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PROCJENA GENOTOKSICNOG UCINKA HIDROLATA VRSTA Veronica officinalis L. |
Veronica saturejoides Vis. subsp. saturejoides NA STANICE RAKA DEBELOG CRIJEVA
(HCT116)

Ivana Klarica

Vrste roda Veronica (hrv. Cestoslavice) su visegodiSnje, zeljaste biljke s raznolikim
staniStem diljem Europe i Azije. Broje otprilike 450 vrsta od kojih svega 30 obitava u Hrvatskoj.
Zbog ljekovitih svojstava koje duguju visokom sadrzaju bioloski aktivnih spojeva, ¢estoslavice se
od davnina koriste u tradicionalnoj medicini, a takoder su i predmet zanimanja brojnih
znanstvenika. U ovom istrazivanju ispitan je toksi¢ni uc¢inak hidrolata dviju vrsta roda Veronica,
Veronica officinalis L. (hrv. ljekovita ¢estoslavica) i Veronica saturejoides Vis. subsp. saturejoides
(hrv. vriskolika (vriskova) ¢estoslavica) na geneti¢ki materijal stanica karcinoma debelog crijeva
(HCT116). Za procjenu genotoksi¢nog uéinka proveden je standardni in vitro alkalni komet test.
Dobiveni rezultati pokazali su kako hidrolati navedenih vrsta posjeduju nizak genotoksi¢ni u¢inak
na stanice karcinoma debelog crijeva. PrimijeCena je razlika u genotoksi¢noj aktivnosti izmedu
vrsta, no utvrdeno je kako je ta razlika statisticki zanemariva. Rezultati ovog istraZivanja upucuju
na mogucénost sigurne primjene hidrolata ovih biljnih vrsta u medicinske i kozmeticke svrhe. Ipak,
nuzno je provesti daljnja ispitivanja koja ¢e obuhvatiti spektar testova na razli¢itim tipovima
stanica, in vitro i in vivo, s ciljem procjene cjelokupne genotoksi¢nosti hidrolata i njegovih aktivnih
spojeva.
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The species of the genus Veronica are perennial herbaceous plants found throughout Europe
and Asia. There are about 450 species, of which only 30 are found in Croatia. Due to their medicinal
properties, which are due to the high content of biologically active compounds, this species has
been used in traditional medicine since ancient times and are now the subject of interest of many
scientists. In this study, the toxic effect of hydrosols of two species of the genus Veronica, Veronica
officinalis L. and Veronica saturejoides Vis. subsp. saturejoides, on the genome of colon cancer
cells (HCT116) was investigated. A standard alkaline comet assay was performed in vitro to
evaluate the genotoxic effect. The obtained results show that the hydrosols of this species have a
low genotoxic effect on colon cancer cells. A difference in genotoxic activity was observed
between the species, but it was statistically negligible. The results of this study suggest the
possibility of safe use of the hydrolates of these plant species for medicinal and cosmetic purposes.
Nevertheless, it is necessary to perform further tests on different cell types in vitro and in vivo to
evaluate the overall genotoxicity of the hydrosols and their active compounds.
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1. UVOD

Biljke roda Veronica od davnina su poznate po svojim ljekovitim svojstvima. Iako se ¢esto
smatraju korovom, brojna znanstvena istrazivanja pokazala su kako su ove biljke vazan izvor
fitokemijski aktivnih spojeva odgovornih za niz bioloskih aktivnosti poput antioksidativnih
(Harput i sur., 2010, Mocan i sur., 2015, Lee i sur., 2015, Nazli¢ i sur., 2021), citotoksi¢nih
(Zivkovié i sur., 2014, Nazli¢ i sur., 2021) te antimikrobnih (Gréindemann i sur., 2012, Mocan i
sur., 2015, Nazli¢ i sur., 2021). Predmet istrazivanja ovog diplomskog rada dvije su vrste roda
Veronica, Veronica officinalis, ljekovita biljka ¢esto koriStena u tradicionalnoj medicini i Veronica
saturejoides subsp. saturejoides, zasticena endemska biljka centralnog dijela jugozapadnog
Balkana. Nazli¢ i sur. (2021) analizirali su sastav hlapljivih spojeva etericnog ulja i hidrolata V.
officinalis i V. saturejoides Vis. subsp. saturejoides te njihovu bioloSku aktivnost. Rezultati su
pokazali da obje testirane vrste imaju znacajan citotoksi¢ni ucinak na stani¢ne linije karcinoma,
medutim genotoksi¢ni ucinak jo$ uvijek nije ispitivan. 1z navedenog razloga smo u ovom radu
testirali potencijalno toksi¢ni ucinak hidrolata vrsta V. officinalis i V. saturejoides subsp.
saturejoides na geneti¢ki materijal humanih stanica karcinoma debelog crijeva (HCT116).
Genotoksi¢nost hidrolata analizirana je komet testom, jednom od najrasirenijih metoda za
odredivanje oStecenja DNK. Hidrolati (cvjetne vodice) nastaju kao nusprodukti prilikom
ekstrakcije eteri¢nih ulja, a u novije vrijeme su postali predmet istrazivanja brojnih znanstvenika
zbog znacajnog bioloskog potencijala i nize toksi¢nosti u odnosu na eteri¢na ulja. Ukoliko se
potvrdi genotoksi¢ni uc¢inak hidrolata testiranih vrsta Veronica, potrebno je provesti dodatna
ispitivanja sigurnosti primjene navedenih biljaka u tradicionalnoj medicini kao i kozmetickoj

industriji.



1.1. Cilj istrazivanja

Ispitati toksi¢ni ucinak hidrolata vrsta Veronica officinalis i Veronica saturejoides subsp.

saturejoides na geneticki materijal humanih stanica karcinoma debelog crijeva (HCT116).



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Biljke roda Veronica

Biljke roda Veronica (hrv. cestoslavica) pripadaju porodici Plantaginaceae (hrv.

trputcevka) te redu Lamiales (hrv. medi¢olike) (Tablica 1).

Tablica 1. Taksonomija roda Veronica (Eestoslavica)

ODJELJAK Spermatophyta (sjemenjace)

PODODJELJAK | Magnoliophytina (kritosjemenjace)

RAZRED Magnoliatae (dvosupnice)

PODRAZRED Astreidae

RED Lamiales (medicolike)
PORODICA Plantaginaceae (trpucevke)
ROD Veronica (Cestoslavice)

Rod Veronica sadrzi oko 450 biljnih vrsta, od kojih u Hrvatskoj raste oko 30. Najznacajnije
vrste roda Veronica su Veronica officinalis (ljekovita ¢estoslavica), Veronica arvensis (poljska
Cestoslavica), Veronica chamaedrys (zmijina cestoslavica), Veronica spicata (klasasta
Zestoslavica) i Veronica persica (perzijska Gestoslavica) (web 1). Cestoslavice su visegodisnje,
zeljaste biljke s ljubicasto-plavim ili bijelim sitnim cvjetovima skupljenim u grozdaste cvatove.
Ove biljke, visine do 30 cm rastu u Europi 1 Aziji te imaju vrlo raznoliko staniste; od livada i1 polja
do Suma i planina. Raznolikost stanista Cestoslavice duguju svojoj velikoj sposobnosti prilagodbe

na tla razlicite pH vrijednosti i strukture (web 3).

Cestoslavice sadrze brojne kemijske tvari ukljutujuéi tanine, amigdalin, eteriéna ulja,
saponine, organske kiseline i druge, a zbog svojih ljekovitih svojstava su se koristile u

tradicionalnoj medicini za lijeCenje respiratornih bolesti, bolesti jetre, slezene, bubrega, Zuci,



koznih bolesti te mnogih drugih (web 3). Poznata je i legenda o pastiru koji je svjedocio ¢udu
cijeljenja rana ozlijedenog jelena nakon S$to je on legao na tlo prekriveno Cestoslavicama u cvatu te

pojeo nekoliko cvjetova (web 2).

Kako su cestoslavice biljke poznate od davnina nije neobi¢no Sto je njihova povijest
ispisana raznim legendama, no unato¢ tome ili mozda ¢ak zahvaljujuci tome danas sve viSe raste

zanimanje znanstvenika o njihovim blagotvornim u¢incima na zdravlje ¢ovjeka.

2.1.1. Sistematska pripadnost i vanjske karakteristike vrsta Veronica officinalis i Veronica

saturejoides

Sistematska pripadnost vrsta Veronica officinalis L. (ljekovita ¢estoslavica) i Veronica
saturejoides Vis. (vriskolika ili vriskova cCestoslavica) prikazana je u Tablici 2. Temeljem
pravilnika o sakupljanju samoniklih biljaka u svrhu prerade, trgovine i drugog prometa, Veronica
officinalis se smatra zasticenom biljnom vrstom dok je Veronica saturejoides svrstana u strogo

zasti¢ene i endemic¢ne biljke u Republici Hrvatskoj.

Tablica 2. Sistematska pripadnost vrsta Veronica officinalis L. i Veronica saturejoides Vis.
(Fabijani¢, 2018)

ODJELJAK Spermatophyta (sjemenjace)

PODODJELJAK Magnoliophytina (kritosjemenjace)

RAZRED Magnoliatae (dvosupnice)

PODRAZRED Astreidae

RED Lamiales (medicolike)

PORODICA Plantaginaceae (trpucevke)

ROD Veronica (Cestoslavice)

VRSTA Veronica officinalis L. (ljekovita Cestoslavica)
Veronica saturejoides Vis. (vriskolika ¢estoslavica)




Veronica officinalis L. (Slika 1) je puzava trajnica zeljaste stabljike visine od 10 do 20 cm.
Listovi su ovalni, nasuprotno rasporedeni, elipti¢ni 1 obrasli dlakama. Ima dvospolne cvjetove
skupljene u grozdove koji cvatu od lipnja do kolovoza (Forenbacher, 2001). Cvjetovi su
svijetloplave do svijetlo ljubicaste boje, ponekad bijele te imaju samo 2 prasnika. Plod je ¢ahura
(Sili¢, 1988).

Slika 1. Veronica officinalis L. (web 4)

Veronica saturejoides (Slika 2) ima 3 podvrste: Veronica saturejoides Vis. subsp.
saturejoides, Veronica saturejoides subsp. munellensis i Veronica saturejoides subsp. kellereri.
Ova puzava, visegodisnja biljka ima djelomic¢no odrvenjelu stabljiku visine 10-30 cm. Listovi su
nasuprotno rasporedeni, elipti¢no-lancetasti te su goli ili s vrlo malo dlaka. Listovi pri dnu stabljike
formiraju rozetu. Cvjetovi su dvospolni, nepravilni te cvatu od svibnja do srpnja. 6-12 cvjetova
skupljeni su u grozdove (Sili¢, 1988). Imaju 2 prasnika koji strie iz vjendi¢a te medusobno srasle

plave latice. Plod je obrnuto srcolik tobolac (Ljubici¢ i sur., 2022).



