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1.1. Biljni flavonoidi

Flavonoidi su zbog mnogobrojnih funkcija u prirodi, uoéljivog izgleda, ali i Siroke
rasprostranjenosti u biljnom svijetu privlacili paznju istrazivac¢a. Do sada su najbolje istrazeni
flavanoidi - sekundarni metaboliti biljaka. Zastitna uloga flavonoida u bioloskim sustavima
pripisuje se njihovoj sposobnosti “hvatanja” elektrona slobodnog radikala, kelatnog vezanja
iona prijelaznih metala (Fe**, Cu®*, Zn** i Mg*"), aktiviranja antioksidacijskih enzima i
inhibiranja oksidaza (Kazazi¢, 2004). Flavonoidi pripadaju skupini prirodnih polifenolnih
spojeva, Siroko rasprostranjenih u biljnom carstvu, koji pokazuju razne bioloske aktivnosti,
Osnovnu  strukturu flavonoida ¢ini difenilpropanski prsten Ci5 (Cs-C3-Cg), 0dnosno 1-fenil-
3-(2-hidroksifenil) propan-1-ol. Struktura sadrzi dva benzenska prstena (A i B), povezana s
piranskim prstenom (C) koji sadrzi kisik (Slika 1). Biljni flavonoidi podijeljeni su u nekoliko
osnovnih skupina: flavanoni, flavan-3-oli (katehini), flavoni, flavon-3-oli, antocijanidini i

izoflavoni. Do danas je identificirano vise od 6400 flavonoida (Kazazi¢, 2004).
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Slika 1. Osnovna struktura flavonoida. Preuzeto iz Kazazié¢, 2004.

Strukturna raznolikost flavonoida rezultat je brojnih modifikacija osnovne skeletne
strukture, koje uvjetuju reakcije hidrogenacije, hidroksilacije, O-metilacije hidroksilnih grupa,
dimerizacije, vezanja neorganskog sulfata i glikolizacijom hidroksilnih grupa (O-glikozidi) ili
flavonoidne jezgre (C-glikozidi) (Web 1).

Oko 90% flavonoida biljaka nalazi se u obliku glikozida (Swain i sur., 1979). Razlike
izmedu pojedinih flavonoidnih podgrupa proizlaze iz varijacija u broju i rasporedu
hidroksilnih skupina, prirodi i stupnju njihove alkilacije i/ili glikozidacije. Glikozidi sadrze
najcesce Secer glukozu, no zastupljeni su i1 galaktoza, ramnoza i ksiloza. U biljkama flavanoidi
se nalaze u obliku 3-O-glikozida ili polimera (Kazazi¢, 2004). Dokazano je da flavonoidi
mogu inhibirati aktivnost enzima koji reguliraju proliferaciju stanica (Formica i Regelson,
1995), zaustaviti stani¢ni ciklus u odredenoj fazi stani¢nog ciklusa (Yoshida i sur., 1990;
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Ranelletti i sur., 1992; Plaumann i sur., 1996) i inducirati apoptozu (Plaumann i sur., 1996;

Ahmad i sur., 1997), te su stoga zanimljiv predmet istrazivanja.

1.1.1. Apigenin

Kamilica je jednogodisnja samonikla biljka iz porodice glavocika (lat.Asteraceae)
visine 15-60 cm, tankog i razgranatog korijena, dvostruko perasto razdijeljenih listova,
mirisnih pojedina¢nih cvjetnih glavica na dugim stapkama. Imaju ispupcéenu i Suplju cvjetnu
lozu, a sastavljene su od dvospolnih Zutih cjevastih cvjetia u sredini 1 bijelih jeziCastih
cvjeti¢a na rubu, koji su povijeni prema dolje. Biljka cvjeta od kraja travnjado rujna na
osunc¢anim podrucjima. Rasprostranjenost biljke je velika i nalazimo je u velikom dijelu
Europe i Aziji (Web 2).

Kamilica raste u cijeloj Hrvatskoj, na obradenim tlima, uz putove i ruSevine, kao
poljski korov. Postoji nekoliko razli¢itih vrsta kamilica, ali Rimska kamilica (Chamaemelum
nobile) i Njemacka kamilica (Chamomilla recutita) imaju posebna ljekovita svojstva.
Najcjenjenija je Njemacka kamilica koja ima Siroku primjenu u ljekovite svrhe (Janmeya i
Sanjay, 2009). Oko 120 sekundarnih metabolita pronadeno je u kamilici, ukljucujuéi 28
terpenoida i 36 flavonoida (Janmeya i sur., 2010). Najvazniji, bioloski aktivni spojevi
kamilice su eteri¢na ulja, flavonoidi, kumarini, polifenoli i polisaharidi. Eteri¢na ulja sadrze
kamazulen, seskviterpenske alkohole (a-bisabolol), seskviterpenske okside (bisabolol),
seskviterpenske laktone i kumarine (herniarin, umbeliferon). Terpenoid (a-bisabolol),
bisabolol i kamazulen posjeduju protuupalno, antialergijsko, antibakterijsko, antipiretsko i
antifungalno svojstvo. Najupecatljivija razlika izmedu kamilica je u etericnom ulju. Eteri¢no
ulje rimske kamilice prozirno je i bogato esterima, dok je ulje njemacke kamilice duboko
plave do plavo-zelene boje, koja potjece od spoja kamazulena (Janmeya i Sanjay, 2009).

Glavni sastojak cvjetova kamilice su prije svega flavonoidi kao Sto je apigenin,
luteolin, patuletin i kvercetin (Janmeya i sur., 2010). Analize brojnih ekstrakata kamilice
potvrdile su da je apigenin-7-O-glukozid (AP-7-Glc) glavni sastojak kamilice (Janmeya i
Sanjay, 2009), kao i njegovi brojni acilirani derivati poput AP-7-(6 "-malonil-Glc), Ap -7- (6
"-acetil-Glc), Ap-7-(6"-kafeoil-Glc), Ap-7-(4 "-acetil-Glc), Ap-7-(4"-acetil, 6 "-malonil-Glc)
(Svehlikova i sur., 2004). Ljekoviti sastojci izluuju se iz suhih cvjetova kamilice pomocu
vode ili etanola/metanola kao otapala (Janmeya i sur., 2010). Dokazano je da metanolni

ekstrakti imaju visoku koncentraciju apigenin-7-O-glukozida zajedno s nekoliko polifenolnih



sastojaka koji ukljucuju kafeinsku kiselinu, luteolin i luteolin-7-O-glukozid (Janmeya i
Sanjay, 2009).

Apigenin (4',5,7-trihidroksiflavon) je biljni flavonoid prisutan u biljkama, vocu i
povréu. Pripada skupini polifenola s potvrdenim antioksidativnim i protutumorskim
svojstvima (Silvan i sur., 2010; Ross i Preedy 2010). Dokazano je da apigenin potice
tumorske stanice na apoptozu — programiranu stani¢nu smrt (Budhraja i sur., 2011) i utjece
na stani¢ni ciklus zaustavljajuci ga u G,/M fazi (Zhu i sur., 2013). Apigenin je obilno prisutan
u vocu (tre$nje, jabuke, grozde, narancée), povréu (perSin, celer, paprika, luk), biljnim
se u biljnom ¢aju od kamilice koji se dobije iz suhog cvijeca Matricaria chamomilla (McKay
i Blumberg, 2006). Apigenin je pronaden u vinu (Bevilacqua i sur., 2004), a takoder i kao
sastojak u pivu (Gerhauser, 2005). U prirodnim izvorima, apigenin je prisutan kao apigenin-
7-O-glukozid 1 kao razliCiti acilirani derivati (Svehlikova 1 sur., 2004), koji imaju vecu
topljivost u vodi od osnovnog spoja i ostaju uglavnom nepromijenjeni prilikom kuhanja (Ross
i sur., 2002). Utvrdeno je da se apigenin vrlo brzo metabolizira putem UDP-
glukuronoziltransferaze (UGT1Al) u glukurozidne 1 sulfatne konjugate koji se lakSe
transportiraju u krvi i iz organizma izlucuju putem Zuci ili urina (Walle i Walle, 2002).
IstraZivanja o apsorpciji 1 izlu¢ivanju apigenina ukazuju na to da samo mali dio apigenina iz
prehrane ulazi u krvotok covjeka (Meyer 1 sur., 2006). Istrazivanja su takoder utvrdila da
apigenin ima veliku bioraspolozivost u organizmu, jer se nalazi u obliku glikozidnih
konjugata koji imaju vecu topljivost u vodi od osnovnog spoja i sporo se eliminira iz
organizma, te na taj nacin pojacava svoj ljekoviti u¢inak (Ross i sur., 2002). SnaZno inhibira
ornitindekarboksilazu, enzim koji igra vaznu ulogu u proliferaciji tumora (Wei i sur., 1990).
Takoder, utjeCe na unutarstanicnu koncentraciju glutationa i povecava endogenu obranu
stanica od oksidativnog stresa (Myhrstad i sur., 2002).

Zbog raznovrsnog farmakoloskog djelovanja koji potje¢e od brojnih aktivnih
komponenti, kamilica je poznata kao "univerzalni lijek" 1 moZe posluziti kao blagi anestetik,

dezinficijens, antiseptik, bakteriostatik, baktericid i sedativ (Birth i sur., 1986).

Istrazivanjem u okviru ovog diplomskog rada Zeli se ispitati antiproliferativni uc¢inak
12 ekstrakata iz cvjetova kamilice (lat. Matricaria camomilla), dobivenih razli¢itim
metodama ekstrakcije, na normalne i tumorske stanice in vitro, ovisno o primijenjenim

koncentracijama i vremenu izlaganja.



1.2. Kultura stanica

Kultura tkiva prvi put je opisana kada su Harrison i suradnici 1907. godine uspjeli
izolirati 1 kultivirati kroz nekoliko tjedana komadice tkiva iz medularnog kanala Zabljeg
embrija. Ta tehnika opisana je prvo kao uzgoj fragmenata tkiva, a rast je bio ograni¢en na
umnozavanje stanica iz tkivnog odsjecka. U pedesetim godinama proslog stoljeca stanice se
poCinju uzgajati kao kultura stanica i pojam «kultura tkiva» danas se Kkoristi i za kulturu

organa i kulturu stanica (Cooper i sur., 2004).

Careel je 1912. godine uveo sterilne uvjete da bi se kulture duze odrzale i sprijecila
kontaminacija. Tijekom sljede¢ih 50 godina utvrdeno je da stanice za svoj rast trebaju
hranjive sastojke. Istrazivanjem optimalnog sastava medija za uzgoj stanica utvrdeno je da
stanice u kulturi za svoj rast trebaju to¢no definirani medij s najmanje 13 esencijalnih
aminokiselina, 8 vitamina, glukozu, soli i serum sisavaca (Eagle, 1955). Koncentracije svih
sastojaka moraju biti to¢no definirane kako bi osmotski tlak medija odgovara osmotskom
tlaku fizioloske otopine. Ovaj omjer je vazan jer ako je koncentracija aminokiselina visa ili
niza od optimalne, stanice degeneriraju i na kraju umiru. Izostavljanje samo jedne esencijalne
aminokiseline dovodi do zaustavljanja rasta stanica. Stani¢na kultura je kao eksperimentalna
metoda prihvacena tek 1952. godine kada je Dulbecco uspio iz tkiva izolirati stanice pomoc¢u
tripsina. Standardizacija uvjeta kultivacije i uspostava stani¢nih linija, a posebno proizvodnja
velikog broja stanica prikladnih za biokemijska istrazivanja dali su znacajan doprinos razvoju

moderne tehnologije kulture tkiva (Freshny, 1987).



1.2.1. Rast stanica in vitro

Kultura stanica je kultura dobivena od dispergiranih stanica uzetih iz originalnog tkiva,
iz primarne kulture ili stani¢ne linije. Stanice u monosloju se odvajaju od podloge
djelovanjem enzima (tripsin) i nakon razrijedivanja ponovno “nasaduju” ili sub-kultiviraju u
novim bocama za uzgoj. Postupak je poznat kao ,,pasaziranje* i takvo stvaranje stanica kceri
pocCetak je stvaranja stani¢ne linije. Vrijednost kultiviranih stanica kao modela fizioloske
funkcije in vivo Cesto je kritizirana, jer javljaju se problemi karakterizacije uslijed promjene u
okoli$u stanice: stanice in vitro umnozavaju se i onda kada stanice u uvjetima in vivo se ne
mogu umnoziti. Interakcija stanice i stanicnog matriksa smanjena je jer stani¢ne linije gube
heterogenost i trodimenzionalnu arhitekturu. Stanice u kulturi Zive, rastu i dijele se, odnosno
metaboli¢ki su aktivne prolaze¢i kroz razlicite faze stani¢nog ciklusa. S obzirom na to u kojoj
fazi stani¢nog ciklusa se stani¢na populacija nalazi, rast kultura dijelimo na sinkroni i
asinkroni rast. Asinkrona stani¢na populacija je ona u kojoj se svaka stanica nalazi u drugoj
fazi stani¢nog ciklusa. Nakon presadivanja, mogu se razlikovati tri faze asinkronog rasta; faza
zastoja ili prilagodbe (lag-faza), eksponencijalna faza ili faza logaritamskog rasta (log-faza) i

stacionarna faza ili plateu faza (Freshny, 1987).

