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SAZETAK

Dragoljub (Tropaeolum majus L.) je jestiva autohtona biljka Juzne Amerike.
Taksonomski se svrstava u porodicu Tropaeolaceae. 7. majus u sebi sadrzi vitamin C,
mineralne tvari, masne kiseline, flavonoide, tertaciklicke triterpene 1 glukozinolate.
Popularnost ovih kemijskih spojeva izravno je povezana sa mnogim prednostima za ljudsko
zdravlje, poput protuupalne aktivnosti, odrZavanja kardiovaskularnog zdravlja i prevencije
nekih oblika raka. U ovom radu analizirana je citotoksi¢na aktivnost hidrolata vrste 7. majus
bogatim razgradnim produktima glukozinolata (benzil izotiocijanat i benzil cijanid), na
stanice raka debelog crijeva (HCT116), osteosarkoma (U20S) i raka grli¢a maternice (HeLa)
s naglaskom na usporedbu aktivnosti hidrolata dobivenih dvjema naprednim tehnikama
ekstrakcije. Hidrolati vrste 7. majus izolirani dvjema tehnikama ekstrakcije: destilacijom
potpomognutom mikrovalovima (MAD) i mikrovalnom hidrodifuzijom 1 gravitacijom
(MHG), pokazali su umjerenu do slabu citotoksicnu aktivnost na sve tri testirane stanic¢ne
linije. Nije utvrdena statisticki zna€ajna razlika u citotoksi¢noj aktivnosti izmedu hidrolata 7.
majus izoliranog metodama ekstrakcije: destilacijom potpomognutom mikrovalovima (MAD)
1 mikrovalnom hidrodifuzijom i gravitacijom (MHG). S obzirom na dobivene rezultate,
hidrolati  dragoljuba izolirani naprednim tehnikama ekstrakcije  potpomognutim
mikrovalovima, mogu se smatrati sigurnim prirodnim proizvodom koji bi mogao naci svoju
primjenu u medicinske svrhe te u kozmetickoj 1 farmaceutskoj industriji.

Kljuéne rijeci: veliki dragoljub (7ropaeolum majus L.), hidrolat, citotoksi¢nost, destilacija
potpomognuta mikrovalovima (MAD), mikrovalna hidrodifuzija i gravitacija (MHG)
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ABSTRACT

Garden nasturtium (7ropaeolum majus L.) is an edible plant native to South America.
Taxonomically, it belongs to the Tropaeolaceae family. 7. majus contains vitamin C, minerals,
fatty acids, flavonoids, tertacyclic triterpenes and glucosinolates. The popularity of these
chemical compounds is directly related to many benefits for human health, such as anti-
inflammatory activity, maintenance of cardiovascular health and prevention of some forms of
cancer. In this paper, the cytotoxic activity of 7. majus hydrosols rich in glucosinolate
degradation products (benzyl isothiocyanate and benzyl cyanide) was analyzed on colon
cancer cells (HCT116), osteosarcoma (U20S) and cervical cancer (HeLa) with an emphasis
on comparing the activity of hydrosols obtained by two advanced extraction techniques. 7.
majus hydrosols isolated by two extraction techniques: microwave-assisted distillation
(MAD) and microwave hydrodiffusion and gravity (MHG), showed moderate to weak
cytotoxic activity on all three tested cell lines. A statistically significant difference in
cytotoxic activity between 7. majus hydrosols isolated by extraction methods: microwave
assisted distillation (MAD) and microwave hydrodiffusion and gravity (MHG), was not
determined. In view of the obtained results, the hydrosols of garden nasturtium, isolated by
advanced microwave asissted extraction tehniques can be considered a safe natural product
that could find its application for medical purposes and in the cosmetic and pharmaceutical

industry.
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1 UVOD

Tropaeolum majus L., tradicionalno poznata i kao veliki dragoljub, jestiva je autohtona
biljka Juzne Amerike. Taksonomski se svrstava u porodicu Tropaeolaceae. U Europu je
unesena u 16. stoljecu iz Perua i uspjesno je kultivirana kao jednogodiSnja, dekorativna biljka
[1, 2]. Svi dijelovi biljke su jestivi. Tako se na primjer listovi i cvjetovi u kulinarstvu koriste
kao sastojci raznih salata i drugih prehrambenih proizvoda, dok se sjeme 7. majus koristi kao
zamjena za papar [3]. Bogata je vitaminom C i izvor mineralnih tvari poput cinka, zeljeza,
bakra, magnezija, stroncija i kalija [4]. Posljednjih godina jestive biljke sve viSe okupiraju
interes znanstvenika upravo zbog njihovog potencijalnog blagotvornog djelovanja na ljudsko

zdravlje.

Cvjetovi koji se koriste u ljudskoj prehrani moraju biti jestivi $to bi znacilo
netoksi¢ni te time biljke koje su tretirane pesticidima ne udovoljavaju ovakvoj primjeni [5].
Jestivi cvjetovi sadrze velik broj razli¢itih fitokemikalija koje doprinose njihovom vanjskom
izgledu (boje poput antocijanina i karotenoida) 1 bioaktivne spojeve poput fenola. Popularnost
ovih spojeva izravno je povezana sa mnogim prednostima za ljudsko zdravlje;
antioksidativnim potencijalom 1 bioaktivnosti, poput protupalne aktivnosti, odrzavanja

kardiovaskularnog zdravlja 1 prevencije nekih oblika raka [6].

Mediteranska makrobioklima 1 njeni ekosustavi pokazuju visok stupanj
raznovrsnosti kada je u pitanju heterogenost biljaka. Ova bioloska raznolikost ukljucuje 1
samonikle biljke koje se koriste u prehrambene 1 terapeutske svrhe. Za mnoge takve biljke do
izraza dolazi njihova periodi¢nost tj. mogu biti koriStene samo u odredenim godi$njim
dobima. Biljke s blagotvornim ucincima cesto ostaju skrivene §iroj masi ljudi te se njima

koristi tek mali dio lokalnog stanovnistva [7].

Hidrolati su nusprodukti vodene izolacije eteri¢nih ulja. Sastoje se od destilirane
vode u kojoj je u vrlo malim koli¢inama disperzirano eteri¢no ulje. Svoju primjenu nalaze u
kozmetici, industriji parfema, proizvodnji pica i dezinfekciji hrane. Istrazivanja pokazuju 1
mogucénost njihova koristenja u inhibiciji razvoja patoloskih mikroorganizama i otklanjanje
biofilmova koji predstavljaju prijetnju u hrani i farmaceutskim proizvodima [8]. Njihovo
koriStenje u buduc¢nosti bi moglo doprinijeti smanjenju koriStenja antibiotika i suprotstaviti se
rezistenciji na iste [9]. Zahvaljuju¢i bogatom kemijskom sastavu i1 sigurnoj upotrebi hidrolati

su danas Siroko rasprostranjeni, no unato¢ tome njihov kemijski sastav i1 svojstva nisu



dovoljno istrazeni. Tako znanstvenici ¢esto stavljaju naglasak na eteri¢na ulja ,,popularnih®
biljaka, dok s druge strane jako je malo istrazivanja koja obuhvacdaju antioksidativna svojstva

1 kemijski sastav hidrolata drugih ljekovitih biljnih vrsta [10].



1.1 Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati i usporediti citotoksi¢ni u¢inak hidrolata biljke dragoljub
(Tropaeolum majus L.) izoliranih dvjema metodama mikrovalne ekstrakcije; MAD i MHG na
stani¢ne linije raka grlica maternice (HeLa), osteosarkoma (U20S) te karcinoma debelog

crijeva (HCT116).



2 LITERATURNI PREGLED

2.1 Tropaeolum majus L.

2.1.1 Sistematska pripadnost i morfoloska obiljezja

Odjeljak: Spermatophyta
(sjemenjace)

Pododjeljak: Magnoliophytina

(kritosjemenjace)
Razred: Magnoliopsida (dvosupnice)
Red: Brassicales (brocike)
Porodica: Tropaeolaceae (dragoljubi)
Rod: Tropaeolum (dragoljub)
Vrsta: Tropaeolum majus L.

Sinonimi: Tropaeolum elatum Salisb., Tropaeolum repandifolium Stockes, Tropaeolum

schillingii Vilmorin

Hrvatski i narodni nazivi: veliki dragoljub, artiCoka, dragoljub, dragoljub Stitkasti,

kapucinka, dragoljub veci, ljubidrag, penjalica

Tropaeolum majus L. jednogodis$nja je zeljasta biljka. Stabljika je razgranata puzajuca
1 moze narasti do 3 metra (Slika 7). Listovi su zeleni, jednostavni, okrugli i mrezaste
nervature. Veli¢ine su 5 do 25 cm (Slika 2) [11]. Cvjetovi su asimetri¢ni, zvonoliki, mesnati 1
zigomorfni. Caka izgleda kao jednodijelna, ali je zapravo sastavljena od 5 lapova od kojih je
jedan izduZen te formira hipantij koji sadrzi nektar. Pentamerni vjenci¢ varira bojom od Zute
do crvene (Slika 3). Cvjetovi su hermafroditi. Andrecej u 7. majus ima osam antera razlicite
veli¢ine. Ginecej, koji moze biti od zelenkaste do Zuckaste boje, predstavlja plodnica koja je
trogradna, nadrasla i sinkarpna. Placentacija je apikalna [12]. Plod 7. majus je Sizokarpan i
dijeli se na tri merikarpa Zuto-zelene boje koji prelaze u zuto-sivu boju. Zbog svog porijekla,
T majus je osjetljiv na niske temperature, pa se sadenje obavlja sredinom mjeseca svibnja.

