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1. UVOD

1.1. Polifenoli

Polifenoli predstavljaju jednu od najbrojnijih i sveprisutnijih skupina metabolita
biljaka i sastavni su dio ljudske i zivotinjske prehrane. U rasponu od jednostavnih fenolnih
molekula do visoko polimeriziranih spojeva s molekulskim tezinama ve¢im od 30.000 Da,
pojava ove kompleksne skupine tvari u biljnoj hrani iznimno je raznolika (1).

Oni su bioloski aktivni nenutritivni sastojci, fitokemikalije nastale kao derivati fenilalanina s
aromatskim prstenom i reaktivnom hidroksilnom skupinom. Biljke ih sintetiziraju s ciljem
samozastite od abiotskih i biotskih stresnih faktora, a fiziolo$ki gledano, to su produkti

sekundarnoga metabolizma koje biljka ne treba za primarne potrebe rasta i razmnozavanja (2).

1.1.1. Kilasifikacija polifenola

Polifenoli su Kklasificirani na temelju nekoliko kriterija u skladu s njihovim izvorom,
bioloskim djelovanjem i kemijskom strukturom. Danas je poznato vise od 8000 fenolnih
struktura prema kojima se mogu razvrstati u razlicite klase (1). Prema najnovijoj klasifikaciji,
temeljenoj na broju fenolnih prstenova, polifenoli se mogu podijeliti u dvije glavne skupine:
flavonoidi i neflavonoidi.

Najzastupljeniji su flavonoidi (Slika br. 1) koji su podijeljeni u podskupine: flavoni,
flavononi, flavonoli, izoflavonoidi, flavani, izoflavani, flavanoli i antocijani. Osim $to su
najbrojniji, flavonoidi imaju i najznacajniji bioloski utjecaj. Oni se sastoje od 15 ugljikovih
atoma (C6-C3-C6) karakteriziranih s dva benzenska prstena povezana s tri lanca ugljika
stvaraju¢i oksigenirani heterociklicki spoj (3). Unutar razli¢itih klasa flavonoida, postoje
mnoge strukturne varijacije prema stupnju hidrogenacije i hidroksilacije tri sustavna prstena
tih spojeva. Flavonoidi se takoder pojavljuju kao sulfatirani i metilirani derivati, konjugirani s
monosaharidima i disaharidima, stvaraju komplekse s oligosaharidima, lipidima, aminima,

karboksilnim kiselinama i organskim kiselinama (4).

Ispitivanje protutumorskih uc¢inaka grozdanih polifenola in vitro
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Slika br. 1. Osnova stuktura flavonoida

Neflavonoidi sadrze sljedece glavne klase: fenolne kiseline (benzojeve kiseline 1
cimetne kiseline), stilbene, lignane, tanine i druge polifenole (ukljucujuéi kurkumin, gingerol
itd.). Najzastupljenija klasa, fenolne kiseline, spojevi su karakterizirani s benzenskim
prstenom, karboksilnim skupinama i jednom ili viSe hidroksilnih i/ili metoksilnih skupina u
molekuli (5). Ti se spojevi mogu podijeliti u dvije skupine: benzojeve kiseline i cimetne

kiseline i njihovi derivati.

Osim kemijske klasifikacije temeljene na broju fenolnih prstenova, polifenoli se

mogu podijeliti i prema veli¢ini njihovog ugljikovog lanca (Slika br. 2)).

Ispitivanje protutumorskih uc¢inaka grozdanih polifenola in vitro
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Slika br. 2. Shema Klasifikacije biljnih polifenola; podjela polifenola temeljena na broju

fenolnih prstenova i ostalih strukturnih elemenata.

Ispitivanje protutumorskih uc¢inaka grozdanih polifenola in vitro



uvoD

1.1.2. Prehrambeni izvori polifenola

Hrana koja sadrzi veliki udio polifenola je voce 1 povrée. Nekoliko stotina razlicitih
polifenola identificirano je u hrani i vazno je imati na umu da sadrzaj polifenola u biljkama i
hrani ovisi o mnogim ekoloskim i kulinarskim ¢imbenicima, ukljucujuéi izlaganje suncu,
koli¢inu oborina, razliCite vrste kulture, prinos vocéa biljke, stupanj zrelosti, skladistenja i
metode kulinarske pripreme (6). Istrazivanja bobiCastoga voca pokazala su kako bobicasto
voce sadrzi visok udio flavonoida i fenolnih kiselina u odnosu na druge vrste vo¢a. Dokazano
je da bobicasto voce tamnije boje sadrzi visu koncentraciju polifenolnih spojeva od svjetlije
obojenog te da visoki sadrzaj polifenolnih spojeva korelira s dobrom antioksidacijskom
aktivno$c¢u navedenoga voca (2).

i ostalih prehrambenih proizvoda te se navodi kao bogat izvor vrijednih fitonutrijenata s
viSestrukim pozitivnim u€incima na zdravlje. Osim u razli¢itim vrstama vina, polifenoli se

nalaze i u nekim drugim pi¢ima; kavi, kakau, obicnom pivu, zelenom ¢aju i drugima.

