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SaZetak

Prirodni proizvodi poput Zitarica, orasastih plodova, voca, povréa i ljekovitog bilja sadrze brojne bioloski aktivne tvari (fenolne spojeve,
glukozinolate, karotenoide, alkaloide i dr.) koje mogu imati razlicite povoljne, ali i nepovoljne ucinke na organizam. Povoljni ucéinci na zdravije
ljudi povezuju se s antitumorskim, antialergijskim, antibiotickim, antioksidacijskim i drugim svojstvima koje mogu posjedovati bioloski aktivne
tvari iz biljaka. Utvrdeno je da djelovanje navedenih tvari ima zastitni ucinak kod sirokog raspona tumorskih oboljenja, smanjuje mogucnost
pojave koronarnih bolesti, sréanog udara te stiti organizam od oksidativnog stresa uzrokovanog slobodnim radikalima. Stoga se sve vise ispituje
primjena bioloski aktivnih tvari iz biljaka kao izvora novih lijekova, pri cemu se u istraZivanjima Cesto koriste in vitro testovi koji ukljucuju
uporabu razlicitih humanih stanicnih linija.

Stanicne linije koriste se u procjeni toksicnosti kemikalija i uzoraka iz okolisa te predstavljaju vrlo koristan alternativni pristup u (eko)
toksikoloskim istrazivanjima. Takoder, Cesto se koriste pri ispitivanju bioloSke aktivnosti spojeva prisutnih u biljkama, osobito vocu i povréu, te
raznih proizvoda koji se baziraju na tim sirovinama. Interakcija ispitivane tvari i bioloskih sustava odvija se ponaprije na stanicnoj razini, na
Cemu se temelji primjena in vitro stanicnih kultura, koje omogucuju brze i ekonomicnije studije u odnosu na in vivo istrazivanja. Kod in vitro te-
stova najcesce se odreduje tzv. bazalna citotoksicnost, kojom se odreduje ucinak ispitivane tvari na prezivijenje stanica u kulturi, a tako dobiveni
rezultati mogu posluziti kao smjernice za daljnja in vivo istrazivanja.

Kljucne rijeci: biljke, bioloski aktivne tvari, humane stanicne linije, in vitro bioloska aktivnost

Summary

Natural products such as cereals, nuts, fruits, vegetables and herbs contain many biologically active substances (phenolic compounds,
glucosinolates, carotenoids, alkaloids, etc.) which may have a different favorable, but also the adverse effects on the organism. Beneficial effects
on human health are associated with antitumor, antiallergy, antibiotic, antioxidant and other properties of plant's biologically active substances.
It was found that the biological activities of such substances have a protective effect toward different types of tumors, reduces the incidence of
coronary heart disease, heart attack and protect the organism from oxidative stress caused by free radicals. Therefore, biologically active sub-
stances from the plants are being investigated as a potential source of new drugs, wherein in vitro assays using different cell line are frequently
applied.

Cell lines represent a useful alternative approach in the (eco)toxicological studies and are often used to assess the toxicity of chemicals and
environmental samples. In addition, human cell lines are used in testing biological activity of compounds present in plants, especially fruit and
vegetables, and a variety of products based on it. The interaction of the test substance and biological systems occurs preferentially at the cellular
level, what is the fact on which the application of in vitro cell cultures is based on. Also, the application of in vitro cell cultures enables faster
and more cost-effective studies compared to in vivo studies. Generally, by in vitro tests basal cytotoxicity is determined, by which the effect of the
test substance on cell survival is determined. Therefore, the findings gain by in vitro tests could serve as guidelines for further in vivo studies of
biological activity of compounds.
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Uvod