Sjemenki treba 15-20 dana kako bi proklijala, a cvjeta nakon 8-10 tjedana. Pretjerano

4



koriStenje nitratnih gnojiva prilikom sadenja pruza negativan utjecaj na samu biljku 1 dovodi

do stvaranja vise listova, a manje cvjetova [1].

Slika 1. Dragoljub (7ropaeolum majus L.) [13]

Slika 2. Listovi biljke dragoljub (7Tropaeolum majus L.) [14]



Slika 3. Cvijet biljke dragoljub (Tropaeolum majus L.) [15]

2.1.2  Geografska rasprostranjenost 1 ekoloski uvjeti

Tropaeolum majus autohtona je vrsta u Peruu, gdje se smatra kultigenom. Vrsta je
unesena i naturalizirana u Australiju, Novi Zeland, Ameriku, Afriku, Aziju i Europu (
Slika 4). U Hrvatskoj se kao samonikla biljka moze naci duz Jadranske obale te na sun¢anim i
toplim mjestima kontinentalnog djela (Slika 5). Uzgaja se Sirom svijeta kao ukrasna i jestiva
biljka. 7. majus je terofit odnosno biljka koja prezivljava nepogodne periode u obliku

sjemena.



: f

!

i
” ;
€ .
* 4 & P

"

g

b
€

T
T

[ Autohtono [ Alohtono

Slika 4 Geografska rasprostranjenost vrste Tropaeolum majus u svijetu [16].

Slika 5. Geografska rasprostranjenost vrste Tropaeolum majus L. u Hrvatskoj [17].



2.1.3 Kemijski sastav i1 bioloska aktivnost

U cvjetovima 7. majus nadeni su karotenoidi i fenolni spojevi. Zastupljenost razli¢itih
fenolnih spojeva ovisi o boji samih cvjetova. Tako crveni cvjetovi sadrzavaju najvise
miricetina, narancasti cvjetovi kampferola, dok je kod Zutih cvjetova najzastupljenija
hidroksicinami¢na kiselina. Listovi i sjeme 7. majus sadrze masne kiseline, flavonoide,
tertaciklicke triterpene i1 glukozinolate (benzil glukozinolat i sinalbin) [1]. Cvjetovi i listovi 7.
majus pokazali su visoku razinu vitamina C i fenola [18]. Antioksidativna aktivnost 7 majus
testirana je mjerenjem sposobnosti uklanjanja DPPH 1 ABTS radikala [19] 1 u uskoj je vezi s
visokim vrijednostima vitamina C 1 fenola [18]. Upravo zbog visoke koncentracije vitamina C
(300 mg na 100 g biljnog materijala) 7. majus se posebno u 18 st. kultivirala duz obala i na
oceanskim otocima kao pomo¢ pomorcima protiv skorbuti [20]. Pronadeno je kako
izokvercitrin (flavonoid) pokazuje znaCajnu diuretsku aktivnost; povecanje volumena
mokraée 1 izluCivanje natrija [21]. Ekstrakt 7. majus bogat izokvercitrinom pokazao je i

hipotenzivni uc¢inak u ovisnosti o dozi [22].

Kod ispitivanja antimikrobne aktivnosti utvrdeno je kako ekstrakt 7. majus ne
posjeduje antimikrobnu aktivnost za ispitivane bakterije (S. aureus, B. subtilis, M. luteus, E.
coli. P. aeruginosa, B. bronchiseptica) §to je pripisano niskoj koncentraciji benzil
izotiocijanata u ekstraktima koriStenima u istrazivanju [23]. Drugo istrazivanje ukljucivalo je
frakcije etanolnog ekstrakta 7. majus. Frakcije heksana 1 kloroforma pokazale su

antimikrobnu aktivnost za sve ispitivane bakterije [24] .

Velik broj istrazivanja pokazuje ne toksi¢nost 1 sigurnu upotrebu vodenog i etanolnog
ekstrakta 7 majus. S druge strane, istraZivanje embriogeneze u gravidnih Stakora kojima je
davan hidroetanolni ekstrakt provedeno od strane Lourenca i suradnika pokazalo je povecanje
razine dehidroepiandrosterona (DHEA) i estradiola u krvnoj plazmi. Zbog toga §to ekstrakt 7.
majus podize razinu DHEA dovodi ga se u vezu sa neispravnom implantacijom embrija u

ranim stadijima trudnoce [25].

2.1.3.1 Glukozinolati

Glukozinolati (GSL) su derivati aminokiselina 1 sekundarni biljni metaboliti. Svi
glukozinolati imaju istu osnovnu strukturu: tioglukozid u kojima je glikonski dio najcesce

glukoza i aglikonski dio tj. bo¢ni lanac koji potjece od prekursorske aminokiseline [26].



Sjeme 7. majus sadrzi otprilike 5 mg glukotropeolina (benzil glukozinolata). Listovi su

takoder veliko skladiste benzil glukozinolata i sluze kao primarno mjesto njihove sinteze [27].

Glukozinolati mogu biti hidrolizirani mirozinazom (tioglukozid glukohidrolaza),
enzimom koji postaje aktivan kada se biljna tkiva ostete ili bivaju probavljena. Struktura
produkata nastalih hidrolizom ovisi o viSe faktora, ali najceS¢e nastaju izotiocijanati, nitrili i
tiocijanati koji su od najveceg interesa kao bioaktivni spojevi [28]. Mirozinaza i glukozinolati
skladiste se u biljnim tkivima odvojeno. Ostecenje biljnih tkiva omogucava njihovo mijesanje
Sto rezultira nastankom prije spomenutih produkata [29]. Hlapljive komponente iz benzil GSL
sakupljene nakon ekstrakcije hlapljivih spojeva mikrovalnom hidrodifuzijom i gravitacijom
(MHQG) iz sjemena 7. majus identificirane su GC-MS analizom koja je pokazala kako su
glavne hlapljive komponente u ekstraktu: benzil izotiocijanat (BITC) i benzil cijanid (BCN)
[30] (Slika 6).
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Slika 6. Hidroliza glukotropeolina. Reakciju katalizira enzim mirozinaza [31-34].

2.1.3.1.1 Izotiocijanati

Toksi¢nost se ne pripisuje samim glukozinolatima, ve¢ bioloski aktivnim produktima
poput izotiocijanata (ITC) koji su nastali enzimatskom hidrolizom GSL-a pomocu enzima
mirozinaze. [zotiocijanati su mali hlapljivi spojevi sa oporim okusom i mirisom funkcijske
skupine R-N=C=S. U senfu i1 hrenu prepoznatljiv okus upravo daje propenil ITC, pa se
ponekad ITC naziva ,,ulje senfa®. ITC je relativno reaktivan, a zbog svoje poznate toksi¢nosti

Cesto je 1 kandidat za pesticidnu aktivnost [29].



Naglasak je stavljen na ciljano djelovanje izotiocijanata na stanice raka razli¢itih
organa i na puteve apoptoze Sto za posljedicu ima kontroliranu proliferaciju i smrt stanica
raka [35]. ITC zaustavlja stani¢nu proliferaciju inhibiraju¢i inicijacijske proteine i puteve
proliferacije. Isto tako, tretman ITC-om stimulira reaktivne kisikove jedinke (ROS), prekid
stani¢nog ciklusa, programiranu stani¢nu smrt i autofagiju. ZabiljeZzeno je kako vise od 20
vrsta ITC-a posjeduje antikancerogena svojstva [36]. U istrazivanju provedenom na miSevima
s transgeni¢nim adenokarcenomom prostate (TRAMP), dokazano je kako prehrana s
dodatkom BITC-a utjeCe na inhibiciju razvoja raka prostate [37]. Drugo istrazivanje pokazuje
kako BITC inducira oSte¢enje DNA u humanim stanicama gusterace $to za posljedicu ima

zaustavljanje G2/M stani¢nog ciklusa i poticanje apoptoze [38].

2.2 Tehnike ekstrakcije biljnih spojeva

Biljke proizvode primarne metabolite koji su zajednicki gotovo svim organizmima
(masti, bjelancevine, ugljikohidrati). Osim primarnih biljke proizvode i razne sekundarne
metabolite. Upravo su sekundarni metaboliti nacin na koji se biljka brani od utjecaja bakterija,
virusa, herbivora i sli¢no. SluZe i za regulaciju simbioze, kontroliraju klijanje sjemena i
inhibiraju rast drugih kompetitivnih biljaka. Sekundarni metaboliti su raznovrsni kemijski
spojevi zasluzni za prilagodbu biljaka njihovom okolisu. Tako u biljkama mozemo pronaci
razli¢ite alkaloide, amine, cijanogene glukozide, glukozinolate, ne proteinske aminokiseline,
poliacetilene 1 peptide [39]. Za razliku od primarnih metabolita oni nisu dio primarnih
biokemijskih puteva stani¢nog rasta i razmnozavanja [40]. Danas se koriste razli¢ite metode

za ekstrakciju sekundarnih metabolita iz biljnih organizama.

