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Due to the ban of antibiotics in animal feed several scientific researches are focused on
the search for natural feed additives, like plant extracts. Many of herbs have already been
proven to boost immune system, stimulate appetite, metabolism and have antimicrobe,
antiinflammatory, and antioxidant abilities. One of these herbs is also marigold
(Calendula officinalis), which is traditionally used for healing wounds, swellings,
frostbites, burns, and reducing inflammation. Up until now, research has proven that
marigold extracts have immunostimulatory, antiinflammatory, antigenotoxic, antitumor
and antioxidant properties. The goal of this research was to test the effect of marigold
extract in two different solvents — ethanol and propylen-glicol — on chicken macrophages
HD11 cells' viability and metabolic activity in vitro. The results showed that propylen-
glycol extract was cytotoxic at concentration 25 ug/ml, whereas ethanol extract (OEE)
was cytotoxic at 800 pg/ml. This effect was also confirmed with a colorimetric assay for
assessing cell respiration rate - XTT test (yellow tetrazolium derivate). We confirmed our
hypothesis on solvent effect on extract activity and partially confirmed hypothesis that
only higher concentrations will be cytotoxic. To test OEE antioxidant properties we have
exposed cells to oxidative stress with H,O, and then treated them with OEE to observe
reparative effect on cell viability. We noticed small increase in sample cell viability
comparing to control group, but it was not statistically significant. Using XTT test we
investigated the reparative and protective effect of OEE before and after oxidative stress,
respectively. OEE did not show reparative effect, whereas the results on protectice effect
were not conslusive. We refuted our third and fourth hypothesis, where we expected that
marigold exstract will succeed in repairing the damage and protecting the cells from
oxidative stress. We concluded that marigold ekstract in use did not show expected
antioxidant activity.
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1 UVOD
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Zadnje Case se ljudje vse bolj zavedajo pomembnosti zdravega nacina Zivljenja s pravilno
prehrano, veliko gibanja in izogibanjem stresu. Pri vsem tem je hrana klju¢nega pomena in
zato so potro$niki na tem podrocju ¢edalje bolj osvesCeni ter zahtevajo kakovostna, okusna
in hranljiva Zivila. Iz tega razloga se prehranska industrija posluZzuje novih tehnologij in
nacinov pridelave hrane, ki Se vedno omogocajo visoko proizvodnjo, hkrati pa so nastala
Zivila varna, z manj kemikalijami in ohranjajo svoje hranilne lastnosti.

Zdravo in kvalitetno hrano zZivalskega izvora lahko pridelamo le iz zdravih Zivali (Saxena,
2008). Zato se pri reji zivali primerno okolje, higiena in kakovostna krma, odraza na
kvaliteti zivalskih produktov. Vendar so ravno rejne Zivali bolj obcutljive na stresne
dejavnike v okolici in tako bolj dovzetne za razli¢ne bolezni. NajpogostejSa in najbolj
ucinkovita metoda borbe proti razvoju bolezni pri rejnih Zivalih je bila dodatek razli¢nih
antibiotikov v krmo. Toda zaradi naras¢ajoCe odpornosti bakterij na antibiotike je
Evropska unija s 1. januarjem leta 2006 prepovedala uporabo antibiotikov kot dodatkov v
krmi za rejne Zivali (Ban on antibiotics ..., 2005). Posledi¢no se je zacelo iskanje naravnih
prehranskih dodatkov, ki bi izboljSali imunsko odpornost rejnih zivali in s tem izboljsali
proizvodnjo Zivalskih produktov. Stevilne raziskave se tako osredotoajo na dolo¢anje
biokemijskih struktur in fizioloskih lastnosti razlicnih krmnih dodatkov kot npr. probiotiki,
prebiotiki, organske kisline in rastlinski ekstrakti (Franki¢ in sod., 2009).

Veliko ekstraktov razli¢nih zeliS¢ in za¢imb ima dolgoletno tradicijo uporabe v prehrani
ljudi zaradi svoje arome in razlicnih medicinskih lastnosti (Greathead, 2003). Toda za
uporabo teh ekstraktov v prehranski industriji so potrebni konkretni in zanesljivi podatki o
njihovih ucinkih in nacinu delovanja, kar je danes tema razli¢nih raziskovalnih projektov.

Do zdaj so razlicnim zdravilnim rastlinam in zacimbam uspe$no dokazali, da delujejo kot
spodbujevalci imunskega sistema, apetita in prebave, poleg tega pa izkazujejo Se
antimikrobno, protivnetno in antioksidativno delovanje (Franki¢ in sod., 2009). Slednje je
najpomembnejSi ucinek zdravilnih rastlin, saj je oksidacija glavni proces, ki kvari hrano
med shranjevanjem, v Zivalih pa povzroc€a razli¢ne celi¢ne poskodbe. To ima posledice na
dveh ravneh — Zivali imajo oslabljen imunski sistem, hkrati pa je njithova produktivnost
nizja (mleko, jajca) in prehranski izdelki slabSe kakovosti (mesni in mlecni izdelki)
(Lykkesfeldt in Svendsen, 2007).

V celici je vedno prisotno naravno ravnovesje med prostimi radikali (povzrocitelji
oksidativnega stresa) in antioksidanti. Razli¢ni zunanji dejavniki pa lahko to ravnovesje
porusijo in takrat lahko prosti radikali s svojo reaktivnostjo in vezavo na makromolekule



Blatnik E. Ucinek ekstrakta ognji¢a na kokogje makrofage in vitro.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta. Oddelek za biologijo, 2016

(nukleinske kisline, proteini, itd.) povzroc¢ajo Skodo v celici. V kolikor se ta Skoda ne
popravi ali ne izolira od ostalih zdravih celic in tkiv, lahko to privede do nastanka razli¢nih
bolezni. Celice se proti oksidativnemu stresu borijo na razli¢ne nacine — lahko prestrezejo
proste radikale Se preden povzrocijo Skodo, popravijo Ze nastale poskodbe ali pa preidejo v
programirano celicno smrt — apoptozo.

Antioksidanti so glavni lovilci prostih radikalov in jih lahko najdemo v Stevilnih zdravilnih
rastlinah. Ena izmed njih je tudi zdravilni ognji¢, ki je postal glavni predmet razli¢nih
znanstvenih Studij zaradi svojih razlicnih farmakoloskih aktivnostih, med katerimi so
protivnetno, protitumorsko, protivirusno, imunostimulatorno in antioksidativno delovanje.

1.2 CILJI RAZISKOVALNE NALOGE

Namen magistrske naloge je bil kvantitativno doloc€iti u¢inek ognji¢evega ekstrakta na
kokogje makrofage HD11 in vitro. Zeleli smo preveriti, kakSen u¢inek ima sam ekstrakt na
celice in ugotoviti, ali je sposoben celice po oksidativnem stresu regenerirati ter ali je

sposoben zas(ititi celice pred omenjenim stresom z antioksidativnim delovanjem.

Na voljo smo imeli ognjiev ekstrakt v dveh razli¢nih topilih, etanolu in propilen-glikolu,
zato smo testirali vpliv ekstraktov na celice HD11.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE
Postavili smo naslednje hipoteze:
1. Zaradi razli¢nih topil se bosta ekstrakta razlikovala v svojem delovanju na celice.

2. Nizke koncentracije ekstraktov v obeh topilih ne bodo citotoksi¢ne, viSje
koncentracije ekstraktov pa bodo citotoksi¢ne.

3. Oba ognjiceva ekstrakta bosta imela antioksidativen ucinek na celice, ki so
izpostavljene oksidativnemu stresu, in jih bosta uspesno regenerirala.

4. Oba ognjieva ekstrakta bosta imela antioksidativen ucinek na celice in jih zaS¢itila
pred oksidativnim stresom.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 REAKTIVNE KISIKOVE SPOJINE IN OKSIDATIVNI STRES
2.1.1 Reaktivne Kisikove spojine

Redoks reakcije so kemijski procesi oddajanja in sprejemanja elektronov in so ene izmed
sestavnih reakcij v celiécnem metabolizmu, pri ¢emer nastajajo razlicni oksidanti. Le-ti v
celici predstavljajo vlogo endogenih signalnih molekul, ki nadzorujejo razli€ne glavne
kaskadne reakcije kot npr. apoptozo in vnetje (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007). Glavni
celi¢ni oksidant, ki sprejema elektrone v oksidacijski reakciji, je kisik (O;). Ta lahko po
sprejemu elektrona tvori razli¢ne kisikove proste radikale. Prosti radikali so snovi, ki imajo
dodatni neparni elektron, in jih uvr§¢amo v ve razli¢nih skupin, glede na to, kateri
kemijski element je tisti, ki sprejema elektrone. Tako poznamo:
e kisikove radikale (superoksidni anion — O,", hidroksilni radikal — °‘OH,
hidroperoksilni radikal — HO,", peroksilni radikal — LOO" in alkoksilni radikal —
LO%;
e ogljikove radikale (alkilne radikal — R" in triklorometilne radikal — "CCl5);
e 7zveplove radikale (tiolni radikal — RS");
e duSikove radikale (duSikov oksid — NO®) (bilas in sod., 2002).

Ti prosti radikali so nujno potrebni za normalno delovanje celi¢nega metabolizma. TeZava
pa nastane, ko teh radikalov nastane prevec in se zaradi svoje moc¢ne reaktivnosti veZejo na
ostale makromolekule v celici (proteini, sladkorji, mas¢obe in nukleinske kisline) in tako
povzrocajo Skodo v celici (Slika 1). Poleg prostih radikalov lahko v celicah povzrocajo
Skodo tudi nekateri drugi oksidanti npr. H,O, in ROOH, ki sicer nimajo prostega elektrona,
vendar so vseeno zelo reaktivni. To skupino kisikovih prostih radikalov in oksidantov
imenujmo tudi reaktivne kisikove spojine (ang. Reactive Oxygen Species — ROS).

/ Razgradnja proteinov

Lipidna peroksidacija
/ pokoduje membranski

dvosloj in celi¢no
integriteto

Poskodbe na DNK
et=——=—=""" povzrocijo odvijanje
verig in napacno branje
baznih parov

b Kopicenje oksidiranega
‘ - Fy 3 LDL in tvorba t.i.
‘ ae s AL | penaste celice

——

—— Aktiviranje razli¢nih
encimav npr. proteinskih
kinaz

Poskodbe s

! NepoSkodovana celica prostimi radikal

Slika 1: MoZne poSkodbe v celici, ki nastanejo zaradi prostih radikalov (Bilas in sod., 2002).
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Najvelji proizvajalci ROS v celicah so mitohondriji, kjer se med procesom dihanja
priblizno 1-2 % kisika pretvori v superoksidni anion O, (Boveris in Chance, 1973).
Razlog za nastanek O, se skriva v elektronski transportni verigi oz. dihalni verigi, ki
poteka v mitohondrijski notranji membrani. Sestavni deli elektronske transportne verige so
Stirje razlicni kompleksi: kompleks I (NADH dehidrogenaza), kompleks II (sukcinat
dehidrogenaza), koencim ubikvinon, kompleks III (ubikvinol-citokrom C oksireduktaza) in
kompleks IV (citokrom C oksidaza), pri cemer elektroni prehajajo iz enega kompleksa na
drugega (Slika 3). To poteka do kompleksa IV, kjer se Stirje elektroni iz citokroma
povezejo s kisikom in se pri tem tvori voda (Slika 2) (Nordberg in Arnér, 2001).

¢ e e €
Oz—k-ﬁ Oz'”—-k—'; HzOzg'OH & OH‘—kﬁ 2H,0
2H 2H"

Slika 2: Redukcija kisika s Stirimi elektroni do vode in vmesni intermediati (Nordberg in Arnér, 2001).

Na zaletku dihalne verige se dva elektrona iz NADH + H' veZeta na kompleks I oz. se
vzporedno dva elektrona iz sukcinata veZeta na kompleks II. Nato se oba elektrona
prestavita na ubikvinon (koencim Q), kjer se najprej tvori ubisemikvinon (koencim QH™)
nato pa ubikvinol (koencim QH»). Ubikvinol nato prenese svoje elektrone na kompleks II1,
ta pa jih nato prenese na citokrom C. Iz citokroma C se elektroni transportirajo do
kompleksa IV, kjer se iz Stirih elektronov (iz stirih citokromov C) kisik pretvori v vodo
(Wallace, 2005). V kompleksih I in III lahko med transportom pride do spontane izgube
elektronov in se povezejo s kisikom, ki je v okolici. Tako z monoelektronsko redukcijo
kisika nastane O,", ki je precej nestabilen, zato se nato z encimom superoksidna dismutaza
(SOD), bodisi v matriksu mitohondrija bodisi v medmembranskem prostoru, pretvori v
H,0,, ki pa je relativno stabilna molekula in lahko prehaja skozi membrano. Tako lahko
potuje v citosol celice, kjer se odstrani s pomocjo antioksidativnih encimov npr. katalaze,
glutationske peroksidaze in tioredoksinsko peroksidaze (Nordberg in Arnér, 2001). H,O,
pa lahko v citosolu deluje kot signalna molekula in vpliva na delovanje razli¢nih celi¢nih
procesov npr. celicni cikel, odziv na stres, energijski metabolizem in redoks ravnotezje
(Droge, 2002). H,O,, ki ostane v mitohondrijih, pa se lahko pretvori v kisik in vodo s
pomocjo razlicnih encimov, ki se tam nahajajo npr. katalaze, razlicne reduktaze in
peroksidaze (Slika 3).

Najbolj pomembna sistema za odstranjevanje H,O; sta sistema glutationske peroksidaze in
reduktaze ter tioredoksinske peroksidaze in reduktaze. Oba sistema uporabljata reducirani
glutation oz. tioredoksin kot vir elektronov. Glutation in tioredoksin pa sta reducirana s
pomocjo NADPH (Kowaltowski in sod., 2009). Tako je odstranjevanje H,O, odvisno od
koli¢ine nastalega NADPH v mitohondrijih, s tem pa je povezana tudi mitohondrijska
antioksidativna sposobnost. Namrec, ¢e se H,O, v mitohondriju ne razgradi s pomocjo
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antioksidativnih sistemov (katalaze, glutationske peroksidaze ...), se lahko preko t. i. Felton
reakcije (katalizacija s kovinskimi ioni Fe** ali Cu®) pretvori v hidroksilni radikal ‘OH. Le
ta je mocno reaktiven in glavni krivec za razli¢ne poSkodbe v bioloskih sistemih (Nordberg
in Arnér, 2001).

_CuzZns0OD
MEDMEMBRANSKI PROSTOR O, O, —» H,0,

NAD"

Tioredoksinska
reduktaza

H.O, Katalaza H,0+ 0,
ioredoksinska

peroksidaza

TrxS
NADP* NADPH H.0
GSH

Glutationska
reduktaza

Glutationska

dehidrogenaza peroksidaza

a-Ketoglutarat lzocitrat NADF* GSSG H,0

Slika 3: Metabolizem ROS v mitohondrijih (Kowaltowski in sod., 2009).

Mitohondriji niso edini vir ROS, saj lahko nastanejo tudi v citosolu kot produkti razli¢nih t.
i. flavoencimov. Tak je npr. ksantinska oksidaza (Nordberg in Arnér, 2001), ki sodeluje pri
reperfuzijski poskodbi tkiva. To je poskodba, ki nastane, ko ima tkivo za dalj Casa
prekinjen krvni obtok (ishemija) in s tem prekinjen dotok kisika, potem pa nenadoma
ponovno vzpostavimo krvni pretok obogaten s kisikom. Posledi¢no zaradi povecane
koli¢ine kisika nastane ve¢ ROS in tako lahko reperfuzija povzroCi celo ve¢ Skode kot
sama ishemija (Ishemi¢na nekroza ..., 2005). Povecano koli¢ino ROS lahko proizvedejo
tudi nekatere fagocitotske celice (nevtrofilci in makrofagi), kjer NADPH oksidaze
namenoma proizvajajo velike koli¢ine ROS, predvsem O, (Nordberg in Arnér, 2001).
Namre€ ravno O, je tisti, ki nato unic¢i bakterije med fagocitozo (Valko in sod., 2007).

2.1.2 Oksidativni stres
Kljub temu da lahko ROS poskodujejo celice, so ROS nujno potrebne za normalno

delovanje celi¢nih procesov in ohranjanje homeostaze (Finkel in Holbrook, 2000). Tako
lahko v citosolu delujejo kot signalne molekule pri razli€nih procesih npr. pri uravnavanju



Blatnik E. U¢inek ekstrakta ognji¢a na kokosje makrofage in vitro.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta. Studij molekulske in funkcionalne biologije, 2016

pomnoZevanja celic (Finkel, 1998) ali pa sodelujejo pri fagocitozi (Valko in sod., 2007). V
normalnih fizioloskih pogojih tako nastane le majhna koncentracija ROS. TeZzava pa
nastane, kadar je, zaradi razli¢nih stresnih dejavnikov in povecanega metabolizma celic,
razmerje med ROS in antioksidanti poruseno. Takrat se celica ne more ve¢ braniti pred
posledicami reagiranja ROS z makromolekulami, kar celico vodi v t. i. oksidativni stres.

Glede na to, da so reakcije dihalne verige v mitohondrijih glavni izvor ROS, so tudi glavni
izvor oksidativnega stresa. Mitohondriji so Se posebej obcutljivi na razlicne drazljaje iz
okolja. Tako lahko visji kalori¢ni vnos hrane povisa nivo celi€nega dihanja, s tem pa tudi
poviSa proizvodnjo ROS. Na mitohondrijsko proizvodnjo ROS vpliva tudi koli¢ina
prisotnega kisika. Ve¢ kot bo kisika v okolici, ve¢ bo nastalih ROS (Kowaltowski in sod.,
2009). V primeru ishemije, ko zaradi prekinjenega dotoka krvi primanjkuje kisika, bo po
vzpostavitvi krvnega obtoka priSlo do nenadne reoksigenacije celic in se bo tako tvorilo
ve¢ ROS (Ishemi¢na nekroza ..., 2005). Tudi dolofene kemikalije lahko povzrocijo
povisan nastanek ROS, npr. rotenon. Gre za insekticid Sirokega spektra, ki inhibira
delovanje kompleksa I v mitohondrijski dihalni verigi in tako prepre¢i normalen transport
elektronov (Li in sod., 2003).

Oksidativni stres lahko nastane kot posledica razli¢nih zunanjih dejavnikov. V primeru
rejnih Zivali so to neprimerni prostori za rejo, nekvalitetna prehrana, prekomerno ali
nezadostno krmljenje, neustrezni pogoji v reji itd. Vsi ti stresni dejavniki vodijo v oslabitev
homeostaze celotnega organizma, kar lahko vpliva na produktivnost Zivali in kakovost
zivalskih produktov (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007). Poleg tega pa lahko izgubijo
sposobnost obrambe pred patogeni, kar nato vodi v razli€ne bolezni in celo smrt Zivali.
Najbolj pogoste bolezni, ki se pojavijo pri rejnih Zivalih kot posledica spremenjenega
ravnovesja med oksidanti in antioksidanti, so plju¢nica (Lauritzen in sod., 2005) in sepsa
pri praSi¢ih (Basu in Eriksson, 2000) ter obstruktivne bolezni dihal pri konjih (Deaton in
sod., 2004).

Tarce ROS so lahko prakticno katerekoli makromolekule, ki se nahajajo v celici
(nukleinske kisline, proteini, lipidi ...) (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007). Oksidacija DNK
vodi v razlicne mutacije, napac¢na vstavljanja nukleotidnih baz, prekinitve ene ali obeh
verig DNK in posledi¢no celi¢no smrt. Oksidativne poSkodbe DNK so najbolj resne izmed
posledic oksidativnega stresa, saj so teZko popravljive (Poulsen, 2005). Zaradi oksidacije
proteinov, katerith najpomembnejSi predstavniki so encimi, pride do nepravilnega
delovanja in spremembe v aktivnosti, zaradi Cesar niso sposobni opravljati svojih funkcij.
ROS lahko napadejo tudi lipide, ki so sestavni del membranskega lipidnega dvosloja.
Nenasicene mascobne kisline so Se posebej obcutljive na oksidacijo, poleg tega pa pri tem
nastanejo lipidni peroksilni radikali, ki so sposobni oksidirati Se veC lipidov ter tako
sprozijo verizno reakcijo lipidne peroksidacije (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007).
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Ker se ROS preko celicnega metabolizma konstantno proizvajajo, so celice razvile tudi
mehanizme, s katerimi se uc€inkovito bojujejo proti oksidativnem stresu. Glede na nacin
delovanja lahko te sisteme razdelimo na lovilce prostih radikalov, popravljalne oz.
odstranjevalne sisteme in mehanizme, ki vodijo v apoptozo. Shemati¢en pregled, kako
narascajoCi oksidativni stres deluje na celico in kateri mehanizmi obrambe pri tem
sodelujejo, je predstavljen na sliki 4.