Bioloski aktivni sastojci hrane su tvari prisutne u hrani
najcesce u malim koli¢inama, s dokazanim dvojnim, povolj-
nim i nepovoljnim, u¢inkom na zdravlje ljudi. Odlikuju se
sposobno$c¢u da svojom biolo§kom aktivno$éu smanje ili pot-
puno uklone ucinak Stetnih tvari u ljudskom organizmu. Osim
pozeljnog ucinka na zdravlje, pojam bioloske aktivnosti moze
se odnositi i na nepovoljne uéinke na organizam i tada govo-
rimo o toksi¢nosti tih sastojaka. Bioloski aktivni sastojci hra-
ne medusobno se razlikuju po kemijskoj strukturi i funkciji u
organizmu, a tu se ubrajaju razne skupine spojeva: vitamini
i minerali, enzimi, karotenoidi, fitosteroli, glukozinolati, po-
lifenolni spojevi, glikozidi, alkaloidi i druge tvari prisutne u
hrani. Navedeni spojevi, uneseni i prisutni u organizmu u od-
govaraju¢im koli¢inama, mogu povoljno utjecati na zdravlje
Covjeka tj. na razli¢ite organske sustave kao §to su gastrointe-
stinalni, kardiovaskularni, endokrini, nervni, imunoloski i dru-
gi. Smatra se da se najveci broj bioloski aktivnih tvari nalazi
u biljkama odnosno vocéu, povréu i zitaricama (Jasi¢, 2010).
Bioloski aktivni nenutritivni sastojci iz biljaka nazivaju se fi-
tokemikalije, odnosno fitonutrijenti. Biljke ih sintetiziraju sa
ciljem samozastite od abiotskih i biotskih stresnih faktora, a
fizioloski gledano to su produkti sekundarnog metabolizma,
koje biljka ne treba za primarne potrebe rasta i razmnozavanja.
Najveci interes znanstvenika usmjeren je na skupinu polifeno-
Inih spojeva koji su sveprisutni u biljnom carstvu, pa tako i u
svakodnevnoj prehrani i Zivotu ¢ovjeka.

Sve vrste voca sadrze bioloski aktivne fitokemikalije kao
§to su veé spomenuti polifenolni spojevi, a koli¢ine i vrste bi-
oloski aktivnih tvari razlikuju se ovisno o vrstama voc¢a. Medu
polifenolnim spojevima najzastupljeniji su flavonoidi (slika 1)
koji su podijeljeni u podskupine: flavoni, flavononi, flavonoli,
izoflavonoidi, flavani, izoflavani, flavanoli i antocijani. Osim
§to su najbrojniji, flavonoidi imaju i najznacéajniji bioloski utje-
caj te im se pripisuju antitumorska, protuupalna, antioksida-
tivna, antimikrobna, antivirusna, kardio- i neuro-protektivna
svojstva.

Slika 1. Strukturne formule flavonoida (Anonymous 1,
2013)

Figure 1. The structural formula of flavonoids (Anonymous
1,2013)

Istrazivanja bobiCastog voca pokazala su da sadrze visok
udio flavonoida i fenolnih kiselina u odnosu na druge vrste
voca. Dokazano je da bobicasto voce tamnije boje sadrzi visu
koncentraciju polifenolnih spojeva od svjetlije obojenog te da
visoki sadrzaj polifenolnih spojeva korelira s dobrom antiok-
sidacijskom aktivno$¢u navedenog voca (Jasi¢, 2010). Osim
bobicastog voca, grozde (Vitis spp.) je vrlo ¢esto predmet znan-
stvenih istrazivanja kao vrlo dobar izvor bioloski aktivnih tva-
u proizvodnji vina, sokova i ostalih prehrambenih proizvoda te
se navodi kao bogat izvor vrijednih fitonutrijenata (Georgiev
i sur., 2014) s visestrukim pozitivnim uincima na zdravlje
(Ramirez-Tortosa i sur., 2001; McDougall i sur., 2005; Miguel,
2011), pri ¢emu su upravo polifenolni spojevi najvaznije fito-
kemikalije u grozdu (Ferri i sur., 2015). Osim o vrsti voca, ko-
li¢ina, sastav i fizioloSki u¢inak bioloski aktivnih tvari ovisii o
njihovoj kemijskoj strukturi. Tako se npr. antocijani, pigmen-
ti koji daju plavu, crvenu, ljubicastu i narancastu boju vocu i
povréu, razlikuju po broju i polozaju hidroksilnih i metilnih
grupa, broju Secera vezanih na njihovu strukturu, alifatskih ili
aromatskih karboksila vezanih na Secéer te polozaju tih veza
(Kong i sur., 2003). Kako je njihova bioloska aktivnost odre-
dena kemijskom strukturom ovisno obroju hidroksilnih grupa,
antocijani imaju veéi ili manji antioksidacijski potencijal.