Ekstrakcija biljnih spojeva je izdvajanje odredenih sastojaka iz ishodi$nog biljnog
materijala uz koriStenje otapala prema odredenoj standardnoj proceduri [41]. Postoji vise
metoda koje se koriste za ekstrakciju: destilacija (direktna destilacija eteri¢nih ulja, destilacija
vodom 1 parom), ekstrakcija otapalima (ekstrakcija otapalom, maceracija, ekstrakcija s
uljima), hladno presanje i nekonvencionalne tehnike (ekstrakcija superkriticnim fluidima,
turbo-ekstrakcija, ekstrakcija s elektricnom energijom, ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom) [42]. Kako interes za =zelenom tehnologijom raste tako ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima (MAE) posljednjih godina biva sve vise koriStena. U nastavku

viSe o tehnici ekstrakcije MAE.
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2.2.1 Mikrovalna ekstrakcija hlapljivih spojeva

Mikrovalovi su elektromagnetski valovi valne duljine od 1 do 300 nm.
Elektromagnetski val je periodi¢na promjena elektri¢nog i magnetskog polja koja titraju u
fazi. Mogu se koristiti kao prijenosnici informacija ili kao energetski vektori. Djelovanjem
valova kao energetskih vektora na tvar, tvar upija dio elektromagnetskog zraCenja i pretvara

ga u toplinu.

Iako je isprva upotrebljavana kao metoda digestije za razliCite uzorke, danas je
mikrovalna ekstrakcija Siroko prihvacena metoda ekstrakcije hlapljivih spojeva iz biljnih
materijala. Mikrovalna ekstrakcija omogucava brzu ekstrakciju spojeva iz krutog materijala
efikasno poput drugih ,tradicionalnih® metoda. Prednosti MAE je koriStenje smanjene
koli¢ina otapala, a s tim u vezi i manje koli¢ine otpadnih tvari odlaze u okoli§. Dodatna
poboljSanja metode uvedena su eliminiranjem otapala i koriStenje takozvane suhe ekstrakcije
[43]. Upravo upotreba mikrovalne ekstrakcije poboljsava izdvajanje sekundarnih metabolita
biljaka [44]. Kako se velike koli¢ine sekundarnih metabolita prirodno nalaze u stani¢noj
stijenci ili citoplazmi, razaranje stanice mikrovalnim zracenjem moze doprinijeti uspjesnijoj

ekstrakciji [45].

2.2.1.1 FEkstrakcija hlapljivih spojeva destilacijom potpomognutom mikrovalovima (MAD)

Mikrovalna ,, suha* destilacija ili destilacija potpomognuta mikrovalovima metoda je
u kojoj se kombinira zagrijavanje mikrovalovima i suha destilacija pri atmosferskom tlaku.
Nacin na koji se izvodi takva ekstrakcija relativno je jednostavan. Svjezi biljni materijal stavi
se u mikrovalni reaktor bez dodatka vode i otapala. Voda koja se nalazi unutar samih stanica
biljnog materijala biva zagrijavana i dovodi do pucanja same stanice. Taj proces oslobada
eteri¢na ulja i ona kao takva isparavaju s vodom iz biljnog materijala. Sistem hladenja koji se
nalazi izvan mikrovalnog reaktora neprekidno kondenzira destilat. Visak vode vraca se natrag

u reaktor kako bi se ocuvala koli¢ina vode u biljnom materijalu [46].

2.2.1.2 FEkstrakcija hlapljivih spojeva mikrovalnom hidrodifuzijom i gravitacijom (MHG)

Ovaj zeleni proces ekstrakcije spoj je mikrovalnog zagrijavanja i gravitacijske sile pri
atmosferskom tlaku. MHG razvijen je za laboratorijsku i industrijsku implikaciju u ekstrakciji

etericnih ulja iz aromati¢nih biljaka. Ova metoda isto kao i MAD obuhvaca stavljanje biljnog
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materijala u mikrovalni reaktor, bez dodatka ikakvog otapala ili vode. Zagrijavanje pomocu
mikrovalova oslobada eteri¢na ulja i vodu koje izlaze van biljne stanice. Fizikalni fenomen,
poznat kao hidrodifuzija, omogucava ekstrakciju eteri¢nog ulja i vode te njihovu difuziju
izvan biljnog materijala pod utjecajem gravitacijske sile. Sustav hladenja koji se nalazi izvan
mikrovalnog reaktora neprekidno kondenzira ekstrakt. Etericno ulje 1 hidrolat bivaju
sakupljeni zajedno u tikvicu, potom se lako odvajaju budu¢i da se uocavaju dva sloja.
Prednost ove metode je ekstrakcija bez destilacije i isparavanja §to ovu metodu ¢ini energetski
povoljnijom. MHG nije MAE jer ne koristi organska otapala, a nije ni MAD koja koristi vodu

u biljnim stanicama kako bi isparila eteri¢na ulja [47].

2.3 Rak

Prvi zapis o raku pronaden je u egipatskom papirusu iz oko 3000.g.pr.Kr. Vjeruje se
kako je naziv rak osmislio Hipokrat, moguce zato Sto ga je oblik tumora podsje¢ao na raka pa
je u opisivanju same bolesti upotrijebio grcku rije¢ karcinos, koja se odnosi na tu skupinu
zivotinja. Rak je genetska bolest koju karakterizira ubrzana i nekontrolirana proliferacija
stanica koje imaju mogucénost Sirenja po Citavom organizmu. Onkogeni su geni koji u
pretjeranoj ekspresiji dovode do maligne transformacije stanica. Uglavnom su to mutirane
verzije normalnih staniénih gena (protoonkogena) zaduzenih za kontrolu stani¢ne diobe,
inhibiciju apoptoze 1 diferencijaciju. Proteini eksprimirani od strane onkogena imaju ulogu u
signalnoj transdukciji ili pak kao transkripcijski faktori aktivirani tim procesom. Signalna
transdukecija je proces u kojem stanica signal koji primi prevodi u promjenu genske ekspresije
koja rezultira stani¢énim odgovorom. Prvi dokaz da su onkogeni usko povezani s nastankom
tumorskih tvorbi dao je pokus prijenosa gena Coopera i Weinberga 1981.godine [48].
Aktivacija onkogena samo je jedna od dviju razli¢itih vrsta genskih promjena vaznih za
nastanak raka. Druga vrsta je inaktivacija tumor-supresorskih gena. Oni imaju suprotnu ulogu
od onkogena to jest u normalnim uvjetima inhibiraju stani¢nu proliferaciju i nastanak tumora.
Dva prva otkrivena tumor-supresorska gena su: Rb ¢ija mutacija dovodi do nastanka

retinoblastoma 1 p53 koji je mutiran u 60% slucajeva raka kod ljudi [49].

2.3.1 Nastanak i uzroci raka

Stanice raka karakterizira nekontrolirani rast i dijeljenje ¢ime proliferiraju u okolna

normalna tkiva i organe te naposljetku metastaziraju po Citavom tijelu. Pojam rak odnosi se
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samo na zlo¢udne tumore dok s druge strane imamo i dobroc¢udne tumore koji zapravo ostaju
ograni¢eni na mjesto na kojem su i nastali. Glavno svojstvo raka je sama klonalnost tumora to

jest nastanak tumora iz samo jedne stanice koja pocinje nenormalnu proliferaciju.

Tvari koje uzrokuju rak nazivaju se kancerogeni. Prema provedenim istrazivanjima
zracenje i kemijski kancerogeni dovode do oSte¢enja DNA S§to naposljetku uzrokuje mutacije.
Neki od poznatih kancerogena u ljudi su: suncevo ultraljubicasto zraCenje, kancerogeni
prisutni u duhanskom dimu 1 aflatoksin. Osim kancerogena koji uzrokuju mutacije postoje i
takozvani promotori tumora koji poti¢u proliferaciju stanica. Rak u ljudi takoder moze biti

uzrokovan i nekim virusima i bakterijama [50].

2.3.2 Svojstva stanica raka

Kod normalnih stanica u kulturi dolazi do inhibicije proliferacije stanica u ovisnosti o
gusto¢i, dok tumorske stanice nastavljaju proliferirati neovisno o gusto¢i. Tumorske stanice
imaju manju potrebu za faktorima rasta i ponekad ih same stvaraju Sto se naziva autokrina
simulacija rasta. Jo§ jedna velika razlika izmedu normalnih stanica i tumorskih stanica
vidljiva je u takozvanoj dodirnoj inhibiciji. Normalne stanice u kulturi nakon dodira sa
susjednim stanicama prekidaju svoju proliferaciju 1 tvore jedan sloj stanica, no tumorske

stanice su neosjetljive na dodirnu inhibiciju i rastu neuredno, u vise slojeva.