Povecana
izpostavitev
oksidantom

Nastanek
Antioksidanti maligne celice

Nepoikodovana I Celica pod “"’\ Poskodovane Ne.pra"ilm) Poikodovano
- oksidativnim y celiéno = Bolezen
zdrava celica B # | molekule U tkive
stresom y delovanje

x | :

‘ ! l Nekontrolirana
! : celiéna smrt
Programirana (nekroza)
celitna smrt
(apoptoza)

Encimsko
popravljanje |,
poskodovanih
molekul

Razgradnja
A T S R poskodovanih 4o :
molekul

Nara$cajoci oksidativni stres

Slika 4: Shemati¢ni prikaz celi¢ne obrambe pred razliénimi stopnjami oksidativnega stresa (Lykkesfeldt in
Svendsen, 2007).

Prvo linijo celicne obrambe pred oksidativnimi stresom (Slika 4) predstavljajo celi¢ni
antioksidanti, ki so opisani v poglavju 2.2.

Druga linija celi¢ne obrambe so sistemi za popravljanje in odstranjevanje oksidiranih in
poskodovanih molekul npr. lipidov in proteinov. Mednje spadajo tudi DNK popravljalni
encimi, ki lahko zaznajo oksidirane ali nepravilno vstavljene nukleotidne baze, jih
odstranijo in zamenjajo s pravilno, nepoSkodovano bazo. V vsaki celici naj bi bila DNK
dnevno izpostavljena med 10 000 in 100 000 modifikacij kot posledica oksidacije. Od tega
jih ve¢ kot 99,99 % popravijo encimi (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007). Primera takih
encimov sta 8-oksogvanin glikozilaza (Oggl) in MutY DNK glikozilaza (Myh) (Slika 5).
Eden glavnih produktov oksidacije DNK je 8-okso-deoksigvanozin (8-okso-dG), ki je
pokazatelj nivoja oksidativnega stresa. V DNK molekuli je 8-okso-dG nepravilno povezan
z deoksiadenozinom (dA). Oggl in Myh skupaj odstranjujeta dA iz verige in tako
preprecita, da bi 8-okso-dG tvoril transverzne mutacije iz gvanina v timin (Muller in sod.,
2007).

Kadar je oksidativni stres premocan in so poSkodbe prehude, pa celice aktivirajo svoj
zadnji obrambni mehanizem, apoptozo (Lykesfeldt in Svendsen, 2007). Gre za proces
programirane celi¢ne smrti, ki je reguliran s Stevilnimi signalnimi potmi, ki se lahko
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sproZzijo tudi zaradi prevelike koli¢ine ROS. Na ta nacin se poSkodovane celice izolirajo od
ostalih in tako minimalizirajo obseg poSkodbe v tkivih (Payne in sod., 1995).

2.2 ANTIOKSIDANTI

Antioksidanti so snovi, ki so sposobne darovati svoje elektrone oksidantom, s Cimer
odpravijo reaktivnost ROS. S tem jih nevtralizirajo, da tako postanejo neSkodljivi za
makromolekule v celici. Sicer s to reakcijo antioksidanti sami postanejo prosti radikali,
vendar so veliko bolj stabilni in ne poSkodujejo celic (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007).
Oksidirani antioksidanti grejo nato v proces recikliranja, kjer se z razli€nimi celi¢nimi
procesi povrnejo v svoje aktivno reducirano stanje. Energijo za te procese dovaja NADPH.
Recikliranje antioksidantov je kljucno za obrambo celic, saj bi se sicer antioksidanti hitro
razgradili in bi jih celica morala nadomestiti (Lykkesfeldt in sod., 2003).

Celicne antioksidante delimo na dve skupini: antioksidanti z nizko molekulsko maso in
antioksidanti z veliko molekulsko maso (encimi). Med antioksidante z nizko molekulsko
maso spadajo npr. vitamin C, vitamin E, karoteni in glutation (Lykkesfeldt in Svendsen,
2007).

Encimskih antioksidantov je razmeroma malo in so zelo specificni v svojem delovanju
(Lykkesfedlt in Svendsen, 2007). Trije izmed njih so najpomembnejSi: supeoksidna
dismutaza (SOD), glutationska peroksidaza (GPx) in katalaza. SOD katalizirajo reakcijo
dveh superoksidnih anionov O, v H,O; in kisik. Vse SOD za svoja aktivna mesta
potrebujejo kovine. V citoplazmi tako deluje Cu/Zn-SOD, v mitohondrijih pa Mn-SOD
(Slika 5). Konéni produkt delovanja SOD je H,O,, ki ga nato lahko odstranita bodisi
katalaza bodisi GPx in ga reducirata do vode in kisika (Davies, 2000). Nekateri encimski
antioksidanti pa celo sodelujejo pri recikliranju ostalih antioksidantov, npr. glutationska
reduktaza, ki reciklira glutation ali pa dehidroaskorbinska kislinska reduktaza, ki reciklira
vitamin C (Lykesfeldt in Svendsen, 2007).
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Slika 5: Mesta nastajanja ROS in obrambni mehanizmi (Muller in sod., 2007).

Ostale ne-encimske antioksidante lahko najdemo v razli¢nih rastlinah, kjer so naravno
prisotni. V mnogih rastlinah lahko tako najdemo fenolne spojine, kot so tokoferoli,
flavonoidi, fenolne kisline ter razli¢ne pigmente npr. karotenoide (Larson, 1988).

Med tokoferole spada vitamin E, ki je topen v lipidih in ga lahko najdemo v razli¢nih oljih,
kot so: palmino in kokosovo olje, olje iz rizevih otrobov, je¢mena, koruze in pSeni¢nih
kalckov. Ker je topen v lipidih, se ve¢inoma nahaja v membranah, kjer preprecujejo
lipidno peroksidacijo tako, da se veZe na lipidne peroksilne radikale (Pilas in sod., 2002).
Pri regeneraciji vitamina E sodeluje askorbinska kislina oz. bolj znana kot vitamin C.
Poleg tega pa oba vitamina sinergisticno lovita proste radikale v celicah (Larson, 1988).
Vitamin C ima sicer v celici Se vlogo encimskega kofaktorja in oddajanja oz. sprejemanja
elektronov v elektronski transportni verigi (Pilas in sod., 2002).

Flavonoidi imajo difenilpropansko ogrodje (Pilas in sod., 2002) in so prisotni v vseh
fotosintetskih celicah (Havsteen, 1983). Glede na oksidacijo centralnega piranovega (ang.
pyran) obroca lahko flavonoide razdelimo na vec¢ razredov: flavoni, flavonoli, flavanoni,
izoflavoni, flavani, flavanoli in antiocianini (§kerget in sod., 2005). V rastlinah jih
najpogosteje najdemo v cvetovih, listih in cvetnem prahu, prisotni pa so tudi v steblih,
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deblu in lubju (Havsteen, 1983). Sicer pa je bilo o flavonoidih opravljeno Ze veliko
razli¢nih raziskav o farmakoloSkih in medicinskih lastnostih. Tako so jim poleg lovljenja
prostih radikalov dokazali Se druge bioloske aktivnosti kot npr. vazodilatacija (Sirjenje
krvnih 7Zil), protirakavo, protivnetno, protibakterijsko, protivirusno in antialergijsko
delovanje ter spodbujanje imunskega sistema (Pilas in sod., 2002).

Karotenoidi so skupina razli¢nih pigmentov, ki so v naravi zelo razSirjeni in mnogim
rastlinam, sadju in zelenjavi dajejo rdeCe, oranZne in rumene barvne tone. Sintetizirajo jih
prakti¢no vsi fotosintetski organizmi, nastajajo pa tudi v algah in cianobakterijah ter v
nekaterih nefotosintetskih bakterijah in glivah. Sicer pa imajo karotenoidi v rastlinah
veliko razli¢nih vlog (Lu in Li, 2008). Kot pigmenti sodelujejo pri fotosintezi, kjer sluZijo
kot lovilci svetlobe razli¢nih valovnih dolzin, med njimi tudi take, ki jih klorofil ne more
absorbirati (Larson, 1988). S tem hkrati tudi zaS¢itijo klorofil pred svetlobnimi
poskodbami (Armstrong in Hearst, 1996). Poleg tega pa cvetove in plodove obarvajo z
rde¢imi, oranZnimi in rumenimi barvami in tako privlacijo Zuzelke in zivali za opraSevanje
in raznaSanje semen (Lu in Li, 2008). Oksidacija karotenoidov omogoc¢i nastanek
apokarotenoidov, ki v rastlinah delujejo kot signalne molekule v razvoju rastlin in jih
varujejo pred glivicnimi okuZbami. Poleg tega nekateri apokarotenoidi dajejo cvetovom in
plodovom znacilno aromo in okus (Auldridge in sod., 2006). Biokemijsko gledano
karotenoidi spadajo v kategorijo tetraterpenoidov, kar pomeni, da so sestavljeni iz 40
ogljikov in imajo v sebi Stiri terpene, vsak po deset ogljikovih atomov. Delimo jih na
ksantofile in karotene. Ksantofili so karotenoidi, ki vsebujejo kisikov atom kot npr. lutein
in zeaksantin. Karoteni pa ne vsebujejo kisika in so sestavljeni samo iz ogljika in vodika.
Sem spadajo likopen, a-karoten in B-karoten (Sausserde in Kampuss, 2014).

2.3 ZDRAVILNI OGNJIC

Zdravilni ognji¢ (Calendula officinalis) je enoletna zdravilna rastlina z oranznimi cvetovi,
ki izvira iz juzne Evrope, danes pa uspeva predvsem v vrtovih tudi drugod po svetu
(Willfort, 1988: 206). Uporabljale naj bi ga Ze nekatere stare civilizacije v Egiptu in Gr¢iji,
poznali pa so ga tudi Hindujci in Arabci. Njegovo ime Calendula izvira iz latinske besede
calends, ki pomeni prvi dan vsakega meseca, saj je ognji¢ znan po tem, da ima dolgo
obdobje cvetenja (Kemper, 1999), ki traja od junija do oktobra. Zraste lahko do 60 cm
visoko, cvetovi pa so lahko Siroki do 4 cm (Slika 6). Glede na to, ali so bili cvetovi odprti
ali zaprti, so lahko véasih celo napovedovali deZ. Ce so bile glavice po sedmi uri zjutraj $e
vedno zaprte, je bil to znak, da bo Se isti dan deZevalo (Willfort, 1988: 205). Ognji¢
poznamo tudi pod slovenskimi ljudskimi imeni babji prstanec, mesecek, primozek, vrtni
ognji¢, ognjec in rigelc (Treben, 1980: 40).
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Ognji¢ ima Ze zelo dolgo tradicijo uporabe v zdravilstvu. Omenjala naj bi jo Ze znana
zeliScarka sestra Hildegarda von Biegen, ki je napisala ve¢ besedil o zeliS€arstvu Ze v 12.
stoletju (Majes, 2011: 180). Prav zaradi svoje dolgoletne uporabe je bilo ognjicu
namenjenih precej znanstvenih raziskav (omenjenih v nadaljevanju), ki so dokazale, da
ognjievi  pripravki  delujejo  protivnetno, protibakterijsko, protitumorsko in
antioksidativno.

2.3.1 Tradicionalna uporaba ognjica

V ljudskem zdravilstvu se uporabljajo celi cvetovi (Slika 6, levo), ki jih je potrebno nabrati
ob son¢nem vremenu, da niso mokri. Nekateri viri pravijo, da je moZno uporabiti tudi liste,
¢e so nabrani v Casu cvetenja ognji¢a (Wilfort, 1988: 206), drugi pa pravijo, da se listov ne
uporablja. Vencne liste ognjica lahko uporabimo tudi namesto Zafrana kot zacimbo. Sicer
pa lahko cvetove uporabimo sveze ali jih posuSimo. SveZe se uporabljajo predvsem za
izdelavo mazil in tinktur (Majes, 2011: 180).

s w aa \ £ d - - = A

Slika 6: SveZi ognjicevi cvetovi (levo) in nasad ognjica (desno) (Majes, 2011).

Ognjicevo tinkturo obicajno pripravljamo iz 70 % alkohola, lahko pa tudi iz 50 %
alkohola, da se izlocijo tudi vodotopne snovi (Slika 7). Notranje jo uporabljamo pri
¢revesnih in Zelod¢nih boleznih, vnetju debelega Crevesja in driski. PospeSuje nastanjanje
Zol¢a in odvaja vodo. Pomaga tudi pri blaZenju teZav v menopavzi in uravnava neredne in
bole¢e menstruacije (Majes, 2011: 33). Zunanje pa jo uporabljamo kot obkladke pri
gnojnih ranah, krénih Zilah (Willfort, 1988: 206) in pri pretegnjenih miSicah, podplutbah,
oteklinah ter zmeckaninah. Razred¢eno jo priporo¢ajo tudi za ¢iS€enje obraza pri aknah
(Majes, 2011: 33).

Ognjicevo mazilo se obicajno pripravlja iz svinjske masti (Slika 7) (Wilfort, 1988: 206).
Deluje proti aknam, opeklinam, ozeblinam, odrgninam, gliviénim obolenjem rok in nog,
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suhi in vneti koZi ter pospeSuje krvni obtok in celjenje ran. Pomaga tudi pri celjenju
brazgotin po operacijah, odstranjuje bradavice, kurja oCesa, kréne Zile in pomaga pri revmi,
zvinih in pri pikih ZuZelk (Majes, 2011: 37). Ognji€evo mazilo je primerno tudi pri
zdravljenju Cirov, vnetnih oteklin in ran pri domacih Zivalih (Willfort, 1988: 207).

| <
i " % S "y

Slika 7: Priprava tinkture ognji¢a iz cvetov in 50 % tropinovca (levo) ter izdelava ognjiCevega mazila na
osnovi svinjske masti (desno) (Majes, 2011).

Iz ognji¢a lahko pripravimo tudi Caj, ki ga lahko pijemo pri Zelod¢nih ali ¢revesnih
tezavah, driski in vnetju debelega crevesja. Z rednim pitjem lahko ocisti kri in pomaga pri
uravnavanju menstruacije in blazi bolecine (Willfort, 1988: 206). Ognji¢eve cvetove se
lahko dodajajo tudi v razlicne Cajne meSanice z ostalimi zeliS¢i za zdravljenje teZav
debelega crevesja, inkontinence, herpesa in blaZenje epilepsije. Pripravimo lahko tudi
ognjicev sirup, ki izboljSa pocutje in poveca imunsko odpornost (Majes, 2011: 43).

2.3.2 Znanstvene raziskave o ognjicu

Zaradi zdravilnih lastnosti ognji¢a so se Stevilni raziskovalci lotili razli¢nih testiranj in
znanstvenih poskusov, tako in vivo kot tudi in vitro, da bi lahko kvantitativno dolocili
njegov ucinek na razlicne Zivali in celice v razli¢nih patoloskih in fizioloSkih stanjih.
Veliko raziskav se je osredoto€ilo na dolocitev koli¢ine in razmerij med aktivnimi snovmi,
ki jih vsebuje ognji¢. Druge pa so testirale razlicne moZne pozitivne ucinke, ki naj bi jih na
organizem imel ognjic.

Biokemijske analize ognjicevih cvetov so pokazale, da vsebujejo karotenoide, flavonoide,
terpenoide, saponine in eteri¢na olja (Sausserde in sod., 2014; Hamburger in sod., 2003;
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Neukirch in sod., 2004; Raal in Kirsipuu, 2011; Butnariu in Coradini, 2012; Pintea in sod.,
2003; Kishimoto in sod., 2005; Cetkovi¢ in sod., 2003). Za taksSno kvantitativno doloCanje
sestavin so najveckrat uporabili razlicne tipe kromatografij: tankoplastne kromatografije
(TLC), nizkotlacne tekoCinske kromatografija (LPLC) in visokotlacne tekocinske
kromatografije (HPLC). Na ta nacin se sestavine med potekom metode loc¢ijo, na podlagi
Ze uveljavljenih standardov in literature pa lahko te sestavine tudi identificirajo. Pri vecini
teh raziskav so dolocili biokemijsko sestavo ve¢ razli€nih rastlin, ki so med sabo
razlikovale bodisi po sorti bodisi po lokaciji rasti (Neukirch in sod., 2004; Raal in
Kirsipuu, 2011; Butnariu in Coradini, 2012; Pintea in sod., 2003; Kishimoto in sod., 2005).
Nekateri so uporabljali enake rastline, a so za ekstrakcijo uporabili razli¢na topila
(Butnariu in Coradini, 2012).

Pintea in sod. (2003) so pri HPLC analizi Stirih razli¢nih ognji¢evih cvetov (dvoji oranzni,
dvoji rumeni) nasli naslednje karotenoide: a-karoten, B-karoten, y-karoten, likopen, lutein,
zeaksantin, neoksantin, luteoksantin, flavoksantin, rubiksantin, anteraksantin,
mutatoksantin in laktukaksantin. Rezultati so pokazali, da vse §tiri razliice ognjicevih
cvetov vecinoma vsebujejo iste pigmente, se pa razlikujejo v razmerju med posameznimi
pigmenti. Razmerja vseh pigmentov med posameznimi cvetovi so pokazala, da so oranZni
cvetovi vsebovali ve¢ karotenov (likopen, y-karoten, B-karoten in rubiksantin), medtem ko
so rumeni cvetovi vsebovali ve¢ ksantofilov. S tem so uspeli dokazati, da je oranZna barva
odvisna od koli¢ine karotenov. Do podobnih rezultatov so prisli tudi Kishimoto in sod.
(2005) (Slika 8).

B
A q/
" A _ i w
Alice Yellow Gold Star Golden Zem

Slika 8: Primeri razli¢nih oranZnih in rumenih ognjievih cvetov za kvantitativno analizo karotenoidov
(Kishimoto in sod., 2005).

Raal in Kirsipuu (2011), Butnariu in Coradini (2012) ter Piccaglia in sod. (1997) so
analizirali koli¢ino flavonoidov v ognji¢evih cvetovih. Raal in Kirsipuu (2011) sta testirala
20 razliénih vzorcev ognji¢evih cvetov, katerih semena so izvirala iz Finske, Velike
Britanije, Ceske, Litve, Rusije, Poljske, Latvije in Estonije, vse rastline pa so bile vzgojene
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v Estoniji. Cvetovi so se med sabo razlikovali po barvah in posledi¢no so se razlikovali
tudi po vsebnosti flavonoidov. Najvecjo vsebnost flavonoidov so vsebovali cvetovi
Kablouna iz Finske, ki so bili rumene barve. Nekateri izmed vzorcev, ki so imeli visoko
vsebnost flavonoidov, so imeli tudi viSjo vsebnost karotenoidov, vendar med njimi ni bilo
korelacije. Tako so dokazali, da se vsebnost flavonoidov razlikuje med posameznimi kraji,
iz katerih izvirajo semena in da med barvo cvetov (torej vsebnostjo karotenoidov) in
vsebnostjo flavonoidov ni povezave.

Butnariu in Coradini (2012) sta v svoji raziskavi o vsebnosti flavonoidov testirala dvoje
razli¢nih cvetov, ki so bili ekstrahirani s Stirimi razli¢nimi topili: 80 % metanolom, 96 %
etanolom, 100 % izopropanolom in 60 % etanolom. Izkazalo se je, da se oboji cvetovi
razlikujejo v vsebnosti flavonoidov in da je metanol bil bolj ucinkovit pri ekstrahiranju
flavonoidov.