Faza zastoja pracena je pri¢vrS¢ivanjem stanica za podlogu i prilagodbom na nove
uvjete. Stanice se u toj fazi ne razmnozavaju, ali su metabolicki aktivne. Eksponencijalna faza
je faza ucestalih dioba. Vrijeme umnoZzavanja stanica u ovoj fazi gotovo je identi¢no vremenu
diobe stanica diobenog ciklusa. U ovoj fazi se izraCunava vrijeme umnoZavanja ili
duplikacijsko vrijeme (T2). Pri kraju eksponencijalne faze rasta vrijeme umnoZavanja Se
usporava. U stacionarnoj fazi rasta broj stanica se viSe ne mijenja. Stanice izlaze iz diobenog
ciklusa i ulaze u fazu mirovanja (Go- faza). Medutim, vijabilnost i prezivljene stanica je isto
kao 1 kod stanica koje se dijele. Ako se prebace u svjez medij, stacionarne stanice mogu opet

uéi u diobeni ciklus i to pocevsi s G; fazom (Freshny, 1987).



1.2.2. Razlike in vivo i in vitro
Razlike u ponasanju stanica izmedu kultiviranih stanica i istovjetnih stanica in vivo:

1. Specificne interakcije izmedu stanica karakteristicne za histologiju tkiva se pri
kultivaciji in vitro gube.

2. Invitro je uvijek vrlo velika frakcija stani¢ne populacije. Kada se stvara stani¢na linija
ona moze prikazivati karakteristike jednog ili dva stani¢na tipa, dok su mnoge
heterotipske znacajke izgubljene.

3. Pri uvjetima kultivacije vrlo ¢esto nedostaju neke sistematske komponente ukljucene u
homeostatsku regulaciju in vivo, uglavnom one iz endokrinog i zZivéanog sustava. Bez
te kontrole, stani¢ni metabolizam je stabilniji in vitro nego in vivo.

4. Energetski metabolizam in vitro uglavnom ide preko glikolize. Ciklus limunske
kiseline jos uvijek je funkcionalan, ali ima nesto manju ulogu u ukupnom energetskom

metabolizmu stanice (Web 3).

1.3. Geni i nastanak raka

Rak se prvi puta u ¢ovjeka spominje 5300-4500 godina prije Krista, ali pretpostavlja se
da ljudska vrsta nikada nije bila zaSti¢ena od nekog oblika deregulacije bioloSke kontrole
stani¢nog rasta. Naziv "rak" dolazi od latinske rije¢i cancer, i to nije jedna, nego vise od 200
razli¢itih bolesti. lako se pojavljuje 1 u djecjoj dobi, rijedak je prije 30. godine Zivota, a
njegova se ucestalost povecéava sa zivotnim vijekom (Samija i sur., 2000). Rak nastaje zbog
poremecaja temeljnih regulacijskih mehanizama, a osnovni poremecaj je trajno poremecena
proliferacija stanica. Stanice raka ne reagiraju na signale koji kontroliraju ponaSanje
normalnih stanica, one nekontrolirano rastu i dijele se. Vazno je razlikovati dobro¢udne
(benigni) od zlo¢udnih (malignih) tumora. Tumor je izraz za svaku nenormalnu proliferaciju
stanica u tijelu koja moze biti dobro¢udna ili zlo¢udna, a pojam raka odnosi se samo na
zlo¢udne tumore (Cooper i sur., 2004). Integritet organizma je zbroj svih signala unutar
organizma 1 izmedu organizma i okoliSa, pa tumor moZemo shvatiti kao naruSavanje
integriteta organizma. Tumorska se progresija najceS¢e zbiva u smjeru povecanja zlocudnosti.
Tri su vazne skupine gena vazne za nastanak tumora: onkogeni, tumor supresorski geni i geni

za popravak pogresaka u molekuli DNK (Samija i sur., 2006).



Stani¢ni ciklus reguliran je nizom gena koji djeluju na stani¢ni rast, proliferaciju i
diferencijaciju. Toj skupini pripadaju pro-onkogeni i tumor supresorski geni. Mutacija u
pro-onkogenima dovodi do pokretanja procesa tumorigeneze, dok kod tumor supresorskih
gena dolazi do inaktivacije ili gubitka tih gena da bi doslo do neoplasti¢ne preobrazbe stanica

(Mendelshon i sur., 2003).

1.3.1. Onkogeni

Istrazivanja tumorskih virusa pokazala su da odredeni geni, onkogeni, mogu dovesti
do transformacije stanica i1 time omogucila pravi uvid u nastanak tumora, te se na osnovu
virusnih onkogena dobila spoznaja o stani¢nim onkogenima. Virusni su onkogeni prvo nadeni

u stani¢noj kulturi fibroblasta pile¢ih embrija (Cooper i sur., 2004).

Onkogeni su promijenjena inacica normalnih stani¢nih gena koje nazivamo proto-
onkogenima. Proto-onkogeni su ukljuéeni u prijenos signala u stanici i svi su evolucijski
dobro oc¢uvani, $to ukazuje na njihovu vaznost. Vazni su za normalnu stani¢nu proliferaciju i
diferencijaciju (Samija i sur., 2006). Relativno malim promjenama proto-onkogena nastaju
onkogeni €ija pojacana aktivnost dovodi do razvoja tumora. Nastale promjene mogu biti
uzrokovane mutacijama ili pojacanom ekspresijom gena. Dostatna je promjena u samo
jednom alelu da bi se ispoljio u¢inak onkogena (Mrsi¢-Krmpotic i sur., 2004).

Aktivacija onkogena postize se na tri nadina: mutacijom, translokacijom i
amplifikacijom. NajceS¢e mutacije su tzv. toCkaste mutacije, pri ¢emu se jedan nukleotid
zamjeni drugim, a naj¢es¢i je primjer mutacija kod onkogena ras koji ima vaznu ulogu u
prijenosu signala s membrane u jezgru (Samija i sur., 2000). Prvi dobro opisani proces
aktivacije onkogena do koje dolazi zbog translokacije jest uloga c-myc onkogena u
translokacije u tumorima krvotvornog tkiva su onkogeni myc, bcl-2 i abl. Ucestali
mehanizam aktivacije onkogena je i amplifikacija koja predstavlja prekomjernu aktivnost
nekog gena (Samija i sur., 2000), prototip takvih poremeéaja jest translokacija abl
protonkogena s 9. na 22. kromosom kod kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije, gdje dolazi do fuzije
abl s genom bcr na 22. kromosomu (Cooper i sur., 2004).

Vecina onkogenih proteina dijelovi su signalnih putova koji reguliraju proliferaciju i
prezivljenje stanice nakon stimulacije faktorima rasta. Takvi onkoproteini mogu biti

polipeptidni faktori rasta, receptori za faktore rasta, dijelovi unutar stani¢nih signalnih putova
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ili transkripcijski faktori. Veliki broj onkogena kodira receptore za faktore rasta, uglavnom
protein-tirozin-kinaze (Cooper i sur., 2004). Onkogeni mogu djelovati na viSe nacina:
sudjeluju u prijenosu signala faktora rasta, antiapoptoticki ili mogu imati utjecaj na tumor

supresorske gene (Wynford i sur., 1991).

1.3.2. Tumor supresorski geni

Kako onkogeni dovode do poremecaja u stani¢noj proliferaciji i nastanka tumora,
tumor supresorski geni imaju suprotnu ulogu u kontroli stani¢nog rasta. Oni u normalnim
uvjetima inhibiraju stani¢nu proliferaciju 1 nastanak malignog oboljenja. Gubitak ili
inaktivacija tumor supresorskih gena dovodi do nastanka tumora (Cooper i sur., 2004).
Mutacija tumor supresorskih gena ima recesivan ucinak tj. moraju uzrokovati inaktivaciju oba
alela, da bi se uoCio ucinak tumor supresorskih gena. Gubitak jednog alela tumor
supresorskog gena ocituje se kao gubitak  heterozigotnosti (LOH, eng. Loss of
heterozigosity), na tom genskom lokusu, tj. ne dolazi do tumorskih promjena kao kod
onkogena kojima je dostatna promjena samo na jednom alelu da ispolje svoj u¢inak (MrSi¢ 1
sur., 2004). Proteini koje kodiraju ve¢ina tumor supresorskih gena inhibiraju stani¢nu
proliferaciju ili prezivljenje. Tumor supresorski proteini inhibiraju one stani¢ne putove koje
onkogeni produkti stimuliraju (Cooper i sur., 2004). Na taj nacin zaustavljaju stani¢ni ciklus 1

sudjeluju u popravku oste¢enja DNK (Mrsi¢ i sur., 2000).

Prvi opisani tumor supresorski gen je Rb, nalazi se na drugom kraku 13. kromosoma.
Uloga proteina Rb je u regulaciji stani¢nog ciklusa, tako §to onemogucava ulazak stanice u S
fazu. Protein p53 jedan je od najvaznijih tumor supresorskih proteina, smjesten je u jezgri, a
nalazi se promijenjen u vise od 50 % tumora. Nastaje od gena p53, koji se nalazi na kratkom
kraku kromosoma 17 (Mrsi¢€ i sur., 2000), te djeluje na nacin da zaustavlja stanicu u G; fazi
stani¢nog ciklusa ne dopustajuci replikaciju oste¢ene DNK. Stoga se gen p53 smatra ¢uvarom
genoma. Ekspresija istog proteina vazan je promotor apoptoze (Polyak 1 sur., 1996).
Sudjeluje u procesu apoptoze na nekoliko nacina: moze poticati transkripciju proapoptotickih
gena (npr. bax), koc¢i transkripciju antiapoptotickih gena (npr. bcl- 2), te moze poticati
stvaranje proteina koji se veZu na receptore faktora rasta, te tako dolazi do poticanja apoptoze
(Mendelshon, 2003). Gen p53 smatra se cuvarom genoma, ako dode do ostecenja DNK, p53
zaustavlja stani¢ni ciklus u G1 fazi omogucavajuéi popravak oSteéenja, a ako su oStecenja

veca, izaziva programiranu smrt stanice (Mr$i¢ 1 sur., 2000).



1.4. Programirana stani¢na smrt

Apoptoza ili programirana stanicna smrt kontrolirani je nacin umiranja stanica
znacajan u embrionalnom razvoju i odrzavanju homeostaze organizma (MrsSic 1 sur., 2004). U
odraslim organizmima, programirana stani¢na smrt je u ravnotezi s proliferacijom stanica i
odrzava broj stanica u tijelu konstantnim. Predstavlja dio normalnog ciklusnog razvoja, ali do
nje moze do¢i utjecajem Stetnih ¢imbenika i bitna je sastavnica u razvoju tumora. Za razliku
od apoptoze, nekroza je posljedica oSte¢enja koja direktno utjece na cjelovitost same stanice.
Ostecena stani¢na membrana dovodi do oslobadanja citoplazmatskog sadrzaja u izvanstani¢ni
prostor, ukljucujuéi i lizosomske enzime, $to uzrokuje upalni proces (Kolooman i sur., 2005).
Apoptoza je regulirana pomocu razli¢itih signalnih putova, od kojih neki potic¢u stani¢nu smrt,

a neki poticu stani¢no prezivljavanje (Cooper i sur., 2004).

Stanice koje su usle u apoptozu karakteriziraju razli¢ite morfoloske i biokemijske
znacajke. U apoptotickim stanicama kromosomska DNK obi¢no je fragmentirana, kromatin se
kondenzira i jezgra se raspada u male komadice, a stani¢ni sadrzaj obavijen je u apoptoticka
tjelaSca. Morfoloske promjene ocituju se u smanjenju volumena stanice, nabiranju stani¢ne
membrane, sakupljanju kromatina uz jezgrinu membranu, dok su organeli, ukljucujuéi i
mitohondrije normalni, a stani¢na membrana zadrzava cjelovitost (Kolooman 1 sur., 2005).
Zahvaljujuéi cjelovitosti membrane, stani¢ni sadrzaj se ne izlijeva u stanicni prostor te
organizam moZe ukloniti takve stanice bez oSte¢enja okolnog tkiva i bez stvaranja upale
(Mrsi¢i i sur., 2004). Kaspaze ( engl. caspases = cystein-aspartate proteases), predstavljaju
kljuéne enzime u procesu programirane stani¢ne smrti, one posjeduju cisteinske ostatke u
svojim aktivnim mjestima, te na aspartatnim ostacima kidaju svoj supstrat. Kljuéni cilj
kaspaze je inhibirati DNaze, koje su odgovorne za fragmentaciju jezgrine DNK (Cooper i sur.,
2004).

