL™ medija za uzgoj (V=2 mL). Nakon 24 sata stanice su tretirane s 10 pL
otopine RF-a/CF-a u DMSO-u tako da se u mediju za uzgoj postignu koncentracije od 1 — 100
uM RF/CF. Uz ucinak RF-a/CF-a na rast stanica, prati se i rast stanica u kontroli kojima se
dodaje 5 pL DMSO-a mL? medija za uzgoj. Uginci odabranih koncentracija RF-a/CF-a na
proliferaciju i vijabilnost Hepal-6 stanica praceni su upotrebom ¢etiri in vitro metode: NR, KB,
MTT te TB 48 sati nakon inkubacije.
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4.6.1. Uc¢inak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola na vijabilnost i proliferaciju
Hepal-6 stanica odreden metodom Neutral Red

U¢inak 1 — 100 uM RF-a na proliferaciju Hepal-6 stanica prac¢en je pomoc¢u metode NR 48
sati nakon tretmana, a rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 58 kao srednja
vrijednost apsorbancije pri 540 nm + standardna pogreska (4 — 10 mjerenja po uzorku).

Iz Slike 58 vidljivo je da su sve ispitane koncentracije RF-a dovele do blagog (3,32 — 7,80%),
ali statisticki znacajnog pada stani¢ne vijabilnosti Hepal-6 stanica u odnosu na kontrolni uzorak
(p<0,01 pri 2,5, 5120 uM, p<0,005 pri 10, 151 50 uM te p<0,001 pri 1, 35, 751 100 uM).
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Slika 58. Uc¢inak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola (RF1 — 100 uM) na vijabilnost
Hepal-6 stanica 48 sati nakon tretmana odreden metodom Neutral Red. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm =+ standardna pogreska u odnosu na kontrolni
uzorak (K — stanice tretirane s 5 uL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane
RF-om u koncentracijama od 1 — 100 uM). Statisticki znacajna razlika u odnosu na K (Student
t-test): Y'Y Yp<0,01, Y Yp<0,005, Yp<0,001.

4.6.2. Ucinak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola na vijabilnost i proliferaciju
Hepal-6 stanica odreden metodom Kenacid Blue

Ucinak 1 — 100 uM RF-a na proliferaciju Hepal-6 stanica prac¢en je pomoc¢u metode KB 48
sati nakon tretmana, a rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 59 kao srednja
vrijednost apsorbancije pri 577 nm =+ standardna pogreska (5 — 10 mjerenja po uzorku).

Iz Slike 59 vidljivo je da pri svim ispitanim koncentracijama RF-a (izuzev 20 uM) dolazi do
blagoga (1,41 — 6,59%), ali statisticki znac¢ajnog pada u stani¢noj vijabilnosti u odnosu na
kontrolni uzorak (p<0,025 pri 15 uM, p<0,005 pri 2,5 1 50 uM te p<0,001 pri 1, 5, 10, 35, 75 1
100 uM).
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Slika 59. U¢inak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola (RF1 — 100 uM) na vijabilnost
Hepal-6 stanica 48 sati nakon tretmana odreden metodom Kenacid Blue. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost apsorbancije pri 577 nm + standardna pogreska u odnosu na kontrolni
uzorak (K — stanice tretirane s 5 uL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane
RF-om u koncentracijama od 1 — 100 uM). Statisticki znacajna razlika u odnosu na K (Student
t-test): Y'Y Vp<0,025, Y Yp<0,005, Yp<0,001.

4.6.3. Ucinak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola na vijabilnost i proliferaciju
Hepal-6 stanica odreden metodom MTT

U¢inak 1 — 100 uM RF-a na proliferaciju Hepal-6 stanica pracen je pomo¢u metode MTT
48 sati nakon tretmana, a rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 60 kao srednja
vrijednost apsorbancije pri 570 nm + standardna pogreska (5 — 10 mjerenja po uzorku).

Na Slici 60 vidljivo je da pri svim ispitanim koncentracijama RF-a dolazi do pada u stani¢noj
vijabilnosti (1,19 — 16,05%) u odnosu na kontrolni uzorak. Pad je pri koncentracijama od 2,5 —
100 uM statisticki znacajan (p<0,05 pri 15 1 35 uM, p<0,025 pri 5 uM, p<0,005 pri 2,5 uM te
p<0,001 pri 10, 20, 50, 75 i 100 pM).
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Slika 60. U¢inak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola (RF1 — 100 uM) na vijabilnost
Hepal-6 stanica 48 sati nakon tretmana odreden metodom MTT. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost apsorbancije pri 570 nm + standardna pogreska u odnosu na kontrolni uzorak
(K — stanice tretirane s 5 pL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane RF-om
u koncentracijama od 1 — 100 uM). Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test):
YV ¥ ¥0<0,05, YV ¥p<0,025, Y Yp<0,005, Yp<0,001.

4.6.4. Ucinak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola na vijabilnost i proliferaciju
Hepal-6 stanica odreden metodom Trypan Blue

U¢inak 1 — 100 uM RF-a na proliferaciju Hepal-6 stanica prac¢en je pomoc¢u metode TB 48
sati nakon tretmana. Rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 61 kao srednja
vrijednost broja zivih stanica + standardna pogreska (5 — 10 mjerenja po uzorku).

Iz Slike 61 vidljivo je da pri svim ispitanim koncentracijama RF-a dolazi do pada u stani¢noj
vijabilnosti (2,26 — 22,52%) u odnosu na kontrolni uzorak. Pad je pri koncentracijama od 2,5 —
100 uM statisticki znacajan (p<0,005 pri 2,51 5 pM te p<0,001 pri 10 — 100 pM).
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Slika 61. U¢inak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola (RF1 — 100 uM) na vijabilnost
Hepal-6 stanica 48 sati nakon tretmana odreden metodom Trypan Blue. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost broja Zivih stanica x 10* mL™? medija za uzgoj + standardna pogreska u
odnosu na kontrolni uzorak (K — stanice tretirane s 5 uL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; 1 —
100 — stanice tretirane RF-om u koncentracijama od 1 — 100 uM). Statisti¢ki znacajna razlika u
odnosu na K (Student t-test): ¥ ¥p<0,005, ¥p<0,001.

4.6.5. U¢inak ferocenskog analoga kurkumina na vijabilnost i proliferaciju Hepal-6
stanica odreden metodom Neutral Red

U¢inak 1 — 100 uM CF-a na proliferaciju Hepal-6 stanica prac¢en je pomoc¢u metode NR 48
sati nakon tretmana, a rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 62 kao srednja
vrijednost apsorbancije pri 540 nm =+ standardna pogreska (5 — 15 mjerenja po uzorku).

1z Slike 62 vidljivo je da pri svim ispitanim koncentracijama CF-a dolazi do pada u stani¢noj
vijabilnosti (1,71 — 48,07%) u odnosu na kontrolni uzorak. Pad je pri koncentracijama od 2,5 —
100 uM statisticki znacajan (p<0,01 pri 15 uM, p<0,001 pri 2,5 — 10 puM te 20 — 100 uM).
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Slika 62. Ucinak ferocenskog analoga kurkumina (CF1 — 100 uM) na vijabilnost Hepal-6
stanica 48 sati nakon tretmana odreden metodom Neutral Red. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost apsorbancije pri 540 nm + standardna pogreska u odnosu na kontrolni uzorak
(K — stanice tretirane s 5 uL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane CF-om
u koncentracijama od 1 — 100 uM). Statisticki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test):
¥¥p<0,01, Yp<0,001.

Vidljivo smanjenje vrijednosti apsorbancije s vremenom inkubacije prikazano na Slici 62
upucuje na to da je prezivljenje stanica obrnuto proporcionalno koncentraciji CF-a. Vijabilnost
stanica tretiranih CF-om najvece koncentracije (100 uM) u trajanju od 48 sati iznosi 51,93% u

odnosu na stanice u kontrolnom uzorku (stanice tretirane s 5 uL DMSO-a mL™* medija za

uzgoj).

4.6.6. Uc¢inak ferocenskog analoga kurkumina na vijabilnost i proliferaciju Hepal-6
stanica odreden metodom Kenacid Blue

U¢inak 1 — 100 uM CF-a na proliferaciju Hepal-6 stanica prac¢en je pomoc¢u metode KB 48
sati nakon tretmana, a rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 63 kao srednja
vrijednost apsorbancije pri 577 nm + standardna pogreska (6 — 15 mjerenja po uzorku).

Iz Slike 63 vidljivo je da 48 sati nakon tretmana, CF u svim primijenjenim koncentracijama
(1 - 100 uM) uzrokuje promjene u vijabilnosti Hepal-6 stanica u odnosu na kontrolni uzorak
na nac¢in da dovodi do pada stani¢ne vijabilnosti (2,72 — 85,69%). Statisticki znacaj ne uocava
se samo pri koncentracijama CF-a od 2,5 i 20 uM, dok je pri koncentracijamaod 1, 5 — 15 uM
te 35— 100 pM statisticki znacajan (p<0,05 pri 10 uM, p<0,025 pri 1 i 5 uM te p<0,001 pri 15,
35-100 uM).
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Slika 63. Ucinak ferocenskog analoga kurkumina (CF1 — 100 uM) na vijabilnost Hepal-6
stanica 48 sati nakon tretmana odreden metodom Kenacid Blue. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost apsorbancije pri 577 nm + standardna pogreska u odnosu na kontrolni uzorak
(K — stanice tretirane s 5 uL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane CF-om
u koncentracijama od 1 — 100 uM). Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test):
¥ ¥¥p<0,05, Y Yp<0,025, Yp<0,001.

Iz Slike 63 vidljivo smanjenje vrijednosti apsorbancije s viemenom inkubacije upuéuje na
to da je prezivljenje stanica obrnuto proporcionalno koncentraciji CF-a. Vijabilnost stanica
tretiranih CF-om najvece koncentracije (100 uM) u trajanju od 48 sati iznosi svega 14,31% u

odnosu na stanice u kontrolnom uzorku (stanice tretirane s 5 uL DMSO-a mL™* medija za

uzgoj).

4.6.7. Uc¢inak ferocenskog analoga kurkumina na vijabilnost i proliferaciju Hepal-6
stanica odreden metodom MTT
U¢inak 1 — 100 uM CF-a na proliferaciju Hepal-6 stanica pracen je pomo¢u metode MTT
48 sati nakon tretmana, a rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 64 kao srednja
vrijednost apsorbancije pri 570 nm =+ standardna pogreska (6 — 16 mjerenja po uzorku).
Iz Slike 64 vidljivo je da nakon 48 sati sve ispitane koncentracije CF-a dovode do pada u
stani¢noj vijabilnosti u odnosu na kontrolni uzorak (0,52 — 77,96%), pri ¢emu je taj pad

statistiCki znacajan pri koncentracijama od 20 uM (p<0,01) te 35— 100 uM (p<0,001).
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Slika 64. Ucinak ferocenskog analoga kurkumina (CF1 — 100 uM) na vijabilnost Hepal-6
stanica 48 sati nakon tretmana odreden metodom MTT. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost apsorbancije pri 570 nm + standardna pogreska u odnosu na kontrolni uzorak (K —
stanice tretirane s 5 uL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane CF-om u
koncentracijama od 1 — 100 uM). Statisticki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test):
¥¥p<0,01, Yp<0,001.

Na Slici 64 vidljivo je smanjenje vrijednosti apsorbancije s vremenom inkubacije, $to
upucuje na to da je preZivljenje stanica obrnuto proporcionalno koncentraciji CF-a. Vijabilnost
stanica tretiranih CF-om najvece koncentracije (100 uM) u trajanju od 48 sati iznosi 22,04% u

odnosu na stanice u kontrolnom uzorku (stanice tretirane s 5 uL DMSO-a mL™* medija za

uzgoj).

4.6.8. U¢inak ferocenskog analoga kurkumina na vijabilnost i proliferaciju Hepal-6
stanica odreden metodom Trypan Blue

U¢inak 1 — 100 uM CF-a na proliferaciju Hepal-6 stanica prac¢en je pomoc¢u metode TB 48
sati nakon tretmana. Rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 65 kao srednja
vrijednost broja zivih stanica = standardna pogreska (3 — 8 mjerenja po uzorku).

Iz Slike 65 vidljivo je da nakon 48 sati sve ispitane koncentracije CF-a dovode do pada u
stani¢noj vijabilnosti u odnosu na kontrolni uzorak (5,61 — 85,25%), pri ¢emu je taj pad
statistiCki znaCajan pri koncentracijama od 20 uM (p<0,01), 2,5 — 15 uM te 35 — 100 uM
(p<0,001).
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Slika 65. Ucinak ferocenskog analoga kurkumina (CF1 — 100 uM) na vijabilnost Hepal-6
stanica 48 sati nakon tretmana odreden metodom Trypan Blue. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost broja zivih stanica x 10* mL™? medija za uzgoj + standardna pogreska u
odnosu na kontrolni uzorak (K — stanice tretirane s 5 pL DMSO-a mL™ medija za uzgoj; 1 —
100 — stanice tretirane CF-om u koncentracijama od 1 — 100 uM). Statisticki znacajna razlika u
odnosu na K (Student t-test): ¥ Yp<0,01, ¥p<0,001.

Iz Slike 65 vidljivo smanjenje broja zivih stanica s vremenom inkubacije upucuje na to da
je prezivljenje stanica obrnuto proporcionalno koncentraciji CF-a. Vijabilnost stanica tretiranih
CF-om najvece koncentracije (100 uM) u trajanju od 48 sati iznosi svega 14,75% u odnosu na

stanice u kontrolnom uzorku (stanice tretirane s 5 L DMSO-a mL™* medija za uzgoj).

4.7. UCINAK FEROCENSKOG TRIACILNOG DERIVATA RESVERATROLA |
FEROCENSKOG ANALOGA KURKUMINA NA FORMIRANJE REAKTIVNIH
KISIKOVIH VRSTA U CHO-K1 STANICAMA

U svrhu odredivanja u¢inaka RF-a i CF-a na intracelularnu razinu ROS-a, CHO-K1 stanice
nacijepljene su u jazice 96-well ploge tamnog dna u koncentraciji od 2,5x10° stanica mL™
medija za uzgoj (V=100 pL). Nakon 24 sata, stanice se ispiru puferom, a u isprane jazice dodaje
se 100 uL DCFH-DA u koncentraciji od 25 uM. Inkubacija traje 45 minuta u inkubatoru pri
37°C. Slijedi ispiranje s puferom koji sadrzi 1% FBS-a i tretman pripremljenim otopinama RF-
a/CF-a u DMSO-u tako da se u mediju za uzgoj postignu koncentracije od 1 — 100 uM. Uz
ucinak RF-a/CF-a na intracelularnu razinu ROS-a, prati se i intracelularna razina ROS-a u
kontrolnim uzorcima — netretirane stanice (Kj), stanice tretirane istim volumenom DMSO-a u
kojemu je otopljen ispitivani spoj (K), a kao pozitivna kontrola koristi se 50 uM TBHP (tert-
butil hidroperoksid).
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Ucinak 1 — 100 uM RF-a/CF-a na intracelularnu razinu ROS-a u stani¢noj liniji CHO-K1
pracen je primjenom DCFH-DA metode, koja ukljuuje mjerenje intenziteta fluorescencije
DCF-a 3 sata nakon inkubacije s ovim potencijalnim anti/prooksidansima.

Rezultati su prikazani na Slikama 66 i 67 kao ovisnost intenziteta fluorescencije o
primijenjenim koncentracijama RF-a/CF-a. Ucinak svake od koncentracija RF-a/CF-a odreden

je iz 6 — 15 mjerenja.

4.7.1. Uc¢inak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola na formiranje reaktivnih
kisikovih vrsta u CHO-K1 stanicama

Iz prikaza u¢inka RF-a (1 — 100 uM) na stvaranje ROS-a u CHO-K1 stanicama na Slici 66,
vidljivo je da RF u svim ispitanim koncentracijama uzrokuje pad razine ROS-a, a statisti¢ki
znacajan pad uocava se pri koncentracijama 1 uM (p<0,001), 2,5 uM (p<0,05), 5 uM (p<0,025)
120 uM (p<0,005) za 13,40 — 36,05% u odnosu na kontrolu (K — stanice tretirane DMSO-om).

0,10 9
0,09 A
0,08 A
0,07 1
0,06 A
0,05 A
0,04 A
0,03 A
0,02 A
0,01 -

0,00 - :
TBHP

Intenzitet fluorescencije
Aexiern = 485/535 nm

B Ty Ty Ty Ty Ty Ty T Y T ey

Ll Tl Tl L o Tl Ll Tl Tl Tl ol Tl Tl I |
ot L

1
y
A

RF (uM)

Slika 66. Uc¢inak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola (RF1 — 100 uM) na formiranje
reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) u CHO-K1 stanicama. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost intenziteta fluorescencije (Aexem=485/535 nm) =+ standardna pogreSka. TBHP —
stanice tretirane 50 uM tert-butil hidroperoksidom; K — stanice tretirane s 5 uL. DMSO-a mL*
medija za uzgoj; 1 — 100 — stanice tretirane RF-om u koncentracijama od 1 — 100 puM).
Statisticki znaCajna razlika u odnosu na K (Student t-test): ""p<0,05, vvvp<0,025,
¥ ¥p<0,005, ¥p<0,001.

4.7.2. Ucinak ferocenskog analoga kurkumina na formiranje reaktivnih kisikovih vrsta
u CHO-K1 stanicama

Iz prikaza u¢inka CF-a (1 — 100 uM) na stvaranje ROS-a u CHO-K1 stanicama na Slici 67,

vidljivo je da u odnosu na stanice tretirane DMSO-om (K), pri svim ispitanim koncentracijama
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CF-a dolazi do pada razine ROS-a za 8,48 — 37,91%, a statisti¢ki znacajan pad uocava se pri
koncentracijama 20 pM (p<0,005), 50 uM (p<0,05) 1 100 uM (p<0,005).
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Slika 67. Ucinak ferocenskog analoga kurkumina (CF1 — 100 uM) na formiranje reaktivnih
kisikovih vrsta (ROS) u CHO-K1 stanicama. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
intenziteta fluorescencije (Aexem=485/535 nm) + standardna pogreska. TBHP — stanice tretirane
50 uM tert-butil hidroperoksidom; K — stanice tretirane s 5 uL DMSO-a mL-1 medija za uzgoj;
1100 —stanice tretirane CF-om u koncentracijama od 1 — 100 uM). Statisticki zna¢ajna razlika
u odnosu na K (Student t-test): ¥ ¥p<0,05, ¥ p<0,005.

4.8. STANICNA SMRT NAKON TRETMANA CHO-K1 STANICA FEROCENSKIM
TRIACILNIM  DERIVATOM RESVERATROLA ILI FEROCENSKIM
ANALOGOM KURKUMINA

S svrhu utvrdivanja utjecaja novosintetiziranog RF-a/CF-a na tip stanine smrti
(apoptoza/nekroza) te u svrhu utvrdivanja udjela stanica u odredenoj subpopulaciji stanica (zive
i zdrave stanice, stanice u ranoj i kasnoj apoptozi te mrtve stanice), CHO-K1 stanice
nacijepljene su u jazice 6-well plo¢a u koncentraciji od 2x10* stanica mL™ medija za uzgoj
(V=2 mL). Nakon 24 sata stanice su tretirane s 10 pL otopine RF-a/CF-a u DMSO-u tako da se
u mediju za uzgoj postignu koncentracije od 2,5 — 100 uM (RF) te 5— 100 uM (CF). Uz ucinak
RF-a/CF-a na tip stani¢ne smrti, prati se i rast stanica u kontroli kojima se dodaje 5 L. DMSO-
a mL™ medija za uzgoj. 48 sati nakon tretmana odabranim ispitivanim spojem, primjenom
MUSE® proto&nog citometra provodi se kvantitativna analiza Zivih, apoptotskih (rana i kasna
apoptoza) i mrtvih (nekroti¢nih) stanica.

Rezultati analize CHO-K1 stani¢ne smrti nakon tretmana stanica RF-om/CF-om prikazani
su kao udio Zivih stanica, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te mrtvih stanica (Slike 68 i 70) te

kao reprezentativni dot-plot dijagrami sa Cetiri razli¢ite populacije CHO-K1 stanica (Slike 69 i
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71) dobivenih primjenom metode proto¢ne citometrije 48 sati nakon tretmana RF-om/CF-om.

Ucinak razli¢itih koncentracija ispitanih spojeva odreden je iz 4 — 8 mjerenja po koncentraciji.

4.8.1. Staniéna smrt nakon tretmana CHO-K1 stanica ferocenskim triacilnim derivatom
resveratrola

.....

i kasnoj apoptozi, mrtve stanice) nakon tretmana RF-om (2,5 — 100 uM) te je iz slike vidljivo
kako s povecanjem koncentracije RF-a dolazi do neznatnih promjena u postotku zivih stanica
u odnosu na kontrolu (1,02 — 5,70%). Udio ukupno apoptotskih stanica (rana i kasna apoptoza)
varira ovisno o primijenjenoj koncentraciji RF-a, pa je tako pri 5 uM taj udio 7,43% (p<0,005
—rana apoptoza), pri 35 pM 1,35% (p<0,05 — rana apoptoza), pri 50 uM 9,30% (p<0,001 — rana
apoptoza), dok je pri 100 uM svega 0,98% (p<0,05 — rana i kasna apoptoza). Udio mrtvih
stanica ostaje nizak pri svim ispitanim koncentracijama RF-a, izuzev koncentracija 35 uM gdje
iznosi nesto veéih 6,13% (p<0,001) i 100 uM s 2,35%.
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Slika 68. U¢inak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola (RF2,5 — 100 uM) na udio zivih
stanica, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te mrtvih stanica 48 sati nakon tretmana CHO-K1
stanica odreden metodom protocne citometrije (K — stanice tretirane s 5 pL DMSO-a mL*
medija za uzgoj; 2,5 — 100 — stanice tretirane RF-om u koncentracijama od 2,5 — 100 uM).
Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K (Student t-test): °p<0,05, 9p<0,025, °p<0,01,
bp<0,005, p<0,001.

Na Slici 69 izdvojeni su reprezentativni dot-plot dijagrami 48 sati nakon tretmana stanica
RF-om.
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Slika 69. Reprezentativni dot-plot dijagrami nakon 48 sati tretmana CHO-K1 stanica ferocenskim triacilnim derivatom resveratrola (RF) dobiveni
metodom protoc¢ne citometrije (KONTROLA — stanice tretirane DMSO-om, 5 uL. mL™* medija za uzgoj; RF2,5 — 100 — stanice tretirane RF-om u
koncentracijama od 2,5 — 100 pM).
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4.8.2. Stani¢na smrt nakon tretmana CHO-K1 stanica ferocenskim analogom
kurkumina

Na prikazu razli¢itih subpopulacija (zZive stanice, stanice u ranoj i kasnoj apoptozi, mrtve
stanice) nakon tretmana CF-om (5 — 100 uM) na Slici 70, vidljivo je da s povecanjem
upotrebljene koncentracije dolazi do smanjenja postotka zivih stanica. 48 sati nakon tretmana,
povecanjem koncentracije CF-a postotak Zivih stanica se smanjuje s 94,41% u kontrolnom
uzorku (K) na 92,37% pri tretmanu s 5 uM (p<0,025), 90,04% pri 20 uM (p<0,001), 92,67%
pri 50 uM, dok pri tretmanu sa 100 uM (p<0,001) udio Zivih stanica pada na 69,32%. Udio
ukupno apoptotskih stanica (rana i kasna apoptoza) raste s 2,58% u kontrolnom uzorku (K) na
4,19 pri tretmanu s 5 uM (p<0,001 — kasna apoptoza), 5,53% pri tretmanu s 20 uM (p<0,05 —
rana apoptoza, p<0,01 — kasna apoptoza), 4,12% pri tretmanu s 50 uM (p<0,01 — kasna
apoptoza) te na 24,93% pri tretmanu sa 100 uM (p<0,05 — rana apoptoza, p<0,001 — kasna
apoptoza). Udio mrtvih (nekroti¢nih) stanica ostaje nizak pri svim ispitanim koncentracijama
(3,44 — 5,75%). Analizirajuci udjele subpopulacija stanica, vidljivo je da je trend porasta udjela
apoptotskih stanica u populaciji veéi od trenda porasta udjela nekroti¢nih stanica i da je ovisan
0 dozi CF-a.
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Slika 70. U¢inak ferocenskog analoga kurkumina (CF5 — 100 uM) na udio zivih stanica, stanica
u ranoj i kasnoj apoptozi te mrtvih stanica 48 sati nakon tretmana CHO-K1 odreden metodom
protoéne citometrije (K — stanice tretirane s 5 pnL. DMSO-a mL™* medija za uzgoj; 5 — 100 —
stanice tretirane CF-om u koncentracijama od 5 — 100 uM). Statisticki znacajna razlika u odnosu
na K (Student t-test): 9p<0,05, p<0,025, °p<0,01, 3p<0,001.