Slika 2. Veronica saturejoides Vis. (N Sloth, 2003)

2.1.2. Geografska rasprostranjenost i ekoloski uvjeti vrsta Veronica officinalis i Veronica
saturejoides

Veronica officinalis raste u listopadnim Sumama (naj¢es¢e bukovim), Sumskim livadama,
gorskim te pretplaninskim podru¢jima (Forenbacher, 2001). Rasprostranjena je Sirom Europe,
Azije i Sjeverne Amerike. Raste na suhim, kiselim kamenito-pjeskovitim ili ilovastima tlima (Sili¢,

1988). U Hrvatskoj je ova vrsta najve¢im dijelom rasprostranjena na brdskim i planinskim lancima
(Slika 3).



Slika 3. Rasprostranjenost vrste Veronica officinalis L. u Hrvatskoj (Nikoli¢, 2015)

Veronica saturejoides supsp. saturejoides rasprostranjena je u Hrvatskoj, Bosni i
Hercegovini i Crnoj Gori, subsp. munellensis u sjevernoj Albaniji, a subsp. kellereri u Bugarskoj.
Dakle, u Hrvatskoj pronalazimo samo podvrstu saturejoides i to u sklopu ilirsko-dinarskih
planinskih rudina Dinare i Kamesnice (Slika 4) (Nikoli¢ i sur., 2015). Raste na mjestima izmedu

kamenja koja su zasticena od vjetra te na ocjeditim tlima (Zrn¢i¢ i Zrn¢i¢, 2017).



Slika 4. Rasprostranjenost vrste Veronica saturejoides Vis. subsp. saturejoides u Hrvatskoj (Nikoli¢,
2015)

2.1.3. Poznati bioloski ucinci i kemijski sastav

Biljke roda Veronica od davnina se koriste u tradicionalnoj medicini zahvaljujuci bogatom
sadrzaju bioloski aktivnih komponenti. Poznat je i recept za ublazavanje kaslja s V. officinalis, a
navedena biljka nalazi se 1 u popularnim Ricola bombonima koji sluZe za smirenje nadraZenog grla
(web 5). Nadzemni dijelovi biljke V. officinalis koriste se za lijeCenje pluénih bolesti i bolesti
bubrega, kao diuretici, za smirivanje kaslja, cijeljenje rana, hiperkolesterolemiju (Mocan i sur.,
2015). Takoder, poznato je njezino blagotvorno djelovanje na bolesti jetre, ekceme, ulcere, ugrize
zmija i kozne bolesti. Smatrala se ¢ak i univerzalnim lijekom te jednim od sastojaka lijekova protiv
kuge (web 3).

Mocan i sur. (2015) ispitali su antimikrobnu aktivnost etanolnih ekstrakata nekoliko vrsta
roda Veronica medu kojima je i V. officinalis te dosli do zakljucka kako ona posjeduje
antioksidativna i antibakterijska svojstva. Najjaci antibakterijski efekt uocen je na bakterije roda

Listeria i to L. monocytogenes i L. ivanovii. Nadalje, Griindemann i sur. (2012) otkrili su kako



ekstrakt V. officinalis inhibira proinflamatorne medijatore humanih stanica pluca. Lee i sur. (2015)
otkrili su kako etanolni ekstrakt V. officinalis posjeduje antioksidativnu aktivnost te in vitro
sposobnost sinteze prokolagena tipa 1 bez citotoksi¢nog ucinka. Ustanovili su i kako in vivo

tretman kremom na bazi istog ekstrakta V. officinalis ima pozitivan u¢inak u smanjenju bora.

Vodenom destilacijom nadzemnih djelova dobivaju se etericna ulja i1 hidrolati s
potencijalno ljekovitim svojstvima. Nazli¢ i sur. (2021) otkrili su kako hidrolati, kao i eteri¢na ulja
V. officinalis i V. saturejoides subsp. saturejoides imaju antifitovirusnu, antiproliferativnu i
antioksidativnu aktivnost. Antifitovirusna aktivnost ispitana je na listovima vrste Datura
stramonium, prethodno zarazene virusom mozaic¢ne bolesti duhana (TMV) dok je antiproliferativna
aktivnost dokazana na trima humanim stani¢nim linijama karcinoma: karcinoma grlica maternice
(HeLa), karcinoma debelog crijeva (HCT116) i osteokarcoma (U20S).

Nazli¢ i sur. (2021) analizirali su i kemijski sastav hlapljivih spojeva eteri¢nog ulja i
hidrolata vrsta V. officinalis i V. saturejoides subsp. saturejoides. Najzastupljenija skupina spojeva
pronadena u oba hidrolata su fenoli (Slika 5); p-vinil guaikol (11,59%) u hidrolatu V. officinalis, a
metil eugenol (23,31%) u hidrolatu V. saturejoides subsp. saturejoides. Najveéi udio hidrolata V.
officinalis ¢ine f~ionon (10,74%), benzaldehid (9,25%), kariofilen oksid (7,52%) i (E)-~damaskon
(6,69%), a V. saturejoides subsp. saturejoides kariofilen oksid (21,28%), trans-1(7),8-p-
mentadien-2-ol (11,75%) te benzaldehid (8,87%).

b)

a)
H3;CO X H5CO =

HO H5CO

Slika 5. Najzastupljeniji fenoli u hidrolatima V. officinalis: p-vinil guaikol (a) (Edgar181, 2008) i V.

saturejoides subsp. saturejoides: metil eugenol (b) (Yikrazuul, 2007)

Mocan i sur. (2015) analizirali su fitokemijski sastav njihovih etanolnih ekstrakata. Analiza
ekstrakta vrste V. officinalis pokazala je visok udio fenola (ferulinska kiselina, quercitrin,



luteolin...), metoksiliranih flavona (hispidulin, eupatorin...) i fitosterola (f-sitosterol, kampesterol
I stigmasterol). Smatra se kako visok udio fenolnih komponenti znatno doprinosi ljekovitim

ucincima navedenih biljaka.

2.2. Karcinom

Kao jedan od vodecih uzroka smrtnosti u svijetu, karcinomi predstavljaju ozbiljnu prijetnju
zdravlju ljudske populacije. Svjetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organization)
navodi kako je 2020. godine od karcinoma umrlo gotovo 10 milijuna ljudi Sirom svijeta. Karcinomi
koji su uzrokovali najve¢u smrtnost u svijetu su karcinom pluca, kolorektalni karcinom, karcinom
jetre, Zeluca i dojke. Lijecenje karcinoma uvelike ovisi o zahva¢enom podrucju te o tipu karcinoma
zbog ¢ega ono obuhvaca vise razlicitih pristupa i procedura. Najces¢i nacini lijecenja karcinoma
su kemoterapija i kirurSko uklanjanje kancerogenog tkiva, medutim oni nisu uvijek efikasni zbog
Cega se strucnjaci iz razlicitih podrucja djelovanja ve¢ dugi niz godina bave otkrivanjem novih

postupaka i djelotvornih supstanci za njegovo lijeCenje te prevenciju (web 6).

Karcinom ili rak je bolest koja nastaje zbog promjena u DNK stanica. Molekularna osnova
promjene DNK su mutacije gena te epigenetske promjene. Tako promijenjene stanice rastu, dijele
se i opiru homeostazi. Kancerogene stanice posjeduju vise mutiranih gena koji se medusobno
nadopunjuju i tako doprinose njegovoj progresiji. Ne uzrokuju sve mutacije karcinom te mnoge od
njih stanica sama moze popraviti mehanizmima popravka DNK, a ukoliko one zakazu aktivira se
apoptoza. Poznato je preko 400 mutiranih gena koji utjeCu na nastanak raka, a jedna kancerogena
stanica moze imati njih do 80. Svaki tip raka ima posebnu kombinaciju mutiranih gena zbog ¢ega
je njegovo lijecenje kompleksno. Ukoliko mutiraju geni koji kodiraju faktore popravka DNK
povecava se uCestalost mutiranih gena u stanici. Opcenito, frekvencija mutacija povecava se s dobi

te kulminira u dobi od 50.

Stanica sadrzi onkogene te tumor-supresorske gene koji ukoliko mutiraju zajedincki
doprinose progresiji karcinoma. Mutacije najceS¢e nastaju zbog okolisnih faktora (fizickih,
kemijskih i bioloskih) ali mogu biti uzrokovane i genetskim te epigenetskim faktorima (Beslija i
Vrbanec, 2014).
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Jedan od ¢imbenika koji pridonosi nastanku karcinoma je i oksidativno oste¢enje DNK.
Oksidativno oSte¢enje DNK nastaje zbog viska ili manjka kisika u stanici. Procijenjeno je kako
jedna stanica dnevno pretrpi 2-10* osteéenja DNK od &ega je veliki postotak uzrokovan reaktivnim
kisikovim Cesticama (eng. reactive oxygen species) (Barzilai i Yamamoto, 2004). Reaktivne
kisikove Cestice (slobodni radikali), kao $to je vodikov peroksid sadrze jedan ili viSe nesparenih
elektrona koji se kontinuirano proizvode u stanici. Stanice posjeduju vlastite mehanizme kojima ih
uklanjaju, medutim ukoliko oni zakazu dolazi do pojave oksidativnog stresa. Oksidativni stres
uzrokuje oStecenja DNK te mutacije tumor supresorskih gena, a nastaje nerazmjerom produkcije
reaktivnih kisikovih Cestica i mehanizama antioksidativne obrane. Zbog svega navedenog,
antioksidansi, molekule koje sprjecavaju oksidaciju i nastanak reaktivnih kisikovih Cestica, imaju

veliku ulogu u prevenciji razvoja karcinoma (Kang, 2002).

2.3. Genotoksi¢nost

Genotoksi¢nost oznaCava sposobnost tvari da izazove ostecenje genetiCkog materijala
(DNK ili kromosome) u stanici. Ostecenje genetickog materijala moze dovesti do mutacija gena, a
posljedi¢no 1 do nastanka karcinoma. Ukoliko oStecenje nastane u germinativnim stanicama (jajna

stanica ili spermiji), mutacije se mogu prenositi s majke na dijete (Phillips i Arlt, 2009).

Genotoksi¢ne tvari nemaju propisanu sigurnu dozu te se ocekuje da predstavljaju rizik po
zdravlje ¢ak 1 u vrlo niskim koncentracijama. Svjetska zdravstvena organizacija navodi kako se
kemikalije koje su u isto vrijeme genotoksi¢ne i kancerogene ne smiju koristiti u proizvodnju
aditiva u hrani, pesticida i veterinarskih lijekova. Za razliku od njih, kemikalije koje u isto vrijeme
nisu genotoksi¢ne, a kancerogene su, mogu se koristiti u dozama manjim od propisanog

prihvatljivog dnevnog unosa (PDU) (Nomhi, 2018).