1.4.1. Vanjski put apoptoze

Signali programirane stani¢ne smrti aktiviraju receptore koji izravno poticu apoptozu
u ciljnim stanicama. Ti signali stanicne smrti su polipeptidi, koji pripadaju obitelji faktora
tumorske nekroze (TNF). Jedan od najbolje opisanih ¢lanova te obitelji je stani¢ni receptor

Fas. Vezanje liganda za receptor Fas poti¢e apoptozu izravnom aktivacijom kaspaze 8 (Slika
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2). Fas ligand se sastoji od tri polipeptidna lanca, tako da njegovo vezanje uzrokuje
trimerizaciju receptora. Kaspaza 8, koja je vezana za receptor preko adapterske molekule,
aktivira se tako da samu sebe proteoliticki cijepa Sto uzrokuje aktivaciju nizvodnih kaspaza i

stani¢nu smrt (Cooper i sur., 2004).

Fas ligand

Fas

1%1
— kaspaza-9

adapter

' aktivna kaspaza-8

APOPTOZA

Slika 2. Receptori stani¢ne smrti. Vezanje liganda za Fas receptor potice apoptozu, aktivacijom nizvodnih

kaspaza. Preuzeto i prilagodeno iz Cooper i sur., 2004.

1.4.2. Unutarnji put apoptoze

Sisavci nose uputu za sintezu cijele obitelji proteina (porodica Bcl-2), koji nadziru
cjelovitost mitohondrija. Neki c¢lanovi obitelji Bcl-2 djeluju kao inhibitori, a drugi kao
aktivatori kaspaza i u konacnici su regulatori apoptoze. Jedna od glavnih inicijacijskih
kaspaza kod sisavaca je kaspaza-9. Sredi$nja uloga proteina iz Bcl-2 obitelji je djelovanje na
mitohondrije, koji ovisno o podrazaju otpustaju citokrom c, koji je signalna molekula u
procesu pokretanja programirane smrti stanice (Slika 3). U normalnim uvjetima, kada stanica
prezivljava, citokrom ¢ smjeSten je u medumembranskom prostoru mitohondija. OtpuStanje
citokroma c, dovodi do nastanka apoptosoma (Apaf-1/kaspaza-9) sto dalje rezultira lan¢anom

aktivacijom nizvodnih kaspaza i smrcu stanice (Cooper i sur., 2004).
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citokrom ¢

kaspaza-9 _

APOPTOSOM

—

Slika 3. Regulatori i efektori apoptoze. Signali stani¢ne smrti djeluju izravno na mitohondrije ¢iju cjelovitost

aktivna kaspaza-3

pro-kaspaza-3

reguliraju ¢lanovi Bcel-2 obitelji. Otpustanje citokroma c, aktivira nizvodne kaspaze i poti¢e apoptozu. Preuzeto i

prilagodeno iz Cooper i sur., 2004.

1.4.3. Dogadaji u procesu programirane stani¢ne smrti
Apoptoticki put mozemo podijeliti na tri faze ( Mendelshon):

» Inicijalna faza

Stanica prima podrazaje iz okoline i ovisno o okolnostima pokre¢e apoptozu. Brojni
faktori mogu potaknuti sam proces: ostecenje DNK, polipeptidi iz obitelji faktora tumorske
nekroze (TNF), hormoni, citokini, te brojni drugi ¢imbenici mogu biti prepoznati od
specificnih receptora na stani¢noj membrani 1 zapoceti proces apoptoze (Raynolds 1 sur.,
1995). Kljuénu ulogu ima i protein p53 koji djeluje preko proteina p21 tako da zaustavi
stanicu u G1 fazi stani¢nog ciklusa u kojoj se vrsi popravak oSteCene DNK (Slika 4).
Aktivacija proteina p53 moze dovesti do popravka ostecenja DNK, kako bi se sprijecilo
zadrZavanje mutacije u genomu ili dovodi do aktivacije apoptoze i uzrokuje smrt stanice ako

se oStec¢enje ne moze popraviti (MrSic¢ 1 sur., 2004).
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AKTIVACIJA APOPTOZE ZAUSTAVUANIE U G1 FAZI

@;

Slika 4. Djelovanje proteina p53. Ostecenje DNK, aktivira protein p53 da izvr$i popravak ili potakne apoptozu.

Preuzeto i prilagodeno iz web 3.

» FazaizvrSenja

Ulaskom u ovu fazu proces se dalje ne moze zaustaviti. Klju¢ni enzimi za ovaj dio procesa
su kaspaze, koje se sintetiziraju kao inaktivne preteCe, a aktiviraju se proteolitickim
cijepanjem pomocu ostalih kaspaza, te na taj naCin pocinje lancana reakcija koja uzrokuje
smrt stanice. Djelovanjem kaspaza dolazi do cijepanja DNK, kondenzacije kromatina i u
konacnici do smrti stanica (White, 2000).

» Faza uklanjanja

Apoptoticke stanice na svojoj povrSini imaju anionski fosfolipid - fosfatidilserin, kojeg
prepoznaju fagociti. Fosfatidilserin se normalno nalazi na unutrasnjoj strani plazma
membrane, ali tijekom apoptoze dolazi do njegovog premjestanja na vanjsku stranu stanicne
membrane. Tako oznacena stanica, predstavlja signal fagocitima i dolazi do sigurnog

uklanjanja oStecene stanice, bez stvaranja upalnog procesa (Fadok 1 sur., 1992).
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1.5. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja bio je odrediti bioloski uinak 12 ekstrakata cvjetova kamilice
(Mattricaria camomila) na panelu humanih i jednoj psecoj stani¢noj liniji. Naglasak je
stavljen na apigenin, jednu od aktivnih komponenti kamilice. Postavljeni su sljedec¢i ciljevi u

istrazivanju:

1. utvrditi postoji li razlika u ucinkovitosti ekstrakta cvjetova kamilice u ovisnosti o

koncentraciji apigenina u ekstraktima

2. odrediti postoji li razlika u citotoksi¢énim ucincima odredene koncentracije Cistog

apigenina i apigenina u ekstraktu

3. odrediti mehanizam smrti stanica izlozenih djelovanju ekstrakta s najboljim

citotoksi¢nim udéincima.
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2. MATERIJAL | METODE
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2.1. MATERIJAL

2.1.1. Ekstrakt apigenina (4', 5, 7-trihidroksiflavon)

Dvanaest ekstrakata iz cvjetova kamilice s razli¢itim koncentracijama apigenina
(Slika 5) pripremljeni su u laboratoriju za izolaciju pri Katedri za biotehnologiju i
farmaceutsko inzenjerstvo, Tehnoloskog fakulteta iz Novog Sada (Srbija), razliitim

metodama kemijske ekstrakcije.

Za potrebe in vitro istrazivanja, ekstrakti su otopljeni u dimetil sulfoksidu (DMSO)
kao 25 mg/mL koncentrirane otopine. Neposredno prije primjene, pripremljene su radne
otopine svih ekstrakata ¢ije su konacne koncentracije bile kako slijedi: 0,5; 0,2; 0,1; 0,01;

0,001 i 0,0001 mg/mL u sterilnoj destiliranoj vodi pri sobnoj temperaturi.

OH

HO O

OH O

Slika 5. Molekula apigenina (4',5,7-trihidroksiflavon). Preuzeto iz web 4.
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2.1.2. Stanicne linije

Bioloski ucinak 12 ekstrakata kamilice i apigenina istraZzen je na panelu humanih i

jednoj psecoj stani¢noj liniji.

Humane stani¢ne linije su:
» Adenokarcinom vrata maternice (HelLa)
» Kroni¢na mijeloidna leukemija u blasti¢noj krizi (K562)
» Limfom T — stanica (HuUT-78)
» Bronhoalveolarni karcinom (NCI-H358)

Pseca stani¢na linija je:

» Normalna epitelna stanica bubrega psa (MDCK-1) izmedu 33 i 44 pasaze

2.1.3. Kemikalije

» Dulbecco modificirani Eagle-ov medij (DMEM), Roswell Park Memorial Institute
medij (RPMI 1640) Lonza (Basel, Switzerland)

» Fetalni govedi serum (FBS), 0,25 % tripsin EDTA, Na-piruvat i antibiotik-antimikotik
100x; GIBCO Invitrogen (Paisley, Velika Britanija)

» Tripansko plavilo, 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina (HEPES), 3-
(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazoliumbromid (MTT), L-glutamin, Natrij dodecil
sulfat (SDS), standard apigenina; Sigma-Aldrich (St. Louis, SAD)

» Dimetil sulfoksid (DMSO); Acros organics (New Jersey, SAD)

» ApoAlert Annexin V-FITC Apoptosis Kit; Clontech (California, SAD)

> PBS (Phospate Buffer Saline) pufer pH = 7,4 (1,37 mol/dm3(M) NaCl; 0,027 (M) KCI;
0,043 (M) Na;HPO4; 0,014 (M) KH,PO,); Kemika (Zagreb, Hrvatska)
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2.2. METODE

2.2.1. Kultura stanica in vitro

Stanice se uzgajaju u bocama za uzgoj aktivne povrSine rasta od 25 cm? i 75 cm?
(BD, Falcon, Njemacka), u CO, inkubatoru (IGO 150 CELLIifeTM, JOUAN, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SAD) u uvjetima 37 °C i 5 % CO,. Stani¢ne linije se uzgajaju u
DMEM 1 RPMI 1640 mediju obogac¢enom s 10 % fetalnog govedeg seruma.

DMEM medij za odrzavanje stanica, sadrzi dodatak 10 % temperaturno inaktiviranog
FBS-a, 2 mM L-glutamina i 100 U/0,1 mg penicilin/streptomicin antibiotika, dok DMEM
medij za pokus, sadrzi sve navedene komponente osim penicilin/streptomicin antibiotika. U
DMEM mediju se kultiviraju stanice HeLa i MDCK-I.

RPMI medij je prikladan za kultivaciju NCI-H358, HuT-78 i K562. Ovaj medij za
odrZavanje stanica u sebi sadrzi dodatak 10 % temperaturno inaktiviranog FBS-a,
2 mM L-glutamina, 1 mM natrij-piruvata, 10mM HEPES-ai 100U/0,1mg penicilin
/streptomicin antibiotika, dok RPMI medija za pokus, sadrzi sve navedene sastojke osim

penicilin/streptomicin antibiotika.

Ovisno o tome radi li se o stanicama u suspenziji (HuT-78 i K562), ili adherentnim
stanicama (HeLa, MDCK-I, NCI-H358), primjenjuje se razli¢it postupak za odrzavanje i
presadivanje stanica. Adherentne stanice se isperu pomocu 2-5 mL sterilnog PBS, koji sluzi
za uklanjanje zaostalog medija odnosno seruma jer serum inaktivira tripsin. Za odvajanje
stanica od podloge dodaje se 0, 25 % tripsin/EDTA i inkubira oko 6 minuta bez tripsina.
Kada se stanice odvoje od podloge prikupljamo ih dodatkom 5 ml medija za uzgoj stanica.
Stanice centrifugiramo na 1100 ok/6 min na 4 °C. Stani¢ne linije koje rastu u suspenziji se

odrzavaju oduzimanjem dijela volumena i dodavanjem svjezeg medija.
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2.2.2. Odredivanje broja vijabilnih stanica u kulturi

Testom tripan plavilom odredena je vijabilnost stanica. Stanice se odvajaju pomocéu
tripsina i dobro resuspendiraju. Za brojanje stanica uzima se 50 puL prethodno resuspendiranih
stanica i 100 uL 0, 3 % tripan plavila. Stanice se broje pomocu Biirker-Tiirk-ove komorice na
invertnom mikroskopu (Zeiss Axiovert 25, Njemacka). Zive stanice s neosteéenom stani¢nom
membranom ne propustaju boju tripan plavilo te su neobojene, za razliku od mrtvih stanica,

koje su plavo obojane. Broj Zivih stanica odreden je pomocu racuna:

> broj stanica N/4 x 3 = X x 10* stanica/cm®

N — broj stanica, 4 — broj polja u komorici, 3 — faktor razrjedenja

L4

o stanice koje se ne broje

e stanice koje se broje

Slika 6. Biirker-Tiirk komorica. Preuzeto i prilagodeno web. 5.