1.1.3. Bioloski znacaj polifenola

Zanimanje za polifenole je vrlo veliko zbog njihove raznolike bioloske aktivnosti;
djeluju antioksidativno, protutumorski, protuupalno, anti-alergijski, djeluju kao antibiotici,
atilipidemici, opustaju krvne zile i sprjeCavaju stvaranje krvnih ugruSaka. Brojne studije
pokazale su moguée zastitne i preventivne ¢imbenike polifenola u raznim bolestima. Na
primjer, za odredene polifenolne spojeve u zelenom caju pokazalo se kako smanjuju
¢imbenike rizika za razvoj koronarnih bolesti. Uz svakodnevnu konzumaciju 4 Salice
zelenoga caja, smanjuje se ukupni kolesterol, LDL kolesterol i triacilgliceridi, a povecava
koli¢ina zaStitnoga HDL Kkolesterola. Istrazivanja na flavonoidima pokazala su njihov
potencijalni protutumorski u¢inak na rak debeloga crijeva (4).

Zbog svega navedenoga, intenzivno se istrazuje antimutageno, antitumorsko i
antioksidativno djelovanje fitokemikalija na stanicnom nivou te njihovo djelovanje na
razlicite sustave organa kao S§to su gastrointestinalni, kardiovaskularni, endokrini, Ziv¢ani i
imunoloski. Medutim, mnogi mehanizmi djelovanja bioaktivnih tvari iz hrane te, posljedicno,
njihov utjecaj na zdravlje ljudi, jos uvijek nisu dovoljno istrazeni. Obzirom da biljno carstvo
obiluje mnostvom bioloskih aktivnih tvari, alternativni in vitro testovi, primjenom kulture

stanica, visestruko su korisni u ispitivanjima potencijalno aktivnih spojeva iz biljaka.

Ispitivanje protutumorskih uc¢inaka grozdanih polifenola in vitro
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1.2. Kultura stanica i uzgoj

1.2.1. Kultura stanica

Kultura stanica podrazumijeva uzgoj stanica izvan njihova prirodnog okruzenja, pod
kontroliranim uvjetima in vitro. Prvi je korak uspostavljanje primarne kulture stanica,
odnosno izolacija stanica iz zeljenoga organa/organizma i njihovo nacjepljivanje u hranjivom
mediju te odrzavanje u optimalnim in vitro uvjetima. Primarne kulture dobivaju se
kombinacijom ili samostalnom primjenom enzimatskih, mehanickih ili kemijskih postupaka
razdvajanja. Pasaziranjem ili subkultiviranjem primarne kulture dobiva se sekundarna kultura
koja moze biti kona¢na (ograni¢eni broj dioba) ili kontinuirana (7). Mediji (hranjiva podloga)
za uzgajanje stanica sastoje se od soli i glukoze, razli¢itih aminokiselina te vitamina koje
stanice ne mogu same sintetizirati. Medij takoder mora sadrzavati 1 serum koji predstavlja
izvor polipeptidnih ¢imbenika rasta, nuznih za odrzavanje i diobu stanice (8). Stani¢ne se
kulture uobicajeno uzgajaju pri 37 °C, uz 5 % ugljikova (V) oksida i 95 % atmosferskog
zraka u atmosferi visoke vlaznosti (>80%).

Laboratorij za rad sa stani¢nim kulturama zahtijeva visoki stupanj Cistoce, koja se
osigurava asepticnim tehnikama rada (UV lampa, 70% etilni alkohol) kako bi se sprijecila
kontaminacija stani¢nih kultura. ZaStita se postize 1 noSenjem odgovarajuce laboratorijske
odjece (zastitne naocale, jednokratne zastitne rukavice, zastitna maska, obuca koja se nosi
samo u laboratoriju ili nazuvci, uniforma ili laboratorijska kuta). Rad sa stani¢nim kulturama

vec¢inom se obavlja u vertikalnom/horizontalnom kabinetu (,,hoodu®) sa sterilnom opremom

(9).

1.2.2. Rast stanica in vitro

Uzgojem tumorskoga tkiva na hranjivoj podlozi mijenjaju se okoli$ni uvjeti. Takva
stani¢na linija egzistira nekoliko mjeseci, godina ili desetljeca. Vrijeme 1 promjena okoliSnih
uvjeta preduvjeti su za prirodnu selekciju kojoj su stani¢ne linije podlozne. Kao i tumori in
vivo, stani¢ne linije in vitro prilagodavaju svoj fenotip pomocu genetickih i epigenetickih
mehanizama u odnosu na uvjete kojima su izloZzene (10). Deoksiribonukleinska kiselina
(DNK), od posljedica prilagodbe stani¢nih linija malignih tumora u kulturi, ima vecu razliku u
ekspresiji gena izmedu stani¢nih linija i tumora kojeg predstavljaju, nego izmedu tumora i

normalnog tkiva (11).

Ispitivanje protutumorskih uc¢inaka grozdanih polifenola in vitro
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Ljudske somatske stanice imaju ogranic¢eni broj dioba kada rastu u in vitro uvjetima.
To se pripisuje skracivanju telomera prilikom svake diobe stanice. Telomere su kratki,
ponavljajuci sljedovi nukleotida. Sastoje se od TTAGGG sljedova baza koji se mogu ponoviti
i do tisu¢u puta. Nalaze se na krajevima deoksiribonukleinske kiseline (DNK), molekule koju
Stite od oStecenja te odrzavaju njezinu stabilnost pri diobi stanica. Nakon svake diobe stanica,
telomere se skracuju tako da, nakon odredenog broja dioba, DNK svake normalne stanice
prestaje biti zaSti¢en. Stoga svaka normalna stanica, nakon odredenog broja dioba, stari i
umire. Kada jedna od telomera dosegne kriticnu minimalnu duljinu, mehanizmi kontrole
stani¢noga ciklusa prepoznaju je kao oSte¢enje DNK i zaustave daljnje diobe u G1 fazi
stani¢noga ciklusa. Ovaj prirodni proces umiranja i starenja imaju sve stanice, osim tumorskih
i embrionalnih mati¢nih stanica (12). Naime, u 90 % uzoraka tumora detektirana je ekspresija
ili prekomjerna ekspresija telomeraze. Telomeraza je enzim kljucan za odrzavanje, 0dnosno
replikaciju krajnjih sljedova linearnih eukariotskih kromosoma.

