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1. UVOD

1.1. Hrast medunac (Quercus pubescens)

Hrast medunac; lat. Quercus pubescens Willd. je listopadno ili polulistopadno stablo srednje
veli¢ine (15-20m visine, rijetko 25m). Spada u porodicu Fagacae; rod Quercus (hrastovi). Hrast
medunac ima izrazito visoku morfolosku varijabilnost zbog mnogo faktora kojima si je osigurao
prezivljavanje. Neki od razloga su mutacije, migracije tijekom pleistocenih glacijacija, tvorenje
hibrida s drugim simpatri¢nim listopadnim hrastovima, itd. PonaSa se kao heliofilna i termofilna
vrsta te je savrSeno prilagoden podnoSenju stresa umjerenih ljetnih suSa i1 zimskih niskih

temperatura, no ipak slabije raste u kontinentalnim dijelovima koji imaju viSe mraza (Slika 1).
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Slika 1: Rasprostranjenost hrasta medunca (Quercus pubescens) po Europi*

</

*Preuzeto i prilagodeno iz Pasta et al. Quercus pubescens in

Europe: distribution, habitat, usage and threats (2016.) (Pasta, et al., 2016)



Najcesce se nalazi u podrucjima od 200m do 800m nadmorske visine no moze se pronaci i na
podruc¢jima 1200-1300m nadmorske visine. Ima izrazito dlakave sivo-zelene listove koji starenjem
gube dlakavost s gornje strane lista i postaju tamnozeleni i kozasti. Razlikuju se muske i Zenske
jedinke. Muski cvjetovi imaju 6-10 prasnika i grupirani su tako da tvore dlakavi cvat tzv. maca koja
raste u podnozju novih izdanaka skupa s novim listovima (Slika 2). (Pasta, et al., 2016)

Prvenstveno se oprasuje vjetrom te zbog toga proizvodi velik broj prasnika (i peluda), obi¢no 25-

100 prasnika po cvatu. (Tantray, et al., 2017)

Slika 2: Muski cvat "maca” hrasta medunca (Quercus pubescens)*

*Preuzeto s Monaco Nature Encyclopedia. https://www.monaconatureencyclopedia.com/quercus-

pubescens/?lang=en (Grossoni & Beltramini, n.d.)
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1.2. Pelud

Pcelinji pelud je glavni izvor hrane cijele kosnice. Graden je od cvjetnih peludnih zrnaca koje
zajedno drze izlu€evine pcelinjih Zlijezda, nektar i/ili med. Péele sakupljacice svojim rilom kupe
cvjetni nektar i vodu koje izlu€uje cvijece i nose ga u koSnicu. U kosnici predaju sakupljeni nektar
1 vodu drugim pcelama radilicama koje na sebi nose cvjetni pelud. Zatim pcele radilice straznjim
nogama sa sitnim dla¢icama zbijaju sakupljeni cvjetni pelud, oblazu s izlu¢evinama, nektarom i/ili
medom. Tako pripremljen pcelinji pelud se skladisti u otvore ko$nice i zapecati voskom gdje se
dalje fermentira prisustvom bakterija (Pseudomonas Kkoji osigurava anaerobne uvjete,
Lactobacillus koji prevodi ugljikohidrate u mlije¢nu kiselinu) 1 kvasca (Saccharomyces). Time se
smanjuje pH okoline u kojoj se skladisti pelud, sprjecava se klijanje peludi, a povecava njegova
nutritivna vrijednost. (El Ghouizi, et al., 2023) Kemijski sastav peluda, tako i sastav bioloski
aktivnih spojeva, ovisi o botaniCkom i geografskom podrijetlu kao i o vremenu nastanka i
sakupljanja peluda. Sakupljen pcelinji pelud moze biti uniflorni ili heteroflorni, tj. od samo jedne
biljne vrste ili viSe biljnih vrsta. Uniflorni p€elinji pelud mora sadrzavati minimalno 80% peluda
jedne biljne vrste da bi se smatrala uniflornom. (Barth, et al., 2010) Botanicko podrijetlo peluda se
odreduje palinoloski (mikroskopski). Peludna zrna razlikuju se po svojim morfoloskim
karakteristikama kao $to su veli¢ina zrna, oblik, otvori i procijepi na zrnu, boja 1 izgled. Boja i
ostale navedene karakteristike peludnog zrna se mogu koristiti pri odredivanju o kojem je rodu

biljke rije¢, a nekad 1 o kojoj je biljnoj vrsti tocno rijec. (Ali€i¢, et al., 2014)