Genotoksicnost se ¢esto moze zamijeniti s mutagenosc¢u koja oznacava sposobnost tvari da
trajno promijeni DNK i te promjene prenosi na sljedecu generaciju. I dok genotoksi¢nost obuhvaca
mutagenost, nisu sve genotoksi¢ne supstance mutagene jer nastale promjene DNK ne moraju biti
nasljedne. Genotoksi¢ne supstance mogu direktno ili indirektno ostetiti DNK, medutim to¢an

mehanizam nastanka oSte¢enja jo$ uvijek nije poznat. Istrazivanja genotoksi¢nosti vazna su za
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procjenu sigurnosti razlicitih supstanci i njihovih smjesa (npr. eteri¢nih ulja i hidrolata) s ciljem
prevencije potencijalno negativnih posljedica po ljudsko zdravlje.
Postoji viSe tehnika i metoda za ispitivanje genotoksi¢nosti te se za sveobuhvatnu analizu

preporuc¢a njihova kombinacija. Najces¢e metode za procjenu genotoksi¢nosti ispitivanih

supstanci, ukljucujuci i komet test koji smo koristili u ovom istrazivanju, prikazane su na Slici 6.

[ GENOTOKSICNE TVARI ]

v

[ mutacije gena ] [ ostecenja DNK ] [ ostecenja kromosoma ]

strukturne numericke
aberacije aberacije
\ v \

test g.ene.nclf;]h muFacua somatﬂ(lr]h\ komet Test kromosomskih mikronukleus
germinativnih stanica transgenicni test aberacija test

glodavaca

[ Ames test ] [ MLAHPRT ]

* MLA (test limfoma kod miseva)

* HPRT (hipoksantin gvanin fosforibozil transferaza)

Slika 6. Najc¢esce metode koristene u ispitivanju genotoksiénih tvari (preuzeto i modificirano iz Ren i sur.,
2017)

Iako genotoksi¢ne tvari mogu izazvati karcinome, one se mogu Koristiti i za njihovo
lijeGenje. Kemoterapija genotoksinima predstavlja novi korak u lijeenju karcinoma, a
podrazumijeva koristenje dokazano genotoksi¢nih tvari za izazivanje oste¢enja DNK i smrti
kancerogenih stanica. Ovakav pristup jo$ uvijek nije usavrSen zbog toga §to genotoksi¢ne tvari

utjeCu i na DNK zdravih stanica (Ren 1 sur., 2017).
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2.4. Komet test

Komet test, odnosno mikroelektroforeza pojedinacnih stanica u agaroznom gelu je tehnika
za brzo i jednostavno odredivanje oStecenja DNK. Komet testom mogu se detektirati jednolancani
I dvolancani lomovi DNK, oksidativna oStecenja, alkalno-labilna mjesta, unakrsno vezanje DNK,
epigenetske promjene i druga oSte¢enja (web 7). Analizirati se mogu stanice uzgajane in vitro ili
in vivo. Postoji viSe vrsta komet testova koji detektiraju razliita oSte¢enja DNK, a u ovom
istrazivanju koristio se alkalni komet test s ciljem detekcije jednolancanih i dvolancanih lomova.
Velika prednost komet testa je i njegova visoka osjetljivost te ¢injenica da je za analizu potrebno

samo 50 do 100 stanica po uzorku (Jarak, 2011).

Komet test provodi se u nekoliko standardiziranih koraka (Slika 7), dok se otopine i

kemikalije mogu razlikovati u svom sastavu, koncentraciji i vremenu djelovanja.
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korak 1. iz krvi ili ostale stanice do stanica uklopljenih u gel i prenesenih na predmetno ]
stakalce

° g AR

o y
° O izolirane stanice, uklopljene u agarozni gel
i prenesene na mikroskopsko stakalce
[ korak 2. alkalna liza (uklanjanje membrana i topljivih komponenti) J
- ‘ @ — (:O )
[ korak 3. elektroforeza (denaturacija, cdmotavanje i migracija DNA) J
© ® © ®

fl -
e =
8 p & mam) =
e nukleoid nukleoid s relaksiranim DNA!

elektroforeza petljama to omogucava
migriranje DNA

korak 4. neutralizacija, fiksacija i bojanje DNA J

) VAV
- R
!

- - - s

fluorescentnom bojom

[korak S. analiza slike J
' _
- R
- izgled kometa
= $
intenzitet H
fluorescentni mikroskop fluorescencije

Slika 7. postupak pripreme stanica za komet test (web 7)

U ovom eksperimentu koristila su se 2 razli€ita agarozna gela u svrhu fiksacije stanica;
agaroza s normalnom to¢kom taljenja, NMP (eng. normal melting point agarose) i agaroza s nizom
tockom taljenja, LMP (eng. low melting point agarose). Ukoliko se za komet test koristi samo NMP
agaroza, rezultati ¢e biti lazno pozitivni zato §to vise taliSte uzrokuje denaturaciju DNK. S druge
strane, ukoliko koristimo samo LMP agarozu, DNK ¢e biti stabilizirana medutim, adhezija gela na
stakalce bit ¢e oslabljena te ¢e se on prilikom elektroforeze odlijepiti sa stakalca. Zbog svega
navedenog najéesc¢e se koristi kombinacija dvaju gelova tako §to se NMP agaroza nanosi prva na
predmetno stakalce (web 8). Nakon $to se NMP agaroza skruti, preko nje se dodaje mjesavina

stanica i LMP agaroze.
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Nakon fiksacije stanica, stakalca se uranjaju u otopinu za lizu koja uklanja topljive stani¢ne
komponente (stani¢nu membranu, citoplazmu, proteine, histone itd.) ostavljajuéi ogoljenu DNK
molekulu. Preostala DNK se zatim denaturira izrazito alkalnom otopinom (pH >13) koja razdvaja
lance DNK na i oko mjesta lomova. Alkalna otopina koja se koristi u svrhu denaturacije DNK,
koristi se i za elektroforezu. Elektroforezom se lanci DNK molekula razdvajaju te negativno
nabijena DNK migrira prema anodi. Brzina migracije razli¢itih dijelova DNK ovisi 0 odsutnosti,
odnosno prisutnosti lomova zbog ¢ega izgled DNK nakon elektroforeze podsjec¢a na komet. Izgled
kometa proizlazi iz ¢injenice da DNK brze putuje ukoliko je razmotana, odnosno ukoliko je na tom
mjestu prisutan lom. Zbog svega navedenog za DNK takvog izgleda kazemo da se sastoji od
»glave® (visoko kondenzirana DNK) i ,repa“ (relaksirana DNK uslijed prisutnosti lomova)

(Bajpayee i sur., 2013).

Nakon elektroforeze, stakalca se ispiru kako bi se alkalna otopina neutralizirala te se nanosi
DNK-vezujuc¢a boja. U svrhu ovog istrazivanja koristila se DAPI boja koja se vezuje za dvostruku
uzvojnicu (Collins, 2004) i to za regije bogate adeninom i timinom. Po zavrSetku bojanja, DNK se
vizualizira pod flourescentnim mikroskopom povezanim na raCunalo. Racunalo sadrzi
odgovarajuci program koji omogucuje pracenje razli¢itih parametara od kojih je najvazniji repni

moment (eng. tail moment).

2.5. Fluorescentna mikroskopija

Fluorescentni mikroskop funkcionira slicno kao svjetlosni uz nekoliko dodataka koje
povecavaju njegovu sposobnost razlucivanja. I dok svjetlosni mikroskop koristi snop vidljivog
svjetla (400-700 nm), fluorescentni mikroskop koristi svjetlost jaceg intenziteta §to omogucava
pobudivanje fluorescentnih boja u uzorku. Fluorescentni mikroskop koristi se za vizualizaciju
stani¢nih organela te njihovih trodimenzionalnih karakteristika zbog ¢ega je on ¢esto koristen alat

u bioloskim i biomedicinskim laboratorijima (web 9).

Za detaljnije shvacanje principa fluorescentne mikroskopije potrebno je vratiti se u same
pocetke otkrica fluorescencije. 1852. godine Sir George Gabriel Stokes po prvi je put opisao

fenomen fluorescencije kao sposobnost organske ili anorganske tvari da apsorbira i posljedi¢no re-
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emitira svjetlost. Kako se dio energije u tom procesu gubi, emitirana svjetlost manje je energije
nego apsorbirana. Takoder, svjetlost manje energije ima vecu valnu duljinu od svjetlosti vece
energije. Ovaj pomak u valnoj duljini naziva se Stokesov pomak, a tvari koje flourescenciraju
flourofore ili fluorokromi. Zbog svojeg karakteristicnog spektra apsorbcije i emisije, flourofore se
koristi kao boje u tehnikama flourescentne mikroskopije. U ovom istrazivanju kao fluorescentna
boja koristi se DAPI (4',6-diamidin-2-fenilindol).

Cilj fluorescentne mikroskopije je odvojiti snop apsorbiranog i emitiranog svjetla kako bi
samo emitirano svjetlo doSlo do detektora. Ovo se postize koriStenjem razli¢itih optickih filtera
(ekscitacijski i emisijski filter). Emitiranu svjetlost mozemo vidjeti okom ili pomocu racunala
(Wang i Lai, 2021).

Postoji vise vrsta fluorescentnog mikroskopa (fluorescentni mikroskop s unutarnjim
odrazom (TIRF) i konfokalni mikroskop), a u provedenom istrazivanju koristen je epifluorescentni
mikroskop. Epifluorescentni mikroskop posebno je koristan u vizualizaciji uzoraka debljih od
10um zbog zrake svjetlosti koja dopire duboko u uzorak. Nedostaci ove tehnike su razmjerno visok
“background noise” odnosno pozadinska buka, smanjena sposobnost lokalizacije fluorofora te

nemogucnost trodimenzionalne vizualizacije uzorka (web 10).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Hidrolati vrsta Veronica officinalis i Veronica saturejoides subsp. saturejoides

Biljni materijal koriSten u ovom istrazivanju sakupljen je na planinskim masivima
Kamesnice. Oba hidrolata su dobivena postupkom vodene destilacije eteri¢nog ulja biljnih vrsta
Veronica officinalis L. i Veronica saturejoides subsp. saturejoides . Postupak je proveden pomocu
Clevenger aparature tako $to se prethodno osuSen biljni materijal destilirao. Nusprodukt vodene
destilacije, odnosno hidrolat se skupljao te je nakon zavrs$ene destilacije pohranjen u hladnjak na

+4 °C (Nazli¢ i sur., 2021).

3.1.2. Stani¢na linija karcinoma debelog crijeva (HCT116)

Genotoksi¢ni ucinak hidrolata izoliranih iz vrsta Veronica officinalis L. i Veronica
saturejoides subsp. saturejoides ispitivan je na humanim stanicama karcinoma debelog crijeva

(HCT116). Koristene stanice su donacija prof. Janosa Terzi¢a s Medicinskog fakulteta u Splitu.