Osnovna razlika izmedu stanica raka i normalnih stanica u kulturi jest u tome $to u
normalnim stanicama dolazi do inhibicije proliferacije stanica ovisno o gusto¢i. Normalne
stanice proliferiraju dok ne dostignu odgovarajuc¢u konfluentnost, koja dijelom ovisi i 0
raspolozivosti faktora rasta dodanih u medij (obi¢no u obliku seruma). Kada stanice iskoriste
sav slobodan prostor za rast i potroSe hranjivi medij, prestaje proliferacija i stanice ulaze u
fazu mirovanja (Gp). Suprotno tomu, tumorske stanice nastavljaju rasti u kulturi postizuéi
visoku gustocu. Izrazita razlika izmedu normalnih i stanica raka, u interakciji medu
stanicama, vidljiva je u fenomenu dodirne inhibicije. Normalni fibroblasti migriraju po
povrsini posudice za kulturu dok ne dodu u dodir sa susjednom stanicom. Daljnja migracija tu
staje i stanice adheriraju jedna za drugu stvaraju¢i uredan monosloj na dnu posudice za
kulturu. Za razliku od normalnih, tumorske stanice migriraju i, nakon $to su dosle u dodir sa

susjednim stanicama, migriraju jedne preko drugih i rastu neuredno u vise slojeva (8).

1.3. Tumori

1.3.1. Etiologija zlo¢udnoga tumora

Tumor, neoplazma ili novotvorina oznacava skup promijenjenih stanica koje pokazuju

nepravilan i progresivan rast. Njihov rast je nesvrhovit, autonoman i nadmasuje rast

Ispitivanje protutumorskih uc¢inaka grozdanih polifenola in vitro
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normalnoga tkiva (13). U pravilu, zlocudne stanice nekontrolirano rastu jer ne odgovaraju na
regulacijske mehanizme za proliferaciju koji nastaju kao posljedica promjene u genima,
raznim mutacijama, a koji kontroliraju stani¢nu proliferaciju, diferencijaciju i prezivljavanje.
One su slabije diferencirane od normalnih stranica, nezrele i primitivne i imaju svojstva sli¢éna
fetalnim stanicama koje jo$ nisu proSle proces diferenciranja i sazrijevanja (8).

Jedno od temeljnih svojstava raka je klonalnost. Klonalno podrijetlo tumora,
medutim, ne govori da je ishodiSna stanica u pocetku stekla sve znacajke stanice raka.
Naprotiv, za nastanak raka potrebno je viSe koraka u procesu tijekom kojih stanice,
progresivnim promjenama, postaju zlo¢udne. Jedna od naznaka kako se radi o procesu, koji se
sastoji od vise koraka, jest ¢injenica da se vecina sluCajeva raka pojavljuje u kasnijoj Zivotnoj
dobi (8).

Karcinogeneza se razvija kroz Cetiri stadija; inicijacija, promocija, progresija i
metastaziranje (Slika br. 3). Inicijacija je ireverzibilan proces u kojem se od jedne
preobrazene stanice razvija klon. Nakon toga slijedi promocija, reverzibilan proces, koja
najvise ovisi 0 utjecaju karcinogena na sami organizam (14). U karcinogene Cimbenike
ubrajaju se razlicite vrste zracenja, kemijski karcinogeni spojevi i onkogeni virusi. Oni djeluju
tako da ostecuju DNK i induciraju mutacije. Druga vrsta karcinogena ne uzrokuje mutacije,
ve¢ pridonosi nastanku raka stimuliraju¢i proliferaciju stanica. Takve spojeve nazivamo
promotori tumora. Hormoni su takoder vazni promotori nastanka raka (8). Progresija je
ireverzibilan proces u kojem se stvara primarni, lokalni tumor koji zatim moze, ali i ne mora,

probiti bazalnu membranu i prosiriti se po cijelom organizmu te tvoriti metastaze (14).

Potencijalna Primarni tumor
. tumorska : R e Proliferacija £~ ;)
" d 4®
ntakina stanica JREFAS SRS D
stanica 0 ».Q U
Inicijacija © ). p Promocija b I ] ( o i' DOO 0 ]
€ )] e S T > < —_—— —————————— — ,f e -
«d Stroma A Lokalna invazija

infekcija
mutacije
genetska predispozicija

4
Krvna Zila

¥ & . ‘
¢ b L (M :)
A . )2\ Proliferacija G}'.é }g a :\
Kolonizacija U,L -h: — = [

\.-(?);.l’ iv i‘;,’ 3 (2?.(31

Mikrometastaze
Makroskopske metastaze

Slika br. 3 Karcinogeneza. Prilagodeno iz (15)
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1.3.2. Rak debeloga crijeva

Prema podacima ,,Registra za rak“ Hrvatskoga zavoda za javno zdravstvo, rak
debeloga crijeva drugi je najc¢es¢i oblik raka kod muskaraca (poslije raka pluca) i kod zena
(poslije raka dojke). Od ukupnoga broja dijagnosticiranih slu¢ajeva raka u Hrvatskoj, na ovu
zlo¢udnu bolest otpada 15-16% slucajeva kod muskaraca i 13-14% sluc¢ajeva kod Zena (16).