Zbog svega gore navedenog, intezivno se istrazuje antimu-
tageno, antitumorsko i antioksidativno djelovanje fitokemikalija
na stani¢nom nivou te njihovo djelovanje na razliite sustave
organa kao $to su gastrointestinalni, kardiovaskularni, endokri-
ni, Zivéani, imunoloski. Medutim, mnogi mehanizmi djelovanja
bioaktivnih tvari iz hrane te posljedi¢no njihovog utjecaja na
zdravlje ljudi, jo§ uvijek nisu dovoljno istrazeni. Obzirom da
biljno carstvo obiluje mnos$tvom bioloskih aktivnih tvari alter-
nativni in vitro testovi primjenom kultura stanica visestruko su
korisni u ispitivanjima potencijalno aktivnih spojeva iz biljaka.

Primjena in vitro testova i kultura stanica

Odredivanje bioloske aktivnosti prirodnih spojeva iz
biljaka, kao i novosintetiziranih kemikalija, provodi se izvo-
denjem niza testova na razli¢itim organizmima (in vivo) ili u
kulturama zivotinjskih stanica (in vitro) kako bi se na teme-
lju toga mogao procijeniti njihov ucinak na ljude. In vitro
testovi citotoksi¢nosti razvijeni su kao alternativa klasi¢nim
in vivo testovima na pokusnim zivotinjama i ukljucuju ispi-
tivanja na stani¢nim frakcijama, primarnim stani¢nim kultu-
rama, stani¢nim linijama, dijelovima tkiva, kulturama organa,
itd. (Kniewald i sur., 2005). Razvoj in vitro testova potaknut
je zbog znanstvenih, ekonomskih i etickih razloga. Ve¢ deset-
lje¢ima, u laboratorijima koji provode in vivo ispitivanja na
pokusnim laboratorijskim zivotinjama, nastoji se primjenjiva-
ti takozvani 3R pristup (eng. Reduce, Refine, Replace), kojim
se zeli smanjiti broj zivotinja koje se koriste, a uznemirenost,
bol i patnju zivotinja tijekom izvodenja testova svesti na mi-
nimum te u konaénici, gdje god je moguée zamijeniti in vivo
testove alternativnim in vitro metodama. Nedostatak in vitro
metoda je da ne mogu u potpunosti zamijeniti in vivo ispitiva-
nja na laboratorijskim zivotinjama, buduci da in vitro testovi
ne mogu u potpunosti odgovoriti na pitanja tkivno-specifi¢ne
toksi¢nosti, pojavu adaptivnog odgovora te metaboli¢ke pro-
mjene koje se zbivaju u Zivom organizmu, no u prilog im ide
¢injenica da je dokazana podudarnost za oko 80% rezultata
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istrazivanja toksicnosti provedenih primjenom razlicitih in vi-
tro 1 in vivo testova (Fent, 2001). Unato¢ tome daljnja optimi-
zacija in vitro testova nuzna je kako bi rezultati dobiveni in
vitro testovima bili §to bolji pokazatelji in vivo ucinaka.
Kulturu Zivotinjskih stanica definiramo kao pojedinac¢ne