HCT116 nastale su mutacijama gena odraslog muskarca te su pogodne za in vivo i in vitro
istrazivanja. In vivo implantacija stanica u imunokompromitirane miseve dovodi do formiranja
tumora i metastaza. In vitro stanice rastu s vremenom udvostru¢avanja od 18 sati (web 11). U
genomu stani¢ne linije HCT116 dosad je otkriveno 4082 mutacija, ukljuc¢ujuci mutacije VPS13A,
PCDHA3, RINT1, SLC25A29 i LRRK2 gena (web 12), te mutacije kodona 13 ras proto-onkogena
(KRAS) sto dovodi do nastanka i progresije tumora (web 13 ).
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3.1.3. Kemikalije i laboratorijska oprema

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) hranjivi medij za rast stanica

Penicilin/streptomicin antibiotik
FBS (Fetal Bovine Serum)

Tripsin

H202

NMP agaroza (normal melting point)

LMP agaroza (low melting point)

Otopina za lizu ( pH~10) (zbog potpisanog ugovora o tajnosti ne smije se navoditi sastav

otopine)

Otopina za denaturaciju i elektroforezu (pH~13) (zbog potpisanog ugovora o tajnosti ne

smije se navoditi sastav otopine)
0.4 M Tris-Cl

Destilirana voda

70% 1 96% etanol

DAPI (4,6-diamidin-2-fenilindol)
Pokrovna i predmetna stakla
Mikropipete

Vakum sisaljka

Invertni mikroskop

Laminar

Inkubator

Hladnjak

Ploce za uzgoj stani¢nih kKultura sa 6 jazica
Mikrovalna pecnica
Automatizirani brojac stanica
Aparatura za elektroforezu
Fluorescentni mikroskop

Lucia komet software
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3.2. Metode

3.2.1. Kultiviranje i propagacija stanica

HCT116 stanice su nakon odmrzavanja uzgojene u vlaznom inkubatoru na 37°C uz 5%
CO2, u DMEM hranjivom mediju. U svrhu sprje¢avanja kontaminacije nezeljenim bakterijama u
bocu s DMEM dodano je 5 mL penicilin/streptomicin antibiotika te 50 mL FBS-a. FBS je fetalni
govedi serum koji sadrzi sve vazne ¢imbenike za rast i proliferaciju stanica hormone, faktore rasta,
aminokiseline, Secere i lipide. Prije samog rasadivanja stanica, DMEM medij i 0,25% otopinu
tripsina potrebno je zagrijati u inkubatoru barem 30 minuta na 37°C kako razli¢ita temperatura
otopina ne bi negativno utjecala na metabolizam i stani¢nu aktivnost HCT116 stanica. Takoder,

prije rasadivanja potrebno je posudu s kulturom stanica pregledati pod invertnim mikroskopom.

Ukoliko je povrsina posude 80-90% konfluentna (Slika 8) potrebno ju je rasaditi prateci

sljedece korake:

1. Odsisati postojeci medij sterilnom vakuum sisaljkom

2. U novu posudu za uzgoj stanica dodati 8 mL svjeZeg DMEM medija

3. S 2 mL 0.25% otopine tripsina pipetom lagano “odljepiti” stanice s povrSine posude.
Opisani postupak potrebno je ponavljati sve dok se sve stanice nisu “odljepile”

4. U posudu s tripsinom i stanicama dodati 8 mL DMEM medija kako bi se tripsin
neutralizirao te sve skupa jo$ malo resuspendirati kao u koraku 3

5. Usisati 2 mL pripremljenih stanica te ih dokapavanjem nasaditi u posudu sa svjezim
DMEM medijem pripremljenim u koraku 2. Medij 1 stanice je po zavrSetku rasadivanja
potrebno lagano promijesati kako bi se stanice ravnomjerno rasporedile po posudi.

6. Pod invertnim mikroskopom ponovno pogledati stanice kako bi smo bili sigurni da je
optimalna koncentracija nasadena na ploc¢u. Ukoliko su stanice male 1 okrugle te “plivaju”

potrebno ih je pohraniti u inkubator 48 sati na 37 °C i 5% CO..
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Slika 8. Stanice karcinoma debelog crijeva prikazane pod invertnim mikroskopom nakon 48 sati rasta

3.2.2. Priprema i tretman stanica

Za potrebe eksperimenta, stanice su se uzgajale i tretirale u ploc¢i za stani¢ne kulture s 6
jazica. U svaku jazicu dodano je 1x10° stanica. Tocan broj stanica odreden je automatiziranim
brojac¢em stanica (Scepter 3.0 Handheld Cell Counter, Millipore) (Slika 9) nakon ¢ega se potrebna

koncentracija stanica pripremala razrijedivanjem s DMEM medijem.

Slika 9. Automatizirani broja¢ stanica (prikazana vrijednost broja stanica je po mL)
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Za procjenu genotoksi¢nog ucinka hidrolata vrsta V. officinalis L. i V. saturejoides subsp.
saturejoides stanice su tretirane prema shemi prikazanoj na Slici 10.

1 2 3

H202

DMEM medij +
HCTI116 stanice

kontrola

. 1Cso hidrolat
V.officinalis [
V.saturejoides subsp.
saturejoides
DMEM medjj +
HCT116 stanice

DMEM medij +
HCT116 stanice

kontrola

H20:2 ICso hidrolat

DMEM medij + DMEM medjj + V.officinalis |
B [ HcTi6 stanice HCT! 16 stanice V.saturejoides subsp.
saturejoides
DMEM medjj +

HCTI116 stanice

Slika 10. Shematski prikaz tretmana HCT116 stanica provedenog za procjenu genotoksi¢nog ucinka
hidrolata dviju vrsta Veronica. Napravljene su po dvije replike za svaki tretman hidrolata (jedna za hidrolat
V. officinalis, a drugi za V. saturejoides subsp. saturejoides) te pozitivnu i negativnu kontrolu. Eksperiment
je ponovljen tri puta.

Stanice su nasadene na mikrotitarsku ploCu sa 6 jazica u hranjivom DMEM mediju u
prisutnosti 1Csg koncentracija hidrolata vrste V. officinalis L. i V. saturejoides subsp. saturejoides
(Slika 11) (ICso koncentracije prethodno su odredene i objavljene u radu Nazli¢ i sur., 2021.).
Netretirane stanice sluZile su kao negativna kontrola. Stanice tretirane vodikovim peroksidom
posluzile su kao pozitivna kontrola koja je trebala pokazati znacajnu genotoksi¢nost. Napravljene
su po dvije replike svake koncentracije hidrolata te pozitivne i negativne kontrole. Stanice su potom
inkubirane 48 sati na 37°C i 5% CO..
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Slika 11. HCT116 stanice nakon tretmana hidrolatima prikazane pod invertnim mikroskopom

Nakon inkubacije stanice su isprane neutralnim fosfatnim puferom (PBS), tripsinizirane te
centrifugirane i koriStene u komet testu. Izuzetak su stanice pozitivne kontrole koje su nakon
centrifugiranja tretirane 0.1 mM otopinom vodikova peroksida 30 minuta na +4°C nakon ¢ega su

podvrgnute komet testu.

3.2.3. Odredivanje oste¢enja DNK tretiranih stanica komet testom

U ovom istrazivanju, komet test je proveden prateci sljedece korake:

1. 1% NMP agaroza kuhana je u mikrovalnoj peénici (nekoliko ciklusa vrenja) te je u tankom
sloju nanesena na predmetna stakalca. Ovako pripremljena stakalca ostavljena su da se

posuse preko noci.

Iduce korake bilo je potrebno provoditi na temperaturi +4 °C i u mraku kako ne bi izazvali

dodatne lomove DNK.
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2. 0.5% LMP agaroza kuhana je u mikrovalnoj pe¢nici (nekoliko ciklusa vrenja) te je 100 pL
dodano u svaku epicu s uzorcima. Uzorci i gel lagano su promijeSani da se sadrZaj
homogenizira, naneseni na predmetno stakalce premazano s NMP agarozom te prekriveni
pokrovnim stakalcem. Ovako pripremljeni uzorci ostavljeni su 6-8 minuta na ledu kako bi
se gel polimerizirao. Cijeli postupak bilo je potrebno izvoditi brzo kako se gel ne bi
polimerizirao prije nanoSenja stanica na predmetno stakalce.

3. Nakon §to se gel polimerizirao, lagano je skinuto pokrovno stakalce te su uzorci stavljeni u
uspravni kosi¢ s otopinom za lizu. Uzorci su preko no¢i pohranjeni na temperaturi od +4°C.

4. Nakon zavrSene lize stanica, uzorci su stavljeni 20 minuta u kadicu za elektroforezu s
otopinom za denaturaciju i elektroforezu.

5. Nakon 20 minuta u istom puferu provedena je alkalna elektroforeza na 25 V i 300 mA (1
V po 1 cm duzine kadice) kroz 20 minuta.

6. Po zavrSetku elektroforeze stakalca su neutralizirana u hladnom 0.4 M Tri-Cl puferu 2 puta
po 5 minuta, zatim u hladnoj destiliranoj vodi te se naposljetku dehidrirana 70% i 96%
etanolom.

7. Stakalca s uzorcima osusena su na zraku te obojana fluorescentnom DAPI bojom.

3.2.4. Analiza ostec¢enja DNK tretiranih stanica na fluorescentnom mikroskopu

Preparati su analizirani pod epifluorescentnim mikroskopom (Zeiss Axioimager M1
epifluorescence microscope with high-resolution CCD camera, Vienna, Austria) s filterom
(ekscitacija na valnoj duljini od 358 nm i emisija na valnoj duljini od 461 nm). Analizirano je 100
nasumicno odabranih stanica po uzorku uz pomo¢ racunalnog programa LUCIA Comet Assay

(Laboratory Imaging, s.r.o., Praha, Czech Republic).
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3.2.5. Statisticka obrada podataka

Rezultati komet testa dobiveni su analizom pomo¢u LUCIA Comet Assay programa. Za
odredivanje genotoksi¢nog ucinka analizirana su dva parametra: postotak (intenzitet) glave i repa
kometa iz Cega je izracunat repni moment. Dobiveni podaci izrazeni su kao srednje vrijednosti s
pripadaju¢om standardnom devijacijom. Tablica 1 graf oSte¢enja DNK u HCTI116 stanicama

napravljeni su u Microsoft Excel programu.
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4. REZULTATI

Oste¢enje DNK u HCT116 stanicama analizirano je komet testom za ICsg koncentraciju
hidrolata vrsta V. officinalis i V. saturejoides subsp. saturejoides nakon 48 sati izloZenosti.
Oste¢enje DNK izrazeno je kao repni moment kometa koji predstavlja umnozak duzine repa i %
DNK u repu. Preparati su promatrani pomocu epifluorescentnog mikroskopa. Usporedbom izgleda
stanica uoc¢eno je kako uzorci tretirani hidrolatima V.officinalis i V.saturejoides subsp. saturejoides
nemaju znacajno ostecenje DNK S§to je vidljivo po tome Sto vecina stanica ima cjelovitu DNK
prisutnu u glavi kometa bas kao i netretirani uzorak, odnosno negativna kontrola (Slika 12a, c i d).
Uzorak tretiran vodikovim peroksidom (pozitivna kontrola) pokazao je znacajno oste¢enje DNK u

gotovo svim analiziranim stanicama (Slika 12b).