Etioloski, kolorektalni karcinom (CRC) mozZe biti nasljedni ili sporadi¢ni ili u
pozadini ima upalne bolesti crijeva. U nasljedni kolorektalni karcinom, naslijedene genetske
mutacije pojavljuju se u kriticnim genima, kao Sto su tumori supresorski geni, geni povezani s
popravkom DNK ili neki drugi geni. Veéina sporadi¢no uzrokovanih kolorektalnih karcinoma
nastaje somatskim genetskim mutacijama kao posljedica izlozenosti okoli§nim ¢imbenicima,
karcinogenim spojevima u prehrani. Kroni¢na upalna bolest crijeva takoder je etioloski faktor
u razvoju CRC-a jer visoki oksidativni stresni tlak, prisutan u upaljenoj sluznici, mijenja
vazne stani¢ne funkcije (17).

Najraniji stupanj u nastanku raka jest povecana proliferacija epitelnih stanica
debeloga crijeva. Od jedne stanice iz ove populacije koja proliferira nastaje mala dobrocudna
novotovorina, adenom ili polip. Dodatnim klonskim selekcijama nastaju vec¢i adenomi koji
vremenom 1 mutacijama postaju zlocudni karcinomi karakterizirani Sirenjem tumorskih
stanica kroz bazalnu laminu u susjedno vezivno tkivo (8).

Unato¢ multifaktorskoj etiologiji, nastanak karcinoma debeloga crijeva povezuje se,
kao i nastanak polipa, s prehranom koja sadrzi velike koli¢ine kalorija i lipida. Masti uzrokuju
pojacano izlucivanje Zu¢nih kiselina koje se u prisutnosti crijevnih bakterija razgraduju.
Razgradni produkti mogu biti kancerogeni (16). Isto tako, aromatski policikli¢ki ugljikovodici
prisutni u ribi i mesu na Zzaru, alkohol 1 odredene bolesti, poput pretilosti i dijabetesa
povecavaju rizik incidencije CRC-a (17). S druge strane, prehrana bogata vlaknima - povrce,
voce 1 sli¢no, ne izaziva izlu€ivanje zu¢nih kiselina, veca je masa stolice, a pokreti crijeva su
brzi zbog ¢ega se mogucée kancerogene tvari razrjeduju, njihov dodir sa sluznicom crijeva je
kra¢i i brza je eliminacija sadrzaja iz crijeva. Zastitno djelovanje imaju vitamini A, C, E, te

kalcij i selen u hrani (16).
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2. CILJ

Cilj je ovoga istrazivanja:
ispitati antitumorsku, odnosno antiproliferativnu aktivnost polifenolnih spojeva izoliranih iz

grozdanog tropa prije 1 nakon djelovanja mikroorganizama koji potic¢u razgradnju grozdanog

tropa.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Ispitivani ekstrakti

Spojevi koji su se koristili u istrazivanju jesu polifenoli izolirani iz grozdanog tropa
vinske sorte Cabarnet Sauvignon. KoriStena su tri polifenolna ekstrakta: ekstrakt Cistih
polifenolnih komponenti bez dodatne obrade (PP) i ekstrakti polifenolnih spojeva dobiveni
nakon djelovanja mikroorganizma: Phanerochate chrysosporium (PC) i Trametes gibosa
(TG). Ova dva mikroorganizma, TG i PC, poti¢u razgradnju grozdanoga tropa te se u ovom
istrazivanju promatra utjecu li navedeni mikroorganizmi na antiproliferativnu aktivnost
polifenolnih komponenti.

Ekstrakti su pripremljeni u stock koncentraciji od 25 mg/ml u smjesi etanola i vode u
omjeru 1:1. Radna razrjedenja su pripremljena u vodi pri ¢emu su finalne koncentracije bile
kako slijedi: 2,5; 1,75; 1,0; 0,25 mg/ml. Udio etanola je opadao od 5% prema 0,005%.

Uzorci su, prije pripreme razrjedenja, profiltrirani kroz filter veli¢ine pora 0,22 um.

3.1.2. Kemikalije

= DMEM s poviSenim udjelom glukoze (4,5 g/l) (engl. Dulbecco's modified Eagle's
medium; Capricorn Scientific GmbH, Njemacka)

= fetalni govedi serum — FBS (GIBCO Invitrogen; Paisley, Velika Britanija)

= L-glutamin ( GIBCO Invitrogen; Paisley, Velika Britanija)

= Antibiotik- antimikotik (100 U/0,1 mg) (GIBCO Invitrogen; Paisley, Velika Britanija)

= 0,25 % tripsin /EDTA (PAN-Biotech GmbH; Aidenbach, Njemacka)

= Tripan plavilo 0.4%, 0.8 % NaCl, sterilno filtriran, Lonza (Basel, Svicarska)

= pufer PBS (eng. Phosphate Buffered Saline, smjesaNaCl-a, KCl-a, Na,HPO,4 x 2 H,0,
KH2PO4; pH 7.4)

= dimetil sulfoksid (DMSO) (Acros organics; New Jersey, SAD)

= 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazoliumbromid (MTT) BioChemica, AppliChem
(Darmstadt, Njemacka)
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= Tripsin/EDTA, tripsin 0.25%, 1IMm EDTA-Na4 u HBSS, sadrzi fenol red, Panbiotech
GmbH (Aidenbach, Njemacka)

3.1.3. Stanicne linije

Stani¢na linija je definirana populacija stanica dobivena iz pocetne kulture prilagodena

rastu u kulturi. U pokusu su upotrjebljene dvije stani¢ne linije:

- SW620 (ATCC® CCL-227™) stani¢na je linija epitelne morfologije i predstavlja
metastazu debeloga crijeva izoliranu iz limfnog ¢vora. Ova linija sluzi za promatranje
genetskih promjena u progresiji raka debeloga crijeva i model je za apsorpciju
razli¢itih hranjivih tvari (18).