Na Slici 71 izdvojeni su reprezentativni dot-plot dijagrami 48 sati nakon tretmana stanica CF-

om.
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Slika 71. Reprezentativni dot-plot dijagrami nakon 48 sati tretmana CHO-K1 stanica ferocenskim analogom kurkumina (CF) obiveni metodom
protoéne citometrije (KONTROLA — stanice tretirane DMSO-om, 5 pL mL? medija za uzgoj; CF5 — 100 — stanice tretirane CF-om u
koncentracijama od 5 — 100 uM).
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4.9. UCINAK RESVERATROLA 1 KURKUMINA NA CITOTOKSICNOST
INDUCIRANU POLIKLORIRANIM BIFENILIMA U CHO-K1 STANICAMA

U svrhu utvrdivanja mogucih zastitnih u¢inaka RSV-a/CRC-a na citotoksi¢nost induciranu
PCB kongenerima, CHO-K1 stanice nacijepljene su u jazice 6-well plo¢a u koncentraciji od
2x10* stanica mL? medija za uzgoj (V=2 mL). Sat vremena nakon nacjepljivanja, stanice su
tretirane s 10 uL otopine RSV-a/CRC-a u DMSO-u tako da su u mediju za uzgoj postignute
koncentracije od 2,5; 10 1 20 uM za RSV te 1; 2,5; 5; 10 1 20 uM za CRC. Nakon 24 sata
inkubacije s odabranim polifenolom, stanice su tretirane s 20 puL otopine PCB-a 77, odnosno
PCB-a 153 u DMSO-u tako da je u mediju za uzgoj postignuta koncentracija od 75 uM.

Mogu¢i zastitni ucinci odabranih polifenola na citotoksi¢nost induciranu PCB kongenerima
praceni su 24 sata nakon tretmana stanica PCB-ima primjenom odabranih in vitro metoda: NR,
KB, MTT i TB.

Istovremeno je pracen i rast stanica u kontroli kojima se dodaje otapalo koristeno za otapanje
polifenola (5 uL DMSO-a mL™ medija za uzgoj) i za otapanje PCB kongenera (10 pL DMSO-
a mL™* medija za uzgoj) te rast stanica kojima se dodaje samo 75 pM PCB kongener bez

predinkubacije s polifenolnim spojem (10 pL PCB kongenera mL™* medija za uzgoj).

4.9.1. Ucinak resveratrola na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica tretiranih PCB-
em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom Neutral Red

U svrhu prac¢enja ucinka RSV-a na citotoksi¢nost induciranu odabranim PCB kongenerima,
CHO-K1 stanice najprije su predinkubirane s RSV-om (2,5 — 20 uM), a 24 sata kasnije tretirane
PCB-em 77 ili PCB-em 153 u koncentraciji od 75 uM. Stani¢na vijabilnost odredena je
metodom NR 24 sata nakon tretmana PCB kongenerima. Rezultati su statisticki obradeni i
prikazani na Slici 72 kao postotak prezivljenja stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice
tretirane DMSO-om). Provedeno je 5 — 16 mjerenja po uzorku.

PCB 77 (75 uM) uzrokovao je statisticki znacajno (p<0,01) smanjenje vijabilnosti CHO-K1
stanica za 40,19%, dok je 75 uM PCB 153 uzrokovao statisti¢ki znacajno (p<0,001) smanjenje
vijabilnosti od 35,44% u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL™*
medija za uzgoj) (Slika 72). Pri tretmanu stanica planarnim PCB kongenerom (PCB 77), RSV
nije pokazao zastitni u€inak na stani¢nu vijabilnost. Inhibitorni u¢inak izraZeniji je 1 statisti¢ki
znacajan (p<0,01) nakon predinkubacije stanica s 20 uM RSV-om i tretiranih PCB-em 77 u
odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 77. Kod ostalih koncentracija RSV-a nije primijecen
znacajan utjecaj na vijabilnost stanica predinkubiranih s RSV-om, a potom tretiranih PCB-em

77 u odnosu na stanice tretirane samo tim kongenerom. Blagi zastitni u¢inak na vijabilnost
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stanica tretiranih neplanarnim kongenerom (PCB 153), a predinkubiranih s RSV-om, u odnosu
na stanice kojima RSV nije dodan, uocava se pri najnizoj primijenjenoj koncentraciji RSV-a od
2,5 uM i to za 11,65% (p<0,001). Medutim, statisticki znacajan (p<0,001) inhibitorni uc¢inak
na stani¢nu proliferaciju uocen je pri tretmanu stanica PCB-em 153 koje su predinkubirane s

20 uM RSV u odnosu na stanice koje su tretirane samo PCB-em 153 i to za 16,09%.
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Slika 72. Ucinak predinkubacije s resveratrolom (RSV2,5 — 20 uM) na vijabilnost CHO-K1
stanica tretiranih 75 uM PCB-em 77 ili 153 odreden metodom Neutral Red. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost postotka prezivjelih stanica = standardna pogreska (kontrola —
stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; PCB 77/PCB 153 — stanice tretirane
75 uM PCB 77/PCB 153; RSV2,5/PCB 77 — RSV20/PCB 77 — stanice predinkubirane s
resveratrolom u koncentracijama od 2,5 — 20 puM, a potom tretirane 75 uM PCB 77,
RSV2,5/PCB 153 — RSV20/PCB 153 - stanice predinkubirane s resveratrolom u
koncentracijama od 2,5 — 20 uM, a potom tretirane 75 pM PCB 153). Statisti¢ki znacajna razlika
(Student t-test): u odnosu na stanice tretirane DMSO-om (kontrola) — “**p<0,025, ““p<0,01,
/*p<0,001; u odnosu na stanice tretirane PCB-em 77 (PCB 77) — ““p<0,01; u odnosu na stanice
tretirane PCB-em 153 (PCB 153) — °p<0,001.

4.9.2. Ucinak resveratrola na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica tretiranih PCB-
em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom Kenacid Blue

U¢inak predinkubacije s 2,5 — 20 uM RSV-om na proliferaciju CHO-K1 stanica tretiranih
75 uM PCB-em 77 ili PCB-em 153 pracen je pomoc¢u metode KB. Stani¢na vijabilnost odredena
je 24 sata nakon tretmana odabranim PCB kongenerom. Rezultati su statisticki obradeni i
prikazani na Slici 73 kao postotak prezivljenja stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice
tretirane DMSO-om). Provedeno je 5 — 18 mjerenja po uzorku.

Na Slici 73 vidljivo je da oba PCB kongenera uzrokuju statisticki zna¢ajno (PCB 77 —
p<0,01, PCB 153 — p<0,001) smanjenje vijabilnosti CHO-K1 stanica od 22,05% (PCB 77) te
20,97% (PCB 153) u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL*

medija za uzgoj). Inhibitorni u¢inak PCB-a 77 na vijabilnost stanica predinkubiranih ss RSV-
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om u dozi od 20 uM izrazeniji je i statisticki znacajan (p<0,001) u odnosu na vijabilnost stanica
tretiranih samo PCB-em 77 (bez predinkubacije s RSV-om). Blagi zastitni u¢inak RSV-a na
vijabilnost stanica tretiranih neplanarnim kongenerom (PCB 153) uocava se pri najnizoj
primijenjenoj koncentraciji RSV-a od 2,5 uM, dok se neznatan inhibitorni u¢inak uo¢ava pri
koncentracijama RSV-a od 10 uM (12,63%) i 20 uM (6,94%).
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Slika 73. Ucinak predinkubacije s resveratrolom (RSV2,5 — 20 uM) na vijabilnost CHO-K1
stanica tretiranih 75 pM PCB-em 77 ili 153 odreden metodom Kenacid Blue. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost postotka prezivjelih stanica + standardna pogreska (kontrola —
Stanice tretirane s 15 uL. DMSO-a mL™* medija za uzgoj; PCB 77/PCB 153 — stanice tretirane
75 uM PCB 77/PCB 153; RSV2,5/PCB 77 — RSV20/PCB 77 — stanice predinkubirane s RSV-
om u koncentracijama od 2,5 — 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77; RSV2,5/PCB 153 —
RSV20/PCB 153 — stanice predinkubirane s RSV-om u koncentracijama od 2,5 — 20 uM, a
potom tretirane 75 uM PCB 153). Statisti¢ki zna¢ajna razlika (Student t-test): u odnosu na
stanice tretirane DMSO-om (kontrola) — p<0,05, °*°p<0,01, °°p<0,005, *’*p<0,001; u
odnosu na stanice tretirane PCB-em 77 (PCB 77) — " "p<0,005.

4.9.3. Ucinak resveratrola na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica tretiranih PCB-
em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom MTT

U¢inak predinkubacije CHO-K1 stanica s 2,5—20 uM RSV-om na citotoksi¢nost induciranu
odabranim 75 uM PCB kongenerima (PCB 77 ili PCB 153) pracen je pomo¢u metode MTT 24
sata nakon tretmana stanica odabranim PCB kongenerom. Rezultati su statisticki obradeni i
prikazani na Slici 74 kao postotak prezivljenja stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice
tretirane DMSO-om). Provedeno je 5 — 10 mjerenja po uzorku.

Na Slici 74 vidljivo je da oba 75 uM PCB kongenera uzrokuju statisticki znacajno (p<0,001)
smanjenje vijabilnosti CHO-K1 stanica od 30,25% (PCB 77) te 27,33% (PCB 153) u odnosu
na kontrolni uzorak (stanice tretirane s 15 nL. DMSO-a mL™* medija za uzgoj). Pri tretmanu

stanica planarnim PCB-em 77, RSV ne pokazuje zastitni u¢inak na stani¢nu vijabilnost, Stovise,
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inhibitorni u¢inak je izrazeniji i statisti¢ki znac¢ajan pri 10 uM (p<0,005) i 20 uM (p<0,001)
RSV-a u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 77. Blagi zastitni u¢inak na vijabilnost
stanica tretiranih neplanarnim PCB-em (PCB 153) RSV je pokazao u koncentraciji 2,5 uM, dok
je inhibitorni u¢inak (RSV/PCB153 vs. PCB153) uocljiv pri koncentracijama RSV-a od 10 uM
i 20 UM (p<0,025).
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Slika 74. Ucinak predinkubacije s resveratrolom (RSV2,5 — 20 uM) na vijabilnost CHO-K1
stanica tretiranih 75 pM PCB-em 77 ili 153 odreden metodom MTT. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost postotka prezivjelih stanica + standardna pogreska (kontrola — stanice
tretirane s 15 uL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; PCB 77/PCB 153 — stanice tretirane 75 uM
PCB 77/PCB 153; RSV2,5/PCB 77 — RSV20/PCB 77 — stanice predinkubirane s resveratrolom
u koncentracijama od 2,5 — 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77; RSV2,5/PCB 153 —
RSV20/PCB 153 — stanice predinkubirane s resveratrolom u koncentracijama od 2,5 — 20 uM,
a potom tretirane 75 uM PCB 153). Statisticki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu na
stanice tretirane DMSO-om (kontrola) — “/*p<0,001; u odnosu na stanice tretirane PCB-em 77
(PCB 77) — p<0,005, p<0,001; u odnosu na stanice tretirane PCB-em 153 (PCB 153) —
°°°p<0,025.

4.9.4. Ucinak resveratrola na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica tretiranih PCB-
em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom Trypan Blue

U¢inak predinkubacije CHO-K1 stanica s 2,5 —20 uM RSV-om na citotoksi¢nost induciranu
odabranim 75 uM PCB kongenerima (PCB 77 ili PCB 153) pracen je pomoc¢u metode TB 24
sata nakon tretmana stanica odabranim PCB kongenerom. Rezultati su statisticki obradeni i
prikazani na Slici 75 kao postotak prezivljenja stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice
tretirane DMSO-om). Provedeno je 3 — 11 mjerenja po uzorku.

Na Slici 75 vidljivo je da oba 75 uM PCB kongenera uzrokuju statisti¢ki zna¢ajno (p<0,001)
smanjenje vijabilnosti CHO-K1 stanica — PCB 77 za 49,62%, a PCB 153 za 31,13% u odnosu
na kontrolni uzorak (stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL* medija za uzgoj). Pri tretmanu

stanica planarnim PCB-em 77, blagi i statisticki znacajan (p<0,05) zastitni uc¢inak na stani¢nu
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vijabilnost uocava se pri 2,5 uM RSV, dok se pri najvecoj primijenjenoj koncentraciji RSV-a
(20 uM) primjecuje statisticki znacajan (p<0,05) inhibitorni u¢inak u odnosu na stanice tretirane
samo PCB-em 77. Takoder, nakon tretmana stanica neplanarnim PCB-em 153 uocava se blagi
1 statisticki znacajan (p<0,05) zastitni ucinak pri najnizoj primijenjenoj koncentraciji RSV-a
(2,5 uM). Medutim, statisticki znacajan (p<<0,001) inhibitorni u¢inak na stani¢nu vijabilnost
(RSV/PCB153 vs. PCB153) u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 153, uocava se pri
koncentracijama RSV-a od 10 uM (18,61%) 1 20 uM (25,80%).
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Slika 75. Uc¢inak predinkubacije s resveratrolom (RSV2,5 — 20 uM) na vijabilnost CHO-K1
stanica tretiranih 75 pM PCB-em 77 ili 153 odreden metodom Trypan Blue. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost postotka prezivjelih stanica + standardna pogreska (kontrola —
stanice tretirane s 15 uL. DMSO-a mL™* medija za uzgoj; PCB 77/PCB 153 — stanice tretirane
75 uM PCB 77/PCB 153; RSV2,5/PCB 77 — RSV20/PCB 77 — stanice predinkubirane s
resveratrolom u koncentracijama od 2,5 — 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77,
RSV2,5/PCB 153 - RSV20/PCB 153 - stanice predinkubirane s resveratrolom u
koncentracijama od 2,520 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 153). Statisticki zna¢ajna razlika
(Student t-test): u odnosu na stanice tretirane DMSO-om (kontrola) — ¥Y/*/*p<0,001; u odnosu
na stanice tretirane PCB-em 77 (PCB 77) — " "'p<0,05; u odnosu na stanice tretirane PCB-em
153 (PCB 153) — ““p<0,05; “p<0,001.

4.9.5. U¢inak kurkumina na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica tretiranih PCB-
em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom Neutral Red

U svrhu pracenja ucinka CRC-a na citotoksi¢nost induciranu odabranim PCB kongenerima,
CHO-K1 stanice prvo su predinkubirane s 1 — 20 uM CRC-om, a 24 sata kasnije tretirane 75
uM PCB-em 77 ili 153. Stani¢na vijabilnost odredena je metodom NR 24 sata nakon tretmana
stanica odredenim PCB kongenerom. Rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 76
kao postotak prezivljenja stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane DMSO-om).

Provedeno je 3 — 12 mjerenja po uzorku.
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Metodom NR utvrdeno je da oba 75 uM PCB kongenera uzrokuju statisticki zna¢ajno
(p<0,05) smanjenje vijabilnosti CHO-K1 stanica od 34,47% (PCB 77) te 19,72% (PCB 153) u
odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane s 15 uL DMSO-a mL™* medija za uzgoj) (Slika
76). CRC nije pokazao zaStitan ucinak na stani¢nu Vijabilnost pri tretmanu stanica PCB
kongenerima. Stovise, inhibitorni uginak (CRC/PCB77 vs. PCB77) je izraZeniji i statisticki
znacajan pri 2,5 uM (p<0,05), 5 uM (p<0,05), 10 uM (p<0,025) 1 20 uM (p<0,001) CRC-a u
odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 77 za 11,28 — 45,09%. Inhibitorni u¢inak vidljiv je i
nakon tretmana stanica neplanarnim PCB kongenerom (PCB 153) s tim da je statisticki
znacajno smanjenje vijabilnosti stanica odredeno pri najvisSim primijenjenim koncentracijama
CRC-a od 10 uM (p<0,05) za 19,77% 1 20 uM (p<0,001) za 51,45% u odnosu na stanice
tretirane samo PCB-em 153.
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Slika 76. Ucinak predinkubacije s kurkuminom (CRC1 — 20 uM) na vijabilnost CHO-K1
stanica tretiranih 75 uM PCB-em 77 ili 153 odreden metodom Neutral Red. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost postotka prezivjelih stanica + standardna pogreska (kontrola —
stanice tretirane s 15 uL. DMSO-a mL™ medija za uzgoj; PCB 77/PCB 153 — stanice tretirane
75 uM PCB 77/PCB 153; CRC1/PCB 77 — CRC20/PCB 77 — stanice predinkubirane s
kurkuminom u koncentracijama od 1 — 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77; CRC1/PCB
153 — CRC20/PCB 153 — stanice predinkubirane s kurkuminom u koncentracijama od 1 — 20
uM, a potom tretirane 75 uM PCB 153). Statisti¢ki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu
na stanice tretirane DMSO-om (kontrola) — ****/****p<0,05, **p<0,005, Y/*/*p<0,001; u odnosu
na stanice tretirane PCB-em 77 (PCB 77) — p<0,05, " "p<0,025, "p<0,001; u odnosu na
stanice tretirane PCB-em 153 (PCB 153) — “°“°p<0,05, “p<0,001.

4.9.6. U¢inak kurkumina na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica tretiranih PCB-
em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom Kenacid Blue

U¢inak predinkubacije s 1 — 20 uM CRC-om na proliferaciju CHO-K1 stanica tretiranih
odabranim 75 uM PCB kongenerom (PCB 77 ili PCB 153) pracen je pomoc¢u metode KB 24

sata nakon tretmana stanica odabranim PCB kongenerom. Rezultati su statisticki obradeni i
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prikazani na Slici 77 kao postotak prezivljenja stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice
tretirane DMSO-om). Provedeno je 5 — 18 mjerenja po uzorku.

Metodom KB utvrdeno je da oba 75 uM PCB kongenera uzrokuju statisticki znacajno
(p<0,001) smanjenje vijabilnosti CHO-K1 stanica od 36,80% (PCB 77) te 19,56% (PCB 153)
u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane s 15 L DMSO-a mL™ medija za uzgoj) (Slika
77). Predinkubacija stanica s CRC-om (10 i 20 uM), koje su potom tretirane PCB-em 77
rezultirala je statisticki znac¢ajnim (p<0,001) inhibitornim u¢inkom na stani¢nu vijabilnost 1
proliferaciju u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 77. Pri tretmanu stanica neplanarnim
PCB kongenerom (PCB 153), zaititni ué¢inak CRC-a nije uoéen. Stovise, inhibitorni uéinak
(CRC/PCB153 vs. PCB153) je vidljiv pri svim primijenjenim koncentracijama CRC-a (0,27 —
56,71%) te je statisticki znacajan (p<0,001) pri najvis§im primijenjenim koncentracijama od 10

120 pM CRC u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 153.
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Slika 77. Ucinak predinkubacije s kurkuminom (CRC1 — 20 uM) na vijabilnost CHO-K1
stanica tretiranih 75 uM PCB-em 77 ili 153 odreden metodom Kenacid Blue. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost postotka prezivjelih stanica + standardna pogreska (kontrola —
stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL* medija za uzgoj; PCB 77/PCB 153 — stanice tretirane
75 M PCB 77/PCB 153; CRC1/PCB 77 — CRC20/PCB 77 — stanice predinkubirane s
kurkuminom u koncentracijama od 1 — 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77; CRC1/PCB
153 — CRC20/PCB 153 — stanice predinkubirane s kurkuminom u koncentracijama od 1 — 20
uM, a potom tretirane 75 uM PCB 153). Statisti¢ki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu
na stanice tretirane DMSO-om (kontrola) — ***p<0,025, **p<0,005, Y/*/*p<0,001; u odnosu na
stanice tretirane PCB-em 77 (PCB 77) — 'p<0,001; u odnosu na stanice tretirane PCB-em 153
(PCB 153) — °p<0,001.

4.9.7. U¢inak kurkumina na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica tretiranih PCB-
em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom MTT

U svrhu praéenja ucinka CRC-a na citotoksi¢nost induciranu odabranim 75 uM PCB
kongenerom (PCB 77 ili PCB 153), CHO-K1 stanice predinkubirane sus 1 —20 uM CRC-om.

112



Ucinak je pracen pomoc¢u metode MTT 24 sata nakon tretmana stanica odabranim PCB
kongenerom. Rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 78 kao postotak prezivljenja
stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane DMSO-om). Provedeno je 3 — 12
mjerenja po uzorku.

Utvrdeno je statisticki zna¢ajno smanjenje vijabilnosti CHO-K1 stanica nakon tretmana 75
uM PCB kongenerima — 44,17% nakon tretmana PCB-em 77 (p<0,001), te 24,14% nakon
tretmana PCB-em 153 (p<0,005) u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane s 15 pL
DMSO0-a mL™ medija za uzgoj) (Slika 78). U dozama do 10 uM CRC nije zna¢ajno utjecao na
vijabilnost stanica tretiranih PCB-em 77, dok je inhibitorni u¢inak (CRC/PCB77 vs. PCB77) na
proliferaciju stanica izrazeniji i statisticki znacajan pri viSim primijenjenim koncentracijama
CRC-a od 10 uM (p<0,025) i 20 uM (p<0,001), u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em
77. Pri tretmanu stanica neplanarnim PCB-em (PCB 153), takoder je vidljiv sinergisticki
antiproliferativni u¢inak CRC-a (3,53 — 44,37%) u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em
153, s time da je taj u¢inak statisticki znacajan pri 5 uM (p<0,05), 10 uM (p<0,001) i 20 uM
(p<0,001) CRC-a.
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Slika 78. Ucinak predinkubacije s kurkuminom (CRC1 — 20 uM) na vijabilnost CHO-K1
stanica tretiranih 75 uM PCB-em 77 ili 153 odreden metodom MTT. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost postotka prezivjelih stanica + standardna pogreska (kontrola — stanice
tretirane s 15 uL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; PCB 77/PCB 153 — stanice tretirane 75 uM
PCB 77/PCB 153; CRC1/PCB 77 — CRC20/PCB 77 — stanice predinkubirane s kurkuminom u
koncentracijama od 1 — 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77; CRC1/PCB 153 —
CRC20/PCB 153 — stanice predinkubirane s kurkuminom u koncentracijama od 1 — 20 uM, a
potom tretirane 75 uM PCB 153). Statisticki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu na
stanice tretirane DMSO-om (kontrola) — **p<0,005, Y/*/*p<0,001; u odnosu na stanice tretirane
PCB-em 77 (PCB 77) —  p<0,025, p<0,001; uodnosu na stanice tretirane PCB-em 153 (PCB
153) — °“°°p<0,05, °p<0,001.
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4.9.8. Uc¢inak kurkumina na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica tretiranih PCB-
em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom Trypan Blue

Na CHO-K1 stanicama pra¢en je ucinak predinkubacije s 1 — 20 uM CRC-om na
citotoksi¢nost induciranu odabranim 75 uM PCB kongenerima (PCB 77 ili PCB 153). Stani¢na
vijabilnost odredena je metodom TB 24 sata nakon tretmana stanica odabranim PCB
kongenerom. Rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 79 kao postotak prezivljenja
stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane DMSO-om). Provedeno je 6 — 11
mjerenja po uzorku.