Slika 12. Prikaz HCT116 stanica pod epifluorescentnim mikroskopom nakon komet testa: negativna
kontrola (netretirane stanice) (a); pozitivna kontrola (stanice tretirane 0.1 mM vodikovim peroksidom) (b);

stanice tretirane 1Cso koncentracijom hidrolata V. officinalis L. (c) i V. saturejoides subsp. saturejoides (d)
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Rezultati dobiveni nakon analize nasumi¢no odabranih 100 stanica svakog uzorka prikazani
su u Tablici 3. 1z Tablice 3 vidljivo je kako netretirane stanice imaju preko 90% DNK u glavi
kometa, a vrijednost repnog momenta je svega 0,05%. Slicno mozemo uociti i kod stanica tretiranih
hidrolatima V.officinalis i V.saturejeoides subsp. saturejoides. 1znimno niske vrijednosti postotka
DNK u repu i repnog momenta (1,46% i 0,39%) upucuju na nisku genotoksi¢nost oba hidrolata.
Usporedbom repnog momenta stanica tretiranih hidrolatom V. officinalis s onima tretiranim
hidrolatom V.saturejoides subsp. saturejoides vidljivo je kako neSto manji genotoksi¢ni u¢inak ima
hidrolat V.saturejoides subsp. saturejoides. lako se repni momenti stanica tretiranih hidrolatima

razlikuju, ta razlika je vrlo mala, a time i statisticki zanemariva.

Tablica 3. Postotak DNK u glavi i repu te repni moment s pripadaju¢im standardnim devijacijama. Podaci
su dobiveni komet testom u HCT116 stani¢noj liniji kod netretiranih stanica (negativna kontrola), stanica
tretiranih 0.1 mM H,O. (pozitivna kontrola) te stanica tretiranih hidrolatom V.officinalis i V.saturejoides
subsp. saturejoides.

postotak DNK | postotak DNK | repni moment
u glavi (%) u repu (%)
negativna kontrola 97.97 £ 2.62 2.03 +2.62 0.05+£0.12
pozitivna kontrola (H202) | 4.77 + 8.56 94.23+12.76 | 114.99 + 40.92
hidrolat V. officinalis 92.53+11.73 747 +11.73 142 +4.24
hidrolat V. saturejoides 98.54 + 6.69 1.46 + 6.69 0.39 £ 3.09
subsp. saturejoides

Za razliku od negativne kontrole i tretmana hidrolatima koji ne pokazuju genotoksi¢ni

ucinak, tretman vodikovim peroksidom uvelike je oStetio DNK tretiranih stanica (graf 1).
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repni moment

114.99+40.92

120
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50 0.05+0.12 1.42+4.24 0.39+3.09
P i
0 -
negativna pozitivna hidrolat hidrolat
kontrola kontrola (H202) V.officinalis V.saturejoides

Erepni moment
Graf 1. Oste¢enje DNK u HCT116 stanicama prikazano kao repni moment (%) kod netretiranih stanica

(negativna kontrola), stanica tretiranih vodikovim peroksidom (pozitivna kontrola) te stanica tretiranih 1Cso

koncentracijom hidrolata V.officinalis i V.saturejoides subsp. saturejoides.
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5. RASPRAVA

Znacajna upotreba ljekovitih vrsta roda Veronica u tradicionalnoj medicini dovela je do
povecanog interesa znanstvenika za istraZivanje njihovih bioloskih aktivnosti. Procjena
ucinkovitosti i sigurnosti koristenja medicinskih biljaka trebala bi se temeljiti na znanstvenim
dokazima. Jedna od metoda koja ispituje moguci toksic¢ni efekt medicinskih biljaka, a time i
ucinkovitost i sigurnost koristenja je svakako i test procjene genotoksi¢ne aktivnosti. Kratkotrajni
testovi genotoksi¢nosti obi¢no se koriste za utvrdivanje mutagenog i kancerogenog potencijala. S
obzirom na ucestalu upotrebu razlicitih pripravaka vrsta V. officinalis i V. saturejoides ssp.
saturejoides u tradicionalnoj medicini kao i nedostatka dokaza o potencijalnoj toksi¢nosti njihovih
aktivnih spojeva, odlucili smo provesti istrazivanje procjene uc¢inka njihovih hidrolata na genom
stanica karcinoma debelog crijeva metodom alkalnog komet testa. Komet test je nasao Siroku
primjenu u svijetu kao jedan od vodecih testova pri procjeni genotoksi¢nosti, a velika prednost je
njegova visoka osjetljivost i moguénost koristenja na razli¢itim vrstama stanica. Interakcija izmedu
reaktivnih spojeva i DNK molekule jedan je od glavnih puteva koji vode do oSte¢enja molekule

DNK u vidu formiranja jedno- ili dvolan¢anih lomova koji se mogu detektirati ovim testom.

Nazli¢ 1 sur. (2021) identificirali su glavne bioloski aktivne spojeve te potvrdili citotoksic¢ni
uc¢inak hidrolata vrsta Veronica officinalis i Veronica saturejoide subsp. saturejoides, ali njihova
potencijalna genotoksi¢na aktivnost do danas nije ispitana. Autori su u provedenom istrazivanju
utvrdili kako hidrolati navedenih vrsta imaju sposobnost inhibicije rasta triju stani¢nih linija
karcinoma, a najvecu aktivnost pokazale su upravo na stani¢noj liniji karcinoma debelog crijeva

koja je zbog toga odabrana za ovo istrazivanje.

U ovom diplomskom radu istraZivanje je provedeno na nacin da su stanice tretirane
hidrolatima i to u koncentraciji koja se poklapa s njihovom ICsp vrijedno$éu prethodno odredenom
u istrazivanju Nazli¢ i sur. (2021). Osim tretmana hidrolatima, stanice su se tretirale vodikovim
peroksidom, poznatim oksidativnim genotoksikantom koji je sluzio kao pozitivna kontrola, dok su
netretirane stanice predstavljale negativnu kontrolu. Po zavrsetku tretmana proveden je komet test
s ciljem provjere genotoksi¢ne aktivnosti hidrolata. Rezultati istrazivanja pokazali su kako hidrolati
navedenih biljaka posjeduju vrlo nizak genotoksic¢ni ucinak na HCT116 stanice. Usporedivsi

rezultate hidrolata dviju vrsta moze se zakljuciti kako neznatno veci genotoksic¢ni u¢inak posjeduje
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V.officinalis. Iako se genotoksi¢ni u¢inak hidrolata dviju vrsta razlikuje, on je toliko malen te ga
mozemo zanemariti. Nizak genotoksicni efekt mozemo dovesti u vezu s moguéim
antikancerogenim i antimutagenim svojstvima sto je potvrdeno nizom istrazivanja. Zivkovi¢ i sur.
(2014) su dokazali kako metanolni ekstrakt vrste Veronica urticifolia posjeduje citotoksi¢ni i
antimutageni efekt. Citotoksi¢ni u¢inak in vivo dokazan je smanjenjem broja stanica Ehrlichovog
karcinoma kod miSeva, dok je antimutageni efekt dokazan na bakteriji Salmonella typhimurium.
Nadalje, istrazivanje Askin Celik i Aslantirka (2006) pokazalo je kako vodeni ekstrakt vrste
Plantago lanceolata posjeduje antimitoticki i antigenotoksi¢ni efekt na meristemske stanice vrste
Allium cepa ostecene vodikovim peroksidom. Ova istrazivanja ukazuju na to kako bi i hidrolati
vrsta V. officinalis i V. saturejoides subsp. saturejoides mogli posjedovati antimutageni i
antikancerogeni potencijal, naro¢ito zato §to je brojnim istrazivanjima utvrdeno kako biljke ovog
roda posjeduju znacajnu antioksidativnu aktivnost (Harput i sur., 2010, Mocan i sur., 2015, Nazli¢
I sur., 2021). S obzirom da nastanak karcinoma moze biti uzrokovan oksidativnim stresom,
odnosno prekomjernom koli¢inom reaktivnih kisikovih Eestica, prisutnost antioksidansa mogla bi
imati ulogu u njegovoj prevenciji. Brojna istrazivanja provedena su s ciljem utvrdivanja uloge
antioksidansa u prevenciji karcinoma. Istrazivanja su pokazala opre¢ne rezultate, medutim
dokazano je kako antioksidansi poput selena, vitamina E, karotena, flavonoida i resveratrola imaju
svojstva sli¢na kemoterapeuticima. lako antioksidansi imaju pozitivne ucinke na organizam,
potrebno je provesti daljnja klinicka ispitivanja kako bi se utvrdila njihova to¢na uloga u prevenciji

karcinoma (Bennett i sur., 2012).

Harput i sur. (2010) ispitali su antioksidativnu aktivnost nekoliko biljaka roda Veronica.
Rezultati analize pokazali su kako sve vrste posjeduju antioksidativni u¢inak, a najvecu aktivnost
imao je vodeni ekstrakt V. officinalis. Rezultati su u korelaciji s istrazivanjem Mocan i sur. (2015)
koji su takoder dokazali visoku antioksidativnu aktivnost V. officinalis. Nadalje su dokazali i kako
je antioksidativna aktivnost vrsta V. officinalis, V. orchidea i V. teucrium proporcionalna njihovom
fenolnom sastavu. Nazli¢ i sur. (2021) takoder su ispitali in vitro antioksidativnu aktivnost vrste V.
officinalis te po prvi put i V. saturejoides subsp. saturejoides. Rezultati analize pokazali su kako
eteri¢na ulja kao i hidrolati navedenih biljaka imaju zna¢ajnu antioksidativnu aktivnost. Navedena
otkrica antioksidativne aktivnosti ovih biljaka mogla bi objasniti nizak genotoksi¢ni ucinak
dokazan u ovom istrazivanju. Naime, antioksidativna aktivnost jedan je od ¢imbenika Koji

pridonosi smanjenju genotoksi¢nog ucinka s obzirom da ostecenja DNK mogu nastati kao
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posljedica oksidativnog stresa. U prilog tome ide istrazivanje Wan-Ibrahim i sur. (2010) koji su
ispitali povezanost antigenotoksi¢nosti i antioksidativne aktivnosti hidrolata 20 malezijskih jestivih
biljnih vrsta na humanim limfocitima. Rezultati su pokazali kako hidrolati s umjerenom

antioksidativnom aktivno$¢u uzrokuju vrlo mala ili nikakva oSte¢enja DNK.