stanice izdvojene iz tkiva ili organa, koje je moguée odrzavati
u umjetnom okolisu, odnosno u in vitro uvjetima. Prvi korak
je uspostavljanje primarne kulture Zivotinjskih stanica, odno-
sno izolacija stanica iz Zeljenog organa/organizma i njihovo
nacjepljivanje u hranjivom mediju te odrzavanje te kulture u
optimalnim in vitro uvjetima. Buduci da ove stanice zadrzava-
ju veéinu specifi¢nih funkcija i svojstva tkiva iz kojeg su po-
tekle, primarna kultura najbolje odrazava in vivo uvjete i stoga
je najprikladnija za ispitivanja svojstava i odgovora koje daju
diferencirane stanice (Benford, 1992). Pasaziranjem ili subkul-
tiviranjem primarne kulture razvija se stanic¢na linija. . U sva-
kodnevnom znanstveno-istrazivackom radu najcesce se koriste
kontinuirane stani¢ne linije. Pri in vitro ispitivanju bioloske ak-
tivnosti prirodnih spojeva, ekstrakata biljnog podrjetla te pre-
hrambenih proizvoda najc¢esce se koriste humane kontinuirane
stani¢ne linije (Slika 2) koje su dostupne putem banka stanica,
od kojih su dvije najvece: American Type Cell Culture (ATCC)
i European Collection of Animal Cell Culture (ECACC).
Slika 2.  Mikroskopska slika dviju cesto koristenih humanih
stanicnih linija: a) HeLa (stanice adenokarcinoma
grlica maternice) i b) MCF-7 (stanice adenokarci-
noma dojke). Preuzeto s https://www.lgcstandards-
atcc.org
Figure 2. A microscopic image of two commonly used hu-

man cell lines: a) HeLa (cervical adenocarcinoma

cells) and b) MCF-7 (breast adenocarcinoma cells).

Downloaded from https.//'www.lgcstandards-atcc.org

Prilikom provodenja in vitro testova toksi¢nosti, najcesée
se odreduje bazalna citotoksi¢nost koja se definira kao u¢inak
nastao medudjelovanjem ispitivane tvari i/ili procesa neop-
hodnih za prezivljavanje, proliferaciju ili funkcije zajednicke
svim stanicama u organizmu (Ekwall, 1995). Navedeni testovi
se koriste za odredivanje odnosa koncentracije ispitivane tvari
i vremena izlaganja te mehanizma djelovanja odredene tvari.
Prednosti uporabe in vitro testova toksi¢nosti su niza cijena u
odnosu na in vivo testove, visok stupanj standardizacije, repro-
ducibilnost i brzina izvodenja pri ¢emu nastaje manja koli¢ina
toksi¢nog otpada te svakako dobrobit eksperimentalnih Zivoti-
nja. Takoder, primjenom stani¢nih kultura se u kratkom vremenu
moze analizirati veliki broj tvari u Sirokom rasponu koncentra-
cija $to je svakako dobra preliminarna smjernica za planiranje
in vivo studija. Nedostaci primjene in vitro testova su nepotpuna
ili u potpunosti odsutna metabolic¢ka aktivacija ispitivane tvari u
stani¢nim sustavima, buduéi da te stanice ipak imaju izmijenje-
na svojstva u odnosu na ishodne in vivo stanice, te mogucnost
reagiranja ispitivane tvar sa sastojcima medija za uzgoj. Najce-
$¢e koristen in vitro test za odredivanje citotoksi¢nosti kemika-
lija primjenom kultura stanica je test redukcije tetrazolijeve soli
(MTT). MTT test je kolorimetrijska metoda, koja se bazira na
odredivanju metabolicke aktivnosti mitohondrija mjerenjem re-
dukcije topljive zute MTT tetrazolijeve soli u plavi netopljivi
formazan (Mosmann, 1983), odnosno u novijim izvedbama te
metode koriste se supstrati tzv. WST-1 1 MTS koji se metabolizi-
raju u produkt topiv u mediju za uzgoj stanica stoga taj protokol
ima jedan korak manje nego klasi¢an test. O¢itana apsorbanci-
ja proporcionalna je broju zivih stanica u uzorku, pri ¢emu se
prezivljenje stanica izrazava kao postotak omjera apsorbancije
tretiranih i netretiranih (kontrolnih) stanica (Slika 3).