1.2.1. Kemijski sastav p¢elinjeg peluda

Kao sto je u proSlom poglavlju navedeno pelud moze biti od razlic¢itih biljaka, razli¢ito prikupljena,
skladiStena 1 samim time ¢e varirati u svome bioloskom i kemijskom sastavu. No unatoc¢ razlikama
1 varijacijama, moZe se raspisati sastav kemijskih spojeva 1 bioloski aktivnih makro i
mikromolekula koje se naj¢eSc¢e nalaze u peludu. Nekoliko studija je uspijelo odrediti udio vode u
peludu i ona varira ovisno o botanickom i1 geografskom podrijetlu te o nacinu skladistenja peluda
(suseni pelud ili svjezi pelud). Kod svjezeg peluda je udio vode oko 20-30% S$to nije povoljno za
skladiStenje zbog pogodnih uvjeta za rast bakterija 1 gljivica. Zbog toga se pelud isusuje razli¢itim
tehnikama da bi se smanjio udio vode. Ne postoji svjetski konsenzus o tome koji je maksimalni
dopusteni udio vode u suhom peludu ve¢ se u svakoj drzavi zasebno propisuje. Pcele koriste pelud

kao jedan od glavnih izvora hrane budu¢i da sadrzi proteine. Udio proteina uvelike ovisi o biljnom
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1 geografskom podrijetlu, varira 1 ¢ini 10-40% ukupne suhe mase peluda. Udio aminokiselina
(esencijalnih i nesencijalnih) ovisi 0 mnogo faktora te se vrijednost njihova udjela moze koristiti
za odredivanja svjezine peluda, pronalazenje adekvatne tehnike suSenja i skladiStenja. Glavninu
kemijskog sastava peluda ¢ine ugljikohidrati, prisutni u udjelu od 13-55% i to ve¢inom polisaharidi
i gradevni materijal stani¢ne stijenke. U studijama karakterizacije pcelinjeg peluda, najvazniji
parametar kvalitete peluda je udio Secera i kao takav ne bi smio biti ispod 40%. Lipidni profil i
masne kiseline peluda se manje istrazuju pa zato o njima nema toliko podataka, a dostupni podaci
pokazuju dosta razliite rezultate cak i kod peluda istih biljnih vrsta, ali razli¢itih geografskih
podrucja. Esencijalni minerali bitni za razvoj ¢ovjeka (i pcela) ¢ine 2-6% mase peluda. Medu njima
u vecoj mjeri nalazimo: kalij (K), fosfor (P), magnezij (Mg), kalcij (Ca), zeljezo (Fe), cink (Zn),
bakar (Cu), mangan (Mn); a u manjoj mjeri kobalt (Co), selenij (Se), molibden (Mo), bor (B) i
natrij (Na). P¢elinji pelud u svom sastavu sadrzi gotovo sve vitamine, 0,02-0,7% ukupnog sadrzaja
peluda opada na vitamine i zbog toga se kao hrana smatra tzv. "vitaminskom bombom”. No mozda
karotenoidi 1 fenoli (polifenoli, flavonoli, flavonoidi, itd.). Karotenoidi su skupina zuto-crvenih
pigmenata, u peludu je najzastupljeniji karotenoid P-karoten. Rije¢ je o antioksidativhom
provitaminu s antitumorskim, antileukemijskim 1 blagotvornim djelovanjem protiv
kardiovaskularnih bolesti. Fenoli unutar sastava peluda imaju mozda najveca bioloski aktivna
svojstva, stoga se odredivanje fenolnog profila smatra prvim korakom prema standardizaciji i
predvidanju korisnosti danog proizvoda. Ukupni udio fenolnih spojeva pcelinjeg peluda ¢ini 3-5%,
0,19% cine fenolne kiseline medu kojima su od najveceg interesa benzojeva kiselina, feniloctena
kiselina i cimetna kiselina zbog izrazite antioksidacijske aktivnosti u usporedbi s drugim fenolnim
kiselinama. No najbitnija skupina fenolnih spojeva su ipak flavonoidi koji ¢ine 0,25-1,4% sastava
peluda. Flavonoidi su izvrstan indikator kvalitete peluda, u najvecoj mjeri se nalaze u obliku
glikozida (veze sa Secerima), a manje u slobodnoj formi. U slucaju kad tvore glikozide smanjuje
im se antioksidacijska aktivnost zbog sterickih smetnji, samim time §to je veci udio slobodnih
flavonoida, veca je antioksidacijska aktivnost i time je bolja kvaliteta proizvoda. NajceS¢i
flavonoidi unutar peluda su flavonoli; kvercetin, kempferol i rutin, flavoni; apigenin, krizin 1
luteolin, flavanoni; naringenin 1 pinocembrin, dok je genistein glavni izoflavon identificiran u
pcelinjoj peludi. Uz sve navedene komponente unutar peluda nalazimo jo$ hlapljive spojeve koji
nisu puno istrazeni, ve¢inom se nalaze na cvije¢u sa svrhom privlac¢enja oprasivaca. (El Ghouizi,