2.2.3. Odredivanje citotoksi¢nosti MTT testom

MTT test (Mickisch i sur, 1990), metoda je za kvantitativnho odredivanje stani¢ne
proliferacije, odnosno kvantifikacije antiproliferativnog ili citotoksi¢nog djelovanja testiranih
spojeva na stanice. Test se zasniva na nastanku ljubicastih kristala formazana, koji nastaju
cijepanjem zute tetrazolijeve MTT soli (3-(4, 5-dimetiltiazol-2)-2, 5-difeniltetrazolium
bromid) pomoc¢u mitohondrijskog enzima dehidrogenaze zivih stanica. Intenzitet obojenja
proporcionalan je broju zivih stanica i ocitava se spektrofotometrijski na valnoj duljini od 570
nm pomoc¢u mikrocitaca (iMark, BIO RAD, Hercules, CA, USA).
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Materijal: stanice (HeLa, MDCK-I, NCI-H358, HuT-78, K562), medij (RPMI,
DMEM), PBS, DMSO, 10 % SDS s HCI (0,01M), tripsin/EDTA, 10xMTT koncentrirane
otopine.

Postupak: stanice su nasadene na mikrotitarske ploce s 96 jazica, koje su namijenjene
za uzgoj adherentnih stanica. Stanice su nasadene u koncentraciji 2x10%*st/mL u ukupnom
volumenu od 200 uL (180 pL stani¢ne suspenzije i 20 pL testnog ekstrakta). Stanice su
ostavljene 24 sata da se prihvate za podlogu. Nakon toga je u svaku jazicu dodano 20 pL
ekstrakta kamilice, odnosno apigenina u razli¢itim finalnim koncentracijama: 0,5; 0,2; 0,1;
0,01; 0,001 i 0,0001 mg/mL. Kontrolne, ne tretirane stanice rasle su u istim uvjetima. Test se
provodio u vremenskom periodu od 48 1 72 sata, nakon Cega je uklonjen medij, a u svaku
jazicu se doda 40 uL otopine IXMTT/PBS koncentracije 5 mg/mL. Potom slijedi inkubacija
od 4 sata u CO;, inkubatoru. Nastali formazanski kristali otopili su se dodatkom DMSO uz
laganu tre$nju na sobnoj temperaturi. Rezultati su o¢itani na mikrocitacu polo¢a (iMark, BIO
RAD, Hercules, CA, USA).

Stanice koje rastu u suspenziji nasadene su na ploe s 96 jazica u koncentraciji 1x10°
st/mL u volumenu od 100 pL (90 pL stani¢ne suspenzije i 10 pL testnog ekstrakta). Odmah
nakon nasadivanja dodaje se ispitivani ekstrakt u rasponu finalnih koncentracija: 0,5; 0,2; 0,1;
0,01; 0,001 i 0,0001 mg/mL. Nakon inkubacije u vremenskom periodu od 48 i 72 sata, u
svaku jazicu je dodano 10 uLL MTT (10 x koncentriran), medij se ne izbacuje jer se radi o
stanicama u suspenziji. Potom slijedi inkubacija od 4 sata u CO; inkubatoru. Nastali kristali
formazana otopljeni su preko no¢i u 10% SDS-u s HCI (0,01 M). Rezultati su ocitani na
mikro¢itacu (iMark, BIO RAD, Hercules, CA, USA) pri valnoj duljini od 570 nm.

Prezivljenje testiranih stanica se izra¢unava kao postotak u odnosu na kontrolu:
PREZIVLJENJE (%)=(AT-AB/AK-AB)x 100
A T = srednja vrijednost tretirane stanice
A K = srednja vrijednost kontrole

A B =slijepa proba

B (BLANCK) adherentne stanice = MTT 1:10 (1xMTT/PBS), DMSO
B (BLANCK) stanice u suspenziji =medij bez stanica, MTT (10x koncentriran), 10% SDS
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2.2.4. Analiza apoptoze pomocu fluorescentnog mikroskopa

Promijene u izgledu stanica koje nastaju uslijed potaknute apoptoze i nekroze,
promatrane su vizualno pomoc¢u fluorescentnog mikroskopa (Axioscope 2 MOT, Carl Zeiss
Jena GmbH, Jena, Njemacka) povezanog sa racunalom i softverom koji omogucéuje snimanje i
obradu slike. Mikroskop ima sustav od 4 filtra koji omogucéuju detekciju svjetlosti na
razli¢itim valnim duljinama 1 to: (f1) Aexc 365/12 nm Aem 397 nm, (f2) Aexc 530-585 nm
Aem 615 nm, (f3) Aexc = 450—490 nm Aem = 520 nm i (f4) vidljivo podrucje.

Princip metode: Annexin V-FITC se veze za fosfatidil-serin, koji se u normalnim
uvjetima nalazi s unutra$nje strane membrane. Tijekom apoptoze fosfatidil-serin prebacuje se
s unutrasnje na vanjsku stranu membrane, za njega se veze FITC-om obiljezeni Annexin.
Annexin V-FITC se vezZe na fosfatidil-serin apoptoti¢nih stanica, ali moze uéi i u nekroti¢ne
stanice, S$to se ocituje kao zeleni fluorescentni signal. Propidij jodid se veze na DNK i ulazi u

nekroti¢ne stanice te fluorescira crvenom bojom.

Materijal: HeLa stanice, DMEM, 1x PBS, Annexin V-FITC Apoptosis Kit,
propidij jodid (PI), apigenin standard

Postupak: stanice u koncentraciji 1x10° st/mL nasadene su na sterilno predmetno
staklo na koje je pricvrScena silikonska komorica (Flexiperm, Greiner, Njemacka) koja
formira barijere 1 tvori 8 jazica u koje su nasadene stanice. Stakalce se stavlja u petrijevu
zdjelicu i stanice su inkubirane kroz 24 sata u inkubatoru pri 37 °C i 5 % CO,. Slijede¢i dan
sa stanica je uklonjen medij 1 dodani su ekstrakti kamilice 3, 7 1 11 u sljede¢im ICs
( koncentracija pri kojoj je 50 % prezivjelih stanica) koncentracijama (Tablica 1). Stanice su
testirane u vremenskom periodu od 24 i 48 sati. Po isteku zadanog vremena uklonjen je
medij, stanice se ispiru PBS-om, te se ukloni silikonska komorica. Pripremljena je otopina
(1:0,5 Annexin/PI), (70 -100 pL/komorici). Koncentracija Pl smanjena za 1,5 x u odnosu na
koncentraciju koju proizvoda¢ sugerira. Stanice se inkubiraju 5-10 minuta u mraku. Analiza

stanica je provedena primjenom fluorescentnog mikroskopa.
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2.2.5. Morfoloske promjene

Da bi se utvrdile morfoloSke promjene na HeLa stanicama, koje su izloZene
ekstraktima kamilice 3, 7, i 11 primijenjen je invertni mikroskop Olympus 1 x 51 s Olympus
SP-500 UZ fotoaparatom za vizualizaciju. HeLa stanice su testirane u vremenskom periodu
od 48 i 72 sata.

Materijal: Hela stanice, DMEM, ekstrakti kamilice 3, 7, 11.

Postupak: stanice su nasadene u koncentraciji 1x10° st/mL, na plode sa 6 jaZica koje
su potom inkubirane kroz 24 sata u inkubatoru pri 37°C i 5 % CO,. Sljede¢i dan dodani su
ekstrakti kamilice 3, 7 i 11 u sljede¢im ICsq koncentracijama za 48 i 72 sata (Tablica 1). Kao
kontrola koristene su netretirane stanice. Koncentracije 1Csp, izraCunate Su na osnovu
postotka prezivljena HeLa stani¢ne linije nakon provedenog MTT testa u okviru vremenskog
perioda 48 i 72 sata. Ekstrakti i apigenin u ICsy koncentraciji su primijenjeni za procjenu

apoptoti¢kog djelovanja i morfoloskih promjena.

Tablica 1. ICs, (mg/mL) odabranih ekstrakata kamilice i standarda apigenina.

Ekstrakt 1Cs0 gf;%/mL) ICso gr;%/mL)
3 0,099 0,185
7 0,075 0,079
11 0,097 0,098
Apigenin standard 0,0083 0,0083
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2.2.6. Krivulja rasta

Rast istrazivanih stani¢nih linija odreden je pomocu krivulje rasta. Rast stanica pra¢en
je u vremenskom periodu od 24, 48 i 72 sata. Stanice se broje pomocu Biirker-Tiirk-ove

komorice na invertnom mikroskopu (Zeiss Axiovert 25, Njemacka).

Materijal: stanice (HeLa, MDCK-I, NCI-H358, HuT-78, K562), medij (RPMI,
DMEM), tripsin/EDTA

Postupak: stanice su nasadene u koncentraciji 10 000st/mL, na ploce s 24 jazice koje
su potom inkubirane u inkubatoru pri 37 °C i 5 % CO,. DMEM medij je koristen za
adherentne stanice, a RPMI 1640 mediji za stanice u suspenziji. Adherentne stanice, nakon
nasadivanja, ostavljene su 24 sata da se prihvate za podlogu. Nakon toga su tripsinom
odvojene od podloge, a rast stanica odreden je brojanjem u Biirker-Tiirk-ovoj komorici u
vremenskom intervalu od 24, 48 i 72 sata. Rast stanica u suspenziji pracen je brojanjem

stanica u Biirker-Tiirk-ovoj komorici 24, 48 i 72 sati nakon nasadivanja.

KRIVULJA RASTA

60

50 2

/ —@—Hela

30

broj stanica (10 000 st/mL)

/ = MDCK-I
20 /. NCI-H358
=>=HuT 78
10
ik —¥—K562
0
0 24 48 72

vrijeme (sati)

Slika 12. Krivulja rasta. Stani¢ni rast svih istraZivanih stani¢nih linija pracen je u vremenskom period od 24, 48
i 72 sata. Pocetni broj nasadenih stanica je 10 000 st/mL, a dobiveni rezultati se o€ituju kao broj stanica x
10%/mL.
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2.2.7. Obrada podataka

Rezultati istrazivanja odredeni su pomocu statistickog programa Statistica for
Windows v. 11.0. Rezultati istrazivanja prezentirani su na grafikonima uz raspravu i
odgovarajuce zaklju¢ivanje o istrazivanim pojmovima. Od statistickih parametara prikazana je
srednja vrijednost i standardna devijacija (X+-SD). Provedena je neparametrska analiza
primjenom Kolmogorov-Smirnov testa. Statisticki znacajan utjecaj koncentracije smatran je

onaj kod kojeg je izraunata vrijednost P bila manja od 0,05 (P<0,05).
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3. REZULTATI
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3.1. Citotoksic¢an ucinak ekstrakata kamilice odreden MTT testom

Bioloski ucinak 12 ekstrakata kamilice istrazen je na 4 humane stani¢ne linije
(adenokarcinom vrata maternice — HelLa; kroni¢na mijeloidna leukemija u blasti¢noj krizi -
K562; limfom T — stanica - HuT-78; bronhoalveolarni karcinom - NCI-H358) i jednoj psecoj
stani¢noj liniji (normalne epitelne stanice bubrega psa MDCK- I). Rezultati istrazivanja
citotoksi¢nog ucinka ispitivanih ekstrakata prikazani su na Slikama 7a-7i. Rezultati prikazuju
postotak rasta svih stani¢nih linija u koncentracijskom nizu od 0,5 mg/mL do 0,0001 mg/mL.

Uoceno je smanjenje vijabilnosti stanica S pove¢anjem koncentracije ispitivanih ekstrakata.

Ispitivani ekstrakti kamilice pokazali su najsnazniji citotoksi¢an ucinak na HuT-78
stani¢nu liniju limfoma T-stanica. Ve¢ nakon 48 sati (Slika 7a), ekstrakti 1-3 i 9-12 u
koncentraciji od 0,5 mg/mL i 0,2 mg/mL izazivaju inhibiciju rasta veéu od 74 % u odnosu
na kontrolne stanice. Ekstrakti 2-4 i 10-12 pokazuju znaéajan inhibitorni uéinak i pri
koncentraciji od 0,1 mg/mL. Djelotvornost ekstrakta 5 1 7 je zanemariva. JoS snaZniji
citotoksic¢an uc¢inak uocava se nakon 72 sata (Slika 7b), kada svi ispitivani ekstrakti gotovo u
potpunosti zaustavljaju rast stanica pri koncentracijama od 0,5 mg/mL i 0,2 mg/mL. Svi
ekstrakati u koncentracijama nizim od 0,01 mg/mL pokazuju inhibitorni uc¢inak manji od
20%. Najveci citotoksi¢ni utjecaj se ocituje djelovanjem ekstrakta 3 i 11, koji pri tri najvise
koncentracije (0,1; 0,2 i 0,5 mg/mL) potpuno zaustavljaju stani¢ni rast. Ekstrakti 1, 2, 9, 10
i 12 pokazuju slic¢an inhibitorni u¢inak pri koncentracijama 0,5 mg/mL i 0,2 mg/mL. Ekstrakt
5, pokazuje najslabiji inhibitorni ucinak na rast stanica u odnosu na djelovanje ostalih
ekstrakata, pri svim istrazivanim koncentracijama i u dva vremenska tretmana.