Vaznu ulogu u Sirenju stanica raka imaju proteaze. Stanice raka izlu¢uju proteaze koje
razgraduju sastojke izvan stani¢nog matriksa $to omoguc¢ava stanicama raka Sirenje u okolna
tkiva [51]. Stanice raka imaju 1 sposobnost angiogeneze to jest stvaranja novih krvnih zila Sto
zadovoljava njihovu potrebu za kisikom 1 hranjivim tvarima. Proces angiogeneze moze
inhibirati endostatin §to podupire dokaz kako osobe s Downovim sindromom pokazuju nizu

stopu razvitka tumora zbog vecée koli¢ine endostatina u krvnom serumu [52].

Vecina stanica raka pokazuje izostanak normalne diferencijacije stanica (Slika 7). One
ostaju u ranoj fazi diferencijacije i u toj fazi se neprekidno dijele i umnazaju. Vise istraZivanja
provedeno je kako bi se dokazalo da su upravo telomere na krajevima kromosoma ono §to
doprinosi njithovoj ,.besmrtnosti“. Sastavni dio diferencijacije stanica je 1 programirana
stani¢na smrt ili apoptoza. Bcl2 protein sredisnji je regulatorni protein koji inhibira apoptozu i
programiranu stani¢nu smrt, dok BH i BH3 proteini induciraju aktivaciju kaspaza (izvrsitelji
apoptoze) i potiu stanicnu smrt. Stanice raka ¢esto imaju mehanizme kojima izbjegavaju

apoptozu §to povecava otpornost samih stanica na tretmane lijeCenja kojima se podvrgavaju
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oboljeli. Izbjegavanje apoptoze moze biti uzrokovano raznim cimbenicima poput:
poremecene ravnoteze izmedu pro-apoptoznih i1 anti-apoptoznih regulatora, smanjena

funkcija kaspaze te oslabljena funkcija i signalizacija receptora za apoptozu [53].
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Slika 7. Nekontrolirani rast i dioba stanica raka u usporedbi s normalnim stanicama [54].
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3 MATERIJALI I METODE

3.1 Materijali

3.1.1 Hidrolat vrste Tropaeolum majus

Hidrolat je dobiven kao nusprodukt MHG (mikrovalna hidrodifuzija i gravitacija) i
MAD (destilacija potpomognuta mikrovalovima) tehnika ekstrakcija. Hidrolati su nakon
izolacije pohranjeni u hladnjak na temperaturu od 4 °C. Koncentracija hidrolata izoliranog
MHG metodom ekstrakcije bila je 3,95 mg/mL, a koncentracija hidrolata izoliranog MAD
metodom ekstrakcije 1,05 mg/mL (uzorci su prethodno pripremljeni od strane dr. sc. Ivane
Vrce u laboratoriju za botaniku Odjela za biologiju Prirodoslovno — matematickog fakulteta u

Splitu).

3.1.2  Stani¢ne linije

In vitro stanicne linije raka koriste se u svrhu istrazivanja i otkrivanja novih lijekova
[55]. Budu¢i da kulture stanica raka karakterizira besmrtnost, one omogucavaju neiscrpan
izvor bioloSkog materijala za istrazivanja poput ovoga [56]. Uspostavljanje nove stani¢ne
linije vrlo je zahtjevan proces s malim postotkom uspjesnosti. U obzir treba uzeti velike
razlike izmedu in vivo 1 in vitro mikro okoliSa poput ovisnosti o faktorima rasta, postotak
kisika, komunikacija sa stromom i imunoloskim stanicama i tako dalje. Upravo zbog toga se,
na primjer, u in vitro uvjetima ne moze uzgojiti stani¢na linija kroni¢ne mijeloidne leukemije
buduéi da stanice umiru nakon nekoliko tjedana [57]. U svrhu utvrdivanja citotoksi¢nosti

hidrolata 7" majus koriStene su humane stani¢ne linije HeLa, U20S i HCT116.

3.1.2.1 Stanicna linija raka grli¢ca maternice (HelLa)

HeLa stanice su prva besmrtna humana stani¢na linija. Stanice su dobivene iz raka
grlica maternice pacijentice Henriette Lacks. 1953. su Theodore Puck i Philip Marcus prvi
puta klonirali HeLa stanice i donirali uzorke drugim znanstvenicima [58]. Kako su HeLa
stanice prve uzgojene u laboratoriju 1 uz to sa svojstvom neprestane diobe koriStene su za
mnoge eksperimenete te su dale poticaj mnogim klini¢kim 1 bioloSkim istrazivanjima. Bile su

kljuéne u razvoju polio cjepiva protiv djecje paralize i u otkrivanju ,,enigmi* raka, virusa i
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utjecaja zracenja. Doprinijele su i poboljSanju u in vitro oplodnji, kloniranju 1 mapiranju gena
[59]. Problem s HeLa stanicama je §to one nemaju normalan humani kariotip pa je time
ograni¢ena njihova upotreba. HelLa genom je hipertriploidan i sastoji se od 76 do 80
kromosoma. Dodatni kromosomi dolaze od infekcije normalnih stanica humanim papiloma

virusom (HPV) $to je naposlijetku i dovelo do nastanka stanica raka [60].

3.1.2.2 Stanicna linija ljudskog osteosarkoma (U20S)

U20S stani¢na linija, prvotno nazvana 2T linija, kultivirana je iz koStanog tkiva
petnaestogodiSnje djevojcice oboljele od osteosarkoma. U20S jedna je od prvih humanih

stani¢nih linija koja potice iz mezenhimalnog tumora [60].

3.1.2.3 Stanicna linija raka debelog crijeva (HCT116)

HCT 116 stani¢na linija izolirana je iz debelog crijeva 460godiSnjeg muskarca koji je
bolovao od raka debelog crijeva. HCT116 stanice imaju mutaciju na kodonu 13 (G13D) u
KRAS genu i ta se mutacija povezuje sa tumorogenezom. HCT116 izgledaju kao epitelne
stanice, 70% stanica posjeduje 45 kromosoma, te im nedostaje Y kromosom. Jako dobro
podnose transfekciju, posebno virusnim vektorima i to ih ¢ini podobnima za istrazivanja u
genskoj terapiji. Posebno su zastupljeni kao in vitro model u proucavanju raka debelog
crijeva. Pomazu otkriti mehanizme 1 signalne puteve ukljucene u proliferaciju, migraciju 1
invaziju stanica raka [61]. Tako je jedno istraZzivanje provedeno na HCT116 stani¢noj liniji
pokazalo kako regulacija NOX2 1 Nrf2 gena uzrokuje kemorezistenciju stanica raka. Ta
spoznaja se moZe upotrijebiti kako bi se prevladao razvoj rezistencije kod tretmana lijecenja
ljudi oboljelih od raka [62]. Stanice su osjetljive na promjene u temperaturi, pH vrijednosti 1

koli€ini hranjivih tvari $to moze utjecati na same rezultate istrazivanja.

3.1.3 Kemikalije

>

K/
*

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA USA)

)

¢ Penicilin/ streptomicin antibiotik (Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund,

Germany)

s FBS (Fetal Bovine Serum) (Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Germany)
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+¢ Tripsin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA)

s MTS ((3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil )-2-(4-sulfofenil-2H-
tetrazolijeva sol)) (Promega, Madison, WI, USA)

3.2 Metode

3.2.1 Kaultiviranje i propagacija stanica

Nakon odmrzavanja, stani¢ne linije uzgojene su u vlaznom inkubatoru na 37 °C uz 5%
COz, u Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) mediju. U DMEM medij dodano je 5
ml penicilin/streptomicin antibiotika, kako bi se sprijecila kontaminacija bakterijama 1 50 ml
fetalnog govedeg seruma (FBS) koji sluzi kao izvor hormona i faktora rasta. Kod kultiviranja
1 propagacije stanica bitno je sve povrSine i opremu unesenu u laminar prebrisati 70%
etanolom kako ne bi doslo do kontaminacije uzoraka. Prije samog rasadivanja stanica
potrebno je staviti grijati DMEM medjj 1 tripsin u inkubator kako bi bili na istoj temperaturi
kao 1 stanicne linije. Nakon §to se kultura stanica izvadi iz inkubatora potrebno je pogledati
pod invertnim mikroskopom. Kultura je spremna za rasadivanje ukoliko je ploc¢a 80-100%
konfluentna. Prvo je potrebno odsisati stari mediji vakuum sisaljkom na koju je stavljen
sterilni nastavak. Nakon odsisavanja na ploc¢u je potrebno dodati 2 ml tripsina i pipetom
lagano pokusati odlijepiti stanice sa ploc¢e. Ukoliko odljepljivanje ne ide lako ploc¢a se moZe
staviti u inkubator na 5 minuta. Vrijeme izlaganja stanica tripsinu ne smije biti duze zbog
toksi¢nosti tripsina za stanice. Kada su sve stanice odlijepljene s plo¢e dodaje se § ml DMEM
medija u istu plocu kako bi do§lo do neutralizacije tripsina i kako bi se stanice resuspendirale.
Nakon toga se pripremi nova ploca sa 8§ ml svijezeg DMEM medija. 1z prvotne ploce usiSe se
2 ml suspenzije 1 nasadi se na novo pripremljenu plocu te se sadrzaj lagano promijeSa kako bi
se stanice ravnomjerno rasporedile. Prije odlaganja stanica u inkubator potrebno je novu plocu
pogledati pod mikroskopom. Stanice bi trebale biti malene i okrugle te plivati po ploci. Ostavi
ih se u inkubatoru na 37°C i1 5% CO: u trajanju od 48 sati nakon Cega se ponovno mogu

propagirati.
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3.2.2  Odredivanje metabolicke aktivnosti (vijabilnosti) stanica MTS metodom

MTS je kolorimetrijska metoda koja se koristi za odredivanje citotoksi¢nosti odredene
tvari. Metoda se zasniva na sposobnosti zivih stanica da reduciraju MTS ((3-(4,5dimetiltiazol-
2-11)-5-(3-karboksimetoksidenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolijeva sol)) u obojeni formazanski
produkt (Slika 8).