Slika 3. Shematski prikaz in vitro testova primjenom kultura stanica (vlastita ilustracija).
Figure 3. Schematic representation of the in vitro tests using cell cultures (our own illustration).
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U primjeni su i brojni drugi testovi kao §to su: Kenacid
Blue metoda, Trypan Blue metoda, Neutral Red metoda, bojanje
bojom kristal-ljubi¢asto, metoda otpustanja laktat dehidrogena-
ze, test proliferacije stanica i smanjenje razine ATP-a (Atterwill,
1995; Fent, 2001). Primjenom vise razli¢itih metoda mozemo,
osim informacije o bazalnoj citotoksi¢nosti ispitivane tvari, do-
biti ideju 0 mogu¢em mehanizmu toksi¢nosti buduci se metode
temelje na razli¢itim principima, dok koristenje razlicitih stanic-
nih linija moze ukazati na ciljne stanice za ispitivanu tvar. Kao
§to je ve¢ spomenuto, in vitro testovi primjenom kultura stani-
ca imaju Siroku upotrebu, buduci se navedenim testovima osim
inhibitornog djelovanja moze odrediti i stimulatorni, odnosno,
pozitivan u¢inak na rast stanica u kulturi.

U prirodi postoji mnostvo bioloskih aktivnih tvari koje
imaju razne ucinke na organizam, stoga se alternativni in vitro
testovi koriste u ispitivanjima potencijalno aktivnih spojeva
iz biljaka. Provode se ispitivanja biljnih ekstrakata, pojedinih
frakcija 1/ili izoliranih i pro¢iséenih sastojaka kako bi se odre-
dilo njihovo djelovanje. Najéescée ispitivana svojstva bioloski
aktivnih tvari su antitumorski i antiokisidacijski u¢inak. Veliki
broj razlicitih biljaka i spojeva izoliranih iz biljnih vrsta po-
kazuje in vitro antitumorsku aktivnost te predstavljaju poten-
cijalni izvor farmakoloski aktivnih spojeva koji se istrazuju i
usmjeruju ka razvoju novih antitumorskih lijekova. Nacionalni
institut za rak (eng. National Cancer Institute, NCI) je 1990.g.
predlozio primjenu tzv. primarnog in vitro testa koji ukljucuje
listu 60 najvaznijih humanih tumorskih stani¢nih linija za te-
stiranje razli¢itih tvari u definiranim rasponima koncentracija
(Boyd i Paull, 1995). Cilj takvog pristupa je ustanoviti relativni
stupanj inhibicije rasta ili citotoksi¢nosti za svaku stani¢nu li-
niju. Ovaj i sliéni in vitro testovi sluze kao sredstvo za odabir
spojeva od interesa tj. onih koji imaju potencijal kao antitumor-
ski lijekovi za daljnja in vivo istrazivanja. Velika raznolikost i
brojnost prirodnih spojeva iz voca i povrca, odnosno opéenito
biljaka, ve¢ je rezultirala razvojem nekoliko antitumorskih lije-
kova iz prirodnih spojeva koji su u klinickoj primjeni (Furniss
i sur., 2008). Jedan od najistrazivanijih polifenolnih spojeva
je resveratrol koji ima jaki antioksidacijski uéinak i istrazivan
je kao tvar s izrazitim potencijalom za kemoprevenciju. Pro-
vedena istraZivanja pokazala su da inhibira aktivnost enzima
ciklooksigenaze u razli¢itim vrstama tumora. Rezultat je to
istrazivanja na nizu tumorskih stani¢nih linija gdje je utvrdena
njegova sposobnost da inhibirarast stanica $to je ukazalo na to
da spoj ima inhibitorno djelovanje na promociju i progresiju
tumora (Schneider i sur., 2000).

Biolos$ka aktivnost polifenolnih spojeva

odredena pomoc¢u Kkultura stanica

Povoljni uéinci na zdravlje ljudi povezuju se s antitumor-
skim, antialergijskim, antibiotickim, antioksidacijskim i dru-
gim svojstvima koje posjeduju bioloski aktivne tvari iz Zitari-
ca, orasastih plodova, voca, povréa i ljekovitog bilja. Rezultat
je to niza epidemioloskih studija koje su ukazale na povezanost
kvalitetne prehrane i zdravlja organizma te niza in vivo i in
vitro znanstvenih istrazivanja na raznim modelnim sustavima,
pri ¢emu se Cesto rabe humane stanic¢ne linije. Provode se is-
pitivanja biljnih ekstrakata, pojedinih frakcija i/ili izoliranih i
procisc¢enih sastojaka kako bi se odredilo njihovo djelovanje
na organizam, a najc¢esce ispitivana svojstva bioloski aktivnih
tvari su antitumorski i antiokisidacijski u¢inak.