StatistiCki znacajan utjecaj na prezivljenje stanica uocen je 1 kod stani¢ne linije K562.
Nakon 48 h (Slika 7c), uocava se snazan inhibitorni ucinak svih ekstrakata pri viSim
koncentracijama 0,5 mg/mL; 0,2 mg/mL, dok ekstrakti 3, 7 i 11 imaju znacajnu aktivnost i pri
koncentraciji od 0,1 mg/mL. Isti trend djelotvornosti ekstrakata uocava se i nakon 72 sata.
Svi analizirani ekstrakti pri koncentracija od 0,5 mg/mL nakon 48 sati inhibiraju 80-90 % K-
562 stanica da bi nakon 72 sata na istoj koncentraciji inhibitorni u¢inak postao nesto visi i
kre¢e se od 87-94%. Aktivnost ekstrakata 1-4 i 7 Kkontinuirano se povecava s duzinom
djelovanja, dok ostali ekstrakti maksimum svoje aktivnost postizu u okviru prvih 48 sati
nakon cega se stanice pocinju oporavljati. Najve¢i inhibitorni uc¢inak na rast K562 stanica

pokazuju ekstrakti 3, 71 11.
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Inhibicija stanicne proliferacije kod HeLa stanica, uoc¢ena je nakon 48 sati izlaganja
(Slika 7e), pri ¢emu se proporcionalno smanjuje prezivljenje stanica izlozenih analiziranim
ekstraktima, $to se najviSe uocCava kod koncentracija od 0,2 i 0,5 mg/mL. Statisticki
najznacajniji ucinak uocen je pri koncentraciji od 0,5 mg/mL, gdje je stani¢no prezivljavanje
kod gotovo svih ekstrakata manje od 50 %. Trend smanjenja stani¢nog preZivljavanja
proporcionalan je vremenu izlaganja i nakon 72 sata postotak inhibicije pri najvisoj
primijenjenoj koncentraciji kod ekstrakata 2-8 je vec¢i od 75% (Slika 7f). Djelovanjem
ekstrakta 7 inhibiran je rast tumorskih stanica nakon 72 sata izlaganja, dok ekstrakti 9-12
najvecu aktivnost postizu nakon 48 sati. Stanice se sa vremenom pocinju oporavljati, $to
najjasnije pokazuju najveca koncentracija od 0,5 mg/mL koja inace ima najveéi inhibicijski
ucinak.

Profil djelovanja ekstrakata na MDCK-I liniju jednak je kao kod HeLa stani¢ne linije.
Veéu otpornost MDCK-I stanica uo¢avamo nakon 48-satnog izlaganja (Slika 7g), u odnosu
na Hela stanice, ali se ta razlika gubi pri produZzenom periodu od 72 h (Slika 7h) jer je
postotak inhibicije rasta takoder iznad 75 % kod veéine ekstrakata. Statisticki znacajan utjecaj
na smanjenje rasta normalne stani¢ne linijje MDCK-I, u odnosu na kontrolne stanice uocen je
kod obadva vremenska perioda izlaganja i najznacajniji u¢inak imaju dvije najvise ispitivane
koncentracije (0,2 i 0,5 mg/mL). Dobiveni rezultati pokazuju da svi ekstrakti primijenjeni u
koncentracijama 0,5 mg/mL i 0,2 mg/mL, nakon 72 sata izlaganja i dalje smanjuju stani¢no
prezivljavanje. Ekstrakt 7, pokazuje najveci inhibicijski potencijal, njegova ucinkovitost se
uocava ve¢ pri koncentraciji od 0,1 mg/mL kod koje je rast stanica inhibiran za 60+1 % i
nakon 48 nakon 72 sata tretmana.

Citotoksi¢na aktivnost ekstrakta kamilice na NCI-H358 stani¢nu liniju manja je u
usporedbi s drugim stani¢nim linijama. Znacajni postotak inhibicije (58-63%) pokazuju samo
ekstrakti 3, 7, 11 primijenjeni u koncentraciji od 0,1 mg/mL. Ostali ekstrakti u¢inkoviti su pri
visim ispitivanim koncentracijama odnosno 0,5 mg/mL i 0,2 mg/mL. Postotak inhibicije pri
najvisoj ispitivanoj koncentraciji manji je oko 75 %. Nakon 72 sata izlaganja (Slika 7i), pri
0,5 mg/mL uocava se najslabiji citotoksiCan utjecaj na prezivljenje stanica u odnosu na ostale

stani¢ne linije.
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HuT-78,48 h
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H0,0001mg/mL| 95,12 | 82,85 | 84,95 | 87,48 | 97,30 | 86,63 | 86,74 | 93,13 | 83,63 | 75,83 | 80,87 | 79,05
H0,001mg/mL | 88,58 | 78,10 | 78,77 | 86,38 | 95,46 | 86,35 | 85,18 | 86,94 | 86,76 | 79,14 | 74,33 | 76,93
H0,01mg/mL | 93,63 | 77,58 | 73,79 | 83,38 | 91,10 | 81,56 | 75,53 | 80,28 | 84,96 | 80,97 | 69,32 | 73,68
H0,1mg/mL 60,94 | 21,90 | 31,57 | 38,80 | 105,53 | 68,81 | 88,15 | 64,86 | 51,48 | 34,39 | 28,19 | 27,24
H0,2mg/mL 26,66 | 15,17 | -6,31 | 46,38 | 59,44 | 60,42 | 62,37 | 65,40 | 15,56 | 23,91 | 2,14 | 24,20
H0,5mg/mL 24,74 | -12,85 | 30,13 | 25,69 | 51,01 | 11,76 | 90,44 | 36,98 | 11,41 | -1,07 | 31,50 | -0,33
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H0,001mg/mL | 96,00 |101,17 | 103,65 | 106,90 | 94,32 | 91,61 | 100,21 | 109,99 | 98,99 | 96,72 | 98,71 | 97,77
E0,01mg/mL 99,95 | 105,26 | 97,52 | 107,17 | 96,38 | 91,65 | 93,04 | 103,86 | 99,01 | 96,45 | 87,34 | 98,36
H0,1mg/mL 45,02 | 11,41 | -6,01 | 17,80 | 60,10 | 35,33 | 26,23 | 39,61 | 32,14 | 24,34 | -2,70 | 20,23
E0,2mg/mL 2,81 | -868 | -36,89 | 581 | 12,73 | 17,60 | -9,16 | 13,39 | -15,11 | 1,74 | -22,19 | 0,62
E0,5mg/mL -23,21 | -38,67 | -18,22 | -13,63 | 3,69 | -27,86 | 26,90 | -12,89 | -24,21 | -35,85 | -10,43 | -30,11
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K562, 48 h

150,00
3
° 125,00
e
2 5
(7.}
@© =X -
€ 100,00 T Te T+
c < ¢ * * 5 * ol
0 S * *
c 3 75,00
©
= C *
>3
50,00
=°, * *
é f * * *kkk
25,00 * £ d * * x *
0,00
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12.
H0,0001 mg/mL| 91,99 | 86,55 | 89,87 | 96,49 | 98,33 | 91,28 | 93,87 | 94,61 | 88,47 | 86,81 | 90,80 | 100,03
H0,001 mg/mL | 88,78 | 80,41 | 85,52 | 91,11 | 91,24 | 79,37 | 86,30 | 90,13 | 87,47 | 75,54 | 72,14 | 80,33
0,01 mg/mL 89,76 | 83,53 | 81,01 | 88,38 | 95,23 | 84,71 | 82,94 | 89,31 | 90,07 | 81,72 | 73,35 | 74,27
H0,1 mg/mL 72,56 | 68,52 | 27,56 | 75,72 | 80,68 | 64,14 | 31,98 | 52,11 | 70,91 | 70,43 | 18,48 | 57,82
0,2 mg/mL 62,31 | 31,90 | 12,83 | 33,64 | 22,17 | 26,71 | 8,80 | 22,69 | 37,01 | 46,54 | 14,80 | 26,72
0,5 mg/mL 19,54 | 10,75 | 14,19 | 12,81 | 10,12 | 9,99 | 12,91 | 10,35 | 18,08 | 16,74 | 15,47 | 11,19
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H0,0001mg/mL| 89,50 | 81,89 | 82,41 | 89,89 | 91,17 | 85,51 | 84,50 | 93,98 | 95,94 | 86,86 | 89,12 | 89,75
H0,001mg/mL | 81,73 | 74,45 | 77,74 | 86,95 | 90,12 | 80,20 | 82,63 | 88,74 | 87,00 | 79,83 | 84,75 | 85,94
¥0,01mg/mL 86,26 | 77,26 | 78,78 | 85,31 | 92,48 | 89,40 | 86,84 | 89,54 | 89,90 | 85,07 | 99,09 | 88,41
H0,1mg/mL 77,57 | 68,80 | 19,62 | 74,28 | 90,36 | 75,78 | 28,83 | 65,29 | 79,07 | 93,22 | 22,20 | 67,27
H0,2mg/mL 72,12 | 31,12 | 12,09 | 37,95 | 39,55 | 30,86 | 10,98 | 22,98 | 42,08 | 69,25 | 13,96 | 27,95
E0,5mg/mL 12,35 6,28 8,19 6,32 5,78 5,67 6,15 6,41 14,10 | 10,04 8,68 6,46
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Hela, 48 h
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0,0001mg/mL| 90,21 | 90,69 | 82,44 | 84,64 | 9591 | 87,34 | 85,95 | 87,92 | 82,07 | 94,53 | 97,20 | 86,89
W0,001mg/mL | 98,26 | 83,03 | 84,53 | 84,35 | 85,49 | 96,18 | 88,72 | 86,87 | 75,06 | 83,88 | 100,55 | 90,49
40,0lmg/mL | 90,04 | 88,22 | 84,82 | 82,77 | 75,04 | 74,81 | 7599 | 89,00 | 87,86 | 76,99 | 93,80 | 96,48
H0,1mg/mL | 87,19 | 81,00 | 58,53 | 78,83 | 76,73 | 79,10 | 39,33 | 81,16 | 82,86 | 79,53 | 49,07 | 77,47
W0,2mg/mL | 84,90 | 71,49 | 46,33 | 5830 | 70,42 | 50,86 | 9,16 | 73,54 | 9512 | 76,56 | 55,02 | 70,02
M0,5mg/mL | 74,92 | 1834 | 19,48 | 18,60 | 13,54 | 7,84 | 890 | 13,51 | 50,83 | 63,07 | 29,15 | 28,41
(7f)
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MDCK |, 48 h
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H0,0001mg/mL | 106,44 | 104,75 | 103,39 | 98,91 | 109,04 | 101,53 | 114,05 | 101,52 | 109,60 | 100,19 | 107,37 | 96,91
H0,001mg/mL | 101,84 | 104,02 | 105,26 | 100,65 | 107,10 | 108,55 | 111,64 | 112,29 | 104,58 | 105,11 | 111,53 | 110,37
H0,0lmg/mL | 98,32 | 112,68 | 110,10 | 111,36 | 100,35 | 110,81 | 114,74 | 106,02 | 92,91 | 104,54 | 108,73 | 111,95
H0,1mg/mL 94,10 | 101,63 | 55,44 | 79,22 | 99,71 | 118,71 | 40,54 | 118,47 | 88,99 | 96,37 | 63,02 | 97,70
®0,2mg/mL 93,58 | 84,81 | 41,80 | 81,26 | 74,13 | 66,75 | 36,91 | 85,92 | 70,99 | 78,30 | 59,97 | 75,77
§0,5mg/mL 74,93 | 48,39 | 26,03 | 30,63 | 27,03 | 35,99 | 15,66 | 23,46 | 57,61 | 61,31 | 35,12 | 43,38
(79)
MDCK 1,72 h
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H0,0001mg/mL| 97,85 | 101,50 | 106,63 | 99,59 | 99,80 | 94,56 | 90,17 | 94,97 | 103,47 | 99,51 | 106,80 | 93,48
H0,001mg/mL | 108,54 | 110,00 | 115,00 | 103,10 | 101,39 | 110,98 | 99,09 | 93,29 | 105,78 | 105,07 | 114,69 | 102,32
0,0lmg/mL | 104,91 | 108,68 | 108,38 | 113,10 | 96,48 | 112,39 | 99,87 | 96,60 | 99,81 | 102,31 | 111,10 | 107,25
H0,1mg/mL 107,56 | 112,61 | 57,66 | 96,43 | 100,14 | 107,63 | 38,37 | 95,54 | 96,89 | 104,81 | 52,29 | 95,77
H0,2mg/mL 87,39 | 67,16 | 24,26 | 69,33 | 75,85 | 57,38 | 12,71 | 48,98 | 53,80 | 76,89 | 38,80 | 63,84
E0,5mg/mL 38,78 | 16,16 | 14,89 | 14,77 | 14,40 | 16,66 | 11,40 | 12,59 | 21,05 | 51,78 | 20,51 | 18,78
(7h)
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NCI-H358, 72 h
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0,0001mg/mL | 98,27 | 94,47 | 81,31 | 92,83 | 91,52 | 8564 | 86,41 | 94,10 | 95,85 | 88,46 | 86,04 | 83,36
@0,001mg/mL | 99,74 | 83,96 | 83,02 | 80,50 | 82,52 | 76,91 | 78,45 | 86,85 | 92,79 | 81,11 | 74,02 | 78,49
E0,01mg/mL 86,18 | 85,27 | 81,21 | 91,62 | 80,60 | 81,94 | 78,99 | 81,94 | 93,70 | 78,28 | 71,53 | 82,15