SO,
SO, / \
Y HOOCH,CO ';J—NH 5
HOOCH,CO —N = N—_S\_CH,
— / ,/N' S CH- \</W/LN \« /
gl N
N\ N NAD+ ~ NADH CH;
CH;
MTS Formazan

Slika 8. Reakcija redukcije MTS-a u formazan [63].

Temelj kolorimetrijske metode pociva na pojavi boje kao rezultatu metabolicke
aktivnosti stanica. Kada MTS dode u dodir sa Zivim stanicama mijenja boju iz Zute u
ljubiastu. Promjena boje se lako opaza 1 mozZe se izmjeriti 1 kvantificirati
spektrofotometrijskim mjerenjem apsorbancije pri 490 nm (Slika 9). Prikupljeni podaci
odrazavaju vijabilnost stanica koja se izraZava kao apsorbancija tretiranih stanica u odnosu na
apsorbanciju kontrolnih stanica to jest stanica ne tretiranih MTS-om. Prezivljavanje stanica
odnosno njithova vijabilnost iskazuje se ICso vrijednoS¢u koja se izraCuna kao srednja

vrijednost triju neovisnih eksperimenata.

Za odredivanje citotoksi¢nosti hidrolata vrste 7. majus stanice se nacjepljuju na
mikrotitarsku plocu s 96 jazica. Stanice je prije same provedbe eksperimenta potrebno
odlijepiti s ploCe koristeci tripsin po ranije opisanom postupku propagacije stanica, rasaditi 2
ml supstrata u novu plocu a ostatak prebaciti u falcon tubicu od 15 ml. Mali uzorak stanica
uzet je kako bi se stanice prebrojale. Stanice su prebrojane pomocu automatskog ruc¢nog
brojaca stanica (Scepter 3.0 Handheld Cell Counter, Millipore) kako bi ih razrijedili na
koncentraciju od 1x10° st/ml (Slika 10). Nakon toga potrebno je oznaditi mikrotitarsku plocu
1 pripremiti eksperiment. U jaZice prvog stupca ploce stavi se po 100 pl hidrolata. U ovom

eksperimentu u gornje cCetiri jazice prvog reda nanesen je hidrolat dobiven MHG tehnikom, a
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u donje Cetiri jazice hidrolat dobiven MAD tehnikom ekstrakcije. U donje Cetiri jazice
posljednjeg stupca ploce potrebno je dodati 100 pl DMEM medija, a u Cetiri gornje jazice
posljednjeg stupca 50 ul DMEM medija. Nakon toga potrebno je dodati 50 pl DMEM medija
u svaku jazicu izuzev prvog i1 zadnjeg stupca. Nadalje, potrebno je napraviti serijsko
razrjedenje hidrolata. Uzeti 50 ul hidrolata iz prvog stupca i prebaciti ga u iduci, dobro
resuspendirati te usisati 50 pl i prebaciti u treci stupac i tako sve do predzadnjeg gdje se usiSe
50 pl i ne prebacuje u zadnji stupac ve¢ se baca. Sljedeci korak je nasijavanje stanica na
mikrotitarsku plo¢u. Razrijedene stanice potrebno je izliti u petrijevu zdjelicu uz stalno
mijeSanje tako da se uvijek uzima otprilike isti broj stanica u svaku jazicu. 50 pl stanica treba
staviti u prve 4 gornje jazice zadnjeg stupca, a potom stavljamo u sve jazice od predzadnjeg
do prvog stupca. U posljednje Cetiri jazice zadnjeg stupca nalazi se samo DMEM medij. Tako
pripremljena ploca se stavi u inkubator 48 sati na 37 °C i 5% CO». Nakon inkubacije u jazice
se doda po 20 ul MTS reagensa te se stanice dodatno inkubiraju 3 sata na 37°C 1 5% COz
(Slika 7). Kada inkubacija zavrsi, na Citacu mikrotitarskih plo¢ica mjeri se apsorbancija pri

490 nm.
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Slika 9. Kolorimetrijska metoda za odredivanje citotoksi¢nosti- Nakon nasijavanja stanica na

mikrotitarsku plocu dodaje se MTS reagens, slijedi inkubacija i mjerenje apsorbancije [57].
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Slika 10. Brojac stanica (vlastita fotografija)

Slika 11. Mikrotitarska plocica nakon nanoSenja MTS reagensa i inkubacije. Do promjene
boje iz zute u ljubiCastu u jaZicama s dodanim MTS reagensom dolazi kod stanica koje su

metabolicki aktivne (vlastita fotografija).

3.2.3 Statisticka analiza

Provedena su tri neovisna eksperimenta, dobiveni podaci su izrazeni kao srednje
vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom (SD). Excel program koristen je za
analizu dobivenih podataka. Proveden je Mann-Whitney U test kako bi se utvrdilo postoji li
statisticki znacajna razlika u citotoksi¢noj aktivnosti hidrolata izoliranih MHG 1 MAD

tehnikama ekstrakcije. Podaci su znac¢ajni ukoliko je p <0.05.

20



4 REZULTATI

4.1 Usporedba citotoksic¢ne aktivnosti hidrolata dragoljuba izoliranih MHG i MAD

tehnikama ekstrakcije

Za usporedbu citotoksicnog djelovanja hidrolata dragoljuba izoliranih MHG i MAD
tehnikama ekstracije, provedena su tri neovisna eksperimenta na tri humane stani¢ne linije,
raka grlica maternice (HeLa), osteosarkoma (U20S) i karcinoma debelog crijeva (HCT116).
Metaboli¢ka aktivnost stanica odredena je MTS metodom. Nakon inkubacije stanica s
dodanim MTS reagensom izmjerena je apsorbancija pri 490 nm. Citotoksi¢na aktivnost
hidrolata odredena je ICso vrijednos¢u (Tablica 1 i Tablica 2) (Slika 12). ICso vrijednost
dobivena je kao srednja vrijednost triju neovisnih eksperimenata i predstavlja koncentraciju

hidrolata koja dovodi do smanjenja vijabilnosti stanica za 50%.

Tablica 1. ICsp + SD vrijednosti hidrolata izoliranog MHG metodom ekstrakcije za tri

testirane stanicne linije.

IC50(pg/ml) = SD
HCT116 | 1426,49 + 83,23
U208 762,61 * 142,35
HeLa 646,08 = 102,64

Tablica 2. ICso + SD vrijednosti hidrolata izoliranog MAD metodom ekstrakcije za tri

testirane stanicne linije.

I1Cso(pg/ml) = SD
HCT116 | 871,33+ 12,41

U2S 567,93 +£ 142,31
HeLa 857,61 £26,91
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Prema dobivenim rezultatima uocava se da najvecu citotoksi¢nu aktivnost s ICso
vrijednos¢éu od 567,93 pg/ml na stanice osteosarkoma (U20S) ima hidrolat dobiven MAD
tehnikom. Nesto slabiju aktivnost na stanice osteosarkoma imao je hidrolat dobiven MHG
tehnikom (ICso = 762,61 pg/ml). Slicnu sposobnost inhibicije rasta stanica raka grli¢a
maternice (HeLa) pokazao je hidrolat dobiven MHG-om (ICso = 646,08 pg/ml), dok je na iste
stanice hidrolat dobiven MAD-om imao neSto slabiju sposobnost inhibicije rasta s ICso
vrijednos¢u od 857,61 pg/ml. Najslabiji u¢inak oba hidrolata su imala na stanice raka debelog
crijeva (HCT116) (ICso (hidrolat dobiven MHG tehnikom) = 1426,49 pg/ml; ICso (hidrolat
dobiven MAD tehnikom) = 871,33 pg/ml).

B MHG
m MAD

HCT116 U20S Hela
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1400

1200

1000
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Slika 12. Citotoksi¢na aktivnost hidrolata biljke dragoljub izoliranog MHG i MAD tehnikama
ekstrakcije. Prikazane 1Cso vrijednosti su srednje vrijednosti koncentracija dobivenih iz triju

neovisno provedenih eksperimenata s pripadaju¢om standardnom devijacijom ().