Piccaglia in sod. (1997) so testirali ali ¢as nabiranja cvetov v obdobju cvetenja in
vremenske razmere vplivajo na vsebnost flavonoidov in karotenoidov. Poskus je potekal
dve leti. Med vzorci nabranimi v istem letu ni bilo velikih razlik v vsebnosti flavonoidov in
karotenoidov. Nasprotno pa se je med vzorci za posamezno leto pokazala razlika v
vsebnosti obeh snovi. Prvo leto so vzorci vsebovali ve¢ flavonoidov in manj karotenoidov,
naslednje leto pa je bilo stanje obratno. To so pri analiziranju rezultatov tudi pri¢akovali,
saj se je barva cvetov v teh dveh letih spremenila iz rumene v bolj oranzno. Glede
vremenskih razmer pa se je pokazalo, da ni ve¢jega vpliva na Stevilo cvetov na rastlini in
tako je bil izkupicek posusenih in sveZih cvetov v obeh letih bolj ali manj enak.

Ognjicu oz. ognjiCevim ekstraktom so do zdaj uspeli dokazati: imunostimulatorno,
protivnetno, protivirusno, genotoksi¢no, antigenotoksi¢no, protitumorsko, delovanje in
celjenje ran.

Ukiya in sod. (2006) so izolirali 10 razli¢nih triterpenov in 5 feronolov ter testirali njithovo
protivnetno delovanje in vivo in protitumorsko delovanje in vitro. Vsi triterpenoidi so
pokazali u€inkovito protivnetno delovanje v edemu (vodenica) v misjih uSesih, medtem ko
so feronoli pokazali Sibak inhibitorni u¢inek. Dva izmed triterpenov pa sta pokazala
najucinkovitejSe citotoksi¢no delovanje proti rakavim celicam debelega Crevesja, levkemiji
in melanomskih celicah. Triterpeni so tako glavni razlog za citotoksi¢en ucinek ognjic¢evih
ekstraktov.

Preethi in sod. (2009) so prav tako testirali protivnetno delovanje ognji¢evega etanolnega
ekstrakta in vivo. Za povzroCitev vnetja so uporabili karagenan in dekstran, oba pa
povzroCita edem oz. nabiranje tekoCine na mestu vnetja. Ognjicev ekstrakt je zniZal
koncentracijo citokina interferona gama (IFN-y) in inhibiral izraZanje encima
ciklooksigenaze 2 (Cox-2) ter tako zmanjSal vnetje.
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Jiménez-Medina in sod. (2006) so ognjieve cvetove najprej tretirali z laserjem valovne
dolzine 650 nm, nato pa iz njih pripravili vodne ognjiceve esktrakte (LACE). Ta ekstrakt
so nato primerjali z vodnim ekstraktom brez laserskega tretiranja (CE), kateri izmed njiju
je bolj uc¢inkovit v protitumorskem delovanju proti razli¢nim tumorskim celi¢nim linijam
in vitro. Uporabili so celice miSjega melanoma, misje fibrosarkome, ¢loveskega melanoma,
Cloveski rak dojke, Cloveski rak Zelodca, Cloveski rak prostate, Cloveski rak trebusne
slinavke, C¢loveski plju¢ni rak, ¢loveski rak maternicnega vratu, rak debelega Crevesja in
veC vrst levkemij. Izkazalo se je, da je LACE pokazal ucinkovito protitumorsko oz.
protirakavo delovanje proti razlicnim tipom raka, ponekod je priSlo celo do 100 %
inhibicije rasti. Poleg tega pa je Slo za nespecifi¢en ucinek, torej je LACE deloval ne glede
na tip tumorja. CE je po drugi strani prikazal Sibko inhibitorno delovanje na rast tumorskih
celic. Razlog za tako ucinkovitost LACE se skriva v laserskem tretiranju cvetov, ki je
povzrocil konformacijske spremembe, aktivacijo ali razgradnjo razli¢nih molekule, ki se
nahajajo v cvetovih. Poleg tega pa so testirali Se imunostimulatorno delovanje obeh
ekstraktov, kjer so opazovali ucinek na proliferacijo perifernih krvnih limfocitov (PBL) in
vitro. Tu sta oba ekstrakta aktivirala limfocite in spodbudila njihovo proliferacijo. LACE
pa je celo uspel ponovno aktivirati celi¢ni cikel limfocitov, tudi ko so Ze bili v mirovalnem
stanju.

Kalvatchev in sod. (1997) so v svoji raziskavi testirali vpliv metanolnega in vodnega
ognji¢evega ekstrakta na ¢loveski virus imunske pomanjkljivosti tipa 1 (HIV-1). Ugotovili
so, da je metanolni ekstrakt v koncentracijah 10-30 pg/ml inhibiral pomnoZevanje virusa v
akutno okuzenih limfocitih. Poleg tega je metanolni ekstrakt v koncentraciji 500 pg/ml
uspesSno zaScitil neokuzene limfocite pred virusno fuzijo z Ze okuZenimi celicami. Uspeli
so tudi dokazati, da metanolni ekstrakt inhibira aktivnost virusnega encima reverzne
transkriptaze, medtem ko vodni ekstrakt uc¢inka ni pokazal.

V raziskavi Pérez-Carredn in sod. (2002) pa so dokazali, da lahko vodni in vodni-etanolni
ekstrakti ognjica v koncentracijah 0,2-50 ng/ml zascitijo celice pred genotoksi¢nimi
poskodbami karcinogena dietilnitrozamina (DEN). Predvidevajo, da so flavonoli tisti, ki
imajo to zascitno vlogo. Hkrati pa so tudi dokazali, da pri tisoCkrat visjih koncentracijah
(50-100 pg/ml) ekstraktov sami povzrocajo genotoksi¢nost, kjer so razlog ravno tako
flavonoli, vendar ne izkljucujejo sinergisticnega ali antagonisticnega delovanja flavonolov
z drugimi komponentami v esktraktih.

Parente in sod. (2012), Hadfield in sod. (2008) ter Fronza in sod. (2009) so raziskovali
vpliv ognjicevih ekstraktov na celjenje ran, pri ¢emer so vsi dokazali pozitivne ucinke. Pri
raziskavi Fronza in sod. (2009) je Slo za testiranje heksanskega in etanolnega ognji¢evega
ekstrakta in vitro, kjer so uporabili metodo praske. Fibroblaste so v 24-lukenjski plos¢i
gojili toliko Casa, da so ustvarile skoraj popolnoma konfluenten enosloj. S sterilnim 100 ul
nastavkom za pipete so podrgnili po dnu luknjice v eni ravni liniji in opazovali migracijo
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celic v »rano«. Pri tem se je najbolje izkazal heksanski ekstrakt, ki je spodbudil migracijo
in proliferacijo fibroblastov. Z nadaljnjimi poskusi so dokazali, da so za stimulacijo
migracije in proliferacije celic v testu prakse odgovorni triterpeni, katerim je bila zZe
dokazano tudi protivnetno delovanje.

Pri raziskavi Parente in sod. (2012) so opravili in vivo poskus o vplivu etanolnega ekstrakta
na celjenje koZnih ran pri podganah, pri ¢emer so uporabili makroskopske, morfometricne,
histopatoloSke in imunohistokemijske analize. Dokazali so, da ognjicev ekstrakt spodbuja
razraS€anje fibroznega tkiva (fibroplazija) in angiogenezo.

Hadfield in sod. (2008) pa so na ljudeh testirali in opazovali celjenje razli¢nih koznih ran
in obolenj s pomocjo razlicnih past, ki so vsebovale ognjiCev ekstrakt. Opazovali so
protivirusno delovanje ekstrakta pri bradavicah, protiglivicno delovanje na nohtih,
protivnetno delovanje in sposobnost odpravljanja mo¢no porozenele koZe. Pri vseh oblikah
ran in obolenj so opazili pozitivhe ucinke in ponekod celo popolno okrevanje. Zdravljenje
z ognji¢em tako omogoca neinvazivno in ucinkovito odpravljanje razli¢nih, sicer tezko in
pocasi ozdravljivih koZnih ran.

Najvec€ raziskav se je osredotocilo na antioksidativno delovanje ognji¢evih ekstraktov, saj
imajo zaradi svoje sestave flavonoidov in karatenoidov velik potencial pri u¢inkovitem
odpravljanju in za$¢iti pred oksidativnim stresom (Butnariu in Coradini, 2012; Cetkovié¢ in
sod., 2003; Preethis in sod., 2006; Franki¢ in sod., 2008; Cetkovié in sod., 2004; Gong in
sod., 2012; Sabir in sod., 2015; Alnugaydan in sod., 2015). Le pri raziskavi Milliauskas in
sod. (2004) je ognjicev ekstrakt pokazal Sibek antioksidativni uinek.

Tudi pri teh raziskavah se za doloCanje vsebnosti vseh flavonoidov, fenolov in ostalih
fenolnih spojin uporablja HPLC. Za merjenje antioksidativnega ucinka pa se uporabljajo
metode lovljenja prostih radikalov DPPH (difenil pikrihidrazil), ABTS (azino
etilbenzotiazolin sulfonska kislina) in FRAP (reduciranje Zelezovega iona).

Princip teh raziskav je povsod priblizno enak in tudi rezultati nakazujejo, da je
antioksidativna lastnost ekstraktov odvisna od koli¢ine vsebovanih fenolnih spojin.
Razlikujejo se vecinoma le po uporabi razli¢nih topil za ekstrakcijo, pri cemer so rezultati
pokazali, da topilo dokazano vpliva na vsebnost fenolnih spojin, saj topila razli¢no
ekstrahirajo snovi iz rastlinskega materiala (Butnaariu in Coradini, 2012; Cetkovi¢ in sod.,
2003, 2004; Gong in sod., 2012). To so Sultana in sod. (2009) dokazali tudi pri ekstraktih
drugih zdravilnih rastlin.

V raziskavi Sabir in sod. (2015) so primerjali antioksidativno delovanje ognji¢evega
ekstrakta iz cvetov in ekstrakta iz listov. Dokazali so, da cvetovi vsebujejo ve¢ fenolnih
spojin kot listi in imajo zato boljSo antioksidativno delovanje.
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Cetkovi¢ in sod. (2004) pa so primerjali antioksidativne u¢inke med ekstraktom gojenega
ognjia in ekstraktom ognji¢a najdenega v naravi. Rezultati so pokazali, da imata tako
metanolni kot vodni ekstrakt gojenega ognjica vec¢jo sposobnost lovljenja prostih radikalov
kot pa ekstrakta ognjica iz narave v obeh topilih.

Alnugaydan in sod. (2015) so v svoji raziskavi testirali zas¢itno antioksidativno delovanje
vodno-etanolnega ognjicevega ekstrakta in vitro. Cloveske koZne celice so za dalj Casa
izpostavili ekstraktu, nato pa so jih za krajsi Cas tretirali s H,O,, s katerim so izzvali
oksidativni stres. Koncentracije viSje od 1760 pg/ml so uspele zascititi celice pred
odmrtjem, pri daljSih €asovnih izpostavitvah ekstrakta pa so pred oksidativnim stresom
za$c¢ito omogocile tudi niZje koncentracije.

Fonseca in sod. (2010; 2011) pa so testirali delovanje vodno-etanolnega ognji¢evega
ekstrakta pri preprecevanju poSkodb na kozi, ki so bile posledica oksidativnega stresa
zaradi ultravijolicnega (UV) sevanja. V raziskavi Fonseca in sod. (2010) so pri testu in vivo
miSke oralno zauZile ekstrakt, medtem ko so pri raziskavi Fonseca in sod. (2011) ekstrakt
nanesli topikalno na koZo. Fonseca in sod. (2010) so v svoji raziskavi dokazali, da ognjicev
ekstrakt ucinkovito preprecuje zmanjSanje glutationa kot posledica UVB sevanja in lovi
proste radikale. Hkrati pa so s testom in vitro uspeli dokazati, da nizke koncentracije
ekstraktov pozitivno delujejo na zdrave celice, medtem ko viSje koncentracije kazejo
citotoksi¢en ucinek tako na zdrave kot na tumorske celice. V raziskavi Fonseca in sod.
(2011) so testirali razlicne pripravke z ekstraktom za topikalni nanos na kozo misk za
prepreCitev in zdravljenje poSkodb zaradi UVB sevanja. Pripravek v obliki gela je bil
najbolj uc€inkovit pri dostavi ekstrakta v epidermis, kjer je ekstrakt lahko vzdrZeval nivo
glutationa. Poleg tega pa je gel z ekstraktom tudi uspel prepreciti tvorbo poSkodb zaradi
UVB sevanja.

Ognjicevi ekstrakti kazejo velik potencial za uporabo ne samo v kozmetiki, ampak tudi v
prehrani Zivali in morda tudi ljudi kot naravno dopolnilo za izboljSanje odpornosti in kot
ucinkovito naravno zdravilo. Vendar pa so za tovrstno uporabo potrebne toksikoloske
Studije, ki pa jih na podrocju ognji¢a zaenkrat Se primanjkuje. Iz tradicije zdravilstva sicer
vemo, da je uporaba ognji¢a varna, kar pa je potrebno dokazati tudi znanstveno. Vecina
tovrstnih Studij je pravzaprav opravljenih soCasno z drugimi poskusi, kjer na primer poleg
protivnetnega ucinka testirajo Se citotoksi¢nost. Na tem podroc¢ju Ze obstajajo dokazi, da je
citotoksi¢nost ognji¢evih ekstraktov odvisna od koncentracije. Sicer pa dosedanje Studije
in vivo kazejo, da ekstrakti ognji¢a ne povzrocajo poskodb, stranskih ucinkov ali smrti.
Primer take Studije je raziskava Silva in sod. (2007), kjer ne akutni ne subakutni odmerki
niso pokazali negativnih u¢inkov na podganah. Opazili so le povecano koli¢ino alinin
aminotransferaze in dusSika iz uree v krvi ter ve¢ histoloskih sprememb na jetrih, kar lahko



Blatnik E. U¢inek ekstrakta ognji¢a na kokosje makrofage in vitro.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta. Studij molekulske in funkcionalne biologije, 2016

18

nakazuje na preobremenjenost ledvic in jeter. Hepatotoksicen ucinek bi lahko sicer nastal
zaradi flavonoidov v ekstraktu, saj imajo lahko tudi prooksidativne lastnosti.

Eden izmed moZnih negativnih u¢inkov ognji¢a so alergi¢ne reakcije za tiste ljudi, ki so
obcutljivi na katerokoli rastlino iz druzZine Asteraceae oz. Compositae. Wintzen in sod.
(2003) opisujejo klini¢ni primer alergije na to druzino.

V zadnjem casu, ko so nekateri ucinki ognji¢a Ze dobro raziskani, se pojavljajo nove
Studije in raziskave o nacinu dostave zdravilnih u¢inkovin ognji¢a pri zdravljenja razli¢nih
bolezni. Tak primer je raziskava Arana in sod. (2015), kjer so testirali razli¢ne velikosti,
morfologije in termalne lastnosti nanodelcev za bolj ucinkovito dostavo sestavin
ognjiCevega ekstrakta. Na ta nacin bi lahko dostavili tudi v vodi netopne snovi npr.
faradiole, na oCesno povrsino. Tako bi lahko olajsali draZenje pri suhih o¢eh in pozdravili
blefaritis (vnetje ocCesne veke). Rezultati raziskave so bili pozitivni in kazejo, da bi
nanodelci lahko postali u¢inkovit dostavni sistem sestavin ognjicevega ekstrakta.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 CELICNA LINIJA HD11

Trajna celi¢na linija HD11 je nastala s transformacijo kokosjih hematopoetskih celic s
kokosjim virusom levkemije MC29. Gre za celice, ki so morfolosko podobne koko$jim
makrofagom, so sposobni fagocitirati in na povrSini izrazajo antigene makrofagov (Beug in
sod., 1979).

Za gojenje celic HD11 smo uporabljali gojisS¢e RPMI-1640 z dodatki serumov in
antibiotika. Osnovno RPMI-1640 gojis¢e (R8755, Sigma Aldrich) smo pripravili po
navodilih proizvajalca, le da smo najprej v MilliQ vodi raztopili natrijev hidrogenkarbonat
(NaHCOs3, 1411006, Kemika Zagreb) in Sele nato raztopili gojisS¢e RPMI. Pripravljeno
gojisce smo nato sterilno filtrirali s filtrom (Acrocap Filter Unit, 4480, Pall Life Sciences)
in ga do uporabe shranili v hladilniku.

.....

seruma, od tega je 8 % predstavljal goveji Fetal Bovine Serum — FBS (Fetal Clone II
Hyclone, SH30066-03, Thermo Scientific), 2 % pa kokosji Chicken Serum — CS (C5405,
Sigma Aldrich). Poleg serumov je gojis¢e G1 vsebovalo Se 0,1 % antibiotika gentamicin
(Garamycin, 40mg/ml, A58633, Krka). Gojis¢e G2 pa je vsebovalo 7 % seruma, od tega 5
% FBS in 2 % CS ter ravno tako 0,1 % antibiotika gentamicin.

Celice HDI11 so bile shranjene v tekocem dusiku na -196 °C, zato smo jih morali najprej
odmrzniti. To smo storili tako, da smo iz kriogenske posode vzeli zamrzovalno vialo in jo
¢im hitreje segreli na 37 °C v vodni kopeli. Ko se je vsebina viale odtalila, smo celotni
volumen 1 ml hitro odpipetirali v 5 ml sveZega predhodno ogretega gojis¢a RPMI-1640
brez dodatkov. Na ta na¢in smo razred¢ili krioprotektant DMSO in tako preprecili, da bi po
odtajanju poskodoval celice. Nato je sledilo centrifugiranje celic 10 min na 900 obr/min.
Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in nato celice dobro resuspendirali v 10 ml
gojisc¢a G1 (RPMI-1640, 8 % FBS, 2 % CS, 0,1 % gentamicin). Celice smo nato prestavili
v 250 ml oz. 75 cm? gojitveno posodo in postavili v celi¢ni inkubator na 37 °C in 5 % CO,
atmosfero.

Kokosji makrofagi HD11 so semi-adherentna trajna celi¢na linija z zmerno hitro rastjo in
jih je potrebno presaditi, ko doseZejo 80-85 % konfluenost. To smo storili priblizno enkrat
na teden, in sicer tako, da smo celice najprej postrgali z dna gojitvene posode s strgalko
(TPPA99002, VWR). Nato smo jih prestavili v plasti¢no epruveto in centrifugirali 10 min
na 900 obr/min. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in celice dobro
resuspendirali v 4 ml Gl gojis¢a. Cetrtino celic smo nato prestavili v novo 250 ml
gojitveno posodo in dodali G1 gojiS¢e do skupnega volumna 10 ml. Preostanek celic smo
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zavrgli. Novo pasaZo celic smo nato pustili v celiénem inkubatorju na ter ji po dveh ali treh
dneh zamenjali gojiSce. Po petih ali Sestih dneh oz. ko so celice ponovno dosegle 80-85 %
konfluentnost, smo postopek presajanja celic ponovili.

Pri poskusih pasaza celic ni bila pomembna, saj se celice HD11 skozi pasaze morfolosko
ne spreminjajo in le-ta ne vpliva na fiziolosko stanje celic. V kolikor smo s poskusi
zacasno prenehali in celic nekaj ¢asa nismo potrebovali, smo prekinili z gojenjem in ob
zaCetku poskusa odtalili nove celice po prej opisanem postopku. Vsaki¢, ko smo celice
odtalili, smo jih najprej gojili do IV. pasaze in jih Sele nato uporabili za poskus, da so se
celice imele Cas stabilizirati.

Za gojenje celic smo uporabili standardno laboratorijsko opremo: celi¢ni inkubator (Sanyo)
s pogoji gojenja 37 °C in 5 % CO, atmosfero in brezprasno komoro (Telstar Biostar). V
postopkih presajanja smo uporabili Se vodno kopel (Kambic¢) in centrifugo (Centric322A,
Tehtnica). Gojisca, pufre in fluorescentna barvila smo shranjevali v hladilniku, ekstrakte pa
v zamrzovalniku.

