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Ispitivanjem raznih svojstava stanica nakon tretmana rafina-
tom nafte nisu nadene jednoznaéne promjene, koje bi upucdivale
na to da su tretirane stanice poprimile nove elemente malignog
ponalSanja. Tretirane stanice nisu pokazivale smanjenu kontaktnu
inhibiciju, niti im se signifikantno povecala sposobnost stvaranja
tumora nakon injiciranja u ozra¢ene miSeve. Brzina rasta i traja-
nje rasta stanica u jednoslojnim kulturama ostali su takoder ne-
promijenjeni. Pozitivni nalazi odnosili su se na uocljive morfolo$-
ke promjene svih tretiranih stanica, te na stecenu sposobnost
CsHf stanica da nakon tretmana rastu u mekom agaru i stvaraju
tumore u misevima.

Bududi da je radiosenzitivnost stanica znatnim dijelom odre-
dena genetski kontroliranim reparacijskim procesima, to su ta-
koder trazene i promjene u radiosenzitivnosti onih stanica koje
su proistekle iz kultura ranije izlaganih navedenom naftnom de-
rivatu. Uocene su promjene oblika krivulja prezivljenja stanica
tretiranih kultura, $to se pripisuje djelovanju rafinata nafte na
reparacijske procese.

U ovom radu upotrijebljene su stanice u kulturi kao test sistem za
ispitivanje biolo$kog djelovanja vretenskog rafinata nafte. Navedena
nafta koja se crpi u Krizu kraj Ivanié¢-Grada odgovara po sastavu nafti
iz Naftalana u Azerbejdzanskoj SSSR.

Djelotvornost naftalanske nafte u lije¢enju razli¢itih bolesti spominje
se ve¢ potetkom na$e ere u Plinijevu djelu »Naturalis historia. Kasnije
je u viSe navrata zabiljeZena njezina ljekovitost. Prvi strudan prikaz o
tom djelovanju objavili su 1896. Rosenbaum i Malisev, a intenzivnije
naucno proucavanje datira od 1928. godine (vidi u referenci 1).

Prikazani rezultati dio su magistarskog rada Maje Osmak, koji je dobio I magradu Krke za

1979. godinu.
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Kao farmakolo$ko sredstvo naftalanska se nafta pojavila u Evropi
krajem proslog stoljea u nativnom i preradenom obliku. Djelovanje
joj je antialergijsko, antiinflamatorno i sedativno. Indikacije za njezinu
primjenu su bolesti i oStecenja lokomotornog aparata, degenerativne
bolesti (spondiloze, artroze), bolesti perifernih Zivaca, kozne bolesti (pso-
rijaza, ekcem), ginekoloske bolesti (kroni¢ne upale) i sli¢no (vidi u refe-
renci 1).

Zbog tako raznolike upotrebe u humanoj medicini trebalo je ispitati
da 1i se uz poznato i korisno djelovanje ove tvari javljaju i nepozeljne
posljedice. Naime, suvremeni Covjek izlozen je sve veéem broju razno-
vrsnih kemikalija medu kojima se mogu naci i karcinogene supstancije.
Danas se ve¢ pouzdano zna ili se opravdano sumnja da se medu karcino-
gene mogu ubrojiti i neki lijekovi, konzervansi u hrani, pesticidi, pa i
kozmeti¢ki preparati (2—6).

Prema tome, kad se ispituje djelovanje neke nepoznate supstancije
na ljudsko zdravlje, treba uzeti u obzir i njezinu eventualnu karcinoge-
nost.

U traganju za eventualnim karcinogenim ucinkom krigke nafte upo-
trijebljene su kao test sistem stanice u kulturi. TraZeni su znakovi oSte-
¢enja staniénih struktura i funkcija nakon djelovanja rafinata nafte na
stanice, koji bi upudivali na malignu transformaciju stanica.

MATERIJALI I METODE

Stamice u lulturi. U toku rada upotrebljavani su misji fibroblasti i to
L,,, i C,Hf stanice. Te stanice izolirane su primarno iz mi$jih embrija
C,H linije, ali su bile razlidito dugo uzgajane in vitro prije ovih ispitiva-
nja: Ly, stanice rasle su in vitro vise od trideset godina, dok su C,Hf
stanice prije pokusa izolirane iz mi$jeg embrija. Ispitivanja njihovih ka-
rakteristika zapoceta su na Cetvrtoj generaciji stanica, a posljednji eks-
perimenti radeni su na &etrdeset petoj generaciji stanica. Upravo da bi
se uodilo jesu li opazene promjene doista posljedica tretmana rafinatom
nafte, istovremeno su ispitivane karakteristike netretiranih stanica i sta-
nica koje su bile tretirane rafinatom nafte. Stanice su inkubirane u
Eagelovu hranjivom mediju obogacenom s 100/ teleéeg seruma (7). Uz-
gajane su u plasti¢nim Petrijevim zdjelicama na 37°C u vlagom zasice-
nom zraku sa 5%/ COz.