H0,1mg/mL 68,44 | 77,11 | 39,97 | 79,93 | 82,95 | 72,14 | 36,74 | 79,80 | 63,81 | 60,99 | 42,28 | 72,54

H0,2mg/mL 67,84 | 59,31 | 35,46 | 56,09 | 65,32 | 56,25 | 32,44 | 45,67 | 44,94 | 53,60 | 37,21 | 49,97

H0,5mg/mL 35,63 | 27,81 | 35,67 | 24,11 | 26,06 | 28,82 | 24,18 | 21,73 | 38,08 | 35,46 | 39,09 | 31,64

(71)

Slika 7. Citotoksi¢an ufinak ekstrakata kamilice na stani¢ne linije: (a) HuT-78, nakon 42h; (b) HuT-78,
nakon 72h; (c) K562, nakon 48h; (d) K562, nakon 72h; (e) HeLa, nakon 48h; (f) HeLa, nakon 72h; (g)
MDCK-I, nakon 48h; (h) MDCK-I1, nakon 72h; (i) NCI-H358, nakon 72h. Stanice su izlozene djelovanju 12
ekstrakata kamilice, u koncentracijama: 0,5; 0,2; 0,1; 0,01; 0,001 i 0,0001 mg/mL. Njihov citotoksi¢an u¢inak
odreden je metodom MTT testa u tri neOvisna ponavljanja u triplikatu, a rezultati su izraZzeni kao postotak
prezivljenja, odnosno rasta izlozenih stanica u odnosu na kontrolne stanice. Statisti¢ki znacajna razlika (p <0,05)

oznadena je zvjezdicom (*).

Na osnovi rezultata dobivenih testom citotoksi¢nosti ekstrakti 3, 7 i 11 izabrani su za
daljnje ispitivanje bioloske aktivnosti. Analizirani ekstrakti pokazuju razliitu sposobnost
inhibicije stani¢nog rasta normalne i tumorskih stani¢nih linija. Razlika u citotoksi¢noj
aktivnosti ovisna je o tipu stanica i primijenjenoj koncentraciji. Na osnovu rezultata
prikazanih na Slici 7a-i, jasno se uocavaju razlike u djelotvornosti ekstrakata 3, 7 i 11.
Vidljiva je smanjena vijabilnost stanica pove¢anjem koncentracije, a najvec¢i ucinak postize se
pri koncentracijama od 0,1; 0,2 1 0,5 mg/mL §to je 1 statisticki znacajno u odnosu na kontrolu.
Najveci ucinak ocituje se pri koncentraciji od 0,2 mg/mL. Nize koncentracije (0,01; 0,001 1
0,0001mg/mL) samo neznatno utjeCu na smanjenje rasta stanica. Posebno je izraZena
citotoksi¢na aktivnost na maligne stani¢ne linije K562 i HUT-78. Najve¢i citotoksi¢ni ucinak

uocen je na stani¢noj liniji HuT-78 pri ¢emu je ucinak povecan s produzenjem vremena
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izlaganja. K562 je jednako osjetljiva na sva tri ekstrakta neovisno o vremenu izlaganja i
primijenjenoj koncentraciji. Najotpornija stani¢na linija je NCI-H358, na koju sva tri ekstrakta
imaju istu djelotvornost u svim primijenjenim koncentracijama. Stani¢ne linije Hela i
MDCK-I pokazuju sli¢an inhibicijski odgovor potaknut aktivnoscu sva tri ekstrakta, a najveca
slicnost uocava se djelovanjem ekstrakta 7, tijekom 72 sata izlaganja (Slika 7f) (Slika 7h).
MDCK-I pokazao je vecu otpornost u odnosu na HeLa stanice nakon 48 satnog izlaganja

(Slika 79), ali se ta razlika gubi pri produzenom inkubacijskom periodu od 72 sata ( Slika 7h).

Ekstrakt 3 izazvao je statisticki znacajne promjene stani¢nog prezivljenja na svim
stani¢nim linijama, a osobitona leukemijskim. Nakon 48 sati najvecu osjetljivost pokazala je
HuT-78 linija (Slika 7a), kod koje je najveci citotoksi¢an ucinak izrazen pri koncentraciji od
0,2 mg/mL. Tijekom duzeg vremena inkubacije od 72 sata kontinuirano je izrazen sve veci
inhibitorni u¢inak na stani¢nu proliferaciju, pa sve tri koncentracije 0,1; 0,2 i 0,5 mg/mL, kod
HuT-78 (Slika 7b) snazno inhibiraju stani¢nu proliferaciju i onemoguéuju stani¢no

prezivljavanje.

Ekstrakt 7 ima slabiji inhibicijski ucinak na proliferaciju HuT-78 u odnosu na
ekstrakt 3 1 11. Nakon 48 sati izlaganja (Slika 7a), stani¢ni rast nije bio inhibiran znaéajno u
odnosu na kontrolu pri svim koncentracijama, ali nakon 72 sata (Slika 7b), smanjuje se
vijabilnost stanica povecanjem primijenjene koncentracije, a statisticki najznacajniju
promjenu uzrokuje koncentracija od 0,2 mg/mL koja onemogucava stanicno preZivljavanje.
Najvecu djelotvornost ekstrakt 7 ima na HeLa (Slika 7e-f) i MDCK-1 (Slika 7g-h) stani¢ne
linije, u odnosu na ekstrakt 3 i 11. Pri koncentracijama od 0,2 i 0,5 mg/mL postotak

prezivjelih stanica je manji od 25 % (Slika 7f; 7h).

Ekstrakt 11 pokazuje sli¢ne citotoksi¢ne ucinke kao i ekstrakt 3, iako ekstrakt 11 ima
slabiji citotoksi¢ni utjecaj. Razlika se posebno uoc¢ava nakon 48 sati, ali nakon duzeg perioda
izlaganja od 72 sata ucinak na inhibiciju stani¢nog rasta se izjednacCava s djelovanjem
ekstrakta 3, Sto je osobito naglaseno kod NCI-H358 (Slika 7i) i leukemijskih stani¢nih linija
(Slika 7b; 7d). Najveci utjecaj na smanjenje stani¢nog prezivljavanja i ovdje se uocava upravo

pri koncentraciji od 0,2 mg/mL.
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3.1.1. Razlike u citotoksi¢nom djelovanju izolata apigenina iz cvijeta kamilice i

standarda apigenina

Ucinak izolata apigenina dobivenog iz ekstrakata cvjetova kamilice u odnosu na
komercijalni standard apigenina prikazan je na Slici 8. Uocene su razlike u citotoksi¢nim
ucincima izolata tijekom izlaganja od 72 sata, Sto pokazuje isti obrazac inhibicije rasta stanica
kao u prethodno opisanim djelovanjima razliCitih ekstrakata kamilice. Najveci ucinak ocituje
se pri ve¢im koncentracijama, osobito pri koncentraciji od 0,5 mg/mL, kod koje sve stani¢ne
linije pokazuju najmanji postotak prezivljena. Najveca citotoksi¢na aktivnost uocena je kod
malignih stani¢nih linija K562 i HuT-78, a najosjetljivijom se stani¢nom linijom pokazao

HuT-78. NCI-H358 opet se pokazao kao najmanje osjetljiva linija.

Rezultati djelovanja standarda apigenina pokazuju drugaciju sliku citotoksi¢nog
djelovanja na prezivljenje stanica. Leukemijske stani¢ne linije ne pokazuju najvecu inhibiciju
stani¢ne proliferacije kao Sto je slucaj s ekstraktima. Naprotiv, najveéi utjecaj se ocCituje na
normalnu MDCK-I i tumorsku stani¢nu linijju HeLa, gotovo jednako pri svim
koncentracijama, s blagim povecanjem citotoksi¢nosti S poveéanjem primjenjene
koncentracije. Djelovanje i na NCI-H358, koji se pokazao kao najotpornija stani¢na linija,
pokazalo je drugaciji stupanj prezivljavanja, prema kojem komercijalni apigenin snaZnije
inhibira stani¢ni rast NCI-H358 nego $to djeluje na HuT-78. Najmanje je osjetljiva K562

linija.
Navedene razlike upucuju na to da dobiveni izolat apigenina iz cvijeta kamilice

uzrokuje citotoksi¢nost 1 smanjuje postotak prezivljenja stanica, ali u¢inak je razli¢it u odnosu

na ucinak komercijalno dostupnog apigenina.
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Apigenin standard Apigenin izolat
M0,1mg/mL| 31,74 | 21,34 | 43,42 | 66,42 | 40,03 61,44 | 64,60 | 59,54 | 32,84 | 31,98
0,2mg/mL| 28,13 | 16,45 | 29,81 | 55,35 | 34,61 54,57 | 60,13 | 44,43 | 19,79 | 0,13
H0,5mg/mL| 22,61 | 11,80 | 27,50 | 42,90 | 41,18 14,48 | 7,37 | 20,15 | 1,53 | -6,34

Slika 8. Bioloski ucinak standarda apigenina u odnosu na izolat apigenina iz cvijeta kamilice na stani¢ne
linije: HeLa, MDCK-I, HuT-78, K562 i NCI-H358. Stani¢ne linije su izloZzene djelovanju standarda apigenina
i izolata u vremenu od 72 sata, pri koncentracijama: 0,5; 0,2; 0,1mg/mL. Citotoksi¢an ucinak odredenivan je
MTT testom u triplikatu, a rezultati su istraZzeni kao postotak prezivljavanja izlaganih stanica u odnosu na

kontrolne stanice. Statisti¢ki zna¢ajna razlika (p<0,05) oznacena je zvjezdicom (*).

3.2. MorfoloSke promjene na HeLa stani¢noj liniji

Model za promatranje morfoloSkih promjena djelovanjem ekstrakata kamilice 3, 71 11
bila je stani¢na linija HeLa (Slika 10). Po zavrSetku testnog perioda od 48 i 72 kontrolne i
tretirane stanice su mikroskopirane. Rezultati pokazuju jasno vidljiv ucinak ekstrakata

kamilice na promjenu morfoloskog izgleda stanica.

Smanjeni broj stanica nakon tretmana s ekstraktima u odnosu na kontrolu ukazuje na
citotoksi¢no djelovanje. Djelovanjem ekstrakt 3, znacajno je smanjen broj stanica ve¢ nakon
48 h u odnosu na kontrolne stanice, a tijekom duZeg vremena inkubacije od 72 h citotoksican
ucinak jo$ je vidljiviji i naruSena je morfologija stanica. Stanice gube konfluentnost koja je
prisutna kod kontrolnih stanica. Karakteristican razvuceni oblik HeLa stanica je naruSen, §to
se najjasnije vidi nakon 72 sata (Slika 10 b) izlaganja kada stanice poprimaju ovalan izgled.
Ekstrakti 7 i 11 djeluju na sli¢an nacin na promjenu same morfologije stanica §to se moze

uoCiti 1 prema slicnim ICsp vrijednostima. Stanice jo§ uvijek nisu potpuno izgubile
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konfluentnost i karakteristi¢an oblik, ali produzeno vremensko izlaganje evidentno utjece na
pojacanu promjenu morfologije stanica. Nakon 72 sata izlaganja djelovanju istrazivanih
ekstrakata, jasno je vidljiva promjena u konfluentnosti stanica i promjena oblika $to se najvise
uocava djelovanjem ekstrakta 71 11, pri 72 sata (Slika 10 b). Ekstrakt 3, takoder je utjecao na
smanjen broj i naruSenu morfologiju stanica, ali slabije od ekstrakata 7 1 11. Broj stanica je

smanjen, ali su pojedine stanice jo$ uvijek zadrzale svoj karakteristi¢an oblik.