Niska genotoksi¢nost hidrolata ispitivanih vrsta roda Veronica na HCT116 stanice mogla
bi znaciti i kako oni nisu genotoksi¢ni za zdrave stanice, no to tek treba potvrditi budu¢im
istrazivanjima. Rezultati ovog rada ukazuju na mogucnost sigurne primjene hidrolata testiranih
vrsta Veronica u medicinske i kozmeticke svrhe, medutim potrebna su detaljnija istrazivanja na
ovom podrudju, naro€ito zbog toga Sto se sveobuhvatna genotoksi¢nost ne moze analizirati samo
jednim testom. Takoder, vazno je provesti in vivo ispitivanja kako bi se utvrdio raspon

koncentracija ovih biljnih produkata za sigurnu i u¢inkovitu upotrebu.
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6. ZAKLJUCAK

» Hidrolati vrsta Veronica officinalis i Veronica saturejoides subsp. saturejoides posjeduju

nizak genotoksi¢ni uéinak na stanice karcinoma debelog crijeva (HCT116).

» Veci genotoksi¢ni u¢inak utvrden je kod vrste Veronica officinalis, medutim ta razlika je

statisti¢ki zanemariva.
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Ime i prezime uditelja

Predmet Razred

Ivana Klarica Biologija 1. Razred SS.
Nastavna tema Odrediti na osnovu godisnjeg izvedbenog kurikuluma (GIK). Datum
Istrazivanja u biologiji Rujan 2022

Cilj nastavne teme Odrediti u skladu s ciljem poucavanja dijela nastavne teme.

Usvajanje znanja o znanstvenoj metodi, sastavnicama znanstvenog rada (s naglaskom na
varijable 1 hipotezu) i vaznosti istrazivanja u biologiji.

Kljuéni pojmovi Pojmovi koje ucenik treba
usvojiti uz poucavanje.

Temeljni koncepti Ideje koje ucenici trebaju usvojiti na
razini razumijevanja i/ ili primjene (uz pomoc¢
konceptualnog okvira poucavanja biologije).

Znanstvena metoda, znanstveno
istrazivanje, hipoteza, zavisna varijabla,
nezavisna varijabla, kontrolna varijabla,
znanstveni rad, autorska prava

- Postoje znanstvena i stru¢na istrazivanja

- Znanstveno istrazivanje je svako istrazivanje u
kojem dolazimo do novih spoznaja

- Znanstvena metoda je postupak kojim dolazimo
do novih otkri¢a

- Rezultati znanstvenih istrazivanja objavljuju se u
znanstvenim casopisima u obliku znanstvenog
rada

- Znanstveni radovi doprinose svakodnevnom
Zivotu

Kontekst poucavanja koncepta Sadrzajni okvir ucenja (na kojim ée se primjerima uciti).

- pomocu slika vaznih znanstvenika iz podrucja biologije uvesti u¢enike u nastavnu jedinicu.
- predloziti korake u znanstvenoj metodi na konkretnom primjeru znanstvenog istraZivanja

- na primjeru struénog i znanstvenog istrazivanja objasniti njihove razlike

- analizom znanstvenog rada do¢i do saznanja o njegovim djelovima.

- na primjeru objasniti vaznost pouzdanih znanstvenih izvora, autorskih prava i njihovog

pravilnog navodenja.
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Odgojno-obrazovni ishodi Odabrati i presiikati iz Kurikuluma uz oznaku (Sifiu) ishoda.

Ny Primjenjuje osnovna nacela i metodologiju znanstvenoga istrazivanja te
BIO SS D.1.1. - : e o
opisuje razvoj znanstvene misli tijekom povijesti
BIOSS D.1.2 Raspravlja o etickim pitanjima u bioloskim istrazivanjima i primjeni
""" | bioloskih otkri¢a te donosi odluke o vlastitim postupanjima
Primjeri:

OS PRI A.5.1. Ugenik objasnjava temeljnu gradu prirode

BIO OS B.8.4. Povezuje razli¢ite nadine razmnoZavanja organizama s nasljedivanjem roditeljskih osobina i
evolucijom.

BIO SS C.3.2. Analizira principe iskori§tavanja energije na razini stanice.

Ocekivanja medupredmetnih temaOdabrati i preslikati iz Kurikuluma uz oznaku (Sifru) ishoda.

Ucenik samostalno provodi slozeno pretrazivanje informacija u digitalnome

Ikt C.4.2. okruzu,
Ikt C.4.3 Ucenik samostalno kriti€ki procjenjuje proces, izvore i rezultate pretraZivanja,

odabire potrebne informacije.

Ikt D.4.3. | Ucenik predocava, stvara i dijeli ideje i uratke o slozenoj temi s pomocu IKT-a.

Uku Ucenik ostvaruje dobru komunikaciju s drugima, uspjesno suraduje u razli¢itim
D.3.2. situacijama 1 spreman je zatraziti 1 ponuditi pomoc¢

Uku Ucenik samostalno traZi nove informacije iz razli€itih izvora, transformira ih u
A.4/5.1. novo znanje 1 uspjeSno primjenjuje pri rjeSavanju problema.
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Razrada ishoda | Zadatak/ primjer pitanja za provjeru KR | PU
Koristiti prema Pitanja trebaju polaziti od razine propisane Kurikulumom
Br. Kurikulumu. (minimum), ali treba planirati i pitanja vise razine usvojenosti.
Ishoda. | |shodi
u _ | aktivnosti
razradi
(RI/1A) | Prema potrebi
dodati i specificno
razraditi ishod iz
razrade ishoda.
D.2.1. Promatra i | - Imenuj znanstvenike sa slike! R2 | +-
rikuplja podatke o . . . .
BIO fe dorFl)ojsi P - Predlozi prvi korake istrazivanja o genotoksi¢nosti | R3 | +-
SS Lo hidrolata V. officinalis i V. saturejoides na HCT116
zakljucke .
D.2.1. i « ... |stanice.
jjekom ucenja i
poucavanja. - Predlozi skupni naziv svih koraka znanstveenog R2 |+
istrazivanja. )
- Analiziraj primjere znanstvenog i stru¢nog
. - . C e 9 o R3 | +-
istrazivanja te zakljuci po ¢emu se razlikuju.
- Analiziraj znanstveni rad te nabroji njegove
.. R1 |+
dijelove.
- Laboratorijskim pokusom na biljci vodenoj kugi
istrazivano je kako udaljenost izvora svjetlosti utjece
na brzinu fotosinteze pri istoj temperaturi. Kao
pokazatelj intenziteta fotosinteze mjeren je broj
mjehurica nastalih u vodi tijekom jedne minute.
Rezultati pokusa nalaze se u tablici.
Udaljenost | 100 | 120 | 150 | 180 | 200
izvora
svjetlosti
(cm)
Broj 160 | 110 |60 |40 |20
mjehuri¢a
(min )
R3 | +
¢) Sto zakljuéujes temeljem ovog pokusa?
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BIO D.2.1.2. - Predlozi hipotezu o utjecaju hidrolata na genom R3 |+
SS Postavlja HCT116 stanica.
D.2.1. | hipotezus S . .
POte: - Odredi zavisnu i nezavisnu varijablu navedenog
pomocu trazivans R3 | +-
predloska 1strazivanja.
razlikujuéi - Imenuj zavisnu i nezavisnu varijablu sljede¢ih
zavisnu i hipotezal
nezavisnu . L
varijablu te a) Glavni razlog globalnog zatopljenja je R3 | +-
postavlja ciljeve negativan ¢ovjekov utjecaj.
istraZivanja. b) Povisena razina serotonina podiZze
raspoloZenje i izaziva srecu. R3 | +-
€) Banana ¢e prije dozrjeti u prisutnosti jabuke. R3 | +-
- Laboratorijskim pokusom na biljci vodenoj kugi
istrazivano je kako udaljenost izvora svjetlosti utjece
na brzinu fotosinteze pri istoj temperaturi. Kao
pokazatelj intenziteta fotosinteze mjeren je broj
mjehurica nastalih u vodi tijekom jedne minute.
Rezultati pokusa nalaze se u tablici.
Udaljenost | 100 | 120 | 150 | 180 | 200
izvora
svjetlosti
(cm)
Broj 160 | 110 | 60 |40 |20
mjehurica
(min 1)
b) Navedi:
Zavisnu varijablu R3 | +-
Nezavisnu varijablu R3 | +-
Kontrolnu varijablu R3 | +-
BIO D.2.1.3. Odabire | - Objasni vaznost pozitivne i negativne kontrole. R2 |+
SS primjerenu
D.2.1. | metodologiju i

vrste uzoraka
prema
postavljenim
ciljevima
pravilno
odabiruci
kontrolne
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skupine i/ili

replikatne
(ponovljene)
uzorke u
istrazivanju.
BIO D.2.1.4. Odabire |- Kako moZemo provijeriti valjanost hipoteze? Rl |+
SS rimjerene T . o
prim] - Objasni koji pokus bi proveli za ispitivanje R3 | +-
D.2.1. | metode za Lsic : hidrol
prikupljanjei genoto sicnosti hidrolata.
prikaz podataka. | - Analiziraj rezultate istraZivanja te zaklju&i kako ih o |+
najcesce prikazujemo.
- Imenuj 3 vrste grafa na slici. RL 1+
- Zasto je vazno graficki prikazati rezultate? R3 |+
- Objasni kakvi moraju biti uvjeti pokusa. R2 1+
- Nabroji neke uvjete pokusa. RL |+
- Kojim varijablama pripadaju uvjeti pokusa? R1 |+
BIO D.2.1.6. - Laboratorijskim pokusom na biljci vodenoj kugi R2 |+
SS Obraduje i istrazivano je kako udaljenost izvora svjetlosti utjece
D.2.1. | prikazuje na brzinu fotosinteze pri istoj temperaturi. Kao
rezultate pokazatelj intenziteta fotosinteze mjeren je broj
istrazivanja. mjehurica nastalih u vodi tijekom jedne minute.
Rezultati pokusa nalaze se u tablici.
Udaljenost | 100 | 120 | 150 | 180 | 200
izvora
svjetlosti
(cm)
Broj 160 | 110 | 60 |40 |20
mjehurica
(min 1)
a) Graficki prikazi rezultate!
BIO D.2.1.7. - Laboratorijskim pokusom na biljci vodenoj kugi R2 |+
SS Predstavlja istrazivano je kako udaljenost izvora svjetlosti utjece
D.2.1. |dobivene na brzinu fotosinteze pri istoj temperaturi. Kao
rezultate na pokazatelj intenziteta fotosinteze mjeren je broj
osnovi kojih mjehurica nastalih u vodi tijekom jedne minute.
donosi Rezultati pokusa nalaze se u tablici.
primjerene -
zakljucke. _Udaljenost 100 | 120 | 150 | 180 | 200
izvora
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svjetlosti
(cm)

Broj 160 | 110 |60 |40 |20
mjehuric¢a

(min 1)

¢) Sto zakljuGujes temeljem ovog pokusa?