Rafinat nafte. Prema izvornoj nafti, vretenski rafinat se razlikovao po
tome &to su iz njega bile uklonjene smole, aromati i lake frakcije nafte,
a preostali su policikli¢ki ugljikovodici. Bududéi da je rafinat bio u obliku
viskozne uljnate tekudine, a raspoloZiva otapala i emulgatori su se poka-
zali toksiénim za stanice, to ga nije bilo mogude mijedati s tekuc¢im me-
dijem za rast stanica. Problem tretmana stanica rijeSen je tako da se
nakon odstranjivanja medija u Petrijevu zdjelicu dodao sterilizirani ra-
finat, koji je pokriv§i dno posude bio u direktnom dodiru s konfluentnim
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slojem kulture stanica. Stanice su inkubirane u rafinatu nafte po 1 sat
na 37°C, 3to odgovara uvjetima primjene ove tvari u humanoj terapiji.
Pri toj temperaturi viskoznost rafinata nafte je povecana u odnosu pre-
ma onoj koju ima kod sobne temperature. Kod svakog tretmana najprije
je odsisan rafinat nafte, a zatim je na stanice dodan hranjivi medij.
Zbog manje specifi¢ne tezine rafinat nafte plivao je na mediju. Pazlji-
vim odsisavanjem uklonjen je veéi dio rafinata nafte. Ovaj postupak, to
jest dodavanje svjezeg medija i odsisavanja, ponavljan je pri svakom
tretmanu 3—4 puta dok se rafinat nafte nije uklonio sa stanica. Stanice
koje su prezivjele tretman inkubirane su dalje do uspostavljanja jedno-
slojnih kultura. Tretman rafinatom nafte ponovljen je tri puta. Takve
kulture, dakle stanice-potomci tretiranih kultura, ispitivane su dalje u
svrhu utvrdivanja eventualne pojave novih svojstava kojima bi se treti-
rane stanice razlikovale od netretiranih.

Rast stanica. Svakodnevno je pracen rast populacije stanica: polovici
uzoraka nije se mijenjao hranjivi medij do kraja ispitivanja, a preostalim
uzorcima, pocevsi od treceg dana nasadivanja krivulje rasta, svakodnev-
no se mijenjao medij. Iz krivulje rasta odredeno je vrijeme duplikacije
stanica, odnosno vrijeme potrebno da se broj stanica udvostruc¢i. Odre-
dena je gustoda zasidenja stanica, izrafena kao maksimalno izrasli broj
stanica po cm? povrsine, kada prestaje daljnji rast stanica.

Morfoloske promjene u kulturi Zivih stanica pracene su pod mikro-
skopom.

Radiosenzitivnost. Osjetljivost stanica na gama zracenje prije i nakon
tretmana rafinatom nafte odredena je pomoéu metode klonalnog rasta
(8). Buduéi da svaka stanica u toku inkubacije stvara koloniju svojih
potomaka, moguce je kvantitativno odrediti efekt ionizirajudeg zradenja
na stanice u kulturi. Nakon perioda inkubacije utvrdi se broj izraslih
kolonija. Ako je primljena doza zraenja veca, broj prezivjelih stanica
je manji, pa je prema tome i broj izraslih kolonija smanjen. Prezivje-
lom stanicom smatra se ona koja je zadrzala svojstvo neograniéene dio-
be, odnosno, koja se podijelila u toku inkubacije barem 6 puta (9). Broj
prezivjelih stanica izrazen kao postotak broja nasadenih stanica naziva
se prezivljenjem, a odreduje se za pojedine doze zratenja. U ovom radu
stanice su zrac¢ene gama-zrakama u rasponu doza od 200 do 1000 rada.