Kako bi se utvrdilo postoji li statisticki znacajna razlika u citotoksi¢noj aktivnosti
izmedu hidrolata izoliranth MHG 1 MAD tehnikama ekstrakcije provedena je statisticka
analiza. Analizom je utvrdeno kako ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu citotoksi¢ne
aktivnosti hidrolata izoliranih dvjema razli¢itim metodama ekstrakcije za sve tri ispitivane

humane stanic¢ne linije.
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S RASPRAVA

Dragoljub (Tropaeolum majus L.) je jednogodiSnja jestiva zeljasta biljka sistematski
svrstana u porodicu Tropaeolaceae. Autohtona je vrsta u juznoj Americi, a dospjela je na
gotovo svaki kontinent. 7. majus odlikuje bogatstvo vitaminom C 1 mineralnim tvarima [4], a
u listovima i sjemenu nalaze se masne kiseline, flavonoidi, tertaciklicki triterpeni i
glukozinolati (benzil glukozinolat i sinalbin) [1]. Prema istrazivanju Vrca i sur. [25] pokazalo
je kako su glavne hlapljive komponente ekstrakta 7. majus benzil izotiocijanat (BITC) 1 benzil
cijanid (BCN). Prisutnost ovih spojeva zasluzno je za biolosku aktivnost koja se pripisuje
velikom dragoljubu. Mnogo istrazivanja pokazalo je kako BITC, enzimatski hidroliziran iz
glukotropeolina (benzil glukozinolata), ima protuupalno, antioksidativno, antiangiogensko te
antikancerogeno djelovanje na razli¢ite oblike raka [64, 65]. Posljednjih godina sve vise raste
svijest o koriStenju proizvoda i lijekova na prirodnoj bazi, bilo da je povezano s mnogim
bolestima poput raka, dijetalnim rezimima ili pak dodatcima prehrani. Trenutne moguénosti
lijecenja oboljelih od raka imaju niz prepreka poput visoke toksic¢nosti za normalne stanice i
mnoge druge nuspojave popracene takvim lijeCenjem. S druge strane, biomolekule dobivene
iz prirodnih proizvoda kao §to je BITC pruzaju veliki potencijal kao suplementi u lijecenju
raka. Hidrolati, kao i etericno ulje i ekstrakt visokog dragoljuba bogati su razgradnim
produktima glukozinolata glukotropeolina (BITC i BCN), ali naravno, u manjoj koli¢ini. U
ovom radu se analizirala upravo citotoksi¢na aktivnost dvaju hidrolata 7. majus na HCT116,
U20S 1 HeLa humanim stani¢nim linijjama s naglaskom na usporedbu njihova djelovanja
dobivenih dvjema razli¢itim tehnikama ekstrakcije (MAD 1 MHG). Veliki broj istraZivanja
opisuje 1 ukazuje na citotoksi¢no djelovanje BITC-a. Tako su Han i suradnici [66] otkrili kako
BITC aktivira signalne puteve apoptoze koji su uklju€eni u ROS simuliranu mitohondrijsku
disfunkciju u stanicama gastricnog adenokarcinoma. BITC je pokazao citotoksi¢nost u malim
molarnim koncentracija na humane stani¢ne linije karcinoma jajnika (SKOV-3, 41-M-CHI,
CHIcisR), tumora plu¢a (H-69) i na leukemiju (L-1210) 1 plazmocitom (PC6) kod miSeva
[67]. Owis 1 suradnici pripremili su alkoholni ekstrakt iz liS¢a T. majus te in vivo ispitali
potencijalnu aktivnost protiv dietilnitrozamin induciranog karcinoma jetre (HCC). Oralna
primjena ekstrakta znaCajno je smanjila vrijednosti upalnog markera NF-kB i suprimirala
progresiju HCC-a. Oralnu terapiju kombinirali su s 0.5 Gy gama zra¢enjem preko EGF-HER-
2 signalnog puta. Histopatoloska analiza pokazala je obnovljenu jetrenu strukturu dok je

imunohistokemijska analiza pokazala povecanje proapoptoznih markera i inhibiciju
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antiapoptoznog faktora [68]. U istrazivanju Espinoza Silve [69] postignut je sinergisticki
ucinak na MCF-7 stanicama raka dojke kombinacijom ekstrakta 7. majus sa 5-FU;
citotoksi¢nim lijekom koji se koristi kod kemoterapije. Na albino miSevima (BALB/c) kao
modelnim organizmima Kim i suradnici ubrizgali su 4T1 stanice karcinoma dojke kako bi
proucili u¢inak oralne primjene BITC na rast i metastaze novotvorine. Zabiljezeno je znacajno
smanjenje rasta tumora, sadrzaja hemoglobina i ekspresije vaskularnog endotelnog faktora
rasta (VEGF) u tumorskom tkivu. BITC je doveo i do smanjenja Bcl-2 proteina, inhibitora
apoptoze [70]. Istrazivanje antimetastatskog ucinka BITC provedeno je na humanim
stanicama raka debelog crijeva (HT29). BITC imao je ucinak na smanjenje koncentracije
matriks metaloproteinaze-2 (MMP-2), matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) i urokinazni tip
aktivatora plazminogena (u-PA) [71]. Istrazivanje na humanim stani¢nim linijama raka dojke
(MDA-MB-231 1 MCF-7) pokazalo je u€inak BITC-a na zaustavljanje stani¢nog ciklusa u
G2-M fazi i nastupanje apoptoze §to je dovelo do suzbijanja rasta stanica raka [72]. Sto se tiée
sigurnosti primjene ekstrakta 7. majus, Gomes i1 suradnici [73] ispitali su subkroni¢nu
toksi¢nost hidroetanolnog ekstrakta na Stakorima i nisu zabiljezili nikakve znacajne
biokemijske, hematoloSske ni druge promjene. Vrca i suradnici [30] prvi su ispitali
antiproliferacijsku aktivnost etericnog ulja i ekstrakta 7. majus kao i BITC i BCN spojeva na
HeLa, HCT116 1 U20S stani¢nim linijama raka. U usporedbi sa ekstraktom 7. majus, etericno
ulje pokazalo je bolji u¢inak na sve tri stani¢ne linije raka. Takoder, BITC je pokazao veci
inhibicijski u¢inak od BCN na svim testiranim stanicama, $to se 1 poklapa s ¢injenicom kako
BITC posjeduje antikancerogeni uc¢inak. Napravljena je i usporedba izmedu MAD i1 MHG
tehnika ekstrakcije etericnog ulja 1 ekstrakta koja je pokazala veci antiproliferacijski uc¢inak
etericnog ulja nakon MAD ekstrakcije u odnosu na ekstrakt nakon MHG tehnike ekstrakcije.
U ovom istrazivanju usporedivala se citotoksi¢na aktivnost hidrolata 7. majus izoliranog
MAD i MHG tehnikama ekstrakcije. Statisticka analiza pokazala je nepostojanost statisticki
znacajne razlike izmedu citotoksi€ne aktivnosti hidrolata dobivenih dvjema razliCitim
metodama ekstrakcije. Oba hidrolata su pokazala umjerenu do slabu citotoksi¢nu aktivnost na
sve tri testirane stani¢ne linije karcinoma. Tome u prilog moZe i¢i sama ¢injenica kako se radi
o hidrolatu pa koli¢ina BITC-a ovisi o njegovoj topljivosti u vodi. Osim §to je BITC slabo
topljiv u vodi [74], hidrolati opéenito sadrze manje sastojaka ili pak manje koncentracije
samih sastojaka od eteri¢nih ulja [9] Sto je moguci razlog ovakvih rezultata istrazivanja. S
druge strane, hidrolati su znatno manje toksi¢ni od eteri¢nih ulja i zbog toga je sve veci broj
istrazivanja usmjeren na ispitivanje razliCitih aspekata njihove bioloske aktivnosti i

moguénosti Sire primjene. Velik se broj hidrolata iz razliCitih biljnih vrsta koristi u
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komercijalne svrhe, bilo kao sastojci kozmetickih proizvoda, parfema ili u prehrambenoj
industriji. Zasigurno je popularnost ovih proizvoda prirode sve vecéa i pruza vrijedne izvore

bioloski aktivnih spojeva sa znac¢ajnim farmakoloSkim potencijalom.
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6 ZAKLJUCAK

Hidrolati vrste 7. majus dobiveni MAD i MHG tehnikama ekstrakcije pokazali su
umjerenu do slabu citotoksi¢nu aktivnost na stanice raka grlica maternice (HeLa),

osteosarkoma (U20S) i raka debelog crijeva (HCT116).

Hidrolat vrste 7. majus dobiven MAD tehnikom ekstrakcije pokazao je najveci

citotoksi¢ni u¢inak na stanice osteosarkoma s ICsg vrijednoséu od 567,93 pg/ml.

Analizom svih podataka dobivenih eksperimentalnim postupkom nije utvrdena statisticki
znacajna razlika u citotoksi¢noj aktivnosti izmedu hidrolata 7. majus izoliranog MAD i

MHG metodama ekstrakcije.
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Ime i prezime ucitelja Predmet Razred
Loriana Sesti¢ Biologija 3.
Nastavna tema Odrediti na osnovu godisnjeg izvedbenog kurikuluma (GIK). Datum
Poremecaji u kontroli diobe stanica i nastanak tumora Rujan 2023.

Cll_] nastavne teme Odrediti u skladu s ciliem poucavanja dijela nastavne teme.

Uociti vaznost preventivnih pregleda kako bi na vrijeme otkrili postojanje tumora.

Kljucni pojmovi Pojmovi koje ucenik treba
usvojiti uz poucavanje.