Metodom TB utvrdeno je statisticki znacajno (p<0,001) smanjenje vijabilnosti CHO-K1
stanica nakon tretmana 75 uM PCB kongenerima — 51,32% nakon tretmana PCB-em 77, te
32,51% nakon tretmana PCB-em 153 u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane s 15 puL
DMSO-a mL?! medija za uzgoj) (Slika 79). Kod stanica predinkubiraninh s CRC-om (10 i 20
uM), a potom tretiranih PCB-em 77 uocena je statisticki niza vijabilnost (p<0,001) u odnosu na
stanice tretirane samo PCB-em 77. Zastitni u¢inak CRC-a na citotoksi¢nost induciranu PCB-
em 153 uocava se pri najnizim primijenjenim koncentracijama CRC-a (1 i 2,5 uM) te je taj
ucinak statisticki znacajan (p<0,001; CRC/PCB153 vs. PCB153) pri 1 uM CRC. Izrazeniji i
statisticki zna¢ajan inhibitorni uc¢inak na proliferaciju stanica tretiranih PCB-em 153, uocava se
pri ostalim primijenjenim koncentracijma CRC-a — 5 uM (p<0,025), 10 uM (p<0,001) i 20 uM
(p<0,001) CRC-a, u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 153.
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Slika 79. Ucinak predinkubacije s kurkuminom (CRC1 — 20 uM) na vijabilnost CHO-K1
stanica tretiranih 75 pM PCB-em 77 ili 153 odreden metodom Trypan Blue. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost postotka prezivjelih stanica + standardna pogreska (kontrola —
stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; PCB 77/PCB 153 — stanice tretirane
75 uM PCB 77/PCB 153; CRC1/PCB 77 — CRC20/PCB 77 — stanice predinkubirane s CRC-
om u koncentracijama od 1 — 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77; CRC1/PCB 153 —
CRC20/PCB 153 —stanice predinkubirane s CRC-om u koncentracijama od 1 —20 uM, a potom
tretirane 75 uM PCB 153). Statisti¢ki zna¢ajna razlika (Student t-test): u odnosu na stanice
tretirane DMSO-om (kontrola) — ¥ Yp<0,025, Y/*/*p<0,001; u odnosu na stanice tretirane PCB-
em 77 (PCB 77) — 'p<0,001; u odnosu na stanice tretirane PCB-em 153 (PCB 153) — “"p<0,025,
°p<0,001.

4.10. UCINAK RESVERATROLA I KURKUMINA NA RAZINU REAKTIVNIH
KISIKOVIH VRSTA U CHO-K1 STANICAMA TRETIRANIH
POLIKLORIRANIM BIFENILIMA

U svrhu odredivanja u¢inaka RSV-a/CRC-a na intracelularnu razinu ROS-a nakon tretmana
stanica PCB-ima, CHO-K1 stanice nacijepljene su u jazice 96-well ploce tamnog dna u
koncentraciji od 2,5x10° stanica mL™* medija za uzgoj (V=100 uL) u koji je dodan RSV/CRC
tako da se u mediju za uzgoj postignu koncentracije od 1 — 20 uM odabranog polifenola. Nakon
24 sata stanice se ispiru pripremljenim puferom, a u isprane jazice dodaje se 100 unL. DCFH-
DA u finalnoj koncentraciji od 25 uM. Inkubacija traje 45 minuta u inkubatoru pri 37°C. Slijedi
ispiranje s puferom koji sadrzi 1% FBS-a i tretman pripremljenim otopinama PCB kongenera
tako da se u mediju za uzgoj postigne 75 uM koncentracija PCB-a 77 ili PCB-a 153. Uz u¢inak
odabranih polifenola na intracelularnu razinu ROS-a, prati se i razina ROS-a u kontrolnim
uzorcima — stanice tretirane istim volumenom DMSO-a u kojem je otopljen polifenol i/ili PCB
(kontrola), stanice tretirane samo PCB kongenerom (PCB), a kao pozitivna kontrola koristi se
50 uM TBHP.

Ucinak 1 — 20 uM RSV-a/CRC-a na intracelularnu razinu ROS-a nakon tretmana stanica

PCB kongenerom, u stani¢noj liniji CHO-K1 prac¢en je DCFH-DA metodom.
115



Rezultati su prikazani na Slikama 80 i 81 kao ovisnost intenziteta fluorescencije o
koncentraciji primijenjenih koncentracija RSV-a/CRC-a. Uc¢inak svake od koncentracija

odreden je iz 4 — 18 mjerenja.

4.10.1. U¢éinak resveratrola na razinu reaktivnih kisikovih vrsta u CHO-K1 stanicama
tretiranih polikloriranim bifenilima

Na Slici 80 prikazani su rezultati u¢inka RSV-a na razinu ROS-a u CHO-K1 stanicama
nakon tretmana PCB-em 77 ili PCB-em 153. Iz slike je vidljivo da dolazi do statisticki
znacajnog povecanja razine ROS-a nakon tretmana stanica PCB-em 77 za 17,56% (p<0,025) i
PCB-em 153 za 14,10% (p<0,05) u odnosu na stanice u kontroli. Dodatak TBHP-a rezultirao
je statisti¢ki znacajnim povisenjem razine ROS-a za 19,81% (p<0,025).

RSV u koncentraciji 1 — 20 uM uzrokovao je statisticki znac¢ajan pad razine ROS-a (p<0,005
— p<0,001) u odnosu na kontrolu.

Kod stanica predinkubiranih s RSV-om, a potom tretiranih 75 uM PCB-em 77, pri nizim
ispitanim koncentracijama RSV-a (1 i 2,5 uM) uocena je niza razina ROS-a za 10,28 — 14,55%
u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 77, pri ¢emu je to smanjenje statisticki znacajno
(p<0,05) pri 1 uM. Medutim, pri vi$§im primijenjenim koncentracijama RSV-a (5 i 20 uM) nije
uocena razlika u razinama ROS-a izmedu uzoraka predinkubiranih s RSV-om i tretiranih PCB-
em 77 u odnosu na one koji nisu bili predinkubirani s RSV-om.

Kod stanica predinkubiranih s RSV-om, a potom tretiranih 75 uM PCB-em 153 ne dolazi do
znacajne promjene u razini ROS-a, osim pri najvis$oj ispitanoj koncentraciji RSV-a od 20 uM,
gdje je razina ROS-a statisticki znacajno (p<0,05) niza (za 12,76%) u odnosu na Stanice
tretirane samo PCB-em 153.

Kod stanica predinkubiranih s RSV-om, a potom tretiranih 50 uM TBHP-om, dolazi do
smanjenja razine ROS-a u odnosu na stanice tretirane samo TBHP-om za 8,02 — 13,00%, pri

¢emu taj pad nije statisticki znacajan.

116



0,250

o 0200 m—Y
E E AAAA
5 g S
S ;
% @ 0150 & ¥ I B
£5 E ik S
g1 A o
=& W Sun - S
2 ' o100 = i - S
c X - i . i
R - ST { e
£ oS S
0,050 =S B
W Sun - S
o S - S
: i [ S
0,000 ROE «é\'\_ 3% Q;/\" BB S &
R SRR OOl Noy SR
ROR Baad QAT N2
= RPN AN ‘544»%4%4%
RS 00 S

Slika 80. Uc¢inak predinkubacije CHO-K1 stanica s resveratrolom (RSV1 — 20 uM) na
formiranje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) nakon tretmana 75 uM PCB 77/PCB 153. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost intenziteta fluorescencije (Aexem=485/535 nm) + standardna
pogreska (TBHP — stanice tretirane 50 uM tert-butil hidroperoksidom; PCB 77/PCB 153 —
stanice tretirane 75 uM PCB 77/PCB 153; kontrola — stanice tretirane s 15 pL. DMSO-a mL™
medija za uzgoj; RSV1 — RSV20 — stanice tretirane s resveratrolom u koncentracijama od 1 —
20 uM; RSV1/PCB 77 — RSV20/PCB 77 — stanice predinkubirane s resveratrolom u
koncentracijama od 1 — 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77; RSV1/PCB 153 —
RSV20/PCB 153 — stanice predinkubirane s resveratrolom u koncentracijama od 1 — 20 uM, a
potom tretirane 75 uM PCB 153; RSV1/TBHP — RSV20/TBHP — stanice predinkubirane s
resveratrolom u koncentracijama od 1 — 20 puM, a potom tretirane 50 puM tert-butil
hidroperoksidom). Statisticki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu na stanice tretirane
DMSO-om (kontrola) — 4444p<0,05, 444p<0,025, Y Yp<0,005, Yp<0,001; u odnosu na
stanice tretirane PCB-em 77 — Y p<0,05; u odnosu na stanice tretirane PCB-em 153 — " p<0,05.

4.10.2. U¢inak kurkumina na razinu reaktivnih Kkisikovih vrsta u CHO-K1 stanicama
tretiranih polikloriranim bifenilima

Na Slici 81 vidljivo je da pri tretmanu CHO-K1 stanica PCB-em 77 ili PCB-em 153 dolazi
do statisticki znac¢ajnog povecanja razine ROS-a za 21,24% — PCB 77 (p<0,025), za 15,50% —
PCB 153 (p<0,05) u odnosu na stanice u kontroli. Dodatak TBHP-a rezultirao je statisticki
znacajnim poviSenjem razine ROS-a za 23,36% (p<0,025).

Kod stanica predinkubiranih s CRC-om (1 — 20 uM) nisu uocene promjene u razini ROS-a
u odnosu na kontrolu.

Kod stanica predinkubiranih s CRC-om, a potom tretiranih 75 uM PCB-em 77, pri najnizoj
ispitanoj koncentraciji CRC-a (1 uM) zamijeceno je statisticko znacajno (p<0,025) smanjenje
stvaranja ROS-a za 21,80% u odnosu na stanice tretirane samo tim PCB kongenerom.
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Pri tretmanu stanica PCB-em 153, CRC nije pokazao zastitni antioksidacijski u¢inak. Do
statisticki znaCajnog porasta (p<0,025) u razini ROS-a (prooksidacijski ucinak) doslo je u
stanica tretiranih PCB-em 153, a koje su bile predinkubirane s CRC-om u dozi 5 uM u odnosu
na one kojima CRC nije dodan.

Kod stanica predinkubiranih s CRC-om, a potom tretiranih 50 uM TBHP-om, dolazi do
smanjenja razine ROS-a u odnosu na stanice tretirane samo TBHP-om za 7,82 — 12,48%, pri

¢emu taj pad nije statisticki znacajan.
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Slika 81. Uc¢inak predinkubacije CHO-K1 stanica s kurkuminom (CRC1 — 20 uM) na
formiranje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) nakon tretmana 75 uM PCB 77/PCB 153. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost intenziteta fluorescencije (Aexem=485/535 nm) + standardna
pogreska (TBHP — stanice tretirane 50 uM tert-butil hidroperoksidom; PCB 77/PCB 153 —
stanice tretirane 75 uM PCB 77/PCB 153; kontrola — stanice tretirane s 15 pL. DMSO-a mL™*
medija za uzgoj; CRC1 — CRC20 — stanice tretirane s kurkuminom u koncentracijama od 1 —
20 uM; CRC1/PCB 77 — CRC20/PCB 77 — stanice predinkubirane s kurkuminom u
koncentracijama od 1 — 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77; CRC1/PCB 153 —
CRC20/PCB 153 — stanice predinkubirane s kurkuminom u koncentracijama od 1 — 20 uM, a
potom tretirane 75 uM PCB 153; CRC1/TBHP — CRC20/TBHP — stanice predinkubirane s
kurkuminom u koncentracijama od 1 — 20 puM, a potom tretirane 50 pM tert-butil
hidroperoksidom). Statisticki zna¢ajna razlika (Student t-test): u odnosu na stanice tretirane
DMSO-om (kontrola) — *#p<0,05, #p<0,025; u odnosu na stanice tretirane PCB-em 77 —
¥p<0,025; u odnosu na stanice tretirane PCB-em 153 — “p<0,025.

4.11. STANICNA SMRT CHO-K1 STANICA TRETIRANIH POLIKLORIRANIM
BIFENILIMA UZ PREDINKUBACIJU S RESVERATROLOM ILI
KURKUMINOM

U svrhu utvrdivanja tipa stani¢ne smrti (apoptoza/nekroza) CHO-K1 stanice su nacijepljene
u jazice 6-well ploda u koncentraciji od 2x10* stanica mL™ medija za uzgoj (V=2 mL). Sat

vremena nakon nacjepljivanja, stanice su tretirane s 10 uL otopine RSV-a/CRC-a u DMSO-u
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tako da su u mediju za uzgoj postignute koncentracije od 2,5 — 20 uM RSV-a/CRC-a. Nakon
24 sata inkubacije s odabranim polifenolom, stanice su tretirane s 20 pL otopine PCB-a 77,
odnosno PCB-a 153 u DMSO-u tako da je u mediju za uzgoj postignuta koncentracija od 75
M. 24 sata nakon tretmana odabranim kongenerom, primjenom MUSE® proto¢nog citometra
provodi se kvantitativna analiza zivih, apoptotskih (rana i kasna apoptoza) i mrtvih
(nekroti¢nih) stanica.

Analiza stani¢ne smrti provedena je i u kontrolnim uzorcima — stanice tretirane otapalom
koristenim za polifenole/PCB kongenere (15 pL DMSO-a mL? medija za uzgoj). Takoder,
analiza je provedena i u CHO-K1 stanicama tretiranih odabranim PCB kongenerom, a bez
predinkubacije s polifenolnim spojevima (10 pL PCB kongenera mL™* medija za uzgoj).

Rezultati analize CHO-K1 stani¢ne smrti nakon tretmana stanica PCB-ima uz
predinkubaciju s RSV-om/CRC-om prikazani su kao udio zivih, stanica u ranoj i kasnoj
apoptozi te mrtvih stanica (Slike 82 i 84, 86 i 88) te kao reprezentativni dot-plot dijagrami (Slike
83185, 87 1 89) dobiveni primjenom protoc¢ne citometrije. U¢inak razli¢itih koncentracija RSV-
a/CRC-a na citotoksi¢nost induciranu 75 uM PCB-em 77/153 odreden je iz 3 — 6 mjerenja po

koncentraciji.

4.11.1. Stani¢na smrt CHO-K1 stanica tretiranih polikloriranim bifenilima (PCB 77 ili
PCB 153) uz predinkubaciju s resveratrolom

.....

i kasnoj apoptozi, mrtve stanice) nakon predinkubacije s RSV-om (2,5 — 20 uM) te tretmana 75
puM planarnim PCB kongenerom (PCB 77). 1z slike je vidljivo kako tretman stanica PCB-em
77 dovodi do statisti¢ki znacajnog (p<0,005) pada u postotku zivih stanica od 20,38% u odnosu
na stanice u kontrolnom uzorku. S pove¢anjem koncentracije RSV-a postotak Zivih stanica se
smanjuje u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 77 za 3,40 — 9,92%. Primijeceno je da S
poveéanjem koncentracije RSV-a u stanicama tretiranin PCB-em 77, postotak ukupno
apoptotskih stanica (rana i kasna apoptoza) raste s 6,89 — 12,59% u odnosu na stanice tretirane
PCB-em 77 (PCB 77), dok se udio nekroti¢nih stanica smanjuje. Statisti¢ki znacajan (p<0,05)
porast udjela stanica u kasnoj apoptozi uofen je u stanica tretiranth PCB-em 77 uz

predinkubaciju s 20 uM RSV-om u odnosu na stanice koje nisu predinkubirane s RSV-om.
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Slika 82. U¢inak predinkubacije CHO-K1 stanica s resveratrolom (RSV2,5 — 20 uM) na udio
zivih, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te mrtvih stanica, 24 sata nakon tretmana PCB-em 77
odreden metodom protoé¢ne citometrije (K — stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL™! medija za
uzgoj; PCB 77 — stanice tretirane 75 uM PCB-em 77; RSV2,5/PCB 77 — RSV20/PCB 77 —
stanice predinkubirane s resveratrolom u koncentracijama od 2,5 — 20 uM, a potom tretirane 75
uM PCB-em 77). Statisticki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu na stanice tretirane
DMSO-om (K) — p<0,05, 9p<0,025, °p<0,01, °p<0,005, 3p<0,001; u odnosu na stanice tretirane
PCB-em 77 (PCB 77) — #p<0,05.

Na Slici 83 izdvojeni su reprezentativni dot-plot dijagrami stanica u kontrolnim uzorcima,
stanica tretiranih PCB-em 77, te stanica preinkubiranih s RSV-om (2,5 — 20 uM), a potom
tretiranih PCB-em 77.
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Slika 83. Reprezentativni dot-plot dijagrami CHO-K1 stanica predinkubiranih s 2,5 — 20 uM resveratrolom te potom tretiranih 75 uM PCB-em 77
dobiveni metodom proto¢ne citometrije (KONTROLA — stanice tretirane DMSO-om, 15 pL mL* medija za uzgoj; PCB 77 — stanice tretirane 75
uM PCB-em 77; RSV2,5/PCB 77 — RSV20/PCB 77 — stanice predinkubirane s resveratrolom u koncentracijama od 2,5 — 20 uM, a potom tretirane
75 uM PCB-em 77).
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I kasnoj apoptozi, mrtve stanice) nakon predinkubacije s RSV-om (2,5 — 20 uM) te tretmana 75
uM neplanarnim PCB kongenerom (PCB 153). Iz slike je vidljivo kako tretman stanica samo
PCB-em 153 dovodi do pada u postotku zivih stanica od 6,02% u odnosu na stanice u
kontrolnom uzorku. Predinkubacija s RSV-om, stanica koje su tretirane PCB-em 153 nije
znacajno utjecala na udio zivih stanica u populaciji u odnosu na one stanice koje nisu
predinkubirane s RSV-om. Poveéanjem koncentracije RSV-a udio stanica u apoptozi (rana i
kasna apoptoza) neznatno se mijenja (1,52 — 3,91%) u odnosu na stanice tretirane samo PCB-
em 153. Medutim, vidljivo je statisti¢ki znacajno (p<0,025) povecanje udjela stanica u kasnoj
apoptozi pri koncentraciji RSV-a od 20 uM i nakon tretmana PCB-em 153 u odnosu na stanice
tretirane samo PCB-em 153. Udio mrtvih stanica (nakon tretmana kulture PCB-em 153)

neznatno se mijenja bez obzira na to jesu li stanice bile predinkubirane ili ne s RSV-om.
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Slika 84. Ucinak predinkubacije CHO-K1 stanica s resveratrolom (RSV2,5 — 20 uM) na udio
zivih, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te mrtvih stanica, 24 sata nakon tretmana PCB-em 153
odreden metodom proto¢ne citometrije (K — stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL™ medija za
uzgoj; PCB 153 — stanice tretirane 75 uM PCB-em 153; RSV2,5/PCB 153 — RSV20/PCB 153
— stanice predinkubirane s resveratrolom u koncentracijama od 2,5 — 20 pM, a potom tretirane
75 uM PCB-em 153). Statisticki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu na stanice tretirane
DMSO0-om (K) — °p<0,05, °p<0,025, p<0,005; u odnosu na stanice tretirane PCB-em 153 (PCB
153) — #p<0,025.

Na Slici 85 izdvojeni su reprezentativni dot-plot dijagrami stanica u kontrolnim uzorcima,

stanica tretiranih PCB-em 153, te stanica preinkubiranih s RSV-om (2,5 — 20 uM), a potom
tretiranih PCB-em 153.

122
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Slika 85. Reprezentativni dot-plot dijagrami CHO-K1 stanica predinkubiranih s 2,5 — 20 uM resveratrolom te potom tretiranih 75 uM PCB-em
153 dobiveni metodom proto¢ne citometrije (KONTROLA — stanice tretirane DMSO-om, 15 pL mL™ medija za uzgoj; PCB 153 — stanice tretirane
75 uM PCB-em 153; RSV2,5/PCB 153 — RSV20/PCB 153 — stanice predinkubirane s resveratrolom u koncentracijama od 2,5 — 20 uM, a potom
tretirane 75 uM PCB-em 153).
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4.11.2. Stani¢na smrt CHO-K1 stanica tretiranih polikloriranim bifenilima (PCB 77 ili
PCB 153) uz predinkubaciju s kurkuminom

.....

I kasnoj apoptozi, mrtve stanice) nakon predinkubacije s CRC-om (2,5 —20 uM) te tretmana 75
uM planarnim PCB kongenerom (PCB 77). 1z slike je vidljivo kako tretman stanica PCB-em
77 dovodi do statisti¢ki znac¢ajnog (p<<0,001) pada u postotku Zivih stanica od 16,56% u odnosu
na stanice u kontrolnom uzorku (K). Predinkubacija stanica s CRC-om (u dozama 10 i 20 uM),
koje su zatim tretirane PCB-em 77 dovela je do dodatnog, statisticki znacajnog (p<0,01 —
p<0,001) pada udjela vijabilnih/zivih stanica u populaciji u odnosu na one stanice bez
predinkubacije s CRC-om. Povecanjem koncentracije CRC-a postotak ukupno apoptotskih
stanica (rana i kasha apoptoza) raste za 1,28 — 16,75% u odnosu na stanice tretirane samo PCB-
em 77, a statisticki znacajan porast uocava se pri sljede¢im dozama CRC-a: 2,515 uM (p<0,05;
porast udjela stanica u ranoj apoptozi) te 10 i 20 uM (p<0,01 — p<0,001; porast udjela stanica
u kasnoj apoptozi). U populaciji stanica koje su predinkubirane s CRC-om u najvis$oj dozi (20
uM), a potom tretirane PCB-em 77, uocen je i porast udjela nekroti¢nih stanica (p<0,005) u
odnosu na one bez predinkubacije s CRC-om. Iz sveukupnih rezultata u¢inka CRC-a na
vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih PCB-em 77, vidljivo je da CRC nije postigao zastitni

ucinak, ve¢ je dodatno, sinergisticki s PCB-em, djelovao primarno proapoptoticki.
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Slika 86. Ucinak predinkubacije CHO-K1 stanica s kurkuminom (CRC2,5 — 20 uM) na udio
zivih, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te mrtvih stanica, 24 sata nakon tretmana PCB-em 77
odreden metodom protoé¢ne citometrije (K — stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL™! medija za
uzgoj; PCB 77 — stanice tretirane 75 pM PCB-em 77; CRC2,5/PCB 77 — CRC20/PCB 77 —
stanice predinkubirane s kurkuminom u koncentracijama od 2,5 — 20 uM, a potom tretirane 75
uM PCB-em 77). Statisticki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu na stanice tretirane
DMSO-om (K) — p<0,05, 9p<0,025, °p<0,01, °p<0,005, 3p<0,001; u odnosu na stanice tretirane
PCB-em 77 (PCB 77) — “p<0,05, "p<0,01, "p<0,005, *p<0,001.