BIO D.2.1.8. Koristi | - Analiziraj jedan pouzdani znanstveni izvor te R3 |+
SS se i navodi objasni $to on sve mora sadrzavati.
D.2.1. | pouzdane
literaturne
izvore.
BIO D.2.1.9. Opisuje | - Opisi znanstvenu metodu jednog od sljede¢ih R3 | +-
SS osnovna bioloskih otkri¢a te svoje rezultate objasni pomocu
D.2.1. |znanstvena powerpoint prezentacije!
otkrica tijekom [« Rad u grupi
proslosti vazna p
za teme koje
obraduje i stavlja
ih u povijesni
kontekst.
BIO D.2.2.1. - Koriste¢i se pouzdanim znanstvenim izvorima R1 |+
SS Raspravlja o pronadi prednosti i nedostatke istrazivanja na Zivim
D.2.2. | opravdanosti organizmima.
istrazivanja na Objasni opravdavas li ta istrazivanja? R3 |+
Zivim
organizmima.
BIO D.2.2.3. - Zasto su istrazivanja u biologiji vazna? R2 |+
SDSZ ) Ar_1a|_| zra - Nabroji neka otkrica iz podrucja biologije vaznau | R2 |+
2.2. | primjenu ..
bioloskih otkrica svakodnevnom Zivotu.
u -Svrstaj navedena istrazivanja u znanstvena ili R2 |+

strucna!
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svakodnevnome |a) Odredivanje antibiograma (najefektnijeg R2 |+
zivotu. antibiotika). R2 |+
b) Louis Pasteur osmislio cjepivo protiv bjesnoce. R2 |+
c) Pronalazak cjepiva protiv uzro¢nika COVID-19.
d) Odredivanje Secera u krvi.

BIO D.2.25. -Zasto su znanstvenici vazni? R3 |+

SS Objasnj . , .

D22 Vazjg(s)lsl:ava - Kako znanstvenici dolaze do novih otkri¢a? R3 |+
poétova_nja - Objasni vaznost objavljivanja znanstvenih radova. | R2 |+
autorskih prava o ' _
odgovornosti istrazivanjima ustanovljeno je kako hidrolati
znanstvenika i navedenih biljaka posjeduju citotoksicni u¢inak zbog
cjelokupnoga ¢ega ovo istrazivanje ima smisla provesti (Nazli¢ i
drustva pri sur., 2021)* i objasni na §to se odnosi navod u
koristenju zagradi.
rezultatima | kojem dijelu znanstvenog rada navodimo sve R1 |+
bioloskih otkrica. | 5¢ore i njihove radove koji su nam posluzili u

pisanju znanstvenog rada?
R3 |+
- Analiziraj jedan navod autorskih prava te odredi
Sto sve mora sadrzavati. R3 |+
- Odnose li se autorska prava samo na tekstualne
izvore? Ukoliko se ne odnose, daj primjer nekog
drugog izvora.
Tijek

Artikulacija (pregledni nacrt nastavnog sata) - Kratki tablicni pregled strukture nastavnog sata s iskazanim

dominantnim aktivnostima i socioloskim oblicima rada te predvidenim trajanjem za svaki strukturni element sata
(po potrebi dodati retke tablice). Uz svaku aktivnost obavezno navesti oznaku ishoda u razradi (prema Kurikulum

Prirode i Biologije — numerirana razrada ishoda) koji se hjome ostvaruje.

Tip sata Obr%da novog nastavnog Trajanje Jedan skolski sat
sadrzaja

Q —_
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Pocetni dio

N -> Pozdravljam ucenike i predstavljam im se.
Otvaram powerpoint prezentaciju i pitam
ucenike $to vide, odnosno prepoznaju li ljude
na slici (U-> C. Darwin, J. Goodall, R1) te
pomazem ucenicima imenovati sve
znanstvenike sa slika. N -> Kako jednom
rije¢ju mozemo imenovati te ljude sa slike? (U
-> znanstvenici, biolozi). N -> zasto su oni
nama vazni? (U-> otkrili su neke nepoznate
stvari, R1). N -> kako su ti znanstvenici
(biolozi) dosli do otkri¢a? (U -> istrazivanjem
prirode, radom u laboratoriju itd., R2). N ->
koja otkrica iz podrucja biologije su vama
vazna za svakodenevni zivot? (U ->
istrazivanja o mikroorganizmima, vodi za pice,
hrani, medicinska istrazivanja itd., R3).

N-> otvaram kliznicu br.2 i najavljujem temu:
Istrazivanja u biologiji. Pisem naslov na plocu.

U-> otvaraju svoje biljeznice i piSu naslov.

BIO
SS
D.1.2.

U O

Sredisnji dio

N-> otvaram kliznicu br.3 i navodim ucenicima
da ¢emo danas na temelju jednog istrazivanja
pro¢i korake koji su bili potrebni kako bi se
doslo do novih spoznaja. Pisem na plo¢u naziv
istrazivanja te pitam ucenike s kojim
pojmovima se po prvi put susrecu (U ->
genotoksi¢nost, hidrolat, R1).

N -> razjasnjavam ucenicima nepoznate
pojmove nakon ¢ega ih pitam Sto misle koji bi
bio prvi korak, odnosno kako bi uopce dosli do
ideje za ovo istrazivanje (U -> zapitali bi se
utjeCe li dodatak hidrolata V. officinalis i V.
saturejoides na genom HCT116 stanica, R3).
Govorim ucenicima da su u pravu te im
pomazem formulirati naziv prvog koraka:
postavljanje pitanja (otvaram prvu “kucicu” na
kliznici s sumiranim prvim korakom, a
navedeni postupak ponavljam nakon svakog
koraka).

N -> koji bi mogao biti drugi korak sad kad
znamo tematiku istrazivanja. (U -> provijeriti da
li je tko drugi ve¢ odgovorio na ovo pitanje
odnosno proveo istrazivanje, R3) te kako bi to
postigli (U -> pretrazivanjem interneta, knjiga

BIO
SS
D.1.1.

BIO
SS
D.1.2.

Uku

A.4/5.

Uku
D.3.2.

)
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itd., R3). PomaZzem im da formuliraju naziv
drugog koraka: pretrazivanje podataka. Nakon
Sto smo se uvjerili da nitko nije proveo ovo
istrazivanje idemo na tre¢i korak, odnosno
postaviti hipotezu (U -> hidrolati ¢e biti
genotoksi¢ni za HCT116 stanice, hidrolati nece
biti genotoksi¢ni na HCT116 stanice, R3).

N -> kako mozemo provjeriti valjanost
hipoteze? (U -> pokusom, R2) Koji pokus bi
proveli? (U -> dokapali bi malo hidrolata na
stanice te vidjeli imaju li oni utjecaj na genom,
R3). Govorim ucenicima da su u pravu te im
navodim kako osim tretmana hidrolatima
moramo provesti jo§ 2 pokusa; jedan koji nece
imati utjecaja na genom (negativna kontrola) i
drugi koji hoée (pozitivna kontrola). Pitam
ucéenike zasto je to vazno (U -> kako bi mogli
usporediti dobivene rezultate, R3). Pitam
ucenike Sto misle kakvi moraju biti uvjeti
pokusa? (U -> jednaki za sve stanice i
tretmane, R3). Pitam u€enike da nabroje neke
uvjete pokusa (U -> temperature, vlaznost,
svjetlost itd., R2) te im govorim kako oni
pripadaju kontrolnim varijablama.

N -> navodim ucenicima kako u pokusu
moramo odrediti zavishu i nezavisnu varijablu
te im na kliznici pokazujem njihove definicije.
Pitam ucenike da odrede zavisnu i nezavisnu
varijablu u ovom istrazivanju (U -> zavisna
varijabla je genotoksicnost, a nezavisna je
hidrolat, R3). Upu¢ujem ucéenike da u
biljeznicu napiSu definicije zavisne, nezavisne i
kontrolne varijable.

N -> koji korak slijedi nakon provedenog
pokusa? (U -> analiza rezultata i usporedba s
pozitivnom i negativhom probom, R3)

N -> koji korak slijedi nakon analize rezultata?
(U -> donosenje zakljucka npr. hidrolati nisu
genotoksi¢ni za HCT116 stanice, R3)

N -> §to radimo kad smo zavrsili istrazivanje?
Ostavljamo li rezultate samo za sebe ili? (U ->
piSemo rad koji moZemo objaviti na internetu

ili u casopisu, R3).
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N -> navodim ucenicima kako svi ovi koraci

imaju jedan skupni naziv te ih pitam da ga

predloze (znanstveni postupci, znanstveni

koraci itd., R3). Pomazem ucenicima da dodu

do termina znanstvena metoda.

N -> otvaram kliznicu br.4 te govorim BIO P

ucenicima da osim znanstvenih, postoje i SS P

strucna istrazivanja. Upucujem ucenike da D.1.1.

procitaju primjere tih istrazivanja s kliznice te 3
da zakljuce po ¢emu se razlikuju. (U -> Uku

znanstvena istrazivanja predstavljaju otkrica, A4 m
nesto potpuno novo, dok stru¢na istraZivanja 1. In
sluze za testiranje znanstvenih u

svakodnevnom zivotu, R3). Po potrebi

nadopunjavam ucenicke zakljucke.

N-> rekli smo da nakon zavrSenog znanstvenog | BIO P

istrazivanja piSemo znanstveni rad. Otvaram SS P 3
znanstveni rad o prethodno spominjanoj temi, D.1.1.

lagano prelazim preko svakog dijela rada te T m
pomazem ucenicima da imenuju njegove Ikt M in
djelove (U -> naslov, uvod, materijal i metode CA4.3.

itd., R1). Nazivi dijelova znanstvenog rada

popraceni su na kliznici.

N-> ponovno pokazujem ucenicima rezultate BIO P

istrazivanja te ih pitam kako ih najcesce SS P

mozemo prikazati? (U -> pomocu grafa, R1) D.1.1. T

N -> otvaram kliznicu br.6 te pokazuje slikovne Bk3u2 M 2
prikaze 3 vrste grafa te ih pitam da ih imenuju Uku '

(U -> tortni tj. pie chart, stupcasti i linijski, A4/5. m
R1). Pitam ucenike zaSto je vazno u znanstveni 1. in
rad ukljuciti grafove? (U -> lakSe je iSCitati

rezultate, znanstvenici kojima jezik

znanstvenog rada nije poznat mogu lakSe do¢i

do rezultata istrazivanja, R3).