3.2 OGNJICEV EKSTRAKT

Pri poskusih smo uporabili dva 25 % ognjiceva ekstrakta v razlicnih topilih: ognjicev
etanolni ekstrakt (OEE) in ognji¢ev propilen-glikolski ekstrakt (OPGE). Ekstrakta sta bila
pripravljena na Katedri za prehrano na Oddelku za zootehniko na Rodici, BiotehniSka
fakulteta. Ekstrakt oz. tinkturo ognjic¢a je po literaturi o tradicionalni medicini (Miiller in
Hildebrand, 1998) pripravil prof. dr. Karl Salobir. Zmleti cvetni listi¢i oz. celi cvetovi so
bili namoceni v topilu v razmerju 1 : 4 (200 g rastline in 800 g topila). Uporabljeni sta bili
dve topili, 70 % etanol (EtOH) in 50 % propilen-glikol (PG). Ekstrakcija je potekala 18 dni
v zaprti stekleni posodi v temi, vsebina pa je bila med tem veCkrat premeSana brez
odpiranja posode.

Za povzrocCitev oksidativnega stresa smo uporabili 30 % H,0, (K40128210 918, Merck
KGaA). V poskusih smo uporabili tudi filtriran (0,22 um, 5045013, Sartorius) 1x PBS
pufer (z dodatkom 0,1% gentamicina) za zapolnitev praznih ali Ze testiranih luknjic na
bodisi 96-lukenjski mikrotitrski plos¢i bodisi na 24-gojitveni ploSci.

3.3. STETJE CELIC HD11
3.3.1 Stetje z Neubauerjevimi §tevnimi komorami
Celice smo s strgalko postrgali z dna gojitvene plosce jih dobro resuspendirali. Nato smo iz

luknje vzeli 20 ul vzorca in mu dodali barvilo Tripan modro (0,4 % v/v, T8154, Sigma
Aldrich) v razmerju 1:1. Pri tem barvilu se modro obarvajo le mrtve celice, saj imajo le-te
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poSkodovano membrano skozi katero lahko Tripan modro preide v citoplazmo in jo
obarva. Pri Zivih celicah je membrana stabilna in nepoSkodovana, zato barvilo ne more
preiti v citoplazmo. Posledi¢no lahko pod vidno svetlobo vidimo bele Zive celice in modre
mrtve celice (Mascotti in sod., 2000). Za Stetje smo uporabili filtrirano barvilo Tripan
modro, saj se v njem lahko ob dalj$em shranjevanju za¢nejo tvoriti kristali. Stevno komoro
smo prenesli pod mikroskop in presteli tako Zive kot tudi mrtve celice v vseh Stirih
kvadratih Stevne komore.

3.3.2 Stetje v mikrotitrski plo§¢i pod mikroskopom

Vsakemu vzorcu v 96-lukenjski mikrotitrski ploS¢i smo dodali 25 ul barvila Tripan modro
in inkubirali 5 min. Nato smo odsesali celoten volumen vsake luknjice v plos¢i in dodali
100 pl 1x PBS pufra z 0,1 % gentamicinom. Gojitveno plos¢o smo postavili pod
mikroskop in ro¢no presteli vzorce. V vsaki luknjici smo presteli celice v 3 vidnih poljih.

3.3.3 Stetje s polavtomatskim celi¢nim $tevcem LUNA-FL™

Polavtomatski celi¢ni Stevec LUNA-FL™ (Logos Biosystems) je naprava, ki omogoca
Stetje celic pod vidno in fluorescen¢no svetlobo ter prilagoditev parametrov Stetja (velikost
celic, oblika celic, jakost oddajanja svetlobe ...) posamezni celi¢ni liniji. Pri Stetju celic se
uporabljajo posebne Stevne plos€ice za enkratno uporabo, namenjene posebej za to
napravo. Le-te se lo¢ijo med sabo po tem, pod katero svetlobo Stejemo celice. Tako imamo
Stevne ploscice za vidno svetlobo (Logos Biosystems, L12001) in za fluorescencno
svetlobo (PhotonSlide, Logos Biosystems, L.12005). Za Stetje vzorcev smo celice s strgalko
postrgali z dna luknjice v gojitveni plos¢i in jih dobro resuspendirali. Nato smo vzeli 10 pl
vzorca in mu dodali 10 pl barvila Tripan modro. V Stevno plos¢ico (Slika 9, levo) smo
nato odpipetirali 10 ul meSanice barvila in celic ter jo vstavili v reZo na napravi.

Slika 9: Stevna plo§¢ica za vidno svetlobo za Stetje s celi¢nim §teveem LUNA-FL™ (levo, Luna Bright Field
..., 2014) in slika vzorca (desno) pridobljena z LUNA-FL™, obarvan z barvilom Tripan modro in
oznacenimi Zivimi celicami (obarvane zeleno) ter mrtvimi celicami (obarvane rdece).
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Naprava nam za vsak vzorce poda Ze preracunano koncentracijo vseh celic ter
koncentracijo Zivih in mrtvih celic. Hkrati pa nam poda Se viabilnost in povprecno velikost
celic ter omogoca vizualni vpogled v vzorec (Slika 9, desno).

3.3.3.1 Primerjava dveh razli¢nih barvil za Stetje z avtomatskim celicnim Stevcem LUNA-
FLTM

Preden smo se lotili preliminarnih poskusov, smo Zeleli preveriti natancnost posamezne
metode Stetja z razlicnimi barvili in ali prihaja med njima do razlik oz. odstopanj v
rezultatih. Celice smo najprej tretirali z razliénimi koncentracijami H,O,, nato pa presteli s
pomocjo LUNA-FL™., Celice smo tretirali s H,O,, ker smo Zeleli v vzorcih dobiti Zive in
mrtve celice in bi tako lazje videli razliko med barvili. Primerjali smo Stetje pod vidno
svetlobo z barvilom Tripan modro in Stetje pod fluorescencno svetlobo s kompletom dveh
fluorescentnih barvil: akridin oranzno in propidijev jodid (AO/PI, F23001, Logos
Biosystems) (Slika 11). AO prehaja skozi membrano in se nato veze na nukleinske kisline
v zivih celicah, zaradi ¢esar zacne fluorescirati zeleno svetlobo. PI pa lahko prehaja samo
skozi poSkodovano membrano in se v mrtvih celicah veze na DNK ali RNK ter tako za¢ne
fluorescirati oranzno oz. rdeco svetlobo (Mascotti in sod., 2000).

Pripravili smo tri 24-lukenjske mikrotitrske plosce (tri ponovitve poskusa), v katere smo
nasadili 2 x 10> celic na luknjico. Volumen ene luknjice je znagal 1 ml, uporabili pa smo
gojisc¢e G1. Plos¢e smo nato prestavili v celi¢ni inkubator (37 °C, 5 % CO,), kjer smo jih
pustili tri dni, da so se celice pritrdile na dno in stabilizirale.

Po inkubaciji smo pripravili zaloZzne raztopine H»>O,, kjer smo za redcenje uporabili
osnovno gojis¢e RPMI-1640. Kon¢ne koncentracije so bile tako 50 uM, 100 uM in 200
uM H,0O,, celice pa smo tretirali za 3 h, 6 h in 24 h. Razporeditev vzorcev na ploscah je
prikazana na sliki 10.
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Slika 10: Razporeditev vzorcev na 24-lukenjski gojitveni ploS¢i. Koncentracije H,O, so podane v uM.
Luknjica D1 je sluZila kot kontrola stanja celic pred tretiranjem s H,O,.
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Ko se je dolocen ¢as tretiranja iztekel, smo celice najprej postrgali z dna luknjice s strgalko
in nato dobro resuspendirali. Iz vsake luknje smo vzeli dva vzorca celic: 20 pl in 18 pl.
Prvemu smo dodali 20 pl Tripan modrega (razmerje 1:1) in drugemu 2 ul AO/PI. Oba
vzorca smo nato nanesli na ustrezno Stevno ploscico in vstavili v celi¢ni Stevec LUNA-
FL™ (Slika 11). Ker smo plos¢o s celicami inkubirali naprej do naslednje ¢asovne tocke,
smo vsebino Ze testiranih luknjic odstranili in jo zamenjali z enakim volumnom (1 ml) Ix
PBS z 0,1 % gentamicinom in tako preprecili morebitne okuzbe do konca poskusa.

B

Slika 11: Primer Stetja vzorca s celicnim Steveem LUNA-FL™ pod fluorescen¢no svetlobo z barvili AO/PIL.
(A) Vzorec s celicami pod vidno svetlobo z oznafenimi Zivimi (obarvane zeleno) in mrtvimi celicami
(obarvane rdece). (B) Zive celice vidne pod zeleno fluorescencno svetlobo. (C) Mrtve celice vidne pod rdeco
fluorescentno svetlobo.

Glede na rezultate tega poskusa smo se odlocili, da za nadaljnje poskuse uporabimo barvilo
Tripan modro.

3.4 RASTNA DINAMIKA KOKOSJIH MAKROFAGOV HD11

Preden smo se lotili poskusov, smo najprej dolocili rastno dinamiko celic HD11, na
podlagi katere smo nato lahko izracunali podvojitveni ¢as celic. Pripravili smo tri 24-
lukenjske gojitvene plosce, v katere smo v vsako luknjico nasadili 1 x 10° celic v gojis¢u
G1 (volumen ene luknje je bil 1 ml) in jih pustili ¢ez noC v celi¢nem inkubatorju, da so se
pritrdile na dno. Razpored vzorcev na plosc¢ah je prikazan na sliki 12.
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Slika 12: Razporeditev vzorcev na 24-lukenjski gojitveni plos¢i za Stetje celic za rastno dinamiko — tri
ponovitve za vsako ¢asovno tocko. Luknjice oznafene s simbolom »X« so vsebovale samo 1x PBS pufer,
brez celic. Vse tri mikrotitrske ploS¢e so imele enako razporeditev.

Po inkubaciji preko no¢i smo celicam zamenjali gojiS¢e in jih nato preSteli z
Neubauerjevimi Stevnimi komorami (Poglavje 3.3.1). Iz pridobljenih podatkov smo najpre;j
izraCunali viabilnost nato pa Se koncentracijo celic v luknjici.

Viabilnost smo izracunali po naslednji formuli:

povprecje Zivih celic v Stevni komori

X 100 % .. (D)

Viabilnost = = —— . -
povprecje vseh celic v Stevni komori

Izracunali smo koncentracijo Zivih oz. mrtvih celic:

Konc. Zivih celic = povpredje Zivih celic v $tevni komori X red¢. faktor 2 x 10* cetie ... (2
ml
Konc.mrtvih celic = povp. mrtvih celic v $tevni komori X redt. faktor 2 x 10* % ...3

Prvo plos¢o smo priceli Steti 24 h po nasaditvi, drugo plosco 48 h po nasaditvi, tretjo
ploSco pa 72 h po nasaditvi. Tako smo dobili podatke o rastni dinamiki celic HD11, ki je,
od nasaditve celic na plosce, trajala 96 h.

Za izraCun podvojitvenega Casa teen, SMO najprej morali izracunati konstanto hitrosti rasti u:

_ (logX;-logXy)
T 0301xt @

1
tgen = w’ ...(5
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kjer X predstavlja koncentracijo celic na zacetku eksponentne faze rasti, X, koncentracijo
celic na koncu eksponentne faze rasti, t pa je Cas med tema dvema tockama.

3.5 VPLIV H,0, NA VIABILNOST KOKOSJIH MAKROFAGOV HD11
3.5.1 Dolocanje orientacijskih vrednosti koncentracij H,O;

S pomocjo literature smo dolocili ve¢ razlicnih koncentracij in Casovnih izpostavitev,
katerim smo Zeleli preveriti njihovo delovanje na viabilnost celic HD11. S tem poskusom
smo Zeleli dolociti tako koncentracijo H,O,, ki bi celicam povzrocila srednje mocan stres,
vendar ne bi vse odmrle.

Tako smo testirali vpliv sedmih koncentracij H>O, (3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, 25 uM,
50 uM, 100 uM in 200 uM) ter pet Casovnih izpostavitev (3 h, 6 h, 24 h, 48 h in 72 h) na
viabilnost celic HD11. Vsak vzorec je imel vsaj tri ponovitve, za Stetje celic pa smo
uporabili metodo Stetja pod mikroskopom (Poglavje 3.3.2).

Pripravili smo eno 96-lukenjsko mikrotitrsko plo§¢o in nanjo nasadili 1 x 10° celic na
luknjico, volumen ene luknjice pa je bil 100 ul. Celice so bile nasajene v gojiscu G2, saj je
poskus trajal ve¢ dni in smo hoteli nekoliko upocasniti rast celic, saj bi se sicer proti koncu
poskusa celice zaCele prerasc¢ati, kar bi onemogocilo zanesljivo Stetje pod mikroskopom.
Po nasaditvi smo celice prestavili v celi¢ni inkubator in pustili ¢ez noc, da so se pritrdile na
dno. Naslednji dan smo pripravili zalozne raztopine H,O,, pri ¢emer smo za redcenje
uporabili osnovno gojis¢ée RPMI-1640. Po tretiranju celic s H O, smo jih prestavili v
celi¢ni inkubator. Ko je doloCen Cas tretiranja potekel, smo vzorce presteli in na podlagi
pridobljenih podatkov izracunali povprecni delez Zivih in povprecni delez mrtvih celic v
vsaki luknjici.

3.5.2 Preliminarni poskus viabilnosti celic HD11 tretirane s H,O,

V optimizacijskih poskusih (Poglavje 3.5.1) smo uspeli dolociti razpon koncentracij H,O,
in ekstraktov, ki jih smo jih nameravali uporabiti za glavni poskus o antioksidativhem
delovanju ekstraktov. Metoda ro€nega Stetja pod mikroskopom nam je sicer omogocila
uporabo 96-lukenjske mikrotitrske plosce in s tem testiranje ve¢ vzorcev hkrati, vendar se
je sama metoda Stetja izkazala za precej dolgotrajno. Poleg tega je potrebno upoStevati Se
dejavnik subjektivnosti pri Stetju in poslediéno moZnost napak. Najvecja teZava se je
pojavila kasneje v poskusih. Namre¢ celice HD11 rastejo v skupkih in se podvojujejo
(zacnejo rasti eno ¢ez drugo, v ve¢ plasti) tudi, ko Ze dosezejo 100 % konfluentnost. V
takem vzorcu pa je tezko natancno dolociti Stevilo Zivih in Stevilo mrtvih celic. Zato smo
se za preliminarne in glavne poskuse o viabilnosti odlocili uporabiti novo metodo Stetja:
Stetje s polavtomatskim Stevcem LUNA-FL™ (Poglavje 3.3.3).
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Tovrstna metoda Stetja je sicer zahtevala uporabo 24-lukenjske gojitvene ploSce, saj iz
majhnih luknjic, ki so na 96-lukenjski mikrotitrski plos¢i celic, ne bi mogli postrgati z dna
za odvzem vzorca. S tem smo bili nekoliko omejeni, kar se tice koli¢ine in ponovitev
vzorcev, vendar so vseeno prevladale druge prednosti uporabe naprave LUNA-FL™:
natan¢nost in zanesljivost Stetja, prilagoditev parametrov Stetja, objektivnost, hitro Stetje in
vpogled v vsak prestet vzorec.

Pripravili smo tri 24-lukenjske gojitvene ploS¢e (tri ponovitve poskusa) v katere smo
nasadili 1 x 10° celic na luknjico v gojis¢u G1. PloS¢e smo nato za tri dni prestavili v
celi¢ni inkubator.

Nato smo pripravili zalozne raztopine H,O,, kjer smo za pripravo razredCitev uporabili

osnovno gojis¢e RPMI-1640. Kon¢ne koncentracije H>O, so bile 400 uM, 800 uM in 1600
uM, celice pa smo tretirali za 2 h, 4 h in 6 h. Na sliki 13 je prikazana razporeditev vzorcev.

l
800 800 800 800
5 6

Slika 13: Razporeditev vzorcev na 24-lukenjski gojitveni ploS¢i. Koncentracije H,O, so podane v uM.
Luknjica D1 je sluZzila kot kontrola stanja celic pred tretiranjem s H,O,.
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Ko je dolocen cas tretiranja potekel, smo celice presteli s celicnim Stevcem LUNA™
(Poglavje 3.3.3).

3.6 VPLIV OGNJICEVEGA EKSTRAKTA NA VIABILNOST KOKOSJIH
MAKROFAGOV HD11

3.6.1 Dolocanje orientacijskih vrednosti koncentracij ognjicevega ekstrakta
Opazovali smo vpliv ognjic¢evih ekstraktov, OPGE in OEE, ter njunih topil, PG in EtOH,

na viabilnost celic HD11. Uporabili smo 5 razli¢nih koncentracij vsakega ekstrakta (12,5
pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml in 200 pg/ml) in 5 primerljivih oz. ustreznih
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koncentracij vsakega topila. Koncentracije topil so bile sledece: 0,263 ul/ml, 0,525 ul/ml,
1,05 ul/ml, 2,10 pl/ml in 4,20 pl/ml, vendar jith bomo zaradi preglednosti in lazje
primerjave oznacevali z istimi vrednostmi in enotami kot pri ekstraktih. Za red¢enje smo
uporabili osnovno gojis¢e RPMI-1640. Celice smo z ekstrakti in topili tretirali 24 h, 48 h,
72 h in 96 h. Vsak vzorec je imel vsaj tri ponovitve. Vsak ekstrakt in vsako topilo smo
testirali na svoji 96-lukenjski mikrotitrski plosci, tako da smo za poskus potrebovali Stiri
plosce.

Postopek nasaditve celic v 96-lukenjsko mikrotitrsko ploSco, priprave zaloZnih raztopin,
tretiranja in Stetja celic je enak kot pri dolo€anju orientacijskih vrednosti koncentracij H,O,
(Poglavje 3.5.1).

3.6.2 Preliminarni poskus viabilnosti celic HD11 tretirane z OEE

Pripravili smo Sest 24-lukenjskih gojitvenih ploS¢ (3 za poskus z ekstraktom in 3 za poskus
s topilom), v katere smo nasadili 2 x 10° celic na luknjo v goji¥¢u GI. Ploi¢e smo
prestavili v celi¢ni inkubator za tri dni, nato pa smo jih tretirali z OEE in EtOH.

Po inkubaciji smo pripravili zalozne raztopine OEE in EtOH, kjer smo za redCenje
uporabili osnovno gojis¢e RPMI-1640. Kon¢ne koncentracije OEE in EtOH so bile 400
pg/ml, 800 pg/ml in 1600 pug/ml, celice pa smo tretirali za 24 h, 48 h in 72 h. Razporeditev
vzorcev je bila enaka kot pri preliminarnem poskusu s H,O, (Poglavje 3.5.2, Slika 13), kar
velja tudi za Stetje vzorcev.

3.7 POPRAVLJALNO DELOVANJE ETANOLNEGA OGNJICEVEGA EKSTRAKTA
NA VIABILNOST CELIC HDI11 PO POVZROCITVI OKSIDATIVNEGA STRESA S
H202

Ko smo opravili vse preliminarne poskuse, smo zastavili poskus, v katerem smo Zeleli
preveriti ali etanolni ognjicev ekstrakt (OEE) popravi poSkodbe, ki jih v celicah HD11
povzroCi oksidativni stres s H»O,. Opravili smo dva poskusa: pri prvem smo za
povzrocitev oksidativnega stresa uporabili 1600 uM H,0,, pri drugem poskusu pa 800 uM
H,0,. Koncentracija ekstrakta je bila pri obeh poskusih enaka (100 pug/ml). Celice smo
najprej tretirali 4 h s H,O,, s ¢imer smo povzrocili stres, nato pa smo jih tretirali Se z OEE
in preko doloCanja viabilnosti, s pomocjo celicnega Stevca LUNA-FL™ (Poglavje 3.3.3),
opazovali popravljalno delovanje ekstrakta po 24 h, 48 h, 72 h in 96 h. Bolj natancen potek
celotnega poskusa je prikazan v prilogi A, razporeditev vzorcev pa na slikah 14 in 15.
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Slika 14: Razporeditev vzorcev in kontrol na prvi izmed dveh 24-lukenjskih gojitvenih plo$¢ za poskus o
popravljalnem delovanju OEE po oksidativnem stresu povzrofenim s H,0,. Luknjice C1, C2 in C3 so
kontrole za stanje celic preden smo vzorce tretirali s H,O,. Luknjice C4, C5 in C6 so kontrole za stanje celic,
preden smo vzorce tretirali z OEE. D1 in D3 sta kontroli celic tretiranih samo z OEE po 24 h oz. 96 h. D2 in
D4 sta kontroli celic tretiranih samo s topilom EtOH po 24 h oz. 96 h. D5 in D6 sta kontroli celic tretiranih
samo s H,O, po 4 h.