O H:
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Na Slici 87 izdvojeni su reprezentativni dot-plot dijagrami stanica u kontrolnim uzorcima,
stanica tretiranih PCB-em 77, te stanica predinkubiranih s CRC-om (2,5 — 20 uM), a potom
tretiranih PCB-em 77.
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Slika 87. Reprezentativni dot-plot dijagrami CHO-K1 stanica predinkubiranih s 2,5 — 20 uM kurkuminom te potom tretiranih 75 uM PCB-em 77
dobiveni metodom proto¢ne citometrije (KONTROLA — stanice tretirane DMSO-om, 15 pL mL* medija za uzgoj; PCB 77 — stanice tretirane 75
uM PCB-em 77; CRC2,5/PCB 77 — CRC20/PCB 77 — stanice predinkubirane s kurkuminom u koncentracijama od 2,5 — 20 uM, a potom tretirane
75 uM PCB-em 77).
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i kasnoj apoptozi, mrtve stanice) nakon predinkubacije s CRC-om (2,5 —20 uM) te tretmana 75
uM neplanarnim PCB kongenerom (PCB 153). Iz slike je vidljivo kako tretman stanica PCB-
em 153 dovodi do statisticki znac¢ajnog (p<0,001) pada u postotku Zivih stanica za 12,65% u
odnosu na stanice u kontrolnom uzorku (K). Predinkubacija stanica s CRC-om (2,5 — 20 uM),
koje su zatim tretirane PCB-em 153 dovela je do statisti¢ki znacajnog (p<0,001) porasta udjela
vijabilnih/zivih stanica u populaciji (za 2,35 — 9,46%) u odnosu na one stanice bez
predinkubacije s CRC-om, pri ¢emu su nize doze CRC-a pokazale izrazeniji zastitni u¢inak. U
odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 153, CRC je doveo do smanjenja udjela ukupno
apoptotskih stanica (rana i kasna apoptoza) za 1,06 — 7,65%, a statisticki znacajan pad uocava
se pri sljede¢im dozama CRC-a: 2,515 uM (p<0,025 — smanjeni udio stanica u ranoj apoptozi,
p<0,001 — smanjen udio stanica u kasnoj apoptozi), 10 uM (p<0,001 — smanjen udio stanica u
kasnoj apoptozi) i 20 uM (p<0,01 — smanjen udio stanica u ranoj apoptozi, p<0,005 — smanjen
udio stanica u kasnoj apoptozi). Predinkubacija CHO-K1 stanica s CRC-om (< 20 uM)
djelovala je zastitno na citotoksi¢nost induciranu neplanarnim konegenerom PCB-a—PCB 153.
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Slika 88. Uc¢inak predinkubacije CHO-K1 stanica s kurkuminom (CRC2,5 — 20 uM) na udjel
zivih, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te mrtvih stanica, 24 sata nakon tretmana PCB-em 153
odreden metodom protoéne citometrije (K — kontrolas DMSO-om, 15 pL mL™* medija za uzgoj;
PCB 153 —stanice tretirane 75 uM PCB-em 153, CRC2,5/PCB 153 — CRC20/PCB 153 — stanice
predinkubirane s kurkuminom u koncentracijama od 2,5 — 20 uM, a potom tretirane 75 uM
PCB-em 153). Statisticki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu na stanice tretirane DMSO-
om (K) — 9p<0,025, °p<0,01, "p<0,005, ?p<0,001; u odnosu na stanice tretirane PCB-em 153
(PCB 153) — "p<0,05, "p<0,025, "p<0,01, ‘p<0,005, #p<0,001.
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Na Slici 89 izdvojeni su reprezentativni dot-plot dijagrami stanica u kontrolnim uzorcima,
stanica tretiranih PCB-em 153, te stanica predinkubiranih s CRC-om (2,5 — 20 uM), a potom
tretiranih PCB-em 153.
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Slika 89. Reprezentativni dot-plot dijagrami CHO-K1 stanica predinkubiranih s 2,5 — 20 uM kurkuminom te potom tretiranih 75 uM
PCB-em 153 dobiveni metodom proto¢ne citometrije (KONTROLA — stanice tretirane DMSO-om, 15 pL mL™* medija za uzgoj; PCB
153 — stanice tretirane 75 uM PCB-em 153; CRC2,5/PCB 153 — CRC20/PCB 153 — stanice predinkubirane s kurkuminom u
koncentracijama od 2,5 — 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB-em 153).
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4.12. UCINAK FEROCENSKOG TRIACILNOG DERIVATA RESVERATROLA |
FEROCENSKOG ANALOGA KURKUMINA NA  CITOTOKSICNOST
INDUCIRANU POLIKLORIRANIM BIFENILIMA U CHO-K1 STANICAMA

U svrhu utvrdivanja mogucih zastitnih ucinaka novosintetiziranog RF-a i CF-a na
citotoksi¢nost induciranu PCB-ima, CHO-K1 stanice nacijepljene su u jazice 6-well ploca u
koncentraciji od 2x10* stanica mL? medija za uzgoj (V=2 mL). Sat vremena nakon
nacjepljivanja, stanice su tretirane s 10 uL otopine RF-a/CF-a u DMSO-u tako da su u mediju
za uzgoj postignute koncentracije 2,5 — 100 uM (RF) te 1 — 20 uM (CF). Nakon 24 sata
inkubacije s odabranim ispitivanim spojem, stanice su tretirane s 20 puL. otopine PCB-a 77,
odnosno PCB-a 153 u DMSO-u tako da je u mediju za uzgoj postignuta koncentracija od 75
pM.

Moguci zastitni u¢inci RF-a/CF-a na citotoksi¢nost induciranu PCB kongenerima praceni su
24 sata nakon tretmana stanica PCB-ima primjenom odabranih in vitro metoda: NR, KB, MTT
i TB.

Istovremeno je pracen i rast stanica u kontroli kojima se dodaje otapalo koristeno za otapanje
RF-a/CF-a (5 pL DMSO-a mL " medija za uzgoj) i za otapanje PCB kongenera (10 uL. DMSO-
a mL? medija za uzgoj) te rast stanica kojima se dodaje samo 75 uM PCB kongener bez
predinkubacije (10 uL PCB kongenera mL™* medija za uzgoj).

4.12.1. Uc¢inak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola na vijabilnost i proliferaciju
CHO-K1 stanica tretiranih PCB-em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom Neutral
Red

U¢inak predinkubacije s 2,5 — 100 uM RF-om na proliferaciju CHO-K1 stanica tretiranih 75
uM PCB kongenerom (PCB 77 ili PCB 153) pracen je pomo¢u metode NR 24 sata nakon
tretmana odabranim PCB kongenerom. Rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 90
kao postotak prezivljenja stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane DMSO-om).
Provedeno je 3 — 19 mjerenja po uzorku.

Oba PCB kongenera uzrokuju statisticki znac¢ajno (p<0,001) smanjenje vijabilnosti CHO-
K1 stanica — 40,05% (PCB 77) te 32,10% (PCB 153) u odnosu na kontrolni uzorak (stanice
tretirane s 15 uL. DMSO-a mL™* medija za uzgoj) (Slika 90). Pri tretmanu stanica planarnim
kongenerom (PCB 77), RF nije pokazao zaititni uéinak na staniénu vijabilnost. Stovige,
inhibitorni ué¢inak (RF/PCB 77 vs. PCB 77) je vidljiv pri svim primijenjenim koncentracijama
RF-a (6,13 — 23,27%) te je statisticki znacajan pri 2,5 uM (p<0,05), 5 uM, 20 uM, 50 uM
(p<0,01) te 35 uM, 75 uM, 100 uM (p<0,001) u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 77.

Razli¢it u¢inak RF-a je pokazao pri tretmanu stanica neplanarnim kongenerom (PCB 153), pri
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¢emu je uocen zaStitni ucinak na vijabilnost pri koncentracijama 10 — 100 uM. Statisticki
znacajan u¢inak RF/PCB 153 vs. PCB 153 odreden je pri koncentracijama od 20 uM — 100 uM
(p<0,05 — p<0,001).
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Slika 90. Uc¢inak predinkubacije s ferocenskim triacilnim derivatom resveratrola (RF2,5 — 100 uM) na vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih 75
uM PCB-em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom Neutral Red. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost postotka prezivjelih stanica +
standardna pogreska (kontrola — stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; PCB 77/PCB 153 — stanice tretirane 75 uM PCB 77/PCB
153; RF2,5/PCB 77 — RF100/PCB 77 — stanice predinkubirane s RF-om u koncentracijama od 2,5 — 100 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77,
RF2,5/PCB 153 — RF100/PCB 153 — stanice predinkubirane s RF-om u koncentracijama od 2,5 — 100 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 153).
Statisticki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu na stanice tretirane DMSO-om (kontrola) — 4 4 4 4p<0,05, 4 #p<0,005, 4/*/*p<0,001; u odnosu
na stanice tretirane PCB-em 77 — """"p<0,05, "~ "p<0,01, "p<0,001; u odnosu na stanice tretirane PCB-em 153 — °°“°p<0,05 PCB, °°p<0,005,
°p<0,001.
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4.12.2. U¢inak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola na vijabilnost i proliferaciju
CHO-K1 stanica tretiranih PCB-em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom Kenacid
Blue

U svrhu praéenja ucinka RF-a na citotoksi¢nost induciranu odabranim PCB kongenerima,
CHO-K1 stanice prvo su inkubirane s RF-om (2,5 — 100 uM), a 24 sata kasnije tretirane
odabranim PCB kongenerom (PCB 77 ili PCB 153). Stani¢na vijabilnost odredena je metodom
KB 24 sata nakon tretmana PCB kongenerima. Rezultati su statisticki obradeni i prikazani na
Slici 91 kao postotak prezivljenja stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane
DMSO-om). Provedeno je 5 — 19 mjerenja po uzorku.

Na Slici 91 vidi se da oba 75 uM PCB kongenera uzrokuju statisti¢ki znacajno (p<0,001)
smanjenje broja zivih stanica— PCB 77 za 26,25%, a PCB 153 za 21,19% u odnosu na kontrolni
uzorak (stanice tretirane s 15 uL DMSO-a mL™ medija za uzgoj). Pri tretmanu stanica
planarnim PCB-em 77, RF nije iskazao zastitni u¢inak na stani¢nu vijabilnost, ve¢ je pri svim
ispitanim koncentracijama (2,5 — 100 uM) vidljiv izraZeniji inhibitorni u¢inak (RF/PCB 77 vs.
PCB 77) u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 77, a statisticki je znaajan pri
koncentracijama od 20 uM (p<0,025), 35 uM (p<0,05), 50 uM (p<0,005) te 75 i 100 uM
(p<0,001). Suprotno uc¢inku RF-a pri tretmanu stanica PCB-em 77, prilikom tretmana
neplanarnim PCB-em 153, RF iskazuje blagi zastitni ucinak na vijabilnost stanica pri
koncentracijama od 5 — 100 uM, a statisticki znacajan ucinak odreden je pri koncentracijama
35 uM — 100 uM (p<0,005 — p<0,001) u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 153.
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Slika 91. Uc¢inak predinkubacije s ferocenskim triacilnim derivatom resveratrola (RF2,5 — 100 uM) na vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih 75
uM PCB-em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom Kenacid Blue. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost postotka prezivjelih stanica +
standardna pogreska (kontrola — stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; PCB 77/PCB 153 — stanice tretirane 75 pM PCB 77/PCB
153; RF2,5/PCB 77 — RF100/PCB 77 — stanice predinkubirane s RF-om u koncentracijama od 2,5 — 100 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77,
RF2,5/PCB 153 — RF100/PCB 153 — stanice predinkubirane s RF-om u koncentracijama od 2,5 — 100 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 153).
Statisticki zna¢ajna razlika (Student t-test): u odnosu na stanice tretirane DMSO-om (kontrola) — °**p<0,025, °°p<0,005, 4/*/*p<0,001; u odnosu
na stanice tretirane PCB-em 77 — " "p<0,05, " "p<0,025 " "p<0,005, "'p<0,001; u odnosu na stanice tretirane PCB-em 153 — °°p<0,005, °p<0,001.
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4.12.3. Ucinak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola na vijabilnost i proliferaciju
CHO-K1 stanica tretiranih PCB-em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom MTT

Ucinak predinkubacije CHO-K1 stanica s 2,5 — 100 uM RF-om na citotoksi¢nost induciranu
75 uM PCB kongenerima (PCB 77 ili PCB 153) pracen je pomoc¢u metode MTT 24 sata nakon
tretmana stanica odredenim PCB kongenerom. Rezultati su statisticki obradeni 1 prikazani na
Slici 92 kao postotak prezivljenja stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane
DMSO-om). Provedeno je 3 — 15 mjerenja po uzorku.

Na Slici 92 vidi se da oba 75 uM PCB kongenera uzrokuju statisti¢ki zna¢ajno (p<0,001)
smanjenje vijabilnosti CHO-K1 stanica — PCB 77 od 31,00% te PCB 153 od 29,05% u odnosu
na kontrolni uzorak (stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL™* medija za uzgoj). Inkubacija
stanica s RF-om koje su potom tretirane planarnim PCB kongenerom (PCB 77) nije pokazala
zastitni u¢inak na stani¢nu vijabilnost te je pri svim ispitanim koncentracijama RF-a (2,5 — 100
uM) vidljiv inhibitorni uéinak na stani¢nu proliferaciju u odnosu na stanice tretirane samo PCB-
em 77. Statisticki znacajna (RF/PCB 77 vs. PCB 77) inhibicija stani¢ne proliferacije CHO-K1
stanica uoc¢ena je pri koncentracijama RF-a od 20 i 35 uM (p<0,05) te 50 uM (p<0,001), 75 uM
(p<0,005) i 100 uM (p<0,001). Metodom MTT utvrden je zastitni u¢inak RF-a na citotoksi¢nost
induciranu neplanarnim kongenerom PCB 153 S§to je u suglasju s prethodno prezentiranim
rezultatima metoda NR i KB. Predinkubacija stanica s RF-om koje su zatim tretirane PCB-em
153 zastitno je djelovala na vijabilnost pri koncentracijama RF-a 10 — 100 pM (porast u
vijabilnosti za 2,39 — 20,70%) u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 153, a statisticki
znacajan (RF/PCB 153 vs. PCB 153) u¢inak odreden je pri koncentracijama RF-a od 20 uM
(p<0,025), 35 uM (p<0,001), 50 uM (p<0,005) te 751 100 uM (p<0,001).
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Slika 92. Uc¢inak predinkubacije s ferocenskim triacilnim derivatom resveratrola (RF2,5 — 100 uM) na vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih 75
uM PCB-em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom MTT. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost postotka prezivjelih stanica + standardna
pogreska (kontrola — stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL? medija za uzgoj; PCB 77/PCB 153 — stanice tretirane 75 uM PCB 77/PCB 153;
RF2,5/PCB 77 — RF100/PCB 77 — stanice predinkubirane s RF-om u koncentracijama od 2,5 — 100 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77;
RF2,5/PCB 153 — RF100/PCB 153 — stanice predinkubirane s RF-om u koncentracijama od 2,5 — 100 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 153).
Statisti¢ki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu na stanice tretirane DMSO-om (kontrola) — ¥ Yp<0,025; Y/*/*p<0,001; u odnosu na stanice
tretirane PCB-em 77 — p<0,05, p<0,005, p<0,001; u odnosu na stanice tretirane PCB-em 153 — °°“p<0,025, “°p<0,005, °p<0,001.
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4.12.4. Ucinak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola na vijabilnost i proliferaciju
CHO-K1 stanica tretiranih PCB-em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom Trypan
Blue

U svrhu pracenja uéinka RF-a na citotoksi¢nost PCB-ima, CHO-K1 stanice predinkubirane
sus 2,5— 100 uM RF-om te nakon 24h tretirane 75 uM PCB-em 77 ili PCB-em 153. U¢inak je
pracen pomoc¢u metode TB 24 sata nakon tretmana stanica odabranim PCB kongenerom.
Rezultati (odredeni iz 3 — 12 mjerenja po uzorku) su statisticki obradeni i prikazani na Slici 93
kao postotak prezivljenja stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane DMSO-om).

Utvrdeno je da oba 75 uM PCB kongenera uzrokuju statisticki znacajno (p<0,001) smanjenje
vijabilnosti CHO-K1 stanica— PCB 77 za 38,56%, a PCB 153 od 36,40% u odnosu na kontrolni
uzorak (stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL™ medija za uzgoj) (Slika 93). Pri tretmanu stanica
planarnim PCB-em (PCB 77), RF nije iskazao zastitni u¢inak na stani¢nu vijabilnost, ve¢ je
inhibitorni u¢inak (RF/PCB 77 vs. PCB 77) izrazeniji i statisticki znacajan (p<0,001) pri svim
ispitanim koncentracijama RF-a (2,5 — 100 uM) te iznosi 8,01 — 32,38% u odnosu na stanice
tretirane samo PCB-em 77. Suprotno planarnom kongeneru, odreden je zastitni u¢inak RF (na
stani¢nu vijabilnost) pri tretmanu stanica neplanarnim PCB-em 153. Porast u vijabilnosti za
5,10 — 28,34% uocen je pri svim ispitanim koncentracijama RF-a u odnosu na stanice tretirane
samo PCB-em 153, a statisticki je znacajan (RF/PCB 153 vs. PCB 153) pri 5 uM 1 10 uM
(p<0,05), 20 uM (p<0,025), 35 uM (p<0,005) te 50 — 100 uM (p<0,001).
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Slika 93. Uc¢inak predinkubacije s ferocenskim triacilnim derivatom resveratrola (RF2,5 — 100 uM) na vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih 75
uM PCB-em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom Trypan Blue. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost postotka prezivjelih stanica +
standardna pogreska (kontrola — stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; PCB 77/PCB 153 — stanice tretirane 75 pM PCB 77/PCB
153; RF2,5/PCB 77 — RF100/PCB 77 — stanice predinkubirane s RF-om u koncentracijama od 2,5 — 100 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77;
RF2,5/PCB 153 — RF100/PCB 153 — stanice predinkubirane s RF-om u koncentracijama od 2,5 — 100 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 153).
Statisti¢ki znaGajna razlika (Student t-test): u odnosu na stanice tretirane DMSO-om (kontrola) — 44 4p<0,05; 4p<0,025; 4/**°p<0,01;
*/*p<0,001; u odnosu na stanice tretirane PCB-em 77 — “p<0,001; u odnosu na stanice tretirane PCB-em 153 — ““°*°p<0,05, “**“p<0,025, “°p<0,005,

°p<0,001.
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4.12.5. U¢inak ferocenskog analoga kurkumina na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1
stanica tretiranih PCB-em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom Neutral Red

Ucinak predinkubacije s 1 — 20 uM CF-om na proliferaciju CHO-K1 stanica tretiranih 75
uM PCB kongenerom (PCB 77 ili PCB 153) pracen je pomo¢u metode NR 24 sata nakon
tretmana stanica PCB kongenerom. Rezultati (odredeni iz 4 — 17 mjerenja po uzorku) su
statisticki obradeni i prikazani na Slici 94 kao postotak prezivljenja stanica u odnosu na
kontrolni uzorak (stanice tretirane DMSO-om).

Oba PCB kongenera uzrokovala su statisticki znacajno (p<0,005) smanjenje vijabilnosti
CHO-K1 stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL?* medija
za uzgoj) — PCB 77 za 43,49%, a PCB 153 za 18,59% (Slika 94). CF u svim ispitanim

koncentracijama nije iskazao zastitni u¢inak na vijabilnost stanica tretiranih PCB kongenerima.
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Slika 94. Ucinak predinkubacije s ferocenskim analogom kurkumina (CF1 — 20 uM) na
vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih 75 uM PCB-em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom
Neutral Red. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost postotka prezivjelih stanica +
standardna pogreska (kontrola — stanice tretirane s 15 uL DMSO-a mL™ medija za uzgoj; PCB
77/PCB 153 —stanice tretirane 75 uM PCB 77/PCB 153; CF1/PCB 77 — CF20/PCB 77 — stanice
predinkubirane s CF-om u koncentracijama od 1 — 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77,
CF1/PCB 153 — CF20/PCB 153 — stanice predinkubirane s CF-om u koncentracijama od 1 — 20
uM, a potom tretirane 75 uM PCB 153). Statisti¢ki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu
na stanice tretirane DMSO-om (kontrola) — 4444p<0,05, °°*°p<0,01, **4/**/**p<0,005,
°p<0,001.

4.12.6. U¢inak ferocenskog analoga kurkumina na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1
stanica tretiranih PCB-em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom Kenacid Blue

U svrhu praéenja u¢inka CF-a na citotoksi¢nost induciranu PCB-ima, CHO-K1 stanice su
prvo predinkubirane s CF-om (1 — 20 uM), a 24 sata kasnije tretirane 75 uM PCB kongenerom
(PCB 77 ili PCB 153). Stani¢na vijabilnost odredena je metodom KB 24 sata nakon tretmana

PCB kongenerima. Rezultati (odredeni iz 8 — 17 mjerena po uzorku) su statisticki obradeni i
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prikazani na Slici 95 kao postotak prezivljenja stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice
tretirane DMSO-om).

Metodom KB utvrdeno je da oba 75 uM PCB kongenera (PCB 77 i PCB 153) dovode do
statisti¢ki znacajnog (p<0,001) smanjenja vijabilnosti CHO-K1 stanica u odnosu na kontrolni
uzorak (stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL™* medija za uzgoj) — PCB 77 za 31,17%, PCB
153 za 21,08% (Slika 95). CF u ispitanim koncentracijama nije znac¢ajno utjecao na stani¢nu
proliferaciju — vijabilnost stanica predinkubiranih s CF-om, a zatim tretiranih PCB kongenerom

nije se znacajno promijenila u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em.
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Slika 95. Ucinak predinkubacije s ferocenskim analogom kurkumina (CF1 — 20 uM) na
vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih 75 uM PCB-em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom
Kenacid Blue. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost postotka prezivjelih stanica +
standardna pogreska (kontrola — stanice tretirane s 15 uL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; PCB
77/PCB 153 —stanice tretirane 75 uM PCB 77/PCB 153; CF1/PCB 77 — CF20/PCB 77 — stanice
predinkubirane s CF-om u koncentracijama od 1 — 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77;
CF1/PCB 153 — CF20/PCB 153 — stanice predinkubirane s CF-om u koncentracijama od 1 — 20
uM, a potom tretirane 75 uM PCB 153). Statisticki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu
na stanice tretirane DMSO-om (kontrola) — **p<0,005, Y/*/*p<0,001.

4.12.7. U¢inak ferocenskog analoga kurkumina na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1
stanica tretiranih PCB-em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom MTT

U svrhu praéenja u¢inka CF-a na citotoksi¢nost induciranu PCB-ima, CHO-K1 stanice prvo
su inkubirane s CF-om (1 — 20 uM), a 24 sata kasnije tretirane odabranim PCB kongenerom
(PCB 77 ili PCB 153) u koncentraciji 75 uM. Stani¢na vijabilnost odredena je metodom MTT
24 sata nakon tretmana stanica odredenim PCB kongenerom. Rezultati su statisti¢ki obradeni 1
prikazani na Slici 96 kao postotak prezivljenja stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice
tretirane DMSO-om). Provedeno je 3 — 12 mjerenja po uzorku.

Primjenom metode MTT utvrdeno je da do statisticki znacajnog (p<0,001) smanjenja

vijabilnosti CHO-K1 stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane s 15 uL. DMSO-a
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mL? medija za uzgoj) dolazi nakon tretmana s oba 75 M PCB kongenera — 42,87% nakon
tretmana PCB-em 77 te 20,63% nakon tretmana PCB-em 153 (Slika 96). Metodom MTT, kao i
metodama NR i KB, odredeno je da CF u ispitanim koncentracijama nije znacajno utjecao na
stani¢nu proliferaciju — vijabilnost stanica preinkubiranih s CF-om (1 — 20 uM), a zatim
tretiranih PCB kongenerom nije se znac¢ajno promijenila u odnosu na stanice tretirane samo

PCB-em.
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Slika 96. Ucinak predinkubacije s ferocenskim analogom kurkumina (CF1 — 20 uM) na
vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih 75 uM PCB-em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom
MTT. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost postotka prezivjelih stanica + standardna
pogreska (kontrola — stanice tretirane s 15 uL. DMSO-a mL™ medija za uzgoj; PCB 77/PCB
153 — stanice tretirane 75 uM PCB 77/PCB 153; CF1/PCB 77 — CF20/PCB 77 — stanice
predinkubirane s CF-om u koncentracijama od 1 — 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77;
CF1/PCB 153 — CF20/PCB 153 — stanice predinkubirane s CF-om u koncentracijama od 1 — 20
uM, a potom tretirane 75 uM PCB 153). Statisticki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu
na stanice tretirane DMSO-om (kontrola) — ¥ ¥ Yp<0,01, ¥ Yp<0,005, “/*p<0,001.

4.12.8. U¢inak ferocenskog analoga kurkumina na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1
stanica tretiranih PCB-em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom Trypan Blue

U¢inak predinkubacije s 1 — 20 uM CF-om na proliferaciju CHO-K1 stanica tretiranih 75
uM PCB-em 77 ili PCB-em 153 pracen je pomocu metode TB 24 sata nakon tretmana stanica
odabranim PCB kongenerom. Rezultati su statisticki obradeni i prikazani na Slici 97 kao
postotak prezivljenja stanica u odnosu na kontrolni uzorak (stanice tretirane DMSO-om).

Provedeno je 4 — 11 mjerenja po uzorku.