et al., 2023)



1.2.2 Bioaktivna svojstva pcelinjeg peluda

1.2.2.1 Antitumorska aktivnost pcelinjeg peluda

Trenutac¢ne metode lijecenja raka (vec¢inom operativno, kemoterapija i zraéenja) Cesto Stete i zdrave
stanice Sto uzrokuje nepozeljne nuspojave pa ne iznenaduje da se traze alternativne metode
lijecenja koje ¢e mozda biti sigurnije i efektivnije. Jedna od alternativnih metoda koja se istrazuje
je djelovanje odredenih spojeva pcelinjih produkata (npr. pcelinjeg peluda) na tumorske stanice.
(Rodriguez-Pdlit, et al., 2023) U posljednje vrijeme se pcelinji pelud promovira kao dodatak
prehrani odli¢ne nutritivne vrijednosti i terapeutskih uc¢inaka. Unato¢ takvom promoviranju mnoga
svojstva peluda nisu dovoljno istrazena dok su se neka pokazala neucinkovitima u terapiji. Ipak je
viSe studija pokazalo da pcelinji pelud sadrzi mnogo primarnih i sekundarnih metabolita koji
pokazuju pregrst razlic¢itih svojstava poput protuupalnih, protutumorskih, antioksidacijskih,
antialergijskih i antibakterijskih. Nekoliko studija je pokazalo da pcelinji pelud ima antimutagena
svojstva kod odredenih vrsta raka, dok su neka istrazivanja pokazala da pcelinji pelud ¢ak inducira
apoptozu 1 stimulira lucenje alfa-faktora nekroze tumora (TNF-a). Smatra se da antitumorsko
djelovanje pcelinjeg peluda proizlazi iz njegovih antioksidacijskih svojstava tj. supresije formiranja
kisikovih reaktivnih vrsta (ROS) i/ili uklanjanja/inaktivacije ve¢ formiranih kisikovih reaktivnih
vrsta (ROS). U skladu s rezultatima studija pretpostavlja se da ekstrakti peluda bogati odredenim
spojevima, narocito fenolnim kiselinama i flavonoidima utjecu na kontrolu rasta stanica (inhibiraju
tumorski rast). (Denisowa & Denisow-Pietrzykb, 2016) Pc¢elinji pelud je proucavan na mnostvu in
vitro tumorskih stani¢nih kultura te je uocena razlika u antiproliferativnom djelovanju u ovisnosti
o razli¢itim faktorima kao §to su metoda pripreme ekstrakta (razli¢ita otapala), bioaktivni sastav
peluda (koji ovisi o botanickom 1 geografskom podrijetlu peluda), vrsta pcela koje su prikupile
pelud, itd. Neki od rezultata tih studija su da heteroflorni pcelinji pelud ima izrazeniju citotoksicnu
aktivnost od uniflornog pcelinjeg peluda, da postoji sinergisti¢ki u€inak izmedu metanolnog
ekstrakta pcelinjeg peluda malezijske pele bez Zalca L. terminata i cisplatina, itd. Na posljetku
iako postoje rezultati koji pokazuju odredenu antitumorsku aktivnost, nema ih dovoljno za
utvrdivanje u¢inkovitosti pcelinjeg peluda na stanice raka, a neki od njih su jos 1 proturjecni. Jasno
je da je potrebno provesti joS in vitro 1 in vivo istrazivanja (ve¢ina do sada su radena in vitro) da se
razjasne mehanizmi antitumorskog djelovanja pcelinjeg peluda, no i jednako tako je jasno da ima