- CaCo-2 (ATCC® HTB-37™), stanina linija izolirana iz kolorektalnog
adenokarcinoma i takoder je epitelne morfologije. Iako je stani¢na linija
tumorigenicna, pri odredenim uvjetima uzgoja, pri postizanju konfluencije, stanice se
spontano diferenciraju u enterocite. Ova je stani¢na linija stoga znacajan in vitro

model za proucavanje diferencijacije enterocita i model za apsorpciju hranjivih tvari
(19).

3.2. Metode

3.2.1. Kultivacija stanica in vitro

Stanice su uzgojene u plastiénim bocama aktivne povrsine rasta 25 cm? (BD Falcon,
Njemacka) u DMEM hranjivom mediju uz dodatak 10% FBS-a, L-glutamina (2mM), i
kombinacije antibiotika-antimikotika (100 U/0,1 mg). Kulture su uzgojene u CO, inkubatoru
(IGO 150 CELL life TM, JOUAN, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) u
atmosferi od 5 % CO; i temperaturi od 37 °C, oponasajuc¢i uvjete koji su prisutni in vivo.
DMEM sadrzi potrebne aminokiseline, vitamine, soli za odrZzavanje osmotske ravnoteze,
glukozu kao izvor ugljikohidrata, natrij bikarbonat kao pufer, koji je u ravnotezi s 5% -im
CO; u inkubatoru i tako odrzava stalan pH oko 7.4. Sadrzi i fenolno crvenilo kao pH

indikator - crven je kod pH 7.4, mijenja boju u zuto kad pH padne ispod 6.8, a u alkalnom
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mediju postaje ljubiCast. Kulture se odrzavaju presadivanjem primjenom enzima tripsina.
Tripsin je serinska proteaza gusterace koja najcesSée cijepa peptidni lanac na karboksilnom
kraju lizina ili arginina. Tripsin omogucava odvajanje stanica jedne od druge i od podloge,
razgradujuci adhezijske proteine u stanica-stanica i stanica-podloga interakciji pri ¢emu se
stanice odvajaju od podloge. Tako tretirane stanice ostave se 5 do 6 minuta u inkubatoru da
tripsin djeluje. Zatim se laganim protresanjem boce potpomogne odvajanje stanica i dodaje se
kompletirani svjezi medij da se inhibira daljnje djelovanje tripsina i oste¢enje stanica. Nakon
djelovanja tripsina, odvojene stanice su pravilnog, kruznog oblika te plutaju u njemu.
Pricvrs¢ene (adherirane) stanice imaju specifican izgled, karakteristican za stani¢nu liniju i
histologiju. Uzgoj se svakodnevno prati pomocu invertnog svjetlosnog mikroskopa (Zeiss
Axiovert 25, Njemacka).

3.2.2. Odredivanje broja zivih stanica u kulturi

Nakon §to su se stanice odvojile, uzima se dio stani¢ne suspenzije i mijeSa s
tripanskim plavilom u omjeru 1:3. Uzima se 50 uL stani¢ne suspenzije i dodaje se 100 pL
tripan plavila te se dobro resuspendira. Tripansko plavilo sluzi u razlikovanju mrtvih od Zivih
stanica. Mrtve se stanice boje plavo jer imaju o$te¢enu stani¢énu membranu koja lako propusta
boju dok zive stanice ostaju neobojene. Za odredivanje broja stanica koristi se Biirker-
Tiirkova komorica ili hemocitometar (Slika br. 4). Brojimo stanice unutar 4 vanjska kvadrata

te one u gornjem i jednom od postranih bridova kvadrata.

0 (2]
Brojati st.
=== Ne brojati
stanice
2) 0

Slika br. 4 Biirker-Tiirkova komorica (20)
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Broj vijabilnih stanica odreduje se formulom:

N/4 * 3 = X * 10* stanica/cm®
Gdje je:

N — broj stanica

4 — broj polja u komorici

3 — faktor razrjedenja

3.2.3. Odredivanje citotoksi¢nosti MTT-testom

MTT, test citotoksi¢nosti in vitro, jedna je od metoda za kvantitativhu procjenu
metabolic¢ke aktivnosti stanica mjerenjem aktivnosti sukcinat dehidrogenaze, mitohondrijskog
enzima. Glavne karakteristike ove metode jesu njena jednostavnost, to¢nost i brza detekcija
citotoksi¢nosti i proliferacije stanica. Kolorimetrijska metoda je uz bojanje 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol bromid bojom. Naime, dehidrogenaza reducira zute
tetrazonijeve soli u ljubicaste kristale formazana, netopljive u vodi. Formazanske kristale
potrebno je otopiti u organskom otapalu kako bi se mogao odrediti intenzitet razvijene boje.
Rezultiraju¢a ljubicasta otopina spektrofotometrijski se mjeri na ¢itatu mikrotitarskih plocica
(iMark, BIO RAD, Hercules, CA, USA) pri valnoj duljini od 540 do 570 nm. Intenzitet

obojenja izravno je proporcionalan broju zivih stanica.
Postupak:

Na 96 jazica mikrotitarske ploce nasadene su stani¢ne suspenzije SW620 i CaCo-2
stanice (180 ul). Tako nasadene stani¢ne linije u koncentraciji od 2 X 104 st/mL, nakon 24

sata inkubacije u CO, inkubatoru, tretirane su polifenolnim ekstraktima (20 ul) u finalnim
masenim koncentracijama od 2,5, 1,75, 1,0 i 0,25 mg/mL tijekom sljede¢a 72 sata u CO,
inkubatoru..