Planarni (PCB 77) i neplanarni (PCB 153) kongeneri uzrokovali su statisti¢cki znacajno
(p<0,001) smanjenje vijabilnosti CHO-K1 stanica od 51,25%, odnosno 27,10% u odnosu na
kontrolni uzorak (stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL™* medija za uzgoj) (Slika 97). CF u

ispitanim koncentracijama nije znac¢ajno utjecao na proliferaciju stanica tretiranih PCB-em 77
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(Sto je uoceno svim metodama), dok se inhibitorni u¢inak CF-a na stani¢nu vijabilnost (CF/PCB
153 vs. PCB 153) uocava pri koncentracijama CF-a 5 — 20 pM, u odnosu na stanice tretirane

samo PCB-em 153.
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Slika 97. Uc¢inak predinkubacije s ferocenskim analogom kurkumina (CF1 — 20 uM) na
vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih 75 uM PCB-em 77 ili PCB-em 153 odreden metodom
Trypan Blue. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost postotka prezivjelih stanica +
standardna pogreska (kontrola — stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL™* medija za uzgoj; PCB
77/PCB 153 —stanice tretirane 75 uM PCB 77/PCB 153; CF1/PCB 77 — CF20/PCB 77 — stanice
predinkubirane s CF-om u koncentracijama od 1 — 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77,
CF1/PCB 153 — CF20/PCB 153 — stanice predinkubirane s CF-om u koncentracijama od 1 — 20
uM, a potom tretirane 75 uM PCB 153). Statisti¢ki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu
na stanice tretirane DMSO-om (kontrola) — 4 4p<0,025, 4/Yp<0,01, */*p<0,001; u odnosu na
stanice tretirane PCB-em 153 — “"""p<0,05, ""p<0,01, "p<0,001.

4.13. UCINAK FEROCENSKOG TRIACILNOG DERIVATA RESVERATROLA |
FEROCENSKOG ANALOGA KURKUMINA NA RAZINU REAKTIVNIH
KISIKOVIH VRSTA U CHO-K1 STANICAMA TRETIRANIH
POLIKLORIRANIM BIFENILIMA

U svrhu odredivanja u¢inaka novosintetiziranog RF-a i CF-a na razinu ROS-a nakon
tretmana stanica PCB-ima, CHO-K 1 stanice nacijepljene su u jazice 96-well plo¢e tamnog dna
u koncentraciji od 2,5x10° stanica mL™* medija za uzgoj (V=100 pL) u koji je dodan RF/CF
tako da se postignu koncentracije od 1 — 20 uM. Nakon 24 sata stanice se ispiru puferom, a u
isprane jazice dodaje se 100 pL DCFH-DA u koncentraciji od 25 uM. Inkubacija traje 45
minuta u inkubatoru pri 37°C. Slijedi ispiranje s puferom koji sadrzi 1% FBS-a i tretman
pripremljenim otopinama PCB kongenera tako da se u mediju za uzgoj postigne 75 uM
koncentracija PCB-a 77 ili PCB-a 153. Uz uc¢inak RF-a/CF-a na intracelularnu razinu ROS-a,

prati se i razina ROS-a u kontrolnim uzorcima — stanice tretirane istim volumenom DMSO-a u
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kojem je otopljen RF/CF i/ili PCB (kontrola), stanice tretirane samo PCB kongenerom (PCB
77 ili PCB 153), a kao pozitivna kontrola koristi se 50 uM TBHP.

U¢inak 1 — 20 uM RF-a/CF-a na intracelularnu razinu ROS-a nakon tretmana stanica PCB
kongenerom, u stani¢noj liniji CHO-K1 praé¢en je DCFH-DA metodom.

Rezultati su prikazani na Slikama 98 i 99 kao ovisnost intenziteta fluorescencije o
koncentraciji primijenjenih koncentracija RF-a/CF-a. Uc¢inak svake od koncentracija odreden

je iz 4 — 18 mjerenja.

4.13.1. Ucinak ferocenskog triacilnog derivata resveratrola na razinu reaktivnih kisikovih
vrsta u CHO-K1 stanicama tretiranih polikloriranim bifenilima

Na Slici 98 prikazani su rezultati u¢inka RF-a na razinu ROS-a u CHO-K1 stanicama nakon
tretmana PCB-em 77 ili PCB-em 153. Iz slike je vidljivo da dolazi do statisti¢ki znacajnog
povecanja razine ROS-a nakon tretmana stanica PCB-em 77 za 17,56% (p<0,025) i PCB-em
153 za 14,10% (p<0,05) u odnosu na stanice u kontroli. Dodatak TBHP-a rezultirao je statistic¢ki
znacajnim poviSenjem razine ROS-a za 19,81% (p<0,025).

RF je u svim primijenjenim koncentracijama (1 — 20 uM) uzrokovao pad razine ROS-a u
odnosu na kontrolu.

Kod stanica predinkubiranih s RF-om, a potom tretiranih 75 uM PCB-em 77, pri svim
ispitanim koncentracijama RF-a (1 — 20 uM) uocena je statisticki znacajna (p<0,05 — p<0,01)
niza razina ROS-a za 17,65 — 19,97% u odnosu na stanice tretirane samo s PCB-em 77.

Kod stanica predinkubiranih s RF-om, a potom tretiranih 75 uM PCB-em 153, do porasta u
nastanku ROS-a dolazi s porastom primijenjene koncentracije RF-a u odnosu na stanice
tretirane samo PCB-em 153 za 7,50 — 21,27%, pri ¢emu je taj porast statisticki znacajan pri 5 i
20 uM (p<0,005).

Kod stanica predinkubiranih s RF-om, a potom tretiranih 50 uM TBHP-om, dolazi do
smanjenja razine ROS-a u odnosu na stanice tretirane samo TBHP-om za 20,44 — 23,76%, pri

¢emu je taj pad statisti¢ki znacajan (p<0,05) pri koncentracijama RF-a od 2,51 5 pM.
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Slika 98. Ucinak predinkubacije CHO-K1 stanica s ferocenskim triacilnim derivatom
resveratrola (RF1 — 20 uM) na razinu reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) nakon tretmana 75 uM
polikloriranim bifenilima (PCB 77/PCB 153). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
intenziteta fluorescencije (Aexem=485/535 nm) + standardna pogreska (TBHP — stanice tretirane
50 uM tert-butil hidroperoksidom; PCB 77/PCB 153 — stanice tretirane 75 uM PCB 77/PCB
153; kontrola — stanice tretirane s 15 uLL. DMSO-a mL™! medija za uzgoj; RF1 — RF20 — stanice
tretirane RF-om u koncentracijama od 1 — 20 uM; RF1/PCB 77 — RF20/PCB 77 — stanice
predinkubirane s RF-om u koncentracijama od 1 — 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77,
RF1/PCB 153 — RF20/PCB 153 — stanice predinkubirane s RF-om u koncentracijama od 1 — 20
uM, a potom tretirane 75 uM PCB 153; RF1/TBHP — RF20/TBHP — stanice predinkubirane s
RF-om u koncentracijama od 1 — 20 uM, a potom tretirane 50 uM tert-butil hidroperoksidom).
Statisticki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu na stanice tretirane DMSO-om (kontrola)
— 44p<0,05, #p<0,025; u odnosu na stanice tretirane PCB-em 77 — Y Yp<0,05, Yp<0,01; u
odnosu na stanice tretirane PCB-em 153 — “ p<0,005; u odnosu na stanice tretirane TBHP-om
— Y ¥p<0,05.

4.13.2. Uc¢inak ferocenskog analoga kurkumina na razinu reaktivnih kisikovih vrsta u
CHO-K1 stanicama tretiranih polikloriranim bifenilima

Na Slici 99 vidljivo je da pri tretmanu CHO-K1 stanica PCB-em 77 ili PCB-em 153 dolazi
do statisticki znacajnog povecanja razine ROS-a za 16,28% — PCB 77 (p<0,025), te za 11,88%
— PCB 153 (p<0,05) u odnosu na stanice u kontroli. Dodatak TBHP-a rezultirao je statisticki
znacajnim poviSenjem razine ROS-a za 23,36% (p<0,025).

Razina ROS-a kod stanica predinkubiranih s CF-om (1 — 20 uM) nije se znacajno promijenila
u odnosu na kontrolu (stanice tretirane s 15 uL. DMSO-a mL™* medija za uzgoj).

Kod stanica predinkubiranih s CF-om, a potom tretiranih 75 uM PCB-em 77, s porastom
koncentracije CF-a dolazi do porasta u razini ROS-a (prooksidacijski u¢inak) u odnosu na
stanice tretirane samo PCB-em 77, dok je pri niskim koncentracijama CF-a uocen pad u razini

ROS-a (antioksidacijski u¢inak). Tako je pri nizim ispitanim koncentracijama CF-a (1i 2,5 uM)
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u stanicama tretiranih PCB-em 77, zamije¢eno smanjenje stvaranja ROS-a za 13,78 — 16,03%
u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 77, pri ¢emu je taj pad bio statisticki znacajan
(p<0,05) pri dozi CF-a 0d 2,5 uM.

U stanica predinkubiranih s CF-om, a zatim tretiranih PCB-em 153 uoc¢en je pad razine ROS-
a u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 153, pri ¢emu je statisticki znacajno (p<0,01)
niza razina ROS-a odredena za CF u dozi 1 pM. Pri vi§im primijenjenim koncentracijama (5 i
20 uM) uocava se blagi porast u razini ROS-a.

Kod stanica predinkubiranih s CF-om, a potom tretiranih 50 uM TBHP-om, dolazi do
porasta razine ROS-a u odnosu na stanice tretirane samo TBHP-om za 12,52 — 23,75%, a
statisticki znaCajna promjena uocena je pri svim primijenjenim koncentracijama CF-a: 1 uM

(p<0,01), 2,5 uM (p<0,001), 5 uM (p<0,025) i 20 UM (p<0,025).

0,300 s
A
AAA
AAA
0,250 A vy
A
2
S £ 0200 23
8w P bt
a ™ sy L i,
Lo i I i
S8 0150 i R
b I Lol g =i 1 i
g = S i
T § - o it
c X iy S, L
< . S, brmed
c - ot T
- - i i
-~ I, brd
-~ I, brd
-~ I, brd
X Frer e
550 A A A 25 D D &
REY SESS RN o
NN N AN
BOK Cﬁcﬁ%d{ Cj@ 0

Slika 99. U¢inak predinkubacije CHO-K1 stanica s ferocenskim analogom kurkumina (CF1 —
20 uM) na razinu reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) nakon tretmana 75 puM polikloriranim
bifenilima (PCB 77/PCB 153). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost intenziteta
fluorescencije (Aexem=485/535 nm) + standardna pogreska (TBHP — stanice tretirane 50 uM
tert-butil hidroperoksidom; PCB 77/PCB 153 — stanice tretirane 75 uM PCB 77/PCB 153;
kontrola — stanice tretirane s 15 L DMSO-a mL™? medija za uzgoj; CF1 — CF20 — stanice
tretirane CF-om u koncentracijama od 1 — 20 uM; CF1/PCB 77 — CF20/PCB 77 — stanice
predinkubirane s CF-om u koncentracijama od 1 — 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB 77,
CF1/PCB 153 — CF20/PCB 153 — stanice predinkubirane s CF-om u koncentracijama od 1 — 20
uM, a potom tretirane 75 uM PCB 153; CF1/TBHP — CF20/TBHP — stanice predinkubirane s
CF-om u koncentracijama od 1 — 20 uM, a potom tretirane 50 uM tert-butil hidroperoksidom).
Statisticki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu na stanice tretirane DMSO-om (kontrola)
— 44p<0,05, “p<0,025; u odnosu na stanice tretirane PCB-em 77 — Y Yp<0,05, 4p<0,005; u
odnosu na stanice tretirane PCB-em 153 — " p<0,05; u odnosu na stanice tretirane TBHP-om —
A44p<0,025, 4 4p<0,01, 4p<0,001.
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4.14. STANICNA SMRT CHO-K1 STANICA TRETIRANIH POLIKLORIRANIM
BIFENILIMA UZ PREDINKUBACIJU S FEROCENSKIM TRIACILNIM
DERIVATOM RESVERATROLA ILI FEROCENSKIM  ANALOGOM
KURKUMINA

U svrhu utvrdivanja tipa stani¢ne smrti (apoptoza/nekroza) CHO-K1 stanice su nacijepljene
u jazice 6-well ploda u koncentraciji od 2x10* stanica mL™ medija za uzgoj (V=2 mL). Sat
vremena nakon nacjepljivanja, stanice su tretirane s 10 uL otopine RF-a/CF-a u DMSO-u tako
da su u mediju za uzgoj postignute koncentracije od 2,5 — 100 uM (RF) te 2,5 — 20 uM (CF).
24 sata nakon inkubacije s RF-om/CF-om, stanice su tretirane s 20 pL otopine PCB-a 77,
odnosno PCB-a 153 u DMSO-u tako da je u mediju za uzgoj postignuta koncentracija od 75
M. 24 sata nakon tretmana odabranim kongenerom, primjenom MUSE® proto¢nog citometra
provodi se kvantitativna analiza zivih, apoptotskih (rana i kasna apoptoza) i mrtvih
(nekroti¢nih) stanica.

Analiza stani¢ne smrti provedena je i u kontrolnim uzorcima — stanice tretirane otapalom
koristenim za RF/CF te PCB kongenere (15 uL DMSO-a mL™* medija za uzgoj). Takoder,
analiza je provedena i u CHO-K1 stanicama tretiranih odabranim PCB kongenerom, a bez
predinkubacije s RF-om/CF-om (10 uL PCB kongenera mL* medija za uzgoj).

Rezultati analize stani¢ne smrti PCB-em tretiranih CHO-K1 stanica s ili bez predinkubacije
s RF-om/CF-om prikazani su kao udio zivih, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te mrtvih stanica
(Slika 100 i 102, 104 i 106) te kao reprezentativni dot-plot dijagrami (Slika 101 i 103, 105 i
107) dobiveni primjenom protocne citometrije. U¢inak razliitih koncentracija RF-a/CF-a na
citotoksi¢nost induciranu 75 pM PCB-em 77 ili PCB-em153 odreden je iz 2 — 7 mjerenja po

koncentraciji.

4.14.1. Stani¢na smrt CHO-K1 stanica tretiranih polikloriranim bifenilima (PCB 77 ili
PCB 153) uz predinkubaciju s ferocenskim triacilnim derivatom resveratrola

.....

i kasnoj apoptozi, mrtve stanice) nakon predinkubacije s RF-om (2,5 — 20 uM) te tretmana 75
uM planarnim PCB kongenerom (PCB 77). Smanjeni udio zivih stanica (RF/PCB 77 vs. PCB
77) je vidljiv pri svim primijenjenim koncentracijama RF-a kao i porast ukupno apoptotskih i
nekroti¢nih stanica. Do statisticki znacajnog (p<0,005 — p<0,001) porasta udjela stanica u
apoptozi (kasna apoptoza) dolazi u stanica predinkubiranih s RF-om (u dozama 2,5 — 10 uM),
a zatim tretiranih PCB-em 77 u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 77 te se udio mrtvih

stanica pri svakoj primijenjenoj koncentraciji RF-a, takoder povecao i to statisticki zna¢ajno pri
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2,5 uM — 10 uM (p<0,001). Stanice predinkubirane s RF-om te potom tretirane PCB-em 77

dominantno odumiru apoptotskim putem.
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Slika 100. Uc¢inak predinkubacije CHO-K1 stanica s ferocenskim triacilnim derivatom
resveratrola (RF2,5 — 20 uM) na udio zivih, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te mrtvih stanica
24 sata nakon tretmana PCB-em 77 odreden metodom protoc¢ne citometrije (K — stanice
tretirane s 15 pL DMSO-a mL™ medija za uzgoj; PCB 77 — stanice tretirane 75 uM PCB-em
77, RF2,5/PCB 77 — RF20/PCB 77 — stanice predinkubirane s RF-om u koncentracijama od 2,5
— 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB-em 77). Statisti¢ki znacajna razlika (Student t-test): u
odnosu na stanice tretirane DMSO-om (K) — °p<0,01, %p<0,001; u odnosu na stanice tretirane
PCB-em 77 (PCB 77) — "p<0,01, "p<0,005, #p<0,001.

Na Slici 101 izdvojeni su reprezentativni dot-plot dijagrami stanica u kontrolnim uzorcima,

stanica tretiranih PCB-em 77, te stanica predinkubiranih s RF-om (2,5 — 20 uM), a potom
tretiranih PCB-em 77.
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Slika 101. Reprezentativni dot-plot dijagrami CHO-K1 stanica predinkubiranih s 2,5 —20 uM ferocenskim triacilnim derivatom resveratrola (RF2,5
—20 uM) te potom tretiranih 75 uM PCB-em 77 dobiveni metodom protoc¢ne citometrije (KONTROLA — stanice tretirane s 15 pL DMSO-a mL™!
medija za uzgoj; PCB 77 —stanice tretirane 75 uM PCB-em 77; RF2,5/PCB 77 — RF20/PCB 77 — stanice predinkubirane s RF-om u koncentracijama
od 2,5 - 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB-em 77).
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I kasnoj apoptozi, mrtve stanice) nakon predinkubacije s RF-om (2,5 — 100 uM) te tretmana 75
uM neplanarnim PCB kongenerom (PCB 153). 1z slike je vidljivo kako tretman stanica PCB-
em 153 dovodi blagog pada u udjelu Zivih stanica u odnosu na stanice u kontrolnom uzorku.
Predinkubacija s RF-om dovodi do zastitnog u¢inka na vijabilnost u stanica tretiranih PCB-em
153, pri ¢emu je vidljivo blago, ali znac¢ajno poveéanje udjela Zivih stanica predinkubiranih S
RF-om (RF/PCB 153 vs. PCB 153) u odnosu na stanice koje njime nisu bile predinkubirane
(statisticki znacajan porast udjela vijabilnih stanica odreden je pri koncentracijama RF-a od 2,5
uM (p<0,05), 5 uM (p<0,025), 10 uM (p<0,005), 75 uM (p<0,005) 1 100 uM (p<0,05)). U
odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 153, u stanica predinkubiranih s RF-om te potom
tretiranih PCB-em 153 takoder se uo¢ava smanjenje udjela mrtvih stanica u apoptozi s tim da
je to smanjenje statisti¢ki znacajno pri koncentracijama RF-a od 5 uM (p<0,025 — smanjenje
stanica u kasnoj apoptozi), 10 uM (p<0,005 — smanjenje stanica u kasnoj apoptozi), 20 uM
(p<0,01 — smanjenje stanica u ranoj apoptozi), 50 uM (p<0,05 — smanjenje stanica u kasnoj
apoptozi, p<0,01 — smanjenje stanica u ranoj apoptozi), 75 uM (p<0,005 — smanjenje stanica u
ranoj i kasnoj apoptozi) i 100 uM (p<0,025 — smanjenje stanica u kasnoj apoptozi, p<0,001 —
smanjenje stanica u ranoj apoptozi). Udio mrtvih stanica u populaciji koja je predinkubirana s
RF-om i tretirana PCB-em 153 je nizi u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 153 —
smanjeni udio mrtvih stanica u populaciji odreden je pri koncentracijama RF-a od 2,5 uM

(p<0,025), 51 10 uM (p<0,005), 50 UM (p<0,05), 75 uM (p<0,01) i 100 LM (p<0,025).
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Slika 102. Uc¢inak predinkubacije CHO-K1 stanica s ferocenskim triacilnim derivatom
resveratrola (RF2,5 — 20 uM) na udio zivih, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te mrtvih stanica
24 sata nakon tretmana PCB-em 153 odreden metodom protocne citometrije (K — stanice
tretirane s 15 pL DMSO-a mL™! medija za uzgoj; PCB 153 — stanice tretirane 75 pM PCB-em
153; RF2,5/PCB 153 — RF100/PCB 153 - stanice predinkubirane s RF-om u koncentracijama
od 2,5 — 100 uM, a potom tretirane 75 uM PCB-em 153). Statisti¢ki znacajna razlika (Student
t-test): u odnosu na stanice tretirane DMSO-om (K) — 9p<0,05, °p<0,025, °p<0,01, 2p<0,001; u
odnosu na stanice tretirane PCB-em 153 (PCB 153) — "p<0,05, ‘p<0,025, *p<0,01, "p<0,005,
#p<0,001.

Na Slici 103 izdvojeni su reprezentativni dot-plot dijagrami stanica u kontrolnim uzorcima,
stanica tretiranih PCB-em 153, te stanica predinkubiranih s RF-om (2,5 — 100 uM), a potom
tretiranih PCB-em 153.
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Slika 103. Reprezentativni dot-plot dijagrami CHO-K1 stanica predinkubiranih s 2,5 — 100 uM ferocenskim triacilnim derivatom resveratrola
(RF2,5—-20 uM) te potom tretiranih 75 uM PCB-em 153 dobiveni metodom proto¢ne citometrije (KONTROLA - stanice tretirane s 15 uL. DMSO-
a mL* medija za uzgoj; PCB 153 — stanice tretirane 75 uM PCB-em 153; RF2,5/PCB 153 — RF100/PCB 153 — stanice predinkubirane s RF-om u
koncentracijama od 2,5 — 100 uM, a potom tretirane 75 uM PCB-em 153).
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4.14.2. Stani¢na smrt CHO-K1 stanica tretiranih polikloriranim bifenilima (PCB 77 ili
PCB 153) uz predinkubaciju s ferocenskim analogom kurkumina

.....

i kasnoj apoptozi, mrtve stanice) nakon predinkubacije s CF-om (2,5 — 20 uM) te tretmana 75
uM planarnim PCB kongenerom (PCB 77). 1z slike je vidljivo kako u odnosu na stanice u
kontrolnom uzorku do statisticki znacajnog (p<0,001) pada u udjelu zivih stanica dolazi nakon
tretmana stanica PCB-em 77 za 16,56%. U odnosu na stanice tretirane PCB-em 77, do statisti¢ki
znacajnog povecanja u udjelu zivih stanica (CF/PCB 77 vs. PCB 77) dolazi pri koncentracijama
CF-aod 2,5 - 10 uM (p<0,001) te 20 uM (p<0,005), dok se udio ukupno apoptotskih stanica
(rana i kasna apoptoza) smanjuje te je statisticki znacajno nizi udio apoptotskih stanica vidljiv
pri svim primijenjenim koncentracijama CF-a (p<0,05 — p<0,001). U odnosu na stanice tretirane
samo PCB-em 77 udio mrtvih stanica se smanjuje u onih stanica koje su predinkubirane s CF-
om i potom tretirane PCB-em 77, §to sveukupno upucuje na zastitne ucinke CF-a tijekom

tretmana stanica planarnim PCB-ima.
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Slika 104. Ucinak predinkubacije CHO-K1 stanica s ferocenskim analogom kurkumina (CF2,5
— 20 uM) na udio zivih, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te mrtvih stanica 24 sata nakon
tretmana PCB-em 77 odreden metodom proto¢ne citometrije (K — stanice tretirane s 15 pL
DMSO-a mL™* medija za uzgoj; PCB 77 — stanice tretirane 75 pM PCB-em 77; CF2,5/PCB 77
— CF20/PCB 77 — stanice predinkubirane s CF-om u koncentracijama od 2,5 — 20 uM, a potom
tretirane 75 uM PCB-em 77). Statisti¢ki znacajna razlika (Student t-test): u odnosu na stanice
tretirane DMSO-om (K) — Pp<0,01, p<0,001; u odnosu na stanice tretirane PCB-em 77 (PCB
77) —"p<0,05, 'p<0,025, “p<0,01, ‘p<0,005, #p<0,001.
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Na Slici 105 izdvojeni su reprezentativni dot-plot dijagrami stanica u kontrolnim uzorcima,
stanica tretiranih PCB-em 77, te stanica predinkubiranih s CF-om (2,5 — 20 uM), a potom
tretiranih PCB-em 77.
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Slika 105. Reprezentativni dot-plot dijagrami CHO-K1 stanica predinkubiranih s 2,5 — 20 uM ferocenskim analogom kurkumin (CF2,5 — 20 uM)
a te potom tretiranih 75 uM PCB-em 77 dobiveni metodom proto¢ne citometrije (KONTROLA — stanice tretirane s 15 uL DMSO-a mL™* medija
za uzgoj; PCB 77 — stanice tretirane 75 uM PCB-em 77; CF2,5/PCB 77 — CF20/PCB 77 — stanice predinkubirane s CF-om u koncentracijama od
2,5—-20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB-em 77).
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I kasnoj apoptozi, mrtve stanice) nakon predinkubacije s CF-om (2,5 — 20 uM) te tretmana 75
uM neplanarnim PCB kongenerom (PCB 153). 1z slike je vidljivo kako, u odnosu na stanice u
kontrolnom uzorku (K), do statisticki znacajnog (p<0,001) pada udjela Zivih stanica dolazi
nakon tretman stanica PCB-em 153 za 12,65%. Pri koncentracijama CF-a od 2,5 — 20 uM
postotak Zivih stanica statisti¢ki znacajno (p<0,001) raste (CF/PCB 153 vs. PCB 153) u odnosu
na stanice tretirane PCB-em 153 za 8,16 — 12,82%. Udio ukupno apoptotskih stanica (rana i
kasna apoptoza) statistiCki znacajno raste kod stanica tretiranih PCB-em 153 za 9,56%
(p<0,001) u odnosu na kontrolu. Statisticki znacajno (p<0,001) smanjen udio ukupno
apoptotskih stanica uocen je u stanica predinkubiranih s CF-om i potom tretiranih PCB-em 153
u odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 153 pri svim primijenjenim koncentracijama CF-
a. U odnosu na stanice tretirane samo PCB-em 153 udio mrtvih stanica se smanjuje u onih
stanica koje su predinkubirane s CF-om i potom tretirane PCB-em 153, §to (kao i kod planarnog
PCB-a) ukazuje na zastitni ué¢inak CF-a pri citotoksi¢nim uc¢incima induciranih neplanarnim

kongenerima.
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Slika 106. Uc¢inak predinkubacije CHO-K1 stanica s ferocenskim analogom kurkumina (CF2,5
— 20 uM) na udio zivih, stanica u ranoj i kasnoj apoptozi te mrtvih stanica 24 sata nakon
tretmana PCB-em 153 odreden metodom proto¢ne citometrije (K — stanice tretirane s 15 pL
DMSO0-a mL™* medija za uzgoj; PCB 153 — stanice tretirane 75 pM PCB-em 153, CF2,5/PCB
153 — CF20/PCB 153 - stanice predinkubirane s CF-om u koncentracijama od 2,5 — 20 uM, a
potom tretirane 75 uM PCB-em 153). Statisticki zna¢ajna razlika (Student t-test): u odnosu na
stanice tretirane DMSO-om (K) —p<0,01, p<0,005, %p<0,001; u odnosu na stanice tretirane
PCB-em 153 (PCB 153) — "p<0,01, °p<0,005, #p<0,001.
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Na Slici 107 izdvojeni su reprezentativni dot-plot dijagrami stanica u kontrolnim uzorcima,
stanica tretiranih PCB-em 153, te stanica predinkubiranih s CF-om (2,5 — 20 uM), a potom
tretiranih PCB-em 153.
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Slika 107. Reprezentativni dot-plot dijagrami CHO-K1 stanica predinkubiranih s 2,5 — 20 uM ferocenskim analogom kurkumina (CF,5
— 20 uM) te potom tretiranih 75 uM PCB-em 153 dobiveni metodom protoc¢ne citometrije (KONTROLA - stanice tretirane s 15 pL
DMSO-a mL*! medija za uzgoj; PCB 153 — stanice tretirane 75 uM PCB-em 153; CF2,5/PCB 153 — CF20/PCB 153 — stanice
predinkubirane s CF-om u koncentracijama od 2,5 — 20 uM, a potom tretirane 75 uM PCB-em 153).
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5. RASPRAVA