potencijala 1 uporista za njih. (Rodriguez-Polit, et al., 2023)



1.3. Ultrazvucna ekstrakcija organskim otapalima

Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija (skraceno UAE, engl. ultrasound assisted extraction) je
metoda ekstrakcije koja se smatra zelenom metodom zato $to ima kraée vrijeme trajanja postupka,
visoku reproducibilnost, koristi manje otapala, manje otpadnih tvari, veca Cistoca produkta, itd.
Funkcionira na nacin da ultrazvuk putuje kroz otapalo, raste brzina gibanja molekula te nastaje
kavitacijski mjehur. Taj mjehur pri sudaru sa stjenkom uzorka uzrokuje kavitaciju tj. puknuce.
Ujedno se ultrazvukom poti¢e ubrzano gibanje molekula otapala, pucanje stjenke uzorka,
usitnjavanje i samim time povecanje povrsine uzorka. Svi ti faktori utje¢u na poboljSanu ekstrakciju
tako Sto se usitnjavanjem povecava dodirna povrSina uzorka i otapala, kavitacijom nastaju otvori
na uzorku kroz koje otapalo prodire dublje u uzorak i jednako tako povecanjem brzine gibanja
molekula otapala ono dublje prodire u uzorak i povecava se topljivost tvari u njemu. Jo§ veéi prinos
ekstrakta se postize promjenom temperature pri kojoj se vr$i UAE. Primjerice, kod nekih otapala
povecanjem temperature se moze smanjiti viskoznost i povrSinska napetost otapala ¢ime e se
osigurati bolje uvjete prodora otapala u uzorak. Kod ultrazvuéne ekstrakcije bioaktivnih spojeva
(npr. fenolnih spojeva) obicno se koristi metanol, etanol ili smjese navedenih otapala sa vodom.
(Oroian, et al., 2020) No ovisno o tome koji se spojevi od interesa Zele ekstrahirati iz uzorka mogu
se koristiti razli¢ita organska otapala. Prilikom izbora otapala trebamo uzeti u obzir viSe faktora
kao Sto su polarnost, vreliSte otapala, reaktivnost (otapalo ne smije reagirati sa ekstraktom, niti se
smije razgradivati), viskoznost otapala, stabilnost na zraku 1 svijetlu, stabilnost pri promjeni
temperature, otrovnost i Stetnost za ljude 1 okoli§ te dostupnost 1 cijena. (Drmi¢ & Jamrak, 2010)
Liu et al. su uocili znacajan porast u ukupnom sadrzaju fenola i1 flavonoida u uzorcima Pinus
massoniana peluda podvrgnutih tretmanu sonifikacije u usporedbi sa svjeZim nesonificiranim
uzorcima i uzorcima obradenima metodom naglog zamrzavanja 1 odmrzavanja (kontrolni uzorci).

(Liu, et al., 2015)



1.4. Cilj

Pripraviti ekstrakt uniflornog pcelinjeg peluda hrasta medunca (Quercus pubescens)
primjenom ultrazvucne ekstrakcije metanolom.

Upariti otapalo (metanol) iz dobivenog ekstrakta primjenom rotacijskog vakuum-uparivaca
te otapanjem suhog ekstrakta pripremiti otopine odgovaraju¢e koncentracije za daljnje
istrazivanje i koriStenje.

Ispitati citotoksicno djelovanje pripravljenog ekstrakta na stanice osteosarkoma (U20S) 1
stanice raka debelog crijeva (HCT116).