Antioksidacijsko djelovanje kako polifenolnih tako i
drugih prirodnih spojeva rezultira smanjenjem oksidativnog
stresa. Oksidativni stres je stanje organizma u kojem dolazi do
poveéanog stvaranja izuzetno reaktivnih, slobodnih kisikovih
Cestica (O-), koje nazivamo ,,reaktivne kisikove vrste® ili skra-
¢eno ROS (eng. Reactive Oxygen Species). Antiokisdacijska
aktivnost se ¢esto povezuje i istraZzuje zajedno s antitumor-
skom aktivnoséu. Uloga antioksidansa u nastajanju tumora
nije jo§ jednoznacno razja$njena. Smatra se da antioksidansi
najcesée sprijeCavaju nastajanje tumora u pocetnoj fazi buduci
da inaktiviraju slobodne radikale, koji doprinose mutagenezi
putem destabilizacije membrana i oSte¢enja DNA. Isto tako,
antioksidansi mogu aktivirati ili inhibirati enzime faze I i faze
I ukljucene u metabolizam ksenobiotika. Mogu¢im mehaniz-
mom citotoksi¢nosti polifenola spram tumorskih stanica, iako
jos nedovoljno istrazenim, smatra se njihovo prooksidativno
djelovanje. Naime, polifenolni spojevi mogu djelovati i kao
antioksidansi i kao prooksidansi, ovisno o koncentraciji i izvo-
ru slobodnih radikala te o prisutnosti prijelaznih metala kao
Sto je bakar, koji poti¢e njihovu pro-oksidativnu aktivnost. U
tom sluc¢aju, dolazi do poveéanog nastanka slobodnih radika-
la u tumorskim stanicama koji potom djeluju kao regulacijske
molekule, dovode do zastoja stani¢nog ciklusa i apoptoze u tu-
morskim stanicama (Gomes i sur., 2003) te tako sprijeCavaju
rast 1 §irenje tumora.

Niz studija s flavanolima (katehin i epikatehin) i fenol-
nim kiselinama (galna kiselina i elaginska kiselina) ukazuju
na njihovu antioksidacijsku i antitumorsku aktivnost in vivo
i in vitro. Antioksidacijsko djelovanje flavonoida usko je po-
vezano s antitumorskom aktivno§c¢u tih spojeva te povoljnim
u¢inkom kod kardiovaskularnih bolesti i nekih koznih obolje-
nja (Yilmaz i Toledo, 2004). Istrazivanje Hudson i sur. (2007)
te Xia i sur. (2010) pokazalo je da ekstrakt pokoZice grozda
inducira apoptozu stani¢ne linije tumora prostate, dok fenoli
iz grozdanog soka izazivaju znacajnu inhibiciju sinteze DNA
u stanicama tumora dojke (Singletary i sur., 2003; Xia i sur.,
2010). Znanstvenim istrazivanjem takoder je pokazano da ek-
strakti pokoZice grozda djeluju sinergisti¢ki s doksorubicinom
pri inhibiciji rasta estrogen receptor pozitivnih MCF-7 stanica,
kao 1 estrogen receptor negativnih MDA-MB468 stanica, na
temelju ¢ega je zakljuceno da ekstrakti grozda mogu povecéa-
ti uéinkovitost tog antitumorskog lijeka (Sharma i sur., 2004;
Kaur i sur., 2009). U istraZivanju Mantena i sur. (2006) te Kaur
i sur. (2009) sposobnost metastaziranja 4T1 stanica tumora
dojke inhibirana je djelovanjem proantocijanidina iz sjemenki
grozda, dok je istrazivanjem Kaur i sur. (2008) pokazano da
ekstrakti pokozice grozda induciraju apoptozu LoVo, HT29 i
SW480 humanih tumorskih stani¢nih linija te se pretpostavlja
moguca primjena ovih ekstrakata za kontrolu rasta stanica tu-
mora debelog crijeva.