Mnogobrojne bioloski aktivne tvari bitne su za zdravlje ljudi zbog njihovih potencijalnih
blagotvornih ucinaka, poput smanjenja ¢imbenika rizika od kardiovaskularnih bolesti, te
antioksidacijskih, antimutagenih, antikancerogenih, antialergenih, protuupalnih i antimikrobnih
djelovanja. Koriste se u razli¢itim industrijama, poput farmaceutske, prehrambene i kemijske.
Medutim, zbog niske bioraspolozivosti, posebna paznja pridaje se poboljSanju stabilnosti ovih
spojeva (Khezerlou i Jafari, 2020). Bioloski aktivne tvari su sekundarni metaboliti koji se u malim
koli¢inama nalaze u raznim biljkama. To su uglavnom hidrofobni i slabo topljivi spojevi, a dijele
se u nekoliko grupa: (1) terpeni i terpenoidi (priblizno 25 000 vrsta), (2) alkaloidi (oko 12 000
vrsta) i (3) fenolni spojevi (oko 8 000 vrsta) (Khezerlou i Jafari, 2020).

Izraz ,,polifenol” nedosljedno se koristi i ¢esto podrazumijeva molekule s vise od jedne
hidroksilne skupine (-OH) na aromatskom prstenu. Medutim, moze se koristiti i za sloZene
molekule koje imaju 12 — 16 -OH skupina vezanih na pet do sedam aromatskih prstena (Cheynier
i Halbwirth, 2017). Klasificiraju se u flavonoide i neflavonoide ili ih se moze podijeliti u
podskupine ovisno o broju fenolnih jedinica u njihovoj molekularnoj strukturi, supstituiranim

skupinama i/ili vrsti kemijskih veza izmedu fenolnih jedinica (Singla i sur., 2019).

U relativno malu skupinu neflavonoida ubrajaju se stilbeni, derivati 1,2-difeniletena. U
stilbenima, m-poloZzaji u prstenu A obi¢no su supstituirani s dvije -OH skupine, dok se razliciti
poloZaji u prstenu B mogu zamijeniti s -OH i -OCHz skupinama (Slika 2). S druge strane, stilbeni
postoje i u izomernim oblicima (cis i trans konfiguracije), kao i u slobodnim i glikoziliranim
oblicima (Singla i sur., 2019). Stilbeni imaju jedinstvenu sposobnost kontrole i moduliranja
kljuénih unutarstani¢nih procesa — rasta i diferencijacije, proizvodnje ROS-a, indukcije enzima,
razvoja upale, apoptoze i prijenosa signala, funkcioniranja ionskih kanala i neurotransmitera te
transkripcije gena (Teplova i sur., 2018). Glavni predstavnici stilbena su resveratrol, pterostilben,
pinozilvin, raponticin koji se koriste u suvremenoj farmaceutskoj industriji i medicini. Pokazuju
antioksidacijska, antitumorska, protuupalna, antibakterijska, antivirusna i antimalarijska svojstva
te inhibiraju razli¢ite patoloSke procese. Stilbeni pokazuju protektivna svojstva nakon
neurotoksi¢nih u¢inaka izazvanih glutamatom i nakon oste¢enja mozga pri cerebralnoj ishemiji, a
otkrivena su i njihova hepatoprotektivna svojstva (Teplova i sur., 2018). Eksperimentalne studije

pokazale su da resveratrol djeluje antioksidacijski, protuupalno i imunomodulacijski. U budu¢nosti
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bi trebalo procijeniti mogucnosti primjene resveratrola te je potrebno daljnje pojasnjenje temeljnih
mehanizama njegova djelovanja. Potrebno je viSe klini¢kih ispitivanja u cilju potvrde njegove
ucinkovitosti te kako bi se detektirali moguci Stetni uéinci, a posebnu pozornost treba posvetiti i

odnosu doze i u¢inka (Meng i sur., 2020).

U skupinu kurkuminoida ubrajaju se kurkumin, demetoksikurkumin, bisdemetoksikurkumin i
ciklokurkumin (Strimpakos i Sharma, 2008), a najvise istrazen spoj je kurkumin (Cione i sur.,
2020). To je nepolarni bis-a,B-nezasi¢eni B-diketon koji je odgovoran za Zutu boju kurkume
(Curcuma longa), a postoji u razli¢itim tautomernim oblicima (Strimpakos i Sharma, 2008). U
strukturi kurkumina (Slika 4), oba aromatska prstena sadrze po jednu -OH i -OCHj3 skupinu (Cione
i sur., 2020). Kurkumin posjeduje niz potencijalno terapeutskih svojstava, poput protuupalnih,
antioksidacijskih, antineoplasti¢nih, pro- i antiapoptotskih, antiangiogenih, citotoksi¢nih,
imunomodulacijskih i antimikrobnih djelovanja. Slozenost pleiotropnog djelovanja kurkumina
moze objasniti njegovu ucinkovitost u borbi protiv bolesti poput karcinoma, koje su visefaktorske
prirode i obi¢no ukljucuju stani¢ne ili molekularne nedostatke na vise razina. Ciljna mjesta
djelovanja kurkumina su stani¢ni procesi koji ukljucuju ekspresiju gena, transkripcijske faktore,
faktore rasta 1 njihove receptore, nuklearne cimbenike, hormone i hormonske receptore

(Strimpakos i Sharma, 2008).

Ucinci polifenola ovise o njihovoj bioraspolozivosti, na Sto utjeCu stabilnost, stvaranje
kompleksa s drugim komponentama, interakcija s hranom, apsorpcija iz gastrointestinalnog trakta
te metabolizam u jetri i metabolizam putem crijevnih bakterija. Istrazivanja su pokazala kako
veliki broj polifenola prolazi kroz znacajne biotransformacije te pokazuju nisku bioraspoloZzivost.
Procijenjeno je da se manje od 5% polifenolnog spoja apsorbira i u nepromijenjenom obliku dolazi
do plazme (Xiao i Hogger, 2015). Brojni analozi resveratrola razlikuju se od izvorne molekule u
pogledu broja, polozaja ili vrste funkcijskih skupina (Tian i Liu, 2019). Slaba bioraspoloZivost
kurkuminoida posljedica je njihove slabe apsorpcije i distribucije, brzog metabolizma i brzog
izlu¢ivanja. Obecavajuci pristupi za poboljSanje bioraspolozivosti kurkumina ukljuc¢uju upotrebu
liposoma, micela, nanocestica, fosfolipidnih kompleksa i derivata kurkuminoida i strukturnih

analoga (Rodrigues i sur., 2015).

Razvoj prirodnih proizvoda oslanja se na medicinsku kemiju organskih spojeva, ali i na

istrazivanja Koja se provode i u podrucju bioorganometalne kemije. Ova disciplina istrazuje
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bioloske funkcije organometalnih spojeva. Derivatizacija bioloski vaznih molekula poput lijekova
ili prirodnih proizvoda s organometalnim spojevima daleko je najpopularnija i najuéinkovitija
metoda za dobivanje novih medicinski obecavajucih organometalnih spojeva (Kowalski, 2018).
Istrazivanja pokazuju da se, pazljivim dizajnom liganda, organometalni spojevi mogu razviti u
visoko aktivne i specifi¢ne lijekove. Uloga metala u bioaktivnim organometalnim spojevima nije
ograni¢ena samo na Cisto strukturnu. Redoks aktivni centri prijelaznih metala u organometalnim
spojevima mogu se iskoristiti za kontrolu njihovog djelovanja u bioloskim sustavima, s obzirom
na to da je redoks stanje stanica uravnotezeno i da su odstupanja povezana s razli¢itim bolestima
(Schatzschneider i Metzler-Nolte, 2006).

Otkri¢e ferocena 1951. godine i rasvjetljavanje njegove strukture vjerojatno je polaziste za
suvremenu organometalnu kemiju (van Staveren i Metzler-Nolte, 2004). Ferocen je prototip
metalocena — organometalnog spoja kojeg karakterizira molekularna struktura nalik ,, sendvicu
(Kowalski, 2018). Metaloceni pokazuju Siroki raspon bioloske aktivnosti. Medu njima je ferocen
privukao posebnu pozornost, budu¢i da je neutralna, kemijski stabilna i netoksi¢na molekula.
Mnogi ferocenski spojevi pokazuju zanimljivo citotoksi¢no, antitumorsko, antimalarijsko,
antifungalno djelovanje (Fouda i sur., 2007). Ferocifenoli se izdvajaju zahvaljujuc¢i naprednim
bioloskim studijama u tom podruéju, kao i zbog raznolikosti njihovih mehanizama djelovanja
(Wang 1 sur., 2017). Organometalni pristup uspjesno je primijenjen na bioaktivne spojeve poput
flavona, aminokiselina, halkona, elagitanina, ciklodekstrina i kurkumina (Pedotti i sur., 2016).
Kurkumin moZe sprijeciti upalne, neurodegenerativne, kardiovaskularne, pluéne, metabolicke,
autoimune 1 neoplasti¢ne bolesti. Kao rezultat toga, sinteza spojeva povezanih s kurkuminom
procjena njihove bioaktivnosti privlace veliku pozornost. Uvodenje ferocenske skupine u prirodne

spojeve moze biti odgovarajudi pristup za povecanje antioksidacijskog potencijala (Li i Liu, 2011).

Recentne znanstvene studije istrazuju ucinke polifenola i njihovih konjugata kao mogucih
zaStitnih tvari pri toksi¢nim ucincima razli¢itih ksenobiotika poput POPs spojeva. Vise od 90
drzava je u svibnju 2001. godine usvojilo Stockholmsku konvenciju o POPs, potpisalo ugovor i
preuzelo zadatak rjeSavanja tihe prijetnje koju predstavlja tzv. ,,dirty dozen“. To ukljucuje osam
organoklornih pesticida (aldrin, klordan, diklordifeniltrikloretan (DDT), dieldrin, endrin,
heptaklor, mireks i toksafen), dvije skupine industrijskih kemikalija (heksaklorobenzeni (HCB) i
PCB) i dvije skupine industrijskih nusproizvoda (dioksini i furani) (Miodovnik, 2018).
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PCB, skupina su od 209 aromatskih kongenera koji se razlikuju po stupnju i mjestu kloriranja,
te su najceSc¢e proucavani organski zagadivaci. Prvi puta su proizvedeni 1929. godine u SAD-u, a
zabranjeni su u veéini zemalja do 1980. godine. Tijekom tog razdoblja PCB su imali Siroku
primjenu u industriji (dielektri¢na teku¢ina u transformatorima i elektriécnim kondenzatorima),
zbog svojih dobrih elektri¢nih izolacijskih svojstava i visoke toplinske stabilnosti. Kao rezultat
njihove postojanosti i lipofilnosti, PCB se nakupljaju u bioloskom tkivu i koncentriraju na
uzastopno viSim razinama hranidbenog lanca. Trenuta¢no, nakon $to su vise od 3 desetljeca
zabranjeni, PCB su jo$ uvijek sveprisutni u okolisu, ljudskom tkivu, krvi i mlijeku (Guo i sur.,
2020).

Polozaj i broj atoma klora daju razli¢ita kemijska i bioloska svojstva PCB-ima te su PCB
podijeljeni u dvije razlicite kategorije. Jedna se kategorija smatra ,,dioksinu slicnim* zbog sli¢nosti
u strukturi i toksi¢nosti s TCDD-om. Karakteristika ove skupine je odsutnost atoma klora u ortho-
polozajima, $to omoguéuje PCB-ima postizanje planarne konfiguracije. Druga kategorija su
kongeneri koji nisu sli¢ni dioksinu, a to su oni kongeneri koji imaju jedan ili viSe atoma klora
prisutnih u ortho-polozajima S$to uzrokuje rotaciju benzenskih prstena i gubitak planarne
konfiguracije (Liu i sur., 2020). Kategoriziranje PCB-a kao kancerogenih tvari od strane IARC-a
bio je vazan pokreta¢ za njihovo prepoznavanje kao spojeva opasnih po zdravlje i njihovu zabranu

proizvodnje (Hens i Hens, 2018).

Epidemioloske studije otkrile su da je izlozenost PCB-ima usko povezana s razvojem
kardiovaskularnih bolesti, bolestima jetre, hormonskim poremecajima, negativnim ucincima na
imunoloski i neuroloski sustav te genotoksi¢noSc¢u (Liu i sur., 2020). Studije na zivotinjama su
potvrdile da PCB mogu prijeci krv-testis barijeru, mijenjaju¢i endokrinu homeostazu i negativno
utjecuéi na funkciju testisa. Studije o izloZenosti muskaraca PCB-ima ukazale su na snizenu razinu
testosterona u serumu te na smanjenje broja i pokretljivost spermija. Potvrdeno je da izloZenost
PCB-ima moze negativno utjecati i na Zenski reproduktivni sustav. Izlozenost zenki miSeva
Aroclor-u 1254 znacajno je smanjila broj folikula, ometala razvoj jajnih stanica i povecala stopu

apoptoze folikularnih stanica (He i sur., 2021).

Izlozenost PCB-ima uzrokuje oksidacijski stres posredovan povecanim unutarstani¢nim
razinama ROS-a poput superoksidnog radikala i vodikovog peroksida (Zhu i sur., 2009). Slobodni

radikali su visoko reaktivni te obi¢no posjeduju jedan ili vise nesparenih elektrona. ROS ukljucuju
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brojne djelomi¢no reducirane metabolite kisika kao $to su vodikov peroksid (H202), hidroksilni
radikali (-OH) i superoksidni anion radikali (-O2"). ROS se stvaraju unutar stanica kao nusprodukt
normalnog metabolizma i kao drugi glasnici u razli¢itim putevima prijenosa signala. ROS se
takoder stvaraju posredovanjem vanjskih izvora kao $to je ionizirajuée zracenje ili nastaju tijekom
izlaganja stanica nekim okolisnim ¢imbenicima (Upadhyay i Dixit, 2015). Utvrdeno je da su ROS
heterogeni spojevi i da mogu imati koristan ili Stetan u¢inak ovisno o koncentracijama u kojima
Su prisutni na stani¢noj razini. U niskim razinama, ROS je potreban za aktivaciju mnogobrojnih
signalnih puteva, kao i za induciranje stani¢ne proliferacije. Medutim, prekomjerna proizvodnja
ROS-aili izlaganje stanica ROS-u tijekom duljeg razdoblja, moze uzrokovati nepovratna oSte¢enja
DNA, proteina i lipida. Stoga su se razvili brojni urodeni obrambeni sustavi za detoksikaciju ili
sprjecavanje Stetnog ué¢inka ROS-a. To ukljucuje neenzimske molekule (npr. GSH, vitamine A, C
i E te flavonoide), kao i indukciju detoksikacijskih/antioksidacijskih enzima (npr. SOD, CAT, GPx
i HO-1), koji su ukljuéeni u uklanjanje ili inaktivaciju ROS-a na stani¢noj razini (Upadhyay i Dixit,
2015). Neravnoteza izmedu stvaranja ROS-a 1 obrambenog mehanizma ili neodgovarajuca
prisutnost antioksidacijskih molekula rezultira stanjem poznatim kao oksidacijski stres. Rastuci
dokazi ukazuju na to da je kroni¢no i akutno prekomjerno formiranje ROS-a u patofizioloskim
uvjetima kljuéno u razvoju kardiovaskularnih bolesti ili preranog napredovanja ateroskleroze,

razvoju karcinoma, pluéne fibroze i neurodegenerativnih poremecaja (Upadhyay i Dixit, 2015).

Polifenoli sudjeluju u zastiti stanica od raznih upalnih procesa, kardiovaskularnih patologija,
patologija povezanih s pretilos¢u, dijabetesa, neuroloskih poremecaja, vecine karcinoma te
bakterijskih, virusnih i gljivi¢nih infekcija koje su multirezistentne na veéinu antibiotika (Teplova
i sur., 2018). Antioksidacijsko djelovanje fenolnih spojeva pripisuje se sposobnosti uklanjanja
slobodnih radikala, doniranja atoma vodika, elektrona ili kelatnih metalnih kationa. Molekularne
strukture, osobito broj i polozaji -OH skupina, te supstitucija na aromatskim prstenima, daje
fenolnim spojevima sposobnost inaktivacije slobodnih radikala. Atomi vodika susjednih -OH
skupina (o-difenol), smjeSteni na razli¢itim polozajima prstena A, B i C polifenola, zatim
dvostruke veze benzenskog prstena kao i dvostruke veze karbonilne skupine (C=0), osiguravaju
ovim spojevima visoko antioksidacijsko djelovanje (Minatel i sur., 2017). Ovisno o koncentraciji
i prirodi polifenola ti spojevi, mogu djelovati i prooksidacijski. Prooksidacijska svojstva nekih

polifenola mogu biti temelj njihovih citotoksi¢nih uc¢inaka (Teplova i sur., 2018).
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Oksidacijski stres ima vaznu ulogu u toksi¢nom djelovanju PCB-a. Planarni PCB imaju visoki
afinitet prema AhR-u, a induciranje CYP1AL smatra se izvorom oksidacijskog stresa. Osim toga,
PCB stvaraju ROS tijekom svog metabolickog puta. Takoder, ometaju enzime i signalne puteve
povezane s antioksidacijskom obranom, §to dovodi do sekundarnog oksidacijskog stresa. U skladu
s time su i rezultati istrazivanja Murati i sur. (2017), koje je pokazalo da i planarni (PCB 77) i
neplanarni (PCB 153) kongeneri uzrokuju indukciju oksidacijskog stresa. Istrazivanja su pokazala
da PCB 153 i smjese Aroclor 1254 i 1242 povecavaju razinu ROS-a za 1,5 — 1,8 puta u odnosu na
kontrolne uzorke. Planarni PCB (PCB 77 i PCB 126) induciraju ROS i uzrokuju oksidaciju lipida
u endotelnim stanicama. Za usporedbu, neplanarni PCB 153, nije pokazao ili je imao mali

potencijal za indukciju oksidacijskog stresa (Liu i sur., 2020).

Ispitivanja toksicnosti na laboratorijskim Zivotinjama provode se u svrhu procjene kemikalija
(lijekovi, aditivi u hrani, industrijske 1 poljoprivredne kemikalije) na moguénost izazivanja
karcinoma, porodajnih oSte¢enja 1 drugih Stetnih zdravstvenih ucinaka. Podaci ispitivanja
toksic¢nosti sluze kao vazan dio osnove za javno zdravstvo i regulatorne odluke koje se odnose na
toksi¢ne kemikalije. Napretkom u biologiji i biotehnologiji sve je vise moguénosti za proucavanje
uc¢inaka kemikalija upotrebom stanica, stani¢nih komponenti i tkiva, a ne laboratorijskih Zivotinja
(NRC, 2007). Postoje brojne metode koje se rutinski koriste za preliminarni in vitro probir spojeva
i analizu stani¢nih odgovora. Odabir odgovarajué¢eg bioloskog testa citotoksi¢nosti kljucan je za
procjenu negativnih ucinaka ksenobiotika te moze biti potrebno provesti nekoliko metoda u isto
vrijeme kako bi se dobio sveobuhvatan profil toksi¢nosti (Solenski i Larramendy, 2021). Glavni
ciljevi ispitivanja toksi¢nosti su identifikacija opasnosti i kvantitativha procjena odnosa doza-
odgovor (DelRaso, 1993). In vitro metode citotoksi¢nosti su pozeljne metode za odredivanje
toksi¢nosti, osobito u usporedbi s in vivo metodama. To je povezano s mogu¢noS¢u smanjenja
troSkova, skradivanja trajanja istraZivanja i zaobilaZenja etickih pitanja svojstvenih ispitivanjima

na zivotinjama (Jablofiska-Trypu¢, 2021).

Postoje mnogobrojne in vitro metodama odredene krajnje toc¢ke (engl. endpoint) za procjenu
toksicnosti (Hsieh i sur., 2017). Tako se u istrazivanjima koriste metode s razli¢itim krajnjim
tockama poput vijabilnosti stanica, funkcije i kontrole stani¢nog ciklusa, integriteta stani¢ne
membrane, sinteze DNA, metabolickih promjena i apoptoze, izmedu ostalih, kao pokazatelja koji

potencijalno mogu pomo¢i u odredivanju stani¢nih oste¢enja (Solenski i Larramendy, 2021).
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Smatra se da citotoksi¢nost ima vaznu ulogu u brojnim patoloskim procesima, ukljucujuci
kancerogenezu i upalu. Ispitivanje citotoksi¢nosti in vitro moze biti vazno u procjeni toksi¢nosti
novih proizvoda u ranim fazama razvoja (Putnam i sur., 2002). Svaka in vitro metoda ima prednosti
I nedostatke u pogledu svoje specifi¢nosti i osjetljivosti. Stoga, ovisno o studiji i krajnjoj toc¢ki,

treba odabrati odgovarajuci bioloski test (Solenski i Larramendy, 2021).