Rast tumora in vivo (TD,,). Za svaku vrstu stanica upotrijebljeno je
30—60 miSeva C,Hf linije. Dan prije pokusa migevi su bili ozradeni do-
zom od 500 rada, da bi se suprimirao imunologki aparat domacdina.
Svakoj skupini miSeva injicirane su stanice u rasponu koncentracija
103—105 stanica po miu. Nakon 3 tjedna, to jest 21. dan utvrdio se broj
mieva kod kojih su se pojavili tumori na mjestu injiciranja stanica.
Ona koncentracija stanica koja kod 509/ Zivotinja uzrokuje nastanak
tumora, naziva se TD, , a odredena je za Ly, 1 C,Hf stanice prije i na-
kon tretmana stanica rafinatom nafte.
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Rast stanica u mekom agaru. Za ispitivanje rasta stanica u mekom
agaru upotrijebljena je metoda po Macpherson-Montagnieru (10). Na
¢vrécu agarsku podlogu nasaduju se stanice prethodno tretirane rafina-
tom nafte u 0,39/p-tnoj otopini agara u hranjivom mediju. Po Petrijevoj
zdjelici nasaduje se izmedu 103 i 105 stanica. Nakon 12 dana inkubacije
stanica broje se izrasle kolonije u mekom agaru. Ako takvih kolonija
ima vise od 10 po Petrijevoj zdjelici, a u koloniji viSe od 4 stanice, test
je pozitivan (11).

Obrada podataka. Svaki pokus ponovljen je barem 3 puta. Svi podaci
obradeni su statisticki primjenom t-testa, te izraCunane p-vrijednosti.
Podaci za prezZivljenje stanica prije i nakon tretmana rafinatom nafte,
nakon djelovanja gama zraka obradeni su na elektronskom racunalu
Sveuctili$nog rac¢unskog centra (Terminal UNIVAC DCT 2000) u Institutu
»Ruder Boskovicc.

REZULTATI

Rast stanica. Nakon djelovanja rafinata nafte na stanice zapazenc su
kod Lgy,, i C;Hf stanica ove morfoloske promjene: uniformnost u izgledu
stanica se gubila, poveéao se broj velikih stanica razli¢itih oblika, ¢esto
¢ak s vise jezgara. Uz ovakve povecane stanice s velikim jezgrama u ko-
jima su se mogle opaziti i vakuole, s dobro rasirenom citoplazmom po
&vrstoj podlozi, opaZene su i manje ali znatno izduZenije stanice sa po-
vedanim omjerom jezgre u odnosu na citoplazmu. Ove promjene bile
su brojnije kod C,Hf stanica nakon tretmana rafinatom nafte nego kod
Ly, stanica. Na slikama 1. i 2. prikazane su C;Hf stanice prije i nakon
tretmana rafinatom nafte.

Brzina rasta Ly,,, C,Hf i stanica dobivenih njihovim tretiranjem rafi-
natom nafte prikazana je na tablici 1. Iz tablice se vidi da se vrijeme
udvostrudenja ovih stanica nakon djelovanja rafinata nafte nije promi-
jenilo.

Gustoda zasiéenja stanica prije i nakon tretmana rafinatom naftc pri-
kazana je takoder na tablici 1. Usporede li se tretirane i netretirane
stanice, vidi se da nema znadajnih promjena u gustoci zasicenja stanica.

Radiosenzitivnost. Prezivljenje tretiranih i netretiranih stanica nakon
djelovanja gama-zraka prikazano je na slikama 3. i 4. Nakon tretmana
rafinatom nafte L,,, stanice pokazuju promijenjenu radiosenzitivnost;
u odnosu prema netretiranim stanicama one imaju znatno sniZen ekstra-
polacijski broj uz smanjenu $irinu »koljena«. Odredujuci osnovne para-
metre krivulje preZivljenja, vidi se da se srednja letalna doza (D,) Ly,,
stanica, to jest doza potrebna da se broj prezivjelih stanica svede na
379/o, povedéa sa 155 na 172 rada, a ekstrapolacijski broj pao je sa 10,2
na 4,5. C;Hf stanice nakon tretmana rafinatom nafte postaju radiosen-
zitivnije u podrucju visih doza. Srednja letalna doza smanjuje se nakon
tretmana sa 181 na 140 rada. Ekstrapolacijski broj porastao je sa 5,5 na
12,8. Za obje vrste stanica ove promjene bile su statisti¢ki znacajne.
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SL 1. Ishodisne CsHf stanice: stanice su vretenaste, uniformnog oblika (po-
vecanje 100 x)

Tablica 1
Vrijeme udvostrucenja broja stanica i gustoda zasiéenja stanica

Gustoda zasidenja stanica

Vrijeme (broj stanica/cm?)
Vrsta stanica udvostrucenja
stanica (sati) medij nije Y
mijenjan medij mijenjan