Odrediti ICso vrijednost, odnosno koncentraciju pri kojoj je postignuta 50%-tna smrtnost

stanica u funkciji vremena.



2. RAZRADA TEME

2.1 Materijali i postupak
2.1.1 Materijali

Kemijsko posude i pribor:

Analiti¢ka vaga (Precisa XB 220A, Precisa Gravimetrics AG)

Case

Erlenmeyerove tikvice s brusenim ¢epom

Okrugle tikvice s brusenim ¢epom

Lijevak za filtriranje

Pamuk

Povratno hladilo

Ultrazvucna kupelj (Elmasonis easy 60 H , Elma Schmidbauer GmbH; U: 220-240V, P:
550W, f: 50-60Hz)

Rotavapor s vodenoj kupelji (Biichi rotavapor R-124 s Biichi B-480 vodenoj kupelji,
BUCHI Labortechnik AG)

Eksikator

Parafilm (Parafilm® M Sealing Film)

Pipeta jednokanalna promjenjiva 100-1000 pL

Sprice

Celulozni filteri (CA Syringe Filter (Cellulose Acetate ), Nantong FilterBio Membrane
Co.,Ltd: promjer 25mm, veli¢ina pore 0,45um)

Invertni mikroskop

Petrijeva ploca

Falcon epruveta (Isolab Laborgerdte GmbH)

Automatski brojac stanica (Scepter 3.0 (Merck, Darmstadt, Germany))

Mikrotitarska plo€ica s 96 jaZica

Multikanalna mikropipeta

Vlazni inkubator

Laminar



Kemikalije:

e Metanol, p.a. (Gram Mol)

e Bezvodni natrijev sulfat (Gram Mol)

e DMSO; w=10%

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

e Tripsin

e MTS-based CellTiter 96® Aqueous Assay kit (Promega, Madison, WI, USA)
Uzorak peluda i stani¢ne linije:

e Uniflorni pcelinji pelud hrasta medunca (Quercus pubescens)

e Kultura stanic¢ne linije osteosarkoma (U20S)

e Kaultura stani¢ne linije raka debelog crijeva (HCT116)

2.1.2 Priprema uzorka

Istrazivanje se vrsi na uzorku unifornog pcelinjeg peluda hrasta medunca (Quercus pubescens)
poslanog s Agronomskog fakulteta, SveuciliSte u Zagrebu, sakupljenog u Otoccu 15.05.2023.
Preliminarna diferencijacija i sortiranje péelinjeg peluda istog botanickog podrijetla se zasniva na
izgledu peludnog zrna i boji. Samo botanic¢ko podrijetlo je zatim dalje potvrdeno palinoloSkom
analizom provedenom na Agronomskom fakultetu, SveuciliSte u Zagrebu (Slika 3). Uzorak koji
sadrzi viSe od 80% peludnih zrna jedne biljne vrste se smatra uniflornom pcelinoj peludi. Uzorak
je skladisten u Falcon epruveti u hladnoj komori pri temperaturi od cca 5°C u kartonskoj kutiji. Na
pocetku prakti¢nog rada je priblizno 3,0000 g peluda izvagano na analitickoj vagi i prebaceno u

Erlenemyerovu tikvicu s brusenim grlom za daljnji postupak.



Slika 3: Peludna zrna hrasta medunca (Quercus pubescens) (lijevo) 1 pod svijetlosnim

mikroskopom (desno)*
*Slika pod svijetlosnim mikroskopom preuzeta s PalDat - Palynological Database: an online
publication on recent pollen. (Auer & Waltraud, 2021)
https://www.paldat.org/pub/Quercus_pubescens/306156
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2.1.3 Ultrazvuéna ekstrakcija uzorka pcelinjeg peluda

U tikivcu s prethodno izvaganim uzorkom se doda 20 mL metanola i spoji se na povratno hladilo
s pamu¢nim ¢epom na gornjem otvoru. Tako pripremljena aparatura se postavi nad ultrazvuénu
kupelj (Elma Schmidbauer GmbH, Germany) na nacin da je Erlenmeyerova tikvica u centru
kupelji, ne dira nijednu stijenku kupelji i sav sadrzaj u tikvici se nalazi ispod razine vode kupelji

(Slika 4).