U ovom doktorskom radu kako bi se dobile informacije o moguéim zastitnim ucincima
odabranih polifenola (RSV i CRC) te ferocenskih analoga polifenola (RF i CF) na citotoksi¢nost
induciranu odabranim PCB kongenerima (PCB 77 i PCB 153), provedene su validirane metode
komplementarnih krajnjih to¢aka za procjenu vijabilnosti i proliferacije stanica. KoriStene su: NR
metoda — temelji se na sposobnosti zivih stanica da unesu i vezu slabu kationsku neutral red boju,
koja u stanice prodire neionskom difuzijom pri fizioloSkom pH te se akumulira u lizosomima (Ates
i sur., 2017), KB metoda — odreduje sadrzaj ukupnih stani¢nih proteina mjerenjem intenziteta
obojenja stanica Coomassie Brilliant Blue R-250 bojom koja prolazi kroz stani¢nu membranu i
veze se na stani¢ne proteine (Solenski i Larramendy, 2021), MTT metoda — bioloski test dizajniran
za procjenu citotoksi¢nosti mjerenjem aktivnosti mitohondrijskih enzima poput sukcinat
dehidrogenaza (Solenski i Larramendy, 2021), TB metoda — odreduje udio vijabilnih stanica u

stani¢noj kulturi, temelji se na ulasku plave boje samo unutar mrtvih stanica (Strober, 2019).

Vijabilnost i proliferacija CHO-K1 stanica tretiranih 2,5— 100 uM RSV-om i 1 - 100 uM CRC-
om odredena je 6, 24, 48 i 72 sata nakon tretmana, a 48 sati nakon tretmana 2,5 — 100 uM RF-om
i 1— 100 uM CF-om upotrebom cetiri in vitro metode — NR, KB, MTT i TB. Za svaku upotrijebljenu
metodu odredena je inhibicija stani¢ne vijabilnosti 1 proliferacije u odnosu na kontrolu (stanice
tretirane s 5 L DMSO-a mL™* medija za uzgoj). Rezultati su prikazani na Slikama 22 — 25 (RSV),
27 — 30 (CRC), 50 — 53 (RF), 54 — 57 (CF) kao ovisnost stani¢ne vijabilnosti o primijenjenoj

koncentraciji.

Rezultati ispitivanja u¢inka RSV-a i CRC-a pokazuju o dozi ovisno djelovanje sa svim
primijenjenim metodama, medutim uocene su razlike u osjetljivosti metoda. Primjenom NR, KB i
MTT metoda utvrdeno je da s porastom koncentracije RSV-a 6 sati nakon tretmana dolazi do vrlo
blagog porasta u stani¢noj vijabilnosti (Slike 22 — 24). Medutim, upotrebom metode TB (Slika 25)
uocava se smanjenje stani¢ne vijabilnosti ve¢ 6 sati nakon izlaganja vi§im koncentracijama RSV-

a (501 100 uM). Za razliku od RSV-a, CRC je ve¢ 6 sati nakon tretmana pri svim provedenim
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metodama (Slike 27 — 30) uzrokovao smanjenje vijabilnosti CHO-K1 stanica, §to je u skladu s
recentnim istrazivanjima. Tako su Cianfruglia i sur. (2019) uo¢ili snaznu inhibiciju proliferacije
HDF (engl. human dermal fibroblast) stanica 24 sata nakon izlaganja CRC-u u koncentracijama
od 10 i 20 uM. Usporedba u¢inka RSV-a i CRC-a 6 sati nakon tretmana na vijabilnost i

proliferaciju CHO-K1 stanica primjenom sve 4 metode prikazana je na Slici 108.
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Slika 108. Uc¢inak 2,5 — 100 uM resveratrola (RSV) (A) i 1 — 100 uM kurkumina (CRC) (B) na
vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica 6 sati nakon tretmana odreden metodama Neutral Red,
Kenacid Blue, MTT i Trypan Blue.

Usporedba ucinka 2,5 — 100 uM RSV-ai 2,5 - 100 uM RF-a na vijabilnost i proliferaciju CHO-
K1 stanica 48 sati nakon tretmana primjenom 4 metode prikazana je na Slici 109. RSV i RF
pokazali su razli¢itu biolosku aktivnost — RSV je djelovao inhibitorno na rast stanica, dok RF pri
istim dozama nije ispoljio antiproliferacijski uc¢inak, ve¢ je u pojedinim koncentracijama djelovao
stimulatorno. Kao najosjetljivija metoda odredivanja aktivnosti RSV-a pokazala se metoda TB
(statistiCki znaCajan pad u stani¢noj vijabilnosti u odnosu na kontrolu uocen je 24 sata nakon

tretmana s 10 uM RSV) (Slika 25).
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Slika 109. Usporedba uéinaka resveratrola (RSV) i ferocenskog triacilnog derivata resveratrola
(RF) (2,5- 100 uM) na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica 48 sati nakon tretmana odreden
metodama Neutral Red, Kenacid Blue, MTT i Trypan Blue.

Usporedba ué¢inka 2,5 — 100 uM CRC-a i 2,5- 100 uM CF-a na vijabilnost i proliferaciju CHO-
K1 stanica 48 sati nakon tretmana primjenom 4 metode prikazana je na Slici 110. CRC i CF
pokazali su 0 dozi ovisan inhibitoran u¢inak na stani¢nu vijabilnost. Izrazeniji u¢inak uocen je za
CRC (Slika 110), a kao najosjetljivija metoda pokazala se TB (statisti¢ki znacajano smanjenje
stani¢ne vijabilnosti uocava se ve¢ 6 sati nakon tretmana pri koncentraciji 1 uM) (Slika 30). Pri
nizim koncentracijama (1 — 10 uM) CRC je pokazao inhibitorni u¢inak na vijabilnost stanica, dok
je CF djelovao blago stimulatorno (najuocljivije primjenom metoda NR — Slike 27 154 i TB — Slike
30 i 57). Medutim, pri koncentracijama 15 — 100 uM uocava se o dozi ovisno citotoksi¢no
djelovanje na vijabilnost CHO-K1 stanica kod svih primijenjenih metoda nakon tretmana i CRC-
om i CF-om (Slike 27 — 30, 54 — 57). Iako oba spoja djeluju citotoksi¢no pri koncentracijama > 15

uM, ucinak CF-a je blazi u odnosu na u¢inak CRC-a.
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Slika 110. Usporedba uc¢inaka kurkumina (CRC) i ferocenskog analoga kurkumina (CF) (2,5 —
100 uM) na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica 48 sati nakon tretmana odreden metodama
Neutral Red, Kenacid Blue, MTT i Trypan Blue.

Za polifenole RSV i CRC izracunate su IC2o, ICso i ICg vrijednosti (nakon 72 sata inkubacije),
koje predstavljaju koncentracije ispitanih spojeva pri kojima je doslo do 20, 50 i 80%-tne inhibicije
vijabilnosti CHO-K1 stanica (Tablice 2 i 3). Usporedbom IC vrijednosti za RSV i CRC uocena je
znacajno izrazenija citotoksi¢nost CRC-a, $to je utvrdeno svim primijenjenim in vitro metodama.
ICso vrijednosti za RSV odredene metodama NR i KB priblizno su jednake, ali i zna¢ajno vise od
onih dobivenih metodama MTT i TB. Morfoloskom analizom kulture CHO-K1 stanica tretiranih
RSV-om uocen je znatno manji broj stanica koje su bile vece i s viSe u lizosome inkorporirane
boje neutral red, u odnosu na netretirane stanice, $to je posljedi¢no rezultiralo znatno viSom ICso
vrijednosc¢u dobivenu metodom NR u odnosu na TB. ICso vrijednosti za CRC (Tablica 3) priblizno
su iste neovisno o primijenjenoj metodi. Nakon 48 sati inkubacije odredene su IC vrijednosti i za
polifenole (RSV i CRC) i za njihove novosintetizirane analoge s ferocenom (RF i CF) §to je
prikazano u Tablici 6. 1z tablice je vidljivo da su IC vrijednosti za polifenole RSV i CRC niZze u
odnosu na one dobivene za njihove analoge RF i CF. Usporedbom intracelularnih u¢inaka sva
Cetiri ispitana bioaktivna spoja, uoceno je da RF nema citotoksi¢no djelovanje, ve¢ su detektirani

stimulatorni uc¢inci na proliferaciju stanica metodama NR (Slika 50) i TB (Slika 53).
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Tablica 6. IC vrijednosti za resveratrol (RSV) i ferocenski triacilni derivat resveratrola (RF) te
kurkumin (CRC) i ferocenski analog kurkumina (CF) odredene primjenom ¢etiri in vitro metode
48 sati nakon tretmana CHO-K1 stanica

VRIJEME (48 h)
SPOJ METODA
1C20 (M) 1Cs0 (M) 1Cs0 (M)
Neutral Red 60,39 ** *x
RSV Kenacid Blue 74,00 122,53* 158,03*
MTT 35,56 113,85* **
Trypan Blue 15,31 36,91 71,22
Neutral Red 197,59* 241,15* 275,42*
Kenacid Blue ** ** *x
RF
MTT ** ** **
Trypan Blue ** ** **
Neutral Red 8,34 19,64 22,48
Kenacid Blue 8,59 19,95 34,56
CRC
MTT 9,38 21,88 38,42
Trypan Blue 5,17 15,00 27,15
Neutral Red 32,10 59,83 84,17
CF Kenacid Blue 19,26 50,90 82,75
MTT 29,88 65,46 94,39
Trypan Blue 24,43 49,81 78,94

*vrijednost odredena iz interpolirane polinomne krivulje viSa od eksperimentalno primijenjene
najvise koncentracije RSV-a/RF-a; **vrijednost nije bilo moguée odrediti iz interpolirane
polinomne krivulje

U ovom radu ispitan je ucinak RSV-a, CRC-a, RF-a i CF-a i na vijabilnost i proliferaciju
kancerozne stani¢ne linije jetre — Hepal-6. Vijabilnost i proliferacija stanica tretiranih s 1 — 100
uM RSV-omi 1 - 100 uM CRC-om odredena je 24, 48 i 72 sata nakon tretmana, a 48 sati nakon
tretmanas 1 — 100 uM RF-om i 1 — 100 uM CF-om upotrebom ¢etiri in vitro metode — NR, KB,
MTT i TB. Za svaku upotrijebljenu metodu odredena je inhibicija stani¢ne vijabilnosti i
proliferacije u odnosu na kontrolu (stanice tretirane s 5 pL DMSO-a mL™? medija za uzgoj).
Rezultati su prikazani na Slikama 32 — 35 (RSV), 37 — 40 (CRC), 58 - 61 (RF), 62 — 65 (CF) kao

ovisnost stani¢ne vijabilnosti o primijenjenoj koncentraciji.

Ispitivanje uc¢inka RSV-a i CRC-a na vijabilnost i proliferaciju Hepal-6 stanica pokazuje o dozi

ovisno djelovanje sa svim primijenjenim metodama (NR, KB, MTT i TB). Smanjenje stani¢ne
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vijabilnosti uocava se ve¢ 24 sata nakon izlaganja stanica koncentracijama RSV-a > 2.5 uM S§to je
potvrdeno svim primijenjenim metodama (Slike 32 — 35). Nakon izlaganja stanica CRC-u
inhibitorni uc¢inak na stani¢nu proliferaciju uoc¢ava se nakon izlaganja CRC-u: > 2,5 uM (TB —
Slika 40, MTT — Slika 39), > 20 uM (KB — Slika 38, NR — Slika 37). Rezultati ovog istrazivanja
u skladu su s istrazivanjem Du i sur. (2013), koje je ukazalo na to da i RSV 1 CRC dovode do o
dozi i vremenu ovisne inhibicije proliferacije Hepal-6 stanica 24 sata nakon izlaganja ovim
polifenolima. Pri ispitivanju u¢inka RF-a i CF-a takoder se uoCava o dozi ovisno smanjenje
stani¢ne vijabilnosti pri svim primijenjenim metodama (NR, KB, MTT i TB) 48 sati nakon tretmana.
lako nakon tretmana RF-om dolazi do pada u stani¢noj vijabilnosti ve¢ pri najnizim primijenjenim
koncentracijama (112,5 uM) (Slike 58 — 61), taj pad je blago izraZen i 0staje gotovo nepromijenjen
pri svim primijenjenim koncentracijama (1 — 100 uM), izuzev metoda MTT i TB, kod kojih je taj
pad pri koncentracijama > 50 uM nesto izrazeniji. CF u odnosu na RF pokazuje izrazeniji
inhibitorni u¢inak na stani¢nu vijabilnost i proliferaciju pri svim primijenjenim koncentracijama,

te je narocito izrazen pri > 35 uM (Slike 62 — 65).

Prilikom ispitivanja u¢inaka RSV-a, CRC-a, RF-a i CF-a na stani¢nu vijabilnost i proliferaciju,
CHO-K1 stani¢na linija se pokazala kao prikladniji model dinamike rasta te odrzavanja stanica u
kulturi u odnosu na Hepal-6. Takoder, u drugoj fazi istrazivanja kojoj je svrha bila selekcija
bioaktivnih spojeva sa zaStitnim ucincima na toksi¢nost induciranu PCB-ima — poznatim

reprodukcijskim toksikantima, stanice ovarija bile su a priori odabir.

In vitro i in vivo studije pokazuju da polifenoli posjeduju antioksidacijsko djelovanje (Xiao i
Hogger, 2015). Antioksidansi mogu neutralizirati u¢inke ROS-a, a dijele se u dvije skupine —
enzimski i neenzimski. Neenzimski antioksidansi uklju¢uju vitamin C, vitamin E, selen, cink, -
karoten, taurin, hipotaurin i GSH, dok enzimski antioksidansi uklju¢uju SOD, CAT, GR (Mulgund
i sur., 2015). Fenolni spojevi s vise od jedne -OH skupine uéinkoviti su primarni antioksidansi
(reagiraju direktno sa slobodnim radikalima) zbog sposobnosti doniranja H-atoma slobodnim

radikalima, stvarajuci relativno nereaktivne fenoksilne radikale (Hermund, 2018).

Studije ucinaka polifenola na redoks stanje stanica podupiru njihovo anti- i prooksidacijsko
djelovanje, koje u velikoj mjeri ovisi o koncentraciji polifenola i o tipu stanica (Piccolella i
Pacifico, 2015). Istrazivanja ukazuju na to da neki polifenoli (poput RSV-a) pokazuju bifazne

uc¢inke ovisno o primijenjenoj dozi te mogu djelovati kao anti- ili kao prooksidansi (Shaito i sur.,
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2020). Stoga, kako bi se utvrdilo pri kojim dozama polifenoli djeluju anti-, a pri kojima
prooksidacijski, u ovom radu je ispitan ucinak 1 — 100 uM RSV-a i CRC-a na formiranje ROS-a
u CHO-K1 stanicama primjenom DCFH-DA metode.

Studijom je utvrdeno da RSV u svim ispitanim koncentracijama (1 — 100 uM) djeluje
antioksidacijski (Slika 42). Antioksidacijski potencijal RSV-a pripisuje se njegovoj sposobnosti
uklanjanja ROS-a i regulaciji antioksidacijske obrane stanica (Salehi i sur., 2018). Prema
dostupnoj literaturi, RSV u niskim koncentracijama djeluje kao antioksidans koji moze zastititi od
ostecenja DNA i oksidacijskog stresa. S druge strane, u visokim koncentracijama djeluje kao
prooksidans uzrokujuci ostec¢enje DNA 1 povecavajuci oksidacijski stres (Shaito i sur., 2020). RSV
se moze autooksidirati kako bi se generirali semikinoni i relativno stabilni 4'-fenoksil radikali, $to
u konacnici dovodi do formiranja ROS-a (Salehi i sur., 2018). Brojne studije opisuju tzv.
hormeticke u¢inke RSV-a — pri niskim dozama (< 10 pM) RSV moze djelovati kao antioksidans,
stimulirajuci stani¢nu proliferaciju i antioksidacijski odgovor, dok pri vi§im koncentracijama (>
50 uM), moze djelovati kao prooksidans, uzrokujuéi stani¢na ostecenja i smanjujuéi stanicnu
vijabilnost (Gueguen i sur., 2015). I u ovom istrazivanju vidljivo je da najviSa primijenjena doza
RSV-a, iako jo§ uvijek djeluje antioksidacijski, nije viSe tako ucinkovita u uklanjanju ROS-a u

odnosu na nize ispitane doze (5, 20 1 50 uM).

Smatra se i da CRC posjeduje snazna antioksidacijska svojstva §to se pripisuje -OH i -OCH3
skupinama u strukturi, koje zajedno poboljsavaju uklanjanje slobodnih radikala (Devassy i sur.,
2015; Kocaadam i Sanlier, 2015). CRC, isto kao i RSV pokazuje hormeticki odgovor (Moghaddam
i sur.,, 2018; Rainey i sur., 2019). U ovom radu utvrdeno je da CRC pri svim ispitanim
koncentracijama (1 — 100 uM) smanjuje razinu ROS-a u stanicama, no samo pri 50 uM CRC-u je
taj ucinak statisticki znacajan (dok je kod RSV-a taj ucinak bio statisticki znacajan pri svim

ispitanim koncentracijama) (Slike 42 i 43).

Kako bi se utvrdilo posjeduju li RF i CF anti- ili prooksidacijska svojstva ispitan je i njihov
uc¢inak na formiranje ROS-a u CHO-K1 stanicama. Provedenom DCFH-DA metodom utvrdeno je
da RF pri svim primijenjenim koncentracijama (1 — 100 uM) djeluje antioksidacijski, a statisticki
znacajan (p<0,05 — p<0,001) uc¢inak se uocava pri koncentracijama RF-a od 1 —20 uM (Slika 66).
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U ovome radu je i za CF utvrdeno da pri svim primijenjenim koncentracijama (1 — 100 uM)
djeluje antioksidacijski (Slika 67), sto je izrazenije i statisti¢ki zna¢ajno (p<0,05 — p<0,005) pri
dozama > 20 uM. Vecéina istrazivanja pokazuje da kompleksi kurkumin-metal imaju poboljsanu
antioksidacijsku sposobnost u odnosu na sam kurkumin (Prasad i sur., 2021), sto je i u skladu s

ovim istrazivanjem.

Ovom studijom je utvrdeno da su sva Cetiri ispitana spoja (polifenoli i njihovi ferocenski
analozi) pokazala antioksidacijski u¢inak na CHO-K1 stanicama, a jasno je vidljivo da su RSV i

RF, u odnosu na CRC i CF bili u tome uc¢inkovitiji.

Stanice se iz tkiva uklanjaju kontroliranim (programiranim) nacinom, koji ukljucuje niz
biokemijskih i molekularnih dogadaja ili alternativno manje kontroliranim na¢inom, koji rezultira
izlijevanjem stani¢nog sadrzaja u okolna tkiva. Stani¢na smrt je rezultat niza razlicitih 1 visoko
reguliranih energetski ovisnih procesa (apoptoza, piroptoza, autofagija) ili energetski neovisnih
procesa (onkoza/nekroza). Ovi se razliciti procesi stani¢ne smrti razlikuju na temelju morfoloskih

i biokemijskih karakteristika (D'Arcy, 2019).

U ovom radu u svrhu utvrdivanja tipa stani¢ne smrti (apoptoza/nekroza) koju inducira
izlozenost RSV-u, CRC-u, RF-u ili CF-u, CHO-K1 stanice inkubirane su s navedenim spojevima
tako da su u mediju za uzgoj postignute koncentracije od 5 — 100 uM (RSV, CRC, CF) te 2,5 —
100 uM (RF). Udio stanica u odredenoj subpopulaciji (zive stanice, stanice u ranoj i kasnoj
apoptozi, mrtve stanice) utvrden je kvantitativnom analizom stanica primjenom metode protocne
citometrije 6 i/ili 48 sati nakon tretmana stanica pojedinim spojem. U svrhu kvantifikacije stanica
koriste se aneksin V (Ca?*-ovisan fosfolipid vezujuéi protein), koji se veZe na PS na membrani
stanica u ranoj apoptozi te 7-AAD (fluorescentna boja), koja prodire kroz membranu ostec¢enih ili
mrtvih stanica i veze se za DNA $to omogucuje identifikaciju Cetiri populacije stanica (zive, rana

I kasna apoptoza, mrtve) (Anthony i sur., 1998; Oh i sur., 2016).

Nakon tretmana CHO-K1 stanica RSV-om, CRC-om, RF-om ili CF-om, udio ukupno
apoptotskih stanica mijenjao se ovisno o primijenjenoj koncentraciji spoja i vremenu inkubacije.
Nakon 48 sati inkubacije CHO-K1 stanica s 5 uM RSV-om udio ukupno apoptotskih stanica
iznosio je 5,93%, a mrtvih 3,50%, dok je pri 100 uM RSV-u udio ukupno apoptotskih stanica
iznosio 18,29%, a mrtvih 10,31% (Slika 44). Rezultati su u skladu sa studijom Ahmada i sur.
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(2006), koja je ukazala na to da RSV u niskim dozama (< 10 uM) inhibira aktivaciju kaspaza i
DNA fragmentaciju induciranu s H2O2 u humanim stanicama akutne promijelocitne leukemije
(HL60), dok je u visokim dozama (> 40 uM) inducirao apoptozu putem aktivacije kaspaza i u

normalnim i u kanceroznim stanicama.

In vitro studije ukazuju na to da CRC inhibira proliferaciju i/ili izaziva stani¢nu smrt u razli¢itim
tipovima stanica, a najcesci tip stani¢ne smrti je apoptoza. CRC moze inducirati apoptotski put
ovisan 0 mitohondrijima, kroz oslobadanje citokroma c i drugih proapoptogenih mitohondrijskih
¢imbenika (Salvioli i1 sur., 2007). CRC posjeduje bifazna svojstva, budu¢i da ovisno o
primijenjenim dozama djeluje stimulirajuce ili iskazuje inhibicijski u¢inak. U ovom radu, 48 sati
nakon inkubacije CHO-K1 stanica s 5 uM CRC-om udio ukupno apoptotskih stanica iznosio je
3,78%, a mrtvih 1,93%, dok je pri 100 uM CRC-u udio ukupno apoptotskih stanica iznosio
znacajnih 92,57%, a mrtvih 2,88% (Slika 47). Ovi rezultati su u skladu s istrazivanjem Songa i
sur. (2021) u kojem je utvrdeno da s poveéanjem koncentracije CRC-a raste udio HaCaT stanica
(humani keratinociti) u apoptozi. Takoder, primijeceno je da s produljenjem vremena inkubacije
sa 6 na 48 sati proapoptotski ucinak raste prilikom tretmana stanica CRC-om (doze > 20 uM), za
razliku od tretmana stanica RSV-om gdje se s produljenom inkubacijom udio i apoptotskih i

nekrotskih stanica smanjuje (Slike 44 i 47).

48 sati nakon inkubacije CHO-K1 stanica s 5 uM RF-om udio ukupno apoptotskih stanica
iznosio je 7,89%, a mrtvih 0,43%, dok je pri 100 uM RF-u udio ukupno apoptotskih stanica iznosio
0,98%, a mrtvih 2,35% (Slika 68). 48 sati nakon inkubacije CHO-K1 stanica s 5 uM CF-om udio
ukupno apoptotskih stanica iznosio je 4,19%, a mrtvih 3,44%, dok je pri 100 uM CF-u udio ukupno
apoptotskih stanica iznosio 24,93%, a mrtvih 5,75% (Slika 70). Prema istrazivanjima, kompleksi
CRC-Fe ne mogu inducirati stani¢nu smrt kao §to to ¢ini sam CRC (Rainey i sur., 2019). Ovim
istrazivanjem utvrdeno je da je udio stanica u apoptozi nakon tretmana 100 uM CRC-om znacajno
veéi od udjela stanica u apoptozi nakon tretmana istom dozom CF-a (Slike 47 i 70). Sli¢no je
utvrdeno i za RSV vs. RF (Slike 44 i 68). Rezultati analize stani¢ne smrti su u skladu s rezultatima

odredivanja citotoksi¢nosti.

Sredinom devedesetin godina UNEP (engl. Governing Council of the United Nations
Environment Programme) je pozvao na globalnu akciju u pogledu perzistentnih organskih

zagadivaca, definiranih kao ,, kemijske tvari koje perzistiraju u okolisu, bioakumuliraju se putem
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hrane, i predstaviljaju rizik od nanosenja stetnih ucinaka na zdravlje ljudi i na okolis” (Miodovnik,
2018). PCB, kao jedni od perzistentnih organskih zagadivaca, cirkuliraju atmosferom i prisutni su
u okolisu. Nakon pustanja u okoli$, pojedinac¢ni kongeneri mogu pro¢i kroz biorazgradnju i
fotodegradaciju, Sto rezultira promjenom uzorka kongenera u usporedbi s izvornim tehnickim
smjesama. Dok se neki niZe klorirani kongeneri brzo metaboliziraju, viSe klorirani kongeneri
znatno su stabilniji i akumuliraju se u hranidbenom lancu (EFSA, 2005). Kao posljedica
izlozenosti PCB-ima, moze do¢i do razvoja upalnog odgovora i oksidacijskog stresa. To rezultira
oste¢enjima DNA, peroksidacijom lipida, ostecenjem membrana i organela, gubitkom vijabilnosti
stanica i stani¢nim odumiranjem (Stohs, 2014). Obzirom da polifenoli djeluju protuupalno i
antioksidacijski, u ovoj studiji ispitani su u¢inci RSV-a i CRC-a te njihovih ferocenskih analoga
RF-a i CF-a na citotoksi¢nost induciranu PCB-ima (planarnim PCB-em 77 i neplanarnim PCB-em
153).