Nakon inkubacije, sa stanica se uklanja medij i dodaje MTT/PBS-om u omjeru 1:10
(5 mg/ml). Nakon toga stanice se ponovno inkubiraju tijekom 4 sata. Za otapanje

formazanskih kristala koristen je dimetil sulfoksid (DMSQO). Proces otapanja ubrzan je
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stavljanjem ploc¢e na tresilicu (OS-10 Orbital Shaker, Biosan, Latvia) kroz 20 minuta na
sobnoj temperaturi.

Intenzitet razvijene boje izmjeren je pri valnoj duljini od 595 nm. Nakon dobivenih
rezultata apsorbancije za uzorke, kontrolu i blank (background; blank = MTT + DMSO)

odreden je udio prezivjelih stanica u Microsoft Excelu.

Formula za ra¢unanje prezivljenih stanica:

Atretman - Aback round
g x 100

% prezivljenja = 2 y
kontrola — “background

STATISTIKA:

Dobiveni rezultati statisticki su obradeni u programu Statistica 13.1. Podatci su
analizirati primjenom Deskriptivne statistike za odredivanje normalnosti razdiobe podataka i
neparametrijskim Mann-Whitney U-testom usporedbe dvije nezavisne grupe podataka uz

granicu statisticke znacajnosti p<0,05.
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Citotoksi¢no djelovanje eckstrakta sirovih polifenola (PP) i dva ekstrakta
polifenola, nakon djelovanja mikroorganizama Phanerochaete chrysosporium (PC) i
Trametes gibbosa (TG), ispitano je na dvije tumorske stani¢ne linije: CaCo-2 i SW
620 (Slika br. 4)

CaCo-2 stani¢na linija pokazala je najveéu osjetljivost na PP ekstrakt i
najmanju na TG ekstrakt ¢ak 1 na najviSoj koncentraciji (2,5 mg/ml). Pri najviSim
ispitivanim koncentracijama (2,5 mg/ml i 1,75 mg/ml) ekstrakti PP i PC pokazuju
slicno inhibitorno, odnosno antiproliferativno djelovanje. Pri koncentraciji od 2,5
mg/ml PP-a prezivljenje CaCo-2 stanica se smanjuje na 36,8%, dok je, uslijed
djelovanja PC ekstrakta, prezivljenje jo$ nize i iznosi 26,8%. Znacajniji ucinak
ekstrakta polifenola tretiranog s TG-om uocava se samo pri koncentraciji od 2,5
mg/ml kod kojeg je preZivljenje tumorskih stanica 41,2%. NajniZe primijenjene
koncentracije (1 mg/ml i 0,25 mg/ml) ekstrakta PC 1 TG nemaju zna¢ajan uéinak za
razliku od PP ekstrakta koji pri koncentraciji od 1,0 mg/ml dovodi do inhibicije
stani¢noga rasta za 56,6% (p<0,05) (Slika br. 5 a).

Na SW-620 stani¢nu liniju najjac¢i uinak ima ekstrakt PC, slijedi TG i
posljednji je PP po ucinkovitosti na prezivljenje SW620 stanica. Specifi¢no je da pri
koncentraciji od 1,75 mg/ml sva tri ekstrakta pokazuju najvece inhibitorno djelovanje
na rast stanica od 62,9-77,9% u nizu kako slijedi: PP > TG > PC $to upucuje da je ovo
koncentracija pri koji se ostvaruje najjace citotoksi¢no djelovanje. Pri koncentraciji od
1,0 mg/ml i 0,25 mg/ml niti jedan ekstrakt ne pokazuje osobito antiproliferatvno
djelovanje (Slika br. 5 b).
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Slika br. 5 Citotoksi¢ni utjecaj polifenolnih ekstrakta tropa grozda na stani¢ne linije: a) CaCo-
2; b) SW620. Stanice su izlozene djelovanju polifenolnih ekstrakata u koncentracijama od
0,25 mg/ml do 2,5 mg/ml. Citotoksi¢ni ucinak odreden je MTT testom tijekom 72 sata.
Rezultati ispitivanja prikazani su kao srednja vrijednost + standardna devijacija (A£SD) tri
nezavisna mjerenja provedena u triplikatu. (*) oznacava statisti¢ki znacajnu razliku (p< 0,05)

u odnosu na kontrolne stanice.
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Svakodnevni ubrzani ritam zivota modernoga Svijeta, stres u kombinaciji s neredovitim
prehrambenim ritmom povezuje se s problemom znacajne pojavnosti malignih oboljenja.
Prirodni proizvodi poput voéa, povrca, zitarica i njihove preradevine sadrze brojne bioloski
aktivne komponente koje imaju povoljne ucinke na zdravlje covjeka. Odlikuje ih sposobnost
smanjenja ili potpunog uklanjanja Stetnih tvari iz organizma. Navedeni spojevi, uneseni i
prisutni u organizmu u odgovaraju¢im koli¢inama, mogu povoljno utjecati na razliCite
organske sustave kao S§to su gastrointestinalni, kardiovaskularni, endokrini, Zzivc¢ani,
imunoloski i drugi (6). Dosadasnja istrazivanja, koja su usmjerena na antitumorsku i
antioksidacijsku aktivnost ispitivanu in vitro, upucuju na moguénosti razvoja novih lijekova
na osnovi farmakoloski aktivnih spojeva biljnoga podrijetla.