N-> prikazujem ucenicima djeli¢ teksta BIO |T

znanstvenog rada (npr. “U prethodnim SS M
istrazivanjima ustanovljeno je kako hidrolati D.1.1. P 3
navedenih biljaka posjeduju citotoksicni uc¢inak Ikt P

zbog Cega ovo istrazivanje ima smisla provesti C43 m
(Nazli¢ 1 sur., 2021)%) te ih pitam na Sto se IR in
odnosi ovo u zagradi (U -> autora koji je doSao L

do navedenog otkri¢a, R1). Pitam ucenike u
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kojem dijelu znanstvenog rada navodimo sve
autore i njihove radove koji su nam posluzili u
pisanju znanstvenog rada? (U -> u popisu
literature, R2). Pokazujem ucenicima jedan
navod autora i njegovog djela te ih pitam Sto on
sve mora sadrzavati (U -> ime i prezime,
godinu objavljivanja rada, naslov znanstvenog
rada itd., R1). Pokazujem ucenicima i kako
oznacavamo knjige u popisu literature te ih
pitam S$to jo§ mora imati naznacena autorska
prava a da nije literatura. Do zakljucka ih
dovodim prikazujuéi djeli¢ rada s slikom (U ->
slike i grafovi, R1). Sumirane zakljucke o
autorskim pravima navodim na kliznici br.7.

N-> navodim ucenicima kako znanstveni izvori | BIO P
moraju biti pouzdani a $to to znaci vidjeti ¢emo | SS P
na konkretnom primjeru. Dajem ucenicima web | D.1.1. 4
. ) o . M
adresu jednog izvora koristenog u istrazivanju m
genotoksi¢nog utjecaja hidrolata na HCT116 lkt. O in
. . b . . . C4.2.
stanice te ih upucujem da njegov sadrzaj
analiziraju u paru obracaju¢i paznju na autore, | |kt.
izdavaca, vrijeme objavljivanja i stil pisanja D.4.3
(popraceno kliznicom br.8). Nakon 5 minuta
analiziramo njihove zakljucke. Uku
D.3.2.
N-> prikazujem ucenicima kratak video o BIO P 2
testiranjima na Zivotinjama (kliznica br.9) SS P m
nakon ¢ega im postavljam pitanje: Da ste vi D.12. |V in
biolog bi ste li koristili Zivotinje u svojim
pokusima? Onaj tko bi neka podigne ruku u
zrak.
Zavrs$ni dio | N -> dijelim ucenicima radne listove 1 listi¢e za | BIO R
Ponavljanje samoprocjenu znanja. Govorim im da rije§_e SS L 5
svatko za sebe zadatak br. 3. Nakon nekoliko D.1.1.
minuta prozivanjem ucenika provjeravam BIO E
njihove odgovore. Nakon §to rijesSe zadatak br. x m
3 upucujem ih da rijeSe i zadatak br. 5. SDSl 9 A in
N -> prije kraja $kolskog sata objasnjavam L
ucenicima domaci rad u kojem moraju Uku
napraviti kratku PPT prezentaciju o D3.2.
znanstvenoj metodi zadane teme (npr. o otkricu | Uku
stanice). Dijelim ih u grupe od 4 ucenika te im | A 4/5.
zadajem i preostale zadatke iz radnog lista za 1.

domaci rad. Najavljuem kako ¢emo sljedeci sat
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osim prezentacije o znanstvenoj metodi imati Ikt
raspravu o pokusima za zivotinjama koja se C4.3.
nadovezuje na zadnji zadatak u radnom listu. Ikt

N -> pozdravljam ucenike, skupljam listice za | D.4.3.
samoprocjenu znanja te im pozelim ugodan
ostatak dana.

Nositelji aktivnosti: N — nastavnik, U - u¢enici (dodati i mijenjati uloge ukoliko je potrebno uz svaku
aktivnost)

video lekcija, APP — digitalni alat, P/SU — platforma/sustav uéenja na daljinu, V — video zapis, A —
animacija, | — igra, IU — igranje uloga, RS — racunalna simulacija, M — mikroskop, L — lupa, F — fleks

(dodati prema potrebi)

na tekstu i pisanje

Oblici rada: | —individualno, P — rad u paru, G — grupni rad, F — frontalno

Koristiti u izvedbi: RL — radni listi¢ za u¢enike, UDZ — udzbenik, RB — radna biljeznica, P — ploda, PM —
prirodni materijal, E — pokus/eksperiment, MD — model, AP — aplikacija, PP — projekcija prezentacije, VL —

kamera, T — tablet, MO — mobitel, OP — organizator paznje, AL - anketni listi¢ TM - tekstualni materijali

Metode: PR — prakti¢ni radovi, D — demonstracija, C — crtanje, | — usmeno izlaganje, R — razgovor, T — rad

Materijalna priprema Popis nastavnog materijala, izvora znanja, sredstva i pomagala, odnosno svega §to

Je potrebno pripremiti za uspjesno odvijanje nastave prema postavljenom cilju i zamisljenom planu. Treba biti
ukljucena izvora stvarnost kad god je to moguce, kao i nastavna sredstva te nastavna pomagala koja ce se
koristiti tijekom poucavanja i ucenja.

Nastava sredstva: powerpoint prezentacija, radni list, udzbenik, znanstveni rad

Nastava pomagala: projektor, racunalo, ploca

Plan uceni¢kog zapisa Moze biti plan ploce ili zapis koji nastaje na temelju drugih poticaja.

Istrazivanja u biologiji

Zavisna varijabla — ono $to mjerimo - genotoksi¢nost

Nezavisna varijabla — ono ¢iji u¢inak promatramo - hidrolat

Kontrolna varijabla — ¢imbenici koji utjeu na istrazivanje — temperatura, svjetlost itd.

Vrednovanje Razliciti pristupi vrednovanju.
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Vrednovanje za u¢enje

Vrednovanje kao uc¢enje

Vrednovanje naucenog

Opazanje rada ucenika i
angaziranosti za nastavnu
jedinicu.

Procjena sposobnosti
zakljucivanja na temelju
opazanja.

Izlazne kartice za
samoprocjenu (svaki uenik
¢e sam sebi dati ocjenu o tom
koliko je shvatio i razumio
danasnju nastavnu jedinicu).

Sljededi sat slijedi analiza
domaceg rada.

Prilagodba za ucenike s teSko¢ama u ucenju Navesti nacin prilagodbe ucenja moguénostima i
potrebama ucenika te priloZiti zadatke prilagodbe.

Nema ucenika s teSko¢ama u ucenju.

Prilagodba za darovite u¢enike Navesti nacin prilagodbe ucenja moguénostima i potrebama ucenika te

priloziti zadatke prilagodbe.

Nema darovitih uéenika.
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Prilozi Popis materijala koji ée se koristiti u nastavi (radni listovi, ispis PP prezentacije i ostali materijal).

- Powerpoint prezentacija

Zavisna varijadls = 0no 1o mjenms - genotoksdnest
B ezavisna vanfabla = ono L udinak promatramo
§ hedrolat

ZNANSTVENI RAD

1. NASLOV
2. UVOD
3. MATERUAL | METODE
4. REZULTATI
5. RASPRAVA
6. ZAKLUCAK
7. SAZETAK
8. LITERATURA

AUTO RSKA PRAVA * Valjano navesti autora teksta, slike,

animacije, videa

* Npr. Nikoli¢ T., Milovié M., Bogdanovic¢

S., Jasprica N. (2015). Endemi u
hrvatskoj flori. Alfa, Zagreb.

AANE radni list: zadatak 3 i 5

ISTRAZIVANJA U
BIOLOGIJI

REZULTATI

A
\\
\ Aot
\ L 2
‘ ’ [I . o
\ 4
-
TORTNI STUPCASTI LINLSKI
POUZDANI
ZNANSTVENI
1ZVORI

VRUEME

OBJAVUI
VANJA

©» &

PONAVUANIE
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- Radni list

Ime i
prezime

Razred

grupa

RADNI LIST
ISTRAZIVANJA U BIOLOGLII

1. Zasto su istraZivanja u biologiji vaina?

2. Navedi nekoliko primjera vaZnih bioloZkih otkrical

3. Imenuj zavisnu i nezavisnu varijablu sljededih hipotezal
a] Glavni razlog globalnog zatopljenja je negativan Coviekov utjecaj.
Zavisna -

Mezavizna -

b} Povitena razina serotonina podiie raspeloenje i izaziva sredu.
Zavisna -

MNezavisna -

c) Banana ce prije dozrjeti u prisutnosti jabuke.
Zavisna -

Mezavisna -

4. Laboratorijskim pokusom na biljci vodencj kugi istraZivane je kako udaljenost izvora svjetlosti
utjefe na brzinu fotosinteze pri istoj temperaturi. Kao pokazatelj intenziteta fotosinteze mjeren
je broj mjehurica nastalih u vodi tijekom jedne minute. Rezultati pokusa nalaze se u tablici.

Udzljenost izvora 100 120 150 130 200

svjetlosti (cm)

Broj mjehurica (min '} | 160 110 B0 40 20

a) Graficki prikafi rezultate!




b) Mavedi:
Zavisnu varijablu -

Mezavisnu varijablu -
Kontrolnu varijablu -
¢} Etozakljutujes temeljem ovog pokusa?

5. Svrsta) navedena istrafivanja u znanstvena ili struéna!
g} Odredivanje antibiograma [najefektnijeg antibiotika).
b) Louis Pasteur osmislic cjepivo protiv bjesnoce. ZNAMNSTVEMNA
c) Pronalazak cjepiva protiv uzroénika COVID-19. STRUENA
d) Odredivanje fecera u krvi.

DOMACI RAD

6. Opisi znanstvenu metodu jednog od sljededih bioloikih otkrica te svoje rezultate objasni pomodu
powerpoint prezentacije!
* Rad u grupi
'
.

[ otkrice stanice
A

klasifikacija organizama

h.
s - —
'\1 teorija nasljedivanja
P

otkrice penicilina

7. FKoristedi se pouzdanim znanstvenim izvorima pronadi prednosti i nedostatke istraZivanja na
Zivim organizmima. Objasni cpravdavas i ta istraiivanja?
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Literatura Izvori za uéenike i izvori koje je ucitelj koristio za pripremu poucavanja.

Grozdani¢ G., Horvatin K., Kristanac Z., 2019.: Biologija 1 — udbenik Biologije za 1. razred
gimnazije, Profil Klett, Zagreb
https://edutorij.e-skole.hr/share/proxy/alfresco-noauth/edutorij/api/proxy-guest/074ffbb3-
alb7-4fel-9f4a-1ea3539d642d/biologija-1/m01/j02/index.html

Refleksija nakon poucavanja Zabiljeske nakon izvedbe nastavnog sata o uspjesnosti sa sugestijama za

poboljsanje.
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