Slika 4: Pripremljena aparatura za ultrazvuénu ekstrakciju
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Nakon §to je cijela aparatura provjerena i sve brtvi kako treba, uklju¢i se voda na povratnom
hladilu, upali se ultrazvucna kupelj prethodno ugrijana na 40°C i vrS$i sonifikacija i ekstrakcija
uzorka u intervalu od 15 min pri frekvenciji 50-60Hz. Pri isteku 15 min kupelj se automatski gasi,
tikvica se skida s povratnog hladila, priceka da se sadrzaj slegne, a zatim se ekstrakt prebaci i
filtrira preko lijevka u suhu Erlenmyerovu tikvicu s bruSenim ¢epom. Sa zaostalom peludi u tikvici
ponavlja se postupak ekstrakcije s jos dva obroka od 20 mL metanola kako bi se postigao veci
ekstrakcijski iscrpak. Dobiveni ekstrakti se suSe na bezvodnom natrijevom sulfatu, te filtriraju kroz
celulozni filter (Nantong FilterBio Membrane Co.,Ltd, Nantong City, Jiangsu P.R China; veli¢ina
pora 0,45 pm) u cistu prethodno izvaganu tikvicu s okruglim dnom i bruSenim grlom da bi bili
sigurni da u ekstraktu nemamo zaostalih necisto¢a i Cestica peluda. Okrugla tikvica se zatim spaja
na rotavapor (Biichi rotavapor R-124 s Biichi B-480 vodenoj kupelji) gdje uparimo ekstrakt do
suha pri temperaturnom intervalu 40-50°C. (Slika 5). Tikvica se preko no¢i ostavi u eksikatoru da
izvuce zaostalu vlagu iz uzorka te se zatim vaze, zaepi 1 izolira s parafilmom do upotrebe

ekstrakta.

Slika 5: Uparivanje ekstrakta do suha na rotavaporu
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2.1.4 Priprema ekstrakta za odredivanje metabolicke aktivnosti (vijabilnosti) stanica

MTS metodom

Tikvica s ekstraktom se izvadi iz eksikatora, skine se parafilm i vaze prije upotrebe. Od ukupne
mase se oduzima masa prazne tikvice i cepa da se dobije masa ekstrakta. Dobiveni ekstrakt se otapa
par minuta u 2 mL DMSO; w=10% uz konstatno mijeSanje. Zatim se dodaje jo§ 1 mL DMSO;
w=10% uz konstatno mijeSanje da se Sto viSe ekstrakta skine sa stijenke tikvice. Netom prije same
upotrebe ekstrakta kod odredivanja metabolicke aktivnosti (vijabilnosti) MTS metodom potrebno
je 500 pL ekstrakta prebaciti u Falcon epruvetu i pomijesati s 500 uL. DMEM medija (razrjedenje).
Pri zavrSetku eksperimenta je potrebno ponovo izvagati tikvicu u kojoj je bio ekstrakt da se sazna
kolika je masa ekstrakta zaostalog na stijenci tikvice, oduzme se ta masa od ukupne mase ekstrakta

1 izrauna prava koncentracija koriStenog ekstrakta.

2.1.5 Priprema stanica za odredivanje metaboliCke aktivnosti (vijabilnosti) stanica

MTS metodom

Stani¢ne linije osteosarkoma (U20S) i raka debelog crijeva (HCT116) nakon odmrzavanja
uzgojene su u vlaznom inkubatoru pri 37°C uz 5% COz u Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) mediju. Uzgojena kultura stanica pregleda se pod invertnim mikroskopom i ukoliko je
plo¢a 80-100% konfluentna, potrebno ju je rasaditi (Slika 6)(Slika7). Sterilnim nastavkom odsiSe
se medij te se doda 2 mL prethodno ugrijanog tripsina kojim se stanice pokusa odlijepiti s ploce.
Kad se sve stanice odlijepe, u istu plocu doda se 8 mL prethodno ugrijanog DMEM medija kojim
se neutralizira tripsin i resuspendira stanice. Pripremi se nova ploc¢a s 8§ mL svjezeg DMEM medija
(ugrijanog na 37°C) 1 u nju se doda 2 mL suspenzije stanica sa stare ploc¢e koje se mijeSanjem
ravnomjerno rasporede po ploci. Stanice se pogledaju pod mikroskopom (moraju biti malene,
okrugle, odvojene jedne od drugih i plivati po ploci) te se ostave 48 h na 37°C i 5% CO> u

inkubatoru.
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ATCC Number: HTB-96 ™
Designation: U-20s