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

tumori, nekontrolirana dioba, okoliSni 1
unutarnji  ¢imbenici, oSteéenje  gena-
mutacija, dobrocudni (benigni) tumori,
metastaze, zlo¢udni ( maligni) tumori,
preventivni pregled,

Tumori nastaju kada dode do neprestane i
nekontrolirane diobe stanica. Do poremecéaja u
diobi stanica moze do¢i zbog okolisnih ¢imbenika
poput UV zraCenja, duhanskog dima ali i zbog
unutarnjih ¢imbenika koji dovode do oSte¢enja gena
to jest do mutacije. Razlikujemo dobro¢udne
(benigne) 1 zlocudne (maligne) tumore. Glavna
razlika je Sto je za maligne tumore karakteristicno
nakupljanje mutacija i Sirenje u druge dijelove
organa krvlju i limfom §to nazivamo metastaze.
Najvaznije za uspjesno lijjecenje tumora je rano
otkrivanje S§to se moze posti¢i odlaskom na
preventivne preglede kako bi se utvrdile rane
maligne promjene u organizmu. Danas postoje 1
cjepiva pomocu kojih se moZemo obraniti od
virusnih uzro¢nika tumora. LijeCenje tumora odvija
se kirurski, kemoterapijom i radioterapijom, a u
novije vrijeme 1 pametnim lijekovima.

Kontekst pouéavanja koncepta Sadrzajni okvir ucenja (na kojim ce se primjerima uciti).

Pomocu animacije ucenici uo€avaju razliku u diobi normalnih 1 tumorskih stanica.

Pomocu slike ucenici uocavaju razliku izmedu dobrocudnih i zlo¢udnih tumora.

Pomoc¢u QR koda ucenici istrazuju o pametnim lijekovima i njihovoj primjeni u lije€enju tumora.
Pretrazivanjem mreZznih stranica uocCavaju vaznost preventivnih pregleda i1 provodenje

preventivnih programa.

Odgojno-obrazovni ishodi Odabrati i presiikati iz Kurikuluma uz oznaku (Sifru) ishoda.

BIO SS . L .

B(g gs Analizira posljedice naruSavanja homeostaze.

BIO SS L . . R .. .

B33 Analizira Zivotne cikluse stanica povezuju¢i ih s tijekom Zivota organizma.

BIO S§ Primjenjuje osnovna nacela 1 metodologiju znanstvenoga istrazivanja kriticki

D31 prosudujuéi rezultate i analizira posljedice razvoja znanstvene misli tijekom
R povijesti.

37




Primjeri:

OS PRIA.5.1. Ugenik objasnjava temeljnu gradu prirode

BIO OS B.8.4. Povezuje razli¢ite nagine razmnozavanja organizama s nasljedivanjem roditeljskih osobina i evolucijom.
BIO SS C.3.2. Analizira principe iskoridtavanja energije na razini stanice.

Ocekivanja medupredmetnih tema Odabrati i presiikati iz Kurikuluma uz oznaku (Sifru) ishoda.

odr C.5.2 | Predlaze nacine unapredenja osobne i opée dobrobiti

osr A.5.1. | Razvija sliku o sebi.

osr A.5.3. | Razvija svoje potencijale.

osr B.5.2. | Suradnic¢ki u¢i i radi u timu

pod B.5.2. | Planira i upravlja aktivnostima.

Opisuje i primjenjuje zdrave stilove zivota koji podrazumijevaju pravilnu prehranu i

zdr A.5.2. odgovarajucu tjelesnu aktivnost.
chg 3A | Povezuje vaznost sistematskih i preventivnih pregleda s ocuvanjem zdravlja.
zdrA.5.2 Opisuje i primjenjuje zdrave stilove Zivota koji podrazumijevaju pravilnu prehranu i

odgovarajucu tjelesnu aktivnost.

goo C.5.3. | Promice kvalitetu Zivota u zajednici.

Razrada ishoda Zadatak/ primjer pitanja za provjeru | KR | PU
Koristiti prema Kurikulumu. Pitanja  trebaju  polaziti od razine propisane
Br. Ishoda u Ishodi aktivnosti Kurikulumom (minimum), ali treba planirati i pitanja
razradi(RI/IA) Prema potrebi dodati i viSe razine usvojenosti.
specificno razraditi ishod
iz razrade ishoda.
e ObjasSnjava Kako i zaSto dolazi do nastanka tumora? |I. |+
BIO SS razvoj bolesti i | Kako moZemo utjecati na rano otkrivanje | I. +
B.3.2. imunosni i lijeCenje tumora?
odgovor Istrazi koje cjepivo moze prevenirati | III. | +/-
organizma tumorsku bolest.
ukazujudi na | IstraZi koji je najucestaliji oblik tumora u | III. |+
vaznost Hrvatskoj.
prevencije 1
lijecenja.
e Analizira utj ecaj Kako okolisni ¢imbenici utjeéu na | L. +
okolisnih nastanak tumora?
&imbenika i | Istrazi kojim su tumorima, osim tumora | III. | +/-
patogena na pluéa, SklOIll_]l pu§aél
razvoj bolesti.
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Povezuje utjecaj | Razmisli kako promjena Zivotnih navika | L +
zivotnih navika | moZe utjecati na razvoj tumora.
na zdravlje
argumentirajuci
odgovornost za
vlastito zdravlje
BIO SS Povezuje Navedi ¢imbenike koji utjeCu na razvoj | L. +
B.3.3. nekontroliranu | tumora.
diobu stanica s | Objasni razliku izmedu benignih 1 |Il. |+/-
razvojem malignih tumora.
tumora. Sto su metastaze i kakvu ulogu imaju u | II. |+
Sirenju i rastu tumora?
Kako se tumor moze lijeciti? L. +
Istrazi Sto su i1 koje se pametni lijekovi | III. | +/-
koriste u lijecenju tumora.
Razmisli koja vrsta tkiva ima visi indeks | III. | -
mitoze, normalno ili tumorsko tkivo?
BIO SS Prikuplja Istrazi Sto se na podru¢ju Hrvatske radi | III. |+
D.3.1. podatke uz | kako bi se smanjila incidencija tumorskih
donoSenje bolesti.
zakljuCaka
tijekom ucenja 1
poucavanja
Opisuje
znacajna otkri¢a L. +
u povijesti | Kako je cjepivo protiv HPV-a smanjilo
biologije incidenciju tumora vrata maternice u | II. |+
stavljaju¢i ih u | Zena.
povijesnosocijal | Istrazi na kojem principu rade pametni [ III. | +/-
no-ekonomski | lijekovi.
kontekst uz | Istrazi djelovanje kemoterapije i zraenja
isticanje na zdrave stanice covjeka.
posljedica
otkrica koja su
promijenila
paradigmu
znanosti
Raspravlja 0
prirodoznanstve
nome pogledu IL | +/-
koji
podrazumijeva | Kako razvoj tehnologije i medicine | IIl. | +/-
da u prirodi | doprinosi lijeCenju tumora?

postoje uzro¢no-
posljedi¢ne veze

Razmisli 1 odgovori zaSto su procesi u
tumoru nalik na evolucijske procese.
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te da su prirodne
pojave
objasnjive 1
predvidljive, ali
1 da su
znanstvena
objasnjenja,
teorije 1 modeli
podlozni
promjenama i
nadopunama.

Kognitivna razina (KR): I. reprodukcija, II. konceptualno razumijevanje i primjena znanja, III. rjeSavanje problema

Procjena uspjesnosti u¢enja (PU): — odgovara manje od 5 ucenika, +/- odgovara otprilike polovina uéenika, + odgovara vec¢ina u¢enika

Br. ishoda u razradi (RI): dodati prema odgovarajuéem broju iz dokumenta Kurikuluma Prirode i Biologije — numerirana razrada ishoda(npr. OS
PRI A.5.1.2 Uogava na temelju prakti¢nih radova da su tvari gradene od sitnih &estica;BIO OS B.8.4.9. Povezuje mitozu s razmnozavanjem
jednostanicnih te s rastom i obnavljanjem viestaniénih organizama; BIO SS C.3.2.2. Analizira prijenos tvari kroz membranu/membranom s aspekta
koristenja energije)

(TA): broj ishoda aktivnosti generirati prema nadredenom broju (RI) ishoda u razradi (npr. OS PRI A.5.1.2.1.Zaklju¢uje na temelju prakti¢nog rada
da je u morskoj vodi otopljena sol.)

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 njome ostvaruje.

Tip sata Obrada novog nastavnog sadrzaja Trajanje Jedan sat

Mitoza nije savrSena 1 mogu se dogoditi neke greSke u
koracima. Do cega mogu dovesti te greske? ( nasljedne
bolesti, TUMORI, R1) Upravo ¢emo danas priati o
poremecajima u kontroli diobe stanica i nastanku tumora.
Najavljujem cilj sata, zapisujem naslov na ploci NASTANAK
TUMORA te dijelim ucenicima radne listove koji ¢e biti
koriSteni na ovom satu.