K
netretirana

netretirana eti netretirana
72h 72h

Slika 15: Razporeditev kontrol na drugi izmed dveh 24-lukenjskih gojitvenih plos¢ za poskus o
popravljalnem delovanju OEE po oksidativnem stresu povzroCenim s H,0,. Levo polovico plosce
predstavljajo kontrole celic, ki so bile tretirane s H,O, za 4 h. Nato smo jim samo zamenjali gojisce
(ekstrakta nismo dodali) in jim dolocili viabilnost po 24 h, 48 h, 72 h in 96 h. Desno polovico plosce pa
predstavljajo kontrole, ki niso bile tretirane niti s H,O, niti z OEE in smo ravno tako dolo¢ili viabilnost po 24
h,48 h, 72 hin 96 h.



Blatnik E. U¢inek ekstrakta ognji¢a na kokosje makrofage in vitro.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta. Studij molekulske in funkcionalne biologije, 2016

29

3.8 VPLIV OGNJICEVEGA EKSTRAKTA NA NIVO RESPIRACIE CELIC HD11 —
TEST XTT

3.8.1 Umeritvena Kkrivulja

Da bi nivo respiracije lahko pretvorili v Stevilo celic, smo najprej pridobili podatke o
vrednostih absorbanc (te posredno kaZzejo nivo respiracije) znanega Stevila celic in nato
izrisali umeritveno krivuljo. Poleg tega pa smo dolo€ili ustrezen volumen in Cas tretiranja
celic HD11 z reagentom XTT (30007, Biotium). Test XTT je kolorimetrini test za
merjenje nivoja respiracije v celicah, pri katerem uporabljamo reagent XTT, ki je derivat
tetrazolija in je rumene barve. Ob prisotnosti mitohondrijske dehidrogenaze v Zivih
celicah, se reagent XTT reducira v vodotopni formazanov derivat, ki je oranZne barve.
Takim vzorcem lahko s fotometrom kvantitativno dolo¢imo absorbanco in nivo respiracije
celic (Roehm in sod., 1991).

Glede na navodila proizvajalca smo testirali dva razlicna volumna reagenta XTT (25 pl in
50 ul) ter tri razlicne Case izpostavitve (2 h, 3 h in 4 h). Zato smo pripravili tri 96-lukenjske
mikrotitrske ploS€e (vsaka ploS¢a predstavlja en Cas izpostavitve) in na vsaki ploSci
pripravili po tri redCitvene vrste za vsak volumen reagenta XTT. Skupaj je bilo tako na eni
plosci Sest redCitvenih vrst celic (Slika 16). Volumen ene luknjice je znasSal 100 pl, Stevilo
celic pa je v vsaki naslednji luknjici manjse za faktor dva: 50 x 10* celic, 25 x 10" celic,
12,5 x 10* celic, 6,25 x 10" celic, 3,13 x 10" celic, 1,56 x 10* celic, 0,78 x 10* celic, 0,39 x
10" celic, 0,18 x 10" celic, 0,09 x 10" celic in 0,05 x 10" celic.
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Slika 16: Razporeditev na 96-lukenjski mikrotitrski plos¢i za umeritveno krivuljo testa XTT. Vsaka luknjica
vsebuje »3tevilka« x 10* celic, npr. 50 x 10* celic. V vrsticah A—C smo celice testirali s 25 pl reagenta XTT,
v vrsticah D-F pa s 50 pl reagenta XTT. V luknjicah A12-F12 je bilo le gojis¢e Gl, brez celic. Vse tri
mikrotitrske plo§¢e so imele enako razporeditev.
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Zadnje luknjice so vsebovale le gojis¢e Gl in so sluzile kot ozadje pri merjenju
absorbance.

Ko je doloCen cas tretiranja potekel, smo s fotometrom (BIOTEK, ELS808) izmerili
absorbanco pri valovni dolzini 450 nm. Izra¢unali smo povprecje vrednosti absorbanc treh
ponovitev za posamezni volumen in ¢as tretiranja, nato pa Se odsteli absorbanco gojisca -
ozadje. Kon¢ne rezultate smo nato zrisali na grafu. Za umeritveno krivuljo smo izbrali
samo tiste toCke, katerih vrednosti so eksponentno naraScale. S programom Microsoft
Excel smo totkam dodali trendno &rto in izpisali njene vrednosti R* (koeficient
determinacije). Izmed Sestih umeritvenih krivulj smo nato za nadaljnje poskuse izbrali
tisto, katere vrednost R? je bila najvecja.

3.8.2 Preliminarni test XTT delovanja razli¢nih ognjievih ekstraktov na nivo
respiracije kokosjih makrofagov HD11

Primerjali smo vpliv treh razli¢nih ognjicevih ekstraktov na nivo respiracije celic HD11, in
sicer Ze omenjena OEE in OPE, poleg njiju pa Se ognjicev ekstrakt s fizioloSko raztopino
kot topilo. V vzorcu OEE smo EtOH Zeleli nadomestiti s fizioloSko raztopino. Zato smo
mikrocentrifugirko z vzorcem OEE pustili odprto v brezprasni komori, da je EtOH
izhlapel, ga nato nadomestili z enakim volumnom fizioloske raztopine in dobro premesali.
Na ta nacin smo Zeleli ugotoviti, kako topilo EtOH v ekstraktu vpliva na respiracijo celic
HDI1.

Pripravili smo tri 96-lukenjske mikrotitrske ploSce (ena plosS¢a za en ekstrakt in topilo) in
vanje nasadili 1 x 10* celic/200 ul/ na luknjico. Celice smo nato prestavili v celi¢ni
inkubator.

Naslednji dan smo pripravili zaloZne raztopine vseh treh ekstraktov in topil, pri ¢emer smo
za redcenje uporabili osnovno gojis¢e RPMI-1640. Celice smo tretirali z 20 pl ekstrakta
oz. topila, kon¢ne koncentracije ekstraktov in topil pa so bile sledece: 1600 pug/ml, 800
pg/ml, 400 pg/ml, 200 ug/ml, 100 ug/ml, 50 ug/ml, 25 pg/ml, 12,5 ug/ml 6,25 ug/ml, 3,12
pg/ml, 1,56 pg/ml in 0,78 pg/ml. Razporeditev vzorcev je prikazana na sliki 17.

Po 24-urni inkubaciji smo celicam zamenjali gojiSce in jim dodali 40 pl reagenta XTT za 3
h. (opomba: pri tem preliminarnem poskusu smo uporabili XTT reagent proizvajalca
Sigma Aldrich, za katerega je bila optimizacija volumna in ¢asa tretiranja Ze predhodno
opravljena. Za glavni poskus smo uporabili reagent XTT proizvajalca Biotium, ki smo ga
vzorcem dodajali v enakem razmerju in jih tretirali enako dolgo.) Nato smo vzorcem
izmerili absorbanco s fotometrom pri valovni dolZini 450 nm.
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Slika 17: Razporeditev vzorcev na 96-lukenjski mikrotitrski plos¢i za preliminarni poskus treh razli¢nih
ekstraktov in vpliva treh razlinih topil na respiratorno aktivnost celic HD11. V vrsticah A—C smo celice
HDI1 tretirali z ekstraktom (E = Ekstrakt), in sicer s koncentracijami od 1600 pug/ml do 0,78 pug/ml. V
vrsticah D-F (T = Topilo) pa smo celice tretirali z enakimi koncentracijami topila. Celice v luknjicah G1-G3
niso bile tretirane niti z ekstraktom niti s topilom, luknjice G4-G6 pa so vsebovale le gojisce G1. Vse tri
mikrotitrske plosce so imele enako razporeditev.

3.9 ZASCITNI IN POPRAVLJALNI UCINEK ETANOLNEGA OGNJICEVEGA
EKSTRAKTA NA RESPIRACIJO CELIC HD11

Glavna poskusa sta temeljila na eksperimentu opisanem v ¢lanku Alnugaydan in sod.
(2015), kjer so testirali zascitni u€inek ognjicevega ekstrakta pred oksidativhim stresom
povzrocenim s H,O,.

V naSem prvem poskusu o zaS¢itnem ucinku smo imeli Sest 96-lukenjskih mikrotitrskih
ploS¢ — za vsak Cas izpostavitve tri plosce. Celice smo najprej izpostavili OEE za 24 h in
48 h, in sicer v koncentracijah 400 pg/ml, 800 pg/ml in 1600 pg/ml. Nato smo celice za 1
h izpostavili 200 uM, 300 uM in 400 uM H,0,. Ko je 1 h potekla, smo celicam zamenjali
gojiSce in dodali 25 pl reagenta XTT za 3 h (Slika 19, A). Potem smo vzorcem izmerili
absorbanco na fotometru pri valovni dolZini 450 nm. Bolj natan¢en potek poskusa je
prikazan v prilogi B, razporeditev vzorcev pa na sliki 18.
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Slika 18: Razporeditev vzorcev za poskus XTT o zasCitnem/popravljanem delovanju OEE pred/po
oksidativnem stresu povzrocenim s H,0O,. Vijoli¢ne luknjice predstavljajo vzorce, ki so bili tretirani tako z
OEE kot tudi s H,O,. V vrstici »K OEE« so bile celice tretirane le z OEE. V vrstici »K EtOH« so bile celice
tretirane le z EtOH. V vrstici »K H,0,« so bile celice tretirane le s H,O,. Oznaka »0« predstavlja luknjice s
celicami, ki niso bile tretirane z nicemer. Oznaka »G« pa predstavlja luknjice, ki so vsebovale samo gojiSce
G1. Vseh Sest mikrotitrskih plos¢ je imelo enako razporeditev.
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Slika 19: Casovni potek glavnih poskusov o za$¢itnem (A1l in A2) in popravljanem (B) uéinku etanolnega
ognji¢evega ekstrakta (OEE) pred (Al in A2) oz. po (B) povzrocitvi oksidativnega stresa s H,O,.
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V drugem glavnem poskusu smo testirali popravljalni efekt OEE na celice HD11 po
povzrocitvi oksidativnega stresa s H,O,. Koncentracije tako ekstrakta kot tudi H,O, so bile
enake kot v prvem poskusu, prav tako tudi ¢asi izpostavitve. Spremenili smo le zaporedje
tretiranja (Slika 19, B) — najprej smo celice tretirali s H,O, za 1 h, nato pa jih za 24 h in 48
h izpostavili OEE. Ko je dolo¢en Cas izpostavitve OEE potekel, smo celice tretirali z
reagentom XTT za 3 h in nato izmerili absorbanco s fotometrom pri valovni dolZini 450
nm. Natan¢nejSi potek poskusa pa je prikazen v prilogi C. Razporeditev vzorcev je bila
enaka kot pri prejSnjem poskusu (Slika 18).

3.10 STATISTICNA ANALIZA PODATKOV

Pri optimizacijskih poskusih (Poglavje 3.2.2) je vsak vzorec imel vsaj tri ponovitve in smo
tako lahko za vsakega izracunali povprecje in standardno napako.

Pri preliminarnih poskusih (Poglavje 3.2.3) je vsak vzorec sicer imel le dve ponovitvi,
zaradi pomanjkanja prostora na 24-lukenjski gojitveni plos¢i, vendar smo zato vsakic
pripravili tri ponovitve ploS¢ in tako pridobili dovolj podatkov za izracuna povprecij in
standardnih napak. Pri poskusu, kjer smo primerjali barvili Tripan modro in AO/PI
(Poglavje 3.2.3.1), smo pri analizi rezultatov opravili Se t-test med podatki enega in
drugega barvila. Na ta na¢in smo lahko tudi statisticno opredelili razliko oz. podobnost
med rezultati obeh barvil, pri ¢emer smo upostevali, da mora biti p < 0,05.

Pri glavnem poskusu o popravljalnem ucinku ekstrakta na viabilnost celic HD11 (Poglavje
3.2.4) so vzorci in glavne kontrole (netretirana kontrola in kontrola tretirana samo s H,0O,)
izvedli tri ponovitve. Ostale kontrole niso bile vkljuCene v statisticno analizo in so
vkljucevale le po dve ponovitvi. Iz pridobljenih rezultatov smo nato izracunali povprecje
in, kjer je bilo podatkov dovolj, standardno napako.

Pri testih XTT (Poglavje 3.2.5) je vsak vzorec vedno imel tri ponovitve, iz katerih smo
nato izraCunali povprecje in standardno napako. Pri preliminarnem poskusu ekstraktov na
nivo respiracije (Poglavje 3.2.5.2) smo opravili Se t-test med posameznim ekstraktom in
pripadajo¢im topilom in tako statisticno opredelili razliko oz. podobnost med podatki.
Glavna poskusa XTT o zascitnem in popravljalnem delovanju ekstrakta na nivo respiracije
(Poglavje 3.2.5.3) sta poleg treh ponovitev vsakega vzorca vsebovala Se tri ponovitve
celotnega poskusa in je tako vsak vzorec imel devet podatkov. Iz teh smo nato izracunali
povprecje in standardno napako, med kontrolami in vzorci pa smo opravili Se t-test in
statisti¢no opredelili delovanje ekstrakta, pri ¢emer smo upostevali, da mora biti p <0,05.
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO

4.1 VIABILNOST KOKOSJIH MAKROFAGOV HDI11
4.1.1 Optimizacija poskusov

4.1.1.1 Rastna dinamika koko§jih makrofagov HD11

Preden smo sploh lahko zaceli z razlicnimi poskusi, smo se najprej morali seznaniti s
celicami HD11 in preveriti, kakSna je njihova rastna dinamika, kako hitro se pomnoZujejo
(podvojitveni €as) in kaj se z njimi zgodi po ve¢dnevni inkubaciji v 24-lukenjski gojitveni
plosci. Podatke smo prikazali v obliki rastne krivulje na sliki 20.

Rastna krivulja kokosjih makrofagov HD11
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Slika 20: Rastna dinamika celic HD11 v 24-lukenjski mikrotitrski ploS¢i. Toc¢ka GP prikazuje koncentracijo
celic v gojitveni posodi, preden smo celice nasadili v plos$¢e. Za ¢as 0 smo smatrali 24 ur po nasaditvi celic —
med tocko GP in O je 24 h. Zadnja tocka 84 h predstavlja zadnje Stetje celic, in sicer 84 h od prvega Stetja v
tocki 0 (oz. 96 h od nasaditve celic, tocka GP).

Rastna krivulja na sliki 20 prikazuje razlicne faze rasti celic HD11. Najprej so celice v lag
fazi, kjer se poCasi podvojujejo, saj se morajo zaradi presaditve prilagoditi novemu okolju.
Ko se stabilizirajo, se zacnejo hitreje pomnozevati in preidejo v eksponentno fazo rasti,
kjer je rast najhitrejSa. 1z podatkov v tej fazi (Cas od 48 ur do 72 ur) lahko izracunamo
podvojevalni Cas celic. V nasem primeru smo iz koncentracije celic v ¢asovnih to¢kah od
48 ur do 72 ur ter s pomocjo enacb 4 in 5 izraunali podvojevalni Cas, ki je znasal 17,9 h,
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kar je priblizno 18 h. V tockah »78 h« in »84 h« pa celice preidejo v stacionarno fazo, kjer
se rast celic upocasni ali celo ustavi, najveckrat zaradi pomanjkanja hranil.

Poleg koncentracij celic smo v enakih Casovnih tockah preverjali tudi viabilnost celic
HDI11 (Slika 21).
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Slika 21: Viabilnost celic HD11 v 24-lukenjski mikrotitrski plos¢i po ¢asu. Tocka GP prikazuje koncentracijo
celic v gojitveni posodi, preden smo celice nasadili v plos¢e. Za ¢as 0 smo smatrali 24 ur po nasaditvi celic —
med tocko GP in O je 24 h. Zadnja tocka 84 h predstavlja zadnje Stetje celic, in sicer 84 h od prvega Stetja v
tocki O (oz. 96 h od nasaditve celic, tocka GP).

Na sliki 20 vidimo dinamiko podvojevanja celic in kolik$na je maksimalna koncentracija,
ki jo Casu trajanja poskusa lahko doseZejo. Pri poskusu pa je bilo pomembno spremljati
tudi deleZe Zivih in mrtvih celic. S prikazom viabilnosti v enakih ¢asovnih tockah (Slika
21) smo natancneje pokazali, koliko €asa po nasaditvi v ploS€e celice potrebujejo, da se
stabilizirajo in da je deleZ mrtvih celic najmanjsi. Celice HD11 so namre¢ semi-adherentna
celicna linija in jih je treba, pred nasaditvijo v mikrotitrske ploSce, postrgati z dna
gojitvene posode, kar pa je za njih lahko nekoliko stresno. Na sliki 21 lahko vidimo, da to
v naSem primeru drZi, saj se je delez mrtvih 24 ur po presaditvi (to¢ka 0) povecal v
primerjavi s stanjem ob presaditvi (tocka GP). S€asoma pa so se celice stabilizirale in se je
ta deleZ zmanjsal na priblizno 25 %, kasneje pa celo na samo priblizno 5 %. Ce graf s slike
21 primerjamo z grafom s slike 20, pa lahko vidimo, da celice doseZejo visoko viabilnost
(nad 90 %) po 48 h, kar je tudi zacetek eksponentne faze rasti v rastni krivulji.
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Z grafov na slikah 20 in 21 smo nato razbrali ustrezne nacine priprave celic pred poskusi,
da bodo ob njihovem zacetku poskusa stabilne in viabilne. 72 h od nasaditve celic (tocka
48 h) je najbolj primerno izhodis¢e za zaCetek poskusa, saj se v tem cCasu celice
stabilizirajo in vstopijo v eksponentno fazo, kar pomeni, da so viabilne. Poleg tega pa od te
toCke naprej celice obstanejo viabilne dovolj dolgo obdobje, ki je bilo predvideno za
izvedbo celega poskusa.

Tako smo pri poskusih, kjer smo celice testirali v 24-lukenjskih ploSc¢ah, celice nasadili v
koncentraciji 1 x 10” celic na luknjico in jih nato 72 h pustili v celiénem inkubatorju na 37
°Cin 5 % CO, atmosferi ter nato zaceli z naSim poskusom.

4.1.1.2 Vpliv H,0; na viabilnost kokosjih makrofagov HD11

Cilj magistrske naloge je bil ugotoviti, ali ima ognjicev ekstrakt antioksidativne lastnosti,
torej da prepreci nastanek poskodb, ki so posledica oksidativnega stresa ali pa jih zasciti
pred oksidativnim stresom. Zato smo oksidativni stres povzrocili s H,O,. Pred tem pa smo
morali ugotoviti, katera koncentracija H,O, bi bila najbolj primerna za poskus. Zeleli smo
namre¢ poiskati tako koncentracijo, ki bi celicam povzrocila zadosten stres, da si celice od
njega ne bi opomogle same, hkrati pa stres ni smel biti premoc€an, da bi celice prevec
poskodoval. Poleg koncentracije H,O, na obseg poskodb celic vpliva tudi cas
izpostavljenosti, zato smo testirali tudi razli¢na dolga ¢asovna obdobja. Tako smo Zeleli
najti koncentracijo H,O, in case izpostavljenosti, kjer bi bilo nekaj celic sicer
poskodovanih in mrtvih, vendar bi si vecina celic Se vedno lahko opomogla.