Fizioloski gledano, fitokemikalije (fitonutrijenti) su produkti sekundarnog
metabolizma biljaka koje ih sintetiziraju s ciljem samozastite od abiotskih i biotskih stresnih
faktora. Najveée zanimanje znanstvenika usmjereno je na skupinu polifenolnih spojeva koji
su sveprisutni u biljnom carstvu, pa tako i1 u svakodnevnoj prehrani i Zivotu covjeka. Grozde
je sveprisutna biljka koja se koristi na razli¢ite nacine u prehrambenoj industriji. Najvise se
koristi u proizvodnji vina, sokova te se navodi kao bogat izvor razlic¢itih polifenola s
viSestrukim pozitivnim u€incima na zdravlje.

Najéesc¢e promatrani polifenoli pojedine su podvrste flavonoida poput flavanola u
koje ubrajamo epigalokatehine i procijanidine, kojima se najve¢im dijelom pripisuju
antitumorski ucinci. Prema nekim znanstvenim istrazivanjima na tumorskim stanicama,
epigalokatehini i procijanidini dijele znacajna pro-apoptoticka i antiproliferacijska svojstva.
Nekoliko studija je analiziralo pojedina¢ni i kombinirani u¢inak imenovanih grupa spojeva.
Tako su znanstvenici s Odjela eksperimentalne medicine iz Italije promatrali ucinke
epigalokatehina i procijanidina te njihove kombinacije na CaCo-2 i HCT-8 stani¢nim
linijama. Rezultati, njihove analiti¢ke studije, pokazali su da je sastav polifenola vrlo sloZen i
upravo je ta kompleksnost vjerojatno odgovorna za antitumorsku aktivnost, a ne samo sadrzaj
epigalokatehina i procijanidina (22). U prilog njihovom zaklju¢ku govori dokazani pozitivan
sinergisticki u¢inak epigalokatehina u kombinaciji s drugim flavan—3-olima, npr. s katehinom
(17), procijanidinom (22). Shimizu i sur. uocili su isti sinergisticki uc¢inak epigalokatehina u
kombinaciji s terapeutskim lijekovima, nesteroidnim protuupalnim lijekovima (23). Stoga,
umjesto pojedinoga spoja, kombinacije polifenola povecavaju ucinkovitost i1 jacinu
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kemopreventivnog ucinka koji se povezuje s njihovim protuupalnim djelovanjem (23,24).
Pozitivni inhibitorni u¢inci polifenola na rast stanica zabiljezeni su i na drugim tumorskim
stani¢nim linijjama kao §to su Hepa-1lclc7 (hepatocelularni karcinom), HCT-8 (ilocekalni
kolorektalni adenokarcinom), HT29 i LoVo (kolorektalni karcinomi) (25).

Istrazivanje Kaura i sur. na LoVo 1 HT29 stani¢nim linijama pokazala su da grozdani spojevi
sadrze 89% procijanidina koji dovode do inhibicije stani¢noga rasta pri koncentraciji od 25-50
ug/mL (26). Najveci broj in vitro studija upucuje na protutumorski ucinak polifenola na rak
dojke i debeloga crijeva, $to se slaze i s naSim istrazivanjem. Rezultati su pokazali kako
ispitivani ekstrakti u najviSim koncentracijama imaju najbolji citotoksi¢ni ucinak, odnosno
najbolji antiproliferativan uc¢inak na tumorske stanice debeloga crijeva (CaCo-2) i njegovih
metastaza (SW620). Pri nizim koncentracijama ispitivanih ekstrakta, primije¢ena je veca
stopa stani¢noga prezivljenja, ¢ime smo jo§ jednom potvrdili prijasnja istrazivanja kako
citotoksi¢ni u¢inak znatno ovisi o koncentraciji ispitivanih ekstrakta kojima djelujemo na
stani¢ne linije. S druge strane, u€inkovitost ne ovisi samo o primijenjenoj koncentraciji ve¢ i o
osjetljivosti stani¢ne linije. Tako je metastatska SW620 stani¢na linija pokazala vecu
osjetljivost od izvornoga kolorektalnog karcinoma (CaCo-2).

Mikroorganizmi Phanerochaete chrysosporium (PC) i Trametes gibbosa (TG)
neznatno povecavaju antiproliferativno djelovanje polifenolnih ekstrakata u odnosu na PP
ekstrakt dobiven bez prethodne obrade mikroorganizmima. Povecana uc¢inkovitost je uocena
samo pri najvisoj koncentraciji (2,5 mg/ml) koja dovodi do 10-15% manjeg prezivljenja i to
samo na SW620 stani¢noj liniji. Sli¢an u¢inak nije zamijeé¢en kod CaCo-2 stanica. Cjelokupni
ucinak mikroorganizama je neznatan i potrebno je detaljnije istraziti djelovanje samih

mikroorganizama na polifenole.
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. ZAKLJUCAK

U ovome je radu prikazana pozitivna korelacija izmedu polifenolnih spojeva i
citotoksi¢nosti spram tumorskih stanica in vitro ¢ime je jo§ jednom potvrdena
protutumorska aktivnost polifenola iz grozda.

Najjaci inhibitorni uc¢inak na CaCo-2 stanice ima PP ekstrakt u koncentraciji 1,0
mg/ml koji inhibira stani¢ni rast za 56,6% (p<0,05).

Ucinak polifenolnih ekstrakata na SW620 stanice je najizrazajniji pri koncentraciji
1,75 mg/ml koja dovodi do inhibicije stani¢noga rasta za 62,9-77,9% u nizu kako
slijedi:

PP > TG > PC (p<0,05).