Scale Bar = 100pm

Low Density High Density

Slika 6: Stani¢na linija osteosarkoma (U20S) male gustoce nasadenosti (lijevo) i velike gustoce
nasadenosti pod invertnim mikroskopom*
*Preuzeto s ATCC (American Type Culture Collection).
(ATCC, n.d.)
https://www.atcc.org/products/htb-96#detailed-product-images

ATCC Number: CCL-247
Designation: ~ HCT 116

& 2 el
Low Density Scale Bar=100um  High Density

Slika 7: Stani¢na linija raka debelog crijeva (HCT116) male gustoée nasadenosti (lijevo) i velike
gustoce nasadenosti pod invertnim mikroskopom*
*Preuzeto s ATCC (American Type Culture Collection).
(ATCC, n.d.)
https://www.atcc.org/products/ccl-247#detailed-product-images
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2.1.6 Postupak odredivanja metabolicke aktivnosti (vijabilnosti) stanica MTS

metodom
MTS kolorimetrijski test koristi se kod odredivanja metaboli¢ne aktivnosti stanica, a time i
citotoksi¢nog potencijala odredene tvari/ekstrakta. Zasniva se na sposobnosti zdravih stanica da
reduciraju zuti MTS ((3-(4,5dimetiltiazol-2-11)-5-(3- karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolijeva sol)) u tamnoljubicasti formazan. Vidljiva promjena boje iz zute u ljubiCastu
karakteristi¢na je za metabolicki aktivne odnosno zive stanice (Riss, et al., 2013)
Za odredivanje citotoksi¢ne aktivnosti ekstrakta uniflornog pcelinjeg peluda hrasta medunca
(Quercus pubescens) koriSten je MTS-based CellTiter 96® Aqueous Assay kit (Promega, Madison,
WI, USA). Uzgojene stanice odlijepe se s ploce prema postupku opisanom u 2.1.5 te se skupe u
falcon tubu od 15 mL nakon ¢ega im se uz pomo¢ automatskog brojaca stanica (Scepter 3.0 (Merck,
Darmstadt, Germany)) odredi koncentracija. Stanice se razrijede DMEM medijem do koncentracije
1*10° stanica/mL. U mikrotitarsku plo¢u s 96 jazica u prvi stupac se doda po 100 pL razrijedenog
ekstrakta. Zatim se stavlja po 100 uL. DMEM medija u donje Cetiri i 50 pL u gornje Cetiri jazice
posljednjeg stupca ploce. Dodaje se po 50 uL DMEM medija u sve jazice od predzadnjeg do drugog
stupca. Multikanalnom mikropipetom se iz prvog stupca uzima 50 pL ekstrakta, prenosi u iduéi,
dobro resuspendira, usiSe 50 pL, prebaci u novi stupac i tako sve do predzadnjeg gdje se nakon
resuspenzije usiSe 50 pL i baci. Na taj nacin se na plo¢i dobije po stupcima serija razrjedenja
ekstrakta. Stanice se potom izliju iz Falcon epruvete u petrijevu plocu (koja se konstantno treba
mijesati da se uvijek uzima otprilike isto stanica koje se dodaje u jazice) te se mikropipetom prenosi
po 50 uL stanica iz petrijeve ploCe u prve Cetiri gornje jaZice zadnjeg stupca, a onda u sve jaZice
od predzadnjeg do prvog stupca (ukljucujuéi prvi stupac). Pripremljena ploca se dobro izmijesa 1
ostavi u inkubatoru 48 h na 37°C i 5% COx.
Po zavrSetku tretmana, u svaku jazicu doda se 20 pL MTS ((3-(4,5dimetiltiazol-2-i1)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolijeva sol)) reagensa te se ploCa inkubira jos 3
sata na 37°C 1 5% CO2. Nakon zavrsetka inkubacije mjeri se apsorbancija u svakoj jazici na ¢itacu
mikrotitarskih ploca pri valnoj duljini od 490 nm. Metaboli¢ka aktivnost stanica se zatim izracuna
kao apsorbancija tretiranih stanica u odnosu na apsorbanciju kontrolnih (netretiranih) stanica.
Citotoksi¢na aktivnost se izrazava kao ICso vrijednosti koja oznacava koncentraciju ekstrakta pri
kojoj 50% stanica prestaje biti metabolicki aktivno, a racuna se kao srednja vrijednost dva neovisna