Glede na literaturo (Lah in sod., 2004; Benhusein in sod., 2010; Rosignoli in sod., 2001)
smo izbrali tak razpon koncentracij, za katerega smo pri¢akovali, da bo izzval vse prej
omenjene nivoje stresa, torej od preSibkega do premocnega. Tako smo celice HDI1
testirali z naslednjimi koncentracijami: 3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, 25 uM, 50 uM, 100
uM in 200 uM H,0O,; ter razli¢nimi Casi izpostavitve: 3 h, 6 h, 24 h, 48 h in 72 h.
Pri¢akovali smo, da bo viabilnost celic HD11 koncentracijsko in ¢asovno obratno
sorazmerna (viSja koncentracija H,0,, manjSa viabilnost) in bomo lahko ugotovili
koncentracijo, ki bo povzrocila srednje mocan stres. Rezultati tega poskusa so prikazani na
sliki 22.
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Vpliv H,0, na viabilnost kokosjih makrofagovHD11
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Slika 22: Vpliv razli¢nih koncentracij in ¢asovnih izpostavitev H,O, na viabilnost koko§jih makrofagov
HDI11. Toc¢ka 200 uM po 72 h ni prikazana.

Kot lahko vidimo na sliki 22 je viabilnost celic HD11 koncentracijsko in ¢asovno obratno
sorazmerna - torej visja, kot je koncentracija H,O,, manjSa bo viabilnost in daljsi Cas
izpostavitve ravno tako pomeni manjSo viabilnost. Koncentracije do 25 uM precej
podobno delujejo na viabilnost celic in lahko bi rekli, da te koncentracije povzrocajo Sibek
stres tudi pri daljSih izpostavitvah. Nasprotno pa najviSja koncentracija 200 uM povzroca
zelo mocan stres Ze pri najkrajsi izpostavitvi, pri daljSih pa viabilnost celo pade na 0 %.
Koncentraciji 50 uM in 100 uM pa sta povzrocili takSen ucinek, kot smo ga Zeleli — torej,
da nekaj celic sicer odmre, vendar si ostale Se vedno lahko opomorejo.

Tako smo za nadaljnje poskuse izbrali koncentraciji 50 uM in 100 puM, koncentracija 200
uM pa nam je sluZila kot negativna kontrola, pri kateri si celice po oksidativnem stresu ne
opomorejo vec.

4.1.1.3 Vpliv dveh ekstraktov ognjica in njunih topil na viabilnost kokosjih makrofagov
HDI11

Tako kot pri H,O, smo si tudi pri izbiri koncentracij ognji¢evih ekstraktov pomagali s
podatki iz literature. Pri tem smo bili pozorni, da ne bi izbrali prenizkih koncentracij, saj
potem ekstrakt ne bi mogel delovati proti stresu. Hkrati pa koncentracije niso smele biti
previsoke, saj lahko ognjicevi ekstrakti delujejo tudi citotoksi¢no in genotoksi¢no (Ukiya
in sod., 2006; Pérez-Carre6n in sod., 2002; Jiménez-Medina in sod., 2006). Iz literature
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smo razbrali tudi, da so prvi ucinki ognji¢evega ekstrakta vidni Sele po enem dnevu ali vec,
kar smo upostevali tudi pri naSem poskusu.

Preizkusili smo dva razli¢na ognji¢eva ekstrakta - OEE in OPE, hkrati pa Se njuni topili PG
in EtOH, na viabilnost celic HD11. Odlocili smo se, da bomo testirali koncentracije 12,5
pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml in 200 pg/ml tako ekstraktov kot tudi topil, celice
pa bomo z njimi tretirali 24 h, 48 h, 72 h in 96 h.

S tem poskusom smo Zeleli ugotoviti, ali imata OEE in OPE sama po sebi kakSen ucinek
na viabilnost celic HD11 in ali je koncentracijsko in ¢asovno odvisen. Hkrati pa smo s
testiranjem njunih topil Zeleli ugotoviti, ali Ze samo topilo povzroc¢a Skodo na celicah, saj
gre v obeh primerih za precej mocno polarno topilo. Rezultati poskusa so prikazani na sliki
23.

Vpliv ognjicevih ekstraktov in topil na viabilnost kokosjih makrofagovHD11
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Slika 23: Vpliv ognji¢evega ekstrakta v dveh razli¢nih topilih na viabilnost kokosjih makrofagov HDI11.
OEE: ognjicev ekstrakt v etanolu; OPGE: ognjicev ekstrakt v propilen-glikolu; PG: propilen-glikol; EtOH:
etanol. na viabilnost kokosjih makrofagov HD11 po €asu. Podatki EtOH po 96 h niso prikazani.

Glede na rezultate poskusa prikazane na sliki 23 lahko re€emo, da obstaja razlika med
delovanjem OEE in OPGE, pri ¢emer OPGE deluje negativno na viabilnost celic HD11,
OEE pa kot lahko vidimo ne vpliva na viabilnost celic. Ce bolj natanéno pogledamo
skupino podatkov OPGE, opazimo, da visje koncentracije in daljSa izpostavitev pomenita
bistveno zmanjsanje viabilnosti celic HD11, pri najdaljsi izpostavitvi celo popolno odmrtje

v
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medtem ko je bil OPGE citotoksi¢en Ze pri 25 p/ml, smo delno potrdili naSo drugo
hipotezo, kjer smo predvidevali, da bodo le vi§je koncentracije ekstraktov imele
citotoksicen ucinek na celice.

Sicer smo iz podatkov iz literature vedeli, da moZnost citotoksi¢nega delovanja ekstraktov
na celice obstaja, vendar nismo pricakovali tolikSnega vpliva na viabilnost celic, kot smo
ga videli pri OPGE. Zanimivi pa so rezultati v skupini PG, kjer vidimo, da PG sam po sebi
ne vpliva na viabilnost celic HD11, medtem ko viabilnost celic v prisotnosti OPGE
bistveno pade. To pomeni, da je vzrok za manjSo viabilnost celic v samem ekstraktu in ni
posledica topila PG, ki je v njem. Podobno so dokazali tudi Cetkovi¢ in sod., 2003, kjer so
z eno in dvodimenzionalno tankoplastno kromatografijo pokazali, da ognjievi ekstrakti v
razli¢nih topilih vsebujejo razlicno sestavo flavonoidov in fenolnih kislin in se zato
razlikujejo v ucinkovanju na celice. V nasem primeru bi to pomenilo, da topilo PG v
OPGE iz rastlinskega materiala ekstrahira snovi v tako sestavo, da postane pri teh
koncentracijah ekstrakta neugodna za celice HD11. Nasprotno pa v nasi raziskavi nobena
uporabljena koncentracija OEE in topila EtOH, ne glede na €as izpostavitve, ni vplivala na
viabilnost celic HD11, kot lahko vidimo na sliki 23. Tako smo potrdili tudi naSo prvo
hipotezo, da topilo vpliva na delovanje ekstraktov in se bosta zato OPGE in OEE
razlikovala v svojem delovanju na celice.

Na podlagi rezultatov iz slike 23 smo se odlocili, da ekstrakta OPE ne bomo uporabili v
glavnem poskusu, saj so skoraj vse uporabljene koncentracije imele negativen uinek na
viabilnost celic HD11, ¢esar pa v naSem poskusu ne Zelimo. Ekstrakt OEE pa se je izkazal
kot varen za tretiranje celic HD11 in smo ga zato uporabili v nadaljnjih poskusih.

4.1.2 Preliminarni poskusi o viabilnosti celic HD11

Za preliminarne poskuse smo uporabili bolj natancno metodo Stetja, in sicer Stetje s
polavtomatskim celi¢nim Stevcem LUNA-FL™, ki nam omogoca hitrejSe, zanesljivo in
bolj natan¢no Stetje. Ker pa se v protokolu vseeno nekoliko razlikuje od Stetja v
mikrotitrski plo$¢i pod mikroskopom, smo Se enkrat testirali delovanje H,O, in OEE na
viabilnost celic HD11. Najprej pa smo preverili, kako sta primerljivi metodi Stetja v
vidnem in fluorescentnem obmocju.

4.1.2.1 Primerjava dveh razli¢nih barvil za Stetje s polavtomatskim celi¢nim Stevcem
LUNA-FL™

S tem preliminarnim poskusom smo izKoristili eno izmed prednosti, ki nam jih ponuja
avtomatski celi¢ni Stevec LUNA-FL™; to je barvanje celic za barvilom AO/PI in Stetje
pod fluorescencno svetlobo. Zanimalo nas je, ali so med Stetjem z barvilom Tripan modro
in Stetjem z barvilom AO/PI razlike in e so, katera izmed teh dveh metod je bolj natan¢na.
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Primerjavo smo statisti¢no ovrednotili s t-testom. Rezultate tega poskusa lahko vidimo na
sliki 24.

Vpliv H,0, na viabilnosti kokosjih makrofagovHD11 - Primerjava barvil Tripan
modroin AO/PI
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Slika 24: Vpliv H,O, na viabilnost celic HD11 in primerjava dveh razli¢nih barvil za Stetje celic — Tripan
modro in AO/PI. Med obema skupinama podatkov je bil opravljen t-test. Simbol * oznacuje podatke, ki so
statisticno znacilno razli¢ni (p < 0,05).

Glede na rezultate iz slike 24 lahko vidimo, da sta obe metodi Stetja dali podobne rezultate
in sta bili obe podobno natan¢ni. Pri podatkih za viabilnost po 3 h in 6 h je t-test izraunal
p, ki je bil ve¢ji od 0,05, kar pomeni, da statisticno gledano obstaja 95 % verjetnost, da gre
za statisticno znacilno enake podatke, torej da metodi podata enake rezultate. Pri podatkih
viabilnosti po 24 h pa je bila vrednost p < 0,05, kar pomeni, da so ti podatki med sabo
statisti¢no znacilno razli¢ni, torej da metodi ne podata enakih rezultatov.

Razlog za tako odstopanje bi se lahko skrival v tem, da smo na celi¢nem Stevcu napacno
nastavili parametre Stetja. LUNA-FL™ namre¢ tudi pri Stetju s fluorescenco omogoca
namestitev in prilagoditev parametrov Stetja, kot so doloCitev meje upoStevanja signala,
jakost signala in doloéitev meje upostevanja ozadja. Ce smo meje nastavili prenizko,
potem je naprava upostevala ve¢ signalov iz ozadja in jih tako zamenjala za Zive celice.
Lahko pa smo, v primeru mrtvih celic, mejo nastavili previsoko in tako naprava dolo¢enih
signalov, ki so bile v bistvu mrtve celice, ni upostevala.

V kolikor bi Zeleli preveriti, ali je to res razlog za odstopanje, bi morali opraviti Se nekaj
dodatnih poskusov, kjer bi vsak vzorec testirali z razlicnimi parametri Stetja, kar pa bi nam



Blatnik E. U¢inek ekstrakta ognji¢a na kokosje makrofage in vitro.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta. Studij molekulske in funkcionalne biologije, 2016

41

vzelo veliko Casa in Stevnih plosCic, ki pa so za enkratno uporabo. Glede na to, da je
protokol Stetja z barvilom Tripan modro manj zahteven v primerjavi s Stetjem z AO/PI in
da so rezultati obeh S$tetij podobni, smo se odlocili, da v nadaljnjih poskusih za Stetje
uporabimo Tripan modro.

Pri prej opisanem preliminarnem poskusu smo celice tretirali s H,O, z namenom, da bi
povzrocili odmiranje dolo¢enega deleza celic (glede na rezultate iz poglavja 4.1.1.2) in bi
tako lazje odcitali razliko med barvili, Ce bi se le-ta pojavila. V kolikor celic ne bi tretirali,
bi njihova viabilnost tekom poskusa ostala nad 90 %, zato bi morebitne razlike tezje
opazili. V nasprotju s pri¢akovanji je tekom poskusa viabilnost celic, ne glede na
koncentracijo H,O, in ¢as izpostavitve, ostala nad 90 %, (Slika 24) ceprav smo v
optimizacijskem poskusu (Poglavje 4.1.1.2) pokazali, da ravno te koncentracije negativno
vplivajo na viabilnost celic HD11. Ker smo v optimizacijskem poskusu uporabljali metodo
Stetja, ki ni bila najbolj zanesljiva in natan¢na, smo se odlocili, da Se enkrat testiramo
delovanje H,0, na viabilnost celic HD11, tokrat z visjimi koncentracijami.

4.1.2.2 Vpliv vi§jih koncentracij H,O, na viabilnost kokos$jih makrofagov HD11

Celice HD11 smo tretirali s koncentracijami 400 uM, 800 uM in 1600 uM. Glede na to, da
so to veliko visje koncentracije kot pri optimizacijskem poskusu, smo skrajSali cas
tretiranja, in sicer na 2 h, 4 h in na 6 h. Tudi tu smo pricakovali, da bosta vecja
koncentracija in daljSa izpostavitev mo¢no zmanjSala viabilnost.

Rezultati tega poskusa (Slika 25) so ponovno pokazali koncentracijsko in ¢asovno
odvisnost delovanja H>O; na viabilnost celic HD11, pri ¢emer je koncentracija 1600 uM
po 6 h povzrocila najve¢ Skode. Koncentracija 800 uM je po 4 h povzrocila Sibek stres,
koncentracija 400 uM pa na viabilnost celic HD11 ni imela vpliva.

Tako smo se glede na rezultate iz slike 25 odlocili, da bomo za povzrocitev oksidativnega
stresa celic uporabili koncentraciji 800 uM in 1600 uM H,0,, saj smo bili mnenja, da bo
po takem stresu prezivelo dovolj celic in bodo tudi v takem stanju, da si bodo s pomocjo
ekstrakta lahko opomogle. Cas izpostavitve pa bo trajal 4 h, saj je 4-urna izpostavitev teh
koncentracij pokazala primerljive rezultate kot 6-urna.
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Vpliv H,0, na viabilnost kokosjih makrofagovHD11
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Slika 25: Vpliv razli¢nih koncentracij in ¢asovnih izpostavitev H,O, na viabilnost kokosjih makrofagov
HDI11.

4.1.2.3 Vpliv visjih koncentracij etanolnega ognjicevega esktrakta (OEE) na viabilnost
kokosjih makrofagov HD11

S pomocjo polavtomatskega celicnega Stevca LUNA-FL™ smo testirali delovanje visjih
koncentracij OEE na viabilnost celic HD11. Glede na rezultate iz optimizacijskega poskusa
(Poglavje 4.1.1.3) nas je zanimalo, ali bomo tudi pri OEE opazili negativen vpliv na
viabilnost celic, ¢e zviSamo njegove koncentracije. Za glavni poskus smo se na podlagi
literature in rezultatov optimizacijskega poskusa odlocili, da bomo uporabili koncentracijo
100 pg/ml OEE. S tem preliminarnim poskusom pa smo Zeleli preveriti, do katere meje
lahko zviSamo koncentracijo OEE, ne da bi povzrocil skodo na celicah, ¢e bi se izkazalo,
da je izbrana koncentracija za glavni poskus prenizka. Rezultati tega preliminarnega
poskusa so prikazani na sliki 26.

Iz rezultatov na sliki 26 lahko vidimo, da najniZja testirana koncentracija 400 pg/ml nima
opaznega vpliva na viabilnost celic, ne glede na Cas izpostavitve. Pri vi§jih koncentracijah,
800 pg/ml in 1600 pg/ml, pa se Ze pokaZze negativen vpliv na viabilnost celic. Pri 800
pg/ml se ta ucinek pokaze Sele po 48 h, pri 1600 pug/ml pa ze po 24 h. Tako smo tudi s tem
poskusom potrdili naso drugo hipotezo, da bodo visje koncentracije ekstraktov lahko
citotoksi¢ne. Hkrati pa smo potrdili tudi prvo hipotezo, da se ekstrakti v razli¢nih topilih
razlikujejo med sabo, saj smo v optimizacijskem poskusu (Poglavje 4.1.1.3) videli, da je
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OPGE toksi¢en Ze pri koncentraciji 25 pg/ml, medtem ko lahko iz tega preliminarnega
poskusa vidimo, da je OEE toksicen Sele pri 800 pg/ml.

Vpliv etanolnega ognji¢evega ekstrakta in etanola na viabilnost kokosjih
makrofagovHD11
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Slika 26: Vpliv razli¢nih koncentracij in ¢asovnih izpostavitev OEE in topila EtOH na viabilnost celic HD11.

4.1.3 Popravljalno delovanje etanolnega ognjicevega ekstrakta (OEE) na viabilnost
celic HD11 po povzroditvi oksidativnega stresa s H,O,

Iz literature vemo, da imajo ognjievi ekstrakti antioksidativne lastnosti, saj vsebujejo
veliko flavonoidov in fenolnih kislin, ki delujejo kot lovilci prostih radikalov nastalih kot
posledica delovanja stresa na celice (Butnariu in Coradini, 2012; Cetkovié in sod., 2003;
Preethis in sod., 2006; Franki¢ in sod., 2008; Cetkovi¢ in sod., 2004; Gong in sod., 2012;
Sabir in sod., 2015; Alnugaydan in sod., 2015). Zato smo v nasem glavnem poskusu celice
izpostavili najprej oksidativnemu stresu, nato pa ognjicevem ekstraktu in opazovali, ali ima
ekstrakt sposobnost popraviti Skodo in celicam povrniti sposobnost regeneracije in
izboljsati viabilnost celic.

Celice HD11 smo tako najprej za 4 h izpostavili 1600 uM H,O,, nato pa jih tretirali z OEE
s koncentracijo 100 pg/ml za 24 h, 48 h, 72 h in 96 h. Pricakovali smo, da bo izbrana
koncentracija OEE uspela izboljSati viabilnost celic po oksidativnem stresu in da bo
delovanje ekstrakta Casovno pogojena — daljSa izpostavitev, vecja viabilnost celic.
Viabilnost vzorcev, tretirane tako s H;O, kot tudi z OEE, smo primerjali s kontrolno
skupino celic, ki je bila tretirana samo s H,O,, in smo jo nato do konca poskusa pustili, da



Blatnik E. U¢inek ekstrakta ognji¢a na kokosje makrofage in vitro.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta. Studij molekulske in funkcionalne biologije, 2016

44

se regenerira sama od sebe. Med podatki vzorcev in opisano kontrolo smo opravili Se t-test,
da bi morebitne opaZene razlike lahko statisticno opredelili. Rezultati prvega glavnega
poskusa so prikazani na sliki 27.

Popravljalno delovanje ognjicevega ekstrakta na viabilnost kokosjih
makrofagovHD11 po 4-urnem tretiranju s H,0, (1600 uM)
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Slika 27: Popravljano delovanje etanolnega ognji¢evega ekstrakta (OEE) na viabilnost koko§jih makrofagov
HDI1 po 4-urnem tretiranju s 1600 uM H,0,. Stolpci z oznako »kontrola« predstavljajo viabilnost
netretiranih celic. Stolpci z oznako »H202« predstavljajo viabilnost celic, ki so bile tretirane samo s H,O, in
smo jih nato do konca poskusa pustili pri miru. Stolpci z oznako »H202 + OEE« pa predstavljajo viabilnost
vzorcev tretiranih tako s H,O, kot tudi z OEE. T-test ni podal nobenih vrednosti p < 0,05.

Pri¢akovali smo, da bo popravljalno delovanje OEE na celice v stresu ¢asovno odvisno,
torej da bo daljsa izpostavitev OEE izboljsala viabilnost celic HD11, vendar tega iz nasih
rezultatov ne moremo sklepati, saj ni velikih razlik v viabilnosti vzorcev »H,0, + OEE«
skozi Cas, poleg tega pa ne nakazujejo, da bi se sCasoma viabilnost povecevala. Po 24 h je
viabilnost vzorcev »H,0, + OEE« manjSa od viabilnosti kontrole »H,O,«, kar lahko
pomeni, da je 24 h izpostavitev prekratka, da bi ekstrakt lahko pricel u¢inkovati.

Pri vseh ostalih ¢asih izpostavitve so viabilnost vzorcev »H,0, + OEE« vi§je od kontrole
»H,0,«, kar bi lahko pomenilo, da se celice ob dodatku OEE laZje regenerirajo. Res pa je,
da ne gre za tako izrazite razlike. Poleg tega pa t-testi med kontrolami »H,O,« in vzorci
»H,0, + OEE« za posamezen Cas niso podali statisticno znacilno razli¢nih rezultatov (p ni
bil nikjer manjsi ali enak 0,05).