Ls2o 16 2.51 X 105 3.88 X 105
Ls2s tretirane 16 245 x 108 4.18 x 105
CsHf 16 2.39 X 108 3.99 X 10°
CsHf tretirane 16 2.67 x 105 3.40 x 105

Rast tumora in vivo (TD50). Na tablici 2. prikazani su rezultati odredi-
vanja rasta tumora u Zzivotinji u ovisnosti o broju injiciranih stanica.
Vidi se da rafinat nafte ne mijenja TD,,. Bez obzira na tretman potre-
ban je isti broj stanica da u 509/ injiciranih miseva izazovu tumore. C,Hf
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Sl. 2. CsHf stanica nakon tretmana rafinatom nafte. Uniformmost izgleda se
gubi. Uz izvorne vretenaste stanice vide se orijaSke te izduZene bipolarne
stanice (povecanje 100 x)

stanice injicirane u Zivotinja nisu davale tumore. Ove stanice nakon
tretmana rafinatom nafte uzrokovale su nastanak tumora u Zivotinji, i
to s istim brojem injiciranih stanica kao i L,,, stanice.

Rast stanica u mekom agaru. Rast stanica u mekom agaru ispitivan je
za tretirane i netretirane L,,, i C,;Hf stanice. Navedene stanice, osim
ishodisnih C3Hf stanica, dale su nakon 12 dana inkubacije kolonije u

Tablica 2
Rast tumora in vivo (TDso)

Vrsta stanica TDso
Loso 1.9 X 104
Lozs tretirane 19 X 10¢
CsHf nema tumora
CsHf tretirane 1.9 X 104
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Sl. 3. Krivulja preZivlijenja Lss stanica zracenih gama (°°Co) zrakama u ras-
ponu doza od 200 do 1000 rada.

Legenda: O = Les2s stanice; Do = 155 rada, n = 10,2. ® = Ls2s stanice nakon
tretmana rafmatom nafte; Do = 172 rada, n = 4,5.
Vertikalnim linijama oznacdene su standardne devijacije preZivljenja stanica

mekom agaru. Broj stanica u takvim kolonijama bio je velik (znatno
iznad 4), a po Petrijevoj zdjelici takvih kolonija bilo je mnogo (znatno
vie od 10). Prema tome, rezultati ovog testa su, prema kriterijima na-
vedenim u literaturi (11), bili pozitivni za netretirane L., , tretirane

L,,, i tretirane C,Hf stanice, a negativni za ishodis$ne CSHE stanice.

RASPRAVA

Iz navedenih rezultata se vidi da rafinat nafte djeluje na razlicite ka-
rakteristike stanica. Zapravo je zanimljiva ve¢ sama Cinjenica da stanice
preZive tretman rafinatom nafte. Buduéi da je rafinat nafte dodan di-
rektno na stanice, one su, s jedne strane, bile izloZzene samom rafinatuy,
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Sl. 4. Krivulja preZivijenja CsHf stanica zradenih gama (°Co) zrakaina u
rasponu doza od 200 do 1000 rada.
Legenda: O = CsHf stanice; D, = 181 rada; n = 5,5; @ = CsHf stanice nakon
tretmana rafinatom nafte; Do = 140 rada, n = 12,8.
Vertikalnim linijama oznadene su standardne devijacije preZivljenja stanica

a, s druge strane, nisu im bile dostupne hranjive tvari i kisik. Ovakvi
nepovoljni uvjeti mogli su sami po sebi dovesti do ireverzibilnog oste-
¢enja nekih stanica. To je najvjerojatnije bio uzrok znatnog gubitka
stanica pri svakom tretmanu rafinatom nafte. Osim moguéih utjecaja
spomenutih nespecifiénih elemenata tretmana i rafinat nafte sam po
sebi doveo je do trajnih promjena nekih svojstava stanica koje su pre-
Zivjele tretman. Ove promjene bile su jaée izrazene kod C,Hf negoli kod
L,,, stanica.

- Promatraju li se svojstva L,,, stanica, vidi se da su one u toku vige-
godiSnjeg rasta in vitro pretrpjele znadajne promjene. Mada rastu u
jednom sloju i uniformnog su oblika poput normalnih stanica, pozitivni
testovi rasta stanica u mekom agaru te rasta tumora u singenoj Zivoti-
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nji upucuju na to da su se ove stanice tokom dugotrajnog rasta u labo-
ratorijskim uvjetima izmijenile, te pokazuju neke karakteristike malig-
nog rasta. Ovi su podaci u skladu s podacima iz literature. Naime, sta-
nice u kulturi trajnih linija razlikuju se od primarno izoliranih stanica
(12—14). ProduZeni rast in vitro dovodi do akumuliranja promjena koje
rezultiraju izmijenjenim morfoloskim i fiziolo$kim svojstvima stanica.