Postotak inhibicije ovisi o koncentraciji spoja te vrsti stani¢ne linije.

Polifenoli dobiveni nakon djelovanja mikoorganizama: Phanerochaete chrysosporium
(PC) i Trametes gibbosa (TG) pokazuju vecu antiprolifertivnu mo¢ na SW620 stanice,
u odnosu na CaCo-2

Aktivnost mikroorganizama TG i PC na razgradnju grozdanog tropa i skupinu
polifenolnih spojeva nisu pokazala ocekivano povecanje polifenolne aktivnosti.
Potrebno je dodatno ispitati mehanizam djelovanja polifenolnih ekstrakata na SW620 i
CaCo-2 stanice, kao i mehanizme razgradnje mikroorganizama u cilju dodatnog

razluéivanja dobivenih rezultata in vitro studije
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Uvod: Polifenoli su bioloSki aktivni nenutritivni sastojci, sekundarni metaboliti
biljnog metabolizma — fitokemikalije. Nastaju kao derivati fenilalanina s aromatskim
prstenom i reaktivnom hidroksilnom grupom. Interes za polifenolima je vrlo velik zbog
njihove raznolike bioloske aktivnosti; djeluju antioksidativo, protutumorski, protuupalno,
anti-alergijski, djeluju kao antibiotici, antilipidemici, opustaju krvne Zile i sprjeavaju

stvaranje krvnih ugrusaka.

Cilj: Cilj ovog istrazivanja je ispitati antiproliferativnu aktivnost polifenolnih spojeva
izoliranih iz grozdanog tropa prije i nakon djelovanja mikroorganizama, koji poticu

razgradnju grozdanog tropa, na kolorektalnim tumorskim stanicama in vitro.

Materijali i metode: U istrazivanju je upotrijebljen ekstrakt Cistih polifenola (PP) i
ekstrakti polifenola dobiveni nakon djelovanja mikroorganizma: Phanerochate chrysosporium
(PC) i Trametes gibosa (TG). Koristene su dvije tumorske stani¢ne kulture; CaCo-2 i SW
620. Stanice su uzgojene u CO2 inkubatoru (5% CO2/37°C) u DMEM HG mediju.
Proliferativni u¢inak ekstrakta polifenola ispitan je primjenom kolorimetrijskog MTT testa..
Rezultati su obradeni u Excelu i Statistika 13.1 programu primjenom Mann-Whitney U-

testom (p<0,05).

Rezultati: CaCo-2 stanice su pokazale najveéu osjetljivost na djelovanje PP ekstrakta
pri nizoj koncnentraciji (1,0 mg/ml) uz inhibiciju stani¢nog rasta od 56,6% (p<0,05), dok je
pri koncentraciji od 2,5 mg/ml preZivljenje 26,8% (PC), 36,8% (PP), 41,2% (TG). Uc¢inak
polifenolnih ekstrakata na SW620 stanice je najizrazajniji pri koncentraciji 1,75 mg/ml i
inhibiciju od 62,9-77,9% u nizu kako slijedi: PP > TG > PC (p<0,05)

Zakljucak: SW620 stanicna linija je osjetljivija od CaCo-2 stani¢ne linije na
djelovanje  polifenolnih  ekstrakata.  Razgradnja  grozdanog tropa  posredstvom
mikroorganizama (TG, PC) nije znacajno doprinijela antiproliferativnoj polifenolnoj

aktivnosti ispitivanih uzoraka.

Klju¢ne rijeci: polifenoli; citotoksi¢ni ucinak; kultura stanica; karcinom debelog crijeva
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8. SUMMARY

Introduction: Polyphenols are biologically active non-nutritive ingredients,
secondary metabolites of plant metabolism - phytochemicals. They are formed as
phenylalanine derivatives with an aromatic ring and a reactive hydroxyl group. The interest in
polyphenols is very high due to their diverse biological activity; they have antioxidative,
antitumor, anti-inflammatory, anti-allergic properties, they act as antibiotics and

antilipidemics, they relax the blood vessels and prevent blood clots.

Objective: The aim of this study is to investigate antiproliferative activity of
polyphenolic compounds isolated from grape trope before and after the action of
microorganisms, which promote the degradation of grape trout, on colorectal tumor cells in

vitro.

Materials and Methods: An extract of pure polyphenolic components and extracts
of polyphenols obtained after the action of the Phanerochate chrysosporium (PC) and
Trametes gibosa (TG) microorganisms were used in the study. Two tumor cell lines were
used; CaCo-2 and SW 620. The cells were cultured in a CO2 incubator (5% CO2 /37 ° C) in
DMEM HG medium. The proliferative effect of the polyphenolic extracts was tested using a
colorimetric MTT assay. The results were processed in Excel and Statistics 13.1 using the
Mann-Whitney U-test (p <0.05).

Results: Caco-2 cells showed the highest susceptibility to the effect of PP extract at
lower concentrations (1.0 mg / ml) with 56.6% (p <0.05) cellular inhibition, while at a
concentration of 2.5 mg / ml survival was 26.8% (PC), 36.8% (PP), 41.2% (TG). The effect of
polyphenolic extracts on SW620 cells is most pronounced at 1.75 mg / ml and inhibition of
62.9-77.9% in the sequence as follows: PP> TG> PC (p <0.05).

Conclusion: The SW620 cell line is more sensitive than Caco-2 to polyphenolic
extracts. The degradation of grape trope by microorganisms (TG, PC) did not significantly
contribute to the antiproliferative activity of the investigated samples.

Key words: polyphenols; cytotoxic effect; cell culture; colorectal cancer
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