Ker pa so rezultati na sliki 27 vseeno nakazovali manj$i u€inek OEE, smo se odlocili, da
poskus Se enkrat ponovimo. Tokrat smo se odlocili, da koncentracijo HyO, zmanjSamo za
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polovico — 800 uM. Iz slike 27 namre¢ lahko vidimo, da je koncentracija 1600 uM
povzrocila veliko ve¢ Skode, kot pa smo to predvidevali glede na preliminarne poskuse
(Poglavje 4.1.2.2). Lahko, da so bile celice HD11 zaradi previsoke koncentracije H,O, v
tako Sibkem stanju, da bi si v vsakem primeru teZko opomogle. S tem, ko smo zmanjsali
koncentracijo H,O,, pa smo v drugem glavnem poskusu pricakovali, da oksidativni stres ne
bo tako mocan in se bodo celice lazje stabilizirale, ko bomo dodali OEE. Rezultati drugega
glavnega poskusa so prikazani na sliki 28.

Popravljalni efekt ognjicevega ekstrakta na viabilnost kokosjih makrofagov
HD11 po 4-urnem tretiranju s H,0, (800 uM)
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Slika 28: Popravljano delovanje etanolnega ognjicevega ekstrakta (OEE) na viabilnost koko§jih makrofagov

HDI11 po 4-urnem tretiranju s 800 uM H,O,. Stolpci z oznako »kontrola« predstavljajo viabilnost netretiranih
celic. Stolpci z oznako »H202« predstavljajo viabilnost celic, ki so bile tretirane samo s H,O, do konca
poskusa, brez OEE. Stolpci z oznako »H202 + OEE« pa predstavljajo viabilnost vzorcev tretiranih tako s
H,0, kot tudi z OEE. Simbol »*« prikazuje podatke, kjer je t-test podal vrednosti p < 0,05.

V drugem glavnem poskusu nismo dobili pri¢akovanih rezultatov. Skoda zaradi
oksidativnega stresa je bila priblizno enaka kot pri prvem glavnem poskusu, ¢eprav smo
koncentracijo H,O, zmanjSali za polovico. Viabilnost vzorcev »H,0, + OEE« pa je bila
celo niZja kot pri prvem glavnem poskusu, poleg tega pa je t—test pokazal, da je veCina
podatkov statisticno znacilno razli¢na med sabo (simbol »*« na sliki 28).

Rezultati iz slike 28 kaZejo, da je 800 uM H,0, povzrocil preve¢ Skode na celicah in se
niso mogle regenerirati niti ob dodatku OEE. Ceprav smo v preliminarnem poskusu
(Poglavje 4.1.2.2) pokazali, da ta koncentracija po 4 h tretiranju pobije priblizno 55 %
celic, je bil ta odstotek pri tem drugem glavnem poskusu bistveno visji. To¢nega razloga,
zakaj prihaja do takih razlik v rezultatih tretiranja s H,O,, nismo uspeli ugotoviti. So pa
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tudi nekateri drugi raziskovalci, npr. Alnuqaydan in sod. (2015), naleteli na podobne
tezave, ko so celice tretirali s H;O;, in so prav tako dobili razli¢ne rezultate. V svojem
¢lanku so pojasnili, da lahko do tako razli¢nih rezultatov pride zato, ker so prosti radikali,
ki jih tvori H,O, v celici, zelo nestabilni.

Glede na rezultate obeh glavnih poskusov smo se odlocili, da bomo delovanje OEE na
celice v oksidativnem stresu ponovno testirali, saj so rezultati prvega poskusa nakazovali
njegove ucinke. Vendar smo prenehali z opazovanjem viabilnosti in smo za nadaljnje
poskuse uporabili metodo XTT, ki temelji na redukciji tetrazolijevega obroca XTT
reagenta s strani mitohondrijske dehidrogenaze, ki je pokazatelj nivoja respiracije v
celicah.

4.2 OPAZOVANIE NIVOJA RESPIRACIJE KOKOSJIH MAKROFAGOV HD11
4.2.1 Umeritvena Krivulja

Kot smo opisali v poglavju 3.2.5.1, smo, po navodilih proizvajalca reagenta XTT, najpre;j
testirali razlicne volumne in Case izpostavitve reagenta XTT. 1z vsake skupine podatkov
smo izbrali le tiste, katerih vrednosti so eksponentno narascale, jih narisali na graf in dodali
trendno Crto. Izmed vseh Sestih umeritvenih krivulj smo izbrali tisto, ki je imela najvisjo
vrednost R” — to je bila umeritvena krivulja s 25 ul XTT in 3-urno izpostavitvijo (Slika 29).
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Slika 29: Umeritvena krivulja za teste XTT. Volumen reagenta XTT je znaSal 25 pl, ¢as tretiranja pa 3 h.
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4.2.2 Preliminarni test XTT delovanja razlicnih ognjicevih ekstraktov na nivo
respiracije kokosjih makrofagov HD11

Preden smo se lotili glavnega poskusa XTT, smo Zeleli preveriti ali razli¢ni ognjicevi
ekstrakti vplivajo na nivo respiracije v celicah HD11. Iz prejSnjih preliminarnih poskusov
delovanja ognjicevih ekstraktov na viabilnost celic HD11 (Poglavji 4.1.1.3 in 4.1.2.3)
vemo, da se OPGE in OEE razlikujeta v svojem delovanju na viabilnost, glede na
uporabljene koncentracije. Pri obeh ekstraktih smo pokazali tudi negativen ucinek na
viabilnost celic HD11, vendar se je ta ucCinek pri OPGE pokazal Ze pri nizjih
koncentracijah (25 pg/ml) v primerjavi z OEE, kjer se je ta efekt pokazal pri vi§jih
koncentracijah (800 pg/ml). Take uc¢inke smo hoteli pokazati tudi s testom XTT.

Pri tem preliminarnem poskusu XTT pa smo OPGE in OEE dodali Se ognji¢ev ekstrakt v
fizioloski raztopini kot topilo — OFR. S tem smo poskusu dodali kontrolo, s katero bomo
lahko primerjali rezultate OPE in OEE. Pricakovali smo namre¢, da tako OFR kot samo
topilo fizioloSke raztopine — FR, ne bosta pokazala vpliva na nivo respiracije celic HD11.
Za ta poskus smo uporabili koncentracije ekstraktov in topil od 0,78 pg/ml pa vse do 1600
pg/ml. Vse ekstrakte in topila smo celicam izpostavili za 24 h. Pri tem pa smo pri¢akovali,
da bodo koncentracije ekstraktov, ki smo jim Ze dokazali vpliv na viabilnost v prejSnjih
preliminarnih poskusih, imeli tudi vpliv na nivo respiracije. Rezultati tega poskusa so
prikazani na sliki 30.

Podatke med posameznim ekstraktom in topilom (OEE — EtOH, OFR - FR, OPGE - PG)
smo statisticno ovrednotili s t-testom. S tem smo Zeleli preveriti, ali je ucinek
posameznega esktrakta in ujemajocega topila na nivoju respiracije celic statisti¢no znacilno
razlicen ali enak.

Vse podatke smo, kot lahko vidimo na sliki 30, prikazali kot graf nivoja respiracije v
odvisnosti od koncentracije, pri ¢emer so podatki o nivoju respiracije pravzaprav podatki o
absorbanci, ki smo jih pridobili na fotometru. Podatke bi praviloma morali preracunati v
Stevilo celic s pomoc¢jo umeritvene krivulje, ki smo jo predhodno opravili, vendar smo se
po analizi rezultatov odlocili drugace. Namre¢, ¢e pogledamo rezultate na sliki 30, vidimo,
da izmed vseh testiranih snovi najbolj izstopa OPGE. Njegovo delovanje na nivo

e

e

dobili rezultate, ki bi kazali, da OPGE pozitivno deluje na celice HD11 in celo spodbuja
njihovo proliferacijo. Toda, ¢e upoStevamo preliminarne poskuse o negativnem delovanju
OPGE na viabilnost celic (Poglavji 4.1.1.3 in 4.1.2.3), potem to ne more drzati. Test XTT
temelji na koli¢ini encima mitohondrijske dehidrogenaze v celici, ki reducira tetrazolijev
obro¢ v reagentu. Ce se celice namnozijo, se hkrati z njimi poveéa koli¢ina encima in s tem
se reducira tudi vec reagenta XTT.
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Vpliv ognjicevih ekstraktov in topil na nivo respiracije kokosjih makrofagov
HD11
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Slika 30: Vpliv razli€nih koncentracij ognjicevega ekstrakta v treh topilih na nivo respiracije celic HD11 po
24-urnem tretiranju. OEE: etanolni ognjicev ekstrakt; OFR: ognji¢ev ekstrakt v fizioloski raztopini; OPGE:
propilen-glikolski ekstrakt. EtOH: etanol; FR: fizioloSka raztopina; PG: propilen-glikol. Simboli * oznacujejo
podatke, kjer je t—test podal vrednost p < 0,05. Rde¢i * oznacujejo rezultate t—testa med OPE in PG. Modri *
oznacujejo rezultate t—testa med OEE in EtOH. Zeleni * pa oznacujejo rezultate t-testa med OFR in FR.

Mitohondrijska dehidrogenaza pa, kot Ze ime pove, deluje v mitohondrijih, ki so glavna
komponenta celi¢nega dihanja. To Se posebej velja takrat, kadar so celice v stresu, saj
morajo vso svojo energijo ATP porabiti za zas¢ito pred morebitnimi poskodbami. Ker se
poveca potreba po ATP, se s tem poveca tudi potreba po NADH v dihalni verigi, zato se
mora tudi koli¢ina mitohondrijskih dehidrogenaz, ki omogocajo nastanek NADH in FAD,
povecati (Denton, 2009).

Dvig nivoja respiracije, ki ga je povzrocil OPGE, lahko tako interpretiramo kot poviSanje
koli¢ine encimov v mitohondrijih zaradi stresa. Topilo PG, glede na rezultate iz slike 30,
ne povzroCa tolikSnega stresa kot OPGE, torej smo tu ponovno potrdili domnevo iz
optimizacijskega poskusa (Poglavje 4.1.1.3), da ekstrakt OPGE celicam Skoduje zaradi
svoje sestave polifenolov in flavonoidov, ne pa zaradi topila. Se vedno pa topilo PG
povzroca visji nivo respiracije kot pa OFR in OEE ter njuni topili, kar lahko tudi vidimo iz
slike 30. Za OFR in OEE lahko torej trdimo, da ne povzroCata moc¢nega stresa v celicah
HD11 in sta neskodljiva. To drZi vse do koncentracije 800 pg/ml in 1600 pg/ml, kjer pa se
Ze povisa nivo respiracije celic. Glede na preliminarne poskuse (Poglavje 4.1.2.3) smo to
tudi pri¢akovali.
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Rezultati delovanje OFR in OEE ter njunih topil na nivo respiracije na sliki 30 so vsaj na
videz podobni, vendar smo to Zeleli tudi statisticno preveriti, zato smo vsak ekstrakt in
ustrezno topilo primerjali s t—testom. Statisticno znalilne razlike so se pojavile le pri
koncentraciji 1600 pg/ml tako OEE kot tudi OFR (modri in zeleni simboli * na sliki 30),
kar pomeni, da ta koncentracija res vpliva na nivo respiracije, njuno topilo pa ne. Poleg
tega pa nas je zanimalo tudi, ali se sama ekstrakta OEE in OFR med sabo razlikujeta in
smo tudi med njima opravili t-test. Rezultati so pokazali, da imata enak vpliv na nivo
respiracije vse do koncentracij 1600 uM, kjer se med njima pokaZe statisticno znacilna
razlika (ti rezultati na grafu na sliki 30 niso prikazani).

S tem preliminarnim poskusom smo tako ponovno potrdili prvo hipotezo, da ekstrakti v
razli¢nih topilih razli¢no delujejo na celice HD11. Ta efekt je povzroCen s strani ekstrakta
samega in ne na racun topila v njem. Poleg tega pa imajo ekstrakti lahko na celico tudi
negativen uc¢inek bodisi jih spravijo samo v stres bodisi jih celo pomorijo.

4.2.3 Zascitni in popravljalni ucinek etanolnega ognji¢evega ekstrakta na respiracijo
kokosjih makrofagov HD11

Glavna poskusa XTT sta temeljila na eksperimentu, kjer so Alnugaydan in sod. (2015) z
metodo MTT testirali zascitno delovanje ognjiCevega ekstrakta na celice v oksidativnem
stresu in vitro. Najprej smo testirali popravljalno delovanje OEE, in sicer smo najprej
celice za 1 h tretirali s tremi koncentracijami H,O, (200 uM, 300 uM in 400 uM), nato pa
smo jih za 24 h in 48 h izpostavili trem razlicnim koncentracijam OEE (400 pg/ml, 800
pg/ml in 1600 pg/ml). Podatke vzorcev, tretiranih tako s H,O, kot tudi z OEE, smo nato s
t-testom primerjali s kontrolo, ki je bila tretirana samo s H,O,. Rezultati so prikazani na
sliki 31 in 32.

Rezultati na sliki 31 prikazujejo popravljalni efekt ekstrakta po 24 h tretiranju po
povzrocitvi oksidativnega stresa. Iz njih smo tezko karkoli sklepali, saj so bile standardne
napake za te podatke relativno visoke in razlike med njimi neocitne.

Na sliki 32 pa so prikazani rezultati, kjer smo celice, po povzroc€itvi oksidativnega stresa
tretirali z ekstraktom 48 h. Ce primerjamo kontrolo H,O, z vzorci (tretiranimi tako s HO,
kot tudi z OEE), vidimo, da so si celice v kontroli H,O, same bolje opomogle po stresu kot
v primeru dodatka OEE. Te razlike so ponekod tudi statisticno znacilne (simbol *).
Spomnimo, da smo kontrolo H;O, po menjavi gojis¢a (torej H,O, ni bil ve¢ prisoten)
pustili pri miru in smo zato pricakovali, da se bodo same pocasneje regenerirale. Rezultati
iz slike 32 pa kazejo nasprotno in bi lahko glede na njih rekli, da ekstrakt oz. njegovi
antioksidanti Skode v celicah, ki je Ze bila storjena, ne morejo popraviti in da pravzaprav ni
velike razlike v sposobnosti regeneracije celic, ¢e imajo naknadno dodan ekstrakt ali pa ne.
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Popravljalni u¢inek ognjicevega ekstrakta po 24-urnem tretiranju na kokosje
makrofage HD11
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Slika 31: Popravljano delovanje etanolnega ognji¢evega ekstrakta — OEE na celice v oksidativnem stresu po 24-urnem
tretiranju. Posamezno skupino vzorcev tretirano z neko koncentracijo H,O, in OEE, smo s t—testom primerjali s kontrolo
tretirano z enako koncentracijo H,O,. Simbol * oznacuje podatke, kjer je t—test podal vrednosti p < 0,05.

Popravljalni ucinek ognjicevega ekstrakta po 48-urnem tretiranju na kokosje
makrofage HD11
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Slika 32: Popravljano delovanje etanolnega ognji¢evega ekstrakta — na celice v oksidativnem stresu OEE po 48-urnem
tretiranju. Posamezno skupino vzorcev tretirano z neko koncentracijo H,O, in OEE, smo s t—testom primerjali s kontrolo
tretirano z enako koncentracijo H,O,. Simbol * oznacuje podatke, kjer je t—test podal vrednosti p < 0,05.
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Po prvem glavnem poskusu smo opravili Se naslednjega, kjer smo obrnili vrstni red in smo
tako opazovali preventivni oz. zaScitni efekt ekstrakta. Celice smo najprej za 24 h in 48 h
tretirali z OEE, nato pa za 1 h izpostavili oksidativnemu stresu H,O,. Takoj po 1 h smo
celice tretirali Se z reagentom XTT in nato pridobili rezultate. Pricakovali smo, da bodo
vzorci, tretirani tako z OEE kot H,0,, imeli vi§ji nivo respiracije (na racun vecjega Stevila
celic) kot pa kontrola H,O,, kjer smo celice izpostavili le H,O,. Pricakovali smo tudi, da
bo ta efekt Casovno odvisen, torej da bo daljSa izpostavitev OEE imela boljSe zaS¢itno
delovanje. Glede na to, da je ta poskus temeljil na raziskavi Alnugaydan-a in sod. (2015),
smo pri¢akovali, da se bo ucinek najbolje prikazal pri koncentraciji 800 pg/ml OEE, saj je
njihova raziskava pokazala, da je ta koncentracija najbolj u€inkovita. Rezultati so prikazani
na slikah 33 in 34.

Tako kot pri prejSnjem poskusu tudi iz rezultatov sledeCega poskusa (Slika 33) nismo
mogli ni¢esar sklepati, saj med podatki ni bilo oCitnih razlik. Poleg tega pa t—test ni podal
nobenih vrednosti p < 0,05, kar pomeni, da med rezultati ni statisti¢no znacilnih razlik. Pri
rezultatih na sliki 34 pa se Ze nakazuje zaSCitno delovanje OEE. Namre¢ v primerjavi s
kontrolo H,O, imajo vzorci vi§ji nivo respiracije, poleg tega pa so te razlike pri
koncentracijah 800 pg/ml in 1600 pg/ml statisti¢no znacilno razli¢ne.

Zascitniucinek ognjicevega ekstrakta po 24-urnem tretiranju na kokosje
makrofage HD11
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Slika 33: Zasc¢itno delovanje etanolnega ognjicevega ekstrakta — OEE na celice pred oksidativnim stresom po
24-urnem tretiranju. Posamezno skupino vzorcev (tretirano z neko koncentracijo HO, in OEE), smo s t—
testom primerjali s kontrolo tretirano z enako koncentracijo H,O,. Simbol »*« ozna€uje podatke, kjer je t—test
podal vrednosti p < 0,05.
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Zascitniucinek ognjicevega ekstrakta po 48-urnem tretiranju na kokosje
makrofage HD11
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Slika 34: Zas¢itno delovanje etanolnega ognjiCevega ekstrakta — OEE na celice HD11 pred oksidativnim
stresom po 48-urnem tretiranju. Posamezno skupino vzorcev (tretirano z neko koncentracijo H,O, in OEE)
smo s t—testom primerjali s kontrolo tretirano z enako koncentracijo H,O,. Simbol »*« oznacuje podatke, kjer
je t—test podal vrednosti p < 0,05.

Preden pa smo lahko iz rezultatov na sliki 34 kaj sklepali, nas je zanimalo, ali je prikazana
razlika, v nivoju respiracije pri koncentracijah 800 pg/ml in 1600 pg/ml posledica vec¢jega
Stevila celic ali le stresa celic zaradi OEE in z njim poviSanega nivoja dehidrogenaze.
Namre¢ v preliminarnem poskusu XTT (Poglavje 4.2.2) in preliminarnem poskusu
viabilnosti (Poglavje 4.1.2.3) sta prav ti dve koncentraciji povzrocala stres in Skodo na
celicah, zato je tudi u¢inek na nivo respiracije v tem poskusu vprasljiv.

Zato smo na rezultatih iz slike 34 opravili Se en test, in sicer smo vzorce (tretirani tako s
H,0, kot tudi z OEE) primerjali s kontrolo, ki je bila tretirana le z OEE. Vsako kontrolo
tretirano z neko koncentracijo OEE smo s t-testom primerjali z vzorcem tretirano z enako
koncentracijo OEE. Rezultati te primerjave pa so prikazani na sliki 35.

Po primerjavi podatkov na sliki 35 je t-test povsod pokazal, da gre za statisticno podobne
rezultate med kontrolo in vzorci, razen pri enem. To je bil vzorec tretiran z 800 ug/ml OEE
in nato Se s 400 uM H,0O,. Glede na to, da so bile vrednosti nivoja respiracije vzorcev
podobne vrednostim kontrol (brez H,0,), lahko sklepamo, da se je na sliki 34 pri teh
koncentracijah nivo respiracije zviSal na racun stresa, v katerem so bile celice zaradi OEE.
Le pri Ze omenjenem vzorcu, kjer pa je bila statisticno znacilna razlika od kontrole OEE, bi
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lahko rekli, da ta koncentracija v tem vzorcu ni povzrocila tolikSnega stresa na celicah in se
je nivo respiracije na sliki 34 zviSal na racun vecjega Stevila celic. Vendar, ker gre le za en
tak primer in ker ta statisticno znacilna razlika ni tolikSna (p = 0,04), bi v sploSnem tezko
lahko govorili o dejanskem zas¢itnem efektu OEE na celice.