Saznanja dobivena u prvom dijelu ovog istrazivanja omogucila su selekciju onih doza
polifenola i njihovih analoga koje ne djeluju toksi¢no na stanice i mogu potencijalno zastitno
djelovati pri izlozenosti stanica toksi¢énim spojevima. Odabrane doze polifenola RSV-a i CRC-a

su <20 uM, a njihovih ferocenskih analoga CF-a <20 uM te RF-a < 100 uM.

Ucinak predinkubacije CHO-K1 stanica s RSV-om (2,5 — 20 uM) i CRC-om (1 — 20 uM) na
stani¢nu vijabilnost i proliferaciju nakon tretmana planarnim PCB-em 77 ili neplanarnim PCB-em
153 (75 uM) pracen je 24 sata nakon tretmana stanica PCB kongenerom upotrebom in vitro metoda
(NR, KB, MTT i TB). Oba PCB kongenera uzrokovala su statisti¢ki zna¢ajno smanjenje (p<0,05 —
p<0,001) vijabilnosti CHO-K1 stanica u odnosu na kontrolu (stanice tretirane s 15 uL DMSO mL"
1) 3to je utvrdeno svim primijenjenim metodama (Slike 72 — 79). Takoder, odreden je izraZeniji
citotoksi¢ni uc¢inak za planarni PCB 77. Pri tretmanu stanica PCB-em 77, RSV nije pokazao
zastitni u¢inak, Stovise kod svih primijenjenih metoda utvrden je inhibitorni u¢inak na proliferaciju
stanica tretiranih PCB-em 77, a predinkubiranih s RSV-om u dozama > 2,5 uM, u odnosu na
stanice kojima RSV nije dodan (Slike 72 — 75). Do statisticki znac¢ajnog smanjenja vijabilnosti
stanica doslo je pri koncentraciji RSV-a od 20 uM (NR: p<0,01; KB: p<0,001; MTT: p<0,001; TB:
p<0,05). RSV u koncentraciji od 2,5 uM pokazao je blagi zastitni u¢inak na stanice tretirane PCB-
em 153 (utvrdeno svim metodama — Slike 72 — 75), a kod NR i TB metoda taj u¢inak je i statisticki
znacajan (p<0,05, p<0,001) (Slike 72 i 75). Medutim, pri viS$im koncentracijama RSV-a (10 i 20
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uM) dolazi do sinergisticki inhibitornog uc¢inka na proliferaciju stanica tretiranih PCB-em 153.
Zastitni u¢inak niskih doza (do 5 uM) RSV-a na citotoksi¢nost uzrokovanu natrijevim arsenitom

utvrdili su Chen i sur. (2013), dok je negativan uc¢inak primijecen pri 20 uM RSV-u.

CRC (101 20 uM) nije pokazao zastitni u¢inak na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica
tretiranih bilo planarnim bilo neplanarnim PCB-em. Stovise, inhibitorni u¢inak CRC/PCB vs. PCB
je izrazeniji i statisti¢ki znacajan pri 10 uM i1 20 uM (p<0,05 — p<0,001) Sto je potvrdeno
primijenom svih in vitro metoda (Slike 76 — 79). Nize koncentracije CRC-a (1 — 5 uM) pokazale
su blagi zastitni u¢inak na stanice tretirane PCB-em 77 ili PCB-em 153 §to je odredeno metodama
MTT i TB (Slike 781 79), a statisticki znacajno (p<0,001) povecanje vijabilnosti stanica utvrdeno
je pri koncentraciji CRC-a od 1 uM nakon tretmana stanica PCB-em 153 metodom TB (Slika 79).
Buratta i sur. (2020) ispitivali su uc¢inak CRC-a na citotoksi¢nost induciranu insekticidom
rotenonom i rezultati su pokazali da koinkubacija s CRC-om u koncentraciji od 10 uM smanjuje
citotoksi¢ne ucinke izazvane ovim insekticidom. Takoder se u istrazivanju Guan i sur. (2019), u
kojem je ispitivan u¢inak CRC-a na citotoksi¢nost palmitinske kiseline na H9C2 kardiomiocite,
uocilo da CRC u nizim koncentracijama (2,5 — 10 uM) poboljSava vijabilnost stanica, ali se ve¢

pri 20 uM uocava niZa stani¢na vijabilnost.

I uc¢inak predinkubacije CHO-K1 stanica s RF-om (2,5 — 100 uM) i CF-om (1 — 20 uM) na
stani¢nu vijabilnost i proliferaciju nakon tretmana planarnim PCB-em 77 ili neplanarnim PCB-em
153 (75 uM) pracen je 24 sata nakon tretmana PCB kongenerom primjenom NR, KB, MTT i TB in
vitro metoda u odnosu na stanice koje nisu predinkubirane s RF-om/CF-om (Slike 90 — 97).

Izrazen zastitni u¢inak na citotoksi¢nost induciranu ortho-supstituiranim kongenerom, pokazao
je RF u dozama > 35 uM, sto je dokazano svim in vitro metodama (Slike 90 — 93). Primijenom
metode TB navedeni u¢inak je uocen ve¢ pri koncentraciji RF-a 5 uM (Slika 93). Vijabilnost
stanica predinkubiranih s najviSom dozom RF-a (100 uM), a potom tretiranih 75 pM PCB-em 153
bila je priblizno ista onoj u kontrolnom uzorku (stanice tretirane DMSO-om), §to RF izdvaja kao
potencijalnu bioaktivnu tvar zastitnog djelovanja. Za razliku od zastitnog djelovanja RF-a pri
tretmanu stanica neplanarnim kongenerom, isto nije uoceno za stanice tretirane ,,dioksinu slicnim*

kongenerom, gdje je citotoksi¢ni uc¢inak i dalje izrazen.
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Predinkubacija stanica CF-om (1 — 20 uM) nije utjecala na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1
stanica tretiranih PCB-em 77 ili PCB-em 153 (Slike 94 — 97), osim statisti¢ki zna¢ajnog (p<0,05
— p<0,001) inhibitornog ucinka CF-a pri koncentracijama > 5 uM na toksi¢nost induciranu PCB-
em 153 uoceno metodom TB (Slika 97).

Mnogobrojne studije sugeriraju da je nakupljanje DNA/kromosomskih ostecenja u stanicama
potaknuto pove¢anom razinom ROS-a, $to moze biti Cest odgovor na razli¢ite toksikante (Chen i
sur, 2013). Oksidacijski stres i povecana razina ROS-a su jedna od posljedica negativnih
intracelularnih uc¢inaka PCB-a (Selvakumar i sur., 2012). U ovom istrazivanju ispitan je
potencijalan zastitni u¢inak polifenola i ferocenskih analoga polifenola na razinu ROS-a nastalih
nakon tretmana PCB kongenerima. Oba PCB kongenera, PCB 77 i PCB 153, statisticki zna¢ajno
(p<0,05 — p<0,025) su povisila razinu ROS-a u CHO-K1 stanicama (Slike 80, 81, 98 i 99).

Smanjenje razine ROS-a u CHO-K1 stanicama tretiranih PCB-em 77, a predinkubiranih s RSV-
om uoceno je pri nizim koncentracijama RSV-a od 1 uM (p<0,001) i 2,5 uM. Medutim, pri viSim
koncentracijama (5 i 20 uM) uocava se blagi prooksidacijski u¢inak (Slika 80). Navedeno je u
skladu s istrazivanjem Chen 1 sur. (2013), koji su ispitivali u¢inak RSV-a na citotoksi¢nost
induciranu natrijevim arsenitom (NaAsOz) u humanoj A549 stani¢noj liniji (adenokarcinom
pluca). Zastitni u¢inak RSV-a koji se manifestirao kao smanjena razina ROS-a bio je statisticki
znacajan pri 1 i 5 uM RSV-u, dok je kod stanica izlozenih 20 uM RSV-u uoceno povecanje
oksidacijskog stresa (Chen i sur, 2013). Pri tretmanu stanica PCB-em 153 uocen je statisticki
znacajan (p<0,05) antioksidacijski u¢inak RSV-a primijenjenom najvise koncentracije (20 uM)
tog polifenola (Slika 80).

Prema istrazivanjima, CRC iskazuje dvojake ué¢inke na razinu ROS-a. Tako je u studiji
Mahakunakorna i sur. (2003) istovremeni tretman CRC-om i H202 zna¢ajno smanjio oksidacijski
stres izazvan H20. u hibridnoj stani¢noj liniji NG108-15 (neuroblastom-gliom). Medutim,
inkubacija s CRC-om prije tretmana H2O: nije zastitila stanice NG108-15 od oksidacijskog
ostecenja. U ovom istrazivanju ucinka predinkubacije CHO-K1 stanica s CRC-om na razinu ROS-
a nastale djelovanjem PCB kongenera, utvrdeno je smanjenje razine ROS-a (antioksidacijski
ucinak) u odnosu na stanice tretirane samo PCB kongenerima pri dozama CRC-a < 2,5 uM.
Statisticki znacajan (p<0,025) antioksidacijski u¢inak CRC-a u dozi 1 uM odreden je nakon

tretmana stanica PCB-em 77 (Slika 81). Medutim, porastom koncentracije CRC-a uocava se
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prooksidacijski u¢inak, koji je i statisticki znacajan (p<0,025) pri koncentraciji CRC-a od 5 uM
kod tretmana PCB-em 153 (Slika 81). CRC je pokazao antioksidacijsko djelovanje i u drugim
studijama. Tako su npr. Buratta i sur. (2020) utvrdili da 10 uM CRC u PC12 stanicama (stanice
feokromocitoma $takora) tretiranih insekticidom rotenonom, iskazuje antioksidacijsko djelovanje,
a u studiji Jaiswala i sur. (2018) predtretman stakora CRC-om, koji su potom izloZeni pesticidu
karbofuranu, pruzio je znacajnu zastitu od hepatotoksi¢nosti i neurotoksicnosti. Zastita koju pruza
CRC mogla bi biti posljedica njegovih antioksidacijskih svojstava i/ili indukcije jetrenih
detoksikacijskih enzima.

Klinicka primjena polifenola poput stilbena i1 kurkuminoida limitirana je njihovom
nestabilnos¢u 1 loSom biodostupnoséu. Unapredenje bioloske aktivnosti polifenola postize se
modifikacijom broja i polozaja fenilnih skupina, umetanjem alkilnih lanaca te aciliranjem -OH
skupina. Unato¢ sintezi velikog broja kemijski modificiranih polifenolnih spojeva, znanja o
njihovom anti/prooksidacijskom ucinku jo§ su uvijek ograniena. Stoga se u ovom istraZivanju,
osim u¢inka RSV-a i CRC-a, ispitivao i u¢inak predinkubacije CHO-K1 stanica s RF-om i CF-om
na razinu ROS-a nastalih nakon tretmana PCB kongenerima.

Istrazivanjem ucinka predinkubacije CHO-K1 stanica s RF-om na razinu ROS-a nastale
djelovanjem PCB kongenera, utvrdeno je statisticki znacajno (RF/PCB 77 vs. PCB 77; p<0,05 —
p<0,01) smanjenje razine ROS-a (antioksidacijski uc¢inak) za 17,65 — 19,97% pri svim
primijenjenim koncentracijama RF-a (1 — 20 uM), a nakon tretmana PCB-em 77 (Slika 98).
Medutim, RF nije djelovao antioksidacijski prilikom tretmana stanica s ortho-supstituiranim
kongenerom, ve¢ je pri viSim dozama (5 1 20 uM) uocen statisticki znacajan (p<0,005)

prooksidacijski u¢inak (Slika 98).

Istrazivanjem ucinka predinkubacije CHO-K1 stanica s CF-om na razinu ROS-a nastale
djelovanjem PCB kongenera, utvrdeno je smanjenje razine ROS-a (antioksidacijski uc¢inak) pri
nizim primijenjenim koncentracijama CF-a (1 —2,5 pM) nakon tretmana PCB kongenerima, s time
da je taj pad statisticki znacajan (p<0,05) pri 2,5 uM CF-u nakon tretmana PCB-em 77 i 1 uM
CF-u nakon tretmana PCB-em 153 (Slika 99). Medutim, povecanje razine ROS-a (prooksidacijski
ucinak) vidljiv je pri vi§im primijenjenim koncentracijama CF-a (5120 uM), s time da je taj porast

izrazeniji nakon tretmana stanica planarnim PCB-em 77 (Slika 99).
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Kao poznati induktor ROS-a u ovom istrazivanju primijenjen je TBHP te je dokazano njegovo
prooksidacijsko djelovanje u dozi 50 uM (Slike 80, 81, 98 i 99). RSV i CRC nisu pokazali u¢inak
na snizenje ROS-a induciranog TBHP-om (Slike 80 i 81), dok je predinkubacija stanica s RF-om
djelovala antioksidacijski (Slika 98). Za razliku od RF-a, CF je dodatno inducirao formiranje ROS-
a u stanicama tretiranin TBHP-om (Slika 99).

Pojedine znanstvene studije su pokazale da polifenoli mogu zastititi stanice od stani¢ne smrti
uzrokovane ksenobioticima. Sanchez-Martin i sur. (2011) su u svom istrazivanju utvrdili da je 10
uM RSV u potpunosti zastitio CDC (engl. cerebellar granule cells) stanice od apoptoze inducirane
TCDD-om. Iz literature je poznato da pojedini neplanarni i planarni PCB induciraju stani¢nu smrt
(apoptozu) npr. u stanicama karcinoma dojke i stanicama bubrega aktivacijom kaspaza (Hashmi i
sur., 2017). Tako je i u ovom istrazivanju dokazano da PCB 77 (Slike 82, 86, 100 i 104) i PCB
153 (Slike 84, 88, 102 i 106) uzrokuju smrt CHO-K1 stanica primarno putem apoptoze, a jaci

ucinak uocen je za PCB 77.

RSV i RF nisu pokazali zastitni u¢inak pri tretmanu stanica PCB-em 77, ¢ak $tovise primijeéen
je sinergisticki stimulatorni u¢inak (RSV 1 PCB 77 te RF 1 PCB 77) na indukciju stani¢ne smrti
primarno apoptozom (Slike 82 i 100). Niti drugim ispitanim polifenolom — CRC-om nije pokazan
zaStitni u¢inak na odumiranje stanica inducirano planarnim kongenerom (PCB 77). Proapoptotska
aktivnost izrazena je pri 20 uM CRC-u u stanica tretiranih 75 uM PCB-em 77 (Slika 86). Izmedu
svih ispitanih spojeva jedino je CF pokazao antiapoptotski u¢inak na indukciju stani¢ne smrti PCB-
em 77 (Slika 104). Prilikom tretmana CHO-K1 stanica ortho-supstituiranim PCB kongenerom
(PCB 153), zastitni u¢inak pokazali sui RSV i RF (Slike 84 i 102), pri ¢emu je RF u svim ispitanim
koncentracijama (2,5 — 100 uM) poboljsao stani¢nu vijabilnost te smanjio udio stanica u apoptozi
i nekrozi (Slika 102). Takoder, uocen je zastitni u¢inak CRC-a i CF-a (Slike 88 i 106) na toksi¢nost

PCB-a 153, pri ¢emu se kao uc¢inkovitiji pokazao CF.

Istrazivanja provedena primjenom alternativnih (in vitro) testova toksi¢nosti na odabranoj
stani¢noj liniji CHO-K1, a u svrhu utvrdivanja mogucih zastitnih ucinaka bioloski aktivnih tvari
na citotoksi¢nost induciranu PCB-ima, pokazala su da se ovim metodama brzo i tocno moze dobiti
uvid u intracelularne mehanizme djelovanja ispitanih spojeva. Primijenjene metode rezultirale su
podacima o bioloskoj aktivnosti polifenolnih spojeva resveratrola i kurkumina te njihovih i

bioorganometalnih analoga, njihovom ucinku na vijabilnost stanica, oksidacijski stres i stani¢nu
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smrt. 1z dobivenih podataka kao spoj s najve¢om zaStitnom aktivno$¢u na citotoksi¢nost
induciranu PCB kongenerima moze se izdvojiti ferocenski triacilni derivat resveratrola (RF). Ovaj
bioorganometalni spoj pokazao je veci zastitni u€inak na citotoksi¢nost induciranu PCB-em 153
(jednim od tri dominantna PCB kongenera u ljudskom masnom tkivu i kongenera s najve¢om
koncentracijom u maj¢inom mlijeku) u odnosu na citotoksi¢nost induciranu PCB-em 77. lako je
podruc¢je bioorganometalne kemije brzorastuée, ucinci brojnih novosintetiziranih spojeva na
stani¢noj razini su nedovoljno istrazeni. Ovim istrazivanjem stekao se uvid u potencijal
bioorganometalnih ferocenskih analoga u svrhu zastite stanica od toksi¢nih u¢inaka okolisnih

zagadivaca, Sto je bitno za odredivanje smjera buducih istrazivanja u ovome podrucju.
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6. ZAKLJUCCI

1.

Kolorimetrijske in vitro metode NR, KB i TB te enzimsko-kolorimetrijska metoda MTT
prikladne su za kvantitativno odredivanje ucinka odabranih polifenola RSV-a i CRC-a te
njihovih ferocenskih analoga RF-a i CF-a na vijabilnost i proliferaciju stani¢ne linije ovarija
kineskog hr¢ka (CHO-K1).

RSV (2,5-100 uM) i RF (2,5 - 100 uM) pokazali su razli¢itu biolosku aktivnost na vijabilnost
CHO-K1 stanica utvrdeno sa sve cetiri primijenjene metode u vremenskom intervalu
inkubacije od 48 sati — RSV je pri dozama > 20 uM djelovao inhibitorno na rast stanica, dok
RF pri istim dozama nije ispoljio antiproliferacijski u¢inak, ve¢ je u pojedinim koncentracijama
djelovao stimulatorno.

CRC (1 — 100 uM) i CF (1 — 100 uM) pokazali su o dozi ovisan inhibitoran u¢inak na
vijabilnost CHO-K1 stanica utvrdeno sa sve Cetiri primijenjene metode u vremenskom
intervalu inkubacije od 48 sati. IzraZeniji u¢inak uocen je za CRC.

Usporedbom ICso vrijednosti odredenih za polifenole i njihove analoge nakon 48 sati
pri ispitanim dozama nema citotoksi¢no djelovanje. IC vrijednosti za RSV i CRC niZe su u
odnosu na one dobivene za njihove analoge RF i CF §to ukazuje na znacajno izmijenjenu
biolosku aktivnost uvodenjem ferocena u strukturu.

Citotoksi¢nost RSV-a na Hepal-6 stani¢noj liniji izraZenija je u odnosu na CHO-K1, dok je
CRC u obje stani¢ne linije pokazao podjednak ucinak (temeljem ICsp vrijednosti nakon 72 sata
inkubacije). Ferocenski analozi polifenola ispoljili su znatno nizi inhibitorni ucinak na
vijabilnost i proliferaciju Hepal-6 stanica u odnosu na RSV i CRC, $to je u skladu i s
istrazivanjima provedenima na CHO-K1 stani¢noj liniji. RF u odnosu na CF pokazao je manje
izrazen inhibitorni u¢inak na vijabilnost i proliferaciju Hepal-6 stanica.

Polifenoli 1 njihovi ferocenski analozi pokazali su antioksidacijski u¢inak na CHO-K1
stanicama, pri ¢emu su RSV i RF, u odnosu na CRC i CF bili u tom ucinkovitiji.
NajizraZeniji proapoptotski u¢inak na CHO-K1 stanicama odreden je za CRC (u dozama > 50
uM), za razliku od ferocenskih analoga polifenola koji su pokazali znacajno manji uc¢inak na

indukciju apoptoze.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Poliklorirani bifenili (PCB 77 i PCB 153) pokazali su antiproliferativni, proapoptotski i
RSV u koncentraciji 2,5 uM pokazao je blagi zastitni u¢inak na stanice tretirane PCB-em 153
(utvrdeno metodama NR, KB, MTT i TB), a kod NR i TB metoda taj u¢inak je i statisticki
znacajan. Pri viSim koncentracijama RSV-a (10 i 20 uM) dolazi do sinergisticki inhibitornog
ucinka na proliferaciju stanica tretiranih PCB-em 153. Pri tretmanu stanica PCB-em 77, RSV
nije pokazao zastitni ucinak.

CRC (10 i 20 pM) nije pokazao zastitni u¢inak na vijabilnost i proliferaciju CHO-K1 stanica
tretiranih bilo planarnim bilo neplanarnim PCB-em. Nize koncentracije CRC-a (1 — 5 uM)
pokazale su blagi zastitni ucinak na stanice tretirane PCB-em 77 ili PCB-em 153 §to je
odredeno metodama MTT i TB.

IzraZzen zastitni ucinak na citotoksi¢nost induciranu ortho-supstituiranim kongenerom,
pokazao je RF udozama > 35 uM, §to je dokazano svim in vitro metodama. Vijabilnost stanica
predinkubiranih s najviSom dozom RF-a (100 uM), a potom tretiranih 75 uM PCB-em 153
bila je priblizno ista onoj u kontrolnom uzorku (stanice tretirane DMSO-om), §to RF izdvaja
kao potencijalnu bioaktivnu tvar zastitnog djelovanja. Zastitni uc¢inak RF ipak nije uocen pri
tretmanu stanica ,,dioksinu slicnim* kongenerom (PCB 77).

Predinkubacija stanica s CF-om (1 — 20 uM) nije utjecala na vijabilnost i proliferaciju CHO-
K1 stanica tretiranih PCB-em 77 ili PCB-em 153, osim statisticki znacajnog inhibitornog
ucinka CF-a pri koncentracijama > 5 uM na toksi¢nost induciranu PCB-em 153 uoceno
metodom TB.

Antioksidacijsko djelovanje RSV-a i CRC-a u CHO-K1 stanicama tretiranim PCB-em 77
uoceno je pri nizim koncentracijama polifenola < 2,5 uM, dok je pri viSim koncentracijama
uocen blagi prooksidacijski u¢inak. Pri tretmanu stanica PCB-em 153 uocen je antioksidacijski
ucinak nakon tretmana stanica s RSV-om pri viS§im koncentacijama.

Izrazeniji antioksidacijski u¢inak pri tretmanu CHO-K1 stanica PCB-em 77 pokazao je RF u
odnosu na CF. Medutim, RF nije djelovao antioksidacijski prilikom tretmana stanica ortho-
supstituiranim kongenerom (PCB 153), ve¢ je pri viSim dozama (5 1 20 uM) uocen statisticki
znacajan prooksidacijski u¢inak.

RSV, CRC i1 RF nisu pokazali zastitni u¢inak pri tretmanu stanica PCB-em 77 vec je primije¢en

sinergisticki stimulatorni u¢inak polifenola i PCB-a 77 na indukciju stani¢ne smrti, primarno
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16.

apoptozom. Od ispitanih polifenola i njihovih ferocenskih analoga jedino je CF pokazao
antiapoptotski ucinak na indukciju stanicne smrti PCB-em 77. Takoder, uoCen je zaStitni
ucinak RSV-a, CRC-a, RF-a i CF-a na toksi¢nost induciranu PCB-em 153, pri ¢emu su se kao
ucinkovitiji pokazali CF i RF (smanjen udio stanica u apoptozi i nekrozi).

Iz dobivenih podataka kao spoj s najve¢om zastitnom aktivnoS¢u na citotoksi¢nost induciranu
PCB kongenerima moze se izdvojiti RF. Ovaj bioorganometalni spoj pokazao je veci zastitni
ucinak na citotoksi¢nost induciranu PCB-em 153 u odnosu na citotoksi¢nost induciranu PCB-

em 77.
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