Bioloska aktivnost antocijana dobro je poznata u znan-
stvenoj literaturi te su relativno dobro opisani mehanizmi nji-
hovog protuupalnog (Miguel, 2011), antioksidacijskog (Kong i
sur., 2003; Miguel, 2011) i antitumorskog (Hou, 2003) djelova-
nja, u kojima su kao modelni sustavi koristene transformirane
ili tumorske stani¢ne linije (KSonzekova i sur., 2015). In vivo i
in vitro istrazivanjima dokazano je da antocijani smanjuju pro-
liferaciju tumorskih stanica, a njihovo antitumorsko djelovanje
povezano je s antioksidacijskim kapacitetom antocijana te inhi-
bitornim djelovanjem na enzim ciklooksigenazu, koji je kljuc-
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ni enzim u biosintetskom putu prostaglandina. Takoder, antitu-
morsko djelovanje antocijana zapazeno je u razli¢itim fazama
karcinogeneze (Lila, 2004), iako se naj¢e$ée povezuje s prvom
fazom, odnosno sprjeavanjem nastanka tumora. Dokazano je
da antocijani iz crvenog vina inhibiraju rast HCT-15 stanica
raka debelog crijeva i AGS stanica raka zeluca. Takva zapaza-
nja nisu isklju¢iva samo za istrazivanja polifenolnih spojeva iz
grozda i njegovih proizvoda, ve¢ su iste aktivnosti zapaZene i
pri istrazivanjma bobicastog i drugog voca. KSonzekova i sur.
(2015) su primjenom MTT testa ispitali citotoksi¢ni uéinak ek-
strakata aronije, bazge i borovnice, voca takoder bogatog anto-
cijanima. Istrazen je u¢inak navedenih ekstrakata obzirom na
metaboli¢ku aktivnost, stani¢ni ciklus i stani¢nu proliferaciju
IPEC-1 stanica. Najjaci citotoksi¢ni ucinak na rast navedene
stani¢ne linije imao je ekstrakt borovnice. Kao §to je veé spo-
menuto, uéinak pojedinaénih spojeva i njihova antitumorska
aktivnost ovisi o kemijskoj strukturi spoja, a konkretno kod
antocijana o broju hidroksilnih i metilnih grupa vezanih na mo-
lekulu benzena u antocijanidinu pa je delfinidin, koji ima 3 hi-
droksilne grupe vezane na benzenski prsten, imao jacu antitu-
morsku aktivnost od cijanina (K$onzekova i sur., 2015). Osim
spomenutog antitumorskog i protuupalnog djelovanja, poznati
su i drugi pozitivni u€inci antocijana na zdravlje ljudi. Pokaza-
no je da antocijani djeluju protektivno i sprjecavanju oStecenje
stanica jetre Stakora izazvano djelovanjem ugljikovog tetra-
klorida (Kong i sur., 2003) te da su kao prirodni antioksidansi
korisni za regulaciju oksidativnog stresa tijekom komplikaci-
ja u trudnoéi (Kong i sur., 2003). Oralnim unosom antocijana
iz crnog ribiza moze se poboljSati ostrina no¢nog vida (Lila,
2004), a povoljan u¢inak antocijana na funkcioniranje mozga i
sredi$nji ziv€ani sustav opisan je u radu Miguela (2011), gdje
je dokazano da antocijani mogu inhibirati neuroupale i smanjiti
oksidativni stres te time smanjiti rizik od degenerativnih pore-
mecaja kao §to je Alzheimerova bolest.

U naSim istraZivanjima takoder smo koristili humane
stani¢ne linije za odredivanje bioloSke aktivnosti polifenol-
nih spojeva iz voca. U radu Ljevar i sur. (2016) prvi puta je