Zascitniucinek ognjicevega ekstrakta po 48-urnem tretiranju na kokosje
makrofage HD11
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Slika 35: Zascitno delovanje OEE po 48-urnem tretiranju na celice HD11 pred oksidativnim stresom. Vzorce
(tretirane tako s H,O, kot tudi z OEE) smo s t—testom primerjali s kontrolo tretirano samo z OEE. Simbol »*«
oznacuje podatke, kjer je t—test podal vrednost p < 0,05.

Rezultati poskusov o vplivu ognji¢evega ekstrakta na viabilnosti in nivo respiracije celic
HDI11 so pokazali, da ima sam ognjiCev ekstrakt lahko tudi negativen ucinek na celice. Ta
ucinek je odvisen od razmerja in koli¢ine aktivnih sestavin v ekstraktu, na katerega vpliva
topilo za ekstrahiranje teh snovi. Tako je bil OPGE citotoksi¢en za celice pri niZjih
koncentracijah (25 pg/ml) kot pa OEE (800 pg/ml). Prvo hipotezo o vplivu topila na
delovanje ekstraktov smo tako potrdili, drugo hipotezo pa le delno, saj so lahko toksi¢ne
tudi niZje koncentracije ognji¢evega ekstrakta. Te ugotovitve smo potrdili tudi s testom
XTT.

Glavni poskusi o antioksidativnih lastnostih OEE so sicer nakazali, da lahko popravi Skodo
po oksidativnem stresu in izboljSa viabilnost celic, vendar ta porast v Stevilu celic ni bil
statisticno znaclilen. Pri testiranju antioksidativnih lastnosti OEE s testom XTT se je
izkazalo, da OEE ne vpliva na regeneracijo in popravljanje $kode po oksidativnem stresu.
Pri poskusu o zaS¢itnem delovanju OEE preden smo celice izpostavili oksidativnemu



Blatnik E. U¢inek ekstrakta ognji¢a na kokosje makrofage in vitro.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta. Studij molekulske in funkcionalne biologije, 2016

54

stresu, se je pojavil porast nivoja respiracije pri koncentracijah 800 pg/ml in 1600 pg/ml (v
primerjavi s kontrolo pod stresom, brez OEE). Analiza rezultatov pa je pokazala, da je do
tega zviSanja priSlo zaradi stresa, ki ga je povzroc¢il OEE, saj so prejs$nji rezultati o vplivu
OEE na celice pokazali, da je OEE nad koncentracijo 800 pg/ml skodljiv za celice. Tako
smo tretjo in Cetrto hipotezo ovrgli, saj nismo uspeli dokazati antioksidativnih lastnosti
ognji¢evega ekstrakta.
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5 SKLEPI

V raziskovalni nalogi smo testirali vpliv ognjiCevega ekstrakta na kokoSje makrofage
HD11 v pogojih in vitro. Preverili smo, ali ima sam ekstrakt kakSen ucinek na celice in ali
ima antioksidativne lastnosti. V poskusih smo uporabili ognjicev ekstrakt, ki je bil
raztopljen v dveh razli¢nih topilih: EtOH in PG. Tako smo hkrati tudi preverili, ali topilo
vpliva na delovanje ekstraktov in s tem tudi na celice HD11.

Preden smo se lahko lotili glavnih poskusov, smo morali dolociti orientacijske vrednosti
koncentracij tako H,O, kot tudi obeh ekstraktov. S tem smo Zeleli ugotoviti, kateri
koncentracijski razpon H,O, in obeh ekstraktov bi bil primeren za na$ glavni poskus. Pri
H,0, smo Zeleli dolociti take koncentracije, ki bi celicam povzrocile srednje mocan
oksidativni stres, pri katerem bi dolocen deleZ celic propadel, prezivele pa bi se lahko same
(v glavnem poskusu pa s pomocjo ekstrakta) regenerirale in preSle v homeostazo. Pri
ekstraktu in njegovih dveh topilih smo Zeleli dolociti take koncentracije, ki celicam ne bi
Skodovale. Iz literature smo namre¢ razbrali, da imajo lahko ognjicevi ekstrakti tudi
citotoksicen ucinek na celice.

Pri preliminarnih poskusih o delovanju H,O, na celice HD11 smo opazili koncentracijski
in ¢asovno odvisni vpliv na viabilnost celic, pri ¢emer sta viSja koncentracija in daljsa
izpostavitev zmanjSala viabilnost. Za nadaljnje poskuse smo na podlagi preliminarnih
poskusov uporabili H,O, v koncentracijah 200 uM, 300 uM, 400 uM, 800 uM in 1600
uM.

Pri preliminarnih poskusih o vplivu ognjicevega ekstrakta v dveh topilih smo ravno tako
opazili ¢asovno in koncentracijsko odvisen uc¢inek na viabilnost celic HD11. OPGE je bil
citotoksi¢en Ze pri koncentraciji 25 pg/ml, medtem ko je bil OEE toksi¢en Sele pri
koncentraciji 800 pg/ml. S tem smo potrdili naso prvo hipotezo, da topilo vpliva na
delovanje ognjicevega ekstrakta, hkrati pa delno potrdili drugo hipotezo, saj ima ognjicev
ekstrakt lahko citotoksi¢en ucinek tudi pri niZjih koncentracijah. Pri teh poskusih smo
opazili tudi to, da topili PG in EtOH sama ne vplivata na viabilnost celic HD11. Iz tega
smo sklepali, da je ognji¢ev ekstrakt v posameznem topilu citotoksicen, a ne na racun
topila samega, ampak zaradi snovi, ki jih posamezno topilo ekstrahira iz rastlinskega
materiala. OPGE je tako za celice bolj toksiCen, ker je topilo PG iz rastlinskega materiala
izlo¢ilo snovi v takem razmerju in koncentraciji, ki je za celice neugoden. Glede na
rezultate preliminarnih poskusov smo za nadaljnje poskuse uporabili le OEE, in sicer v
koncentracijah 100 pg/ml, 400 pg/ml, 800 pg/ml in 1600 pg/ml.

Pri glavnem poskusu o popravljalnem delovanju OEE na viabilnost celic HD11 smo celice
najprej izpostavili oksidativnemu stresu s 1600 uM H,O,, nato pa jih tretirali s 100 pg/ml
OEE. Pricakovali smo, da bo ekstrakt pripomogel k hitrejSemu okrevanju celic po
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oksidativnemu stresu v primerjavi s kontrolo, kjer so se po stresu regenerirale same. Pri
tem poskusu se je sicer pokazal popravljalni uc¢inek OEE, vendar le-ta ni bil statisticno
znacilen. Pri ponovitvi tega poskusa z niZjo koncentracijo H,O, nismo dobili pricakovanih
rezultatov, zato smo, namesto vpliva ekstrakta na viabilnost celic HD11, preverili vpliv
ekstrakta na nivo respiracije celic.

Za merjenje nivoja respiracije smo uporabili test XTT, ki temelji na koli¢ini
mitohondrijske dehidrogenaze v celici, preko katere se rumeno obarvani reagent XTT
reducira v oranZzno obarvan formazanov derivat. S fotometrom smo nato izmerili
absorbanco vzorcev, ki posredno kaZe na nivo respiracije celic.

S preliminarnim testom XTT smo zeleli testirati vpliv ognjiCevega ekstrakta na celice
HD11 v treh razli¢nih topilih: OPGE v propilen glikolu, OEE v etanolu in OFR v fizioloski
raztopini. Rezultati poskusa so pokazali, da je OPGE povzrocil dvig nivoja respiracije,
medtem ko sta OEE in OFR ohranili nizek nivo. Glede na to, da so rezultati preliminarnega
poskusa o vplivu OPGE na viabilnost celic pokazali, da OPGE deluje citotoksi¢no, smo
sklepali, da je dvig respiracije nastal kot posledica negativnega delovanja ekstrakta na
celice in ne na raCun pomnoZevanja celic. Pri OEE in OFR je nivo respiracije narastel le
pri dveh najvisjih koncentracijah 800 pg/ml in 1600 pg/ml.

V glavnem testu XTT smo testirali zaS¢itni in popravljalni ufinek OEE na celice po
oksidativnemu stresu in pred njim. Pri poskusu o popravljalnem ucinku smo celicam
najprej s H,O, povzrocili oksidativni stres, nato pa jih tretirali z OEE. Rezultati so
pokazali, da OEE ne pripomore k hitrejSemu in boljSemu okrevanju celic po oksidativnem
stresu, saj ni bilo vecji razlik v nivoju respiracije med vzorci in kontrolo, ki se je
regenerirala brez OEE. Tako smo tretjo hipotezo ovrgli, saj smo predvidevali, da se bodo
celice z ognji¢evim ekstraktom uspeSno regenerirale po oksidativnem stresu.

Pri poskusu o zaS¢itnem vplivu smo celice najprej izpostavili OEE, nato pa jih za krajsi ¢as
izpostavili H,O, in oksidativnemu stresu. Tu so rezultati nakazovali, da lahko OEE
(koncentraciji 800 pug/ml in 1600 pg/ml) uspesno zasciti celice pred oksidativnim stresom,
saj so vzorci imeli statisti¢no znacilen vi$ji nivo respiracije od kontrole tretirane le s H,O,.
Ker pa smo pri preliminarnemu testu XTT opazili, da lahko Ze sam OEE pri teh
koncentracijah povzroci dvig respiracije celic, smo vzorce primerjali s kontrolo, ki je bila
tretirana le z OEE, brez oksidativnega stresa. Analiza rezultatov je pokazala, da so si
vrednosti vzorcev in kontrole podobni, razen pri vzorcu tretiranim z 800 pg/ml OEE in 400
uM H;0,, kjer je t-test pokazal statisticno znacilno razliko v primerjavi s kontrolo. Iz tega
smo nato sklepali, da OEE nima zasCitnega uc¢inka pred oksidativnim stresom, saj se je
nivo respiracije pri poskusu dvignil na racun stresa, ki ga je izzval OEE. S tem smo ovrgli
tudi Cetrto hipotezo, kjer smo predvidevali, da bo ognji¢ev ekstrakt celice uspesno zasc¢itil
pred oksidativnim stresom.
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6 POVZETEK

Z letom 2006, ko je Evropska unija prepovedala uporabo antibiotikov v krmi za rejne
Zivali, so se znanstvene raziskave preusmerile v iskanje naravnih prehranskih dodatkov, s
katerimi bi izboljsali zdravje in produktivnost rejnih Zivali. S tovrstno preventivo bi lahko
izboljSali imunski sistem zivali in jim dvignili odpornost proti razlicnim stresnim
dejavnikom. V vsakemu organizmu konstantno potekajo Stevilni celicni procesi, ki so
povezani med sabo v kompleksen celi¢en metabolizem. Ene izmed teh procesov so tudi
redoks reakcije, kjer gre za oddajanje in sprejemanje elektronov med oksidanti in
reducenti. V teh reakcijah nastajajo prosti radikali, ki so zelo reaktivni. Za celico in njeno
delovanje so sicer nujno potrebni, vendar lahko zaradi razli¢nih zunanjih dejavnikov pride
do prekomernega nastajanja prostih radikalov, ki se nato lahko vezejo tudi na nukleinske
kisline, proteine, lipide itd. Posledi¢no lahko pride do mutacij v genskem zapisu,
spremenjene aktivnosti in funkcij encimov in do poskodb membrane. Najbolj pogosti
prosti radikali so reaktivne kisikove spojine ali ROS, ki nato s svojimi reakcijami
povzrocajo oksidativni stres.

Celica se lahko pred oksidativnim stresom tudi brani, in sicer s pomo¢jo popravljalnih
sistemov in lovilcev prostih radikalov, v skrajnem primeru pa celica preide v apoptozo.
Antioksidanti so sestavni del obrambe pred oksidativnim stresom in so vedno prisotni v
celicah. S tem ko oddajo svoj elektron oksidantom, jih nevtralizirajo in tako postanejo
neskodljivi za celico. NajveC antioksidantov se nahaja v razli¢nih rastlinah, kjer lahko
najdemo fenolne spojine (tokoferoli, flavonoidi, fenolne kisline) in razlicne pigmente npr.
karotenoide. Za vse naStete spojine so dokazali, da imajo razli¢ne aktivnosti: protivnetno,
protibakterijsko, protivirusno, protiglivicno in protirakavo delovanje. Iz tovrstnih
zdravilnih rastlin in za¢imb te snovi najveckrat ekstrahiramo v koncentrirane ekstrakte, za
katera se uporabljajo razli¢na polarna topila. Najpogosteje se uporabljajo meSanice vodnih
in alkoholnih topil, saj na ta nacin izlo¢imo tako vodotopne kot tudi lipidotopne snovi.

Zdravilni ognji¢ (Calendula officinalis) je zdravilna rastlina, ki ima ve¢ stoletij dolgo
tradicijo uporabe. Iz cvetov ognjica se pripravljajo alkoholne tinkture in mazila, ki jih
lahko uporabljamo za celjenje ran, pri podplutbah, oteklinam, ozeblinam, opeklinam in pri
suhi ter vneti koZi. Uporablja se tudi ognjicev ¢aj za Zelod¢ne in Crevesne teZave.

Znanstvene raziskave in vivo in in vitro so do zdaj dokazale, da ognji¢ev ekstrakt deluje
protivnetno, protivirusno, imunostimulatorno, antigenotoksi¢no in antioksidativno. To
delovanje omogocajo flavonoidi in karotenoidi, ki se nahajajo v cvetovih ognjica.

V raziskovalni nalogi smo uporabili ognjicev ekstrakt raztopljen v dveh topilih: etanol
(EtOH) in propilen-glikol (PG). Najprej smo testirali vpliv posameznega ekstrakta in topila
na viabilnost kokoS§jih makrofagov HDI11. Predvidevali smo, da bodo Sele visje
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koncentracije ekstraktov imele negativen ucinek na viabilnost. Poleg tega pa smo
pricakovali, da bomo opazili razlike med ucinki ekstrakta v enem in drugem topilu. OPGE
je bil za celice toksic¢en pri koncentraciji 25 pg/ml, OEE pa je bil toksicen pri koncentraciji
800 pg/ml. Nobeno izmed topil ni imelo vpliva na viabilnost celic HD11. S tem poskusom
smo potrdili prvo hipotezo, ki pravi, da topilo vpliva na delovanje ekstrakta. Hkrati pa smo
delno potrdili tudi drugo hipotezo, kjer smo predvidevali, da bodo le visje koncentracije
ekstrakta citotoksicne, kar je veljalo le za OEE.

Zaradi citotoksi¢nosti OPGE smo za nadaljnje poskuse uporabili le OEE. Testirali smo
popravljalne ucinke OEE na celice HD11, ki so bile izpostavljene oksidativnemu stresu.
Celice smo najprej tretirali s HyO, in povzro€ili oksidativni stres, nato pa smo jih
izpostavili OEE. Rezultati so sicer nakazovali, da se celice bolje regenerirajo po stresu ob
dodatku OEE, vendar analiza ni podala statisticno znacilnih rezultatov. Tudi ponovitev
poskusa z niZjo koncentracijo ni podala pricakovanih rezultatov, zato smo namesto vpliva
na viabilnost testirali vpliv ognji¢evega ekstrakta na nivo respiracije.

Za doloc¢anje nivoja respiracije smo uporabili test XTT. Celice smo najprej izpostavili
samo ognjicevemu ekstraktu, ki je bil raztopljen v EtOH, PG in fizioloSki raztopini (FR). S
tem smo Zeleli preveriti, ali bodo posamezni ekstrakti in topila imela vpliv na nivo
respiracije. Rezultati so pokazali, da se je nivo respiracije pri OPGE bistveno zvisal v
primerjavi z OEE in OFR, kjer je nivo respiracije ostal nizek do koncentracije 800 pg/ml.
Glede na rezultate iz poskusa o vplivu na viabilnost smo sklepali, da je ta dvig respiracije
nastal na racun toksi¢nosti OPGE in ne na racun vecjega Stevila celic. V stresnih
okolis¢inah se lahko v celicah pove€a koli¢ina proizvedenega encima mitohondrijske
dehidrogenaze, ki v testu XTT reducira veC reagenta XTT, kar se posledicno pokaZze kot
dvig nivoja respiracije.

S pomocjo testa XTT smo Zeleli preveriti, ali ima OEE antioksidativne lastnosti, pri cemer
smo testirali tako zaS¢itni kot tudi popravljalni uCinek OEE na oksidativni stres. Celice
HD11 smo tretirali s H,O,, da smo povzrocili oksidativni stres, nato pa smo jih izpostavili
OEE in jih opazovali. Pricakovali smo, da se bodo celice boljSe in hitreje regenerirale ob
dodatku OEE, kar se bo pokazalo kot vi§ji nivo respiracije v primerjavi s kontrolo, kjer
smo celice pustili, da se po oksidativnem stresu regenerirajo same. Rezultati so pokazali,
da OEE ne vpliva na hitrejSo regeneracijo celic po stresu, saj je bil nivo respiracije pri
vzorcih ponekod celo nizji od kontrole.

Za poskus o zaSc¢itnem delovanju OEE pa smo celice HD11 najprej za dalj ¢asa izpostavili
OEE, nato pa smo jih za krajSi cas tretirali s HyO,, da so bile celice pod stresom.
Pri¢akovali smo, da bo OEE uspel zascititi celice pred poSkodbami in odmiranjem zaradi
oksidativnega stresa. Tu smo dobili pri¢akovane rezultate, saj je bil nivo respiracije pri
vzorcih vi§ji kot pri kontroli, ki ni bila tretirana z OEE. Ker pa smo iz preliminarnega testa
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XTT opazili, da lahko Ze sam OEE povzro¢i dvig respiracije, smo pri glavnem poskusu
rezultate vzorcev primerjali s kontrolo, ki je bila tretirana samo z OEE, brez oksidativnega
stresa. Tu je statisticna analiza podatkov pokazala, da so si rezultati vzorcev in kontrol
OEE podobni med sabo, torej se je v celicah nivo respiracije dvignil ne na ra¢un zascitnega

efekta celic in s tem vecjega Stevila celic, ampak na racun stresa, ki ga je povzrocil sam
OEE.

Tako smo tretjo in Cetrto hipotezo, kjer smo predvidevali, da bo ognjicev ekstrakt uspel
popraviti Skodo oz. zas¢ititi celice pred oksidativnim stresom, ovrgli. Zaklju¢imo lahko, da
uporabljeni ognjicev ekstrakt ni pokazal pri¢akovanega antioksidativnega delovanja.
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PRILOGA A

Shematic¢ni prikaz poteka poskusa o popravljalnem delovanju OEE na HD11 po
oksidativnem stresu povzrocenim s H,O,

1 x 10° celic/luknjo gojisce G1 volumen = | ml

\/

plosci

koncentracija - 1600 / 800 uM Cas tretiranja - 4 h razpored vzorcev - sliki 14 in 15

koncentracija - 100 pg/ml Cas tretiranja - 24 h, 48 h, 72 h in 96 h
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PRILOGA B

Shematic¢ni prikaz poteka XTT poskusa o zaS¢itnem delovanju OEE na HD11 pred
oksidativnim stresom povzro¢enim s H,O,

Sest 96-luk. mikrotitrskih

ploxt 1 x 10# celic/luknjo gojisce G1 volumen luknjice - 100 ul

N/

koncentracije - 400, 800, 1600

ug/ml Cas tretiranja - 24 hin 48 h razpored vzorcev - Slika 18

W

koncentracije - 200, 300, 400 uM Cas tretiranja- 1 h

volumen - 25 pl Cas izpostavitve - 3 h

't
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PRILOGA C

Shematic¢ni prikaz poteka XTT poskusa o popravljalnem delovanju OEE na HD11 po
oksidativnem stresu povzrocenim s H,O,

Sest 96-luk. mikrotitrskih

T 1 x 10# celic/luknjo gojisce G1 volumen luknjice - 100 pl

koncentracﬁiﬁm’ 300,400 &as tretiranja - 1 h razpored vzorcev - Slika 18

koncentracije - 400, 800, 1600 pg/ml Cas tretiranja- 24 hin 48 h

volumen - 25 pl ¢as izpostavitve - 3 h