eksperimenta.
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3. REZULTATI

muk(ekstrakt)=2,0666 g == *pocetna (ukupna) masa ekstrakta

mis(ekstrakt)= 1,5030 g === *magsa ckstrakta otopljenog u 3 mL DMSO; w= 10%
p(ekstrakt)=0,5010 g/ml. =====p *masena koncentracija ekstrakta otopljenog u DMSO
p(ekstrakt)= 0,2505 g/ml. === *masena koncentracija ekstrakta nakon razrijedenja s medijem

Podatci ocitani s ¢itaca mikrotitarskih ploca su dalje obradeni u programu Excel, a rezultati su
iskazani preko dvije tablice. ICso vrijednosti koncentracija ekstrakta su prikazane u tablici 1, a

srednja vrijednost i standardna devijacija su prikazane u tablici 2.

Tablica 1: ICso vrijednosti ekstrakta hrasta medunca (Quercus pubescens)

ICso vrijednost ekstrakta hrasta medunca (Quercus pubescens) (mg/mL)
Stani¢ne linije Eksperiment 1 Eksperiment 2
U208 25,0235 19,1999
HCT116 25,9511 21,8925

Tablica 2: Srednje ICso vrijednosti 1 standardne devijacije ekstrakta hrasta medunca (Quercus

pubescens) na U20S 1 HCT116 stani¢ne linije dobivene iz dva neovisna eksperimenta

Stani¢ne linije Srednja vrijednost (mg/mL) Standardna devijacija
U208 22,1117 4,1179
HCTI116 23,9218 2,8699

Iz dobivenih podataka je sastavljen graf koji nam pokazuje da odredene komponente ekstrakta
peluda imaju slabo citotoksi¢no djelovanje na testirane stanicne linije i to gotovo jednako kod
oba uzorka stani¢nih linija (U20S; ICso= 22,1117 mg/mL, a za HCT116; IC50=23,9218
mg/mL)(Graf 1).
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24

23,5

HCT116 u20S

Graf 1: Citotoksi¢na aktivnost ekstrakta peluda hrasta medunca (Quercus pubescens) na stani¢ne
linije osteosarkoma (U20S) i raka debelog crijeva (HCT116).*
*Prikazane ICso vrijednosti su srednje vrijednosti koncentracija s pripadaju¢om standardnom

devijacijom (m).
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4. ZAKLJUCAK

Indirektna sonifikacija uzorka u ultrazvuénoj kupelji je pogodna metoda za ekstrakciju
pcelinjeg peluda, a njenom upotrebom se moze izostaviti proces usitnjavanja uzorka
pcelinjeg peluda.

Metanol je pogodno otapalo u pripremi ekstrakta pcelinjeg peluda za odredivanje
citotoksi¢nosti jer se obi¢no koristi za izolaciju polifenolnih spojeva od koji se ocekuje
najveca citotoksi¢na aktivnost.

Metanol je pogodno otapalo u pripremi ekstrakta pcelinjeg peluda za odredivanje
citotoksi¢nosti jer se jednostavno i lako ukloni upotrebom rotacijskog vakuum-uparivaca.

Ekstrakt pcelinjeg peluda hrasta medunca (Quercus pubescens) pokazuje slabu citotoksi¢nu

aktivnost na obje stani¢ne linije raka (rak debelog crijeva i osteosarkom).
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