] ) -
% STRUKTURNI % § = « 2 g
£ &Eﬁ& DOMINANTNA AKTIVNOST é 5 é é E 2
Z Z o =h B
. 212 B
gi‘fe‘“i Pozdravljam uclenike i predstavljam im se. Ucenicima | BIO | PP, |R|I|5
pokazujem sliku na kliznici koja opisuje promjene u fizickom | SS P
izgledu tijekom zivota. Koja je stani¢na dioba odgovorna za | B 3. F m
vas rast? (mitoza, R1) 2. L

Sredinji | {Jgenicima pokazujem sliku diobe normalnih i tumorskih | BIO | PP, |R| |3

animirani videozapis popracen mojim komentiranjem kako bi

dio «
stanica i trazim od njih da mi svojim rije¢ima objasne | SS A Io
karakteristike tumorskih stanica. (Neprestana i nekontrolirana | B.3. | m
dioba, R1) Zapis na plo¢i. Pokazujem ucenicima i kratki | 2- F|i
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Sto bolje shvatili tu razliku. Zbog Cega uopce dolazi do
poremecaja u diobi stanica? ( puSenje, zracenje, pesticidi,
genetika, R1) Cimbenike moZemo podijeliti na vanjske i
unutarnje, a ti ¢imbenici dovode do oStecenja gena. Koji je
naziv za oste¢enje gena? (mutacija,R1) Zapis na ploéi. Culi ste
sigurno da postoje opasniji i manje opasni tumori. Kako ih
nazivamo? (benigni i maligni, R1) Pokazujem ucenicima sliku
koja prikazuje razliku izmedu benignih i malignih tumora i
trazim od njih da mi kazu glavnu razliku. ( maligni tumori
imaju sposobnost Sirenja po tijelu, R2) Kako nazivamo te
tumorske stanice koje su se proSirile po tijelu od ishodisnog
tumora? (Metastaze, R1) Zapis na plo¢i. Ucenicima
pokazujem sliku normalnog tkiva debelog crijeva i tkiva
zahvaéenog tumorskom bolesti. Ucenici opisuju razlike u
izgledu. Na koji nacin se provodi lijeCenje tumora? (
kemoterapija, radioterapija, kirurs$ki zahvati, R1) Znate li
mozda neke nuspojave koje se javljaju tijekom i nakon
provodenja lijeCenja? ( povracanje, gubitak kose, pad
imuniteta... R3) Zapis na plo¢i. Pokazujem ucenicima sliku na
kliznici 1 trebaju mi odgonetnuti Sto slika ilustrira. (pametni
lijek). Uc¢enike upucujem na radni list i skeniranje QR koda.
Zadatak im je napisati sve Sto su istrazili pametnim lijekovima
(R3). Prozivam nekoliko u€enika da podijele s razredom svoja
opazanja 1 pokre¢em razgovor. Jeste gledajuci televiziju ikad
nai$li na reklame o preventivnim programima? Kako uopce
mozemo prevenirati tumore? (cjepivo, nepusenje, zdrav Zivot,
odlazak na preventivne preglede, R1) Upucujem ucenike na
rjeSavanje petog 1 Sestog zadatka u radnom listu koriste¢i
mrezne stranice. Moraju istraziti za koji tumor postoji cjepivo
(R3) 1 1straziti koji preventivni programi za tumore postoje u
Hrvatskoj (R3). Nakon toga slijedi analiza u¢eni¢kih odgovora
1 kratka diskusija.

© X<

RL

-

Zavr$ni
dio

U zavr$nom dijelu sata ucenici rjeSavaju ostatak zadataka iz
radnog lista. Nakon toga zajednicki provjeravamo ispravnost
ucenickih odgovora i razgovaramo o potencijalnim pitanjima
koje ucenici imaju na ovu temu.

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

Koristiti u izvedbi: RL — radni listi¢ za udenike, UDZ — udzbenik, RB — radna biljeznica, P — plo¢a, PM — prirodni materijal, E —
pokus/eksperiment, MD — model, AP — aplikacija, PP — projekcija prezentacije, VL — video lekcija, APP — digitalni alat, P/SU —
platforma/sustav uc¢enja na daljinu, V — video zapis, A — animacija, I —igra, IU — igranje uloga, RS — ra¢unalna simulacija, M — mikroskop,
L — lupa, F — fleks kamera, T — tablet, MO — mobitel, OP — organizator paznje, AL - anketni listi¢ TM - tekstualni materijali (dodati prema
potrebi)

Metode: PR — prakti¢ni radovi, D — demonstracija, C — crtanje, [ — usmeno izlaganje, R — razgovor, T — rad na tekstu i pisanje

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

Materij alna priprema Popis nastavnog materijala, izvora znanja, sredstva i pomagala, odnosno svega sto je potrebno
pripremiti za uspjesno odvijanje nastave prema postaviljenom cilju i zamisljenom planu. Treba biti ukljucena izvora stvarnost kad
god je to moguce, kao i nastavna sredstva te nastavna pomagala koja e se koristiti tijekom poucavanja i ucenja.

Nastavna sredstva: Powerpoint prezentacija, radni list, Ziva rije¢ nastavnika,
Nastavna pomagala: ploca, kreda, racunalo, LCD projektor

Plan uéeniékog zapisa Moze biti plan ploce ili zapis koji nastaje na temelju drugih poticaja.

NASTANAK TUMORA

neprestana i nekontrolirana dioba stanica
okoli$ni 1 unutarnji ¢cimbenici —» oStec¢enje gena (mutacija)
dobroc¢udni (benigni) tumori
zlo¢udni (maligni) tumori: metastaze
lijecenje tumora: kirurski
kemoterapija
radioterapija
pametni lijekovi

Vrednovanje Raczliciti pristupi vrednovanju.
Vrednovanje za ucenje Vrednovanje kao ucenje Vrednovanje naucenog
Kroz pitanja i metodu Na kraju nastavnog sata U zavrSnom dijelu sata ucenici
razgovora provjeravam trazim povratnu informaciju | rjeSavaju list za ponavljanje sa
razumijevanje ucenika o od ucenika o mogucim problemskim zadatcima. Uc€enike
nastavnoj temi. nejasnoc¢ama i potrebi prozivam i provjeravam to¢nost
dodatnih pojaSnjenja. njihovih odgovora.

Prilagodba za ucenike s teSkocama u lléelljll Navesti nacin prilagodbe ucenja mogucnostima i potrebama
ucenika te priloziti zadatke prilagodbe.
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Nema ucenika s teSko¢ama u ucenju.

Prilagodba za darovite ucenike Navesti nacin prilagodbe ucenja mogucénostima i potrebama ucenika te priloziti
zadatke prilagodbe.

Nema darovitih uéenika.

Prilozi Popis materijala koji ¢e se koristiti u nastavi (radni listovi, ispis PP prezentacije i ostali materijal).

PRILOG 1: PP prezentacija

Cells with

Cancer cell
division

/N N\ 2NN
In normal cells,

cell division
eventually stops

(v)KOLIéNI [ UNUTARNJI
CIMBENICI

“»ostecenje gena- MUTACIJA
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Benign Tumor Malignant Tumor
® ® ® ®
® ®
Dobro¢udnii ’ ’
zlo¢udni ¢ S
tumori? “ ‘ "4",‘
Cells are not cancerous and Cells are cancerous and
won't spread. :mumn-u-
©Moyo Foundaton fr edicl Educalon and Researh. Al ighs reserved.

tumora

LijeCenje l

PRILOG 2: Radni list

RADNI LIST

1. Objasni razlike izmedu benignih 1 malignih tumora.
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2. Graf prikazuje postotak diobe stanica jajnika tijekom stanicnog ciklusa u zdrave zene i

zene koja ima tumor jajnika.
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o
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"
-
o
=]
= 25
o
Q
0
zdrave stanice tumorske stanice
jajnika jajnika

Koje razlike uo€avate izmedu zdravih 1 tumorskih stanica jajnika?

Tijekom proucavanja diobe stanica u uzorcima tkiva znanstvenici Cesto izraCunavaju
indeks mitoze (omjer broja stanica koje su u diobi naspram ukupnog broja stanica u

uzorku). Koja bi vrsta tkiva imala visi indeks mitoze; normalno ili tumorsko tkivo?

Navedi neke ¢imbenike koji mogu dovesti do poremecaja u kontroli dioba stanica.

Lijecenje tumora provodi se kirurSki, kemoterapijom i radioterapijom. Istrazi koje se sve

nuspojave javljaju u lijeCenju tumora.
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4. Skeniranjem QR koda istrazite Sto su pametni lijekovi.

5. Koje cjepivo moZze prevenirati tumorsku bolest? Potrazi na mreznim stranicama kolika je
procijepljenost tim cjepivom u svijetu, a koliko u Hrvatskoj.

Istrazi koja je drzava cijepljenjem uspjela smanjiti pojavu tog tumora u svojoj populaciji.

6. Istrazi na koji se nacin i koji se preventivni programi za tumorske bolesti provode u

Hrvatskoj.

Literatura vori za ucenike i izvori koje je ucitelj koristio za pripremu poucavanja.

Ca¢ev T., Horvat B., Ivandi¢ A., Kora¢ Subasa A., Marceljak Ili¢ M.(2020.) Biologija 3,
udzbenik iz biologije za 3. razred gimnazije. Profil klett, Zagreb
Cagev T., Horvat B., Ivandi¢ A., Kora¢ Subasa A., Marceljak Ili¢ M. (2020.) Biologija 3, radna
biljeznica iz biologije za 3. razred gimnazije. Profil klett, Zagreb
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