ICso vrijednosti odabranih ekstrakata kamilice na HeLa stanice, pokazale su razlicit
ucinak, $to je vidljivo iz vrijednosti u Tablici 1. Ekstrakti 7 1 11, svoju aktivnost postizu ve¢
nakon 48 h S§to se vidi po dobivenim vrijednostima koje su gotovo iste na oba promatrana
vremena, $to implicira da produzena izloZenost nije potrebna. Ekstrakt 3, takoder ve¢ nakon
48 h postize svoju aktivnost. Buduci da ekstrakt 7 i 11, imaju ICsp pri nizim koncentracijama,
kristalizacija koja se pojavljivala pri finalnim koncentracijama od 0,2 i 0,5 mg/mL ne utjece
na rezultat. Kod ekstrakta 3, 1Cso se priblizava koncentraciji od 0,2 mg/mL na kojoj je
uocena prisutnost kristala §to se moze povezati s povisSenom ICsy koja se gotovo udvostrucuje

u odnosu na 48 h.
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Slika 9. Morfolo$ke promjene na HeLa stanicama. HeLa stanice izloZene su djelovanju tri ekstrakta kamilice
u koncentracija u kojima izazivaju 50 % prezivljavanje stanica - 1Cs, (Tablica 1) tijekom 48 sati i 72 sata. a)
kontrolne stanice; b) ekstrakt 3; c) ekstrakt 7; d) ekstrakt 11. Stanice su vizualizirane invertnim mikroskopom
Olympus 1x51 povezanim s Olimpus SP-500 UZ fotoaparatom. Povecanje 400x.

37



3.3. Proapoptoticko djelovanje ekstrakata kamilice na HeLa stanice

Proapoptoticko djelovanje ekstrakata 3, 7 i 11 u ICso koncentracijama testirano je na
HeLa stanicama tijekom 24 i 48 sata u usporedbi sa standardom apigenina kao pozitivnom
kontrolom. Kod stanica u apoptozi Annexin V-FITC se veze za fosfatidil-serin koji se nalazi
na vanjskoj strani membrane, a rezultat se ocituje kao jasno vidljiva zelena fluorescencija.
Propidijev jodid (PI) se primarno veze na DNK unutar jezgre $to se detektira kao crveno
obojenje. Crveno obojenje je rasprSeno po Citavoj stanici Sto ukazuje da se PI veze i na
jezgrice. Preklapanje crvenog i zelenog signala jasno pokazuje razliku u lokalizaciji. Nikakve
znacajne morfoloSke promjene na tretiranim stanicama nisu uocene pod vidljivom svjetloséu

Sto je dobar znak koji upuéuje da su stanice vijabilne i stoga reprezentativne.

Nakon 24 satnog izlaganja (Slika 11), jasno su vidljivi apoptoti¢ki i nekroti¢ni
elementi djelovanja koji su najjace izrazeni djelovanjem ekstrakta 11 (Slika 11. 4 b-C).
Potpuni ucinak nekroze vidljiv je nakon 48 h, gdje se jasno vidi kako PI ulazi u veéinu
stanica oslikavajuci crveno obojenje, koje je zahvatilo raspadnute stanice (Slika 12. 4 a-c).
Ekstrakt 7, nakon 24 sata tek zapoCinje proces apoptoze, Sto se vidi kao lagana zelena
fluorescencija oko jo§ uvijek cjelovitih membrana stanica (Slika 11. 3 b), bez znakova
nekroticnog djelovanja (Slika 11. 3c¢). Slika se znacajno mijenja nakon 48 h, kada ekstrakt 7
uzrokuje vidljive znakove apoptotickih i nekroti¢nih stanica (Slika 12. 3 b-c). Apoptoza i
nekroza vidljive su i pri djelovanju ekstrakta 3, kojeg s obzirom na najvece ICsq Vvrijednosti,

ocigledno treba visSe za postizanje znacajnog ucinka.
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Slika 10. Proapoptoticko djelovanje ekstrakata kamilice na HeLa stani¢nu liniju nakon 24 sata. Hela
stanice izloZene su djelovanju Standarda apigenina i tri ekstrakta kamilice primijenjenih u ICsy vrijednosti
(Tablica X). Nakon 24 sata na stanice je dodan Annexin V-FITC i PIl. Za analizu proapoptoti¢kog ucinka
primijenjen je Carl Zaiss fluorescentni mikroskop: a) vidljivo svjetlo; b) Annexin V-FITC Ag=495 nm, Ae,=525
nm (zelena fluorescencija); ) PI Ay = 488-535 nm, A, =612-617 nm (crvena fluorscencija); 1) apigenin standard
(pozitivna kontrola); 2) ekstrakt kamilice 3; 3) ekstrakt kamilice 7; 4) ekstrakt kamilice 11. Povecanje 400x.
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Slika 11. Proapoptoticko djelovanje ekstrakata kamilice na HeLa stani¢nu liniju nakon 48 sata. Hela
stanice izloZene su djelovanju standarda apigenina i tri ekstrakta kamilice primijenjenih u ICsy vrijednosti
(Tablica 1). Nakon 48 sati na stanice je dodan Annexin V-FITC i PIl. Za analizu proapoptotickog ucinka
primijenjen je Carl Zaiss fluorescentni mikroskop: a) vidljivo svjetlo; b) Annexin V-FITC Ae=495 nm, Ae,=525
nm (zelena fluorescencija); C) PI Ay = 488-535 nm, A,,,=612-617 nm (crvena fluorscencija); 1) apigenin
standard (pozitivna kontrola); 2) ekstrakt kamilice 3; 3) ekstrakt kamilice 7; 4) ekstrakt kamilice 11.
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4. RASPRAVA
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Kako su tumorska oboljenja jedna od vodecih uzro¢nika smrtnosti, a do sada nije
pronaden posve ucinkovit lijek namece se potreba za pronalaskom boljeg pristupa u
suzbijanju tumorskih oboljenja (Mendelsohn i sur., 2001). U svrhu pronalaska tvari s
mogucim ucincima na inhibiciju rasta tumorskih stanica, istrazeno je 12 ekstrakata kamilice
(Matricaria camomilla), dobivenih u laboratoriju za izolaciju pri Katedri za biotehnologiju i
farmaceutsko inZenjerstvo u Novom Sadu. Cilj istrazivanja bio je odrediti ucinak 12
ekstrakata cvjeta kamilice na panelu humanih tumorskih linija (HeLa, NCI-H358, K562 i HUT
78) i jednoj psecoj liniji normalnih stanica (MDCK-I). Flavonoidi pripadaju skupini prirodnih
polifenolnih spojeva, Siroko rasprostranjenih u biljnom carstvu, koji pokazuju razne bioloske
aktivnosti, ukljucujuéi i inhibiciju rasta tumora (Formica i Regelson, 1995; Shukla i sur.,
2008). Biljni flavonoid apigenin koji je jedna od aktivnih tvari u istrazivanim ekstraktima
vazna je komponenta cvjetova kamilice (Janmeya i sur., 2010). Brojni drugi spojevi koji se
nalaze u cvjetovima kamilice poput kamazulena, seskviterpenskih alkohola (a-bisabolol),
seskviterpenskih oksida (bisabolol), seskviterpenskih laktona i kumarina (herniarin,
umbeliferon) imaju dokazane biloske ucinke na inhibiciju stani¢ne proliferacije (Janmeya i
Sanjay, 2009). Analize brojnih ekstrakata kamilice potvrdile su da je apigenin-7-O-glukozid
(AP-7-Glc) glavni sastojak (Svehlikova i sur., 2004) i da ekstrakti kamilice koja raste na
razli¢itim podrucjima sadrze razliite koli¢ine apigenina za kojeg je utvrdeno da ima

antioksidativna i protutumorska svojstva (Silvan i sur., 2010).

Rezultati ove studije pokazuju da ekstrakti iz cvjetova kamilice imaju razlicito
citotoksi¢no djelovanje na ispitivane stani¢ne linije nakon 48 i 72 sata izlaganja stanica.
Ucinci ekstrakata bili su ovisni o vrsti stanica, primijenjenoj koncentraciji (0,5; 0,2; 0,1; 0,01;
0,001 i 0,0001 mg/mL) i vremenu izlaganja. Rezultati pokazuju smanjen postotak rasta svih
stani¢nih linija u primijenjenom koncentracijskom nizu od 0,5 mg/mL do 0,0001 mg/mL.
Proporcionalno smanjenje vijabilnosti stanica kod svih analiziranih ekstrakata uoc¢ava se kod
dvije najvise primijenjene koncentracije od 0,2 i 0,5 mg/mL, osobito nakon 72 sata izlaganja.
Sliéne ucinke na inhibiciju rasta tumorskih stanica jetre HeP-G2 pokazala su istrazivanja na
apigeninu (2,7x10™ — 2,7x10 mg/mL) tijekom izlaganja stanica 48 i 72 sata. Rezultati studije
Papachristou i sur. pokazali su da koncentracije od 1,3x10? i 2,7x102 mg/mL uzrokuju
inhibiciju stani¢nog rasta od 75-100 % nakon 72 sata izlaganja (Papachristou i sur., 2013).
Ovaj rezultat pokazuje da apigenin ima znacajan citotoksi¢an uéinak u koncentracijama 10
puta manjim od koncentracije nasih ekstrakata 3, 7 1 11 (0,2 mg/mL) koji su imali znac¢ajan

ucinak na vijabilnost stanica. Wang i sur. su istrazivanjem flavonoida apigenina, kvercetina,
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mircetina i kampferola na leukemijskim HL-60 stanicama ustanovili da najvecu inhibiciju
stani¢ne proliferacije izaziva apigenin, proporcionalno S povecanjem koncentracije $to je u
korelaciji s djelovanjem nasih ekstrakata. Dvije najvise koncentracije apigenina od 2,1x107%-
2,7x10% mg/mL, izazvale su smanjenje stani¢nog rasta za 60-70 % nakon 48 sati izlaganja
(Wang i sur., 1999). Ove spoznaje o uéinku apigenina na nizim koncentracijama (2x107
mg/mL) od onih koje su imali nasi ekstrakti 3, 7 i 11 (2x10" mg/mL), upuéuju nas da

apigenin nije jedini spoj u nasim ekstraktima koji pokazuje bioloski u¢inak.

Najveca inhibicija stani¢nog rasta uocena je kod malignih stani¢nih linija HUT-78 i
K562, a osobito HuT-78. Najveci ucinak ima koncentracija ekstrakta od 0,2 mg/mL. Nize
koncentracije (0,01; 0,001 i 0,0001mg/mL) neznatno utjecu na rast stanica. Prema literaturnim
navodima, stani¢ne linije HuT-78 i K562, pripadaju skupini transformiranih limfoblastnih
stanica. HUT-78 stanice su izolirane iz krvi pacijenta oboljenog od Sazarijevog sindroma, a
K562 iz kostane srzi pacijentice oboljele od kroni¢ne mijeloidne leukemije CLM (Web 6).
Ruela-de-Sousa i sur. u svojim istrazivanjima citotoksi¢nog u¢inka apigenina na dva tipa
leukemijskih stanica, ustanovili su da apigenin znacajnije inhibira rast mijeloidnih (HL-60 i
K562) u odnosu na eritroidne (TF1) leukemijske stanice (Ruela-de-Sousa i sur., 2010), §to nas
dovodi u korelaciju s rezultatom ove studije i izrazenim utjecajem ekstrakata na nasu
istrazivanu stani¢nu liniju mijeloidne leukemije K562. Nadalje, istrazivanje citotoksi¢nog
uéinka apigenina na razliCite linije leukemijskih stanica, rezultiralo je selektivnim
antiproliferativnim i apoptotickim u¢inkom na monocite i limfocite leukemija (Vargo i sur.,
2006). Brojna druga istrazivanja potvrdila su bioloski uCinak apigenina na leukemijske
stanice. Wang i sur. potvrdili su da apigenin ima znatno vecu citotoksi¢nu aktivnost od ostalih

flavonoida u izazivanju apoptoze leukemijskih stanica (Wang i sur., 1999).