napravljena karakterizacija polifenolnih spojeva prisutnih u
voénim vinima proizvodenim u Hrvatskoj, spektrofotometrij-
skom i HPLC-PDA/MS analizom, dok se odredivanje njihovih
bioloskih svojstava temeljilo na odredivanju antioksidacijskog
kapaciteta primjenom ABTS i FRAP metoda te in vitro cito-
toksi¢nosti na trima humanim tumorskim stani¢nim linijama
(MCEF-7, Caco-2 i HeLa) primjenom WST-1 testa. Medu ispiti-
vanim voénim vinima, ona od kupine, tresnje i crnog ribizla u
odnosu na ona od jagoda i jabuka imaju najvise koncentracije
ukupnih polifenola, dok vina od tresnje i crnog ribizla sadrze i
najvi$e ukupnih antocijana. Navedena vina takoder posjeduju
najveci antioksidativni kapacitet te je utvrdena pozitivna ko-
relacija izmedu sadrzaja ukupnih polifenola i antioksidativ-
nog svojstva. Voé¢na vina inhibirala su rast tumorskih MCF-7,
Caco-2 i HelLa stanica ovisno o primjenjenoj dozi (1 % -20%,
v/v).Vina od kupina, vi$anja, malina i crnog ribizla imala su
najizrazeniji antiproliferativni ucinak, uz zapazenu vecu osjet-
ljivost HeLa i MCF-7 stanica u odnosu na Caco-2 stanice (Lje-
var i sur., 2016).

U radu Radosevié i sur. (2016) provedena je karakterizaci-
ja sastava ekstrakta pokozice grozda pripravljenih primjenom
alternativnih eutekti¢kih otapala (eng. Deep Eutectic Solvents,
DESs) te ispitivanje njihove in vitro bioloske aktivnosti (Slika
4). Citotoksi¢nost pripravljenih ekstrakata odredena je primje-
nom WST-1 testa na MCF-7 i HeLa stanicama te je takoder
provedena kvalitativna i kvantitativna karakterizacija obzirom
na sastav polifenolnih spojeva. Rezultati su pokazali da Ceti-
11 od pet ekstrakata pokozice grozda u DES-u ima bolji cito-
toksicni potencijal prema tumorskim stanicama nego ekstrakt
pripravljen klasiénom ekstrakcijom s metanolom, pri ¢emu je
ekstrakt u otapalu kolin klorid:jabu¢na kiselina imao najjaci in-
hibitorni u¢inak. U konacnici, i u ovom radu je odredena viso-
ka pozitivna korelacija izmedu sadrzaja polifenolnih spojeva,
antioksidacijskog kapaciteta i citotoksi¢nosti spram tumorskih
stanica in vitro ¢ime je jo§ jednom potvrdena antitumorska ak-
tivnost polifenola iz grozda.

Slika 4.  Kvantitativne i kvalitativne analize ekstrakta pokozice grozda te odredivanja antioksidacijske aktivnosti ORAC meto-
dom i in vitro bioloSke aktivnosti na kulturama stanica (viastite fotografije)

Figure 4. Quantitative and qualitative analysis of the grape skin extracts and determination of their antioxidant activity by ORAC
method and in vitro biological activity on cell cultures (our own photographs)

CROATIAN JOURNAL OF FOOD TECHNOLOGY, BIOTECHNOLOGY AND NUTRITION



I. Radojc¢i¢ Redovnikovic et al: Croatian Journal of Food Technology, Biotechnology

174 and Nutrition 11 (3-4), 169-175 (2016)

Zakljucci

Odredivanje bioloske aktivnosti primjenom kultura stani-
ca dobar je modelni sustav za preliminarna istrazivanja spojeva
izoliranih iz biljaka te njihovih ekstrakata i proizvoda. Uspo-
redbom postojeéih in vivo istrazivanja i epidemioloskih studija
sa spoznajama temeljenim na in vitro testovima vidljivo je da
takav pristup omoguéava predvidanje citotoksi¢nosti, odnosno
antitumorske aktivnosti spoja te ispitivanje njegovog potenci-
jala kao lijeka u razvojnoj fazi. Istrazivanja bioloske aktivnosti
spojeva iz biljaka trebaju biti sveobuhvatna te ukljuéiti i odre-
divanja drugih tipova bioloskih aktivnosti, kao npr. antioksi-
dacijskog kapaciteta, buduci su ¢esto razni ucinci medusobno
ovisni. Takoder, nuzno je povezati rezultate bioloSke aktivnosti
s kvalitativnim i kvantitativnim analizama biljnih ekstrakata 1
proizvoda, jer takva cjelovita istraZzivanja omogucuju povezi-
vanje zapazenog uc¢inka s koli¢inom i sastavom bioloski aktiv-
nih spojeva u uzorku.
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