S druge strane ispitivanja su provedena na novoizoliranim normalnim
C,Hf stanicama. Prije pocetka pokusa je ispitano da 1i injiciranje ovih
stanica moze uzrokovati rast tumora u singenom domadinu. Rezultat
je bio negativan, kao i test rasta u mekom agaru, Sto je znacilo, da sta-
nice jo§ nisu pretrpjele malignu transformaciju. Tome u prilog govorio
je i njihov morfoloski izgled, te jednoslojni rast stanica.

Rezultati prikazanih pokusa pokazuju, da su se promjene preteino
zbivale na C,Hf stanicama, dakle na onima koje se referiraju kao nor-
malni soj stanica, bez vidljivih malignih karakteristika. Nakon tretmana
rafinatom nafte one su poprimile neka nova svojstva, koja inace nala-
zimo kod stanica malignog porijekla, a to su rast u mekom agaru, te
stvaranje tumora u singenom domadinu (15). S druge strane, mada su
se tretirane stanice morfoloki izmijenile, nakupine stanica mogle su se
opaziti vrlo rijetko, a gustoca zasi¢enja nije se izmijenila, iako su ta
svojstva takoder karakteristicna za maligne stanice (16—18).

Promijena radiosenzitivnosti nakon tretmana rafinatom nafte takoder
je jate izraZena kod C,Hf negoli kod L,,, stanica. Premda se radiosenzi-
tivnost ne primjenjuje kao pokazatelj maligne transformacije, valja
ipak naglasiti da su letalitet, odnosno preZzivljavanje stanica nakon zra-
¢enja wuvelike ovisni o reparacijskim procesima. Sposobnost stanica
da popravljaju lezije na svojem genetskom materijalu takoder se Cesto
moze dovesti u vezu sa njihovom osjetljivo§éu na karcinogene. Stoga
smatramo da na$ nalaz, koji pokazuje veéi porast radiosenzitivnosti kod
C,Hf negoli kod L,,, stanica (koje, kao $to je spomenuto, pokazuju neke
oblike malignog ponasanja), takoder moZe posluziti kao dodatni poka-
zatelj biolokog djelovanja rafinata nafte.

Opisani rezultati nesumnjivo pokazuju da je navedeni rafinat nafte
biolo¥ki aktivan i da izaziva odredene promjene na stanicama, kada je s
njima u neposrednom kontaktu, i bez obzira na njihove moguée meha-
nizme, dovodi do pojave nekih novih svojstava, koja inace nalazimo
kod malignih stanica. No treba imati na umu da se takva tvrdnja odnosi
samo na sistem stanica u kulturi, koje su, kao §to je opisano, bile u
direktnom kontaktu s rafinatom nafte. U medicinskoj praksi taj direkt-
ni kontakt ne postoji, jer se naftalan nanosi na kozu.

Ipak smo smatrali da ova naSa opazanja treba objaviti ne samo zato
to su zanimljiva sama po sebi nego i zato Sto se kriSka nafta upotre-
bljava u humanoj medicini, pa ujedno upozoravaju da se s vedom paz-
njom razmatraju kriteriji malignosti pri radu s kulturama stanica.
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Summary
THE EFFECT OF CRUDE OIL ON CELLS IN CULTURE

In the examination of various cellular properties after the treatment of
cells with a crude oil distillate unambiguous changes which would indicate
that the treated cells adopted new elements of malignant behaviour were not
found. The treated cells demonstrated neither a decreased contact inhibition
nor an increased ability to develop tumours after they had been injected to
irradiated mice. The rate and duration of cell growth in mono-layer cultures
remained unchanged too. Positive findings related to the morphological changes
observed in all treated cells, and to the acquired ability of CsHFf cells after
the treatment to grow in soft agar and to develop tumours in mice.

Since cellular radiosensitivity is largely determined by genetically repar-
ative processes we also looked for changes in radiosensitivity of the cells
which had been earlier exposed to the crude oil distillate. In the treated
cultures changes in the shape of the survival curves were observed, what is
attributed to the effect of the crude oil distillate on reparative processes,
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