Usporedbom citotoksi¢nog djelovanja svih ekstrakata na istrazivane stani¢ne linije,
najjace proapoptoticko djelovanje pokazali su ekstrakati 3, 7 i 11. Najmanju dobivenu
citotoksicnu aktivnost ekstrakta kamilice na NCI-H358 u usporedbi s drugim stani¢nim
linijama, mozemo dovesti u korelaciju sa dosadasnjim spoznajama 0 otpornosti ovih stanica
na djelovanje kemoterapijskih spojeva (Winter i sur. 1992). NCI-H358 stani¢na linija ima
mutirani tumor supresorski gen p53, koji nije u mogucnosti potaknuti daljnji tijek reakcija

koje odvode tumorske stanice u programiranu stani¢nu smrt (Winter i sur. 1992).
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Ekstrakt 3 pokazao je najjaci citotoksi¢an ucinak, a nesto slabiji u¢inak ima ekstrakt
11. Djelovanje ekstrakta 7 na HUT-78, slabije je u odnosu na ostala dva ekstrakta, ali pokazuje
vecu djelotvornost na HeLa i MDCK-I stani¢nu liniju od ekstrakta 3 i 11. Dobiveni rezultati
pokazatelj su djelovanja razli¢itih spojeva iz ekstrakata koji su dobiveni razli¢itim metodama
ekstrakcije s naglaskom na apigenin kao jednu od aktivnih komponenti. Drugi istrazivaci su
uvidjeli da apigenin i strukturno srodni flavonoidi kao §to su kvercetin, mircetin i kampferol
pokazuju inhibitorni uc¢inak na proteosome i aktivaciju apoptoze u leukemijskim stanicama sa
naglaskom da apigenin i kvercetin imaju jac¢i u¢inak od kampferola i mircetina na aktivaciju

kaspaze 3 i poticanje apoptoze u leukemijskoj Jurkat stani¢noj liniji (Chen i sur., 2005)

Tocan mehanizam djelovanja ekstrakata na inhibiciju stani¢ne proliferacije u ovom
istrazivanju nije utvrden, ali dosadasnje spoznaje ukazuju na nekoliko putova djelovanja
apigenina i srodnih flavonoida. Jedna studija potvrdila je utjecaj flavonoida apigenina i
kvercetina na inhibiciju enzima topoizomeraze koji regulira DNK nepravilnosti i uklju¢en je u
metabolizam leukemijskih stanica ukljuéuju¢i kontrolu DNK replikacije i transkripcije (Vargo
i sur., 2006). Jos davne 1975, Suolinna i sur. pokazali su da flavonoidi kao Sto je kvercetin
imaju inhibitorni ucinak in vitro na malignim stani¢nim linijama, kao $to je HeLa i
leukemijske stani¢ne linije L1210 i P-388. Tretirane stanice imaju sniZzenu razinu Bcl-2 i
povecanu razinu Bax proteina $to potice aktivaciju mitohondrijskog puta apoptoze (Suolinna i
sur., 1975). Jedna od novih spoznaja o kojima su izvijestili Cao i sur., 2013, odnosi se na
citotoksi¢no djelovanje apigenina na stanice tumora dojke T47D i MDA-MB-231. Ovo
istrazivanje ukazalo je da apigenin utjeCe na apoptozu i autofagiju istovremeno na nacin da
inhibira autofagiju i time pojacava proapoptoticku aktivnost. Apigenin izaziva autofagiju
stvaranjem autofagnih vakuola i poviSenjem koncentracije LC3-Il. Dokazano je da apigenin
istovremeno utjeCe na apoptozu i autofagiju, a inhibira i fostaidilinozitol 3-kinazni/Akt/mTOR
signalni put koji je bitan u negativnoj regulaciji autofagije. Djelovanjem inhibitora autofagije
kao sto je 3-MA (3-metiladenin) pojacava se ucinak apoptoze. Ovo istrazivanje ukazuje kako
odredeni kemoterapeutici inhibiraju¢i autofagiju i istovremeno pojacavajuci apoptozu, daju
vazne informacije za prevenciju nastanka tumora (Cao i sur., 2013). Rezultati istrazivanja na
ljudskoj promijelocitnoj leukemiji HL-60, potvrdili su da flavonoidi induciraju gubitak
mitohondrijskog transmembranskog potencijala $to dovodi do otpustanja citokroma c u
citosol i aktivacije nizvodnih kaspaza, koje poti¢u programiranu stani¢ne smrt. Kao glavni
flavanoid s proapotptickim djelovanjem istaknut je apigenin (Wang i sur., 1999). Objavljene

spoznaje o utjecaju apigenina i srodnih flavonoida na tumorske stanice i signalne puteve
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ukljucene u smrt izloZenih stanica upucuju na mogucnost da je jedan od prethodno opisanih
procesa potaknut djelovanjem i naSih ekstrakata, a Sto bi se moglo potvrditi daljnjom

analizom.

Rezultati ispitivanja morfoloSkih promjena i sposobnosti indukcije apoptoze u HelLa
stanicama djelovanjem ekstrakata 3, 7 i 11 potvrduju njihov proapotpoticki potencijal. Novija
istrazivanja na stanicama tumora dojke T47D i MDA-MB-231 (Cao i sur., 2013) i HelLa
stanicama (Xu i sur., 2011), koje su tretirane apigeninom, potvrdila su poja¢an apoptoticki
u¢inak vidljiv vezanjem obiljezenog aneksina na izlozeni fosfatidilserin. IstraZivanja su
potvrdila da flavonoidi imaju potencijal vezanja na ATP vezna mjesta velikog broja proteina,
zbog njihove sli¢nosti s ATP strukturom, sto ¢ini flavonoide konkurentnim inhibitorima
proteinskih kinaza. Apigenin se pokazao kao inhibitor protein-tirozinskih kinaza, koje nadziru
rast i diferencijaciju stanica (Ruela-de-Sousai sur., 2010). Prema izvjes¢ima drugih autora 0
utjecaju apigenina na tumorske stanice vrata maternice (HeLa), mozemo pretpostaviti jedan
od mogucih putova izazivanja apoptoze kod ove stani¢ne linije koji su izazvali i nasi ekstrakti.
Prva izvje$¢a o utjecaju apigenina na HeLa stanice, pokazala su da apigenin inhibira rast
stanica kroz apoptozu na nacin da djeluje na aktivaciju proteina p53, koji aktivira
transkripciju gena ukljucujuéi p21 koji u konacnici zaustavljanja rast stanica u G1 fazi
stani¢nog ciklusa. Tvori se kompleks (Apaf-1/kaspaza-9) sto dalje rezultira lan¢anom
aktivacijom nizvodnih kaspaza i odvodi tumorske stanice u apoptozu. Apigenin takoder utjece
na smanjenu ekspresiju Bcl-2 proteina, a koji djeluje kao inhibitor programirane stani¢ne
smrti (Zheng i sur., 2005).

Rezultati ispitivanja citotoksi¢nosti apigenina standarda i izolata pokazali su razlicit
citotoksi¢an ucinak, §to potvrduje da apigenin nije jedina aktivha komponenta u izolatu
apigenina. Ove razlike mogu biti utjecaj razlicitih metoda ekstrakcije 1 CistoCe istrazivanih
ekstrakata, Sto nas upucuje da u naSim ekstraktima apigenin nije jedina tvar s bioloskim
uc¢inkom. Apigeninski izolat pokazao je najve¢i postotak inhibicije stanicnog rasta na

leukemijske stanice HUT-78 i K562, a standard apigenina na HeLa i MDCK-I stani¢nu liniju.

45



Epidemioloske studije izvjeStavaju da hrana bogata biljnim flavonoidima ima
pozitivan utjecaj na zdravlje, ukljucujuéi smanjen rizik od razvoja odredenih vrsta tumora.
Apigenin je jedan od najvaznijih bioaktivnih biljnih flavonoida. Njegov unos je u velikoj
mjeri zastupljen u obliku biljnog ¢aja kamilice. Laboratorijska istrazivanja pokazala su da
apigenin posjeduje protuupalna, antioksidativna i antitumorska svojstva, te da utjeCe na
nekoliko klju¢nih putova 1/ili ciljeva koji su povezani s nekoliko zdravstvenih poremecaja,

ukljucujuéi i tumore (Shukla i Gupta, 2010).

Temeljem prethodno navedenih spoznaja, apigenin i srodni flavonoidi imaju potencijal

za daljnje istrazivanje i razvoj kao kemopreventivno i/ili terapijsko sredstvo.
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5. GLAVNI REZULTATI
| ZAKLJUCAK
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Citotoksi¢an utjecaj na smanjenje prezivljenja stanica povecava se proporcionalno s
poveéanjem koncentracije, pa tako najvece koncentracije 0,2 i 0,5 mg/mL imaju
najveci citotoksi¢an ucinak kod svih analiziranih stani¢nih linija, pri ¢emu je ucinak
poveéan produzenim vremenskim periodom izlaganja za svih dvanaest ispitivanih

ekstrakata kamilice

Ekstrakti 3, 7 i 11 pokazali su najveci inhibicijski u¢inak od svih ispitivanih ekstrakata

u odnosu na kontrolne stanice

Stani¢ne linije HUT-78 i K562 pokazale su najvecu osjetljivost djelovanjem ekstrakata

3,71 11, dok je NCI-H358 najmanje osjetljiva stani¢na linija

Ekstrakt 3, pokazao je najvecu inhibiciju stani¢nog rasta na HuT-78 stani¢nu liniju
Komercijalni i izolirani apigenin pokazuju razlicito djelovanje na stanicne linije; izolat
najve¢im dijelom inhibira HuT-78 i K562 dok komercijalno dostupan apigenin nema
znacajnu ucinkovitost na iste

Razlike u citotoksi¢nom djelovanju komercijalnog dostupnog 1 izoliranog apigenina
upucuju na to da apigenin nije u potpunosti Cist 1 jedina aktivna komponenta u izolatu
apigenina koja djeluje citotoksi¢no

Ekstrakti 7 1 11 najviSe utjecu na promjenu morfoloskog izgleda HeLa stanica

Sva tri ekstrakta (3,7,11) dovode do apoptoze u Hela stanicama sa naglaskom na

ekstrakt 11 koji pokazuje najsnaznije proapoptoticko djelovanje
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80,5mg/mL 27,53 | 2603 | 1419 | 3013 1948 | 1489 | 3567 | 819 | -1822
(8a)
Ekstrakt kamilice 7
5 150,00
% 125,00
hd
% S 10000
= ©
= 2 7500
>g a
£ 8 50,00
w T 00
° '’
3 0,00
X
-25,00
Hela | MDCKI | K562 | HuT-78 Hela | MDCKI I-T?:CSIB K562 | HuT-78
48h 72h
®0,0001mg/mL| 120,63 | 114,05 | 93,87 | 86,74 8595 | 90,17 | 86,41 | 8450 | 100,26
®0,001mg/mL | 120,03 | 111,64 | 86,30 | 85,18 88,72 | 99,09 | 7845 | 82,63 | 100,21
H0,0lmg/mL | 112,35 | 114,74 | 82,94 | 75,53 7599 | 99,87 | 7899 | 86,84 | 93,04
®0,1mg/mL 37,49 | 4054 | 31,98 | 8815 39,33 | 3837 | 3674 | 2883 | 2623
B0,2mg/mL 37,10 | 3691 | 880 | 62,37 9,16 | 12,71 | 32,44 | 1098 | -9,16
80,5mg/mL 10,60 | 1566 | 12,91 | 90,44 890 | 11,40 | 2418 | 615 | 26,90
(8b)
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Ekstrakt kamilice 11
150,00
=
S 125,00
b=}
«~ £ 100,00
»w O
[
-~ @ 75,00
c <
L s
c 2 50,00
g <
8 2500
3
* 0,00
-25,00
Hela MDCK | K562 HuT-78 Hela MDCK | |-'|\|3cs|8 K562 HuT-78
48 h 72h
0,0001mg/mL| 120,09 | 107,37 | 90,80 80,87 97,20 106,80 | 86,04 89,12 99,94
H0,001mg/mL | 106,53 | 111,53 72,14 74,33 100,55 | 114,69 74,02 84,75 98,71
i0,01mg/mL 101,00 | 108,73 73,35 69,32 93,80 111,10 | 71,53 99,09 87,34
0,1mg/mL 48,37 63,02 18,48 28,19 49,07 52,29 42,28 22,20 -2,70
H0,2mg/mL 51,40 59,97 14,80 2,14 55,02 38,80 37,21 13,96 -22,19
H0,5mg/mL 27,93 35,12 15,47 31,50 29,15 20,51 39,09 8,68 -10,43

(8c)

Slika 8. Citotoksi¢ni u¢inak najdjelotvornijih ekstrakata kamilice. Sve istrazivane stani¢ne linije su izloZene

djelovanju ekstrakata kamilice 3(8a), 7(8b) i 11(8c), kroz dva vremenska perioda (48 i 72 sata), pri
koncentracijama: 0,5; 0,2; 0,1; 0,01; 0,001 i 0,0001 mg/mL. Njihov citotoksi¢an ucinak odreden je MTT

testom u tri nezavisna vremenska ponavljanja u triplikatu. Statisticki znacajna razlika (p < 0,05) oznacena je

zvjezdicom (*).
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